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RESUMEN

La genética médica avanza rapidamente gracias a las tecnologias que definen con precision el aporte de los genes en
el desarrollo de enfermedades. Algunos sindromes se presentan en la poblacion general, y su diagnostico y manejo
son importantes para brindar al paciente cuidados y pronosticos de vida adecuados. Presentamos el caso de una nifa
dismorfica nacida a las 33 semanas de gestacion por cesarea por preemclampsia materna. El analisis citogenético reveld
una delecion heterocigota en el brazo corto del cromosoma 17 (46, XX, del 17p11.2) en el estudio cromosémico. El
diagnostico se complemento con el analisis de MLPA, que mide la presencia/ausencia de ciertos genes definidos en
algunos sindromes, y confirmo la delecion de 2.1 megabases que incluyen el gen RA/7, responsable del Sindrome de
Smith-Magenis.
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Molecular diagnosis of Smith-Magenis syndrome using MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification)

ABSTRACT

Medical genetics is rapidly advancing thanks to technologies that accurately define which genes are involved in the
development of diseases. Some syndromes occur in the general population, and their diagnosis and treatment are
important to provide patients with an adequate care and prognosis. We present the case of a dysmorphic child who was
born at 33 weeks of pregnancy by caesarean delivery due to preeclampsia. Cytogenetic analysis showed a heterozygous
deletion on the short arm of chromosome 17 (46, XX, del 17p11.2). The diagnosis was complemented by MLPA analysis,
which measures the presence/absence of certain genes defined in some syndromes, and confirmed the deletion of 2.1
megabases of DNA, including the RAI1 gene, responsible for the Smith-Magenis syndrome.
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INTRODUCCION

El sindrome de Smith-Magenis (SSM) es una alteracion
del desarrollo de origen genético, con caracteristicas
fisicas que cambian con la edad pero son especificos de
la enfermedad. El SSM incluye discapacidad intelectual
moderada y algunos signos frecuentes son personalidad
ansiosa y agresiva, a veces autoagresion, trastornos de
suefo y los sintomas y fallas en el desarrollo tienen una
severidad variable . Su fascies incluye frente abombada
con micrognatia al nacer, que se convierte en prognatismo
durante la nifiez, ojos hundidos, hipertelorismo, asi
como nariz y parte media de la cara achatada. Algunos
pacientes pueden tener orejas displasicas e implantacion
baja y posterior, frecuentemente con sordera. Puede
haber anomalias esqueléticas con escoliosis, baja
estatura, anomalias de las extremidades, de los dedos de
pies y manos, asi como problemas cardiacos, renales y
visuales. Es una enfermedad rara, con una prevalencia
estimada de 1:15,000 a 1:25,000 ® aunque podria ser mas
frecuente. En general, no se registra casos familiares ni
heredados y se cree que la mutacion ocurre en las células
germinales (formacion de espermatozoides u évulos). El
sindrome es causado mayoritariamente (90%) por una
delecion de longitud variable en 17p11.2 que incluye
varios genes contiguos con el gen RA/7 responsable de
la mayor parte de las caracteristicas, aunque no incluye
baja estatura ni problemas auditivos, cardiacos o renales.
Se ha descrito que los individuos con mutaciones en RA/1
Unicamente, presentan menos anomalias viscerales y
talla baja, aunque tienen mayor tendencia a la obesidad
¥, Se cree que la variabilidad y severidad depende del
numero de genes mutados, por ello, determinar los genes
involucrados ayudara a caracterizar el fenotipo. Aunque
la duplicacion de 17p11.2 tiene caracteristicas similares
a SSM esta condicion es conocida como Sindrome de
7(4,5)

Potocki-Lupski

Dependiendo de su tamaiio, la deteccion de un rearreglo
genomico puede hacerse a dos niveles: microscopico
(citogenético de alta resolucion) si el reordenamiento es
mayor al limite visible de 2 millones de pares de bases
(Mb) 'y submicroscopico (menor a 2 Mb) para conocer
precisamente cuales son los genes involucrados. Existen
muchas afecciones genéticas causadas por rearreglos
submicroscopicos como los sindromes de Williams,
Angelman/Prader-Willi, Di George y muchas condiciones
asociadas a discapacidad intelectual incluyendo SSM "2,

