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No tiene limites el alma y en su deseo glorioso y férvido aspira siempre y llega siempre a la realizacion de
los mas arraigados ideales. Porque se llega a todo lo noble, todas las montafias se transforman con la

firmeza de la voluntad.

José Marti
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HMG-CoA reductasa: enzima hidroximetilglutaril-CoA reductasa
HPE: holoprosencefalia
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NaOH: hidréxido de sodio
n.o: nimero

pb: pares de bases

PCA: persistencia del conducto arterioso



PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction
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SINTESIS



SINTESIS

Se realizd un estudio entre los afios 2001 y 2011 para caracterizar fenotipica y genéticamente a los
pacientes cubanos con sindrome de Smith Lemli Opitz (SLO) y evaluar la correlacién entre los fenotipos
clinico y bioquimico y el genotipo DHCRY7; para ello se realiz una pesquisa de pacientes con fenotipo
sugestivo de SLO que permitid el andlisis bioquimico de 77 probables enfermos y la confirmacion
diagndstica de 21, a los que se les realizo la caracterizacién clinica y familiar. El estudio del gen DHCR7
para identificar mutaciones patogénicas y SNPs se realizé6 en 20 enfermos. Las caracteristicas clinicas
encontradas son similares a las reportadas en otras series de casos pero todos los pacientes tienen un
fenotipo clinico ligero o moderado; el 4,7 % de ellos descienden de matrimonios consanguineos y el 95 %
de los progenitores son de piel blanca. El nimero de hermanos afectados es inferior a lo esperado segun el
riesgo de recurrencia. La frecuencia fenotipica es 1/358 827 nacidos vivos, con un predominio de casos en
el Centro del pais y una relacién masculino/femenino de 2,4/1. La tasa de prevalencia en el afio 2011 fue
de 0,16 por cada 100 000 habitantes. Las mutaciones identificadas fueron T93M, IVS8-1G>C, F302L,
V281M y D234Y, la primera de ellas tiene una frecuencia de 0,425 (la mas alta mundialmente) y la Ultima
no se conocia. En nueve alelos estudiados no se encontraron las mutaciones patogénicas por limitaciones
tecnoldgicas. El ligamiento de T93M al haplotipo J sugiere efecto de fundador de esta mutacion en Cuba. A
pesar del pequefio tamafio de la muestra, los resultados indican que los genotipos formados por
mutaciones transmembranales y nulas (T93M/IVS8-1G>C) se asocian a mayores alteraciones del
metabolismo del colesterol y severidad clinica, que los genotipos formados por mutaciones

transmembranales (T93M/T93M, T93M/F302L, TO3M/V281M y T93M/D234Y).
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INTRODUCCION

El sindrome de Smith Lemli Opitz (SLO) (McKusick n.c 270400) () es una enfermedad genética, de
herencia autosémica recesiva, caracterizada por un amplio espectro fenotipico que incluye retraso mental,
microcefalia, retardo del desarrollo pondoestatural, rasgos dismorficos faciales, malformaciones congénitas
y trastornos de la conducta 24). Fue descrito por primera vez en 1964 © pero no es hasta 1993 que se
identifica como un error congénito del metabolismo ©. Resulta de una deficiencia de la enzima 7-
dehidrocolesterol reductasa (7DHCR) que cataliza la ultima reaccién en la sintesis del colesterol de
Kandutsch-Russell, por lo que la enfermedad se caracteriza por bajos niveles de colesterol e
incrementados del precursor 7-dehidrocolesterol (7DHC) y su isémero el 8-dehidrocolesterol (8DHC) 68, El
marcador bioquimico de la enfermedad es el incremento del 7DHC, determinado generalmente por
cromatografia de gases/espectrometria de masa (CG/EM) 29, El descubrimiento del defecto metabélico no
solo permitié contar con evidencias bioquimicas que complementan el diagnéstico del sindrome y su
asesoramiento genético, sino también dio inicio a una nueva era en las investigaciones basicas
relacionadas con la participacién del colesterol y su precursor en la embriogénesis y el funcionamiento del
organismo en general.

En 1998 fue clonado el gen que codifica la enzima 7DHCR, que se conoce como DHCR?7 (10); ese mismo
afio tres grupos independientes identifican las primeras mutaciones patogénicas (1*-3), que ya suman mas
de 150 con diferentes frecuencias segun la regidn geografica (4). La identificacion de dos mutaciones en el
gen DHCRY también permite hacer el diagnostico de SLO, lo que abrié nuevos horizontes en la prevencion
de esta enfermedad 23).

El empleo de los métodos bioquimicos y la caracterizacion de mutaciones en el gen DHCR7 han

contribuido a la delineacién del efecto pleiotrépico del gen y de las variaciones en la expresividad del



fenotipo y al mismo tiempo a excluir otras enfermedades genéticas u ocasionadas por teratbgenos con
manifestaciones clinicas similares (15.16),

Una vez definido el defecto bioquimico causante del sindrome se formul6 la hipdtesis que aportando una
fuente exdgena de colesterol se podia incrementar la concentracion de este y disminuir la sintesis
enddgena de 7DHC, a través de la regulacion de la via metabdlica por la HMG-CoA reductasa, por lo que
el suplemento de colesterol a través de la dieta (fundamentalmente yema de huevo) y/o como preparado
medicamentoso se convirtid en el tratamiento estandar (248.17), Varios estudios han mostrado una mejoria
de los parametros bioquimicos y de las manifestaciones clinicas después de iniciado el tratamiento (17-21);
no se conocen efectos adversos de esta terapéutica en pacientes con SLO (16), pero si pudiera tenerlos en
personas que no sufren de este trastorno metabdlico (224, un elemento mas que apoya la importancia de
los estudios de laboratorio para el diagnostico definitivo del SLO.

Los padres de un nifio enfermo tienen una probabilidad del 25 % en cada embarazo de tener otro hijo
afectado debido al modo de herencia de esta enfermedad. Antes del descubrimiento de la etiologia del
SLO la unica alternativa para el diagndstico prenatal era la busqueda de defectos fetales por ultrasonido
(US), que no es un método especifico ni altamente sensible (5. Desde la segunda mitad de la década del
90 es posible un diagnostico prenatal seguro con el empleo de las técnicas bioquimicas y moleculares, de
manera independiente 0 complementandose (16:26.27),

Estudios en poblaciones de origen caucasico han estimado una frecuencia que varia entre 1/10 000 y 1/70
000 nacidos vivos @), por lo que el SLO se incluye entre las enfermedades huérfanas, raras o de baja
prevalencia.

Las enfermedades de baja prevalencia son aquellas que afectan a menos de cinco por cada 10 000
habitantes segun criterios de la Unién Europea. Ellas no constituyen un problema de salud publica de
manera independiente pero si en su conjunto, al afectar a millones de personas y ocasionar una elevada

mortalidad en edades tempranas de la vida (28-35),



Los pacientes con estas enfermedades sufren una serie de dificultades directamente relacionadas con la
rareza de su padecimiento; el conocimiento cientifico sobre ellas suele ser escaso 0 a veces nulo, y cuando
existe no es del dominio de un amplio nimero de profesionales de la salud y de la sociedad en general,
ademas tienen dificultades para acceder a un diagnéstico correcto y al tratamiento en caso de que exista;
por todas estas razones es frecuente que no reciban una atencion médica de calidad (30.31.34),

La comunidad internacional ha trazado estrategias encaminadas a disminuir las diferencias entre quienes
sufren enfermedades comunes y de baja prevalencia; entre las acciones realizadas esta la creacién de
grupos y centros expertos encargados de la investigacion, el desarrollo de nuevos procederes diagnésticos
y terapéuticos y la formacién y actualizacion de conocimientos de los restantes profesionales para mejorar
el diagnostico, el tratamiento y la prevencion. Debido al amplio nimero de enfermedades de este tipo se
hace muy dificil la creacion de centros expertos en cada pais por lo que existe una gran colaboracion
internacional (28.29.32-43),

A pesar de los avances en el conocimiento del SLO en el mundo, de los beneficios que estos representan
para los pacientes y sus familiares y de las politicas dirigidas al estudio de las enfermedades de baja
prevalencia, antes del inicio de esta investigacion la Unica evidencia en Cuba de estudios sobre la misma
era la presentacion clinica de dos casos realizada por la Dra. Liane Borbolla en 1974 (4. En el pais no
estaba caracterizado el fenotipo de los pacientes con SLO y el diagnéstico no era certero porque se
basaba en caracteristicas dismorficas y del neurodesarrollo tipicas descritas en la literatura, provenientes
de estudios en pacientes de diferente origen étnico, a lo que se le suma la expresividad variable del
fenotipo y la existencia de manifestaciones clinicas comunes a otras enfermedades genéticas o debido a la
influencia de factores ambientales durante la gestacién. Todo esto representaba una limitante para el
conocimiento basico de la enfermedad y el asesoramiento genético a las familias, por lo que era necesario
el empleo de marcadores bioquimicos que permitieran la confirmacion diagnéstica.

Por otra parte, no se conocian las caracteristicas genéticas en pacientes cubanos, las mutaciones mas
frecuentes en el gen DHCR7, su posible origen y el efecto especifico de cada una de ellas sobre la

expresion de la proteina alterada y a su vez sobre el fenotipo clinico.



Lo anterior sirvié de justificacién para la formacion en el Centro Provincial de Genética Médica de Sancti
Spiritus (CPGM-SS) de un grupo de especialistas dedicados a la investigacion del sindrome de Smith Lemli
Opitz en el pais.

Problema de investigacion:

No se conocen las caracteristicas fenotipicas y genéticas del sindrome de Smith Lemli Opitz en Cuba.
Pregunta cientifica:

¢ Cuales son las caracteristicas fenotipicas y genéticas de los pacientes cubanos con Smith Lemli Opitz?
Objetivo general:

Caracterizar fenotipica y genéticamente el sindrome de Smith Lemli Opitz en pacientes cubanos.

Objetivos especificos:

1. Caracterizar el fenotipo bioquimico y clinico de los pacientes cubanos con Smith Lemli Opitz.

2. Caracterizar genéticamente el sindrome de Smith Lemli Opitz en Cuba.

3. Correlacionar los fenotipos bioquimico y clinico y el genotipo DHCR7.

Fundamento metodoldgico general de la tesis:

Se realiz6 un estudio descriptivo transversal en el periodo comprendido entre enero del 2001 y diciembre
del 2011. A partir de la revision de la literatura se establecieron los criterios de diagnéstico clinico a utilizar
en la investigacion y se capacitaron a genetistas clinicos, asesores genéticos y otros especialistas con el
propdsito de mejorar el diagnéstico de la enfermedad en el pais. La seleccion de los pacientes con fenotipo
clinico sugestivo de SLO se realizd por tres vias: la busqueda de los pacientes registrados con esa
impresion diagndstica en los servicios de Genética Clinica del pais antes del inicio de la investigacion, la
pesquisa en instituciones de atencion a personas con discapacidad intelectual y la evaluacién de pacientes
en los servicios de Genética Clinica durante la investigacion. A todos los enfermos con fenotipo clinico
sugestivo de SLO se les realizd estudio de esteroles por cromatografia de capa fina (CCF) y/o CG/EM; en los
que se demostro6 el fenotipo bioquimico de SLO fueron considerados pacientes con SLO y se les realiz6
una caracterizacion clinica y familiar exhaustiva para la que se aplicé la metodologia propia de la Genética

Clinica. Con posterioridad se hizo el estudio del gen DHCR7 por métodos de secuenciaciéon, PCR-ARMS
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ylo PCR-RFLP, que permitié la identificacion de mutaciones patogénicas y los haplotipos SNPs ligados a
dichas mutaciones con el objetivo de evaluar el posible efecto de fundador en Cuba de alguna de ellas.
Para los estudios bioquimicos y moleculares se contd en una primera etapa con la colaboracion de la
Universidad McMaster de Canada. A partir de la caracterizacion del fenotipo bioquimico y el genotipo
DHCRY se evalud el comportamiento poblacional de la enfermedad. Para la correlacion entre los fenotipos
clinico y bioquimico y el genotipo DHCR?7 se estimé la severidad del fenotipo clinico segun el puntaje de
Kelley y Hennekam (15, se consideraron los valores de colesterol y 7DHC determinados por CG/EM vy se
clasificaron las mutaciones en: sin sentido o nulas (0) y con sentido causantes de sustituciones
aminoacidicas en los dominios transmembranales de la enzima o proximos a ellos (TM) “5. El anexo 1
muestra el flujograma seguido en la investigacion.

Aspectos éticos:

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Consejo Cientifico y la Comisién de Etica del CPGM-SS.
La participacion en la investigacion fue voluntaria, para la cual los padres o tutores firmaron el
consentimiento informado y ademas los investigadores establecieron un compromiso de confidencialidad
referido a la informacién relacionada con la investigacion (anexo 2).

Novedad cientifica:

1. Se hace una exhaustiva caracterizacion del fenotipo clinico en 21 pacientes, un amplio grupo si se
considera la rareza de la enfermedad, cuyo diagnéstico fue posible por la combinacion de acciones
capacitantes, pesquisa por distintas vias y colaboracion multidisciplinaria, interinstitucional e intersectorial,
asi como la aplicacion de estudios bioquimicos.

2. Se incorpora en Cuba un marcador bioquimico para el diagnostico del SLO, que junto a la
implementacion del estudio de algunas mutaciones en el gen DHCR7 permite no solo la confirmacion de la
enfermedad en pacientes con sospecha clinica, sino también la posibilidad de ofrecer un asesoramiento
genético certero a las familias, con nuevas opciones como el diagnéstico prenatal y de portadores y el
tratamiento a los enfermos; ademas por primera vez se utiliza el método de Kelley y Hennekam,

internacionalmente empleado como evaluador de la severidad del fenotipo clinico.



3. Es el primer estudio molecular del SLO en Cuba, y de pacientes de origen hispano el primero que se
publica.

El aporte tedrico fundamental de esta investigacion radica en mostrar elementos a favor de:

1. El'amplio espectro fenotipico del SLO y la gran heterogeneidad alélica en el gen DHCR?Y al encontrarse
la mutacion D234Y, no reportada en otros pacientes.

2. Un posible efecto de fundador de la mutacién T93M en Cuba.

3. La interaccién génica como probable causa de la holoprosencefalia (HPE) en el SLO.

4. La correlacién entre el genotipo y los fenotipos bioquimico y clinico, al asociarse los genotipos TM/0 con
niveles mas bajos de colesterol, mas altos de 7DHC y mayor severidad clinica de la enfermedad respecto a
los genotipos TM/TM, a pesar de que ambos grupos genotipicos se asocian a formas ligeras y moderadas
de la enfermedad.

El aporte practico principal radica en:

1. La elevacion del nimero de pacientes con sospecha clinica de la enfermedad.

2. La aplicacion en Cuba de un método bioquimico que permite la confirmacion del diagndstico, piedra
angular del asesoramiento genético, de lo que se derivd la posibilidad de tratamiento a los enfermos con
alimentos ricos en colesterol para lo cual se incluyé en el Dietario Médico Nacional la dieta 39-ES.

3. La introduccion en Cuba de técnicas para la caracterizacién de mutaciones en el gen DHCR7 que
permite ofrecer el diagndstico prenatal como una nueva opcidn reproductiva preventiva para parejas con un
hijo previo afectado y ambas mutaciones identificadas (lo cual ya se realiz en una oportunidad en el propio
pais), asi como el estudio de portadores a familiares de enfermos y las parejas de estos.

4. El establecimiento de un algoritmo para el diagnéstico y el asesoramiento genético de la enfermedad en
el pais.

Los principales resultados de la tesis que dan salida a los objetivos trazados se presentan en un
documento Unico con cuatro capitulos que son: Marco tedrico, Caracterizacién de los fenotipos bioquimico
y clinico de pacientes con el sindrome de Smith Lemli Opitz, Caracterizacion genética del sindrome de

Smith Lemli Opitz en Cuba y Correlacién entre los fenotipos bioquimico y clinico y el genotipo DHCR7, en
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los que se incluyen un conjunto de figuras y tablas que resumen los hallazgos principales que se discuten
en el cuerpo de la memoria escrita y permiten arribar a las principales conclusiones cientificas de la
investigacion. Se presentan ademas ocho secciones: abreviaturas utilizadas, sintesis, introduccién,

conclusiones, recomendaciones, referencias bibliograficas, autobibliografia y anexos.



CAPITULO 1. MARCO TEORICO



CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes histéricos

El sindrome de Smith Lemli Opitz (SLO) (Mc Kusick n.c 270400) () fue descrito por primera vez en 1964
por David Smith, Luc Lemli y John Opitz ©), de quienes lleva su nombre, aunque también se conoce como
sindrome RSH en alusion al apellido de los tres primeros casos reportados “6), los cuales tenian en comdn
retardo del desarrollo fisico y mental, hipotonia, trastornos de la alimentacion, dismorfia facial,
malformaciones genitales y de extremidades. En ninguno de los pacientes existia consanguinidad parental
y al tratarse de enfermos varones no podia definirse entre la herencia autosémica recesiva y recesiva
ligada al X ©). Entre 1964 y 1994 fueron publicados alrededor de 340 trabajos que permitieron reconocer su
herencia autosdmica recesiva, pero que a la vez condujeron a una imagen incompleta y distorsionada del
fenotipo, pues al no disponerse de examenes de laboratorio que permitieran un diagnostico certero se
incluyeron pacientes con caracteristicas similares pero de diferente etiologia 7). En esa época también se
clasifico la enfermedad en tipo | (forma clasica) y tipo Il (forma severa) “8). Con el descubrimiento en 1993
del defecto metabolico causante del SLO ®) surgi6 la posibilidad de realizar pruebas diagndsticas, lo que
permitié reconocer que los tipos | y Il no eran mas que gradaciones de un amplio espectro fenotipico, que
en la actualidad se conoce que varia desde multiples malformaciones mayores causantes de letalidad
intrauterina hasta minima dismorfia y retraso mental ligero “#48). En 1998 se clona el gen DHCR7 e
identifican las primeras mutaciones patogénicas (113, lo que también ha contribuido a la comprension de la
variabilidad de los fenotipos clinico y bioquimico y a la introduccion de nuevas opciones preventivas en las

familias (16).



1.2. Principales caracteristicas clinicas

La mayoria de los recién nacidos son moderadamente pequefios al nacer y presentan severos trastornos
de la alimentacion (pobre succién, poco interés por los alimentos, dificultades para deglutir y/o vomitos),
por lo que muchos necesitan alimentacion por gavaje o gastrostomia (1549-52), La microcefalia puede ser
evidente al nacer o instaurarse paulatinamente (15.50.51.53,54),

El retardo de desarrollo pondoestatural es casi universal incluso en aquellos nifios con una ingesta calérica
adecuada (1559), La hipotonia es muy comun en edades tempranas, posteriormente el tono va mejorando y
en la infancia tardia puede haber hipertonia con contracturas en flexion de diferentes articulaciones,
especialmente en nifios que no caminan (151949), | as infecciones son frecuentes, fundamentalmente las
respiratorias altas, las neumonias y las otitis y tienden a disminuir con la edad. No se conoce una alteracion
inmunoldgica primaria que las explique (1548),

El dismorfismo craneofacial comprende ademas de la microcefalia, estrechamiento bitemporal, ptosis
palpebral, micrognatia, nariz corta con narinas en anteversion y depresion del puente nasal. Estas
caracteristicas pueden ser muy sutiles en algunos pacientes “8). Las orejas suelen ser grandes, de
implantacion baja y a veces en rotacién posterior. Son muy frecuentes el estrabismo y la catarata congénita
(1549-51), L a fisura del paladar, tanto duro como blando, o la hendidura submucosa esta presente en mas del
50 % de los casos (49-515456.57) Otros hallazgos comunes son paladar alto y estrecho, hipercrecimiento de
los arcos alveolares, rugosidad del paladar y malposicion y maloclusion dentaria (6.48:49.51,58),

La sindactilia 2-3 de los pies es el defecto estructural mas distintivo del SLO, que esta presente en mas del
95 % de los pacientes, incluidos los casos mas ligeros. Es una sindactilia membranosa que frecuentemente
tiene forma de Y pero que puede ser total 0 minima (4951.58.59), | a polidactilia postaxial de manos y/o pies se
presenta en alrededor del 50 % de los casos y son comunes también la implantacion proximal del pulgar, la
braquidactilia y la clinodactilia (15.18.505153,54.58),

Las malformaciones de érganos internos suelen ocurrir en los casos mas graves y pueden afectar a todos

los sistemas. Dentro de las mas comunes se encuentran: agenesia o hipoplasia del cuerpo calloso,



hipoplasia cerebelar, PCA, CIA, CIV, CAV, CoA, defectos de segmentacién pulmonar, estenosis
hipertréfica del piloro, agangliosis intestinal y agenesia e hipoplasia renal (48:50.51,54,58,60),

El retardo del desarrollo sicomotor y/o retraso mental son constantes y de severidad variables. Es
caracteristico el déficit severo en el desarrollo del lenguaje, fundamentalmente activo, y las alteraciones de
la conducta (23:49-515461.62) muchas de las cuales se incluyen dentro del espectro autista (61.6265), Un estudio
reciente encontro relacion entre la frecuencia de los trastornos conductuales con los niveles de colesterol
(66), A pesar de ser comunes las alteraciones electroencefalograficas, la epilepsia es una condicion rara (7).
Para estimar la severidad clinica de la enfermedad se emplea una escala propuesta por Kelley y
Hennekam en el afio 2000, que evalta 10 estructuras anatomicas (anexo 3) (1), El grado de defectos
fisicos no se correlaciona con la severidad de los trastornos conductuales, que ocurren hasta en los
pacientes menos afectados fisicamente ©).

No se encontraron estudios sobre la esperanza de vida en esta enfermedad pero hay elementos que
sugieren que la supervivencia esta muy relacionada con la gravedad de los defectos viscerales (248.88) y por
supuesto, con los cuidados médicos y familiares que reciba.

1.3. Defecto bioquimico y genética molecular

A partir de la década de los 80 del pasado siglo algunos trabajos sugirieron una posible asociacién del SLO
con trastornos del metabolismo lipidico (9. En 1993 Irons y cols. 6 reportaron en pacientes con
diagnéstico clinico de SLO bajas concentraciones en plasma y heces fecales de colesterol e incremento del
precursor 7DHC y de un segundo esterol hasta ese momento no identificado y que posteriormente fue
reconocido como el 8DHC, un isémero del 7DHC. Ante estos hallazgos los autores sugirieron un defecto de
la enzima 7DHCR que cataliza el ultimo paso en la via de sintesis del colesterol de Kandutsch-Russell
(anexo 4). Nuevas evidencias que apoyaron este descubrimiento provinieron de estudios posteriores en
otros tejidos de pacientes con SLO (7:69),

La 3 B-hidroxiesterol A7 reductasa (7DHCR, EC 1.3.1.21) estd compuesta por 475 aa y tiene un peso

molecular de 54,5 kDa. Se asocia por nueve dominios a la membrana del reticulo endoplasmico, realizando
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alli la saturacion del doble enlace C7-C8 en la ruta de biosintesis del colesterol de Kandutsch-Russell.
Forma también 4 lazos citoplasmaticos y un lazo en la luz del reticulo endoplasmico, su extremo N-terminal
se orienta hacia el citoplasma y el C-terminal hacia la luz del reticulo endoplasmico (anexo 5) (70),

El gen que codifica la enzima 7DHCR, conocido como DHCRY7, fue mapeado y clonado en 1998 (10), Se
localiza en 11q13.2-q13.5, alcanza aproximadamente 14 kb, contiene ocho intrones y nueve exones y el
codon de inicio de la traduccion se ubica en el exon tres. Se expresa tanto en la vida fetal como en la
adultez en multiples tejidos, especialmente en las glandulas suprarrenales, higado y cerebro (4. En el
propio afio 1998 tres grupos independientes identificaron las primeras mutaciones en pacientes con SLO
(11-13) que en la actualidad suman mas de 150, la mayor parte de las cuales son mutaciones con sentido
que ocasionan inestabilidad de la proteina, pero con conservacion de actividad enzimatica residual *.1471),
Existen diferencias notables en la frecuencia de las mutaciones en las diversas poblaciones que han sido
explicadas por la ocurrencia de efecto de fundador, deriva genética, flujo genético y mutaciones recurrentes
(5372-78), De manera global, la mutacién mas cominmente reportada, que representa el 30 % de los alelos,
es IVS8-1G>C; en orden de frecuencia le siguen: T93M, W151X, V326L y R404C. El conjunto de estas
cinco mutaciones constituyen alrededor del 60 % de los alelos mutados, mientras las restantes se reportan
en un unico paciente 0 en un pequefio grupo de ellos (3.14.16),

El gran numero de mutaciones identificadas y el hecho de que la mayoria de los pacientes son
heterocigotos compuestos dificultan el analisis de la correlacion entre el genotipo y los fenotipos bioquimico
y clinico. En sentido general, los genotipos formados por alelos nulos en homocigosis u heterocigosis
compuesta se correlacionan con los niveles mas elevados de 7DHC y mas bajos de colesterol y con un
mayor grado de severidad clinica, mientras que los genotipos constituidos por mutaciones con sentido que
afectan a los dominios transmembranales se asocian a los fenotipos mas leves (1453, Sin embargo, algunos
pacientes con igual genotipo DHCRY (incluso hermanos) se diferencian en la gravedad de la enfermedad,
lo cual sugiere que otros factores genéticos tanto fetales como maternos y/o ambientales contribuyen en la

expresion fenotipica (24.53.71.79-81),

11



1.4. Diagnéstico

La caracteristica bioquimica distintiva del SLO es el incremento del 7DHC, un metabolito practicamente
indetectable en personas sanas, pero que tipicamente se incrementa mas de 50 veces en pacientes con
SLO @), La determinacion del 7DHC se realiza en plasma, suero u otros tejidos, fundamentalmente por
medio de CG/EM u otras técnicas como la cromatografia liquida/espectroscopia de masa en tandem y la
espectroscopia ultravioleta (498283), |a cromatografia de capa fina (CCF) ofrece la posibilidad de separar
los esteroles y es una alternativa tecnologicamente sencilla para la deteccion de la enfermedad (83).,

La determinacion de los niveles de colesterol no es confiable para el diagndstico porque alrededor del 10 %
de los pacientes con SLO tienen niveles normales de colesterol a cualquier edad (154884), Por otra parte, las
técnicas convencionales de cuantificacion del colesterol que se emplean en el laboratorio clinico no son
utiles, debido a que los metabolitos precursores acumulados reaccionan junto al colesterol, por lo que los
laboratorios clinicos pueden reportar valores normales de colesterol cuando realmente hasta mas de la
mitad de los esteroles medidos pudieran corresponder al 7DHC y 8DHC (748.59.85),

En algunos casos con un fenotipo clinico muy ligero se encuentran cifras limites de 7DHC, por lo que se
requiere para una definicidén diagndstica la cuantificacion de este metabolito luego del cultivo celular en un
medio carente de colesterol que induzca su sintesis endégena o el estudio de las mutaciones en el gen
DHCRY7Y (34853384),

Ocasionalmente se observan ligeras elevaciones de 7DHC en pacientes sin SLO que tienen incremento de
la sintesis de colesterol, xantomatosis cerebrotendinosa o que llevan tratamiento con algunos
medicamentos (fundamentalmente sicofarmacos), elementos que deben tenerse en cuenta en la
evaluacion de los enfermos (3.1548.86,87),

La identificaciéon de dos mutaciones en el gen DHCRY también permite hacer el diagnostico. Dado que el
analisis molecular tiene un elevado costo se han establecido estrategias para reducirlo, considerando las
regiones génicas donde se ubican la mayoria de las mutaciones conocidas y la frecuencia de las mismas

en las diversas regiones geograficas (3468),
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El diagnostico de portadores se realiza por técnicas moleculares (18), mientras que el prenatal puede
hacerse tanto por los métodos bioquimicos como moleculares descritos con anterioridad, en muestras de
liquido amnidtico, vellosidades coridnicas u otros tejidos fetales (4:26.27.:48.88,89),

En embarazos de fetos con SLO se sintetizan en la placenta esteroides anormales derivados del 7DHC; la
deteccion de estos en la orina de la gestante es un método no invasivo pero todavia no generalizado para
el diagnostico prenatal de la enfermedad (90.91),

Por el modo de herencia del SLO las parejas con un hijo afectado tienen un riesgo de recurrencia en cada
embarazo del 25 %, siendo este el motivo fundamental de realizacion del diagnostico prenatal. Otros
criterios de indicacion son la identificacion por US de crecimiento intrauterino retardado (CIUR) y
malformaciones congénitas y/o bajos niveles de estriol no conjugado en pesquisas bioquimicas del
segundo trimestre del embarazo (16.58.92-97),

1.5. Epidemiologia

La frecuencia estimada oscila entre 1/10 000 y 1/70 000 nacidos vivos en poblaciones de origen caucasico,
la mas alta corresponde a la Republica Checa y Eslovakia. EI SLO parece ser una enfermedad mucho mas
rara entre asiaticos, arabes y africanos (15.51.59,72,98-102),

A partir de estudios de las mutaciones mas comunes en diferentes poblaciones caucasicas, se ha estimado
una frecuencia general de portadores de 2-3 %, lo que implicaria una incidencia mucho mas alta y segun lo
cual seria una de las enfermedades autosdmicas recesivas mas comunes (72.103-107), Dos investigaciones
recientes basadas en la secuenciacion del gen DHCR7 en habitantes norteamericanos de diversos
origenes étnicos, encontraron una frecuencia general de portadores de 1,01 %y 1,5 % (108-109),

Existe una discrepancia entre la incidencia observada y la esperada de SLO (basada en la estimacion de la
frecuencia de portadores), que parece deberse a los casos no diagnosticados a causa de fenotipos muy
ligeros y los abortos, pérdidas fetales o neonatales resultantes de los fenotipos mas graves. En este ultimo
grupo podrian encontrarse los genotipos homocigotos para mutaciones nulas, cuya frecuencia en pacientes

diagnosticados postnatalmente esta por debajo de lo esperado (4.14:48,110-112),
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La rareza de la consanguinidad entre los padres de los enfermos y la existencia de varios reportes en los
que mas de un miembro de la familia (no hermanos) estan afectados son también elementos a favor de
que la frecuencia de portadores es relativamente alta %9.110). Es probable que exista una ventaja de los
heterocigotos, pero aun no se dispone de datos que confirmen esta hipotesis “).

