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RESUMEN

El TEA o Autismo se define como un trastorno complejo del comportamiento,
caracterizado clinicamente por una triada sintomatica asociada a cambios
cualitativos en la interaccion social, defectos en las habilidades de comunicacion
y patrones de comportamiento restrictivo o estereotipado, que se manifiestan en
los primeros 36 meses de vida extrauterina. Aunque el autismo se considera
como una entidad definida, se subestima que los fenotipos conductuales
relacionados con el autismo que forman parte de un espectro continuo en lugar
de categorias claramente definidas. El autismo se asocia hasta en un 30% a
epilepsia y 80% con retraso mental, ademas algunos de los loci implicados en
autismo son comunes a los de retraso mental. Sin embargo, las causas
biolégicas de ambas enfermedades aun estan por definirse. Se sabe que los
cambios en el numero de copias de segmentos de DNA mayores de 1000 pares
de bases pueden dar lugar a TEA y retraso mental (RM). En el presente estudio
se utilizaron microarreglos de DNA Affymetrix GeneChip 500K mapping array
para detectar cambios en el nimero de copias. Se encontraron 14 cambios
relevantes de los cuales 10 fueron heredados y 4 de novo por lo que se
consideran patogénicos. Las deleciones en 3g23, 18921.33, y 4p16.3 fueron
encontradas en 4 pacientes diferentes, siendo la region de 4pl6.3 la Unica

repetida en 2 casos.



ABSTRACT

Autism spectrum disorders are defined as a complex behavioral disease
characterized by social interaction, speech delay or no speech at all and
stereotyped behavior that is evident in the first 3 years of life. Even though autism
is considered a mental disease by itself, autism spectrum disorders and related
phenotypes form a continuous spectrum instead of clearly defined entities.
Autism is associated with epilepsy in 30% of cases, as well as 80% with mental
retardation. In addition, some of the loci implicated in autism are also related to
mental retardation. In spite of such associations, not all biological causes are
clear for both disorders and much is still to be defined. It is well known that
changes in copy number in DNA regions longer than 1Kb can give place to
autism spectrum disorders and mental retardation. In the present study
Affymetrix GeneChip 500K arrays were used to look for changes in copy number
in DNA from patients affected by both disorders. We found 14 relevant changes
in copy number, 10 of them were inherited and 4 of them were not present in
their parents. The latter are considered to be pathogenic changes. These
deletions located at 3923, 18g21.33, and 4p16.3 were found on four different
patients. The region at 4p16.3 was found twice in different individuals, being the

only region found more than once.



1. INTRODUCCION.

1.1. RETRASO MENTAL

Los trastornos del desarrollo ocurren en 5-10% de la poblacion pediatrica. Dentro
del espectro de trastornos del desarrollo se incluyen: El retraso generalizado del
desarrollo, retraso en habla y lenguaje, retraso motor, paralisis cerebral y los
impedimentos neurosensoriales profundos como sordera o ceguera. El retraso
mental (RM) es la discapacidad mas frecuente, y se pone en evidencia desde la
infancia. La Asociacibn Americana de Retraso Mental (AAMR), el ICD-10, y la
Asociacion Americana de Psiquiatria (DSM-IV) definen retraso mental como una
funcién intelectual significantemente limitada con defectos adaptativos. Estos
altimos incluyen: Comunicacion, auto cuidado, habilidades sociales e
interpersonales, salud, precaucién, habilidades funcionales académicas, uso de
recursos comunitarios, trabajo y diversion. Se determina el RM cuando el
coeficiente de inteligencia (Cl) es inferior a 70, tras medirse éste de forma
segura y valida, segun la Asociacion Americana de Retraso Mental (American
Association of Mental Retardation)®. En nifios menores de 5 afios se considera el
retraso global del desarrollo (RGD)?. La prevalencia del RM y/o del RGD no se
conoce exactamente, pero la OMS calcula que en las poblaciones
industrializadas afecta aproximadamente al 3% de la poblacién®. EIl RM se puede
clasificar en leve (entre 50 y 70 de ClI) y grave (inferior a 50).

Segun los criterios del ICD-10 (Clasificacibn Internacional de
Enfermedades/International Classification of Diseases)?, el retraso mental (RM)

puede clasificarse de la siguiente forma segun su gravedad (Tabla 1).



Tabla 1. Clasificacion del retraso mental segun el ICD-10.

GRADO DE IQ EQUIVALENT~E EN CARACTERISTICAS
RM EDAD (EN ANOS)
Leve 50 - 69 9-<12 Algunas dificultades de aprendizaje en la

escuela. Muchos adultos son capaces de
trabajar, mantener buenas relaciones
sociales y contribuir a la sociedad

Moderado 35-49 6-<9 Retraso marcado del desarrollo en la
infancia, pero la mayoria pueden aprender
a desarrollar un cierto grado de
independencia en el cuidado personal, asi
como habilidades académicas y de
comunicacion. Los adultos necesitaran
distintos niveles de ayuda para vivir y
trabajar en la comunidad.

Grave 20-34 3-<6 Necesidad continua de ayuda.

Profundo <20 <3 Limitaciones severas en el cuidado
personal, continencia, comunicacion y
movilidad. Necesidad continua de ayuda.

La prevalencia del RM grave es muy inferior a la leve (0.4% frente al 2.5-3%),
pero sus causas parecen estar mucho mejor definidas. En el RM leve, los
condicionantes familiares, socioculturales y biomédicas son frecuentes. Entre las
causas que originan el RM, 30% parece ser de origen genético (cromosomico,
monogénico y multifactorial) y 15% de origen ambiental (como la asfixia neonatal
y las infecciones). El resto de casos (mas del 50%) presenta una etiologia
desconocida®. Aunque el proyecto Genoma Humano aporta informacién con
extrema rapidez sobre nuevas mutaciones en genes responsables de la
aparicion de esta discapacidad. La formacién, maduracién y funcionamiento del
cerebro son procesos largos y de enorme complejidad, por lo que son muchos
los factores que interfieren en ese desarrollo.

El RM puede o no acompafiarse de anomalias morfoldgicas en el paciente. Se

informa que un recién nacido con defectos morfologicos tiene 27 veces mas



riesgo de retraso mental comparado con recién nacidos sin estos defectos>°. Se
estima que entre el 40 al 80 % de los pacientes con RM tienen al menos dos
malformaciones congénitas asociadas, sin embargo en pocas ocasiones orientan

al diagnéstico’.

Aparte de esta clasificacion segun la gravedad, dentro del RM pueden
diferenciarse, ademas, formas sindrémicas o inespecificas, en funcion de otras
caracteristicas clinicas. Las formas sindromicas son aquellas en las que el RM
aparece siempre asociado a manifestaciones somaticas, neuroldgicas,
metabdlicas o conductuales. En estos casos, el RM podria ser una caracteristica
secundaria que aparece como consecuencia de un problema anatoémico o
bioquimico primario. En el caso de las formas inespecificas, el RM es el Unico
sintoma que muestran los pacientes, no estando asociado, por tanto, a
manifestaciones de cualquier otro tipo. Durante los ultimos 50 afios ha habido
progreso en entender la etiologia de formas sindromicas de RM, pero los clinicos
estan intentando entender la etiologia de las formas no sindrémicas de RM como
un reto actual. Estos analisis se han facilitado un poco por la disponibilidad de
casi toda la secuencia del genoma humano.

El RM no sindrémico puede representar una enfermedad genética compleja en la
que el fenotipo es debido a la interaccibn de varios genes diferentes. Esta
surgiendo un patron con genes importantes en el RM a través del andlisis de
genes que mapean en la region de anomalias cromosdmicas estructurales. La

caracterizacion precisa de deleciones, duplicaciones, translocaciones y sitios



fragiles a través de estudios de genética molecular permitird determinar qué

genes estan involucrados en RM.

1.1.1. RETRASO MENTAL DE ORIGEN GENETICO.

1.1.1.1. Etiologia del Retraso Mental de Origen Genético

El estudio del retraso mental es altamente complejo en la genética clinica debido
a la alta heterogeneidad que presenta. A pesar de numerosos estudios que
existen, mas de 50% de los casos tiene una etiologia desconocida. Alrededor de
15% estan causados por factores ambientales tales como malnutriciéon durante el
embarazo, infecciones, trauma pre o postnatal, asfixia neonatal, intoxicacion
materna o el sindrome alcohdlico fetal, mientras que 30% son de origen
genético. Las causas genéticas del RM abarcan anomalias cromosomicas
numericas y estructurales, los reordenamientos cripticos subteloméricos o

intersticiales, los factores monogénicos y multifactoriales®.

1.1.1.2. Causas CromosOmicas que originan Retraso
Mental

Las anomalias cromosdmicas numéricas o estructurales que se detecta por
citogenética convencional son aproximadamente 10% de los casos de RM leve y
40% del RM grave®. Aqui se incluye el sindrome de Down (SD) o trisomia 21,
que es la causa mas frecuente. Otras anomalias cromosOomicas que se
consideran responsables del RM en aproximadamente 12% de los casos son:

Cromosomopatias desbalanceadas, trisomias 18 y 13, anomalias en los

4



cromosomas sexuales, etc. En los dltimos afios, y gracias a los avances de la
citogenética molecular, como los analisis de FISH (hibridacién in situ
fluorescente), se ha visto que hay cuadros clinicos con pequefas deleciones y
mas raramente duplicaciones submicroscépicas que conllevan RM, como los
sindromes de Prader-Willi y de Angelman, originados en parte por una pequefia
microdelecion en el cromosoma 15q11-q13% y el sindrome de Williams con
microdelecion en el cromosoma 7g11.23'. Recientemente, pequefias anomalias
subteloméricas por reordenamientos anormales en los cromosomas pueden
explicar el 7% mas de los casos con RM grave'®. Esto es interesante, ya que
cada vez hay mayor conocimiento sobre la inestabilidad del genoma humano y
existe una elevada concentracion de genes muy propensos a sufrir
recombinacion, precisamente en las regiones subteloméricas debido a la gran
similitud de secuencias. Ademas, las investigaciones se centran no sélo en las
anomalias en si mismas, sino también en la practica de técnicas moleculares
mMAas precisas que las citogenéticas convencionales o la propia FISH y ya se
estudian las anomalias cripticas en pacientes con RM por métodos moleculares
mediante las técnicas MAPH (multiplex amplifiable probe hybridization), MLPA
(multiplex ligation- dependent probe amplification)’® y el estudio de las

variaciones en numero de copia del genoma.

1.1.1.3. Retraso Mental Ligado al Cromosoma X

Aproximadamente 2.6% de los casos con RM presentan el Sindrome de X Fragil.