Hay distintas pruebas para detectar reordenamientos
gendmicos submicroscopicos (deleciones o duplicaciones)
de uno o mas genes y se basan en la deteccion de los
segmentos correspondientes a los genes que estamos
estudiando. Algunas técnicas utilizadas son el Southern
blot, el FISH (Fluorescence in situ hybridization) o el
dQF-PCR (Quantitative fluorescence polimerase chain
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reaction) que permiten la identificacion de un solo gen
(Southern blot), o de algunos genes (FISH o dQF-PCR) que
dependen de 2 a 5 fluorocromos. La técnica, llamada MLPA
(Multiple Ligation-dependent Probe Amplification), creada
por Schouten y col permite la deteccion (ausencia o
presencia) multiple de hasta 50 genes a la vez ©. Ello se da
primero por la presencia de pares de sondas contiguas con
secuencias complementarias a los diferentes genes. Si el
gen esta presente, las dos sondas contiguas van a ligarse
y forman un iniciador adecuado para la amplificacion
por PCR. Contrariamente, si los genes estan ausentes,
las sondas no encuentran secuencias para localizarse
contiguamente y no se forma el iniciador necesario para el
PCR ®. Luego de la formacion (o no) del iniciador de PCR
se procede a la amplificacion. El disefio tiene segmentos
artificiales que permiten incluir productos mdultiples de
distinto tamano adecuandolo a su analisis por longitud.
La combinacion de electroforesis capilar con laser,
permite la deteccion de hasta 50 distintos amplicones
PCR y la cuantificacion (0X, 0.5X, 1X, 1.5X etc.) de cada
segmento. En el caso de los autosomas, cuando las copias
paterna y materna estan presentes, se tendra un valor
normal diploide (valor referencial 1X), cuando hay una
delecion heterocigota de un gen la sonda muestra un valor
referencial de 0.5X. Esta metodologia permite el estudio
seriado de varios segmentos gendmicos simultaneamente,
y ha permitido el estudio de enfermedades que involucran
la delecion o insercion de muchos genes de forma mas
econdmica (Huaman y col, en prep.). En este caso clinico
con sospecha de sindrome de Smith Magenis, reportamos el
analisis citogenético de una paciente y subsecuentemente
la caracterizacion molecular haciendo uso de la técnica
MLPA.

CASO CLINICO

En el Instituto Materno Perinatal (Lima-Per(), nace una
nifa por cesarea a las 33 semanas de edad gestacional,
con 1576 gramos, talla de 38 cm, perimetro cefalico 29.5
cm, y perimetro toracico de 26 cm. El valor de Apgar al
primer minuto y a los 5 minutos fue de 8. La madre de 21
anos de edad, es ingresada de emergencia por un cuadro
de preclampsia severa y refiere haber tenido una pérdida
espontanea del primer trimestre en una gestacion anterior.
El examen fisico de la recién nacida revela caracteristicas
craneofaciales dismorficas. La cara es alargada con
frente abombada y ojos hundidos, pliegues epicanticos
e hipertelorismo, cejas ralas, puente nasal deprimido,
orejas displasicas de implantacion baja y posterior. Las
suturas craneales cabalgadas y el abdomen globuloso
(Figura 1). La ecografia transfontanelar establece
ventriculomegalia minima sin hemorragia intraventricular.
Los miembros superiores se muestran flexionados con
hiperextension, y las palmas muestran linea simiana, el
tercer dedo del pie izquierdo sobresale en altura sobresale
el segundo y el cuarto y el tono muscular es ligeramente
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disminuido. Existe persistencia del conducto arterioso de
1 mm, comunicacion interventricular perimembranosa
de 2 mm y soplo sistolico II/VI. Ademas de estos rasgos
la nifa presenta laringomalacia, Uvula bifida y un retraso
en el desarrollo psicomotor. La evaluacion oftalmologica
y la ecografia renal son normales. La nifa es referida al
Servicio de Genética del mismo Instituto para el examen
cromosomico correspondiente. Este se realiza a partir
de cultivos de linfocitos obtenidos por puncion en sangre
periférica en medio de cultivo RPMI 1640. Los cultivos
son procesados luego de 72 hs de incubacion a 37°C y se
utiliza el método de bandeo GTG (Tripsina-Giemsa) en