1.6. Fisiopatologia

A pesar del conocimiento del defecto primario causante del SLO, los mecanismos que dan lugar a las
manifestaciones clinicas no estan totalmente dilucidados y son motivo de numerosas investigaciones. Es
muy probable que existan varios procesos fisiopatoldgicos involucrados relacionados con las multiples
funciones bioldgicas del colesterol y con el posible efecto toxico del 7DHC y el 8DHC y/o de los metabolitos
derivados de estos (anexo 6) (3446:48,113),

1.6.1. Participacion del colesterol en la embriogénesis

El colesterol interviene en la via de sefializaciéon de Shh. La proteina Shh sufre modificaciones posteriores
a la traduccion caracterizadas por la autopretedlisis y la unidén de una molécula de colesterol en su extremo
C-terminal y otra de &cido palmitico en el extremo N-terminal. De esta manera se convierte en una
molécula activa que fluye desde la célula donde se sintetizd hacia células diana en las cuales se une a
Patched (Ptch), una proteina transmembranal que es su receptor y que tiene dominios sensibles a los
esteroles. La uniéon de Shh a Ptch inactiva a la segunda, lo que a su vez ocasiona que se reprima la
inhibicion que Ptch ejerce sobre Smothened (Smo), otra proteina transmembranal que libera sefiales al
citoplasma, resultando en la activacion de factores de transcripcion en dedos de zinc, como los genes Gli-2
y Gli-3, que a su vez controlan la expresion de genes diana de Shh entre ellos Gli-1 y Patch1. Shh es un
morfégeno, una molécula que difunde para crear un gradiente de concentracion y tiene diferentes efectos
en las células del embrion en desarrollo dependiendo de su concentracion (114.119),

A continuacion se hara referencia a la participacion de Shh en la morfogénesis de algunas estructuras
anatdmicas que permita comprender como la interferencia en esta via de sefializacidén se relaciona con

malformaciones congénitas frecuentes en el SLO.
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Craneo y cara:

Durante el desarrollo craneofacial, la transformacion de las células pluripotenciales de la cresta neural en
complejas estructuras tridimensionales requiere de una estrecha y coordinada interaccion de genes y
tejidos, que es altamente dependiente del momento de desarrollo en el cual la informacion es recibida. Un
mecanismo por el que las moléculas sefializadoras, tales como Shh, controlan el patrén de desarrollo de la
cara es a través de la organizacién de centros e interacciones epitelio-mesénquima. La proteina Shh
secretada por esos centros organizadores pueden establecer concentraciones o gradientes-actividad
dependientes que determinan diferentes tipos de células e informacion posicional. Shh puede actuar
directamente sobre células diana para producir diferentes respuestas celulares; por ejemplo, la placa
mesodérmica precordial subyacente al cerebro anterior es una fuente de Shh para el desarrollo de esa
estructura. En el cerebro anterior ventral Shh tiene una influencia significativa en la morfogénesis del
primordio frontonasal, del cual se desarrollan las partes superior y media de la cara. El endodermo también
tiene funcion en la morfogénesis de la cabeza, y este parece ser también una fuente de sefializacion Shh.
Ademas existen evidencias de que Shh esta involucrada en el desarrollo del cerebelo, el esqueleto
craneofacial, los ojos, el oido interno, el paladar, los dientes, la lengua, las papilas gustatorias, las
glandulas submandibulares y los foliculos pilosos (115-119),

Extremidades:

Al final de la cuarta semana de desarrollo se hacen visibles los esbozos de las extremidades como yemas
0 brotes mesenquimatosos en la pared ventrolateral del cuerpo; a las seis semanas los extremos de las
yemas de las extremidades se tornan aplanadas o en forma de remos para formar las placas de las manos
y de los pies; los dedos se forman cuando la cresta ectodérmica apical se divide en cinco partes o
segmentos; la formacioén definitiva de los dedos se produce por el crecimiento continuado de los cinco
segmentos de la cresta epidérmica, la condensacion del mesénquima para formar los rayos digitales
cartilaginosos y por la muerte de los tejidos interpuestos entre esos rayos (las membranas interdigitales)

donde desempefia una funcién importante la apoptosis o muerte celular programada. Es decir, el desarrollo
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de las extremidades involucra a procesos muy coordinados caracterizados por un constante equilibrio entre
la actividad mitdtica celular y la apoptosis, en la que intervienen multiples genes, entre ellos SHH (120.121),
Shh actiia como un morfégeno que es secretado desde una regién del mesénquima posterior, llamada
zona de actividad polarizante, que establece el patrén de dedos en una direccién posterior a anterior. La
expresion témporo-espacial de ese patron es esencial para la regulacion del numero de dedos y la
identidad individual de cada uno. Sin esa precisa regulacion se compromete el patrén de desarrollo de las
extremidades (116.120,122-125),

La sindactilia ocurre principalmente por alteraciones de la diferenciacion de tejidos adyacentes entre los
dedos debidos a un fallo de la apoptosis en el mesénquima interdigital entre las semanas siete y ocho,
cuyos mecanismos no son bien entendidos, a pesar de los avances en el conocimiento de la clinica y de
los genes implicados en algunas de sus variantes (126.127), | a sindactilia 2-3 es un hallazgo muy interesante
en el SLO por ser la anomalia fisica que se presenta con mayor frecuencia y que ocurre también en
ratones de experimentacion a los que se les muta el gen DHCR7 ),

Genitales:

La diferenciacion sexual es un proceso muy complejo y en el cual intervienen mdltiples genes (128),

La formacion de las estructuras genitales parte de una etapa indiferenciada que es semejante en ambos
sexos. La presencia del cromosoma Y es esencial para la diferenciacion de los genitales masculinos, pues
en su brazo corto se localiza el gen SrY (codificante del factor determinante del testiculo) que desencadena
una cascada de interacciones génicas que permite la diferenciacion de la génada primitiva en testiculo
(129.130), Este producto génico es un factor de transcripcién que induce la expresion de otros genes que
conllevan a la diferenciaciéon de las células de Sertoli, en las que se produce la sustancia inhibidora
mlleriana que provoca la regresion de los conductos paramesonéfricos o de Mller. Por otra parte, la
testosterona en altas concentraciones (sintetizada a partir del colesterol en las células de Leydig) es
responsable de la diferenciacion de los conductos de Wolff en epididimo, vasos deferentes y vesiculas
seminales en el primer trimestre. También la testosterona es convertida en dihidrotestosterona que es la

principal responsable de la virilizacion del seno urogenital y del tubérculo genital, a partir de los que se
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forman los genitales externos (129.131.132) | 3 testosterona y la dihidrotestosterona se unen a receptores
celulares especificos y desencadenan la transcripcion de otros genes cuyos productos estan directamente
implicados en la diferenciacion de los genitales masculinos (122133), Dentro de esos genes se encuentra
SHH, cuyo producto génico, Shh, actua como un modulador entre la proliferacion y la apoptosis. Estudios
inmunohistoquimicos en penes de fetos humanos muestran la expresion del gen SHH, su receptor Ptch y
otras proteinas derivadas de la activacién del receptor Smo (130),

La alta frecuencia de anomalias genitales en varones con SLO sugiere un importante rol del déficit de
colesterol como precursor de la sintesis de testosterona y en la activacion de Shh también implicada en
este proceso.

Otras estructuras anatémicas:

Existen estudios que han demostrado por técnicas inmunohistoquimicas la presencia de Shh y otras
proteinas que participan en la via de sefalizacién de Shh en distintos estadios de desarrollo del sistema
urinario tanto en ratones como en humanos (134),

Ademas, investigaciones en humanos y en ratones revelan que Shh es uno de los multiples factores
derivados del endodermo pulmonar y que son criticos para la ramificacion de los bronquios y la formacién
del epitelio y del musculo liso peribronquial (135.136),

En el corazon la proteina Shh participa en la regulacion de la asimetria izquierda/derecha (116.137),

Como se ha explicado hasta aqui, la deficiencia de colesterol puede interferir en la activacion de Shh, sin
embargo no debe ser este el Unico factor causante de la disfuncion de la via de sefializacién de Shh si se
tiene en cuenta la transferencia de colesterol desde la madre al feto a través de la placenta desde estadios
tempranos de la gestacion (138). Ademas, aunque varios estudios han encontrado cierta correlacién entre
los niveles de colesterol y 7DHC con la severidad clinica (que se basa fundamentalmente en aspectos
anatémicos), también hay inconsistencias en este sentido que hacen pensar que otros mecanismos
pueden estar involucrados en la embriogénesis anormal en el SLO. Experimentos en animales sugieren
que precursores del colesterol de 27 carbonos como el 7DHC vy el latosterol pueden sustituir al colesterol

en la activacion de Shh y que el defecto pudiera estar en la interaccion con Ptch y Smo @), lo que a su vez
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podria explicar el porqué otras enfermedades causadas por deficiencias enzimaticas en la via de sintesis
del colesterol como la latosterolosis y la desmosterolosis, a pesar de tener cifras normales de este
metabolito tienen en comun con el SLO varias malformaciones congénitas ©). Los trastornos del
metabolismo del colesterol también podrian tener un efecto directo sobre Ptch, que actia como receptor de

otras proteinas de la familia Hedhehog, como Indian y Desert Hedhehog. La primera se expresa en los

condrocitos y osteoblastos y en las células de la cresta neural y la disrupcién de su funcion ocasiona
rizomelia y megacolon aganglionico; la segunda se expresa en las células de Leydig y se asocia a
criptorquidia, hipospadia y trastornos de la diferenciacién sexual. Todas estas malformaciones forman parte
del espectro fenotipico del SLO (139.140.141) Otros posibles mecanismos pudieran ser un efecto regulador
directo sobre la via de sefializacién de Shh de los oxiesteroles y la enzima 7DHCR, alteraciones de la
membrana y de la interaccion entre las células y dificultades en el transporte intracelular de Shh secundario
a la deficiencia de colesterol (57.114.116,140-143)  Tampoco se puede descartar que algunas malformaciones
presentes en el SLO resulten de la interferencia en procesos embriolégicos independientes a la via de
sefializacion de Shh (139),

1.6.2. Otras funciones del colesterol y su posible relacion con las manifestaciones clinicas

Ademas de la participacion en la embriogénesis, el colesterol es el precursor para la sintesis de hormonas
esteroideas, esteroides neuroactivos, oxiesteroles y acidos biliares y forma parte de las membranas
celulares.

Como se explico en el acapite anterior el déficit de testosterona y dihidrotestosterona es, al menos en
parte, responsable de los trastornos del desarrollo sexual en los varones (128131-133),

Los mineralocorticoides y glucocorticoides se producen también a partir del colesterol y aunque el déficit de
dichas hormonas puede producir manifestaciones clinicas en pacientes con SLO, la insuficiencia
suprarrenal aguda en situaciones de estrés es rara, excepto en enfermos con fenotipo severo (216.144),

En los pacientes con SLO se encuentran esteroides anormales derivados del 7DHC y el 8DHC, referidos

antes por su utilidad en el diagndstico prenatal, cuya funcion en el organismo es desconocida 290.91),
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Los neuroesteroides participan en la neurogénesis, neuroproteccion y mielinizacion (145.146), No se conoce
con exactitud el grado de afectacion de las funciones bioldgicas de estas sustancias esteroideas
sintetizadas a partir del 7DHC y el 8DHC, pero parecen al menos estar relacionados con los trastornos
cognitivos y conductuales, como se vera en el acapite 1.7. Un estudio reciente encontré una disminucion
de neurotransmisores en el liquido cefalorraquideo de pacientes con SLO (147),

Los oxiesteroles son derivados oxidados de los esteroles que en los humanos tienen multiples funciones
bioldgicas, entre ellas participar en la homeostasis del colesterol, en el metabolismo de los esfingolipidos,
en la agregacion plaquetaria, en la apoptosis y en la prenilacién de las proteinas (148). El 7DHC es una
sustancia 200 veces més reactiva que el colesterol y el perfil de productos oxidados que se derivan de él
es mucho mas amplio. El mecanismo por el que actuan estos oxiesteroles no se conoce con exactitud pero
se piensa que, entre otras cosas, pueden ser causantes de citotoxicidad, inducir la apoptosis, modular la
respuesta inmune, interferir en la estructura y funcién de las membranas celulares y actuar sobre la via de
sefializacion de Shh (148-158),

La deficiencia de acidos biliares ocurre en casos severos de SLO, no asi en pacientes con fenotipos ligero
y moderado. Se han identificado acidos biliares anormales derivados del 7DHC y el 8DHC, pero no se
comprende su importancia clinica ().

Ademas, el colesterol es un componente de las membranas celulares (fundamentalmente de la mielina)
que participa en la formacién de las balsas lipidicas implicadas en la transduccion de sefiales, la
permeabilidad y la fluidez de las membranas. La sustitucion del colesterol por el 7DHC ocasiona una
organizacion atipica de la membrana, segun estudios de difraccién de RX, asi como cambios en sus
propiedades fisico-quimicas y secundariamente de sus funciones (159-165),

Actualmente se desarrolla una intensa actividad investigativa a través de modelos animales, dirigida a
lograr una mayor comprension del efecto pleiotrépico de las mutaciones en el gen DHCR7 y de la

fisiopatologia del SLO, de lo que se podrian derivar acciones terapéuticas mas efectivas.
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1.7. Tratamiento

Una vez definido el defecto de la via metabdlica causante del sindrome se hipotetizé que aportando una
fuente exdgena de colesterol se podria incrementar la concentracion de este y disminuir la sintesis
endogena de 7DHC, a través de la regulacion de la via metabdlica por la hidroximetilglutaril-CoA reductasa
(HMG-CoA reductasa), por lo que el aporte de colesterol dietético (fundamentalmente yema de huevo) y/o
como preparado medicamentoso se convirtié en el tratamiento estandar 4. Varios estudios han mostrado
una mejoria de los parametros bioquimicos después de iniciado el tratamiento (16.1819.166-169)  Se refieren
beneficios en el desarrollo fisico y sicomotor, conducta, audicién, fotosensibilidad, sintomas
gastrointestinales, polineuropatia y frecuencia y respuesta a las infecciones (16.18.21.168) | os cambios en la
conducta son dificiles de explicar por la accién directa del colesterol sobre el SNC, ya que este no atraviesa
la barrera hematoencefalica (184), pero si podria ocurrir por un efecto indirecto de otros metabolitos como los
esteroides neuroactivos o los oxiesteroles o por la accidn sobre las células endoteliales de los capilares
cerebrales ). Existen pocos estudios controlados, por lo que se requiere investigar mas para determinar la

verdadera eficacia del tratamiento con colesterol (17.167.169) del que no se han observado efectos adversos

(4,16)

A pesar de que pueden existir problemas en la sintesis normal de &cidos biliares, la malabsorciéon de
grasas y vitaminas liposolubles es rara, por lo que los acidos biliares no se emplean habitualmente (7).

Se puede aportar colesterol a través del plasma fresco en enfermos que por determinadas razones no
pueden alimentarse (20 y también en pacientes con fenotipo severo y que por enfermedad grave u otra
situacion de estrés puedan desarrollar insuficiencia suprarrenal aguda (16.144),

Con el propésito de reducir la sintesis enddégena del 7DHC en el SNC se ha ensayado el empleo de
sinvastatina en el tratamiento ya que este medicamento cruza la barrera hematoencefalica. Debido a que
los resultados son controversiales, la sinvastatina no es una alternativa terapéutica aceptada (17.166.170),
Investigaciones en animales evidencian el rol del estrés oxidativo en el SLO, por lo que se han realizado
también estudios en cultivos de fibroblastos de pacientes y de animales que muestran que el tratamiento

con antioxidantes (vitaminas A, C y E y coenzima Q10) reducen la formacién de productos oxidados

20



derivados del 7DHC. No obstante, todavia se requieren mas investigaciones para determinar las dosis,
modo de empleo y la seguridad de dicho tratamiento, cuya finalidad seria aliviar los sintomas postnatales
de la enfermedad (47.171.172),

Otras areas potenciales de investigacion en la esfera terapéutica son: la administracion directa de
colesterol al cerebro, el desarrollo de esteroles sintéticos que atraviesen la barrera hematoencefalica u
ocasionar la disrupcion parcial de la misma, el suplemento prenatal de colesterol, el transplante al cerebro
de células madres neurales y la terapia génica (1747.173),

En resumen, el SLO es un error congénito del metabolismo del colesterol causante de malformaciones
congeénitas y retraso mental, que puede ser diagnosticado con certeza por métodos bioquimicos y
moleculares tanto postnatal como prenatalmente y que es potencialmente tratable. La identificacion del
fenotipo clinico de los pacientes es sin dudas el primer elemento para conducir al diagndstico definitivo y al
adecuado asesoramiento genético. Ademas, el estudio de los casos con SLO ayuda a comprender cémo
participan diferentes moléculas en el funcionamiento humano, lo que representa una contribucion a las

ciencias médicas.
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CAPITULO 2. CARACTERIZACION DE LOS FENOTIPOS BIOQUIMICO Y CLINICO DE PACIENTES CON
EL SINDROME DE SMITH LEMLI OPITZ
2.1. Introduccion

Los sindromes con desviaciones de la morfogénesis son numerosos y heterogéneos, su diagnéstico se basa
en el valor de las descripciones clinicas que incluyen desde defectos congénitos mayores hasta signos
dismérficos y manifestaciones de disfuncion en mdltiples sistemas organicos. La variabilidad clinica conque se
manifiestan y la existencia de caracteristicas comunes a varios de ellos, pueden generar errores en el
diagndstico o incluso a que este no se logre realizar. En el caso especifico del SLO, la comprension del
defecto metabdlico que lo causa permite la realizacién de estudios para reconocer el fenotipo a nivel
bioquimico y con ello la confirmacion del diagndstico, lo que ademas posibilita profundizar en el conocimiento
del fenotipico clinico e introducir nuevos elementos en el asesoramiento genético. Antes del inicio de esta
investigacion el diagndstico del SLO en Cuba se basaba en caracteristicas dismorficas y alteraciones del
neurodesarrollo clasicas, por lo que es probable que no se sospechara la enfermedad en los pacientes con
fenotipos clinicos extremos o se hiciera en otros pacientes con caracteristicas similares pero de diferente
etiologia.

2.2. Objetivos

1. Seleccionar pacientes con fenotipo clinico sugestivo de SLO.

2. Reconocer el fenotipo bioquimico del SLO en pacientes con fenotipo clinico sugestivo de la enfermedad.

3. Caracterizar el fenotipo clinico de los pacientes con SLO.

2.3. Materiales y métodos

El flujograma general seguido en esta tarea de investigacion se muestra en el anexo 7.
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2.3.1. Establecimiento de los criterios para la seleccion de pacientes con fenotipo clinico sugestivo de
SLO

Los criterios de sospecha clinica utilizados fueron determinados por la autora y el equipo de trabajo del
CPGM-SS a partir de la revision de la literatura y de la seleccion de los signos referidos como mas frecuentes
en la enfermedad, puesto que no se han establecido internacionalmente criterios para el diagnéstico clinico
(16), En los acapites 2.3.3.1, 2.3.3.2 y 2.3.3.3 se refieren los criterios diagnosticos fijados para cada una de las
vias utilizadas en la seleccidn de los pacientes con fenotipo clinico sugestivo de SLO.

2.3.2. Capacitacion a los profesionales involucrados

Al inicio de la investigacion y durante el transcurso de esta se realizaron acciones de capacitacion dirigidas a
genetistas clinicos, asesores genéticos y otros especialistas (de todas las provincias) con el propdésito de
elevar el nivel de sospecha clinica de la enfermedad y seleccionar a los pacientes con fenotipo sugestivo de
SLO considerando los criterios establecidos para cada via, asi como los requisitos para la toma de las
muestras de sangre para el posterior estudio en el laboratorio, la recoleccion de la informacion clinica y el
empleo del consentimiento informado. La capacitacién se realizé a través de conferencias en varios cursos
nacionales sobre errores innatos del metabolismo y de Genética Clinica, presentacion de trabajos sobre el
tema en eventos cientificos nacionales, comunicacidén directa con los especialistas y publicaciéon de dos
articulos en la Revista Cubana de Genética Humana (174.175),

2.3.3. Vias y procedimientos para la seleccioén de pacientes con fenotipo clinico sugestivo de SLO
2.3.3.1. Pacientes con diagnostico clinico de SLO antes del inicio de la investigacion

De conjunto con los especialistas en Genética Clinica se revisaron los registros de mas 30 afios del servicio
de esa especialidad en el Hospital Pediatrico William Soler y de alrededor de 20 afos considerando todo el
periodo de funcionamiento de estos servicios en el resto de las provincias del pais, incluyendo los demas de la
capital.

Se consideraron fenotipos clinicos sugestivos de SLO todos aquellos pacientes en que se habia planteado ese
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diagnostico, independientemente de las caracteristicas clinicas presentes en el momento de esta
investigacion.
2.3.3.2. Pesquisa en instituciones de atencion a personas con discapacidad intelectual
La pesquisa fue realizada por la autora y el equipo de trabajo del CPGM-SS en 16 instituciones de atencion a
personas con discapacidad intelectual, de ellas 13 centros sicopedagogicos (CSP), una escuela especial, un
circulo infantil y una clinica, de seis provincias del pais (La Habana, Villa Clara, Cienfuegos, Sancti Spiritus,
Ciego de Avila y Las Tunas) donde fueron examinados 1 224 personas.
La identificacion de fenotipos clinicos sugestivos de SLO se hizo sobre la base de los siguientes criterios:
- Pacientes con retraso mental y sindactilia 2-3 de los pies y al menos uno de los siguientes signos:
Microcefalia
Peso y talla por debajo del 10.mo percentil
Trastornos de la conducta (alguno de los siguientes: autolesion, irritabilidad, trastornos del suefio,
hiperreactividad tactil, a los ruidos o a la luz; agresividad, movimientos estereotipados del cuerpo, fijacién
con objetos, hiperactividad)
Dismorfia facial (alguno de los siguientes: nariz corta con narinas en anteversion, ptosis palpebral,
micrognatia, estrechamiento bitemporal)
Anomalias genitales en varones (alguno de los siguientes: hipospadia, criptorquidia, pene pequefio,
genitales ambiguos)
Defectos congénitos de 6rganos internos
2.3.3.3. Pacientes atendidos en los servicios de Genética Clinica del pais luego del inicio de la
investigacion
La seleccion fue realizada entre los pacientes atendidos en los servicios de Genética Clinica del pais por parte

de los especialistas que han laborado en los mismos durante los 11 afios de la investigacion.
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Los criterios propuestos para identificar fenotipos clinicos sugestivos de SLO fueron:
- Recién nacidos o lactantes con al menos tres de los siguientes signos:

Sindactilia 2-3 de los pies

Hipotonia

Trastornos de la alimentacion (alguno de los siguientes: pobre succion, desinterés por los alimentos, vomitos
o reflujos)
Microcefalia
Dismorfia facial (alguno de los siguientes: nariz corta con narinas en anteversion, ptosis palpebral,
micrognatia, estrechamiento bitemporal)
Anomalias genitales en varones (alguno de los siguientes: hipospadia, criptorquidia, pene pequefio,
genitales ambiguos)
Defectos congénitos de 6rganos internos
Peso y talla por debajo del 10.m percentil
- Pacientes mayores de un afio con retraso mental o del desarrollo sicomotor con al menos dos de los
siguientes signos:
Sindactilia 2-3 de los pies
Microcefalia
Peso y talla por debajo del 10.mo percentil
Trastornos de la conducta (alguno de los siguientes: autolesion, irritabilidad, trastornos del suefio,
hiperreactividad tactil, a los ruidos o la luz; agresividad, movimientos estereotipados del cuerpo, fijacidn con

objetos, hiperactividad)
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Dismorfia facial (alguno de los siguientes: nariz corta con narinas en anteversion, ptosis palpebral,
micrognatia, estrechamiento bitemporal)
Anomalias genitales en varones (alguno de los siguientes: hipospadia, criptorquidia, pene pequefio,
genitales ambiguos)
Defectos congénitos de 6rganos internos

2.3.3.4. Criterios de exclusion

Se excluyeron del estudio los pacientes que a pesar de cumplir los criterios clinicos planteados en 2.3.3.2 y
2.3.3.3 tienen diagndstico de una aberracion cromosomica, otro sindrome monogénico o debido al efecto de
factores ambientales durante la gestacidn, asi como aquellos pacientes cuyos padres o tutores no dieron su
consentimiento para participar en la investigacion.

2.3.4. Reconocimiento del fenotipo bioquimico del SLO en pacientes con fenotipo clinico sugestivo de
la enfermedad
2.3.4.1. Muestra

Fueron estudiados un total de 77 pacientes con fenotipo sugestivo de SLO; de ellos 11 tenian diagndstico
antes del inicio de la investigacion, nueve provenian de la pesquisa a instituciones de atencion a personas con
discapacidad intelectual y 57 de los sospechados en los servicios de Genética Clinica luego del inicio de la
investigacion. Cuatro pacientes de los identificados entre los que tenian diagnéstico clinico antes del inicio de
la investigacion no fueron estudiados por haber fallecido.

2.3.4.2. Procedimiento para la obtencion, procesamiento y conservacion de muestras de sangre

La toma de muestra de sangre se realiz6 con jeringuilla desechable siguiendo los procedimientos
estandarizados y las normas de bioseguridad establecidas (176). En nifios grandes y adultos se extrajeron 10
mL de sangre, mientras que en nifios muy pequefios 0 pacientes con muy mal estado fisico se tomaron 4-5

mL, segun criterios clinicos. Las muestras se coleccionaron en tubos con 250 pL de KsEDTA al 6 %, luego se
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centrifugaron y el plasma obtenido se congel6 en tubos Eppendorf hasta el momento de realizarse el estudio
bioquimico.

Se elaboré6 un instructivo para minimizar los perjuicios a los pacientes y garantizar la calidad en la obtencion y
conservacion de las muestras (anexo 8).

2.3.4.3. Procedimiento para el analisis de esteroles

2.3.4.3.1. Etapal

Se realizé en el periodo comprendido entre los afios 2001 y 2004 e incluy6 a 21 pacientes con fenotipo clinico
sugestivo de SLO, de ellos ocho provenian de los diagnosticados antes del inicio de la investigacion, tres de la
pesquisa a instituciones de atencion a personas con discapacidad intelectual y 10 sospechados en los
servicios de Genética Clinica luego del inicio de la investigacion.

Todos los pacientes fueron estudiados tanto por CCF como por CG/EM.

2.3.4.3.1.1. Analisis de esteroles por CCF

Se realiz6 en el laboratorio del CPGM-SS 'y se procedi6 del siguiente modo ®83);

Los esteroles se extrajeron a partir de 500 pL de plasma sanguineo, se saponificd con 6 mL de NaOH
etandlico 1 M en bafio de maria a 60 °C por una hora. Posteriormente se extrajeron con 6 mL de hexano
(Merck). Se centrifugd a 1 000 rpm por 5 min, se colecto la fase superior y se lavd con agua destilada, se
centrifugd nuevamente, se tomd la fase orgénica y se dej6 evaporar el solvente hasta sequedad bajo
campana, cuidando no exponer la muestra a la luz intensa. Se diluyeron los esteroles extraidos en 100 uL de
cloroformo hasta su uso.

Para la determinacion cualitativa de los esteroles extraidos se procedié a la CCF. Se prepararon las placas de
silicagel 60 (Merck) activandolas por 1 hora a 100 °C, luego se impregnaron con 10 % de nitrato de plata

(Sigma) en solucién metanol:agua (1:1), se dejaron secar al aire por 10 min y luego una hora a 100 °C.
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Se aplicaron 30 pL. Se dejaron correr utilizando una mezcla solvente de cloroformo:acetona (85:15, volivol) a
4 °C. El proceso se realiz6 en la oscuridad y el revelado se llevé a cabo mediante el tratamiento de las placas
con rociador de H2SO4 al 20 %. Las placas se secaron al horno por 20 min a 100 °C.

Se determind el Rf y se compard con el esperado en estas condiciones que para colesterol, 7DHC y 8DHC
resultan ser 0,73; 0,32 y 0,57 respectivamente.

Todas las sustancias quimicas empleadas en el estudio tienen calidad de reactivo.

2.3.4.3.1.2. Analisis de esteroles por CG/EM

Se efectud en la Universidad McMaster de Canada, para lo cual las muestras de plasma fueron trasladadas
refrigeradas por via aérea. El estudio se realiz6 siguiendo los protocolos internacionales ©).

2.3.4.3.2. Etapa ll

Se realiz6 entre los afios 2005 y 2011 y comprendio el estudio de 56 pacientes con fenotipo clinico sugestivo
de SLO; de ellos, tres provenian de los diagnosticados antes del inicio de la investigacion, seis de la pesquisa
a instituciones de atencion a personas con discapacidad intelectual y 47 sospechados en los servicios de
Genética Clinica luego del inicio de la investigacion.

El andlisis de los esteroles se realizd por CCF segun se describié en el acapite 2.3.4.3.1.1.

2.3.5. Caracterizacion del fenotipo clinico en pacientes con SLO

2.3.5.1. Muestra
Estuvo conformada por 21 pacientes con diagnostico de SLO confirmado bioquimicamente.

2.3.5.2. Procedimiento

El pilar fundamental de esta etapa de la investigacidn lo constituy6 el método clinico. La autora y/o el genetista
clinico de asistencia realizaron un examen fisico minucioso por aparatos y el interrogatorio sobre la historia del
embarazo, nacimiento y periodo neonatal y de la enfermedad, desarrollo sicomotor y caracteristicas
conductuales. Tanto en el interrogatorio como en el examen fisico hubo una busqueda intencional de

manifestaciones clinicas descritas en la literatura.
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Como fuentes de informacion complementarias se emplearon las historias clinicas individuales de la atencion
primaria de salud, historias clinicas genéticas, documentos sobre resultados de examenes complementarios y
evaluaciones del CDO.

Para una mejor caracterizacion clinica se indic cariotipo, evaluacion oftalmologica, US abdominal, TAC de
craneo y/o US transfontanelar, ecocardiografia y otros estudios especificos segun los hallazgos del examen
fisico. En la realizacién de estos estudios se tuvo en consideracion los beneficios a los pacientes en relacién
con los posibles perjuicios.