Esta es la discapacidad mental mas frecuente en varones, después del



Sindrome Down (Prevalencia entre 1/4.500 y 1/8.000 varones), el cual
pertenece al grupo de enfermedades con RM ligado al cromosoma X (RMLX),
gue contribuyen al RM de causa genética en una proporcion que oscila entre el
25y el 50% del total de los casos. El grupo de las causas RMLX se ha hecho tan
grande que, a fecha de hoy™, se han descrito 140 trastornos de esta naturaleza,
de los cuales se han clonado 66 genes y se ha efectuado la localizaciéon
cromosomica de 50 familias. Entre los genes identificados se encuentra el
MECP2, responsable del sindrome de Rett'®, que origina la discapacidad mental
mas frecuente después del Sindrome Down. Asimismo, se han encontrado
mutaciones en el gen MECP2 en pacientes con RM de etiologia desconocida.
Ultimamente, se han identificado 20 nuevos genes dentro de esta categoria,
entre ellos, el gen FMR2, en el locus FRAXEY.

Varios genes han sido asociados a formas tanto sindromicas como inespecificas.
De hecho, 11 de los genes de MRLX estan también mutados en algun sindrome
y formas de retraso inicialmente calificadas de no sindromico o inespecifico. En

la Tabla 2 se muestran algunos de estos genes.

1.1.1.4. Causas Autosdémicas Monogénicas que originan

Retraso Mental

Se calcula que so6lo 6% del RM se debe a una causa autosémica monogénica.
Entre muchas de las dominantes, el RM se encuentra como secundario al
proceso fisiopatolégico que conlleva el sindrome, como es el caso de la

neurofiboromatosis y de la esclerosis tuberosa, entidades clinicas



Tabla 2. Genes implicados en formas sindrémicas e inespecificas de RMLX"™.

GEN LOCUS SINDROME
RPS6KA3 X p22.12 Sindrome de Coffin-Lowry
ARX Xp22.11 Sindromes de Partington, West,
Proud y XLAG
PQBP-1 Xp11.23 Sindromes de Renpenning,

Sutherland-Haan, Hamel, Golabi-
Ito-Hall y Porteous

FGD1 Xpl1.22 Sindrome de Aarskog
OPHN1 Xql2 Sindrome de RMLX-disgénesis
cerebelar
ATRX/XNP Xg21.1 Sindromes de RMLX-facies
hipotonica y Smith-Fineman- Myers
AGTR2 Xg23 Sindrome de RMLX-atrofia 6ptica
MECP2 Xg28 Sindromes de Rett y PPM-X
SLC6A8 X028 Sindrome de RMLX-convulsiones
SCMX/JARID1C Xpl11.22
NLG4N Xp22.31 RMLX con autismo y/o desorden del
desarrollo

producidas por mutaciones en genes supresores de tumores, 0 el caso de la
distrofia miotdnica de Steinert. Sin embargo, en otros sindromes considerados
hasta ahora como esporadicos se ha visto que se trata de mutaciones en genes
recientemente descritos y que, si se transmitieran, lo harian en dominancia. Es el

caso del sindrome de Sotos'® y del de Cornelia de Lange™.



Tabla 3. Genes autosémicos responsables de RM monogénico®.

GEN LOCUS SINDROME
Procesos de Neurogénesis
ASPM 1931 Microcefalia vera
CENPJ 13g12.2 Microcefalia vera
MCPH1 8p22-pter Microcefalia vera

Factores de transcripcion y cascadas de sefiales

CBP 16p13.3 Sindrome de Rubinstein-Taybi
DNMT3B 20ql11.2 Sindrome de Inmunodeficiencia
EP300 22¢q13.1 Sindrome de Rubinstein-Taybi
GTF211 7q11.23 Sindrome de Williams

NF1 17911 Neurofibromatosis Tipo |

Migracion neuronal

FCMD 9p31 Distrofia muscular de Fukayama
LIS1 17p13.3 Sindrome de Miller Dieker
POMT1 9q34 Sindrome de Walker-Warburg
POMT2 14924.3 Sindrome de Walker-Warburg
POMGNT1 1p34 Trastorno ojo-musculo-cerebro
RELN 7922 Lisencefalia

VLDLR 9p24 Lisencefalia

Diferenciaciéon neuronal

UBE3A 1511 Angelman



Entre las enfermedades genéticas autosdmicas recesivas que producen RM se
encuentran mayoritariamente los errores innatos del metabolismo (EIM). Los EIM
0 metabolopatias son alteraciones bioquimicas de origen genético, ocasionados
por un defecto especifico en la estructura o en la funcion de las moléculas
proteicas (enzimas) producto del gen. Entre ellas, la fenilcetonuria y la
galactosemia han sido las mas estudiadas no solo por su alta prevalencia sino
por el hecho de que su deteccion neonatal con posterior tratamiento y
seguimiento evita el RM?*. En la Tabla 3 se muestran algunos genes

responsables de RM monogénico.

1.2. TRASTORNO DEL ESPECTRO AUTISTA

El Trastorno del Espectro Autista (TEA) es una incapacidad relativa al desarrollo
mental que tipicamente aparece durante los tres primeros afios de vida. El
término autista fue utilizado por primera vez en 1943 para describir un trastorno
infantil caracterizado por la ausencia de interaccion social. Actualmente, autismo
se describe como un trastorno del desarrollo, que da lugar a diferentes grados
de alteracion del lenguaje, la comunicacién, las competencias sociales y la
imaginacion. Con frecuencia, estos sintomas se acompafian de
comportamientos anormales, tales como actividades e intereses de caracter
repetitivo y estereotipado, movimientos de balanceo, y obsesiones insdlitas hacia

ciertos objetos o acontecimientos®%°,



El autismo se incluye en el grupo de Trastornos Generalizados del Desarrollo
(TGD) junto con los sindromes de Asperger, Rett, trastorno desintegrativo de la
nifiez y Trastorno Generalizado del Desarrollo No Especificado, conocido por las
siglas PDDNOS?**®. Por otro lado, el autismo se asocia hasta en 80% con

retraso mental®’

, 'Y algunos de los loci implicados en autismo son comunes a
retraso mental. Una de las caracteristicas del trastorno autista es su dificil
diagndstico, debido a que existen gran variedad de fenotipos, niveles de
afectacion, diferentes sintomas durante el desarrollo, incluso en el mismo
individuo y a la ausencia de un marcador biolégico especifico. Hoy se
diagnostica mediante la entrevista diagndstica de autismo revisada (ADI-R) y la
escala de observacion del autismo (ADOS), antes de los tres afios®*?®, Los
estudios epidemiolégicos estiman que actualmente el trastorno autista afecta a
15-20/10.000 nacimientos y los TGD a 60/10.000, siendo mas frecuente en el
sexo masculino que en el femenino, en una proporcién de 4 a 1%°. Diferentes
estudios relacionan factores ambientales con el autismo. Entre ellos se
mencionan la exposicién a drogas, alcohol o ciertas medicinas durante el periodo
intrauterino, infecciones pre y postnatales con organismos como Haemophilus
influenzae, virus de la rubéola y la exposicién al mercurio. En cualquier caso,
estos estudios se refieren a un nimero pequefio de pacientes y no se han
hallado suficientes evidencias para llegar a una conclusion clara sobre el papel

de estos agentes®?,
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1.2.1. Causas genéticas del autismo

Se han encontrado evidencias sobre las bases genéticas del autismo: a) La
probabilidad de que una familia tenga algin miembro autista, es de 2-8% vy
superior en familias que ya tienen un individuo afectado; b) Los estudios de
gemelos para el autismo son mas concordantes entre gemelos monocigéticos
(60%-91% dependiendo del grado de afectacion considerado) que entre los
dicigéticos (0%-10%); y c) Algunos sintomas del autismo como fobias sociales,
preferencias por la rutina y dificultades en la comunicacion y adaptacion, son
mas frecuentes en familiares de autistas que en la poblacién general?®26:30-33,
Las bases genéticas del autismo son complejas, su transmisién no sigue la
herencia mendeliana simple, ni esta asociada a un gen, sino que son varios
genes y la interaccion entre ellos conducen a su desarrollo. Para identificar las

bases genéticas del trastorno autista se han realizado estudios citogenéticos®*%,

de asociacion®* !, de desequilibrio de ligamiento®**34%%° de expresion***° y con

modelos animales®.

1.2.2. Analisis de ligamiento y asociacion

Estudios de analisis de ligamiento han revelado regiones implicadas en la
etiologia del autismo en casi todos los cromosomas. La asociacion de algunas
regiones ha sido apoyada por mas de un estudio e incluye genes asociados al
trastorno autista; genes que participan en sistemas alterados en el autismo
(GABAérgico, glutamatérgico o de la serotonina); y/o genes cuyas alteraciones

causan caracteristicas del fenotipo autista. Por ejemplo, varios estudios
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describen la asociacion entre el autismo y las regiones 2q, 3q25-927, 3p25,
6q14-q21, 7931-936, 13q, 16p y 17q11-q21**?°. Las regiones 3p25- p26, 6p21,
17q11-g12, 15911-q13 y varias zonas de los cromosomas 7 y X. La region 3p25-
p26 resulta relevante porque en ella esta codificado el receptor de la oxitocina
(OT), asociado con el trastorno autista. En algunos pacientes se han detectado
niveles de OT mas bajos que en controles® y estudios en ratas y ratones
demuestran que los niveles de OT afectan a la capacidad de relacionarse,
explicando como este gen participa en el fenotipo autista®*>. Mutaciones del
receptor de glutamato 6 (GluR6), codificado en 6g21, también se han observado
en autistas®. Sélo algunas podrian afectar a la funcién de la proteina pero
debido a la importancia del glutamato en el desarrollo del cerebro, el aprendizaje
y la memoria y a las alteraciones del sistema glutamatérgico observadas en
pacientes, este gen resulta relevante en la patogénesis de dicho trastorno®*%°. El
cromosoma 7 es uno de los que mas se repite en los analisis de ligamiento y la
mayor parte de los genes asociados al autismo estdn codificados en este
cromosoma®®. Entre ellos destacan FOXP2, LAMB1, EN2, HOXA1l, GRMS,
NPTX2, WNT2, RELN y CAPS2#%%%38  Mytaciones de FOXP2 estan
relacionadas con alteraciones del lenguaje, LAMB1 promueve la migracion
neuronal y el crecimiento de las neuritas durante el desarrollo del SNC, EN2 es
un factor de transcripcién homeobox que actta durante la formacion del cerebro
y el cerebelo, HOXAL1 participa en el desarrollo del cerebro posterior, GMRS8 es
26,26

otro receptor de glutamato y NPTX2 es importante para la sinaptogénesis

Experimentos con ratones muestran que mutaciones de Wnt2 afectan a la
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capacidad de relacionarse®®. RELN participa en la migraciéon neural, en la
formaciéon de la corteza cerebral y en la sinaptogénesis. Niveles mas bajos de
esta proteina se han identificado en pacientes®® y se ha observado que en
familias autistas existe una tendencia a la transmision de un alelo de RELN que