laminas preparadas. La lectura de laminas a una resolucion
de 550 bandas, permiti6 identificar un patréon cromosémico
constante tipo 46, XX, del 17 (p11.2) en 40 metafases
analizadas. Esta alteracion corresponde a una pérdida o
delecion de un segmento del brazo corto del cromosoma
17 (Figura 2). Con la finalidad de descartar la posibilidad de
herencia a partir de algin reordenamiento balanceado que
comprometa al cromosoma 17 en alguno de los progenitores,
se sugiri6 el cariotipo a los padres de la nina. El cariotipo
de la madre tiene una constitucion 46, XX. No fue posible
realizar el cariotipo al padre de la nifa.

ab
Figura 1. Dismorfias craneofaciales de la paciente con Smith- Magenis. Notese la frente abombada,
hipertelorismo, la depresion del puente nasal y las orejas displasicas y de implantacion baja y posterior

cejas ralas,
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Figura 2. Cariotipo de la proposita (la flecha sefala el cromosoma 17 delecionado en una porcion del brazo corto,

correspondiente a 17p11.2
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Figura 3. Muestra la porcion de cromosoma 17p que ha sufrido una delecion heterocigota y realizadas con las sondas
de las mezclas P0245 y P0374 y el valor obtenido (0.5X) en el MLPA

Para la confirmacion del diagnodstico citogenético vy
determinacion de los genes involucrados se solicitd
el estudio de MLPA. Este fue realizado en el Centro de
Investigacion de Genética y Biologia Molecular de la
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Facultad de Medicina Humana de la Universidad de San
Martin de Porres. Se hizo la extraccion de ADN a partir
de la muestra de sangre, con el método salting-out
modificado en nuestro centro”. Para el estudio propuesto,
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se usaron dos mezclas de sondas (3 sondas en SALSA P245
y 7 sondas en SALSA P374, MRC Holland) que corresponden
a secuencias nucleotidicas de la region cromosdmica
17p11.2 cuyas deleciones causan el sindrome de Smith-
Magenis. Se encontrd ausencia heterocigota (0.5X) en una
region que incluye los genes (de teldmero a centromero)
COPS3, MIR33, TOMIL, RAI1, LRRC4, LLGL, PRPSAP y MFAP4
en 17p11.2 indicando la presencia de una delecion de al
menos 1 millén pares de bases.

Con la SALSA 245 se encuentra la presencia homocigota
(1X, normal) de los genes PAFAH1B1 en17p13.3 y NF1
en 17q11.2 y KANSL1 en 17g21.31. Con la SALSA 374 se
encuentra la presencia homocigota (1X, normal) de los
genes RAP1GAP2 al MNT en 17p13.3. Asi, corroboramos
la delecion heterocigota de un segmento gendmico
involucrando varios genes en la region 17p11.2 incluyendo
RAI1 y genes contiguos, compatible con la causa molecular
del sindrome Smith Magenis (Figura 3).

DISCUSION

Existe una gama de alteraciones cromosomicas y génicas
que son responsables de variaciones del fenotipo con
diversos grados de desviacion del desarrollo normal de una
persona. El caso que se discute, muestra la pertinencia de
la complementacion de técnicas que apoyen al diagndstico
y la consiguiente posibilidad de ofrecer a la familia una
orientacion mas precisa del pronostico y opciones de
tratamiento y seguimiento de un paciente.

En este caso, reportamos el diagnostico complementario de
una delecion de una porcion del brazo corto del cromosoma
17 en una nifa que presenta alteraciones fenotipicas y
del desarrollo global. Si bien la citogenética muestra la
delecion de forma clara, es importante precisar los genes
que estarian implicados en esta delecion heterocigota. A
los rasgos fenotipicos reportados por el médico tratante,
se le asocia la posibilidad de un diagnostico del Sindrome
de Smith-Magenis, el cual pudo ser verificado mediante la
técnica MLPA. Aqui se confirma la delecion heterocigota de
la region 17p11.2 y se identifica los genes (o fragmentos
de genes) cuya dosis estd a la mitad (0.5X) de lo que
corresponderia a un fenotipo normal.