La estimacion de la severidad clinica de la enfermedad se realizd segun el método propuesto por Kelley y
Hennekam (anexo 3) (15),

2.3.6. Definicion de variables

- Paciente con fenotipo clinico sugestivo de SLO: se refiere a pacientes con caracteristicas clinicas de SLO
segun los criterios considerados para esta investigacion.

- Fenotipo bioquimico de SLO: se define como la presencia de valores incrementados de 7DHC por CG/EM
ylo la identificacién de la banda correspondiente al 7DHC por CCF.

- Paciente con SLO: se define como el paciente con fenotipo clinico y bioquimico de SLO.

- Sexo: se asigno de acuerdo con el resultado del estudio cromosomico, realizado en todos los pacientes.

- Oligoamnios: se considerd cuando por examen ultrasonografico del segundo trimestre o posterior se informd
la presencia de liquido amnidtico disminuido.

- Movilidad fetal: se refiere a la percepcion de la madre acerca de la movilidad fetal, puede ser disminuida,
normal 0 aumentada.

- Diagnoéstico prenatal de malformaciones congénitas por US: se refiere a la identificacion de defectos
estructurales de cualquier érgano o parte fetal durante el examen ultrasonografico del segundo trimestre o

posterior.
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- Edad gestacional (EG) al nacimiento: nimero de semanas de gestacion en el momento del nacimiento. Se
considera pretérmino si el nacimiento ocurre antes de las 37 semanas, a término entre 37 y 42 y postérmino a
partir de las 42,1 semanas.

- Presentacion: modo de presentacion fetal, se clasifico en cefélica, pelviana o transversa.

- Apgar: valoracion del estado neonatal basado en un puntaje realizado al minuto y a los cinco minutos, que
mide la frecuencia cardiaca, la actividad respiratoria, la irritabilidad refleja, el tono muscular y el color de la piel.
- Hipoxia: se define cuando el puntaje de Apgar a los cinco minutos estéa por debajo de seis, si esta por debajo
de tres se considera hipoxia severa.

- Sepsis neonatal: se refiere a la ocurrencia de infecciones en los primeros 28 dias de vida que requirieron el
uso de antibi6ticos sistémicos.

- Peso: peso corporal expresado en kilogramos.

- Talla: longitud corporal expresada en centimetros. Se toma en posicién supina al nacer y en pacientes que
por su edad o patologia no puedan mantenerse de pie, para los restantes pacientes se toma de pie.

- Circunferencia cefalica (CC): medida del perimetro cefélico expresada en centimetros.

- Relacion peso/EG, talla/lEG y CC/EG: se refiere al percentil en que se encuentran estos parametros segun
las tablas cubanas (177),

- Relacion peso/edad, talla/edad y CCledad: se refiere al percentil en que se encuentran estos parametros
segun las tablas cubanas (178),

- CIUR: se define al nacimiento cuando el peso para la EG esta por debajo del tercer percentil segun las tablas
cubanas (177),

- Microcefalia: CC por debajo del tercer percentil para la edad (171). La microcefalia es congénita cuando la CC

al nacimiento esta por debajo del tercer percentil para la EG segun las tablas cubanas (177).
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- Signos dismorficos y malformaciones congénitas (referenciadas en el modelo de recoleccion de informacion):
se refiere a defectos estructurales mayores o menores. Se hace un analisis partiendo del resultado del
examen fisico contrastado con los términos incluidos en la nomenclatura internacional (179-185),

- Retardo del desarrollo sicomotor: se consideré como el atraso en la adquisicion de habilidades siquicas y
motoras correspondientes para la edad en nifios de hasta cinco afios.

- Retraso mental: se clasificé en ligero, moderado o severo segun la evaluacion realizada al paciente por el
equipo del CDO de su municipio o provincia en pacientes de mas de cinco afios.

- Severidad clinica: se estimd segun el método de Kelley y Hennekam (19, se clasifico en ligera, moderada o
severa cuando el valor del puntaje fue < a 20, entre 21y 50 y > 50, respectivamente (33),

- Fenotipo clasico: se dice cuando se presentan las manifestaciones dismorficas tipicas de la enfermedad, que
generalmente se corresponde con una severidad clinica ligera y moderada.

2.3.7. Recogida de los datos

Toda la informacién obtenida del examen fisico a los pacientes, la entrevista a los familiares, las historias
clinicas previas y los examenes complementarios indicados fue registrada en dos instrumentos, el primero
para ser llenado por los especialistas a los pacientes con fenotipo clinico sugestivo de SLO (anexo 9) y el
segundo para aplicar a pacientes con diagndstico de SLO confirmado bioquimicamente (anexo 10).

2.3.8. Anélisis y procesamiento de los datos

Para facilitar el manejo de la informacién se implement6 un fichero de datos primarios en EXCEL, que se
proceso utilizando el paquete estadistico EPI-INFO 2010.

Se empled la estadistica descriptiva para analizar el comportamiento de las frecuencias de diversas
manifestaciones clinicas incluidas en distintos sistemas o estructuras anatémicas, asi como del intelecto y la
conducta. Se incluyen aspectos epidemioldgicos como la edad y el sexo, ademas de variables relacionadas

con la historia del embarazo, el nacimiento y el periodo neonatal. También lo referente al desarrollo fisico
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expresado a través de pardmetros biométricos como el peso, la talla y la CC, medidos tanto en el momento del
nacimiento como en el de la confirmacion del diagnéstico.

2.4. Resultados
2.4.1. Seleccion de pacientes con fenotipo clinico sugestivo de SLO

En la tabla 1 se muestran los pacientes con diagndstico clinico sugestivo de SLO segun la via que se utilizé
para su seleccion.

Como se puede apreciar, se encontraron registrados en los servicios de Genética Clinica del pais 15
pacientes con diagndstico clinico de SLO antes del inicio de la investigacién. Ocho de ellos habian sido
diagnosticados en el servicio de Genética Clinica del Hospital Pediatrico William Soler, uno en el de Centro
Habana, uno en el Juan M. Marquez, cuatro en el Centro de Genética Médica de Villa Clara y uno en el de
Sancti Spiritus.

Entre las 1 224 personas con discapacidad intelectual pesquisadas en las instituciones se identificé el fenotipo
sugestivo de SLO en nueve (0,73 %). En la tabla 2 se muestran los resultados de la pesquisa en dichas
insitituciones.

En los pacientes atendidos en los servicios de Genética Clinica del pais luego de iniciada la investigacion se
sospecho la enfermedad en 57 pacientes procedentes de 13 provincias y el municipio especial Isla de la
Juventud.

En resumen, por medio de las tres vias utilizadas, se reconocieron 81 pacientes con fenotipo clinico sugestivo

de SLO.
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Tabla 1. Pacientes con fenotipo clinico sugestivo de SLO, estudiados y confirmados bioquimicamente segun vias de seleccion de los pacientes y etapas de la

investigacion

Via de seleccion de pacientes

Etapas de la o . Pesquisa en instituciones de Atendidos en servicios de Genética Total
Diagnéstico clinico previo a la . .. .
. S atencion a personas con Clinica luego del inicio de la
investigacion . C g . s
investigacion discapacidad intelectual investigacion
S 8 o o 8 © 8 & S 8 G 8 & S 8 N 8 & s 8
8 5§ 53 8 €5 £% 3 €5 %8 3 55 58
S 8 E 8o 8 E S o 38 £ S5 8 £
38 £ P2E 38 #£ 2 g2 Z§ PE 3 ZE£  5E
g wg o8 g wg 58 gF wg o8 § wg os
L 3 L 3 g TS
Etapa |
12 8 8 3 3 1 10 10 1 25 21 10 (47,6 %)
(afios 2001 - 2004)
Etapa Il
3 3 2 6 6 0 47 47 9 56 56 11 (19,6 %)
(afios 2005 - 2011)
Total 15* " 10 (90,9 %) 9 9 1(11,1 %) 57 57 10 (17,5 %) 81 77 21(27,3 %)

* Cuatro pacientes fallecidos



Tabla 2. Resultado de la pesquisa clinica del sindrome SLO en pacientes institucionalizados

Pacientes con fenotipo

Provincia Institucion Pacientes evaluados g
sugestivo de SLO

CSP Benjamin Moreno 90 2
CSP La Edad de Oro 7 148 0
CSP La Edad de Oro 5 116 0
CSP Juan Ruiz Serna 48 2
LaHabana CSP 5.2By 42 Playa 39 0
CSP 4.2y 14 Playa 94 2
CSP Paquito Gonzalez Cueto 56 0
CSP Laura Martinez 72 1
Circulo Infantil Zunzun 44 0
Clinica Zenén Casas 31 0
Sancti Spiritus CSP El Reparador de suefios 98 1
Escuela Protesta de Jarao 110 0
Villa Clara  CSP Santa Clara 98 0
Cienfuegos  CSP Cienfuegos 85 1
Ciego de Avila CSP Morén 22 0
Las Tunas CSP Las Tunas 73 0
Total 1224 9




2.4.2. Reconocimiento del fenotipo bioquimico del SLO en pacientes con fenotipo clinico sugestivo
de la enfermedad

En la tabla 1 se muestran los resultados del estudio bioquimico segun las vias de seleccién de los
pacientes con fenotipo sugestivo de SLO y las etapas de la investigacion. Como se puede apreciar, se
realizo el estudio del fenotipo bioquimico de SLO en un total de 77 pacientes de los 81 con fenotipo clinico
sugestivo, todos procedentes de distintas familias, y se confirm¢ el diagnéstico en 21 (27,3 %), que
representa un caso positivo por cada 3,7 pacientes analizados.

La mayor concordancia clinico-bioquimica se obtuvo de la via de pacientes con diagndstico antes del inicio
de la investigacion (90,9 %), seguido de los pacientes atendidos en los servicios de Genética Clinica
durante la investigacion (17,5 %) y por ultimo la pesquisa en instituciones de atencion a personas con
discapacidad intelectual (11,1 %).

Los resultados por etapas muestran que en la primera el 47,6 % de los pacientes analizados (10 de los 21)
tuvo confirmacién del diagnéstico de SLO, de los cuales ocho provienen de los que tenian diagnéstico
antes del inicio de la investigacion. Hubo una concordancia total de los resultados entre los dos métodos
empleados para el reconocimiento del fenotipo bioquimico (CCF y CG/EM). Los valores de 7DHC y
colesterol en este grupo de pacientes estuvieron en el rango de 219 a 599 umol/L y 1 160 a 2 830 umoliL,
respectivamente (anexo 11).

La figura 1 muestra el estudio por CCF.

En la segunda etapa se analizaron bioquimicamente 56 pacientes y se confirmé el diagnéstico en 11 (19,6
%), de ellos nueve proceden de la via de pacientes atendidos en los servicios de Genética Clinica durante

la investigacion y los dos restantes de los que tenian diagnostico antes del inicio de la misma.
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<«—— Colesterol

<+«——— 8DHC
<+«—— 7DHC
1 2 3 (-) (+)
1. Paciente negativo (sin SLO) 2. Paciente negativo (sin SLO)

3. Paciente positivo (afectado por SLO)

(- ) Patron negativo (+) Patron positivo

Figura 1. Resultado del estudio de esteroles por CCF en 3 pacientes



2.4.3. Caracterizacion del fenotipo clinico de pacientes con SLO

2.4.3.1. Caracteristicas generales

En los 21 pacientes la edad al diagnéstico bioquimico oscilo entre el periodo neonatal y los 34 afios, con un
promedio de nueve afos. De los ocho pacientes diagnosticados por encima de esa edad promedio, cinco
tenian diagnostico clinico antes de la investigacion. Del total, 15 son varones (71 %) y seis son hembras
(29 %). En el anexo 11 se muestra una caracterizacion general de los pacientes.

2.4.3.2. Historia del embarazo, nacimiento y periodo neonatal

De los 15 pacientes de los que se obtuvo informacion prenatal, tres (21 %) se refirio amenaza de aborto y
en igual nimero disminucidn de movimientos fetales, mientras que en 4 (26,8 %) hubo oligoamnios.

En ningun caso se diagnosticd prenatalmente malformaciones congénitas, a pesar de encontrarse con
posterioridad cardiopatias potencialmente detectables en la vida fetal, como son el CAV completo, la
tetralogia de Fallot y la CoA.

El 90 % nacié a término y el 36,8 % en presentacion pelviana. En solo 10 pacientes se conocié el conteo
de Apgar que en todos fue normal.

La hipotonia neonatal ocurri en el 95 % de los casos. Las dificultades en la alimentacion, caracterizadas
por pobre succién, desinterés por los alimentos, vomitos y reflujos, se presentaron en 14 pacientes (66,6
%), de los cuales 11 (78,5 %) necesitaron alimentacion por gavaje. Cinco pacientes (23,8 %) tuvieron
infecciones neonatales (uno sepsis urinaria y cuatro neumonia y sepsis generalizada).

2.4.3.3. Desarrollo fisico

El peso promedio al nacimiento de los 20 pacientes de los que se obtuvo esta informacién fue de 2,5 kg y
para los nacidos a término fue de 2,7 kg. De esos 20 pacientes, dos (10 %) clasificaron como CIUR y 17 de
los 18 restantes tuvieron un peso entre los percentiles 3 y 50 para la EG. En la tabla 3 se muestra
comparativamente el peso al nacimiento y a la edad en la que se realiz6 la confirmacién diagndstica, que

denota una declinacion estadisticamente significativa.
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Tabla 3. Datos comparativos entre el peso al nacimiento y a la edad en que se confirmé el
diagndstico en 20 pacientes cubanos con SLO

Peso al momento de la

Peso al nacer segun edad . .
confirmacion

gestacional diagnéstica
Percentil
Numero de 0 Numero de 0
: %o . %
pacientes pacientes
Menos de 3 2 10 14 70
Entre [3y 10] 4 20 4 20
Entre (10 y 25] 7 35 1 5
Entre (25 y 50] 6 30 1 5
Entre (50 y 75] 1 5

Test de rangos con signos de Wilcoxon (Z=-3,92; p= 0,00)



La talla al nacimiento se conoci6 en 13 pacientes y en todos fue normal para la EG, pero estuvo en la
media poblacional o por debajo en el 69,3 % de los pacientes. Se produjo una declinacion del crecimiento,
significativa estadisticamente, en relacion con el momento en que se realizo el diagnostico bioquimico
(tabla 4).

En tres de los 13 pacientes (23,1 %) de los que se dispuso el dato de la CC al nacimiento era evidente la
microcefalia, mientras que en los 10 restantes la CC oscil6 entre los percentiles 3 y 50 para la EG (la mitad
de ellos entre los percentiles 3 y 10). También se observé una declinacion estadisticamente significativa de
este parametro en relacion con el momento en que se realizé el diagndstico bioquimico (tabla 5). En 19
pacientes (90,4 %) la microcefalia se acompafié de estrechamiento bitemporal.

2.4.3.4. Caracteristicas craneofaciales

Ademas de la microcefalia y el estrechamiento bitemporal, los dismorfismos craneofaciales mas comunes
(presentes en mas del 40 % de los pacientes) son: micrognatia, ptosis palbebral, estrabismo, nariz de
puente deprimido, punta ancha y narinas en anteversion, rugosidad de los arcos alveolares y/o paladar,
alteraciones en la erupcién dentaria, paladar alto y estrecho, malposicion y maloclusion dentaria,
hipercrecimiento de los arcos alveolares y orejas de implantacién baja y/o rotacién posterior (tabla 6). El
conjunto de estos rasgos dismorficos dan a la cara un aspecto distintivo, aunque a veces son muy sutiles
como en el paciente n.0. 14 (figura 2). En la adultez persisten estos dismorfismos faciales (figura 3).

La paciente n.c 10 (figura 4) tiene un incisivo central Unico, que es una manifestacion minima de HPE.

2.4.3.5. Sistema osteomioarticular (SOMA)

Las anomalias del SOMA se muestran en la tabla 7.

Como se puede apreciar, en las manos lo mas significativo es el acortamiento/implantacion proximal del
pulgar. La braquidactilia ocurre cominmente en los dedos 1, 2 y 3, y de manera notable en el 2.%. La
braquidactilia del 3. dedo le proporciona una longitud similar al 4. dedo (figura 5). La clinodactilia del 5.t
dedo es la mé&s comuln y en todos los casos el encorvamiento tuvo sentido radial, sin embargo la

clinodactilia también afecta a otros dedos, tanto con desviacién radial como ulnar.
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Tabla 4. Datos comparativos entre la talla al nacimiento y a la edad en que se confirmé el

diagnostico en 13 pacientes cubanos con SLO

Talla al nacer segun edad

Talla al momento de la

gestacional confirmacién diagnoéstica
Percentil
Numero de 0 Numero de 0
: %o : %
pacientes pacientes
Menos de 3 0 0 9 69,2

Entre [3 y 10] 1 7,7 2 15,4
Entre (10 y 25] 3 23,1 1 7,7
Entre (25 y 50] 5 38,4 1 1,7
Entre (50 y 75] 2 15,4
Entre (75 y 90] 1 7,7
Entre (90 y 97] 1 1,7

Test de rangos con signos de Wilcoxon (Z=-3,81; p= 0,001)



Tabla 5. Datos comparativos entre la circunferencia cefalica al nacimiento y a la edad en que se
confirmé el diagndstico en 13 pacientes cubanos con SLO

Circunferencia cefalica al nacer segun Circunferencia cefalica al momento de

. edad gestacional la confirmacion diagndstica
Percentil
Numero de 0 Numero de 0
: % . %
pacientes pacientes
Menos de 3 3 23,1 11 84,6

Entre [3y 10] 5 38,4 1 7,7
Entre (10 y 25] 4 30,8 1 7,7
Entre (25 y 50] 1 7,7

Test de rangos con signos de Wilcoxon (Z=-3,06; p= 0,002)



Tabla 6. Caracteristicas craneofaciales en 21 pacientes con SLO

Caracteristica fenotipica Numero de pacientes %
Craneofacial general

Estrechamiento bitemporal 19 90,4
Micrognatia 19 90,4
Met6pica prominente 4 19
Occipucio plano 4 19
Filtrum largo 4 19
Occipucio prominente 1 47
Ojos

Ptosis palpebral 17 80,9
Estrabismo 11 52,3
Cataratas 3 14,2
Desviacion hacia arriba de las fisuras palpebrales 3 14,2
Fisuras palpebrales estrechas 1 47
Microftalmia 1 4,7
Nariz

Narinas en anteversion 20 95,2
Punta nasal ancha 19 90,4
Puente nasal deprimido 18 85,7
Boca

Rugosidad de arcos alveolares y/o paladar 12 57,1
Alteraciones de la erupcion dentaria (erupcidn prematura, alteraciones de

la cronologia y erupcion de los definitivos antes de caida de los deciduos) " 523
Paladar alto y estrecho 10 47,6
Malposicién y/o maloclusién dentaria 9 42,8
Hipercrecimiento de arcos alveolares 9 428
Paladar blando hendido 8 38
Boca grande 7 33,3
Hendidura submucosa del paladar 2 9,5
Hipercrecimiento del tejido sublingual 2 9,5
Hipodontia 2 9,5
Microglosia 1 4,7
Alteraciones del esmalte 1 4,7
Orejas

Grandes 18 85,7
Bajas y/o rotacion posterior 17 80,9




Paciente n.c 2 Paciente n.c 14

Figura 2. Caracteristicas craneofaciales en el SLO, el paciente n.° 2 tiene una dismorfia facial clasica
con microcefalia y notable estrechamiento bitemporal, mientras que en el paciente n.c 14 la dismorfia

facial es ligera (fotografias presentadas con el consentimiento de los padres)



Figura 3. Paciente n.c 8 a los 13 meses y a los 35 afos de edad, se puede observar como persisten
las caracteristicas faciales tipicas del SLO (fotografias presentadas con el consentimiento de los

padres)



Figura 4. Incisivo central tnico en la paciente n.c 10, también se puede observar el paladar profundo

y rugoso



Tabla 7. Anomalias del sistema osteomioarticular en 21 pacientes con SLO

Nlimero de

Caracteristica fenotipica pacientes %
Manos
Acortamiento/implantacién proximal del pulgar 14 66,6
Braquidactilia de uno 0 mas dedos 1 52,3
Clinodactilia 11 52,3
Pliegue palmar transverso Unico 10 47,6
Aumento de pliegues interfalangicos 9 42,8
Desviacion ulnar de los dedos 7 33,3
Hipoplasia tenar 7 33,3
Hiperlaxitud interfalangica 6 28,5
Polidactilia postaxial 5 23,8
Superposicion de dedos 5 23,8
Retencion de almohadillas digitales 3 14,2
Pies
Sindactilia 2-3 21 100
Deformidad en valgo 11 52,3
Braqui y clinodactilia del 5to dedo 9 42,8
Pies planos 4 19
Superposicion de los dedos 3 14,2
Flexion plantar del 1er dedo 2 9,5
Polidactilia postaxial 2 9,5
Hallux valgus 2 9,5
Deformidad en varo 1 4,7
Otras
Escoliosis 9 42,8
Subluxacién de cadera 2 9,5

Pectus excavatum 2 9,5




Paciente n.c 8 Paciente n.c 10

Figura 5. Anomalias de las manos en el SLO, en el paciente n.c 8 se puede apreciar el acortamiento
e implantacién proximal del pulgar y la braquidactilia del 2.do y 3.er dedos, que es mas notable en el

2.9y en el paciente n.° 10 se evidencia la superposicion de los dedos de las manos al cerrarlas



En los pies la totalidad de los pacientes mostraron sindactilia membranosa entre los dedos dos y tres. Con
excepcion de un paciente, en los demas es bilateral pero generalmente asimétrica. Dos pacientes tienen
sindactilia minima que compromete solo a las falanges proximales y otros dos una fusion total de los
dedos, mientras los restantes tienen sindactilias parciales con o sin la tipica forma de Y (figura 6).

No se observo relacion entre el tipo de sindactilia y la severidad de la enfermedad. Por ejemplo, los
pacientes n.c 8 y n.c 11, con fenotipo tipico pero ligero segun el puntaje de severidad clinica, tienen
sindactilia minima, mientras que el paciente n.c 14, también con fenotipo ligero de acuerdo con el mismo
puntaje pero con minima dismorfia, desarrollo pondoestatural y cefélico normales y escasos trastornos
conductuales, tiene una sindactilia 2-3 total.

2.4.3.6. Genitales

Una amplia gama de malformaciones genitales esté presente en 13 de los 15 varones (86,6 %) (tabla 8),
entre las que predominan la hipospadia y la criptorquidia. En nueve pacientes coexisten dos o mas
anomalias; tres pacientes tienen genitales ambiguos (figura 7), una condicién que representa una urgencia
médica relativa por su repercusién familiar y social. Cuatro de las seis hembras tienen hipoplasia de labios
mayores y/o menores y una hipertrofia del clitoris.

2.4.3.7. Organos internos

En siete pacientes (33,3 %) se diagnosticaron malformaciones de 6rganos internos, tres de los cuales
tienen mas de una anomalia.

Como se puede apreciar en la tabla 9, la frecuencia de malformaciones en los sistemas cardiovascular y
urinario es del 19 % en cada uno y en el digestivo de 14,3 %.

Las malformaciones cardiovasculares encontradas fueron: CAV completo, PCA, CoA, tetralogia de Fallot y
obstruccion de venas pulmonares derechas, cada una presente en un paciente.

La malformacion digestiva méas frecuente, que se manifiesta en tres pacientes (14,3 %), es la estenosis
hipertréfica del piloro. Ademas de los defectos estructurales, los trastornos de la motilidad del tubo
digestivo que son causantes de vomitos, constipacion y diarreas especialmente en el primer afio de vida se

observaron en el 48 % de los enfermos.
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Paciente n.c 14 Paciente n.c 10

Figura 6. Variantes de sindactilia 2-3 en el SLO, en el paciente n.° 11 sindactilia minima, en el n.c 14
sindactilia total y en el n.°10 sindactilia en forma de Y (tipica); también puede observarse la flexion

plantar del primer dedo y el hallux valgus



Tabla 8. Tipos de anomalias genitales en 13 varones con SLO

Frecuencia
Tipo de anomalia Nﬂm.ero de "
pacientes
Hipospadia 7 93,8
Criptorquidia 6 46,1
Pene pequefio 3 23,1
Encorvamiento del pene 1 7,7
Escrotos bifidos 2 15,4
Escrotos pequefios 1 7,7
Prepucio redundante 2 15,4

Genitales ambiguos 3 23,1




Paciente n.c 15 Paciente n.c 20

Figura 7. Genitales ambiguos en los pacientes n.>s 15y 20, se observa también el engrosamiento de

la rafia anoescrotal en el paciente n.c15



Tabla 9. Malformaciones de 6rganos internos en 21 pacientes cubanos con SLO

Total de pacientes

Malformaciones Malformaciones observadas

or sistemas afectados
P Numero % Tipo Numero
Canal auriculoventricular completo 1
Persistencia del conducto arterioso 1
Cardiovascular 4 19 Coartacion de la aorta 1
Tetralogia de Fallot 1
Obstruccion de venas pulmonares derechas 1
Digestivo 3 143 Estenosis hipertréfica del piloro 3
Microgastria 1
Agenesia/hipoplasia renal unilateral 2

Urinario 4 19 Ectopia renal

Reflujo vésico-ureteral

Estrechez uretral




Dos pacientes (9,5 %) tienen hipoplasia/agenesia renal, mientras que la ectopia renal, el reflujo vésico-
ureteral y la estrechez uretral, se presenta cada una en un caso.

Solamente en nueve pacientes se realizaron estudios por imagenes del SNC (cuatro TAC y cinco US
transfontanelar). En ninguno de ellos se diagnosticaron malformaciones. A la paciente que presenta un
incisivo central Unico, una manifestacion minima de HPE, tampoco se le pudieron realizar estos examenes
del SNC.

2.4.3.8. Desarrollo sicomotor y fenotipo conductual

En la tabla 10 se muestran las principales caracteristicas intelectuales y de la conducta observadas en 20

de los pacientes estudiados.

El retardo del desarrollo sicomotor o retraso mental esta presente en la totalidad de los casos. De los 18
enfermos mayores de cinco afos, 14 (77,7 %) tienen retraso mental severo y los restantes retraso
moderado. Todos los pacientes menores de 5 afios tienen retardo del desarrollo sicomotor.

Los trastornos del desarrollo del lenguaje estan presentes en todos los pacientes de dos afios 0 mas. Tres
pacientes no pronuncian ninguna palabra y 15 dicen menos de 10, de esos solo dos hacen oraciones de
dos palabras. Los restantes tres pacientes tienen un lenguaje de alrededor de 50 palabras y hacen
oraciones de tres o cuatro palabras. Se observan mas dificultades en la emision del lenguaje que en la
recepcion.

Las alteraciones conductuales estan presentes en el 90 % de los casos, aunque son variables en cuanto a
tipo y severidad.

Una de las manifestaciones mas frecuentes (70 %) es la hipersensibilidad tactil, que es mas pronunciada
en las manos y los pies y ocasiona que a los pacientes no les gusta que los toquen y no caminen
descalzos. También puede ser oral y originar el rechazo a los alimentos solidos observado en varios
enfermos. Ademas se refirid hipersensibilidad a la luz y a los ruidos, situacion que mejor6 con la edad en

todos los pacientes.
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Tabla 10. Caracteristicas intelectuales y conductuales en 20 pacientes con SLO

Nimero de

Caracteristica fenotipica pacientes %
Retraso del desarrollo sicomotor/retraso mental 20 100
Dificultades en el desarrollo del lenguaje * 18 100
Hipersensibilidad tactil 14 70
Autolesion 11 55
Conductas ritualistas 9 45
Trastornos del suefio 8 40
Agresividad 5 25
Hiperquinesia 5 25
Hipersensibilidad a los ruidos 5 25
Crisis de irritabilidad 5 25
Opistosquinesis 4 20
Hipersensibilidad a la luz 3 15

* Para esta caracteristica fueron evaluados 18 pacientes



El 55 % de los casos se autolesionan, las formas mas usuales de autoinfligirse dafios son los golpes en la
cabeza con las paredes u otros objetos o con las propias manos, asi como las mordeduras en las
mufecas.

Se encontraron varias conductas ritualistas, la mas comun, vista en el 45 % de los pacientes, es la fijacion
con objetos como un juguete, anillos, pomos, revistas, espejuelos, que mantienen en sus manos durante
horas y se irritan si se les quita (figura 8). Otras conductas ritualistas son el balanceo del cuerpo y la
observacion reiterada del mismo programa de television o de objetos giratorios.

En ocho enfermos (40 %) se refirieron trastornos del suefio, caracterizados fundamentalmente por dormir
poco de noche a pesar de no dormir durante el dia, a menudo asociado a crisis de llanto, situacién que fue
mejorando con la edad en cinco pacientes.

Otras alteraciones de la conducta encontradas fueron la agresividad (referida como un comportamiento
presente 0 pasado en el 25 % de los pacientes, tanto en nifios como adultos), la hiperquinesia, la
irritabilidad y los movimientos de opistosquinesis.

2.4.3.9. Otras caracteristicas clinicas

Otras anomalias encontradas son: engrosamiento de la rafia anoescrotal en ocho de los 15 varones (53,3
%), hoyuelo sacro profundo (20 %), hiperhidrosis de las manos y/o pies (30 %), cutis marmorata y
acrocianosis, que aparecen con frecuencia de 25y 10 % respectivamente y que tienden a desaparecer con
la edad.

La fotosensibilidad fue referida en cuatro pacientes. Se caracteriza por enrojecimiento en areas de la piel
directamente expuestas al sol, a veces asociada a prurito, que puede aparecer apenas minutos después
del inicio de la exposicion y durar varias horas, sin dejar huellas en la piel luego de su desaparicion.
2.4.3.10. Severidad clinica de la enfermedad

El puntaje de severidad clinica segun Kelley y Hennekam (15) oscild entre 10 y 20 en 16 pacientes y entre

22y 35 en los restantes, por lo que predominan los fenotipos ligeros sobre los moderados (anexo 11).
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Paciente n.c 6 Paciente n.c 8

Figura 8. Conductas ritualistas en el SLO, se puede observar como los pacientes mantienen objetos

en las manos; en el paciente n.° 6 se puede percibir también la hiperlaxitud interfalangica



2.5. Discusion

2.5.1. Seleccion de pacientes con fenotipo clinico sugestivo de SLO

Como resultado de las acciones capacitantes se incrementd el nimero de pacientes en los que se
reconocié un fenotipo sugestivo de SLO, que es seis veces superior a los identificados en los 37 afios
comprendidos entre la primera descripcion de la enfermedad y el inicio del presente estudio. Dentro de este
grupo de pacientes se incluyen algunos evaluados previamente por genetistas clinicos u otros
especialistas, que no tenian planteado un diagndstico clinico, y que fueron sospechados a partir de la
capacitacion realizada como parte de esta investigacion.