41 Alteraciones de

contiene una expansion de trinucledtidos en su extremo 5
este gen afectan al desarrollo del cerebelo y la corteza, unas de las anomalias
encontradas en autistas?®. Ratones knockout para Caps2 muestran que la
adecuada liberacién de neurotrofinas (NT-3 y BDNF) mediada por CAPS2 es
indispensable para el desarrollo y funcionamiento normal del cerebelo,
incluyendo la diferenciacién neuronal, morfogénesis, sinapsis y el aprendizaje y
control motor®. La regién 17q11-q12 es relevante porque en ella se localiza el
transportador de serotonina (SLC6A4), y ademas de haberse identificado
mutaciones de este gen en autistas, se ha comprobado que los niveles de
serotonina en plasma son més altos en pacientes que en la poblacién control®%.
Mutaciones en MECP2, NLGN3 y NLGN4 codificados en el cromosoma X

también se han identificado en individuos afectados*®636

. Las neuroliginas 3y 4
(NLGN3, NLGN4) funcionan como moléculas de adhesion celular localizadas
postsinapticamente en sinapsis glutamatérgicas y GABAérgicas y son esenciales
para la sinaptogénesis. MECP2 participa en la impronta gendmica, ya que es un
represor transcripcional que se une a dinucledtidos CpG metilados en
promotores y recluta a HDAC1 y otras proteinas de la heterocromatina®’. El gen

SHANK3 que también es una proteina postsinaptica en las sinapsis excitatorias

donde se une directamente a las neuroliginas. Un estudio reciente soporta la
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asociacion del gen de la adenosina desaminasa (ADA) (20913.12) con el
autismo. Alteraciones en el metabolismo de las purinas y actividad reducida de
ADA se han observado en autistas®>®. El gen PTEN (Phosphatase and tensin
homolog) es un gen tumor supresor que tiene la habilidad de bloquear la
progresion del ciclo celular en la fase G1. Actla en la division nuclear tardia 'y es
importante en la preparacion para la replicaciéon del DNA durante el subsecuente
ciclo celular®’®®. Alteraciones en este gen se han relacionado con sindrome de
Cowden, macrocefalia, diversas neoplasias malignas y autismo?’.

Todos estos genes por las funciones que desempefian y los sistemas en los que
actian son buenos candidatos para participar en el desarrollo del autismo pero
algunos estudios de asociacién aun son contradictorios, posiblemente por la
heterogeneidad de fenotipos de la enfermedad?®®. En este sentido se ha
comprobado que determinadas regiones podrian estar mas relacionadas con el
desarrollo del autismo dependiendo del sexo del paciente o de su origen
ancestral. Las regiones 5p15.33, 9p24.1 y 11p13-p12 parecen estar asociadas al
desarrollo del autismo en mujeres, 5912.3 y 9933.3 en hombres y 2q y 79 en
familias de origen europeo, reflejando la complejidad de los factores genéticos
que afectan al autismo®. Se cree que la heterogeneidad clinica del autismo
refleja la complejidad de sus bases genéticas, involucrando a mudltiples loci,
heterogeneidad genética, fendbmenos epistaticos e interacciones entre factores

genéticos y medio-ambientales.
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1.2.3. Alteraciones gendmicas

Diferentes estudios muestran que 3-5% de los autistas presentan alteraciones
citogenéticas®**>. La mas frecuente es una duplicacién de la region 15q11-q13°%*
2 pero también se han observado deleciones de 2g37"%" 7q31 [164, 165],
22q11™ y 22g13.3"°. Las deleciones de 2g37 estan a menudo asociadas a
rasgos dismorficos, hipotonia, disfuncién renal y braquidactilia. En la region 7931
estan codificados los genes FOXP2, WNT2 y GMRS8, asociados también al
autismo. Deleciones de 22gll también se han observado en casos de
sindromes velocardiofacial, de DiGeorge y anomalias conotroncales, sindromes
con caracteristicas clinicas comunes con el autismo®. Szatmari et al.”” han
identificado CNVs asociados al autismo. El reordenamiento mas frecuente
relacionado con dicho trastorno son duplicaciones de la region 15q11-q13, como
demostraban los estudios anteriores. Observaron ademas 4 deleciones de 2p16
que afectan al gen de la neurexina 1 NRXN1. Esta proteina es interesante para
el origen del trastorno autista, ya que estd localizada presindpticamente y
participa en las sinaptogénesis glutamatérgicas y posiblemente GABérgicas,
ademds indica diferenciacion en dendritas mediante su interaccién con
neuroliginas y es requerida para la liberacion normal de neurotransmisores,
también asociadas al autismo. Asi estas alteraciones refuerzan la asociacion del
sistema glutamatérgico con el trastorno autista. Se han identificado 1 duplicaciéon
y 3 deleciones de la regién 17p12 y una duplicacion de 22q11.2. Duplicaciones
de 17p12 se han detectado en pacientes con CMT1A, deleciones de la misma

regibn en neuropatias, microduplicaciones en pacientes con retraso mental y
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déficit del lenguaje y microdeleciones en el sindrome de Smith-Magenis’®.
Utilizando microarreglos de alta densidad Marshall®
encontré 277 CNVs en 189 (44%) de 427 familias estudiadas. Estos CNVs no
estaban presentes en 1600 controles, aunque estos presentan numerosos
CNVs. Aunque la mayoria eran heredadas, 27 casos eran de novo. El CNV en
16p11.2 estaba en 4 de 427 familias y en ninguno de 1652 controles. Algunos de

los loci de autismo también son comunes en retraso mental.

1.3. DIAGNOSTICO GENETICO DEL RETRASO MENTAL

El Diagnostico del RM no es facil debido a su elevada heterogeneidad. Los
desarrollos en citogenética y bioquimica humana durante los Ultimos 50 afios
dieron lugar a la formacion de guias para la evaluacién de individuos con RM y
pruebas de laboratorio recomendadas como andlisis de cariotipo entre otras mas
recientemente incluidas. El primer paso es la exploracién clinica minuciosa
enfocada a la deteccidbn de anomalias mayores y menores, y la obtencion de
datos sobre antecedentes personales y familiares. En funcién de los datos
clinicos obtenidos, el protocolo de estudio dependera de si existe sospecha
diagnéstica clara de un sindrome que curse con RM o si por el contrario nos

encontramos frente a un caso de RM inespecifico.

1.3.1. RM sindrémico

Ante la sospecha de una cromosomopatia, se realizara:

e Cariotipo con una resolucién minima de 550 bandas.
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Estudios de metilaciébn cuando se sospeche de un sindrome causado por
genes sometidos a impronta gendmica, (Sindrome de Angelman), lo que
permitird conocer qué genes estan activos o inactivos.

Estudios de disomia uniparental con marcadores microsatélites

distribuidos a lo largo del cromosoma implicado.

En caso de sospecha de un sindrome monogénico (Sindrome de Rett: gen

MECP2 o sindrome de Coffin-Lowry: gen RPS6KA3) se realiza:

Estudio mutacional del gen correspondiente mediante diferentes técnicas
de busqueda de mutaciones como polimorfismos conformacionales de
una sola cadena (SSCPs), electroforesis en gel con gradiente

desnaturalizante (DGGESs) o secuenciacion directa de todo el gen’®.

1.3.2. RM inespecifico

En los casos en los que la evaluacion clinica no permita un diagndstico claro, el

protocolo establecido incluye el estudio de:

Cariotipo (>550 bandas): El estudio del cariotipo es un paso rutinario, a
pesar de que en los casos de RM no sindrémico practicamente no hay
cromosomopatias detectables mediante citogenética convencional.

Estudio molecular de la expansion CGG del gen FMR1 (Sindrome X
Fragil): Este estudio esta establecido en el protocolo de estudio de RM
debido no solo a que constituye la cause de RM hereditario mas comun
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entre los varones (30% de los casos de RMLX), sino también a que es un
estudio directo, facil y no tan costoso.

e Estudio de las regiones subteloméricas: Aproximadamente 6-10% de los
casos de RM inespecifico son debidos a reordenamientos en regiones
subteloméricas. En los ultimos afios se han descrito nuevos sindromes de
reordenamientos subteloméricos que cursan con RM vy facies dismorficas
(Knight 2000, De Vries 2003). Aunque las sondas de FISH subteloméricas
han sido hasta ahora el método mas usado para la detecciéon de
reordenamientos subteloméricos, la técnica de Multiplex Ligation Probe
Amplification (MLPA) se presenta actualmente como el método mas

eficiente para la deteccién de este tipo de reordenamientos’®.

1.3.3. Técnicas de Estudio del RM

Desde el descubrimiento de las bandas G en los afios 70, el andlisis del cariotipo
ha sido la principal herramienta para el diagndstico de alteraciones
cromosOomicas en RM tanto de aneuploidias totales o parciales como de
reordenamientos (translocaciones, microduplicaciones y microdeleciones). La
citogenética convencional tiene una resolucion de 6-10 Mb, por lo que la
identificacion de alteraciones submicroscopicas requiere de técnicas mas
sensibles. La aplicacién de nuevas tecnologias de citogenética molecular como

el FISH o el CGH ha permitido superar en parte esta limitacién’®.
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1.3.4. Técnicas Convencionales

La citogenética molecular inicio en 1977 con la hibridacién in situ de sondas de
DNA a cromosomas humanos. En 1991, Oberlé y colaboradores hicieron un
descubrimiento molecular en casos de retraso mental sindromico caracterizado
por fragilidad en el cromosoma X. El sindrome de X fragil es una forma comun
de RM hereditario. Oberlé descubrié que la fragilidad es debida a un repetido
inestable de DNA®. La disponibilidad de informacién de secuencia y mapeo
continuara impactando los estudios designados a determinar la etiologia de
trastornos del desarrollo y retraso mental. Esta informacion es de facil acceso a

través de varias bases de datos en internet.

1.3.6.1.Hibridacioén in situ Fluorescente

La técnica de FISH, desarrollada en los afios 80% supuso un gran avance para
la deteccion y confirmacion de rearreglos cromosdémicos que son mas finos que
el poder de resolucién de la citogenética convencional. Esta técnica se basa en
el marcaje de sondas de DNA con fluorescencia que posteriormente se
hibridaran al DNA de la muestra en un sitio blanco. La sensibilidad de la técnica
(80-100Kb) es muy superior a la citogenética convencional, por lo que un gran
namero de sindromes por microdelecion son directamente diagnosticados por
FISH. Las BAC (Bacterial Artificial Chromosome); PAC (P1l-derived Artificial
Chromosome) y YAC (Yeast Artificial Chromosome), son un tipo de “vectores” de
alta capacidad usados para clonar fragmentos de DNA de alrededor de 100-300

Kb. El marcaje de clones, ya sean BACs, PACs o0 YACs se ha convertido en una
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valiosa herramienta tanto para la caracterizacion detallada de puntos de rotura a
lo largo del genoma humano y la identificacion de genes responsables de
desordenes genéticos en base a su localizacion cromos6mica, como por la
construccion de bibliotecas gendmicas, en el Proyecto del Genoma Humano.