El Sindrome de Smith-Magenis (OMIM 182290) segln el
Centro Nacional de Informaciéon en Biotecnologia ®, es
causado en la mayoria de casos (90%) por una delecion
intersticial de 3.7 millones de bases en el brazo corto
del cromosoma 17 (17p11.2). Smith- Magenis es llamado
“sindrome de genes contiguos” porque abarca segmentos
del genoma que involucran mas de un gen al igual que el
sindrome de Di George o el de Williams ', Mutaciones en
el gen RA/1, dentro de esta region, pueden causar el mismo
fenotipo, aunque no estan relacionadas a estatura pequena
ni anomalias de las visceras. Desde la descripcion inicial
de Smith de 9 pacientes no relacionados, se observé que

deleciones de varios genes casi en la totalidad de la banda
17p11.2 son responsables del fenotipo ™" '?. Sin embargo se
ha reportado que adn la haploinsuficiencia de Unicamente
RAI1 seria responsable de cambios de comportamiento,
craneofaciales y neuroldgicos que sufren los pacientes de
SSM (12¥ En cambio algunos cambios cardiacos, renales
y talla baja se deberian a otros genes contiguos vecinos
a RAI1 delecionados en heterocigosis para un fenotipo
normal "> ™, Un analisis de haplotipos en 14 familias de
pacientes con el sindrome y de 6 familias con duplicacion
de la misma region usando marcadores microsatélites,
indica que la delecion y las duplicaciones resultan a partir
de crossing-over mei6ticos que no son reciprocos y que
ocurren mediante intercambios inter e intracromosomicos
cercanos a las repeticiones que se encuentran en la region.
Asimismo, se reporté un punto asequible de recombinacion
asociado a esa region "">'*")_ Es importante considerar la
expansion de la delecion porque se han reportado casos
en los cuales si ésta es mayor de 4 megabases, se puede
presentar un fenotipo que sugiere otro sindrome, similar al
de Joubert (OMIM 213300), y que se presenta con ataxia,
retraso mental severo, retraso del desarrollo, hipoplasia
del vermis cerebelar y patron anormal de respiracion.
Si bien no se ha reportado un locus para el sindrome
de Joubert en esa region, las anomalias encontradas
sugeririan otro locus para este sindrome, ademas de los ya
reportados en otros cromosomas "' ™,

En algunos casos de mutaciones de RA/7 hay problemas
para conciliar el suefio, anomalias del comportamiento,
piel seca, miopia elevada y comportamiento destructivo
que los lleva a la auto-mutilacion. Esto se ha comprobado
para diferentes tipos de mutaciones que afectan este
gen en un analisis retrospectivo de 105 pacientes con
el sindrome SSM ® ™. En otros estudios, Girirajan '
concluyd que el gen principal para la mayoria de rasgos
del sindrome de Smith-Magenis es el RA/7, mientras que
otros genes dentro de la region 17p11.2 contribuyen con
la variabilidad de los rasgos y la severidad del sindrome.
De los trabajos de Andrieux ®' se verifica que la region
delecionada mas pequefa que se asocia al sindrome de
Smith-Magenis es de 1.4 Mb, que contiene menos de 16
genes y que esta ubicada en 17p12-p11.2.

En cuanto a nuestra paciente, la técnica de MLPA muestra
que los limites de la delecion estan entre los genes COPS3 y
MFAP4 que involucran una region de 2.1 megabases segln el
GRCh38.7"®. Entre estos genes se encuentran RA/7, algunos
relacionados con la formacion de purinas y pirimidinas
(PRPSAP2) y otro involucrado con la adhesion celular o las
interacciones entre células (MFAP4). Se ha reportado una alta
actividad del gen RAI1 sobre todo en tejidos neurologicos y
se ha observado que en ratones, su expresion es inducida por
acido retinoico ®"",
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En conclusion, se reporta el estudio de una paciente con
sindrome de Smith-Magenis mediante analisis citogenético
y ademas por MLPA, lo que permite corroborar dicho
diagndstico y ademas permitira una evaluacion del
desarrollo acorde a las manifestaciones clinicas que la
paciente presente a lo largo de su vida.
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