Todos los pacientes que antes del inicio de la investigacion tenian la impresion diagnostica de SLO fueron
incluidos en el estudio bajo el supuesto de que la misma habia sido planteada teniendo en cuenta las
caracteristicas clinicas tipicas descritas en la literatura.

La pesquisa en instituciones de atencidn a personas con discapacidad intelectual permiti6 la evaluacion de
un numero amplio de potenciales pacientes de SLO en un tiempo relativamente corto. Con ese mismo
proposito se selecciond la sindactilia 2-3 de los pies, de conjunto con el retraso mental, como criterios
iniciales en la pesquisa. La sindactilia 2-3 de los pies no es patognoménica del SLO pero esta descrita en
alrededor del 95 % de los enfermos (incluso aquellos con dismorfismos ligeros) (9 y es un signo de facil
identificacion, que permitié una primera seleccion de casos sospechosos a los cuales se les realizé una
evaluacién clinica mas exhaustiva en busca de otras caracteristicas comunes en la enfermedad e incluidas
dentro de los criterios diagnosticos de esta investigacion. No obstante, la utilizacion de la sindactilia 2-3 de
los pies como criterio inicial de busqueda implica un subdiagndstico del 5 %. La pesquisa en instituciones
de atencion a personas con discapacidad intelectual no pudo realizarse en todas las provincias por razones
logisticas.

Los criterios de sospecha clinica establecidos para los pacientes evaluados en consultas de Genética

Clinica no tuvieron en consideracién como signo ineludible la sindactilia 2-3 de los pies para evitar el
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subdiagnostico que ello representa y se adecuaron a la edad en atencion a las variaciones en la frecuencia
de las manifestaciones clinicas relacionadas con la misma (1548),

2.5.2. Reconocimiento del fenotipo bioquimico del SLO en pacientes con fenotipo clinico sugestivo
de la enfermedad

La correlacion clinico-bioquimica en este estudio (un caso positivo por cada 3,7 pacientes analizados) fue
superior a la reportada por otros, que es de un diagnostico por cada 6 a 114 pacientes estudiados
(59.76,99,102,112,186,187) | os resultados mas cercanos a los de la presente investigacion corresponden a Cunniff
y cols. 59, que diagnosticaron caso por cada 6,2 pacientes estudiados, la mayor parte de los cuales tenia
diagndstico clinico previo al conocimiento del defecto bioquimico causante de la enfermedad, por esta
razon pudo haber analizado a pacientes con fenotipo clasico. Esta debe ser también la explicacién para el
comportamiento de los resultados en los pacientes cubanos, en los que la mayor proporcion de casos
positivos provino de los que tenian diagndstico antes de la investigacion.

Los estudios mas recientes (76.99.187) incluyen pacientes con fenotipo menos clasico con el propésito de
“descartar SLO”, considerando el ensanchamiento del espectro fenotipico derivado del descubrimiento de
un marcador bioquimico. Bajo ese mismo principio se seleccionaron los criterios para identificar fenotipos
sugestivos de SLO tanto en la pesquisa a instituciones de atencion a personas con discapacidad intelectual
como en las consultas de Genética Clinica. Los signos clinicos que se propusieron son los mas
frecuentemente referidos en la literatura, pero ninguno es patognomaénico ©.188), por lo que su combinacién
ofrece la posibilidad de diagnosticar pacientes en ambos extremos del fenotipo pero también la inclusion de
otros con enfermedades diferentes al SLO, con las que existe solapamiento clinico. Por ejemplo, la
sindactilia 2-3 de los pies, que es el defecto estructural mas frecuente en el SLO (154850,51,53,54,59.82) también
puede estar presente en otros 130 sindromes genéticos (189,

En los 10 pacientes estudiados por CG/EM, los niveles de 7DHC y colesterol estan en el rango de valores
de los enfermos de diferentes series publicadas. En el capitulo 4 se hace una evaluaciéon mas detallada de

estos aspectos.
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2.5.3. Caracterizacion del fenotipo clinico de pacientes con SLO

2.5.3.1. Caracteristicas generales

La distribucién por sexos no es la esperada de acuerdo al modo de herencia del SLO pero se corresponde
con lo reportado internacionalmente y se le atribuye a la presencia de las malformaciones genitales que
favorecen el diagnostico en los varones. Un andlisis més detallado de este aspecto se hace en el capitulo 3
2.5.3.2. Historia del embarazo, nacimiento y periodo neonatal

La amenaza de aborto, la disminucion de los movimientos fetales y el oligoamnios han sido referidos
también por otros autores (49.51.54),

De igual modo el nacimiento a término y la presentacion pelviana se describen como habituales (15190 y no
se encontraron referencias de un mayor riesgo de hipoxia en recién nacidos con SLO.

En relacion con la hipotonia, presente en el 95 % de los enfermos cubanos, revisiones de la literatura la
han referido como un hallazgo casi universal durante la infancia temprana. Se plantea que su origen es en
parte central pero esta también influida por la hipoplasia muscular congénita. Por su frecuencia este signo
es de gran importancia en el diagnostico de la enfermedad durante esa etapa de la vida (1548), razon por la
cual fue incluida entre los signos de sospecha para recién nacidos y lactantes en esta investigacion.

Los trastornos en la alimentacion presentes en los pacientes de este estudio coinciden con lo referido por
otros autores, quienes los consideran como caracteristicas muy comunes de la enfermedad, especialmente
en los pacientes con los fenotipos mas severos (1516). Un estudio reciente encontrd una relacion
estadisticamente significativa entre los trastornos de la alimentacion con la disminucion del colesterol y en
especial con el incremento del 7DHC (2),

También los procesos sépticos se describen como frecuentes en los pacientes con SLO durante la infancia,
sin embargo, no se ha logrado identificar un trastorno inmunologico primario que explique este

comportamiento (4.15.190),
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2.5.3.3. Desarrollo fisico

El peso promedio de los recién nacidos a término con SLO es sensiblemente inferior a los de la poblacion
general cubana, que oscila entre 3,3 y 3,4 kg ('""). En el anexo 12 se muestra como en las diferentes series
de pacientes publicadas la ganancia insuficiente de peso postnatal es mas comun que el CIUR, aunque en
ellas también predomina el peso al nacimiento por debajo del 50 percentil para la EG. (49.54),

También esta descrito que tanto los nifios como los adultos con SLO tienen una estatura promedio por
debajo de la media poblacional (16), del mismo modo que se manifestdo en los pacientes de esta
investigacion.

El comportamiento del peso y de la talla denota que el retardo pondoestatural comienza realmente en la
vida fetal, tiene un origen intrinseco, aunque se haga mas manifiesto después del nacimiento, empeorado
ademas por los trastornos de la alimentacion que se presentan cominmente (1548,50,51,54,55,85,190),

La microcefalia ocurre en alrededor del 85 % de los pacientes reportados en la literatura (anexo 12) pero
en algunas series predomina la microcefalia congénita (50.1%0) y en otras, como en esta, el inicio postnatal
temprano, con medidas de la CC al nacimiento frecuentemente entre los percentiles 3 y 10 para la EG
(49.54), La microcefalia generalmente no es muy llamativa porque esta en proporcién con las dimensiones
corporales, excepto en algunos casos con una CC extremadamente pequefia. A diferencia de la
microcefalia vera o de la que forma parte de algunos sindromes genéticos, no se aprecia la frente
inclinada, pero si el estrechamiento bitemporal, encontrado también en otros pacientes referidos en las
publicaciones (49.50.190),

Un estudio antropométrico longitudinal realizado en 78 pacientes con SLO de ambos sexos mostrd que las
curvas de peso, talla y CC estaban por debajo de las dos desviaciones estandar respecto a las de
personas sanas de la misma poblacion. No se encontraron en la literatura resultados de investigaciones
sobre las causas del retardo del desarrollo fisico en el SLO, aunque si existen elementos provenientes de

estudios en animales que sugieren la participacién de los derivados oxidados del 7DHC @)
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2.5.3.4. Caracteristicas craneofaciales

Con excepcién del incisivo central Unico presente en un enfermo, las caracteristicas craneofaciales
encontradas en esta investigacion son tipicas del SLO (3.1548) aunque sutiles en el paciente n.o 14. La
evaluacién de la cara es especialmente util en el diagnostico de los sindromes dismorficos. En el caso
especifico del SLO los dismorfismos faciales en ocasiones son muy ligeros (46379.84110) o estan
distorsionados por concomitar con la secuencia de HPE o de Potter (191-193) por lo que se hace muy
necesaria la adecuada valoracion de otros signos clinicos frecuentes para lograr un diagnéstico certero.
Algunos investigadores han observado una atenuacion de la dismorfia facial con la edad (1851190.1%4) 'ng
obstante se mantienen caracteristicas clinicas tipicas como se observa en el paciente cubano que se
muestra en la figura 3.

En los acapites 4.4.3.1.1 y 4.5.3.1.1 se hace una presentacion y discusién mas exhaustiva del paciente con
el incisivo central unico.

2.5.3.5. Sistema osteomioarticular (SOMA)

Todas las anomalias del SOMA encontradas han sido referidas con anterioridad en otras series de
pacientes (1548.5051), | a sindactlilia 2-3 de los pies es el defecto estructural mas cominmente reportado y
por tanto de gran importancia para el diagndstico (anexo 12), pues se observa incluso en los pacientes con
las formas mas leves de la enfermedad (anexo 13). Aunque tipicamente es membranosa parcial en forma
de Y, también puede ser total, parcial (sin la forma de Y) o muy ligera, de la misma manera en que puede
expresarse la sindactilia 2-3 aislada de herencia autosémica dominante (McKusick n.c 609815) (), conocida
también como sindactilia |-a segun la clasificacién de Malik y cols. (128, que por su frecuencia es
considerada una variante normal.

Segun la experiencia de la autora de este trabajo, la sindactilia 2-3 es subvalorada por los genetistas
clinicos y a pesar de ser un signo presente en 130 sindromes genéticos (189, como se dijo previamente,
debe hacer pensar en el SLO como las manchas café con leche en la neurofibromatosis. Otros autores

tienen criterios similares 483); esta idea se ha llevado a los especialistas en las diferentes tareas de
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capacitacion de esta investigacion, y varios pacientes (algunos con evaluaciones previas) han sido
diagnosticados a partir de la valoracion de la sindactilia 2-3 de los pies en conjunto con otras alteraciones
fenotipicas.

2.5.3.6. Genitales

Hay similitud en los resultados de este estudio con lo reportado en la literatura (15:50.51.53.54.82) " excepto en
que entre los pacientes cubanos ninguno tiene sexo reverso. La identificacion de las malformaciones
genitales en los varones es de gran valor en el diagnéstico del SLO (especialmente en etapas tempranas
de la vida donde la evaluacidn de otros signos dismorficos es mas dificil) y se ha invocado como el motivo
por el cual la enfermedad se diagnostica mas en el sexo masculino (8, De especial interés resulta la
ocurrencia de genitales ambiguos, por lo que el SLO es uno de los diagnosticos a considerar cuando se
encuentra en nifios de sexo cromosomico masculino (131.132),

La hipoplasia de labios mayores y/o menores y la hipertrofia del clitoris son alteraciones descritas en las
hembras (15),

2.5.3.7. Organos internos

El CAV completo, la PCA y la CoA que son las malformaciones cardiovasculares encontradas en los
pacientes cubanos, se incluyen dentro de las més reportadas (anexo 14), aunque practicamente todas las
cardiopatias conocidas han sido descritas en el SLO (48,50,5153,54,195),

Al igual que en los pacientes cubanos, la estenosis hipertréfica del piloro es la malformacion digestiva que
mas se refiere en otras series de pacientes (anexo 14) y también hay similitud en relacion a los trastornos
de la motilidad del tubo digestivo (5.18.51.52,190),

En los pacientes cubanos tanto las malformaciones cardiovasculares como las digestivas estan por debajo
de lo reportado internacionalmente (anexo 14), lo que pudiera obedecer a que otras series de pacientes
incluyen enfermos con fenotipo severo e incluso fetos diagnosticados prenatalmente.

La agenesia/hipoplasia renal unilateral es la mas comun de las anomalias renales en esta investigacion y

en otras publicadas (1550515354) ‘mientras que el reflujo vésico-ureteral y la estrechez uretral, aunque raras,
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han sido reportadas con anterioridad (49.190.196.197) | g frecuencia general de anomalias urinarias (19 %) se
aproxima a las reportadas por Krakowiak y cols. y Ciara y cols. con 23 y 24 % respectivamente (53.54),
aunque en otras investigaciones se han encontrado frecuencias mayores (anexo 14)(15.5051),

En ningun paciente cubano se conoce la existencia de malformaciones del SNC, pero la baja cobertura de
los estudios por imagenes de este sistema no permite comparar los resultados. Las anomalias del SNC se
reportan entre el 16 y el 48 % de los enfermos publicados (anexo 14). En relacion con la HPE, aparece
solamente en el 5 % de los pacientes con SLO (“8),

2.5.3.8. Desarrollo sicomotor y fenotipo conductual

Como puede apreciarse en el anexo 12, el retraso mental ocurre en mas del 95 % de los pacientes
publicados internacionalmente y aunque las formas moderadas y severas son las predominantes, también
se conocen casos con retraso mental ligero e incluso con inteligencia normal baja (24884.198,199) aspecto que
debe tenerse en cuenta para la sospecha clinica de la enfermedad.

Las dificultades del lenguaje, fundamentalmente de la emision, se describen como manifestaciones clinicas
distintivas del SLO (5.7:48.50,199,2003),

Diversos estudios revelan que las alteraciones de la conducta son multiples y frecuentes y que se
presentan incluso en pacientes con fenotipo clinico muy ligero (546163:66.79,110,188,199.201) | g hiperreactividad
sensorial ha sido referida por varios autores (151851202) Diversos estudios han evidenciado frecuencias
elevadas, aunque variables (35-89 %), de la autolesién en pacientes con SLO (516166,199,200202) Conductas
ritualistas similares a las de los pacientes cubanos han sido descritas con anterioridad (18.51,199.200.202),

Un patrén anormal del suefio semejante encontré Ryan y cols. en el 70 % de sus 49 pacientes britanicos
(1. Investigaciones sobre la prevalencia de problemas del suefio revelan, entre ofras situaciones, las
dificultades para quedarse dormidos, el despertar frecuente, temprano y/o llorando y el suefio intranquilo.
Se plantea que las dificultades del suefio en pacientes con SLO pueden contribuir a la elevada frecuencia

de irritabilidad y otros trastornos conductuales caracteristicos (203.204),
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La frecuencia de la agresividad en los pacientes cubanos (25 %) es mas baja que la reportada en las
investigaciones encabezadas por Ryan y Tierney que fue de 52 y 63 %, respectivamente (¢1.200) y en cuanto
a las edades de presentacion se asemeja a lo observado por Ryan y Pauli 1.194),

La hiperquinesia es una manifestacion que ha sido observada por otros investigadores incluso en pacientes
con formas muy ligeras de la enfermedad (63.195),

En una revision de 164 casos realizada por Kelley y Hennekam (1) se refirieron como habituales las crisis
de llanto inconsolable durante horas. La irritabilidad puede manifestarse ademas por baja tolerancia a las
frustraciones, cambios de humor, impaciencia e hipersensibilidad a la estimulacion 61, comportamientos
también presentes en los enfermos analizados en esta investigacion.

En més del 50 % de los pacientes las manifestaciones conductuales se incluyen dentro del espectro
autista, por lo que se considera al SLO como la enfermedad genética mas relacionada con el autismo, lo
que sugiere una posible relacion del metabolismo del colesterol y su fisiopatologia (64:65.200202.205,206), Sin
embargo, el SLO es una causa poco frecuente de autismo, por lo que se sugiere un examen fisico
detallado por parte de un genetista clinico a los pacientes autistas y no el estudio de esteroles a la totalidad
de ellos (207-209),

2.5.3.9. Otras caracteristicas clinicas

Dentro de los efectos pleiotropicos de las mutaciones en el gen DHCRY se han reportado con anterioridad
el engrosamiento de la rafia anoescrotal en los varones, el hoyuelo sacro profundo, la hiperhidrosis de las
manos /o pies, la acrocianosis y el cutis marmorata (1), La fotosensibilidad es una caracteristica que no se
refiere en muchos trabajos, mientras que en otros se reporta en el 50 a 70 % de los enfermos (16.210),
2.5.3.10. Severidad clinica de la enfermedad

El puntaje de Kelley y Hennekam ha sido utilizado por alrededor de 15 afios como un medidor de la
gravedad del fenotipo clinico del SLO, pero se basa fundamentalmente en aspectos anatomicos, mas

directamente relacionados con defectos mayores de la embriogénesis. La baja frecuencia de
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malformaciones de 6rganos internos en los pacientes cubanos contribuye a que el valor del puntaje de
severidad se corresponda con fenotipos ligeros y moderados.

2.6. Conclusiones del capitulo

1. Las acciones de capacitacion realizadas y el empleo de distintas vias de pesquisa permitieron elevar el
numero de pacientes con fenotipo clinico sugestivo de SLO.

2. La utilizacion de la CG/EM y/o la CCF para la deteccion de esteroles posibilitd el reconocimiento del
fenotipo bioquimico del SLO y distinguir a los pacientes con esta enfermedad de aquellos con dismorfismos
y alteraciones del neurodesarrollo similares pero resultantes de otros defectos genéticos y/o ambientales,
lo que tiene gran importancia en el asesoramiento genético.

3. Las caracteristicas clinicas mas distintivas en los pacientes cubanos y por tanto mas importantes para el
diagndstico del SLO son el retraso mental o sicomotor, los dismorfismos craneofaciales, la sindactilia 2-3
de los pies, la hipotonia y los trastornos de la alimentacion en edades tempranas, las malformaciones
genitales en los varones y las alteraciones de la conducta. Por su alta frecuencia y facil identificacion, la
sindactilia 2-3 de los pies (independientemente de su magnitud) debe ser considerada como un signo de

alerta incluso en pacientes con fenotipo muy sutil.
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CAPITULO 3. CARACTERIZACION GENETICA DEL SINDROME DE SMITH LEMLI OPITZ EN CUBA
3.1. Introduccion

A partir de la definicidn diagnostica certera es posible hacer una caracterizacién genética de la enfermedad
no realizada con anterioridad en el pais que abarque aspectos genealdgicos, poblacionales y moleculares.
En relacion con este Ultimo aspecto debe sefialarse que no es hasta cuatro afios después del inicio de esta
investigacion que comienzan a aparecer reportes en la literatura de analisis moleculares en pacientes con
un origen étnico similar (74.76211.212) ‘|o cual hizo mas complejo el estudio en los enfermos cubanos.

3.2. Objetivos

1. Describir el comportamiento genealdgico y poblacional del SLO en Cuba.

2. ldentificar las mutaciones patogénicas en el gen DHCR7 en pacientes cubanos con SLO.

3. Evaluar la posible existencia de un efecto de fundador del SLO en Cuba a través de la relacién de las
mutaciones patogénicas con los haplotipos SNPs en el gen DHCRY.

3.3. Materiales y métodos

El flujograma general seguido en esta tarea de investigacion se muestra en el anexo 15.

3.3.1. Evaluacién del comportamiento genealégico

3.3.1.1. Muestra

Estuvo conformada por 21 familias de igual nimero de pacientes con SLO, que no estan genéticamente
relacionados entre ellos.

3.3.1.2. Procedimiento

La informacion sobre las familias se obtuvo por medio de la entrevista a los padres de los 21 pacientes. Los

arboles genealdgicos fueron construidos a partir de una historia familiar detallada que incluyd al menos tres
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generaciones para identificar relaciones de consanguinidad y la presencia de otros miembros afectados
con SLO, retraso mental, malformaciones congénitas u otra enfermedad genética. Se interrogd acerca de
la ocurrencia de abortos espontaneos, oObitos fetales y muertes postnatales entre los hermanos del
proposito y se evaluo el color de la piel de los padres por observacion.

Se realizo el calculo de la frecuencia de consanguinidad del siguiente modo:

Frecuencia de consanguinidad = numero de matrimonios consanguineos/total de matrimonios estudiados x
100

Se hizo una evaluacién de la concordancia entre la frecuencia esperada y la observada de hermanos
afectados de acuerdo con el modo de herencia; para ello se determind el nimero de hermanos nacidos
vivos Y totales (incluyendo los abortos espontaneos y ébitos fetales) del grupo de 21 enfermos y se calcul6
la probabilidad de hermanos afectados para cada grupo teniendo en cuenta que el riesgo de recurrencia es
de %40 0,25:

Probabilidad de hermanos nacidos vivos enfermos = total de hermanos nacidos vivos x 0,25

Probabilidad total de hermanos enfermos = total de hermanos x 0,25

Se evaluo el color de la piel de los progenitores de los 21 enfermos y se determind el porciento de cada
uno.

3.3.2. Evaluacion del comportamiento poblacional
3.3.2.1. Muestra

Para el calculo de la frecuencia fenotipica al nacimiento se consideraron el total de enfermos y de nacidos
vivos en Cuba entre los afios 1967 y 2011 (periodo en el cual nacieron los enfermos), que fueron:
enfermos: 21, nacidos vivos: 7 536 837.

Para el célculo de la frecuencia fenotipica al nacimiento por sexos se tuvieron en cuenta el total de
enfermos y de nacidos vivos segun sexos en Cuba entre 1967 y 2011, que fueron: varones enfermos: 15,

nacidos vivos varones: 3 897 877; hembras enfermas: 6; nacidos vivos hembras: 3 638 960.
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Para el calculo de la frecuencia fenotipica al nacimiento por regiones geogréficas se tomaron el total de
enfermos y de nacidos vivos ocurridos entre 1981 y 2011 en cada regién del pais, que fueron: en el
Occidente: enfermos: 6, nacidos vivos: 1 591 681; en el Centro: enfermos: 8, nacidos vivos: 1 132 314 y en
el Oriente: enfermos: 4, nacidos vivos: 1 811 348.

Para el calculo de la frecuencia fenotipica por prevalencia en poblacion se utilizd el nimero de enfermos
vivos y la poblacion total de Cuba en el afio 2011, que fueron: enfermos vivos: 18, poblacién total: 11 247
925.

Para el calculo de las frecuencias génicas y genotipicas se emplearon los datos de la poblacién utilizada
para el célculo de la frecuencia fenotipica al nacimiento.

Los datos poblacionales utilizados se obtuvieron de la Oficina Nacional de Estadistica e Informacién (ONEI)
de la Republica de Cuba (213),

3.3.2.2. Procedimiento

La frecuencia fenotipica de la enfermedad se estimé como frecuencia al nacimiento y como tasa de
prevalencia.

Frecuencia fenotipica al nacimiento = total de enfermos nacidos entre 1967 y 2011/total de nacidos vivos
en el pais en ese mismo periodo. Se expresd en proporcion.

Frecuencia fenotipica al nacimiento por sexos = nimero de enfermos de cada sexo nacidos entre 1967 y
2011/total de nacidos vivos del sexo correspondiente en el pais en ese mismo periodo. Se expresd en
proporcion.

La frecuencia fenotipica al nacimiento por regiones geograficas se realizd para un periodo de 30 afios
(1981-2011), en los que se pudo obtener los datos de natalidad por provincias.

Frecuencia fenotipica al nacimiento por regiones geograficas = total de enfermos de la regién geogréafica
nacidos entre 1981 y 2011/total de nacidos vivos correspondientes a esa misma regién y periodo de

tiempo. Se expreso en proporcion.
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Tasa de prevalencia de enfermos = total de enfermos vivos en el afio 2011/poblacién total del pais en ese
afio x 100 000.

El célculo de las frecuencias génicas y genotipicas se baso en la ley de Hardy Weinberg, que rige los
principios de la Genética Poblacional (214215), Se parti6 de las siguientes definiciones:

p = frecuencia del alelo normal (dominante)

q = frecuencia del alelo mutado (recesivo)

p+q=1

La combinacion de dos en dos de estos alelos generan los tres genotipos posibles:

(p+0)?=p?+2pq + ¢

Donde:

p2 representa la frecuencia el genotipo homocigoto dominante (fenotipicamente normal)

2pq representa la frecuencia del genotipo heterocigoto o portadores (fenotipicamente normal)

g2 representa la frecuencia del genotipo homocigoto recesivo (fenotipicamente enfermo)

Entonces: si se conoce la frecuencia fenotipica de la enfermedad al nacimiento y esta coincide con la
frecuencia del genotipo homocigoto recesivo (g2) se calculé la frecuencia del alelo mutado (q), del siguiente
modo:

q=\g?

Sip+q=1entoncesp=1-q

Con el conocimiento de las frecuencias de ambos alelos se estimaron las frecuencias de los genotipos
homocigoto dominante (p?) y heterocigoto (2pq)

La probabilidad de matrimonios entre portadores es 2pq x 2pq

3.3.3. Andlisis de mutaciones patogénicas en el gen DHCR7
3.3.3.1. Procedimiento para la obtencion, conservacion y traslado de ADN

El ADN se extrajo en el Laboratorio de Biologia Molecular del CPGM-SS.
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Se obtuvo a partir de leucocitos de sangre periférica de la muestra inicialmente tomada para estudio
bioquimico que habia sido centrifugada y el sedimento conservado a 4 °C. La extraccion se realizo
siguiendo las generalidades del método de precipitacion salina con ligeras modificaciones. Cinco mL de
sangre total se mezclaron con 10 mL de buffer (tris 0,01 M; sacarosa 0,32 M; MgCl> 0,0025 M; triton 1 %;
pH 8) para lisar los eritrocitos y posterior obtencién de los leucocitos por centrifugacion a 4 000 rpm por 15
min. Las células del sedimento se lavaron con 15 mL del buffer y se centrifugaron en las mismas
condiciones. Posteriormente se lisaron agitando vigorosamente (menos de 10 min) con una mezcla de 2
mL de un segundo buffer (tris 0,25 M, Na2EDTA 0,06 M; NaCl 0,15 M; SDS 1 %; pH 8) y 0,5 mL de NaClOx4
5 M. El lisado se colocd a 65 °C en bafio de maria por 25 min. Luego se le afiadieron 2 mL de CHCI3
(previamente en congelacion) y se mezclaron fuertemente. Con posterioridad se centrifugd a 4 000 rpm por
15 min, se colectd la fase superior y se afiadié suavemente en un tubo de cristal con 8 mL de etanol frio
para precipitar el ADN. La medusa se colecto y se pasé a un tubo Eppendorf con 0,5 mL de etanol 70 %
para su lavado. Se extrajo el etanol y se dejo secar. Se disolvid en 50-300 uL de agua. Se conservé a -20
°C hasta su uso.

Todas las sustancias quimicas utilizadas eran de calidad de reactivo.

El envio de muestras de ADN al Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad McMaster de Canada
se realiz6 por via aérea en condiciones de refrigeracion.

3.3.3.2. Identificacion de mutaciones patogénicas en el gen DHCR7
3.3.3.2.1. Etapall
3.3.3.2.1.1. Muestra

Estuvo conformada por 10 pacientes con diagnostico de SLO por CCF y CG/EM (pacientes n.os 1-10) y los
progenitores de los enfermos n.os 2y 7.

3.3.3.2.1.2. Procedimiento

Se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad McMaster de Canada entre los afios

2001 y 2004,
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Las técnicas empleadas fueron: PCR-ARMS (para la busqueda de las mutaciones T93M, IVS8-1G>C,
WA151X, V326L y R404C) y secuenciacion de los exones tres al nueve y las vecindades exones-intrones del
gen DHCRY para detectar cambios de las bases nitrogenadas en relacién con el gen DHCRY7 salvaje (216),
Para ambas técnicas se siguieron los protocolos estandarizados en el mencionado laboratorio (72),

3.3.3.2.2. Etapalll
3.3.3.2.2.1. Muestra

Estuvo conformada por 10 pacientes con diagnéstico de SLO por CCF (pacientes n.os 10-14 y 16-21). No
se estudié el paciente n.o 15 por haber fallecido en el periodo neonatal y no disponerse de material
bioldgico para la obtencion de ADN.

3.3.3.2.2.2. Procedimiento

Se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular del CPGM-SS entre los afios 2005 al 2011.

Se utilizo la técnica de PCR-RFLP para investigar la presencia de la mutacion IVS8-1G>C, segun el
método descrito por Battaile (195), Se analizaron por PCR-ARMS, con cebadores disefiados en el propio
laboratorio, las mutaciones IVS8-1G>C, T93M, F302L y D234Y. Se procedi6 como se describe a
continuacion:

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador Biometra: 1xPCR buffer (Invitrogen), MgClz 2
mM, dNTPs 5 mM cada uno, set de cebadores correspondientes 0,4 umol/uL cada uno, 1 U Taq pol
(invitrogen), volumen total 25 pL.

Se realizan dos reacciones por cada mutacion, correspondientes una al alelo mutado y la otra al salvaje,
con el propoésito de identificar el genotipo homocigoto o heterocigoto.

Mutacion IVS8-1G>C:

Cebadores:

Comin  5- CAC AAC AGC CCT CAAGGT TGG TG -3

Salvaje  5- GTG GTA CAC CAAGTACAGACCG -3

Mutante 5- GTG GTA CAC CAA GTACAGACC C -3’
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La reaccién consistié en: 4 min a 94 °C seguidos por 20 ciclos (desnaturalizacion 1 min a 92 °C,
alineamiento de los cebadores 0,5 min a 64 °C y extensién 0,5 min a 72 °C). Contintan 10 ciclos
(desnaturalizacion 1 min a 92 °C, alineamiento de los cebadores 1 min a 55 °C y extensiéon 1 mina 72 °C) y
una extension final de 5 mina 72 °C.