Una de las desventajas que tiene la hibridacion in situ es que es necesario
conocer la region que se quiere estudiar. Son estudios dirigidos a la confirmacion
de wuna sospecha diagnéstica de sindromes con microdeleciones o
microduplicaciones o confirmacion de resultados obtenidos mediante otras
técnicas como el MLPA o los arreglos de hibridacibn gendémica comparada

(CGH).

1.3.7. Hibridacion Genémica Comparada (CGH)

Esta técnica surgié en los afios 90 y permite la detecciéon de desequilibrios
cromos6micos abordando todos los cromosomas en un solo experimento®, lo
gue fue un gran avance sobre las técnicas citogenéticas y moleculares utilizadas
para el diagnostico hasta entonces. La CGH se basa en un proceso de
hibridacion competitiva. EIl DNA en estudio se marca con un fluorocromo
especifico (verde) y el DNA control marcado con otro fluorocromo diferente
(rojo). Estos DNAs se combinan y son hibridados en cromosoma humanos sin
anomalias. El analisis posterior se lleva a cabo con un programa informatico que
cuantifica la fluorescencia roja y verde a lo largo de los cromosomas,
estableciendo un perfil de la tasa de fluorescencia verde/roja para cada

cromosoma. Tasas entre 0.75 y 1.25 indican una cantidad relativa de DNA igual
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entre el DNA en estudio y el control, tasas superiores a 1.25 o inferiores a 0.75,
indican una ganancia o pérdida en el DNA problema, respectivamente®. Las
principales limitaciones de la CGH son la resolucién, ya que no detecta
reordenamientos cromosomicos inferiores a 5-10 Mb y tampoco permite detectar
alteraciones cromosomicas equilibradas. Ademas, es una técnica laboriosa con
la que no se obtienen resultados inmediatamente, sino hasta después de 72

horas.

1.3.8. Nuevas tecnologias en la deteccion de
rearreglos cripticos

El desarrollo de nuevas tecnologias mas sensibles cada vez apoya la deteccion
de rearreglos cripticos que muchas veces no pueden ser detectados con las
técnicas de citogenética convencional. En el area del RM, la aplicacion de estas
nuevas tecnologias como loa arreglos de CGH o los microarreglos de SNPs
(polimorfismos de una sola base), estan permitiendo la identificacion vy
caracterizacion de alteraciones cromosomicas desequilibradas que resultan en

variaciones en nimero de copias en el genoma.

1.3.6.1. Polimorfismos de un solo Nucleotido (SNPs)

Los SNPs (del inglés single nucleotide polymorphisms) o polimorfismos de un
s6lo nucledtido son cambios en la secuencia de DNA que ocurren en por lo
menos 1% de la poblacion y cada SNP se considera como un polimorfismo

bialélico en donde se cambia un solo nucle6tido por otro. Se estima que existe
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un SNP por cada 1000 pares de bases en el genoma humano y hay por lo
menos 10 millones de SNPs en comudn en la poblacion general, lo que constituye
90% de la variacion genética en la poblacion humana. Los SNPs pueden ser
sinbnimos, lo que significa que aun cuando un nucledtido cambia, no da lugar a
una modificacién en el aminoacido codificado. Por el contrario, los SNPs no
sinénimos si originan un cambio de aminoacido en la proteina resultante cuando
el SNP se encuentra en una region codificante. Ejemplo: El codon CAU codifica
para histidina, que es un aminoacido polar cargado, al igual que el codén CAC,
sin embargo CAA codifica para glutamina, que es un aminodacido polar sin carga,
el cambio de CAU a CAA daria lugar a una mutacidbn no conservativa por
cambiar un aminoacido por otro con propiedades diferentes. Existen
polimorfismos funcionales que pueden afectar genes de manera adversa
cambiando aminoacidos (SNPs no sindnimos), introduciendo codones de paro
prematuros, o generando cambios en sitios de splicing o regiones reguladoras.
Sin embargo, el significado bioldgico de estos polimorfismos aun esta en estudio.
Debido a su abundancia, estabilidad y distribucion homogénea a lo largo del
genoma, los SNPs ofrecen gran potencial para diagnosticar enfermedades

humanas mediante anélisis automatizado de microarreglos®.

1.3.6.2. Microarreglos de Alta Densidad

En la actualidad, se esta llevando a cabo una segunda revolucion en la biologia
y la medicina. Esto se debe a la capacidad cada vez mayor de analizar los

acidos nucleicos en forma global, tanto a nivel del DNA como del RNA
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(Gendmica). Los estudios masivos de &cidos nucléicos han desencadenado
cambios en la medicina que conducen a un enfoque mas global y menos
reduccionista. Con el advenimiento de la tecnologia de los microarreglos se
lograran analizar multiples anomalias y/o variaciones submicroscopicas en el
genoma humano en un solo experimento. Un arreglo (del inglés array) esta
conformado por wuna serie de elementos microscopicos ordenados
especificamente en una superficie plana. Los arreglos estan estructurados por
una superficie solida (vidrio, plastico o silicio), a la cual se unen una serie de
fragmentos de DNA o RNA vy constituyen una de las herramientas mas
importantes en la genomica porque permiten analizar varios segmentos del
genoma al mismo tiempo.

Existen diferentes tipos de arreglos de RNA y DNA. Los primeros se utilizan para
analisis cuantitativo de un transcrito. Los arreglos de RNA son utilizados para
conocer los niveles de expresion de genes y monitorear miles de transcritos de
forma simultanea. Con esta tecnologia se puede observar de forma casi
instantanea la expresion de todos los genes del genoma de un organismo y por
esta razon pueden ser utilizados para identificar genes que producen
enfermedades. Los diferentes niveles de expresion entre células sanas y células
patolégicas pueden ser responsables del fenotipo en los individuos afectados.
Los estudios con microarreglos de expresion han tenido una gran utilidad en el
estudio de diferentes tipos de cancer, ya que al analizar patrones de expresion

se puede predecir metastasis y contribuir a la clasificacion de los tumores.
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También se pueden utilizar arreglos para observar genotipos, 0 para cuantificar
el nimero de copias de un SNP determinado en una posicion fisica conocida
dentro del genoma humano, esto Ultimo se puede hacer de manera comparativa
simple (casos y controles), o pareada, con muestras del tumor y muestras de
sangre periférica u otro tejido libre de tumor del mismo paciente. Los
microarreglos de DNA para valorar nimero de copias son un método para
detectar pérdidas o ganancias con gran resolucién a lo largo del genoma. Los
arreglos de DNA para andlisis de nimero de copia son muy prometedores para
el uso clinico, ya que el DNA puede extraerse de tejidos preservados en parafina
y es biol6gicamente mas estable que el RNA. Se cree que los arreglos para el
analisis de nimero de copias comenzaran a desplazar a los de expresién como
herramienta clinica en el manejo del paciente con enfermedades multifactoriales,
defectos congénitos o cancer.

Recientemente, se han descrito segmentos de DNA con variacion en nimero de
copias (CNVs) en individuos fenotipicamente normales, éstas pueden ser
deleciones, o duplicaciones. El estudio de CNVs ha tenido un impacto profundo
en el conocimiento de las enfermedades, relacionando a diversas patologias con
el efecto directo de dosis génica (microdeleciones y microduplicaciones) o bien,
en forma indirecta a través de efecto de posicién. En el dltimo caso, el defecto
puede estar distante al gen que causa la enfermedad, sin embargo, puede tener
un efecto sobre la expresion génica. También se puede alterar la estructura del
genoma haciéndolo mas susceptible a cambios que pueden ocurrir en las mitosis

0 meiosis subsecuentes. Estas regiones también se han asociado con riesgo a
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enfermedades complejas y a diferentes locus relacionados con el desarrollo. Las
CNVs pueden predisponer a cambios genéticos funcionales o pueden servir
como sustrato para cambios evolutivos. Hace unos afos, las herramientas
metodoldgicas para poder detectar pequefias ganancias o pérdidas en el
genoma de menos de 50kb no eran accesibles y su costo era elevado. Las
CNVs son posibles causas de susceptibilidad a enfermedades complejas.
También pueden influenciar mediante efectos de posicion, o ser blanco de
cambios en la evolucion de los cromosomas. Las regiones de niumero de copia
variable tienen un promedio de 250Kb y cerca del 12% del genoma humano son
CNVs. Estas regiones variables contienen mas de 3000 genes que pueden estar
relacionados con enfermedades®. Se cree que estos cambios en el nimero de
copias son causados por eventos de recombinacion. Para una muestra en
particular, mientras mas grande sea la distancia genética entre dos marcadores,
es mas probable que ocurran cambios en el nimero de copia dentro de esta
region®,

Para validar la técnica de los microarreglos, Zhao X. et al en un estudio clasico
analizaron lineas celulares con numero de copias bien definidos. EI DNA
gendmico aislado de células con 1 a 5 copias del cromosoma X, fue digerido,
amplificado e hibridado a los microarreglos. Después de normalizar las sefales
de cada muestra, se digitalizaron las sefiales que representaban a cada SNP. La
relacion de la hibridacion de cada SNP fue computarizada para las lineas
celulares con 45X, 46,XX, 47,XXX, 48 XXXX, 49,XXXXX con respecto al

promedio de muestras normales 46,XX (Figural).
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Los numeros de copia observados en todos los SNPs del cromosoma X
correlacionaron con el nimero conocido de X. Este estudio motivd a muchos
investigadores a valorar el andlisis de niumero de copias en DNA de individuos

con rasgos fenotipicos de interés.

]
Inferred copy number

|
N
Inferred copy number

chi 1= ch 22 chr X chr - chr 22 chr ¥

'
3 it XKXXX

[
Inferred copy number

ehr - cir 22 ohr X chr - chr 22 chr &

Figura 1. Numero de copias del X de acuerdo a la dosis génica.

Otros tipos de arreglos, como los de re-secuenciacion, estan surgiendo como
una estrategia que podria reemplazar los métodos de rutina actuales para

conocer secuencias de DNA dentro del genoma humano vy facilitar la deteccion
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de mutaciones. Recientemente, se han comercializado arreglos que facilitan el
analisis de los patrones de metilacién en patologias relacionadas con impronta
gendmica. Aunque los arreglos se han utilizado principalmente en cancer, esta
tecnologia se usa también en estudios neurolégicos, de autoinmunidad,
trasplantes, endocrinologia de la reproduccién, trauma, sépsis y enfermedades
cardiovasculares®. Entre otras aplicaciones, los arreglos de SNPs pueden ser
utilizados para identificar variaciones entre individuos o diferentes poblaciones.
Estos SNPs podrian ser los responsables de la mayoria de la variacion
genotipica dentro de una poblacion, y la fuente de susceptibilidad a distintas
enfermedades. En general, la aplicacion de estas técnicas de genotipificacion es
usada para conocer la predisposicion a enfermedades. Los arreglos de SNPs
también son utilizados para identificar mutaciones somaticas, como la pérdida de
heterocigocidad, la amplificacion o ganancia de regiones de DNA en el genoma
individual de pacientes afectados.