Mutacion T93M:

Cebadores:

Comin 5-CCC AGT GTG ACT GCC TGC ATC CG -3’

Salvaje  5- GAG CTG GGC TTT CCT CG -3’

Mutante 5- GAG CTG GGC TTT CCT CA -3’

La reaccion consistio en: 4 min a 94 °C seguidos por 25 ciclos (desnaturalizacion 1 min a 93 °C,
alineamiento de los cebadores 0,5 min a 64 °C y extensién 0,5 min a 72 °C). Contintan cinco ciclos
(desnaturalizacion 1 min a 93 °C, alineamiento de los cebadores 1 min a 55 °C y extensiéon 1 mina 72 °C) y
una extension final de 5 mina 72 °C.

Mutacion F302L:

Cebadores:

Comin  5- GCA GAT GTT AGG GAC ATACT -3’

Salvaje  5-ACATCT GCC ATGACCACTTC -3

Mutante 5- ACA TCT GCC ATGACC ACT TG -3’

La reaccién consistié en: 4 min a 94 °C seguidos por 10 ciclos (desnaturalizacion 1 min a 92 °C,
alineamiento de los cebadores 0,5 min a 60 °C y extensién 0,5 min a 72 °C). Contintan 20 ciclos
(desnaturalizacion 1 min a 93 °C, alineamiento de los cebadores 1 min a 55 °C y extension 1 mina 72 °C) y
una extension final de 5 mina 72 °C.

Mutacion D234Y:

Cebadores:

Comin  5-CTG CAG GAC GTT GAC CAG GA -3’

Salvaje  5- TCG GAT CGG GAAGTG GTT TG -3’

Mutante 5- TCG GAT CGG GAAGTG GTT TT -3
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La reaccion consistio en: 4 min a 94 °C seguidos por 20 ciclos (desnaturalizacion 1 min a 92 °C,
alineamiento de los cebadores 0,5 min a 60 °C y extensién 0,5 min a 72 °C). Contintan 10 ciclos
(desnaturalizacion 1 min a 92 °C, alineamiento de los cebadores 1 min a 55 °C y extensién 1 min a 72 °C)
y una extension final de 5 mina 72 °C.

3.3.3.3. Determinacion de las frecuencias génicas y genotipicas en los pacientes estudiados
molecularmente
3.3.3.3.1. Muestra

Estuvo conformada por los 40 alelos procedentes de los 20 pacientes (20 genotipos) en los que se realizd
el estudio de las mutaciones patogénicas en el gen DHCRY.

3.3.3.3.2. Procedimiento

El calculo de las frecuencias génicas y genotipicas (observada y esperada) y en correspondencia con ellas
el numero de pacientes observados y esperados dentro del grupo de pacientes analizados molecularmente
se realizd teniendo en cuenta las herramientas de la Genética Poblacional (214.215);

Frecuencia génica (de alelos mutados) = nimero de alelos que presentan una variante mutacional
determinada/total de alelos estudiados.

Frecuencia genotipica observada = numero de veces en que se encuentra representado un determinado
genotipo/total de genotipos estudiados.

Frecuencia genotipica esperada = numero de veces que debia estar representado un determinado
genotipo de acuerdo a las frecuencias génicas encontradas/total de genotipos estudiados.

Pacientes observados = numero de pacientes con un genotipo dado dentro del total de genotipos
analizados.

Pacientes esperados = numero de pacientes que debian tener un genotipo dado segun las frecuencias

génicas encontradas.
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3.3.4. Evaluacion del posible efecto de fundador de mutaciones patogénicas en el gen DHCR7
3.3.4.1. Muestra

Se estudiaron 14 individuos, de ellos 10 pacientes (n.os 1-10) y los progenitores de los enfermos n.os 2y 7.

3.3.4.2. Procedimiento

Se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad McMaster de Canada entre los afios
2001y 2004.

Se identificaron ocho SNPs que ocupan las posiciones ¢.189, ¢.207, ¢.231, c.438, ¢.969, c.1 158, c.1 272y
c.1 350 en el gen DHCRY por medio de secuenciacion siguiendo el protocolo estandarizado en dicho
laboratorio (2. Estos SNPs se segregan formando diferentes haplotipos previamente reconocidos (anexo
16).

En cada paciente se pudo conocer el nucleétido (si fuera similar en ambos alelos) o los nucledtidos (de ser
diferentes en ambos alelos) que ocupan cada una de las ocho posiciones intragénicas estudiadas.

Para la determinacion de las fases en los dos pacientes en los que también se estudiaron a los padres se
analizd qué mutaciéon patogénica y qué polimorfismos provenian de uno u otro progenitor. Una vez
identificada la combinacién de SNPs de cada alelo del enfermo se reconocio el haplotipo por comparacion
con los reportados en la literatura (anexo 16). De ese modo quedo establecido qué haplotipo SNPs estaba
ligado a cada mutacion patogeénica.

En la determinacion de las fases en los pacientes en que no se dispuso de muestras parentales para el
estudio se tuvo en cuenta si habia homocigocidad para los haplotipos 0 si alguna de las mutaciones
identificadas habia sido reconocida en investigaciones previas como ligada a un unico haplotipo, entonces
se infiri6 un comportamiento similar en el paciente analizado y se consider6 el segundo haplotipo como
ligado a la otra mutacidn patogénica.

3.3.5. Definicion de variables

- Consanguinidad parental: se define como la union entre dos individuos cuya relacién de parentesco es de

primos segundos 0 mas cercana @17),
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- Frecuencia de consanguinidad: proporcion de parejas consanguineas con respecto al total de
matrimonios estudiados.

- Proposito: primer enfermo detectado en una familia.

- Antecedentes familiares: se refiere a la existencia o0 no de otros familiares de hasta tercer grado con
retraso mental, malformaciones congénitas internas o externas o alguna enfermedad genética.

- Aborto espontaneo: pérdida de embarazo ocurrida de forma natural antes de las 20 semanas de EG.

- Obito fetal: muerte fetal ocurrida de forma natural después de las 20 semanas de EG.

- Riesgo de recurrencia: probabilidad de que una enfermedad genética presente en una persona aparezca
en otro miembro de la familia. En el SLO por tener herencia autosémica recesiva el riesgo de recurrencia
para los descendientes de un matrimonio con un hijo previamente enfermo es de 2 0 0,25 (218),

- Color de la piel: se clasifico en blanca, negra 0 mestiza segun la apreciacion de la autora del trabajo o el
especialista que evalud al paciente y a los padres.

- Frecuencia fenotipica de la enfermedad: proporcion de individuos enfermos en relacion con la poblacion
de la que forman parte. Se calculé como frecuencia fenotipica al nacimiento y como prevalencia.

- Frecuencia génica: proporcion en que se encuentra un alelo determinado en relacion al total de alelos de
la poblacién en estudio para ese locus.

- Frecuencia genotipica: proporcion en que se encuentra representado un genotipo (derivado de la
combinacion de dos en dos de los alelos del locus en cuestion) en relacion con el total de genotipos (que
se corresponde con el total de individuos estudiados).

- Regiones geograficas: se clasificd en Occidente (provincias desde Pinar del Rio hasta Matanzas y el
municipio especial Isla de la Juventud), Centro (desde Villa Clara hasta Camagtey) y Oriente (desde Las
Tunas hasta Guantanamo).

- Presencia de la mutacion 1VS8-1G>C por PCR-RFLP. Se realizd PCR seguida por digestion con la
enzima Scrfl. Se considerd homocigoto para la mutacion: la presencia de una banda de 107 pb y una de 22

pb (no visible); heterocigoto: una banda de 107 pb, una de 70 pb, una de 37 pb (raramente visible) y una de
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22 pb (no visible); y no presencia de la mutacion: una banda de 70 pb, una 37 pb (raramente visible) una
de 22 pb (no visible) (105),

- Presencia de la mutaciones IVS8-1G>C, T93M, F302L y D234Y por PCR-ARMS. Se consider6
homocigético para la mutacion en estudio: cuando amplifica solo con el cebador mutante, heterocigoto:
cuando amplifica tanto con el cebador mutante como con el salvaje y no presencia de la mutacion: cuando
amplifica solamente con el cebador salvaje.

- Presencia de mutacidn genética por secuenciacion: identificacién de cambios en la secuencia de bases
nitrogenadas en relacién con el gen DHCR7 salvaje, que incluye tanto mutaciones patogénicas como
silentes (SNPs).

- Heterogeneidad alélica: indica que la enfermedad es causada por al menos dos alelos mutados diferentes
en un mismo locus.

- Homocigoto: se refiere a la presencia de dos alelos iguales, tanto del alelo normal como del mutado.

- Homocigoto recesivo: se refiere a los enfermos, que tienen ambos alelos mutados (independientemente
de las variantes alélicas presentes).

- Heterocigoto o portador: se refiere a los individuos sanos que presentan dos alelos diferentes, uno
mutado y el otro normal.

- Heterocigoto compuesto: se refiere a los enfermos con dos alelos mutados diferentes.

- Pacientes observados: numero de pacientes estudiados que presentan un genotipo dado.

- Pacientes esperados: numero de pacientes que debian observarse con un genotipo dado en la poblacion
estudiada segun la ley de Hardy Weinberg, es decir resultantes de la frecuencia génica de los alelos que
forman el genotipo en cuestion.

- SNPs: variantes genéticas caracterizadas por la sustitucion de un tnico nucleétido, cuyo alelo minoritario
tiene una frecuencia mayor al 1 % (219),

- Ligamiento: cuando dos genes o polimorfismos genéticos se encuentran tan cerca uno de otro que la
probabilidad de entrecruzamiento genético es minimo o nulo y no ocurre una segregacion independiente

sino que tienden a hacerlo hacia un mismo gameto (220),
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- Haplotipo SNPs: grupo de variantes genéticas debidas a sustituciones de un unico nucledtido, que estan
muy proximas unas de otras y tienden a heredarse juntas.

- Desequilibrio de ligamiento: cosegregacion con una frecuencia mayor de la esperada de una mutacion
con un haplotipo SNPs (221),

- Fase: asignacion del cromosoma en que se encuentra un alelo en particular en relacion con los haplotipos
SNPs que estan ligados.

3.3.6. Recogida de los datos

Toda la informacion familiar, asi como la derivada del estudio molecular fue registrada en el instrumento
elaborado para aplicar a pacientes con diagnostico confirmado de SLO (anexo 10).

3.3.7. Analisis y procesamiento de los datos

Se utilizaron estadisticas descriptivas para mostrar el comportamiento de las frecuencias de
consanguinidad, el color de la piel de los progenitores, asi como las frecuencias fenotipicas, génicas y
genotipicas.

3.3.8. Limitaciones del estudio

La mayor limitacién en esta etapa de la investigacion radicé en la carencia de la tecnologia requerida para
el andlisis molecular, especificamente la secuenciacion, que impidié la identificacion del genotipo en todos
los enfermos y el estudio de los SNPs en la totalidad de los pacientes y sus progenitores, lo que unido al
pequefio tamafio de la serie de casos (caracteristico en las enfermedades raras) dificulté la evaluacion de
los resultados.

Ademas, las frecuencias fenotipicas y génicas calculadas en la poblacién general pueden comprender
infraestimaciones dadas por el probable subdiagndstico de la enfermedad, no obstante constituyen una

aproximacion a dicho conocimiento por primera vez en Cuba.
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3.4. Resultados
3.4.1. Evaluacién del comportamiento genealégico
3.4.1.1. Consanguinidad

El andlisis genealogico demostrd existencia de consanguinidad parental en el paciente n.° 14, cuyos
padres son primos segundos (quinto grado de parentesco), que tienen en comun 1/32 genes (figura 9).
Este matrimonio reside en una comunidad de la region montafiosa del Escambray.

Por lo tanto la frecuencia de consanguinidad queda determinada por la presencia de un matrimonio
consanguineo entre los progenitores de los 21 pacientes, para una frecuencia de 4,7 %.

3.4.1.2. Antecedentes familiares y evaluacion de la concordancia entre la frecuencia observada y la
esperada de hermanos afectados

En el paciente n.2 16 se conocié que un hermano, nacido con anterioridad, habia fallecido a los 4 meses
con una cardiopatia congénita y polidactilia postaxial de ambas manos (figura 9). El nifio nunca fue
evaluado por especialistas en Genética Clinica, sin embargo por ser las anomalias referidas frecuentes en
el SLO y tener una probabilidad de 4 0 25 % de padecer la enfermedad debido a que es hijo de
portadores, es posible que padeciera también SLO.

En el paciente n.o 21 se refirio una tia paterna fallecida a los 13 afios que tenia retraso mental, dismorfia
facial similar a la del propésito y sindactilia 2-3 de los pies, sin antecedente de esta ultima anomalia en
otros miembros de la familia (figura 9). La nifia tampoco fue evaluada por especialistas en Genética Clinica
y no fue posible hacer analisis molecular a los padres de esa probable enferma de SLO para tratar de
esclarecer el diagndstico por esa via.

Las madres de los pacientes n.os 3y 8 tuvieron uno y tres abortos espontaneos, respectivamente, mientras
que en el paciente n.o 7 se conocié que previo al nacimiento del propdsito ocurri6 el 6bito de un feto de
sexo femenino al término de la gestacion asociado a un oligoamnios severo, pero no se refirieron

malformaciones congénitas.
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El grupo de 21 enfermos tiene un total de 10 hermanos nacidos vivos, cinco de cada sexo. Solo uno de los
hermanos (del paciente n.c 16), fallecido en el primer afio de vida, tenia caracteristicas clinicas sugestivas
de SLO.

El total de hermanos (incluyendo los nacidos vivos, abortos espontaneos y obitos fetales) es de 15 y como
ya se menciond, en solo uno se sospecha que haya padecido la enfermedad.

3.4.1.3. Color de la piel

De los 42 progenitores, 40 (95 %) fueron clasificados como de piel blanca y los dos restantes como
mestizos.

3.4.2. Evaluacion del comportamiento poblacional

3.4.2.1. Frecuencia fenotipica de la enfermedad

La frecuencia fenotipica del SLO al nacimiento en Cuba es de 1/358 897. En varones es de 1/259 858 y en
hembras de 1/606 493 nacidos vivos.

En cuanto al comportamiento por regiones geograficas, los 21 enfermos se distribuyen en ocho provincias
y el municipio especial Isla de la Juventud (tabla 11). Por orden de frecuencia se encuentran las provincias
centrales (42,9 %), occidentales (38,1 %) y las orientales (19 %).

Una evaluacion del numero de nacidos vivos y de pacientes por provincias en 30 afios (1981-2011)
evidencia que la frecuencia fenotipica de la enfermedad es de 1/141 539 nacidos vivos en la region central,
seguido de la region occidental con 1/265 280 y por ultimo la oriental con 1/452 837.

La tasa de prevalencia de SLO en Cuba en el afio 2011 era de 0,16 por cada 100 000 habitantes.
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Tabla 11. Pacientes con diagnéstico confirmado de SLO segtin provincia de
residencia

Provincia Numero de pacientes

Pinar del Rio
Artemisa

La Habana
Matanzas
Cienfuegos

Villa Clara

Sancti Spiritus
Granma

Isla de la Juventud

_ AR N OO -~ B A

Total

N
-




3.4.2.2. Frecuencias genotipicas y génicas

De acuerdo con la frecuencia fenotipica al nacimiento identificada en esta investigacion, la frecuencia
génica del alelo recesivo es de 0,0017 y la del alelo dominante es de 0,9983. En cuanto a los genotipos
para el locus DHCRY la frecuencia del homocigoto recesivo es 0,0000028 (0,00028 %), el homocigoto
dominante es 0,997 (99,7 %) y el de heterocigotos (portadores) es 0,003394 (0,34 %). Este Ultimo se
corresponde con 1/294 habitantes, por lo que la frecuencia de matrimonios entre portadores es de 1/86
436.

3.4.3. Andlisis de mutaciones patogénicas en el gen DHCR7

3.4.3.1. Identificacion de mutaciones patogénicas

En la primera etapa de la investigacion se detectaron mutaciones patogénicas en los 20 alelos analizados
procedentes de los enfermos, mientras que en la segunda etapa se detectaron en 11 de 20 alelos. En total
se estudiaron 40 alelos y se identificaron mutaciones en 31 (77,5 %).

Las mutaciones detectadas fueron: T93M, IVS8-1G>C, F302L, V281M y D234Y.

En los progenitores de los pacientes n.os 2 y 4 también se encontraron las mutaciones heredadas por sus
descendientes.

3.4.3.2. Frecuencia de alelos mutados

En la tabla 12 se muestran las frecuencias de los alelos mutados en los pacientes cubanos. Las mayores

corresponden a T93M y IVS8-1G>C que en conjunto representan el 70 % de todos los alelos estudiados.
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Tabla 12. Frecuencia de alelos mutados en el locus DHCR?7 de 20 pacientes cubanos *

Variantes

. TI3M IVS8-1G>C F302L
mutacionales

V281M D234Y

NuUmero de alelos 17 11 1

0,425 0,275 0,025
425%)  (27,5%) (2,5 %)

Frecuencia alélica

0,025 0,025
(2,5 %) (2,5 %)

* Se identificaron mutaciones en 31 de los 40 alelos estudiados



3.4.3.3. Frecuencias genotipicas en los enfermos

De los 20 pacientes estudiados, en 13 se identificaron las dos mutaciones causantes de la enfermedad, en
cinco solo una de ellas y en los dos restantes ninguna. De los 13 pacientes con ambas mutaciones
identificadas, ocho son heterocigotos compuestos para las mutaciones T93M/IVS8-1G>C, dos son
homocigotos para T93M y los tres restantes son heterocigotos compuestos para la mutacion T93M con
F302L, V281My D234Y, respectivamente (tabla 13).

En la tabla 14 se muestran las frecuencias esperadas para los genotipos T93M/T93M, T93M/IVS8-1G>C y
IVS8-1G>C/IVS8-1G>C de acuerdo con la ley de Hardy Weinberg y en correspondencia con ello el numero
de pacientes esperados, que es de cuatro, cinco y uno; respectivamente.

3.4.4. Evaluacion del posible efecto de fundador de mutaciones patogénicas en el gen DHCR7

En la tabla 15 se muestran los SNPs en ocho posiciones intragénicas de los 10 enfermos estudiados y en
la tabla 16 los genotipos y haplotidos definidos a partir del anélisis de los SNPs.

Como puede apreciarse en la tabla 16 en los dos pacientes heterocigotos compuestos en los que se realiz6
el andlisis parental (pacientes n.os 2'y 7) se demostré que T93M esta ligada al haplotipo J. En el paciente
n.c 8 no se estudiaron los padres, pero es homocigoto para T93M y también para el haplotipo J.

En los restantes pacientes no se dispuso de muestras parentales para determinar los haplotipos y fases y
se asumid el ligamiento de T93M al haplotipo J sobre la base del conocimiento previo de qué haplotipo esta

habitualmente ligado a la otra mutacién con la que esta formando el genotipo.
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Tabla 13. Frecuencias genotipicas en 20 pacientes cubanos con SLO estudiados
molecularmente *

Numero de enfermos con el

Genotipo genotipo Frecuencia genotipica
T93M/TI3M 2 0,1 (10 %)
T93M/IVS8-1G>C 8 0,4 (40 %)
T93M/F302L 1 0,05 (5 %)
TI93M/V281M 1 0,05 (5 %)
T93M/D234Y 1 0,05 (5 %)

* En siete pacientes no se pudo definir el genotipo. De ellos se identificd T93M y IVS8-1G>C en
uno de los alelos en dos y tres pacientes, respectivamente. En dos pacientes no se identificaron
mutaciones en ninguno de los alelos



Tabla 14. Pacientes observados y esperados segun la ley de Hardy Weinberg para los genotipos
T93M/TI3M, T93M/IVS8-1G>C y IVS8-1G>C/IVS8-1G>C en 20 pacientes cubanos con SLO
considerando una frecuencia génica de T93M y IVS8-1G>C de 0,42 y 0,27; respectivamente

. Frecuencia genotipica Pacientes Pacientes
Genotipo
esperada observados esperados
T93M/T93M 0,1764 (17,64 %) 2 4
T93M/IVS8-1G>C 0,2268 (22,68 %) 8 5

IVS8-1G>C/IVS8-1G>C 0,0729 (7,29 %) 0 1




Tabla 15. Resultados del estudio de secuenciacion en ocho posiciones del gen DHCR7 con
polimorfismos reconocidos en pacientes cubanos con SLO

Paciente nro. c189 ¢207 c231 c438 969 1158 1272 1350
1 AG C CT C G C T,C C
2 G C CT C G C C C
3 AG C CT C G C T,C C
4 AG C CT C G C T,C C
5 AG C CT C G C T,C C
6 G C CT C G C C C
7 AG C CT C G C T,C C
8 G C T C G C C C
9 AG C CT C G C T,C C

10 AG C CT C G C T.C C




Tabla 16. Genotipos DHCR7 y haplotipos SNPs en pacientes cubanos con SLO

Paciente n.° Mutaciones Haplotipos

1 TI3M/IVS8-1G>C JIA

(DIF, CIE, BIL) |
2 TI93MNV281M JIF*
3 T93M/IVS8-1G>C JIA

(DIF, CIE, BIL) |
4 TI3M/IVS8-1G>C JIA

(DIF, CIE, BIL) |
5 TI3M/IVS8-1G>C JIA

(DIF, CIE, BIL) §
6 T93M/F302L JIF
7 T93M/IVS8-1G>C JIA*
8 TI3M/T93M JIJ*
9 T93M/IVS8-1G>C JIA

(DIF, CIE, BIL) |
10 T93M/D234Y JIA

(DIF, CIE, BIL)

* Pacientes para los cuales los haplotipos y las fases fueron establecidos

1] Otros haplotipos posibles si las mutaciones T93M y IVS8-1G>C no estuvieran ligadas a los
haplotipos J y A, respectivamente



3.5. Discusion

3.5.1. Evaluacién del comportamiento genealégico

3.5.1.1. Consanguinidad

La unica referencia encontrada de consanguinidad en poblacién general cubana proviene de un estudio en
la década del 50 del pasado siglo, segun el cual era de 0,8 % (222), cifra que debe ser mas baja en la
actualidad debido a los cambios sociales ocurridos a partir de enero de 1959; por lo tanto, la frecuencia de
consanguinidad en los progenitores de los pacientes con SLO de esta investigacion (4,7 %) es alta en
relacion con la poblaciéon general, pero muy proxima a la hallada entre los padres de las personas con
discapacidad intelectual (5,2 %) detectada en el “Estudio psicosocial de las personas con discapacidades
y estudio psicopedagogico, social y clinico genético de las personas con retraso mental en Cuba” realizado
en el primer lustro del 2000 (223. No obstante, la frecuencia de consanguinidad encontrada en este estudio
puede considerarse baja para una enfermedad de herencia autosomica recesiva rara debido a que las
uniones consanguineas elevan la probabilidad en la descendencia de homocigosis para un alelo recesivo
mutado heredado de un ancestro comun, por lo que mientras mas rara es una enfermedad mas probable
es que los enfermos sean hijos de matrimonios consanguineos (24.224). En cambio, la consanguinidad es
relativamente baja cuando la frecuencia génica del alelo recesivo es alta y por tanto la de heterocigotos o
portadores en la poblacion también lo es (217.218,224-226),

Se describe que la consanguinidad es un fendmeno que ocurre mas comunmente en poblaciones
aisladas, tanto por cuestiones culturales, religiosas como geograficas; esto ultimo se observa en el Unico
caso de esta investigacion y coincide con los resultados del estudio clinico-genético realizado en Cuba
referido con anterioridad (214),

La consanguinidad es una condicion poco comun en los reportes internacionales de SLO (19). A su vez,
estudios de las mutaciones mas comunes del gen DHCR7 en poblacién sana de origen caucasico de varios
paises han estimado una frecuencia de portadores de 2-3 % (72103-107) Dos investigaciones publicadas en

los afios 2013 y 2014, basadas en la secuenciacion del gen DHCR7, que abarcaron 15 825 y 8 918
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norteamericanos de origenes étnicos diversos, encontraron una frecuencia general de portadores de 1,5 %
y 1,01 %, respectivamente (108.109),

3.5.1.2. Antecedentes familiares y evaluacion de la concordancia entre la frecuencia observada y la
esperada de hermanos afectados

Por la forma de herencia del SLO el mayor riesgo de recurrencia de la enfermedad es para los hermanos,
sin embargo en este estudio se sospecha la existencia de una tia también afectada. Existen reportes en la
literatura de otros familiares enfermos, por ejemplo primos hermanos, que se ha interpretado como un
elemento mas a favor de que la frecuencia de portadores no es baja (15.18.51.110),

Entre los pacientes de este estudio solamente se sospech6 la presencia de la enfermedad en uno de los
hermanos, a pesar que se esperaban de dos a tres enfermos entre los hermanos nacidos vivos y de tres a
cuatro entre los hermanos totales, de acuerdo con la forma de herencia del SLO. Sin embargo, el pequefio
numero de pacientes de esta investigacion, asi como de hermanos nacidos vivos y totales pueden generar
diferencias debidas al azar entre el numero de hermanos enfermos observados y esperados, pero también
esas diferencias pueden resultar de la pérdida prenatal de esos enfermos, ya que las afecciones genéticas
se encuentran entre las causas de abortos y obitos fetales. En diversas publicaciones se refiere la
discrepancia entre la frecuencia observada de SLO y la esperada a partir de los estudios de portadores,
que se atribuye a las pérdidas prenatales o postnatales tempranas antes de la definicion diagnéstica,
ademas de los posibles casos con fenotipo muy ligero no diagnosticados (103.105,106,111,112,140),

3.5.1.3. Color de la piel

El hecho de que el 95 % de los progenitores de los pacientes de este estudio se clasificaran como de piel
blanca contrasta con los resultados obtenidos en el Censo de poblacion y viviendas del afio 2012, segun el
cual en Cuba las personas de piel negra y mestiza representan algo mas de la tercera parte (35,9 %) 13).,
Un estudio reciente de mestizaje de la poblacion cubana encontré que la proporcion de genes de origen
europeo entre las personas de piel blanca, mestiza y negra es de 86; 63,8 y 29 %, respectivamente (227),
Los elementos anteriores apoyan la observacion de que el SLO a pesar de ser considerada una condicion

panétnica, es mas frecuente en poblaciones de origen caucasico (*.104),
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3.5.2. Evaluacion del comportamiento poblacional

3.5.2.1. Frecuencia fenotipica de la enfermedad

Como se puede apreciar la frecuencia fenotipica al nacimiento en los varones respecto a las hembras es
de 2,4/1, a pesar de que en ese mismo periodo de tiempo la relacién de nacidos vivos varones/hembras
fue de 1,07/1 @), Por tratarse de una enfermedad autosdémica recesiva la frecuencia esperada de
enfermos es igual para ambos sexos, motivo por el cual en los afios analizados debieron nacer como
minimo 30 nifios con SLO, 15 de cada sexo, lo que implicaria una frecuencia fenotipica minima de
0,0000040 (1/251 228 nacidos vivos).

Una situacion similar del comportamiento por sexos en los pacientes cubanos se reporta en la literatura y
se considera que resulta de una mayor facilidad para el diagnéstico en los varones por la alta frecuencia de
anomalias genitales (515359.110), Es decir, se trata de una enfermedad autosdémica recesiva influida por el
sexo, donde la probabilidad de padecer la enfermedad es similar para ambos géneros, pero la deficiencia
de colesterol y como consecuencia la reduccidn de la sintesis de testosterona interfieren en el desarrollo de
los genitales externos masculinos facilitando su diagnostico (una situacion contraria a la que ocurre en la
hiperplasia adrenal congénita por deficiencia de la enzima 21 hidroxilasa 218)).

Segun reportes internacionales la frecuencia fenotipica del SLO oscila entre 1/10 000 y 1/70 000 nacidos
vivos en poblaciones de origen caucasico “). La enfermedad es mucho mas rara en Asia, Africa y
Suramérica (15101102 No se encontraron publicaciones sobre estudios de frecuencia en poblacion espafiola
0 descendiente de ésta u otra con un origen étnico similar.

En cuanto a la frecuencia fenotipica por regiones geograficas, si se tiene en cuenta que el SLO es mas
comun en poblaciones de origen caucasico, estos resultados son los esperados de acuerdo con los datos
de color de la piel derivados de los censos de poblacion y viviendas de los afios 1981, 2002 y 2012 ©13), en
los que se evidencia que la mayor y menor proporcion de habitantes de piel blanca se encuentran en el
centro y el oriente del pais, respectivamente. Como ya se refirié en el acapite 3.5.1.3, la mayor proporcién
de genes de origen europeo en la poblacién cubana se encuentra en las personas de piel blanca 227), Otros

factores que pueden influir en estos resultados son: la habilidad clinica para el diagnéstico (ya que en las
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enfermedades raras el conocimiento de un caso facilita la identificacién de otros) y la menor cobertura de
pesquisa en instituciones de atencion a personas con discapacidad intelectual en el oriente del pais.

Segun la tasa de prevalencia en el afio 2011 (0,16 por cada 100 000 habitantes), el SLO en Cuba es una
enfermedad rara de acuerdo con los criterios internacionales 7).

3.5.2.2. Frecuencias genotipicas y génicas

Como se menciond en el acapite 3.5.1.1 la frecuencia de portadores estimada en poblaciones caucasicas
varia entre 1y 3 %. La Unica referencia encontrada de frecuencia de portadores en poblacidn de origen
hispano proviene de una investigacion publicada por Lazarin y cols. en el 2013 (198) basada en la
secuenciacion del gen DHCRY en norteamericanos, que es de 0,7 % o 1/143, el doble de la encontrada en
los pacientes cubanos (0,34 % o 1/294). Sin embargo estos resultados no son comparables porque la
forma de obtencion del dato es diferente. Tampoco se debe asumir que la frecuencia de portadores en la
poblacién cubana de origen hispano sea similar a la encontrada en los Estados Unidos, hacia donde ha
ocurrido una gran migracion procedente de la regién del Caribe, Centro y Suramérica, cuyos pobladores a
pesar de tener una mezcla de genes europeos, africanos y amerindios, las proporciones entre ellos son
variables. Por ejemplo, en Centroamérica y América del Sur hay un componente de genes nativos o
amerindios significativamente mayor que en Cuba (228-229),

3.5.3. Andlisis de mutaciones patogénicas en el gen DHCR7

3.5.3.1. Identificacion de mutaciones patogénicas en el gen DHCR7

La diferencia en el nimero de alelos con mutaciones patogénicas identificadas entre una y otra etapa de la
investigacion obedece a cuestiones técnicas ya que en la primera se realizd, ademas de PCR-ARMS para
algunas mutaciones especificas, la secuenciacion de los exones y las vecindades exones-intrones del gen
DHCR? elevando con ello a mas del 95 % la probabilidad de identificacién de mutaciones (14); mientras que

enla segunda etapa solamente se investigaron cuatro mutaciones por PCR-ARMS y PCR-RFLP.

A continuacién se hace una breve descripcion de las mutaciones identificadas en los pacientes cubanos.
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T93M es una sustitucion de citosina por timina en la posicion 278 del exon cuatro que produce un cambio
treonina (aa conservado) por metionina en la posicion 93 de la enzima, proximo al segundo dominio
transmembranal (14.70),

IVS8-1G>C es una mutacién sin sentido que se localiza en la dltima base del intrén ocho, ocasionando una
disrupcion en el sitio de empalme con la aparicion de otro alternativo cadena arriba. El empalme alternativo
resulta en la insercion de 134 pb de la secuencia del intrén, produciendo un corrimiento del marco de
lectura y la aparicion de un codon de terminacion prematuro y como consecuencia una proteina truncada
que carece de 154 aa de su extremo C-terminal, por lo que se considera una mutacion nula (1470),

F302L es una sustitucion de citosina por guanina en la posicion 906 (exn ocho) que origina un cambio de
fenilalanina por leucina en la posicién 302 de la cadena polipeptidica, adyacente al sexto dominio
transmembranal (14.70),

La mutacion V281M es producto de la sustitucion de guanina por adenina en la posicion 841 (exén ocho)
que conduce a un cambio del aa valina por metionina en la posicion 281 de la enzima, que forma parte del
sexto dominio transmembranal (14.70),

La sustitucion de guanina por timina en la posicién 700 (exon siete) que conduce a un cambio de acido
aspartico por tirosina en la posicion 234 de la proteina se conoce como D234Y. El acido aspartico es un aa
conservado que esta adyacente al quinto dominio transmembranal de la enzima (14),

3.5.3.2. Frecuencia de alelos mutados

A través del anexo 17 se puede establecer una comparacion entre la frecuencia de los alelos encontrados
en los pacientes cubanos con la de otras series de casos publicados procedentes de diferentes paises.
Como puede notarse T93M es la mutaciéon predominante en los enfermos cubanos y una de las mas
comunes internacionalmente, encontrandose en alrededor del 10 % de los pacientes, pero con mayor
presencia en el sur de Europa (Turkia, ltalia, Espafia, Portugal) y también en Brasil (378211212) | os
resultados encontrados en este estudio ubican a Cuba como el pais con mas alta frecuencia de esta
mutacioén hasta ahora conocida. Es llamativo que ésta representa 2,5 veces la observada en Espafia. Si se

tienen en cuenta los siguientes aspectos: a) Cuba fue colonizada por los espafioles, en un proceso que

68



tuvo sus inicios a finales del siglo XV, la poblacion aborigen fue practicamente exterminada y con
posterioridad la trata de esclavos ocasion6 una notable introduccién de personas de origen africano (227), b)
en la poblacién cubana general el 72 % de los genes son de origen caucasico, el 20 % africano y el 8 %
amerindio @27), ¢) el 95 % de los progenitores de los pacientes de este estudio clasificaron como de piel
blanca y el 5 % restante como mestizos. Entonces, como explicar esa diferencia entre la frecuencia del
alelo T93M entre Cuba y Espafia. La presencia de mutaciones en el gen DHCRY7 en la poblacién cubana es
un reflejo del flujo genético ocasionado por las olas migratorias procedentes de Espafia, no asi de Africa
donde el SLO parece ser una enfermedad muy rara '), Sin embargo, la explicacién mas probable para la
discordancia de frecuencias entre ambas poblaciones es la deriva genética, un fenémeno caracterizado por
el efecto acumulativo de las fluctuaciones génicas durante muchas generaciones, fundamentalmente en
poblaciones pequefias, y que ocasiona que dos 0 mas poblaciones se diferencien genéticamente. Es decir,
es posible que por azar los gametos con el alelo T93M participaran més en la fecundacion durante varias
generaciones y de esa manera se alcanzara una mayor frecuencia que en la poblacién de la cual
provinieron. Otra explicacion es una forma particular de deriva genética conocida como efecto de fundador.
En ese caso, los inmigrantes espafioles que colonizaron nuestro pais constituyeron una pequefia muestra
que por azar no era representativa de la diversidad genética de la poblacién originaria, sino que tenia una
frecuencia mayor de T93M, diferencia que se acrecent6 en el transcurso de multiples generaciones (214.230),
La mutacion IVS8-1G>C esta presente en cerca de 1/3 de los alelos de pacientes cubanos, ocupando el
segundo lugar, y su frecuencia (27,5 %) es ligeramente inferior a las reportadas globalmente y en Espafia.
Es la mas comun en el mundo, apareciendo en alrededor del 35 % de los pacientes de diferentes
poblaciones. En Europa su frecuencia va disminuyendo hacia el este y sudeste hasta ser rara en Polonia,
Eslovakia y Turkia (3.74211.231),

F302L tiene una frecuencia de 2,5 % en pacientes cubanos a pesar que representa aproximadamente el 15
% de las mutaciones en Espafia, pero es muy rara en otras poblaciones (4211, Por el origen étnico de los
pacientes cubanos podria esperarse una frecuencia mayor de esta mutacién. La diferencia encontrada

también puede explicarse por los efectos de la deriva genética (230),
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La mutacién V281M es rara y se ha referido solamente en pacientes norteamericanos (15),

La mutacién D234Y ha sido reportada Ginicamente en el paciente n.° 10 de esta investigacion (14),

3.5.3.3. Frecuencias genotipicas en los enfermos

Se observo una discrepancia entre el nimero de enfermos observados y los esperados de acuerdo a la ley
de Hardy Weinberg. Los heterocigotos compuestos T93M/IVS8-1G>C exceden a lo esperado, contrario a lo
que ocurre para los homocigotos para T93M y IVS8-1G>C, pero por el pequefio tamafio de la muestra no
puede realizarse un analisis estadistico. Se realizd una evaluacién conjunta con pacientes italianos,
portugueses y brasilefios en los que las mutaciones T93M y IVS8-1G>C son las mas frecuentes (se
exceptuaron los espafioles porque no estan publicados los genotipos). En el anexo 18 se muestran los
resultados de este analisis, que como puede notarse son similares a los encontrados en pacientes cubanos
de manera independiente.

En ofras investigaciones también se han observado discordancias entre las frecuencias observadas y
esperadas para genotipos homocigotos y heterocigotos. Por ejemplo, en un metanalisis realizado por
Kelley y Herman en el afio 2001 (140) que incluy6 a 179 pacientes, encontraron 9 homocigotos para IVS8-
1G>C comparado con 18 esperados. En cambio, se duplicaba el nimero de heterocigotos compuestos
[VS8-1G>C con cuatro mutaciones con sentido (T93M, V326L, R352W, R404C), situaciéon que no ocurrié
en combinacién con la mutacion sin sentido (nula) W151X. También este estudio mostré un escaso nimero
de homocigotos para W151X'y un mayor numero de pacientes observados que esperados en heterocigosis
con las mutaciones con sentido mencionadas previamente. Sobre la base de estas observaciones los
autores plantearon que la verdadera frecuencia de dichas mutaciones debe ser mayor que la calculada a
partir de los genotipos observados.

En un andlisis que se realiz6 a partir de 244 casos revisados por Waterham y Hennekam en el 2012 (14), se
encontré una frecuencia de alelos nulos de 0,39 y de 0,61 la de mutaciones con sentido. Esas frecuencias
génicas implican una frecuencia de homocigotos para alelos nulos de 15 %, de homocigotos para

mutaciones con sentido de 37 % y de heterocigotos de 48 %, que se corresponderian en esa poblacion con
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37,90 y 117 pacientes respectivamente, sin embargo en cada una de los genotipos se observaron 20, 76 y
148 pacientes.

Una explicacién probable para estas observaciones es el hecho de que tanto [VS8-1G>C como W151X son
mutaciones nulas que abolen la actividad enzimatica, por tanto lo esperado es que la presencia en
homocigosis o heterocigosis compuesta entre este tipo de mutaciones se asocien a niveles de colesterol
muy bajos y generen los fenotipos mas graves. Una prueba de ello es que todos los homocigotos para
IVS8-1G>C publicados han sido fetos polimalformados o nifios pequefios con un fenotipo severo que han
muerto tempranamente #550.53,191) como ocurrié con el Unico caso encontrado en el analisis conjunto con
otras series de pacientes donde IVS8-1G>C y T93M constituyen las mutaciones predominantes 212, Una

situacion similar se presenta para homocigotos o heterocigotos compuestos para otras mutaciones nulas

(45,53,192)

Estudios de varias mutaciones con sentido, muestran la existencia de actividad enzimatica residual 43y
también su asociacién de manera general con una menor severidad fenotipica ). En los heterocigotos
compuestos entre mutaciones nulas y con sentido, los parametros bioquimicos y la severidad clinica se
relacionan con la segunda mutacion y comunmente se asocian a cuadros clinicos moderados y ligeros
(1453), Ademas se ha observado que mutaciones con sentido, que conservan cierto grado de actividad
residual, incluyendo las transmembranales (como T93M), en homocigosis suelen a asociarse a fenotipos
mas ligeros que cuando estan en heterocigosis compuesta con mutaciones nulas 3 y probablemente
algunos pacientes tengan cuadros clinicos tan sutiles que no sean diagnosticados y ocasionen esa
discrepancia entre la frecuencia observada y la esperada de acuerdo a su frecuencia génica. Una muestra
de ello es el paciente n.° 14 de esta investigacion, homocigoto para T93M con un fenotipo no clasico.

3.5.4. Evaluacion el posible efecto de fundador de mutaciones patogénicas en el gen DHCR7

En los pacientes n.s 2, 7'y 8 quedd demostrado el ligamiento de la mutacion T93M al haplotipo J.

El paciente n.° 6 es heterocigoto compuesto para T93M y F302L y el analisis de los SNPs da posibilidad de
dos haplotipos: F y J. Como que la segunda de las mutaciones patogénicas siempre se ha encontrado

ligada al haplotipo F @11, entonces T93M debe estarlo al haplotipo J.
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En otros cinco pacientes T93M esta en heterocigosis compuesta con 1VS8-1G>C, una mutacidn reportada
en muchos grupos étnicos, incluidos afroamericanos, y que siempre se ha encontrado ligada al haplotipo A,
por lo que se piensa que es producto de un unico evento mutacional o de su recurrencia sobre un mismo
haplotipo (7273211.232) Sj se asume que la mutacién [VS8-1G>C esta ligada al haplotipo A en estos
pacientes cubanos, la mutacién T93M lo esta al haplotipo J.

En la paciente n.2 10, con una mutacién no conocida con anterioridad, se consideré como mas probable el
ligamiento de T93M al haplotipo J, teniendo en cuenta lo estimado en el resto de los pacientes.

En estos enfermos en los que no se pudo realizar el analisis parental no es posible asegurar los haplotipos
y fases por lo que quedaron como probables otras combinaciones.

En estudios internacionales el ligamiento entre T93M y el haplotipo J solo se ha encontrado en pacientes
originarios o con ancestros de Espafia, Portugal, Italia, Grecia, Turkia y también de los Estados Unidos
(74.76,78.211212.233), Sin embargo, el analisis de haplotipos en alelos normales, incluyendo a personas con
ancestros del Mediterraneo, demuestran que el haplotipo J es poco comin (5-8 % de los alelos) (211.233), Es

decir, hay desequilibrio de ligamiento entre T93M y el haplotipo J, lo que evidencia un efecto de fundador

(221)

Witsch-Baumgartner y cols. () encontraron dos alelos, de un paciente espafiol y otro italiano, con T93M
ligado al haplotipo F, que difiere del J en una sola posicion, c¢.231. Por lo tanto T93M pudo haber ocurrido
originariamente en un alelo con haplotipo J y posteriormente ocurrir una nueva mutacién para convertirse
en haplotipo F o puede ser una mutacion recurrente en esta region del Mediterraneo como lo demuestra
también el ligamiento de esta mutacidn al haplotipo A vista en tres pacientes turcos, dos de ellos hermanos
(78), En pacientes de origen noreuropeo la mutacion T93M esté ligada a los haplotipos A, B, E y K (73.233),

La mutacion T93M afecta a dinucledtidos CpG (ACG->ATG, Thr->Met) y su ligamiento a mas de un
haplotipo sugiere la ocurrencia de varios eventos mutacionales (211.233),

En otro estudio también realizado por Witsch-Baumgartner y cols. se estimé que la mutacion T93M sobre el
haplotipo J ocurrié entre 5 800 y 6 200 antes de Cristo, época de una fuerte migracién de las tribus

neoliticas desde el Oriente Medio hacia el oeste, lo que explica la presencia de dicho alelo por todo el norte
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del mar Mediterraneo ") y en una historia mas reciente, su introduccion en el continente americano
producto de la colonizacion espafiola y portuguesa.

En Cuba el aparente ligamiento de la mutacion T93M al haplotipo J sugiere que esta mutacion proviene de
una misma fuente ancestral y por tanto es el reflejo de un efecto de fundador (211.230.233),

3.6. Conclusiones del capitulo

1. La baja frecuencia de consanguinidad entre los progenitores de los pacientes y la sospecha de otro
miembro de una familia (no hermano) afectado sugieren que la frecuencia de portadores de alelos mutados
del gen DHCRY es relativamente alta, lo que sumado a la mas baja deteccion del fenotipo en las hembras y
a la diferencia entre el numero de pacientes observados y esperados con los genotipos formados por los
dos alelos mas comunes (T93M y IVS8-1G>C), permiten plantear que la verdadera frecuencia del SLO en
Cuba es mayor que la encontrada en esta investigacion.

2. El predominio de progenitores de piel blanca y la mayor frecuencia de enfermos en la region central del
pais (la de mayor proporcion de personas blancas y de genes de origen europeo) apoya las observaciones
obtenidas en investigaciones internacionales de que el SLO es mas comun en poblaciones de origen
caucasico.

3. Por medio del estudio molecular se identificé a la mutacién T93M como la predominante en pacientes
cubanos, cuya frecuencia es la mas alta internacionalmente, asi como la presencia de al menos otras cinco
variantes alélicas, incluyendo una no conocida con anterioridad, que demuestran la heterogeneidad en el
locus DHCRY en Cuba.

4. El ligamiento de la mutacion T93M al haplotipo J, sugiere un posible efecto de fundador de dicha

mutacion en Cuba.
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CAPITULO 4.
CORRELACION ENTRE LOS FENOTIPOS

BIOQUIMICO Y CLINICO Y EL GENOTIPO DHCR7



CAPITULO 4. CORRELACION ENTRE LOS FENOTIPOS BIOQUIMICO Y CLINICO Y EL GENOTIPO
DHCR?

4.1. Introduccion

Una vez realizada la caracterizacion de los fenotipos clinico y bioquimico de los pacientes asi como la
identificacion de las mutaciones patogénicas, evaluar el modo en que se correlacionan estos tres
elementos puede aportar conocimientos acerca del efecto directo de los diferentes genotipos DHCR7 sobre
la via de sintesis del colesterol (medido a través de los dos metabolitos directamente relacionados con la
deficiencia de la enzima 7DHCR: 7DHC y colesterol), y secundariamente en la expresion clinica de la
enfermedad.

4.2. Objetivos

1. Correlacionar los fenotipos bioquimico y clinico.

2. Correlacionar el fenotipo bioquimico con el genotipo DHCR?.

3. Correlacionar el fenotipo clinico con el genotipo DHCRY.

4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Obtencion de los datos primarios

Toda la informacion utilizada para los analisis de correlacion que se explican en los acapites 4.3.2,4.3.3 y
4.3.4, que son los valores de 7DHC y colesterol, el puntaje de severidad clinica y el genotipo DHCR?,
proceden de los resultados de etapas anteriores de la investigacién y que fueron registrados en el

instrumento elaborado para aplicar a pacientes con diagnostico confirmado de SLO (anexo 10).
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4.3.2. Correlacion entre los fenotipos bioquimico y clinico

4.3.2.1. Muestra

Se analizaron los 10 pacientes (n.°s 1-10) en los que se conocen tanto los valores de los parametros
bioquimicos (7DHC y colesterol) como el puntaje de severidad clinica.

4.3.2.2. Procedimiento

Se realizd un andlisis de las distribuciones de los parametros bioquimicos (7DHC y colesterol) y del puntaje
de severidad clinica utilizando la estadistica descriptiva. Dicho analisis se soportd en la determinacion del
recorrido de valores de las variables, apoyado por el célculo de posicidn (cuartiles), de tendencia central
(media y mediana) y de variacion (desviacion estandar, coeficiente de variacion y rango). También se
calculd el coeficiente de correlacion lineal de Pearson para indagar sobre una posible correlacion lineal
entre el colesterol y el 7DHC, asi como entre estos y el puntaje de severidad clinica.

4.3.3. Correlacion entre el fenotipo bioquimico y el genotipo DHCR7

4.3.3.1. Muestra

Estuvo conformada por los 10 pacientes (n.>s 1-10) en los que se conocen tanto los valores de los
parametros bioquimicos (7DHC y colesterol) como el genotipo DHCR?.

4.3.3 2. Procedimiento

Utilizando la estadistica descriptiva se realizo un analisis de la distribucién de los parametros bioquimicos
(7TDHC y colesterol), que se soport6 en la determinacién del recorrido de valores de las variables, apoyado
por el calculo de posicion (cuartiles), de tendencia central (media y mediana) y de variacion (desviacion
estandar, coeficiente de variacion y rango). Se evalu6 el comportamiento de estos pardmetros bioquimicos
entre los pacientes con el mismo grupo genotipico (TM/0 y TM/TM) y entre los que tienen un genotipo
DHCRY idéntico.

4.3.4. Correlacion entre el fenotipo clinico y el genotipo DHCR7

4.3.4.1. Muestra

El analisis se realizd en 13 pacientes (n.cs 1-10 y 12, 14 y 20) en los que se conocen tanto el puntaje de

severidad clinica como el genotipo DHCR?.
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4.3.4.2. Procedimiento

Utilizando la estadistica descriptiva se realizé un analisis de la distribucion del puntaje de severidad clinica
basado en la determinacion del recorrido de los valores de esta variable, apoyado por el calculo de
posicion (cuartiles), de tendencia central (media y mediana) y de variacion (desviacion estandar, coeficiente
de variacion y rango). Se evaluo el comportamiento del puntaje de severidad clinica entre los pacientes con
el mismo grupo genotipico (TM/0 y TM/TM) y entre los que tienen un genotipo DHCRY idéntico.

4.3.5. Definicion de variables

- Fenotipo clinico: puntaje de severidad clinica de la enfermedad segun el método propuesto por Kelley y
Hennekam (1), Se clasifica en ligero, moderado y severo cuando el valor del puntaje es: < a 20, entre 21y
50y > 30, respectivamente.

- Fenotipo bioquimico: valores de colesterol y de 7DHC en umol/L determinados por CG/EM.

- Genotipo DHCRY: combinacion de dos mutaciones patogénicas en el gen DHCRY.

- Grupo genotipico: clasificacién basada en el efecto de las mutaciones que forman el genotipo DHCR7
sobre la actividad enzimatica, las mutaciones sin sentido o en los sitios de empalme que resultan en alelos
nulos (0) y mutaciones con sentido que generan cambios aminoacidicos en los dominios
transmembranales o proximas a ellos (TM). Los genotipos quedaron clasificados en dos grupos: TM/0 y
TM/TM.

- Genotipo DHCRY idéntico: pacientes que tienen igual combinacién de alelos mutados en el gen DHCR?.
4.3.6. Limitaciones del estudio

La principal limitante en esta etapa de la investigacion esta relacionada con la carencia de tecnologia para
la cuantificacion de esteroles y para el estudio molecular, que impide el conocimiento més preciso del
fenotipo bioquimico y del genotipo DHCRY en todos los pacientes. Lo anterior reduce aun mas la muestra
(de por si pequefa por tratarse de una enfermedad de baja prevalencia) y dificulta el analisis de los
resultados. No obstante, este estudio representa una aproximacion al conocimiento de este tema en

pacientes cubanos.
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4.4. Resultados

En la tabla 17 se muestran los pacientes incluidos en el anélisis con sus respectivos puntajes de severidad
clinica, valores de colesterol y 7DHC y el genotipo DHCR?.

4.4.1. Correlacion entre los fenotipos bioquimico y clinico

Segun se muestra en la tabla 18 la totalidad de los pacientes estudiados poseen un puntaje de severidad
clinica ligero o moderado (minimo=10, maximo=28) y los niveles medios de colesterol y 7DHC son de 2
510 pmol/L y 489 pmol/L, respectivamente.

Por otra parte, un andlisis del valor que experimenta el coeficiente de correlacion lineal entre los
parametros bioquimicos (7DHC vy colesterol, r=-0,035; p=0,92), y entre éstos y el puntaje de severidad
clinica [7TDHC (r=0,492; p=0,14), colesterol (r=-0,128; p=0,72)], que se muestran en la tabla 19, sugiere la
posible existencia de un patron de correlacion lineal inversa entre el colesterol y el 7DHC y entre el
colesterol y la severidad clinica, y una correlacion lineal positiva o directa entre el 7DHC vy la severidad
clinica; estos resultados poseen una significacién clinica a pesar que dichas correlaciones no resultan
estadisticamente significativas (p>0,05). Si bien ese es el comportamiento general en la muestra, un
analisis mas individualizado permite identificar como pacientes con cifras similares de colesterol se
diferencian de manera sensible en cuanto a sus valores de 7DHC (pacientes n.os 2 'y 3) y cdmo el paciente
n. 4 con el mas alto puntaje de severidad clinica tiene uno de los valores mas altos de colesterol y el
mayor de 7DHC (tabla 17).

4.4.2. Correlacion entre el fenotipo bioquimico y el genotipo DHCR7

4.4.2.1. Correlacion entre el fenotipo bioquimico y el genotipo DHCR7 segtin grupo genotipico
Respecto al patron de comportamiento experimentado por los parametros bioquimicos (colesterol y 7DHC)
segun el tipo de genotipo (TM/0 y TM/TM) (tabla 20), los resultados indican que en el grupo de cuatro
pacientes con genotipo TM/TM los niveles medios de colesterol son ligeramente superiores (mediana 2
640, media 2 030) en relacion con el grupo de seis pacientes que presentan el genotipo TM/0 (mediana 2
510, media 1 890). Aunque el rango de variacién (R=maximo-minimo) fue mayor en el grupo TM/TM (R=1
590) respecto al TM/0 (R=897), ambos tuvieron una desviacién estandar (DE) y un coeficiente de variacién

(CV) con valores similares. Se observa solapamiento de los valores entre ambos grupos genotipicos.
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Tabla 17. Puntaje de severidad clinica, fenotipo bioquimico y genotipo DHCR7 en pacientes cubanos con SLO *

Fenotipo bioquimico Genotipo
Paciente n. Pu_ntaje d,e_ .
severidad clinica ¢ esterol (umollL) 7DHC (umollL) Mutaciones detectadas Clasificacion de
mutaciones
1 17 2170 311 TI3M/IVS8-1G>C T™/0
2 17 1240 596 TI93MNV281M T™MTM
3 22 1160 276 TI3M/IVS8-1G>C T™/0
4 28 2500 599 TI3M/IVS8-1G>C T™/0
5 11 1650 427 TI3M/IVS8-1G>C T™/0
6 11 1980 219 T93M/F302L T™MTM
7 17 2570 454 TI3M/IVS8-1G>C T™/0
8 17 2070 302 TI3M/T93M T™MTM
9 19 1300 367 TI3M/IVS8-1G>C T™/0
10 10 2830 283 T93M/D234Y T™MTM
12 20 TI3M/IVS8-1G>C T™/0
14 10 TI3M/T93M T™M/TM
20 17 T93M/IVS8-1G>C T™/0

* Se incluyeron aqui los 13 pacientes de la investigacion en los que se conoce al menos dos de las variables a analizar



Tabla 18. Comportamiento de los parametros bioquimicos (colesterol y 7DHC) y puntaje de
severidad clinica en 10 pacientes cubanos con SLO *

Variable Mi MA Q1 Q2 Q3 ME DE cv

Colesterol (umol/L) 1160 23830 1280 2020 2510 1940 590 0,3

7DHC (pmollL) 219 599 281,25 339 489 3834 13306 0,34

Puntaje de 10 28 1 17 1975 169 549 032
severidad clinica

MI: minimo valor, MA: maximo valor, Q1: percentil 25 %, Q2: mediana, Q3: percentil 75 %
ME: media, DE: desviacién estandar, CV: coeficiente de variacién

* Corresponde a los 10 pacientes de la investigacion en que se conocen tanto el valor de colesterol y 7DHC
como el puntaje de severidad clinica



Tabla 19. Coeficiente de correlacion lineal entre los niveles de colesterol, 7DHC y puntaje de
severidad clinica en 10 pacientes cubanos con SLO *

Coeficiente de correlacion de Pearson (p valor)

Variable
7DHC (umol/L) Puntaje de severidad clinica
Colesterol (umol/L) - 0,035 (0,92) -0,128 (0,72)
7DHC (umol/L) 0,492 (0,14)

Calculo basado en el método de Monte Carlo

* Corresponde a los 10 pacientes de la investigacion en los que se conocen los valores de colesterol y 7DHC
(estudiados por CG/EM)



En cuanto al 7DHC, los pacientes con genotipo TM/0 tienen niveles medios levemente superiores (mediana
397, media 405,66) en comparacion con los del genotipo TM/TM (mediana 392,5; media 350). Al igual que
para el colesterol, existe solapamiento en el rango de valores observados (minimo-maximo) del 7DHC en
ambos grupos genotipicos, o cual se debe a que en el segundo grupo existe una mayor dispersion de los
valores en relacion al centro de la distribucién observada [CV=0,29 (TM/0) y CV=0,48 (TM/TM)].

4.4.2.2. Correlacion entre el fenotipo bioquimico y el genotipo DHCR7 idéntico

En esta serie de casos solo existen seis pacientes con igual genotipo, T93M/IVS8-1G>C, (que se
corresponde con la totalidad del grupo genotipico TM/0), en los que se tenga conocimiento de sus valores
de colesterol y 7DHC. Como puede apreciarse en la tabla 20 hay variaciones ostensibles en los niveles de
estos metabolitos entre los afectados, fundamentalmente para el 7DHC.

4.4.3. Correlacion entre el fenotipo clinico y el genotipo DHCR7

4.4.3.1. Correlacion entre el fenotipo clinico y el genotipo DHCR7 segun grupo genotipico

En la tabla 21 puede apreciarse que en los pacientes cubanos el puntaje de severidad clinica
(independientemente de que tanto en el grupo TM/O como en el TM/TM puede clasificarse como ligero si
se toman como referencia los valores que experimentan los estadigrafos de tendencia central) tiene un
patron de comportamiento caracterizado por niveles medios ligeramente superiores en el grupo de
pacientes con el genotipo TM/0 (mediana 18, media 18,88) en comparacion con los alcanzados en el
grupo que presenta el genotipo TM/TM (mediana 11, media 13]. Ello es reflejo de su rango de variacion
observado [R=17 (TM/0) y R=7 (TM/TM)], consecuencia de que en el grupo TM/0 el 25 % de los pacientes
(dos) tiene un puntaje de severidad clinica moderado (Q3=21,50). Es evidente también un solapamiento
de esta variable entre ambos grupos genotipicos.

Llama la atencién que de los ocho pacientes en el grupo TM/0, cinco son del sexo femenino, a pesar que

en la serie analizada hay solamente seis hembras.
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Tabla 20. Comportamiento de los parametros bioquimicos (colesterol y 7DHC) segun los genotipos TM/0 y TM/TM en 10 pacientes cubanos
conSLO*

Genotipo Variable MI MA Q1 Q2 Q3 ME DE cv
Colesterol 4 45 2057 1260 1910 2510 1890 600 032
(umol/L)
™0
7DHC 276 509 302,25 397 490 405,66 116,13 0.29
(umol/L)
Colesterol 4 o9 2830 1420 2020 2640 2030 650 032
(umol/L)
T™TM
7DHC 219 596 235 2025 5225 350 167,79 0.48
(MmollL)

MI: minimo valor, MA: maximo valor, Q1: percentil 25 %, Q2: mediana, Q3: percentil 75 %, ME: media, DE: desviacién estandar, CV: coeficiente de variacion

* Corresponde a los 10 pacientes de la investigacion en los que se tiene conocimiento tanto de los parametros bioquimicos como del genotipo DHCR7



Tabla 21. Comportamiento del puntaje de severidad clinica segun genotipos TM/0 y
TM/TM en 13 pacientes cubanos con SLO *

Puntaje de severidad clinica

Genotipo
Mi MA Q1 Q2 Q3 ME DE cv
TM/0 1 28 17 18 215 1888 488 0.26
TM/TM 10 17 10 11 11 13 3,67 028

MI: minimo valor, MA: maximo valor, Q1: percentil 25 %, Q2: mediana, Q3: percentil 75 %,
ME: media, DE: desviacion estandar, CV: coeficiente de variacion

* Corresponde a los 13 pacientes de la investigacion en los que se conoce tanto el puntaje de
severidad clinica como el genotipo DHCR7



4.4.3.1.1. Paciente con genotipo TM/TM y holoprosencefalia (HPE)

Dentro de los enfermos evaluados en el grupo genotipico TM/TM se incluye la paciente n.° 10, que es
heterocigota compuesta para las mutaciones T93M y D234Y, tiene cifras relativamente altas de colesterol
y bajas de 7DHC y un fenotipo ligero de SLO (puntaje de severidad clinica de 10) (anexo 11) y es la Unica
entre los pacientes de esta investigacion que manifiesta una caracteristica craneofacial atipica del SLO: un
incisivo central Unico que representa con una microforma de HPE.