La re-secuenciacion, o secuenciacion por hibridaciéon se convertira en el método
de rutina para diagnéstico molecular de algunas enfermedades en las que ya se
conoce el gen responsable de la enfermedad®. Por ejemplo, los arreglos son la
herramienta ideal para el estudio de neoplasias, ya que permiten evaluar nimero
de copias y pérdida de heterocigocidad simultdneamente en todo el genoma®.
Las regiones variantes en el nimero de copias que son demasiado pequefias
para verse por citogenética convencional o molecular, pueden detectarse
facilmente y con mayor resolucién utilizando microarreglos de &cidos nucléicos.

Los tamizajes genéticos son una herramienta poderosa cuando se tienen
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enfermedades monogénicas en las que hay relaciones genotipo-fenotipo
directas, pero en el caso de enfermedades complejas como el autismo esto
resulta muy lento y poco costeable. Sin embargo, las pruebas moleculares
pueden evaluar la susceptibilidad genética para el autismo o identificar formas
monogénicas raras de la enfermedad. Esto es muy relevante para las buenas
practicas clinicas por 2 razones: |- La identificacion de variantes de
susceptibilidad pueden permitir la implementacion de programas de prevencion o
identificar causas genéticas exactas y Il.- Asi disminuir los niveles de ansiedad
de los padres de los afectados, lo que incrementa el cumplimiento de

intervenciones médicas y de programas de rehabilitacion.
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2. JUSTIFICACION

Existen muchas enfermedades para las cuales se desconoce gran parte, 0 se
ignora por completo las bases moleculares de su fisiopatologia. Los pacientes
con patologias representativas de dichas enfermedades pueden ser utilizados
como modelos biolégicos para estudiar y entender las diferentes vias de

sefializacién implicadas en el desarrollo normal.

Los microarreglos son una herramienta ideal cuando se cuenta con escasa, 0 no
se tiene informacidn bioldgica suficiente, ya que la simple cuantificacion y
analisis de los datos obtenidos, puede convertirse en nuevas propuestas 0 en
disefios de experimentos mas dirigidos o enfocados a un area en particular.
Llevando a cabo la bisqueda de genes de enfermedades por medio de analisis
de ligamiento y estudios de asociacion se contribuye a la diseccion de la
variacion en el genoma humano y el desarrollo de métodos para analizar su

variaciéon en muestras grandes.

Pretendemos realizar el andlisis genémico mediante microarreglos de alta
densidad de SNPs en pacientes pediatricos con el TEA y RM para identificar
regiones con pérdidas o ganancias en el genoma. Ademas de la relevancia
clinica del diagnéstico a través de microarreglos; esta técnica en un futuro puede
ayudar a la identificacion de marcadores moleculares relacionados con el

autismo y el retraso mental.

29



Este es el primer estudio en nuestro pais en el que se aborda el andlisis
gendmico de pérdidas y ganancias asociadas al Retraso mental y al

Trastorno del espectro autista.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar regiones candidatas en el genoma relacionadas con el Trastorno del

Espectro Autista y el Retraso Mental mediante microarreglos de alta densidad.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Analisis de regiones variables en nimero de copias (CNVs) de un grupo
de pacientes con el Trastorno del Espectro Autista (TEA) y Retraso

Mental (RM)
e Comparacion de los datos de los pacientes con sus padres para identificar
diferencias en el nUmero de copias contra individuos normales. Y poder

determinar si los CNVs presentes en los casos son heredados o de novo.

+ |dentificacion de regiones candidatas en el genoma ligadas al TEA o0 RM

donde se encuentren los CNVs de novo.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A continuacién se muestra la estrategia experimental general de la presente

investigacion (Figura 2).

ESTRATEGIA
EXPERIMENTAL

CLASIFICAR CNVs »
GANANCIAS O
ANALISIS DE - PERDIDAS
NUMERO DE

COPIA # CLASIFICAR CNVs
REPORTADAS -

CNVs HEREDADOS

CNVs DE NOVO

¥

SELECCION DE GENES
PRESENTES EN LOS
CNVs DE NOVO

Figura 2. Estrategia experimental.

CLASIFICAR CNVs
POR LONGITUD

CONSERVAR CNVs
>200Kb

¥

FILTRAR CNVs

PRESENTES EN
Redon et al.

¥

CLASIFICAR CNVs
PCR HERENCIA
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4.2. PACIENTES

Se incluyeron en el estudio 12 casos de pacientes con Trastorno del espectro
Autista y Retraso mental que provienen del Servicio de Genética del Hospital
General de México.

Como controles fueron utilizados los padres de los pacientes, quienes son
clinicamente sanos. A los casos y controles se les asigné un codigo que a
continuacion se muestra (Tabla 4).

Tabla 4. Codigo de identificacion de casos y controles.

CASO SEXO CONTROL CONTROL
PADRE MADRE

6.01 M 6.11 6.12
9.01 M 9.12
19.01 M 19.11 19.12
25.01 F 25.12
45A M 45.12
45B F 45.12
49.01 F 49.11 49.12
58A M 58.11 58.12
58B F 58.11 58.12
61.01 M 61.12
64.01 M 64.11 64.12
77.01 M 77.11 77.12
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Tabla 5. Total de casos y controles divididos

SEXO # CONTROLES CONTROLES INDIVIDUOS
FEMENINO 4 MADRES
MASCULINO 8 PADRES
CASOS 12 6 10 28

4.3. MUESTRAS

Se extrajo DNA a partir de sangre periférica de pacientes de la clinica de retraso
mental del Hospital General de México, con el kit de extraccion de DNA
Versagene DNA Purification Kit (Gentra, MN, USA). EIl DNA gendmico inicial
debe ser de doble hebra, libre de inhibidores, sin contaminantes y no degradado.
La calidad del DNA se analizo por electroforesis y espectrofotometria

Biophotometer (Eppendorf). Lecturas a 260 y 280 nm..

4.4. PLATAFORMA GeneChip 500K

El DNA obtenido de los pacientes se analizo mediante el uso de microarreglos
de alta densidad Gene Chip 500K de Affymetrix (Figura 3), que contiene
oligonucledtidos especificos que permite identificar SNPs distribuidos en el
genoma a una distancia promedio inter-marcadores de 5.8 Kb, lo que representa

el sondeo de mas del 80% del genoma humano.
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Figura 3. Arreglo Affymetrix GeneChip Human Mapping 500K Array.

Para el procesamiento de la muestra se utilizé el kit GeneChip Affymetrix

Mapping 250K Assay (Tabla 6).

Tabla 6. Reactivos necesarios Affymetrix Mapping 250K Assay Nsp |.

GeneChip Affymetrix Mapping 250K Assay

Adaptador

Primer 002

DNA gendmico de referencia 103
Reactivo de fragmentacion

Buffer de fragmentacién 10x
Reactivo de marcaje de DNA
Deoxinucleotidil transferasa terminal
Buffer para la transferasa

Reactivo Oligo control, 0100

Dos oligonucleétidos especificos que se unen a los
extremos cohesivos

Oligonucleétidos que reconocen el adaptador ligado a
cada fragmento de DNA durante la PCR
Control positivo de DNA humano

DNasa | para fragmentar los productos de PCR
Buffer utilizado en la reaccién de fragmentacion
Marcaje de biotina para los amplicones.
Enzima utilizada para el marcaje

Buffer para el marcaje

Mezcla de 5 oligonucle6tidos marcados que se hibridan a
las regiones control de los arreglos

Cada arreglo utiliza una enzima de restriccion diferente; un arreglo utiliza la

enzima de restriccién Nspl con 262 000 SNPs, mientras que el de la enzima Styl

solamente contiene 238 000 SNPs. En breve, se digieren 250ng de DNA

gendmico total con una de las enzimas y se liga a un adaptador que reconoce

las 4 pares de bases de los extremos cohesivos. Para amplificar los fragmentos

35




de DNA, se uso un primer genérico que reconoce el adaptador. Mediante una
PCR se amplificaron fragmentos de 250 a 1100pb, los cuales se cortaron con
DNAsal para obtener fragmentos menores a 180pb. Posteriormente se marcaron
e hibridaron en el chip. Por ultimo se realizo una contratincion y se escanearon
con un Scanner 3000 7G Affymetrix (Figura 4).

Posteriormente, se procediod al analisis de los resultados mediante el uso del

Software especializado GCOS 1.4 (GeneChip Operating Software).

DNA DIGESTION —_—
. A [ )
Nsp | Nspl Nspl
LIGAMIENTO
| — | PCR \ 4
< — ——]
E P e —

N ==

FRAGMENTACION Y 2N . 5 }

MARCAJE . ;
= == HIBRIDACION

Figura 4. Esquema del procesamiento de los Microarreglos.

4.5. Procedimiento

4.5.1. Preparacion del DNA

Se determino la concentracion del DNA gendmico y se diluyé con amortiguador
(EDTA 0.1mM, Tris HCI 10 mM): a una concentracion de 50ng/ul. En total se

prepararon 15ul de DNA gendmico (total 750ng).
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4.5.2. Digestion

En el area de pre-PCR se digirieron 500ng de DNA gendmico con una de las
enzimas. Las concentraciones y condiciones utilizadas en la reaccion se

muestran a continuacion (Tablas 7 y 8):

Tabla 7. Reactivos utilizados en la mezcla de digestion.

MEZCLA DE REACCION

Reactivo (stock) Volumen (ul)
Agua 19.5
NE Buffer2 (10x) 4
BSA(10x) 4
Nspl (10U/pl) 2
DNA 10
Volumen final 39.5

Tabla 8. Condiciones de temperatura y tiempo de Digestion.

PROGRAMA DE
DIGESTION

Temperatura Tiempo

37°C 120min
65°C 20min
4°C hold

Para verificar que el DNA fue digerido, se corrié en un gel de agarosa al 1%, 2.0

ul de DNA sin digerir (100ng) y 7.9 ul de DNA digerido (100ng).
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4.5.3. Ligamiento
Los extremos cohesivos de cada fragmento de DNA se ligaron a una secuencia
corta que funciono como adaptador para el primer. Las concentraciones y

condiciones de la reaccion se muestran a continuacion (Tablas 9y 10):
Tabla 9. Reactivos parala mezcla de ligamiento.

MEZCLA DE REACCION

Reactivo (stock) Volumen (ul)
Adaptador Nspl (50 mM) 0.75
Buffer T4 DNA ligasa (10X) 2.5
T4 DNA ligasa (400U/ml) 2.0
DNA digerido 19.75
Volumen final 25.00

Tabla 10. Condiciones de temperatura y tiempo de Ligamiento.