4.4.3.2. Correlacion del fenotipo clinico y el genotipo DHCR7 idéntico

En esta investigacion se encontraron dos grupos de pacientes con idéntico genotipo DHCR?7. Uno de ellos
estad compuesto por ocho heterocigotos compuestos para T93M y IVS8-1G>C, que corresponden a todos
los del grupo TM/0 y el otro grupo lo integran dos enfermos homocigotos para T93M.

Como se explico en el acapite 4.4.3.1, los pacientes con genotipo T93M/IVS8-1G>C tienen puntajes de
severidad clinica que oscilan entre 11 y 28, con solo dos pacientes con valor por encima de 20 (fenotipo
moderado). Estas diferencias en el puntaje son reflejo de las variaciones anatémicas entre dichos
enfermos.

Los dos pacientes con fenotipo T93M/T93M tienen puntajes de 17 y 10, que corresponden con una
severidad clinica ligera. Ademas de las diferencias anatémicas entre ellos el primero tiene un cuadro
clinico clasico también en aspectos conductuales, del desarrollo pondoestatural y del dismorfismo facial,
mientras que son muy sutiles en el segundo.

4.5. Discusion

4.5.1. Correlacion entre los fenotipos bioquimico y clinico

Los valores medios de colesterol y 7DHC en los pacientes de este estudio son superiores a la media en
una muestra de 142 pacientes provenientes de varias publicaciones cientificas (#4549.5476.82.234) (anexo 19).
Como se puede apreciar también los valores de ambos metabolitos en los enfermos publicados
experimentan un rango mucho méas amplio de variacion respecto a los cubanos, lo que podria explicarse
por ser una muestra mayor en numero y heterogeneidad. Por otra parte, el valor del coeficiente de

correlacion lineal de Pearson entre estos pardmetros, 7DHC y colesterol, (r=-0,123; p=0,14), aporta
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elementos a favor de la existencia de un patron de asociacion lineal inversa entre estas variables (anexo
20), resultado similar al obtenido en la presente investigacion.

En cuanto a la relacion entre los pardmetros bioquimicos colesterol y 7DHC y la severidad clinica de la
enfermedad los resultados obtenidos en diversas investigaciones son controversiales.

Neklason y cols. estudiaron la cinética enzimatica de la 7DHCR en fibroblastos de tres pacientes, que
mostré que la capacidad de las células para convertir el 7DHC en colesterol fue inversamente proporcional
a la severidad clinica de la enfermedad (23%),

En un estudio de 32 pacientes, Yu y cols. encontraron que el puntaje de severidad clinica se
correlacionaba de forma inversa y lineal tanto con los valores absolutos de colesterol como con los valores
relativos al total de esteroles. Esa misma investigacién reveld una correlacion positiva, aunque no
significativa desde el punto de vista estadistico, con los niveles en plasma del 7DHC. Una evaluacion mas
particularizada de los casos revela variaciones evidentes de los pardmetros bioquimicos analizados en
pacientes incluidos en el mismo grupo de severidad clinica (236),

Cunnif y cols. en un andlisis de 80 pacientes observaron una correlacion inversa entre la severidad clinica y
los niveles de colesterol. En cambio, hallaron poca relacidn entre los niveles de 7DHC y la gravedad del
fenotipo clinico e hizo notar que algunos pacientes mas afectados clinicamente tenian cifras de 7DHC que
aunque incrementadas eran relativamente bajas en comparacion con otros pacientes con fenotipo clinico
mas ligero (%9).

Una investigacion en pacientes franceses mostrd una correlacion inversa entre la colesterolemia y la
gravedad clinica, a pesar de que pacientes con valores similares de colesterol se distribuian en los tres
grupos de severidad. No se observo correlacion entre la clinica y los valores de dehidrocolesteroles
(7TDHC+8DHC) (0),

En 42 pacientes canadienses evaluados por Nowaczyk y cols. también se encontrd una correlacién inversa
entre la severidad clinica y los niveles de colesterol (%6),

Tint y cols. en un estudio de 33 pacientes observaron valores mas bajos de colesterol en pacientes con
fenotipo mas grave (237),
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Waterham y Hennekam en el 2012 publicaron un metanalisis en el que mostraron que los fenotipos clinicos
mas severos se asociaban a valores mas altos de 7DHC, pero la correlacion era débil (14),

En cambio, Ryan y cols. en una investigacion realizada por 49 pacientes britanicos ) no encontraron
correlacion entre los niveles de colesterol y 7DHC y la severidad clinica de la enfermedad.

En un andlisis de la serie de 37 pacientes polacos publicados por Ciara y cols. 3 se aprecia que el
paciente con mayor severidad clinica (puntaje de 72) tiene una de las mas elevadas cifras de colesterol y
de 7DHC (situacién similar a la encontrada en el paciente cubano n.c 4). Ademas ese valor de colesterol es
mas alto que el de los dos pacientes con menor severidad clinica (puntaje de 5). Ademas, pacientes con
igual severidad clinica tienen diferencias notables en relacion a estos dos pardmetros bioquimicos.

4.5.2. Correlacion entre el fenotipo bioquimico y el genotipo DHCR7

4.5.2.1. Correlacion entre el fenotipo bioquimico y el genotipo DHCR7 segtin grupo genotipico

De manera similar a lo observado en los pacientes cubanos, un analisis de 66 enfermos provenientes de
diferentes publicaciones con genotipos incluidos en los grupos T/0 y TM/TM (anexo 21) muestra que en el
grupo de 16 pacientes con genotipo TM/TM los niveles medios de colesterol (mediana 2 307,41; media 2
209,62) fueron superiores respecto al grupo de 50 con el genotipo TM/0 (mediana 998,19; media 1 168,20).
En cuanto al 7DHC los valores medios fueron més bajos (mediana 141, media 226,56) en el genotipo
TM/TM cuando se comparan con los experimentados en el genotipo TM/0 (mediana 202,24; media 273,65).
Ambos grupos genotipicos se caracterizan por la existencia de valores atipicos (coeficientes de variacion
superiores al 75%) para ambos parametros bioquimicos (lo cual no se observa en los pacientes cubanos) y
que pudieran relacionarse con la mayor heterogeneidad y tamafio de la muestra.

Lo tedricamente esperado es que los pacientes con mutaciones TM/M tengan valores mas bajos de 7DHC
y mas altos de colesterol en comparacién con los pacientes TM/0. Estudios de expresion de distintas
mutaciones en cultivos de tejidos han mostrado que las mutaciones con sentido, dentro de las que se
incluyen las TM, expresan cantidades normales de ARNm, pero la cuantia de proteina inmunorreactiva
estd reducida a causa de su inestabilidad, a pesar de lo cual se mantiene cierto grado de actividad

enzimatica (menor del 10 % en general y menos del 5 % en la mutacién T93M). En cambio, las mutaciones
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nulas originan una pérdida total de la actividad enziméatica. De acuerdo a lo anterior, los valores de los
metabolitos 7DHC y colesterol, deben relacionarse con la combinacion de alelos (genotipo) (4570.140) Tanto
los resultados del presente estudio como los de la evaluacion conjunta de casos publicados se
corresponden con lo esperado.

4.5.2.2. Correlacion entre el fenotipo bioquimico y el genotipo DHCR7 idéntico

Una comparacion entre los pacientes cubanos con genotipo T93M/IVS8-1G>C y 14 publicados (anexo 22)
refleja que en el primer grupo el valor medio de colesterol es casi el doble y el de 7DHC sensiblemente
mas alto y el coeficiente de variacion para ambos metabolitos es mucho més bajo (de alrededor del 30%),
lo que puede estar influido por la mayor diferencia en el fondo genético entre ambos grupos.

También en el anexo 22 se muestra el comportamiento experimentado por el colesterol y 7DHC en una
muestra de seis pacientes con genotipo T93M/T93M referidos en la literatura. Los datos muestran que en
el grupo de pacientes con el genotipo T93M/IVS8-1G>C los niveles medios de colesterol son notablemente
mas bajos y los de 7DHC més elevados cuando se comparan con los experimentados en el grupo que
presenta el genotipo T93M/T93M. Estos resultados se corresponden con lo esperado de acuerdo al efecto
sobre la actividad enzimatica de las mutaciones que conforman el genotipo #553), La distribucién de los dos
metabolitos en ambos grupos genotipicos se caracteriza por la existencia de valores atipicos, cuestion que
se refleja en coeficientes de variacion superiores al 75%.

4.5.3. Correlacion entre el fenotipo clinico y el genotipo DHCR7

4.5.3.1. Correlacion entre el fenotipo clinico y el genotipo DHCR7 segun grupo genotipico

Se plantea en la literatura que la correlacion entre el fenotipo clinico y el genotipo es dificil debido a la gran
heterogeneidad alélica que ocasiona que la mayor parte de los pacientes sean heterocigotos compuestos.
Es por esa razén que para facilitar el analisis se clasifiquen o agrupen los genotipos segun la localizacion
topoldgica de las mutaciones o de su impacto sobre el funcionamiento de la enzima “5).

Con el propdsito de evaluar la correlacion del fenotipo clinico en estos dos grupos genotipicos en una
muestra mas amplia, se realiz6 el analisis en 60 pacientes con genotipo TM/0 y 29 TM/TM provenientes de

varias publicaciones cientificas que fueron revisadas por Waterham y Hennekam (*4). Como se aprecia en
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el anexo 23 el comportamiento del puntaje de severidad clinica en el grupo de pacientes TM/0 se
caracteriza por niveles medios levemente superiores (mediana 23,50; media 27,12) en relaciéon a los
TM/TM (mediana 20; media 25), resultado similar al obtenido en el presente trabajo. Si bien ambos grupos
genotipicos tienen un fenotipo moderado, los valores medios del puntaje de severidad clinica no distan
mucho del limite superior considerado para el fenotipo ligero.

Es interesante la observacion de que tanto entre los pacientes TM/0 como en los TM/TM hay algunos con
un puntaje de severidad clinica entre los mas bajos reportados y otros cuyos valores corresponden a un
fenotipo clinico severo, lo cual no se encontrd entre los pacientes cubanos.

El hallazgo de que entre los pacientes de esta investigacién cinco de los ocho con genotipo TM/0 son
hembras a pesar de que en general hay solamente seis de ese género puede ser consecuencia del azar,
pero también puede ser un reflejo de que los genotipos TM/0 se relacionan no solamente con una mayor
severidad clinica en el aspecto macro-anatomico sino también con la aparicidn de rasgos dismorficos mas
tipicos de la enfermedad que facilitan su diagnéstico en el sexo femenino, que como se refirié en el capitulo
3 esta subrepresentado en este y otros estudios.

4.5.3.1.1. Paciente con genotipo TM/TM y holoprosencefalia (HPE)

La HPE es un defecto de segmentacién del cerebro anterior poco frecuente en el SLO (aproximadamente
5%) “8). En la literatura se reporta solamente un caso con incisivo central Unico, que es el paciente n.o 29
de Ciara y cols. 43) que tiene un fenotipo clinico moderado (puntaje de severidad de 35), con niveles de
colesterol y 7DHC muy similares a los del paciente cubano (el primer metabolito por encima y el segundo
por debajo de la media de los casos publicados (anexo 19) y que también es heterocigoto compuesto para
dos mutaciones TM (L157P y V326L).

Los restantes casos publicados con SLO y HPE tienen formas clasicas y son homocigotos o heterocigotos
compuestos para mutaciones nulas (59.191,192,238-240),

La ocurrencia de HPE en el SLO se relaciona con la participacion del colesterol en el autoprocesamiento

de la proteina Shh y en otros eventos de la cascada de sefializacién embriolégica como se explico en el
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acapite 1.6.1, por lo que se espera que los bajos niveles de colesterol caracteristicos del SLO interfieran en
estos procesos (4). Sin embargo, la deficiencia de la sintesis del colesterol por si sola no explica la
aparicion de las manifestaciones de HPE, pues la mayoria de los pacientes homocigotos o heterocigotos
compuestos para mutaciones nulas (que abolen la actividad enzimatica) no tienen signos de HPE a pesar
de tener un fenotipo clinico severo. Por otro lado, tanto el paciente del presente estudio como el referido
por Ciara y cols. son heterocigotos compuestos para mutaciones TM, que conservan cierto grado de
funcionamiento enzimatico y se asocian a fenotipos clinicos mas leves (“5),

Un estudio en 228 pacientes con HPE demostrd que 22 (9,6 %) tenian alteraciones en la biosintesis del
colesterol, uno de ellos SLO y los otros, ademéas de los bajos niveles de colesterol, mostraban un patrén
anormal de esteroles (diferente al de los trastornos del metabolismo del colesterol previamente
identificados). En este segundo grupo cinco tenian mutaciones en genes conocidos relacionados con la
HPE, lo que sugirid que los trastornos de la biosintesis del colesterol podian agravar las deficiencias en la
cascada de sefializacion de Shh (242),

Shim y cols. realizaron una pesquisa de la mutacién IVS8-1G>C y de otras posibles mutaciones en el exén
nueve del gen DHCRY (que codifica el dominio catalitico de la enzima y donde son muy frecuentes las
mutaciones) en 36 fetos con HPE. Se encontraron 3 fetos heterocigotos para mutaciones con sentido, con
un segundo alelo normal (243), Esto representa una frecuencia de heterocigotos de 8,3 %, aproximadamente
tres veces mayor que la estimada en la poblacién general @),

En la HPE familiar no sindrdmica autosomica dominante, frecuentemente asociada a mutaciones en el gen
SHH, se observa una amplia variabilidad en la expresion y una penetrancia incompleta. Se plantea que
probablemente distintas mutaciones en genes relacionados con la via de sefalizacion de Shh u otros
implicados en la embriogénesis trabajen sinérgicamente con las mutaciones con sentido en SHH. Hay
reportes de pacientes con mutaciones en genes SHH que también tienen mutaciones en otros genes
(ZIC2, TGIF) y casos adicionales con mutaciones en dos genes diferentes a SHH. En ratones se ha
encontrado que los doble heterocigotos tienen HPE, mientras que heterocigotos para una sola mutacién no

la tienen (244),
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El caso de Weaver y cols. que es el de mayor severidad de HPE entre los pacientes con SLO reportados
hasta el momento, fue estudiado para los otros cuatro genes mas cominmente asociados a HPE y no se
encontraron mutaciones (192.245),

Ademas, existe una amplia lista de agentes teratdgenos en los que se ha demostrado o hay sospechas de
que son causantes de HPE (246), La accion de estos sobre fetos con otras deficiencias en la cascada de
sefalizacion de Shh puede favorecer la aparicion de la HPE.

En el paciente de este estudio no se pudieron realizar investigaciones en otros genes vinculados con la
HPE ni se tuvo conocimiento de la exposicidn prenatal a posibles teratdgenos, pero la evaluacion conjunta
de su comportamiento clinico, bioquimico y molecular apoya la hipétesis de que otros factores genéticos
ylo ambientales, ademas del genotipo DHCR?, estan implicados en la variabilidad fenotipica del SLO y
particularmente en la aparicion de la HPE (247),

4.5.3.2. Correlacion del fenotipo clinico y el genotipo DHCR7 idéntico

Ademas de los pacientes de esta investigacion son 53 los publicados que tienen T93M en heterocigosis
compuesta u homocigosis (45.53.54.74,76.78,212,233,234,236,248) \/gintidds son heterocigotos compuestos para T93M
y IVS8-1G>C. Se conoce el puntaje de severidad clinica en 15, de ellos siete tienen un fenotipo ligero,
cinco moderado y tres severo. Siete casos publicados por Scalco y cols. 212) no tienen calculado el puntaje
de severidad pero son referidos como fenotipos clasicos. Si estos Ultimos se asumen como fenotipos
ligeros 0 moderados puede plantearse que este es el modo de presentacién de aproximadamente el 90 %
de los pacientes con dicho genotipo, que fue lo observado en los pacientes cubanos.

De manera similar a los dos pacientes de esta investigacion que son homocigotos para T93M, en los cinco
de los siete enfermos reportados en la bibliografia con igual genotipo en los cuales se conoce el puntaje de
severidad clinica, este es inferior a 20 (76.78.233.234),

No se encontraron referencias en la literatura de pacientes con los genotipos T93M/V281M, T93M/F302L y
T93M/D234Y, pero el fenotipo ligero de esos tres pacientes se corresponde con lo observado en otras

investigaciones para heterocigotos compuestos de mutaciones TM (49.53),
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Ademas de las variaciones en cuanto a la severidad clinica entre los pacientes con igual genotipo DHCR?,
medido a través del método de Kelley y Hennekam que se basa fundamentalmente en aspectos
anatomicos, existen diferencias en otros aspectos como el intelecto, la conducta, el desarrollo
pondoestatural, la alimentacion, etc, que se observan en esta y otras investigaciones y que han sido
notadas incluso entre hermanos (76.78),

4.5.4. Consideraciones acerca de la correlacion entre el genotipo DHCR7 y los fenotipos bioquimico
y clinico

Como se aprecia a partir del analisis realizado en los pacientes cubanos, el grupo genotipico TM/0 tiende a
asociarse a mayores alteraciones en el metabolismo del colesterol y también a fenotipos clinicos méas
severos en comparacion con el grupo genotipico TM/TM (a pesar de no existir significacion estadistica
dado el pequefio tamafio de la muestra). Esta tendencia en el comportamiento general es la esperada
atendiendo a que en los genotipos TM/TM ambos alelos mutados codifican una enzima con alguna
actividad residual, lo cual sucede en un solo alelo en los genotipos TM/0, pues el segundo codifica para
una enzima no funcional (4570.140) Sin embargo, también se ha mostrado como entre ambos grupos
genotipicos hay solapamiento en los niveles de los parametros bioquimicos y la severidad clinica y a su
vez dentro de cada uno de ellos hay diferencias en las variables analizadas, lo que también se observa
entre quienes tienen idéntico genotipo DHCR7. Una situacion similar se ha observado en otras
investigaciones que han incluido una mayor diversidad de grupos genotipicos (45:46.53,236),

A continuacién se consideraran algunos factores que pueden explicar las contradicciones encontradas en
el andlisis de la correlacion fenotipo-genotipo en el SLO:

Primeramente, tal y como se reflejé en los acapites 1.6.1y 4.5.3.1.1, la embriogénesis es un proceso muy
complejo que requiere de una gran interaccion génica y para la aparicion de una malformacién puede ser
necesaria la presencia de mas de un gen de susceptibilidad.

Por otra parte, el desarrollo fetal requiere de la sintesis enddgena de colesterol y también del aporte
materno, una muestra de ello es que en pacientes homocigotos para mutaciones nulas se detecta la

presencia de este metabolito, aunque en cantidades disminuidas (#4553, Existen estudios que demuestran la
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transferencia de colesterol materno al feto a través de la placenta y su importancia desde las primeras
semanas de gestacion. Esto pudiera explicar la observacidn de que fetos con sintesis endogena adecuada
de colesterol pero con bajos niveles de esta sustancia en la madre tienen mayor riesgo de CIUR y
microcefalia, mientras que la hipercolesterolemia materna favorece la aparicion de acimulos grasos en la
aorta fetal 61138), Como es l6gico pensar, en los fetos incapaces de producir su propio colesterol el aporte
materno adquiere mayor valor, por lo tanto los fenotipos bioquimico y clinico del SLO pueden estar
modificados por variantes genéticas en el sistema de transporte de esteroles de la madre. Por esa razon, el
estudio de los genes que puedan estar implicados en este proceso tiene gran significacion tanto para la
comprension de la variabilidad en la expresion de la enfermedad como para futuras estrategias de
tratamiento prenatal.

La apoE es un componente del sistema de transporte de colesterol en humanos, que se une a receptores
en diferentes células. La isoforma apoE2 muestra disminucion de la afinidad por los receptores LDL y tiene
efecto sobre las concentraciones de colesterol. Witsch-Baumgartner y cols. realizaron una investigacion en
137 pacientes de diferentes edades, sobre la relacion de la isoforma de apoE con la gravedad de la
enfermedad y encontraron correlacién entre el puntaje de severidad clinica y el genotipo APOE materno,
no asi con el genotipo paterno ni del enfermo. El genotipo APOE2 materno en homocigosis o heterocigosis
se asocio a los fenotipos clinicos mas severos y mas bajos niveles de colesterol. Igual correlacion se
mantuvo después de la estratificacion de los pacientes segun el genotipo DHCR7. Ese estudio concluy6
que el transporte de colesterol de la madre al feto esta afectado en el genotipo materno APOE2, lo que
influye en el desarrollo embrionario. Variaciones genéticas en APOE de manera independiente no se han
asociado a malformaciones en ratones ni en humanos. Sin embargo en casos de déficit de la sintesis
enddégena de colesterol como en el SLO, la apoE puede convertirse en un elemento esencial para el
suministro de colesterol al feto. Una evidencia de ello es el incremento de ARNm para apoE durante el
embarazo, lo cual ocurre en las vellosidades coridnicas y la placenta, ademas de ARNm para receptores
conocidos que se unen a apoE en la placenta y las células neuroepiteliales. En dicho estudio los valores de

colesterol se correlacionaron mas en los grupos con igual genotipo APOE materno. Hasta el momento no
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se tiene una explicacion de como el colesterol postnatal se correlaciona con el genotipo APOE materno. En
ese mismo estudio no se encontrd asociacion entre la severidad y las variantes de receptores LDL (€0),
Lanthaler y cols. investigaron sobre el posible efecto modificador del fenotipo en el SLO de cuatro genes

involucrados en el metabolismo lipidico. Esos genes fueron: APOC3, LCAT (del inglés lecithin-cholesterol

acyltransferase), CETP (del inglés cholesteryl-ester transfer protein) y ABCA1 (del inglés ATP-binding

cassette transporter A1). Para los primeros tres genes no se encontré correlacion con el fenotipo SLO, pero

si para este Ultimo. EI gen ABCA1 esta involucrado en el transporte de colesterol celular a través de las
membranas hasta moléculas aceptoras como apoA1 y apoE en fluidos extracelulares. Este gen esta
altamente expresado en la placenta. Una variante alélica que causa una sustitucion aminoacidica (R1587K)
ocasiona bajos niveles de HDL-colesterol y elevados de LDL-colesterol en plasma, aumentando el riesgo
de enfermedad coronaria en los homocigotos. Se encontr6 correlacion entre este genotipo materno y una
disminucion de la severidad clinica en los hijos, no asi con la concentracién de colesterol, lo que indica que
su modo de accion no esta directamente relacionado con la influencia sobre los niveles de este metabolito.
Se tiene la hipétesis de que quizas actue como un regulador de la sefalizacion intracelular 249),

En la via de sintesis del colesterol intervienen multiples enzimas (1), para cada una de ellas existen
variantes genéticas que le confieren diferencias en su actividad y que en su conjunto ocasionan un mayor o
menor rango de sintesis, por lo que la cantidad de 7DHC puede estar influida también por esas variaciones
y no solamente por la dificultad de su conversion en colesterol. Ademas, ciertas enzimas que intervienen
en la sintesis del colesterol tienen gran homologia con la 7DHCR por lo que teéricamente es posible que
algunas de ellas puedan reducir el enlace C7-C8 y producir colesterol en bajas cantidades (250). Asimismo,
el 7DHC se transforma en 8DHC por la accién de una isomerasa ), que también puede tener variantes
genéticas que modifiquen las concentraciones del primer metabolito. En este sentido, cuando se analizan
en los pacientes publicados los valores de 7DHC y 8DHC, estos ultimos como tendencia son cercanos a

los del 7DHC, sin embargo en otros se aprecian diferencias notables 3),
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Es probable también que existan variaciones en la capacidad de conversién del 7DHC en oxiesteroles,
esteroides neuroactivos y neuroesteroides anormales y posteriormente en la capacidad de degradacion de
los mismos, lo cual puede contribuir en la aparicién o gravedad de diversos signos clinicos (24250),

Otros factores con posible efecto en el comportamiento entre los parametros bioquimicos, la severidad
clinica y el genotipo DHCRY7 son los relacionados con la alimentacion. Los pacientes diagnosticados a mas
edad y que por cuestiones culturales reciben dietas con mayor contenido de colesterol pueden mostrar
mayores niveles de ese metabolito y menores de 7DHC. Hay estudios que demuestran ese efecto de la
dieta rica en colesterol y que se atribuye a la inhibicion de la via de sintesis mediado por la HMG-CoA
reductasa (1969.25%), No obstante, se ha visto que en otros pacientes con similar alimentacién no se logra la
reduccion directa del 7DHC, sino que lo que se obtiene es la mejoria de la proporcién de colesterol en
relacion al total de esteroles. La razén por la cual hay un comportamiento desigual de los parametros
bioquimicos por la accién de la dieta no se conoce (32%0),

En péarrafos anteriores se hizo referencia al paso placentario de colesterol, de modo que la cultura
alimentaria materna, ademas de sus caracteristicas metabolicas, pueden actuar sobre su propia
concentracion de colesterol y el aporte al feto, especialmente antes de la formacion de la barrera
hematoencefalica y de esa manera modificar la expresion fenotipica independientemente del genotipo
DHCRY (250),

Existen modelos animales de SLO derivados de la exposicidn prenatal a inhibidores de la 7DHCR (219), por
lo que no puede descartarse la posibilidad de que la exposicion materna a sustancias ambientales
inhibidoras de la biosintesis del colesterol agrave la deficiencia enddgena fetal y repercuta en la expresion
de los fenotipos bioquimico y clinico.

Como se ha visto hasta aqui, existen elementos teéricos para plantear que las contradicciones entre el
genotipo DHCRY y los fenotipos bioquimico y clinico evidenciadas en esta y otras investigaciones, reflejan
que en el SLO al igual que en otras enfermedades monogénicas la expresidn fenotipica resulta de una
compleja interaccidn entre el efecto mayor de un gen con otros genes modificadores y el ambiente (anexo
24) (218.252),
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4.6. Conclusiones del capitulo
A pesar del escaso numero de pacientes estudiados los resultados sugieren que:

1. La severidad del fenotipo clinico del SLO tiene una correlacién inversa con los valores de colesterol y
directa con los de 7DHC.

2. Las mutaciones del tipo TM en homocigosis 0 heterocigosis compuesta, ocasionan un fenotipo
bioquimico menos severo que cuando se encuentran en heterocigosis compuesta con mutaciones nulas.

3. Los genotipicos TM/TM y TM/0 se asocian a un fenotipo clinico de ligero a moderado, aunque mas grave

en el segundo grupo.
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CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

1. Las semejanzas encontradas entre las caracteristicas clinicas de los pacientes cubanos con SLO
respecto a las reportadas en otras series de casos de origenes étnicos diferentes permiten afirmar que los
criterios clinicos empleados para su pesquisa, tanto en las instituciones de atenciéon a personas con
discapacidad intelectual como en los servicios de Genética Clinica, son Utiles para elevar la sospecha de
la enfermedad, que de conjunto con el estudio del fenotipo bioquimico por CCF, representa una alternativa
valida para el diagnéstico definitivo del SLO en Cuba.

2. El comportamiento de la frecuencia fenotipica por sexos, caracterizado por un notable predominio de
varones Y la presencia de malformaciones genitales en un alto porcentaje de ellos (atribuida al defecto de
la sintesis de testosterona secundario al déficit de colesterol), permiten plantear que el SLO tiene una
herencia influida por el sexo.

3. La alta frecuencia de la mutacion T93M, con un posible efecto de fundador en Cuba, y el reconocimiento
de la heterogeneidad genética en el locus DHCR7, asi como la existencia de otra u otras variantes
mutacionales aun no identificadas tiene implicaciones en futuras estrategias de caracterizacion molecular
del SLO en el pais.

4. Los resultados sugieren, a pesar del pequefio numero de pacientes estudiados, que el genotipo DHCR7
determina en parte el comportamiento de los parametros bioquimicos colesterol y 7DHC, el primero de los
cuales se relaciona de forma inversa y el segundo de manera directa con la severidad del fenotipo clinico

evaluado a través del puntaje de Kelley y Hennekam.
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RECOMENDACIONES



RECOMENDACIONES

1. Estandarizar técnicas de estudio para otras mutaciones frecuentes en Espafia y en el resto del mundo,
usando la tecnologia disponible en el CPGM-SS, con el propésito de mejorar la caracterizacién genética
del SLO en el pais y ampliar las posibilidades de acciones preventivas en las familias.

2. Proponer investigaciones a nivel comunitario dirigidas a la pesquisa clinica de la enfermedad en
neonatos y lactantes que permitan un diagndstico e intervencion terapéutica y preventiva mas temprana y
un mayor acercamiento a la verdadera frecuencia fenotipica del SLO en Cuba, a partir del algoritmo

presentado en esta investigacion.
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Algoritmo para el diagnéstico y asesoramiento genético del sindrome de Smith Lemli Opitz en Cuba

I Criterios de sospecha clinica de Smith Lemli Opitz I

Recién nacidos o lactantes con al menos tres de
los siguientes signos:

Sindactilia 2-3 de los pies

Hipotonia

Trastornos de la alimentacion

Microcefalia

Dismorfia facial (nariz corta en anteversion,
ptosis palpebral, estrechamiento bitemporal,
micrognatia)

Anomalias genitales en los varones
Defectos congénitos de drganos internos
Peso y talla por debajo del 10mo percentil

Pacientes mayores de un afio con retardo del
desarrollo psicomotor o retraso mental, y al
menos dos de los siguientes signos:
Sindactilia 2-3 de los pies

Microcefalia

Dismorfia facial (nariz corta en anteversion,
ptosis palpebral, estrechamiento bitemporal,
micrognatia)

Anomalias genitales en los varones
Defectos congénitos de 6rganos internos
Peso y talla por debajo del 10mo percentil
Trastornos de conducta

v

I Estudio de esteroles por CCF I

—

v

R

7-DHC indetectable

Resultado dudoso

Presencia de 7DHC

v

y

y

Continuar estudios ‘

Estudio molecular
(cuatro mutaciones)

‘ 4_I Diagndstico de SLO I

v

v

Opcion de diagndstico
prenatal y de
portadores a familiares

|dentificacion de dos
mutaciones

Asesoramiento
genético y tratamiento
(dieta 39-ES)

en riesgo
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Anexo 2. Consentimiento informado

Como Ud conoce en nuestro pais se estéd desarrollando un programa encaminado el elevar la calidad de vida de los
pacientes con discapacidades y/o enfermedades genéticas.