PROGRAMA DE
LIGAMIENTO

Temperatura Tiempo

16°C 180 min
70°C 20 min
4°C hold

Al terminar la reaccién de ligamiento se diluyeron 25ul de DNA ligado con 75 pl

de agua fria ultradestilada.
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45.4. PCR

Durante la reaccion de PCR se utilizé un oligonucleétido comun que se une al
adaptador ligado a cada fragmento de DNA del paso anterior. Se realizaron 3
reacciones de 100ul cada una por cada muestra con el fin de obtener la cantidad
necesaria de producto de PCR para la fragmentacion (90ug) e hibridacion. Se
agrego una mezcla de PCR sin DNA, como control blanco con el fin de identificar
posibles contaminaciones. Se prepar6 la mezcla en hielo con 90ul de mezcla de

PCR y 10ul de DNA ligado (Tablas11 y 12).

Tabla 11. Reactivos utilizados en la mezcla de PCR.

MEZCLA DE REACCION VOLUMEN
Reactivo (stock) (u)  3X+bco (ul)
Agua 39.5 158.0
TITANIUM Taq PCR Buffer (10X) 10 40.0
G-C melt (5M) 20 80.0
dNTP (2.5mM) mix 14  56.0
Primer 002 (100uM) 45 18.0
TITANIUM Tag DNA polimerasa 2 8.0
(50X)

Reaccién de ligamiento 10 -
Volumen final 100 360

Tabla 12. Programa de Amplificaciéon (PCR).

PROGRAMA

Ciclos Temperatura Tiempo

1 94°C 3 min
94°C 30 seg
30 60°C 45 seg
68°C 15 seg
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1 68°C 7 min
4°C hold

Se realizo el programa de amplificacion en las condiciones indicadas y
posteriormente se corren 3ul de cada PCR en un gel de agarosa para observar

productos de PCR de 250 a 1100pb.

45.5. Purificacion de Productos de PCR

La purificacion se realiz6 mediante el Clean-up Kit. Brevemente, se agregaron
8ul de EDTA 0.1M a cada reaccion de PCR, se mezclaron las 3 reacciones y se
colocaron en un solo pozo. A este pozo se le aplicé vacio a 600mbar hasta
guedar completamente seco. Se llevaron a cabo 3 lavados con 50ul de agua
grado biologia molecular, aplicando 600mbar de vacio hasta secar. Se eluyd
con 45ul de amortiguador RB y se agité la placa durante 10 minutos a 1000
revoluciones por minuto para asegurar la elucién y finalmente se transfirid la

muestra a un tubo estéril para cuantificarla por espectrofotometria.

4.5.6. Fragmentacion

Para lograr una hibridacion mas eficiente, esta reaccion se realizo para obtener
fragmentos menores a 180 pares de bases. El producto de PCR purificado se
diluy6é a una concentracion de 90ug/45ul y se agregaron 5ul de amortiguador de
fragmentacion y 5ul de la siguiente mezcla de fragmentacién conservada en

hielo (Tablas 13y 14):
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Tabla 13. Reactivos utilizados en la mezcla de Fragmentacion.

Mezcla de fragmentacion Volumen

Reactivo (stock) 2U/ul
Agua 52.5
Buffer de fragmentacion 10X 6
Reactivo de fragmentacion 1.5

Tabla 14. Programa para la Fragmentacion.

PROGRAMA PARA
FRAGMENTACION

Temperatura Tiempo

37°C 35 min
95°C 15 min
4°C Hold

Se incubd en las condiciones adecuadas, y como control de calidad se corrieron
3ul de la muestra fragmentada en un gel de agarosa al 2% para observar

fragmentos menores a 180 pares de bases. Inmediatamente después se

procedio al marcaje.

4.5.7. Marcaje

Los fragmentos obtenidos en la reaccidén anterior se marcaron agregando 19.5ul

de la siguiente mezcla (Tablas 15 y 16).
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Tabla 15. Reactivos utilizados en la mezcla de Marcaje.

Mezcla de reaccion Volumen
Reactivo stock (ul)
Buffer 5X TdT 14
Gene Chip DNA labeling reagent 2
TdT enzyme (30U/pl) 3.5
Volumen final 19.5

Tabla 16. Programa para el Marcaje.

PROGRAMA DE
MARCAJE

Temperatura Tiempo

37°C 4 horas
95°C 15 min
4°C hold

4.5.8. Hibridacion

Se agregaron 190ul de la mezcla de hibridacion a 70ul de la muestra marcada

(Tabla 17).

Se incubaron a 95°C durante 10 min, se mantuvo a 49°C, luego se inyectaron
200ul al GeneChip 500K Affymetrix de la enzima correspondiente. Este Ultimo se

incubo 18 horas a 40°C agitando a 60 rpm en el horno de hibridacién (Figura 5).
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Tabla 17. Reactivos utilizados en la mezcla de hibridacion.

MEZCLA DE HIBRIDACION

Reactivo Ix (ul)

MES (12X, 1.22M) 12
Denhart’s sol (50X) 13
EDTA (0.5M) 3
HSDNA (10mg/ml) 3
OCR. 0100 2
Human Cot-1 DNA (1mg/ml) 3
Tween-20 (3%) 1
DMSO (100%) 13
TMACL 140
Volumen total 190

Figura5. Horno de hibridacion.

4.5.9. Lavado, Tenido y Escaneo

Al terminar el tiempo de hibridacion se elimino la mezcla de hibridacion y se lleno

el Gene Chip con 260ul de amortiguador de mantenimiento (Tabla 18).
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Tabla 18. Reactivos utilizados en la mezcla de amortiguador de mantenimiento.

AMORTIGUADOR DE
MANTENIMIENTO

Reactivo Volumen (ml)
Agua 73.1
Buffer MES 12X 8.3
NaCl 5M 18.5
Tween-20 10% 0.1
Volumen final 100ml

Se colocé el chip en la estacion de fluidos GeneChip Fluidics Station 450 de

Affymetrix, donde se llevaron a cabo lavados con las siguientes soluciones:

Solucion SAPE en la posicion 1 de la estacion de fluidos. 594ul de
amortiguador de tincion + 6ul de estraptavidina-ficoeritrina (SAPE) =
600pl,

Solucion de anticuerpo biotinilado en la posicion 2 de la estacion de
fluidos, 594ul de amortiguador de tincion + 6ul de anticuerpo biotinilado
(0.5mg/ml), y por ultimo,

Amortiguador de mantenimiento 800ul en la posicién 3 de la estacion de
fluidos (Figura 6). Por ultimo se generaron las imagenes en el escaner

(Figura 7).
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Figura 6. Estacién de fluidos Affymetrix.

Figura 7. Scanner 3000 7G Affymetrix.
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4.6. ANALISIS DE MICROARREGLOS

Se analizaron 12 casos y 18 controles con la plataforma Affymetrix y se
exportaron los datos a una computadora con 24Gb de memoria RAM y se
analizaron las pérdidas y ganancias gendémicas con los programas p GCOS 1.4,

GTYPE 4.1.0.26 y CNAT 4.0.

Para obtener el nimero de copia en los casos se utilizo a uno o dos padres
biol6gicos dependiendo de la disponibilidad de muestra. En 5 de los 12 casos se
utilizo solo la madre del caso como control y en los otros 7 casos se utilizaron a
ambos padres como grupo control. Para obtener el nUmero de copias de los 18
padres biolégicos que fueron usados como controles previamente, fueron
considerados como casos Yy analizados uno por uno usando a un grupo control
especifico formado por todos los otros padres biolégicos, es decir 18-1controles.
Este batch de controles mexicanos sanos fue diferente para cada uno de los
analisis, pero siempre usando 15 individuos tomados de los 6 padres y 10
madres disponibles (Tabla 5).

Una vez que se tuvo los datos de nimeros de copias de los casos y los controles
por separado, se procedi6 a clasificar los CNVs por longitud (<200Kb, >200Kb) y
se eliminaron los <200Kb para reducir los falsos positivos, ya que la mayoria de
estas son variantes polimorficas y consideradas benignas. En una segunda fase
se retomaron las ganancias y pérdidas <200Kb y se subdividieron en regiones
confirmadas por ambos microarreglos del sety aquellas detectadas por solo uno

del par. Los cambios en el numero de copia >200Kb se clasificaron en >500Kb y
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>de 999Kb. Estos ultimos se filtraron en reportados previamente y los no
reportados en la literatura o bases de datos. Para ello se utilizo como criterio
para ser eliminado >95% de sobrelapamiento con un CNV ya reportado
previamente y conservando los que no mapean dentro de estas regiones
reportadas. Las alteraciones >200Kb fueron comparadas con la misma regién en
su madre o0 en ambos padres biolégicos para considerarlas heredadas o de
novo. Por Ultimo se mapeo las regiones de novo y los genes dentro de estas.

Lo mismo se llevo a cabo utilizando 3 programas de analisis de niumero de

copias para tomar en cuenta solo lo presente en 2 0 mas programas.
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REPORTADOS DE LOS
CASOS CONTROLES CASOS CONTRA LAS
CADAPADRE VS GRUPOTODOS GANANCIAS Y PERDIDAS
BIOLOGICO PADRES RMs (16) DE LOS PADRES.

5. RESULTADOS

Se analizaron 12 casos y 18 controles con la plataforma Affymetrix y se
exportaron los datos a una computadora con 24Gb de memoria RAM vy
procesador intel destinada al analisis con el programa GCOS 1.4. El genotipo se
obtuvo usando GTYPE 4.1.0.26 vy el andlisis de numero de copia con el
programa CNAT 4.0 integrado en el GTYPE 4.1.0.26; ademas se utilizo

GenotypeColour para visualizar los SNPs y CNVs %
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Se clasificaron las lesiones gendémicas en ganancias y pérdidas obtenidas de
acuerdo a su longitud basada en la posicion fisica de el primer y Gltimo SNP para

inicio y fin de la alteracién gendémica respectivamente.

Las diferentes clasificaciones incluyeron lesiones >200 de Kb, lesiones >500Kb y
>999Kb. Todos los subgrupos por longitud de alteracibn gendmica fueron

subdivididos en CNVs previamente reportados en Redon et al.®®

, yen CNVs no
reportados. De los 163 CNVs encontrados, 117 (71%) fueron menores de 200Kb
y se eliminaron para el posterior analisis. Solamente las regiones con ganancias

o pérdidas >200Kb se tomaron en cuenta para su analisis detallado.

Se verifico la presencia de estas ganancias y pérdidas en los padres biol6gicos
para confirmar o descartar la posibilidad de ser heredados. Todas las ganancias
se encontraron presentes en los padres, lo que indica que no eran ganancias de
novo. Cuatro de las pérdidas encontradas en pacientes no estuvieron presentes
en los padres biolégicos de esos 4 casos. Estas pérdidas se localizaron en

4p16.3, 3923 y 18921.33 indicando que no fueron heredadas.
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Figura 8. Deleciones de novo en 3923, 4p16.3,y 18g21.33. En el eje de las Y se muestra el
nimero de copias para 4 casos y en el eje de las X se muestra cada uno de los

cromosomas iniciando por el 1 laizquierda y terminando por el 22 a la derecha.
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A continuacién se presentan los datos de pérdidas y ganancias encontrados en
el genoma de pacientes con RM y TEA. Se encontraron 163 pérdidas y
ganancias en total, siendo 46 las que fueron >200Kb, que corresponde a un
29%. Las pérdidas y ganancias <200Kb son 117, que corresponde a un 71%

(Tabla 19).

Tabla 19. Regiones clasificadas por longitud. La mayoria de las regiones son de >1Kb y

<200Kb.

EVENTO GENOMICO TAMANO NO. FRECUENCIA %
PERDIDAS Y GANANCIAS >200Kb 46 0.2822 29%
PERDIDAS Y GANANCIAS <200Kb 117 0.7177 71%
PERDIDAS Y GANANCIAS TOTAL 163 1 100%

Al analizarse las CNVs encontradas de acuerdo a la informacién sobre ellas, se
observé que la mayoria de las CNVs >200Kb no estaban previamente
reportadas como regiones que normalmente se encuentran con repeticiones o
pérdidas en poblacién general (Tabla 20).

Se encontraron regiones clasificadas por su status actual con respecto a si
pertenecen a CNVs ya reportados y por lo tanto sin relevancia clinica o0 CNVs no

reportados, los cuales son los que se considerarian como regiones candidatas
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para patologias. La mayoria de las regiones <200Kb son reportadas como CNVs
presentes normalmente en individuos sanos del HapMap este set de datos

formado por 4 poblaciones de diferentes continentes Redon et al®.

Tabla 20. Regiones clasificadas por status actual. La mayoria de las regiones >200Kb son no
reportadas (NO CNVSs).

PERDIDAS Y GANANCIAS
>200Kb
CNVs CNVs NO TOTAL
REPORTADAS REPORTADAS

30% 70% 100%

Por el contrario, con respecto a las CNVs encontradas correspondientes al
tamafio de <200Kb, se observé que la mayoria ya estan reportadas como

regiones naturales de CNVs en poblacion normal (Tabla 21).

Tabla 21. Regiones con pérdidas y ganancias <200Kb divididas en CNVs normales y
CNVs no reportados.

PERDIDAS Y GANANCIAS

<200Kb
CNV NO CNV TOTAL
66% 34% 100%
77 40 117

53



Asimismo, las regiones pueden ser clasificadas de acuerdo a su longitud. La
mayoria de las regiones reportadas como CNVs previamente reportadas de
<200Kb fueron detectadas por ambos microarreglos del set de 500K de
Affymetrix, mientras que 19 de las regiones fueron detectadas por un solo SNP

en uno de los dos microarreglos del set (Tabla 22).

Tabla 22. CNVs previamente reportadas. La mayoria de las regiones < 200Kb son reportadas
como CNVs en individuos sanos.

CNVs PREVIAMENTE REPORTADAS <200Kb
PERDIDAS Y GANANCIAS
CNV 1SNP CNV<200 TOTAL

19 58 1

Con respecto a las regiones no reportadas como CNVs con anterioridad de
<200Kb, la mayoria fueron detectadas por ambos microarreglos del set de 500K
de Affymetrix, mientras que 7 de las regiones fueron detectadas por un solo SNP

en uno de los dos microarreglos del set (Tabla 23).

Tabla 23. CNVs no reportadas previamente.

CNVs NO REPORTADAS <200Kb
PERDIDAS Y GANANCIAS
NO CNV 1SNP NO CNV<200 TOTAL

7 33 40
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El porcentaje de pérdidas y ganancias <200Kb es muy similar con 49.57% de
ganancias. La mayoria de las regiones son previamente reportadas (77) (Tabla
24). En la Tabla 25 se puede observar un resumen de las pérdidas y ganancias

gendmicas totales y CNVs reportadas o no previamente.

Tabla 24. Informacion General de Pérdidas y Ganancias <200Kb reportadas y no
reportadas previamente.

PERDIDAS Y GANANCIAS <200Kb

NO CNVs CNVs TOTAL
PERDIDAS 25 34 59
GANANCIAS 15 43 58
PERDIDAS Y GANANCIAS 40 77 117

Tabla 25. Informacion General de Pérdidas y Ganancias <200Kb.

EVENTO GENOMICO NUMERO
PERDIDAS TOTALES 14
GANANCIAS TOTALES 32
PERDIDAS Y GANANCIAS TOTALES 46
PERDIDAS CNV 8
GANANCIAS CNV 24
PERDIDAS Y GANANCIAS CNV 32
PERDIDAS NO CNV 6
GANANCIAS NO CNV 8
PERDIDAS Y GANANCIAS NO CNV 14
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Las regiones >200Kb obtenidas se clasificaron en ganancias o pérdidas de
acuerdo a su longitud (Tabla 26) y en regiones por status actual, ya sea

reportadas previamente (CNVs) o no reportadas (NO CNVs) (Tabla 27).

Tabla 26. Informacion de las Pérdidas y Ganancias Gendmicas por su longitud.

PERDIDAS Y GANANCIAS >200Kb

>999Kb. >500Kb. >200Kb. TOTAL
12 9 25 46
>999Kb.NO CNV >500Kb.NO CNV >200Kb.NO CNV NO CNVs
4 3 7 14
>999Kb CNV >500Kb CNV >200Kb CNV CNVs
8 6 18 32

Tabla 27. Informacion General de Pérdidas y Ganancias >200Kb reportadas y no
reportadas previamente.

PERDIDAS Y GANANCIAS >200Kb

NO CNVs CNVs TOTAL
14 32 46
0.3043 0.6956 1.00
30% 70% 100%

Se decidié que el analisis se enfocaria en el estudio de las pérdidas y ganancias
>200 Kb, debido a que este tipo de eventos gendmicos son los que se han

encontrado con una mayor significancia clinica. A continuacion se expone la
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organizacion de las regiones >200Kb que se encontraron reportadas en la
literatura clasificadas por deleciones o duplicaciones. La mayoria de las regiones
de esta longitud son duplicaciones (75%) (Tabla 28).

Tabla 28. Pérdidas y Ganancias >200 Kb Reportadas previamente.

PERDIDAS Y GANANCIAS REPORTADAS

>200Kb
PIERDE GANA TOTAL
8 24 32
0.25 0.75 1.00
25% 75% 100%

Las regiones >200Kb no reportadas previamente en la literatura se muestran en
la Tabla 29 y se clasifican en deleciones o duplicaciones. También la mayoria de

las estas regiones de esta longitud son duplicaciones (57%).

Tabla 29. Pérdidas y Ganancias >200 Kb No Reportadas previamente.

PERDIDAS Y GANANCIAS NO REPORTADAS

>200Kb
PIERDE GANA TOTAL
6 8 14
4285 5714 1.00
43% 57% 100%

A continuacion se representan las regiones ganadas y perdidas no reportadas
previamente >200Kb clasificadas por longitud de la regiéon. EI 50% de las

regiones son mayores a 1Mb (Tabla 30).
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Tabla 30. Ganancias Y Pérdidas >200Kb no reportadas.

EVENTO

GANANCIAS >200Kb

PERDIDAS >200Kb

En las siguientes tablas se presenta la informacion general de algunas ganancias

(Tabla 31) o pérdidas (Tabla 32) >200 Kb como: El cédigo del paciente afectado,

>999Kb

1

3

LONGITUD
>500Kb >200Kb
2 5
1 2

TOTAL

longitud, locus, posicién de inicio y término y nimero de copias.

CASO

25.01

25.01

58.01B.

58.01A.

9.01

9.01

9.01

9.01

Tabla 31. Regiones >200Kb con incremento en el niGmero de copias.

CROMOSOMA

21

11

19

LONGITUD

312 775

217 335

977 951

262 902

208 471

281 648

502 021

1226 343

GANANCIAS>200Kb

CATEGORIA

>200Kb.NCNV

>200Kb.NCNV

>500Kb.NCNV

>200Kb.NCNV

>200Kb.NCNV

>200Kb.NCNV

>500Kb.NCNV

>999Kb.NCNV

POSICION
DE INICIO

61 742 206

91 545 857

44 797 873

44 872 313

46 210 621

22 615 409

46 421 970

41 212 605

POSICION DE COPIAS

TERMINO

62 054 981

91 763 192

45 775 824

45135 215

46 419 092

22 897 057

46 923 991

42 438 948
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CITOBANDA

p15

g21.2

pl2

pl12

p1l

g21.1

pl1.2

q13.12



Tabla 32. Regiones >200Kb con disminucidn en el nUmero de copias.

PERDIDAS >200Kb

CASO CROMOSOMA LONGITUD CATEGORIA POSICION POSICIONDE COPIAS CITOBANDA

DE INICIO TERMINO

49.01 18 18026905  >999Kb.NCNV ~ 58088 649 76 115554 1 421-q23
58B 4 6 411 745 >999Kb.NCNV 190 631 6 602 376 1 p16.3-p16.1
58A 4 6 411 745 >999Kb.NCNV 190 631 6 602 376 1 p16.3-p16.1
58A 11 381 440 >200Kb.NCNV 64 379 64 760 885 1 q13.1
445
6.01 1 711 617 >500Kb.NCNV 141510 142 222 208 1 q12
591
9.01 17 321 388 >200Kb.NCNV 7032374 7353762 1 p13.1
64.01 3 4 455 419 >999Kb. CNV 137 744 142 199 853 1 422.3-923
434

Después del analisis de las diferencias en las CNVs obtenidas en los casos en
comparacioén con los padres y los controles, se encontraron 3 deleciones de
novo claras en los pacientes. Estas son deleciones en 3g23, 4p16.3 y 18921.33.
Estas pérdidas gendmicas son presentadas en las siguientes figuras obtenidas
en los diferentes programas de procesamiento de la informacion como CNAT,

IGB, USCS y GenotypeColour™,
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Figura 9. Delecidn intersticial de novo en 3q23.El programa CNAT muestra uno vision global de
todo el genoma (imagen superior), asi como una vista detallada del cromosoma 3 (imagen
inferior).