Como parte de ese programa el Centro de Genética Médica de Sancti Spiritus esta trabajando en el andlisis
bioquimico y en la identificacion de las mutaciones mas frecuentes causantes del sindrome de Smith Lemli Opitz.
Esta enfermedad es causada por una incapacidad del organismo para producir colesterol.

Con el propésito de confirmar o descartar la existencia de dicha enfermedad en el paciente, es necesario tomarle a
él'y a sus padres una muestra de sangre periférica. La cantidad de sangre que se extraera no representa un peligro
para la salud, ademas se utilizara material estéril y desechable con lo cual se evita el riesgo de infeccion. También
sera necesario obtener informacién acerca de los antecedentes de salud del enfermo, revisar su Historia Clinica,
indicar estudios complementarios y tomar fotografias.

En caso de confirmarse el diagnéstico por medio de estos estudios se les brindara asesoramiento genético en el que
se abordaran aspectos como: posibilidades de tratamiento, estimacion del riesgo de otros hijos afectados, opciones
de diagnostico prenatal, etc. Ademas de las implicaciones practicas que se derivan de este estudio, también podran
realizarse otras investigaciones basicas cuyos resultados contribuirian al conocimiento de la enfermedad y que a
mas largo plazo puedan derivar en beneficios para los pacientes.

La participacion en el estudio es voluntaria y los profesionales de la salud que toman parte en el mismo se
comprometen a que la informacién que se obtenga no se dara a terceras personas sin su consentimiento y a que los
resultados alcanzados, asi como las fotografias, seran presentados Unicamente en medios cientificos, donde no se
haran referencias que permitan identificar a las personas participantes.

Si una vez leida y entendida la informacion que previamente le hemos ofrecido, Ud esta de acuerdo en participar en
la investigacion le solicitamos que firme su consentimiento. Gracias.

Por este medio mostramos nuestra conformidad para participar en los estudios del sindrome de Smith Lemli Opitz.

Paciente:
Madre:

Nombre Firma
Padre:

Nombre Firma
Testigo:

Nombre Firma
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Anexo 3. Puntaje de severidad clinica de Kelley y Hennekam (19)

Organo  Puntos Criterio
Cerebro 1 Convulsiones, alteraciones cualitativas detectadas por resonancia magnética
2 Malformaciones mayores del SNC, defectos girales
Boca 1 Uvula bifida, hendidura submucosa
2 Hendidura del paladar duro o labio leporino medial
Extremidades 0  Sindactilia 2-3 pies minima (no forma de Y)
1 Sindactilia 2-3 en forma de Y, pie varo, polidactilia de manos o pies, otras
sindactilias
2 Dos de las anteriores
Ojos 2 Catarata, microftalmia franca
Corazon 0  Defectos funcionales
1 Defectos aislados de cdmaras o vasos
2 Malformaciones cardiacas congénitas
Rifiones 0  Defectos funcionales
1 Quistes renales aislados
2 Agenesia renal, quistes renales con repercusion clinica
Higado 0 Enfermedad hepatica inducida
1 Alteracion estructural simple
2 Enfermedad hepatica progresiva
Pulmones 1 Alteraciones en la lobulacion, hipoplasia pulmonar
2 Quistes pulmonares, otras malformaciones mayores
Intestino 0  Alteraciones funcionales gastrointestinales
1 Estenosis pildrica
2  Enfermedad de Hirschsprung
Genitales 1 Hipospadia
9 Genitales ambiguos con cariotipo 46,XY, anomalias genitales francas con cariotipo

46, XX

Nota: Para la obtencion del puntaje de severidad anatémica se requiere la evaluacidn de al menos cinco estructuras.
Se suman los puntos correspondientes a cada estructura segun la anomalia presente, luego se dividen entre el
numero de estructuras evaluadas y se multiplica por 100

Se considera que el fenotipo clinico es ligero cuando el puntaje es < a 20, moderado entre 21y 50y severo > 50



Anexo 4. Via de sintesis del colesterol de Kandutsch-Russell (7
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Anexo 5. Representacion esquematica de la enzima 7DHCR (9
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Anexo 6. Fisiopatologia del SLO. Mutaciones en el gen que codifica la enzima 7-dehidrocolesterol reductasa
(7DHCR) impiden la reduccion del 7-dehidrocolesterol (7DHC) a colesterol en el paso final de la via de
sintesis del colesterol de Kandutsch-Russell; el colesterol tiene multiples funciones biolégicas que pueden
ser alteradas por su carencia, por el efecto téxico del 7DHC (o de metabolitos derivados de él) o de la

combinacion de estos dos factores @
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Anexo 7. Flujograma seguido para la caracterizacion de los fenotipos bioquimico y clinico de

pacientes con SLO
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Anexo 8. Instructivo para la toma de muestra para estudios bioquimicos y moleculares del sindrome de

Smith Lemli Opitz

En nifios grandes y adultos debe extraerse 10 mL de sangre, pero en pacientes con muy mal estado fisico o nifios
muy pequefios podria tomarse 4-5 mL, segun criterios clinicos. Usar siempre jeringuilla desechable y coleccionar la
muestra en tubo con KsEDTA, luego centrifugar y separar en un tubo Eppendorf el plasma (esto es lo que se emplea
para el analisis bioquimico). El sedimento celular, con alguna cantidad de plasma, que queda luego de la
centrifugacion debe enviarse también para de ahi obtener el ADN en nuestro laboratorio. Si hay dificultades para la
centrifugacion puede enviarse la sangre total.

El plasma debe ser congelado y el sedimento celular puede conservarse a 4 °C si la demora en el envio de la
muestra a Sancti Spiritus es menor de tres dias, de lo contrario debe congelarse.

Se insiste en que deben enviarse ambas muestras ya que el estudio bioquimico precede al molecular y tiene mayor
utilidad diagnéstica puesto que el segundo se restringe a cuatro mutaciones de las mas de 150 identificadas.

Los tubos con sedimento celular y plasma deben ser bien identificadas con el nombre y dos apellidos del paciente y
deben acompaiiarse de los modelos de indicacion de estudio bioguimico y molecular de se utiliza en la Red Nacional
de Genética, asi como el Consentimiento informado y la Historia clinica disefiada para estos pacientes (no olvidar
sefialar el o los medicamentos que esté tomando en los dias de la extraccién de la muestra y hasta una semana
antes).

Las muestran podran ser enviadas directamente al Centro Provincial de Genética Médica de Sancti Spiritus o al
Centro Nacional de Genética Médica. Comunicarnos inmediatamente el envio de la muestra al Centro Nacional para
realizar las coordinaciones pertinentes para hacerla llegar a nuestro laboratorio.

Cualquier preocupacion contactar a:
Dra. Diana Martin Garcia

Tel. 0141- 336306, 326936 e.mail: dianamartin.ssp@infomed.sld.cu

Lic. Angel Aquino Perna

Tel. 0141- 320843 0 336304 e.mail: angel.aquino@infomed.sld.cu

Dr. Miguel Rodriguez VVazquez

Tel. 0141-328531 e.mail: geness@infomed.sld.cu



mailto:dianamartin.ssp@infomed.sld.cu
mailto:angel.aquino@infomed.sld.cu
mailto:geness@infomed.sld.cu

Anexo 9. Formulario para pacientes con fenotipo clinico sugestivo de Smith Lemli Opitz

Nombre Fecha nacimiento

Direccidn

Antecedentes familiares:
Consanguinidad parental: Sl NO

Historia del nacimiento y periodo neonatal:

Peso Talla Circunf. Cefélica
Pobre succion Dificultades para deglutir Vomitos/reflujo
Alimentacion por gavaje Sepsis Hipotonia

Examen fisico:

Peso Peso/Edad Talla Talla/Edad
Pesol/talla CC CC/Edad
Craneofacial:
Estrechamiento bitemporal Ptosis palpebral
Puente nasal deprimido Punta nasal ancha Narinas en anteversion
Micrognatia Hendidura palatina Paladar alto y estrecho Uvula bifida
Orejas: de baja implantacién rotacion posterior grandes
Manos:
Polidactilia postaxial Braquidactilia de uno o mas dedos (especificar)
Clinodactilia (especificar) Surco palmar transverso Unico

Acortamiento/implantacion proximal del pulgar

Pies:
Sindactilia 2/3 Polidactilia postaxial Luxacién/subluxacion de cadera
Deformidades de pies (especificar)

Genitales:
Criptorquidia Hipospadia Pene pequefio Escrotos pequefios
Escroto bifidos Genitales ambiguos Sexo reverso

Hipoplasia labios menores/mayores

Anomalias de 6rganos internos (especificar)



Funcién mental:

Retraso del desarrollo sicomotor

Retraso mental: ___ Leve Moderado Severo

Conducta:
Trastornos del suefio Autolesion Agresividad Hiperactividad
Irritabilidad Hipersensibilidad a ruidos Hipersensibilidad a luz
Hipersensibilidad tactil en manos y/o pies Fijacion con objetos

Movimientos estereotipados (ej “aleteo” con las manos, balanceo, manipular un mechén de pelo o
tela, aplaudir, girary correr en circulo, etc)

Perseverancia de la uniformidad (realizar la misma actividad, de la misma forma, en el mismo orden,
etc)

Otros problemas de salud:

Resultado del estudio de esteroles:



Anexo 10. Historia clinica para evaluacion de pacientes con sindrome de Smith Lemli Opitz

Nombre

Fecha de nacimiento

Direccion Teléfono
Nombre de la madre Edad Color de piel
Nombre del padre Edad Color de piel

1.- Arbol genealégico (no menos de tres generaciones). Sefalar los antecedentes familiares, abortos,
oObitos fetales.

2.- Historia del embarazo del propdsito:

____Amenaza de aborto ____ Disminucién de movimientos fetales
___ Polihidramnios ___ Oligoamnios

____Diagnéstico US de malformaciones congénitas (Especificar)

___ Otros (Especificar)

3.- Historia del nacimiento:
Edad gestacional Presentacion

Peso Talla CC Apgar

4.- Morbilidad neonatal:
Pobre succidn Dificultades para deglutir Vémitos/reflujo

Alimentacién por gavaje Sepsis

____ Otras (especificar)

5.- Historia natural de la enfermedad (al dorso)

6.- Examen fisico:

Peso Peso/Edad Talla__ Talla/Edad
Pesoltalla CcC CC /Edad

Craneofacial:

__ Estrechamiento bitemporal ____Frentealta ____ Hemangioma frontal

Metdpica prominente Occipucio prominente



Estrabismo Ptosis palpebral Cataratas Epicanto Hipertelorismo

Desviacion hacia arriba o hacia debajo de las fisuras palpebrales (especificar)

Otras alteraciones oculares (especificar)

__ Puente nasal deprimido __ Puntanasal ancha __ Narinas en anteversién
___ Estrechamiento o atresia de coanas ___Filtrum largo

___Micrognatia __ Hendidurapalatina __ Hendidura palatina submucosa

__ Paladar alto y estrecho

__ Microglosia __ Hipercrecimiento del tejido sublingual _ Bocagrande

__ Hipercrecimiento de arcos alveolares  ___ Rugosidad de arcos alveolares y/o paladar
__ Dientes grandes/espaciados __ Erupcién prematura de los dientes

Malposicién y/o maloclusién dentaria
Orejas: de baja implantacion rotacion posterior grandes
Cuello corto Exceso de piel en nuca Pelo claro

Otras (especificar)

Manos:

__ Polidactilia postaxial ~ ____ Braquidactilia de uno o mas dedos (especificar) ____ Clinodactilia (especificar)
__ Sindactilia (especificar) __Aumento de pliegues interdigitales

__ Superposiciéon de dedos ___ Desviacion ulnar de dedos

__ Surco palmar transverso Unico __ Eminencias tenares pequefias

__Acortamiento/implantacién proximal del pulgar __ Acortamiento de miembros superiores (especificar)

Otras (especificar)

Pies:

___Sindactilia 2/3 (describirla y verificar si existe antecedente familiar de esta caracteristica)
_____Braquidactilia de uno o méas dedos (especificar)

____Clinodactilia (especificar) __ Polidactilia postaxial
_ Acortamiento del 1er dedo ____Flexién dorsal del 1er dedo (en “martillo”)
_ Luxacion/subluxacion de cadera

__ Deformidades de pies (especificar)

Otras (especificar

Anomalias costales y/o vertebrales (especificar)



Genitales:

__ Criptorquidia  ___ Hipospadia __ Penepequefio __ Escrotos pequefios
_ Escrotos bifidos __ Genitales ambiguos __ Sexo reverso

__ Hipoplasia labios menores/mayores

__ Otras (especificar)

Otros defectos:

Hoyuelo sacro profundo Hoyuelo anterior al ano Hernia inguinal
Engrosamiento de la rafia ano-escrotal Fotosensibilidad Hipopigmentacion cutanea
Hiperhidrosis de las manos Acrocianosis Cutis marmorata

Otros (especificar)

7.- Anomalias de drganos internos (especificar en cada caso):

____ Cardiovasculares

__ Digestivas

____ Sistema nervioso central
__ Renales

_ Pulmonares

__ Otfras

8.- Funcion mental:
Retraso mental: __ Leve Moderado Severo
9.- Conducta:

____Trastornos del suefio (especificar)

__ Autolesién: a)____se muerde mufiecas b) __ se golpeacabeza c¢)___ otras (especificar)
____Agresividad __ Hiperactividad _lrritabilidad

__ Hipersensibilidad a ruidos __ Hipersensibilidad a luz

__ Hipersensibilidad tactil en manos y/o pies

__ Crisis de opistosquinesis con o sin movimientos bruscos de cabeza y miembros

Crisis de llanto y chillidos agudos durante la noche y primeras horas de la mafiana



___Movimientos estereotipados (ej “aleteo” con las manos, balanceo, manipular un mechén de pelo o tela, aplaudir,
girar y correr en circulo, etc)

_____Fijacién con objetos

____Perseverancia de la uniformidad (realizar la misma actividad, de la misma forma, en el mismo orden, etc)

Resistencia al cambio de ambiente, personas, alimentos, etc

Contacto social:

__ Falta conducta de apego en 1erafiodevida  __ No utiliza el llanto como mensaje

__ Sonrisa social pobre  ___ Pobre contacto ocular ___No busca relaciones de consuelo, apoyo
__ Prefiere jugar solo __ Nojuegos de roles

Lenguaje:

Edad de inicio:

Cuantas palabras pronuncia ahora:
Ecolalia

¢ Comprende mejor el lenguaje verbal o gestual?

Otros trastornos de conducta (especificar)

10.- Otros problemas de salud:

Constipacion Diarreas cronicas Vémitos/reflujo Inapetencia
Medicacién actual (explicar)

11.- Desarrollo sicomotor

. Seguimiento visual: . Sonrisa social:

. Sosten cefalico: . Tomo los objetos con la mano:
. Se sento con apoyo: . Se sento solo:

. Pinza digital: . Se puso de pie por si solo:

. Camino aguantado de la mano:
Marcha:

- Tono muscular al nacimiento y primeros meses o afios de vida y evolucion posterior
12.- Estudios complementarios realizados:

Estudio Fecha Resultado



Anexo 11. Caracteristicas generales de los pacientes cubanos con SLO

Paciente  Sexo Edad al Via de Etapaenque Colesterol 7DHC  Puntaje de Genotipo

n.c diagnédstico  diagnéstico se (umol/lL)  (umol/L) severidad
bioguimico diagnosticd clinica

1 F 4 afios DCAI I 2170 311 17 T93M/IVS8-1G>C
2 M 1 afio DCAI I 1240 596 17 TI93M/V281M
3 F 2 afios DCAI I 1160 276 22 T93M/IVS8-1G>C
4 M 2 afios DCAI I 2500 599 28 T93M/IVS8-1G>C
5 M 15 afios DCAI I 1650 427 11 T93M/IVS8-1G>C
6 M 16 afios DCAI I 1980 219 11 T93M/F302L
7 F 4 afios CGC I 2570 454 17 T93M/IVS8-1G>C
8 M 29 afios DCAI I 2070 302 17 T93M/TI3M
9 F 12 afios DCAI I 1300 367 19 T93M/IVS8-1G>C
10 F 34 afios Pl I 2830 283 10 T93M/D234Y
11 M 28 afios DCAI Il ND Elevado 11 IVS8-1G>C/?
12 F 6 afios DCAI Il ND Elevado 20 T93M/IVS8-1G>C
13 M 3 meses CGC Il ND Elevado 25 IVS8-1G>C/?
14 M 4 afios CGC Il ND Elevado 10 T93M/TI3M
15 M 4 dias CGC Il ND Elevado 35 No estudiado
16 M 26 afios CGC | ND Elevado 11 IVS8-1G>C/?
17 M 5 meses CGC Il ND Elevado 15 T93M/?
18 M 16 afios CGC | ND Elevado 10 M
19 M 1 mes CGC Il ND Elevado 33 21?
20 M 2 afios CGC Il ND Elevado 17 T93M/IVS8-1G>C
21 M 6 meses CGC Il ND Elevado 11 TI3M/?

* Los pacientes 11 al 21 fueron estudiados por cromatografia de capa delgada, que es un método cualitativo
DCAI - diagnostico clinico antes de la investigacion

ND - no determinado
CGC - consultas de Genética Clinica

PI - pesquisa en instituciones
? - desconocido



Anexo 12. Principales caracteristicas clinicas en diferentes series de pacientes publicadas

Autor Kelley Ryan  Goldenberg  Scalco Ciara  Correa Cerro Krajewska Nowaczyk Krakowiak Guzzetta Cardoso Autgres
Walasek varios
N.° Pacientes 164 49 42 1 37 119 139 10 13 10 8 20
Hallazgo clinico %
Retraso mental/sicomotor 95 92 100 91 NR 100 100 100 100 100 86 94
CIUR 16 74 NR NR 9 33 30 8 40 5
Ganancia insuficiente de peso 82 88 100 9 NR 89 100 75 NR 100  NR 71
postnatal
Microcefalia 84 80 100 100 89 - - 50 100 100 88 67
Anteversion de narinas 78 69 93 91 NR 55 92 30 15 70 86 63
Estrechamiento bitemporal Frec NR 82 NR NR 55 100 10 8 NR NR 15
Ptosis palpebral 70 59 63 91 NR 36 92 13 8 90 88 61
Estrabismo Frec 16 NR 46 NR 9 69 0 8 29 6
Cataratas 22 12 14 18 8 - - 0 8 10 29 17
Micrognatia Frec 69 78 82 NR 91 NR 60 31 90 71 80
Paladar hendido* 47 29 70* 55 46 - NR 70 8 30 63 40
Hipercrecimiento de arcos alveolares Frec 37 NR NR NR 55 100 0 0 50 NR 17
Orejas bajas y/o rotacion posterior Frec 47 76 NR NR 55 92 10 31 80 NR 40
Implantacion proximal pulgar Frec 49 25 NR NR 64 NR 20 8 NR NR 5
Polidactilia manos y/o pies 52 53 56 0 54 - - 40 23 20 13 40
Braquidactilia Ocas 20 30 NR NR 18 69 10 15 NR NR
Sindactilia 2-3 pies 97 90 92 100 95 - - 80 100 90 100 95
Anomalias genitales en varones Frec 91 99 100 89 - - 75 86 100 75 64

Fuente: Referencias Kelley: 15, Ryan: 51, Goldenberg: 50, Scalco: 83, Ciara: 52, Krajewska-Walasek: 190, Krakowiak: 54, Correa-Cerro: 49, Guzzeta: 85, Cardoso: 76,
Nowaczyk: 110,191,193,195,253 Autores varios: 79,170,196,197,198,254,255-262 {] Pacientes incluidos en la serie de Ciara * Incluye hendidura de paladar
blando y hendidura submucosa ** Incluye el paladar alto y estrecho NR- No referido Frec-Frecuente Ocas- Ocasional



Anexo 13. Principales caracteristicas clinicas en pacientes publicados con SLO y dismorfia facial ligera

Reportes en la literatura

Krakowiak  Bukelis = Nowaczyk  Prasad Nezarati Jezela-Stanek Langius Mueller

Paciente 6 3 1 2 1 2 3 4 5 1 2 3
Sexo F M F F M F M M F M M M M F M
Dificultades en la alimentacién X X X X X X X X X
Pobre ganancia de peso X X X X X X X X X
Hipotonia temprana X X X
Microcefalia X X X X X X X X X X
Retardo pondoestatural X X X X X
Ptosis palpebral ligera X X X X X X X X
Narinas  anchas, cortas ylo . . . .

y ligera ligera ligera ligera X X X X X X
anteversion
Orejas bajas y/o rotacion posterior X X X X
Micrognatia ligera X X X X X X X X X
Paladar hendido X
Sindactilia 2-3 pies X X ligera X ligera  x  ligera ligera  x X X X X X
Malformaciones genitales X X X X
Malformaciones internas PCA X X X
Trastornos conducta X X X X X X X X
Retraso mental o del desarroll X X X X ligero ligero  x x  ligero ligero  x ligero ligero
sicomotor g g g g g g
Fuente: Referencias Krakowiak: 54, Bukelis: 63, Nowaczyk: 110, Prasad: 201, Nezarati: 79, Jezela-Stanek: 112, Langius: 84, Mueller: 198 PCA: Persistencia

del conducto arterioso



Anexo 14. Frecuencia global de las malformaciones congénitas de 6rganos internos segun aparato y
defectos mas frecuentes de cada grupo en diferentes series de pacientes

Autor Kelley Ryan Goldenberg  Scalco  Ciara  Nowaczyk Krakowiak  Cardoso Avl;tﬁgzs
N.° pacientes 164 49 42 11 37 10 13 8 20
Frecuencia global
(%) y anomalias
maés frecuentes
54 37 61 0 43 50 54 50 55
CAV CAV CIAICIV CIA CIA PCA Clv CIA
Aparato CIA CoA PCA PCA Clv CAV PCA
cardiovascular PCA PCA CoA CAV CAV CoA CAV
Hipopl
Clv VI CIA
24 17 30 8 17
Hipoplasia
Aparato , , 0 0 y DSP. 0
respiratorio DSP Hlpo[%aga y DSP DSP Anomalia
laringe y
traquea
Al-16 % 31 38 19 20 23 29 20
Aparato digestivo EHP-14% EHP EHP 0 EHP Al Al EHP EHP
Al Al Microgastria Al
29 40 24 30 23 25 30
. Anomalias
Aparato urinario 43 AHR picloureterales 0 AHR AHR AHR AHR AHR
AHR
21 48 16 20 20
SNG 57 AHCC  AMCC o AHcC MG 0 o AHCC
: : Dandy
Hidrocefalia Walker

Fuente: Referencias Kelley: 15, Ryan: 51, Goldenberg: 50, Scalco: 82, Ciara: 53, Nowaczyk: 110,191,193,195,253;
Krakowiak: 54, Cardoso: 76, Autores varios: 79,170,196,197,198,254,255-262

CAV-canal auriculoventricular ~ CIA-comunicacion interauricular CIV- comunicacién interventricular
CoA-coartacion aorta  PCA-persistencia conducto arterioso Hipopl VI-hipoplasia del ventriculo izquierdo

DSP-defecto segmentacién pulmonar ~ Al-agangliosis intestinal ~ EHP-estenosis hipertréfica piloro
A/HR-agenesia/hipoplasia renal A/HCC-agenesia/hipoplasia cuerpo calloso



ANEXOS

CAPITULO 3. CARACTERIZACION GENETICA

DEL SINDROME DE SMITH LEMLI OPITZ

EN CUBA



Anexo 15. Flujograma seguido para la caracterizacion genética del sindrome SLO en Cuba

Evaluacion del
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L 2
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I
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v v v v
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|
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|

Busqueda de las
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IVS8-1G>C, W151X,
V326L y R404C

Identificacion de
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en el gen DHCR7
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mutacion
IVS8-1G>C

Busqueda de las
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IVS8-1G>C, F302L

y D234Y
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mutados

¥

Determinacion de haplotipos SNPs ligados
a mutaciones patogénicas

11 alelos
mutados

1 7 Determinacion de

Evaluacion de posible efecto de
fundador

frecuencias génicas y
genotipicas en enfermos




Anexo 16. Haplotipos en el gen DHCR7 basado en SNPs en ocho posiciones
intragénicas

Polimorfismo
Haplotipo ¢.189 ¢207 ¢231 ¢438 ¢969 c¢1158 c¢1272 c¢.1350
A A C C C G C T C
B G C C C G C T C
C A C C C G C C C
D A C T C G C T C
E G C T C G C T C
F G C C C G C C C
G G C C C G C C A
H G T C C G T C C
I G T T T G T C C
J G C T C G C C C
K G T C T G T C C
L A C T C G C C C

Fuente: Referencia 72



Anexo 17. Frecuencia comparativa de los alelos DHCR? identificados en pacientes cubanos
con SLO respecto a otras poblaciones

Numero de Mutaciones
Paises alelos T93M  IVS8-1G>C  F302L V281M  D234Y

estudiados % % % " "
Cuba 40 42,5 27,5 2,5 2,5 25
Canada 60 8 40 no no no
EE.UU 114 9 39 <5 <5 no
Reino Unido 80 <5 47 <5 no no
Francia 108 <5 46 <5 no no
Alemania 86 <5 30 no no no
Polonia 56 <5 <5 no no no
FEQEI%?/EIIL?: Checay 20 no S no no no
Hungria 24 no 17 no no no
Turkia 28 36 <5 no no no
Italia 40 28 23 no no no
Portugal 16 31 25 no no no
Brasil 28 32 29 no no no
Espania 54 17 33 15 no no

Fuente: Referencias 45,72,73,75,76,78,112,211,212,236



Anexo 18. Pacientes observados y esperados segun la ley de Hardy Weinberg para los genotipos
T93M/TI3M, T93M/IVS8-1G>C y IVS8-1G>C/IVS8-1G>C en 58 pacientes con SLO procedentes de

Cuba, Italia, Portugal y Brasil, cuya frecuencia génica de T93M y IVS8-1G>C es de 0,35y 0,24;

respectivamente
. Frecuencia fenotipica Pacientes Pacientes
Genotipo
esperada observados esperados
T93M/T93M 0,1225 (12,25 %) 4 7
T93M/IVS8-1G>C 0,168 (16,8 %) 16 10
IVS8-1G>C/IVS8-1G>C 0,0576 (5,76 %) 1* 4

Fuente: Referencias 76,212,234,261
* Paciente fallecido en periodo neonatal



ANEXOS
CAPITULO 4. CORRELACION ENTRE LOS
FENOTIPOS BIOQUIMICO Y CLINICO Y EL

GENOTIPO DHCR7



Anexo 19. Comportamiento de los parametros bioquimicos (colesterol y 7DHC) en 142 pacientes con SLO
reportados en la literatura

Variable Mi MA Q1 Q2 Q3 ME DE cv

Colesterol (umol/L) 9,08 5408 43962 101241 232739 14447 1203,52 0,83

7DHC (pmol/L) 413 1261 133,75 266,5 468,57 34517 291,72 0,84

MI: minimo valor, MA: maximo valor, Q1: percentil 25 %, Q2: mediana, Q3: percentil 75 %, ME: media,
DE: desviacion estandar, CV: oeficiente de variacion.

Fuente: Referencias 45,49,54,76,212,233,234



Anexo 20. Coeficiente de correlacion lineal entre los niveles de colesterol y 7DHC en
142 pacientes con SLO reportados en la literatura

Coeficiente de correlacion de Pearson (p valor)

Variable

7DHC (umollL)

Colesterol (umol/L) -0,123 (0,14)

Fuente: Referencias 45,49,54,76,212



Anexo 21. Comportamiento de los parametros bioquimicos (colesterol y 7DHC) segun los genotipos TM/0 y TM/TM presentes en 50 y
16 pacientes con SLO, respectivamente, reportados en la literatura

Genotipo Variable M MA Q1 Q2 Q3 ME DE cV
Colesterol (umolll) 44 3432 23145 99819 190082 116821 9132 0.78

MO 7DHC (umollL)
5.98 1261 66.19 20224 37425 27365 25296 092

Colesterol (molll) 40y 0g 5408 26053 230741 37665 220962 18158 112

TMITM ™ 7DHC* (umoliL)

18,2 767 45,32 141 341,5 226,56 239,16 0,78

MI: minimo valor, MA: maximo valor, Q1: percentil 25 %, Q2: mediana, Q3:percentil 75 %, ME: media, DE: desviacién estandar,
CV: coeficiente de variacion.

* Calculo basado en la evidencia aportada por 14 pacientes

Fuente: Referencias 45,53,54,76,78,198,201,231,233,234,236



Anexo 22. Comportamiento de los parametros bioquimicos (colesterol y 7DHC) segun los genotipos T93M/IVS8-1G>C y T93M/T93M
presentes en 14 y 6 pacientes con SLO, respectivamente, reportados en la literatura

Genotipo Variable Mi MA o} Q2 Q3 ME DE cv
Coesterol (Umoll) 7086 2200 7693 982 173261 98449 80301 08

-1G>
T93MAVS8-1G>C 7DHC (umol/L) 41,07 759,03 64,47 223,86 396,75 266,19 212,88 0.8
Coesterol (moll)  pp539 3600 24178 5882 3505 145683 163743 112
TOSMITOM 7bHC* (umollL) 6031 300 7873 141 3205 18307 14321 078

MI: minimo valor, MA: maximo valor, Q1: percentil 25 %, Q2: mediana, Q3: percentil 75 %, ME: media, DE: desviacion estandar,

CV: coeficiente de variacion

* Calculo basado en la evidencia aportada por 4 pacientes
Fuente: Referencias 45,54,76,78,233,234,236



Anexo 23. Comportamiento del puntaje de severidad clinica segun los genotipos TM/0 y TM/TM en 60 y 29 casos con
SLO, respectivamente, reportados en la literatura

Puntaje de severidad clinica

Genotipo
MI MA Q1 Q2 Q3 ME DE cv
TM/0 2 79 17 23,5 32,75 27,12 16,74 0,26
TM/TM 5 60 16,5 20 36 25 13,2 0,28

MI: minimo valor, MA: maximo valor, Q1: percentil 25%, Q2: mediana, Q3: percentil 75%, ME: media, DE: desviacion estandar,
CV: coeficiente de variacion

Fuente: Referencia 14



Anexo 24. Representacion esquematica de los factores que intervienen en la expresion fenotipica

del SLO

Efecto mayor del gen
DHCR7

-

FENOTIPO

Factores ambientales