En el eje de las Y se muestra el nimero de copias y en el eje de las X se muestra cada uno de los
cromosomas iniciando por el 1 la derechay terminando por el X a laizquierda en la visién de todo

el genomay las citobandas del brazo corto y brazo largo del cromosoma 3 en la vista detallada.
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Figura 10. Delecidn intersticial de novo en 3g23. CNAT. Vista de todos los autosomas.
En el eje de las Y se muestra el nimero de copias y en el eje de las X se muestra cada uno de los

cromosomas iniciando por el 1 laizquierda y terminando por el 22 a la derecha.
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Figura 11. Delecidn intersticial de novo en 3g23. IGB. Mapa fisico de todo el cromosoma 3 con
nimero de copias en el eje de las X (linea blanca), citobandas en blanco, gris y negro con sus

respectivos genes en verde.
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Figura 12. Delecion intersticial de novo en 3g23. IGB. Mapa fisico de la regidn deletada con
nimero de copias en el eje de las X (linea blanca), citobandas en blanco, gris y negro con sus

respectivos genes en verde.
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Figura 13. Delecion intersticial de novo en 3923. UCSC. Mapa fisico que muestra en verde a todo

el cromosoma 3 con su brazo p alaizquierday el brazo q a la derecha donde se puede ver

claramente la delecién. En la parte inferior de laimagen se encuentran los genes en azul. Se

puede ver que la regidn deletada tiene una alta densidad génica. En la parte superior se aprecia

un cariograma del cromosoma 3y la barra de escala es 50Mb.
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Figura 14. Delecion intersticial de novo en 3923. UCSC. Mapa fisico de parte del brazo largo que

muestra en verde a una regién de aproximadamente 6Mb. Se puede ver claramente la delecién de

4.45Mb. En la parte inferior de la imagen se encuentran 36 genes en azul. En la parte superior se
aprecia un cariograma del cromosoma 3 y un rectangulo rojo que delimita la regién vista en

detalle. La barra de escala es 2Mb.
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Figura 15. Delecion de novo en 3g23. GenotypeColour™. Laimagen superior muestra el

genotipo del cromosoma 3 por colores y al mismo tiempo la altura de los rectangulos indica
nimero de copias, siendo las lineas delgadas 1 copiay las gruesas 2 copias. La imagen de abajo

elimina lo que corresponde a 2 copias y deja en color solo lo correspondiente a una copia.
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Figura 16. Delecion de novo en 4p16.3, CNAT. Visién de todo el genoma con nimero de copias en

el eje de las Y, mientras que cada uno de los cromosomas en el eje de las X.
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Figura 17. Delecion terminal de novo en18g21.33. CNAT. Vision de todo el genoma con nimero de

copias en el eje de las Y, mientras que cada uno de los cromosomas en el eje de las X.

66



7501 cn Logzhat

030-

| | |
00 1303 %06 57.09 751240
u I

Figura 18. Delecion terminal de novo en 18g21.33. CNAT. Vision detallada del cromosoma 3 con
nimero de copias en el eje de las Y, mientras que las citobandas del brazo corto y brazo largo se
muestran en al eje de las X. A laizquierda se observa una disminucién en el nimero de copias en

el extremo terminal del brazo largo.
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Figura 19. Delecion terminal de novo en 18g21.33. CNAT. El mapeo fisico permitio establecer el

punto de rupturay la longitud de la delecién de 18Mb.
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Figura 20. Delecidon terminal de novo en 18q21.33. IGB. Mapa fisico de la regidn deletada con
nimero de copias en el eje de las Y (linea blanca), citobandas en blanco, gris y negro en el eje de

las X con sus respectivos genes en verde.
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Figura 21. Delecion terminal de novo en 18g21.33.UCSC. Mapa fisico de parte del brazo largo que
muestra en verde a unaregiéon de aproximadamente 20Mb. Se puede ver claramente la delecién
de 18Mb. En la parte inferior de la imagen se encuentran 116 genes en azul. En la parte superior
se aprecia un cariograma del cromosoma 18 y un rectangulo rojo que delimita la region vista en

detalle. La barra de escala es 10Mb.
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Figura 22. Delecién terminal de novo en 18q21.33. GenotypeColour™. A la derecha se

muestra el genotipo y nimero de copias de un control y a laizquierda un caso con la parte

inferior deletada.
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6. DISCUSION

La literatura reporta cambios submicroscopicos en el nimero de copias en
pacientes con TEA, que por lo general son muy heterogéneos en su distribucion.
Esto ultimo hace dificil predecir el tamafio o localizacion de los cambios en el
namero de copias causales de RM y TEA. Los diferentes estudios llevan a cabo
su analisis de diferente manera, siendo el analisis de trios solo una de las
alternativas. Este analisis ofrece la ventaja de eliminar mucha de la variabilidad
observada en andlisis de casos y controles realizados con controles procesados
en otros laboratorios 0 en otras poblaciones. Al intentar obtener el nimero de
copias usando datos del HapMap se obtuvo demasiada variabilidad atribuible a
la diversidad de este set de datos formado por 4 poblaciones de diferentes
continentes, procesados en diferentes laboratorios y muestras provenientes de
lineas celulares con alteraciones in vitro reportadas.

En el presente estudio se analizaron 12 casos y 18 controles con la plataforma
Affymetrix y se realiz6 el andlisis de la informacion obtenida por este
procedimiento utilizando los programas GCOS 1.4, GTYPE 4.1.0.26 y CNAT 4.0.
Se clasificaron las lesiones gendmicas en ganancias y pérdidas obtenidas de
acuerdo a su longitud basada en la posicion fisica de el primer y altimo SNP para
inicio y fin de la lesiébn gendmica respectivamente. Las diferentes clasificaciones
incluyeron lesiones >200 de Kb, lesiones >500Kb y >999Kb. Todos los
subgrupos por longitud de lesibn genémica fueron subdivididos en CNVs

previamente reportados en Redon et al®®., y en CNVs no reportados. De los 163
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CNVs encontrados, 117 (71%) fueron menores de 200Kb y se eliminaron para el
posterior analisis. Solamente las regiones con ganancias o pérdidas >200Kb se
tomaron en cuenta para analisis detallado. Se verificO la presencia de estas
ganancias y pérdidas en los padres biolégicos para confirmar o descartar la
posibilidad de ser heredados. Todas las ganancias se encontraron presentes en
los padres, lo que indica que no eran ganancias de novo. Cuatro de las pérdidas
encontradas en pacientes no estuvieron presentes en los padres bioldgicos de
esos 4 casos. Estas pérdidas se localizaron en 4pl16.3, 3923 y 18021.33
indicando que no fueron heredadas. La region 4pl6.3 ha sido reportada
anteriormente en asociacion al RM. El Sindrome de Wolf-Hirschhorn es causado
por una delecion en 4pl6. De hecho, la longitud de la delecibn 4p se ha
asociado a la severidad de las manifestaciones clinicas en los individuos. El
fenotipo de este sindrome es extremadamente variable al igual que el tamafio de
la delecion y los puntos de ruptura. El sindrome se caracteriza por microcefalia,
puente nasal ancho, hipertelorismo y glabela prominente®’. Los casos afectados

en este estudio muestran datos clinicos compatibles con el sindrome.

El sindrome De Grouchy se asocia a deleciones terminales o intersticiales de
18g con puntos de ruptura variables, aunque la banda 18g21.3 es la citobanda
mas frecuentemente involucrada. La frecuencia del sindrome se estima en
1/40000 recién nacidos vivos®®. El sindrome se caracteriza por anomalias en
genitales, retraso en el crecimiento y dismorfismo facial. El sindrome se asocia
frecuentemente a cardiopatias congénitas y trastornos neurolégicos como

trastornos del movimiento y del tono muscular (MIM # 601808)*°. El caso
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afectado en este estudio muestra una delecién de 18q con punto de ruptura en

g21.33 y tiene datos clinicos compatibles con el sindrome.

El caso con delecion intersticial de 3923 perdié 4.55Mb y su punto de ruptura
proximal se encuentra en 3g22.3 y el distal en 3g23. Esta region contiene al gen

FOXL2 y se ha asociado a malformaciones oculares® .

El caso en este estudio muestra disminucion de la apertura palpebral y el
fenotipo es compatible con la perdida de este gen. Cabe destacar que hay una

region variable en nimero de copia documentada por Redon et al*®

, en 3¢g23 que
va de la posicion fisica 141 408 454 hasta 142 007 420. Lo anterior indica que
hay un sobrelapamiento de 192 433 pares de bases entre la regidén deletada en
nuestro paciente 64.01 y el CNV registrado por Redon et al.** en poblacién
caucasica. Pronto se contara en México con datos genomicos del INMEGEN
acerca de las CNVs en Mestizos y Amerindios lo que permitira discriminar con
mayor precisién los CNVs benignos de los patologicos®. En China, Korea y
Africa se estan llevando a cabo estudios acerca de la variacion poblacional en

regiones variables en nimero de copia para poder completar un mapa global de

CNVs 93, 94, 95.

Este es el primer estudio de CNVs realizado en México y por primera vez en
nuestro pais se reportan deleciones con un tamafio menor al limite de resolucion
del microscopio 6ptico con puntos de ruptura caracterizadas por microarreglos
de alta densidad y se contribuye a contar con un catalogo completo de CNVs en

nuestra poblacion.
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. CONCLUSIONES

Se encontraron 163 regiones con variacion en el nimero de copias
subclasificaron las lesiones gendémicas en ganancias y pérdidas obtenidas

de acuerdo a su longitud en: >200 de Kb, lesiones >500Kb y >999Kb.

Todos los subgrupos por longitud de alteracion gendmica fueron
subdivididos en CNVs previamente reportados por Redon et al., y en

CNVs no reportados.

De los 163 CNVs encontrados, 117 (71%) fueron menores de 200Kb y se

eliminaron para el posterior analisis.

Las regiones con ganancias o pérdidas >200Kb se tomaron en cuenta

para andlisis detallado.

Todas las ganancias encontradas estuvieron presentes también en los

padres, lo que indica que no eran ganancias de novo.

La mayoria de los cambios en el nUmero de copia encontrados en este
estudio fueron de una longitud menor a 200Kb (71%)

Se analizaron las alteraciones genémicas >200Kb no reportadas, ya que
éstas tienen mayor probabilidad de ser patologicas

Se identificaron 14 alteraciones >200Kb de las cuales 10 fueron
heredadas de los padres bioldgicos, y solo 4 de ellas fueron de novo.

Las 4 pérdidas de novo se localizaron en 4p16.3 (6.4 Mb), 3923 (4.45 Mb)

y 18021.33 (18.026 Mb).
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e Es novedosa la descripcion de la delecién 3923 asociada con RM y TEA,
ya que ésta no ha sido reportada previamente en relacion a estas

patologias.

e Este es el primer estudio en nuestro pais en el que se aborda el analisis
gendmico de pérdidas y ganancias asociadas al Retraso mental y al

Trastorno del espectro autista.

8. PERSPECTIVAS.

e Continuar con el analisis de las alteraciones gendémicas encontradas para
determinar los genes perdidos con las deleciones.

e Determinar si los genes que se puedan haber perdido estan involucrados
con el fenotipo de RM y TEA.

e Se necesita ampliar el tamafio de la muestra para obtener datos acerca
de la frecuencia de los CNVs patoldgicos y sobre todo contar con bases
de datos actualizadas con datos de variacion en numero de copia en
poblacién sana en México. Esto facilitaria la discriminacion de CNVs que
solo son variantes polimérficas en poblacion Mexicana de los CNVs

patoldgicos.
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