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RESUMEN:

El Smith Lemli Opitz (SLO) es un sindrome malformativo, debido a una deficiencia
de la enzima 7-dehidrocolesterol (7DHC) reductasa que cataliza la ultima reaccion
de sintesis de colesterol, lo que provoca una deficiencia de este metabolito y un
incremento de su precursor, el 7DHC, cuya deteccion es la clave para el
diagnéstico definitivo, lo cual también puede realizarse por la identificacion de dos
mutaciones en el gen DHCRY7. El diagnéstico es esencial para el asesoramiento
genético incluyendo el tratamiento con dietas ricas en colesterol. Antes del 2001
no existian en Cuba evidencias de estudios sobre esta enfermedad, no se
disponia de la tecnologia requerida para el diagnéstico y en consecuencia los
pacientes y sus familiares no se beneficiaban de los avances alcanzados a nivel
mundial; lo cual sirvio de justificacion para desarrollar un estudio nacional entre los
afios 2001 y 2011 (y posteriormente generalizado), con el propésito de
caracterizar fenotipica y genéticamente a los pacientes cubanos con SLO y
evaluar la correlacion entre los fenotipos clinico y bioguimico y el genotipo
DHCR7. Su novedad cientifica consiste en que permiti6 hacer una exhaustiva
caracterizacion del fenotipo clinico en 21 pacientes (un amplio grupo si se
considera la rareza de la enfermedad) cuyo diagnéstico fue posible por la
combinacién de acciones capacitantes, pesquisa por distintas vias y colaboracién
multidisciplinaria, interinstitucional e intersectorial, asi como la aplicacion de
estudios bioquimicos, que junto a la implementacién del analisis de algunas
mutaciones en el gen DHCR7 permite no solo la confirmacion de la enfermedad
en pacientes con sospecha clinica, sino también la posibilidad de ofrecer un
asesoramiento genético certero con nuevas opciones reproductivas y de
tratamiento. Ademas es el primer estudio molecular del SLO en Cuba (y de
pacientes de origen hispano el primero que se publica). Sus principales aportes

tedricos radican en mostrar elementos a favor del amplio espectro fenotipico del
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SLO y la gran heterogeneidad alélica en el gen DHCR7 al encontrarse una
mutacion no reportada con anterioridad; el posible efecto fundador de la mutacion
T93M en Cuba; la interaccion génica como probable causa de la
holoprosencefalia (HPE) en el SLO y la correlacién existente entre el genotipo y
los fenotipos bioquimico y clinico. También la investigacion reporta beneficios
practicos porque permitio elevar el niumero de pacientes con sospecha clinica; la
aplicacion en Cuba de un método bioquimico que permite la confirmacion del
diagnostico, piedra angular del asesoramiento genético, de lo que se derivo la
posibilidad de tratamiento a los enfermos con alimentos ricos en colesterol para lo
cual se incluy6 en el Dietario Médico Nacional la dieta 39-ES. A lo anterior se
suma la introduccion en el pais de técnicas para la caracterizacion de mutaciones
en el gen DHCR7 que permite ofrecer el diagnostico prenatal como una nueva
opcion reproductiva preventiva para parejas de riesgo (lo cual ya se realizo en una
oportunidad en el propio pais), asi como el estudio de portadores a familiares de
enfermos y las parejas de estos y por ultimo el establecimiento de un algoritmo
para el diagnostico y el asesoramiento genético de la enfermedad que
actualmente se lleva a cabo en Cuba. Resultados parciales de esta investigacion
han sido presentados en numerosos eventos nacionales e internacionales y
publicados en revistas nacionales (6) y la Am J Med Genet (2) y recibié el Premio
Anual de la Salud Nacional en el 2012 en la categoria de Investigacion Aplicada,
ademas el método de diagndstico basado en la cromatografia de capa fina
empleado en este estudio recibid Premio Provincial Academia de Ciencias en el

2002.

COMUNICACION CORTA DEL RESULTADO:

Abreviaturas utilizadas:

0: mutacién nula

7DHC: 7-dehidrocolesterol

ARMS: sistema de amplificacion refractaria de mutaciones, del inglés
amplification refractary mutation system
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CCF: cromatografia de capa fina

CG/EM: cromatografia de gases/espectrometria de masa

CPGM-SS: Centro Provincial de Genética Médica de Sancti Spiritus

DHCRT7: gen que codifica para la enzima 7-dehidrocolesterol reductasa (7/DHCR)
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés polymerase chain reaction
RFLP: polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion, del inglés
restriction fragment length polymorphism

SLO: Smith Lemli Opitz

SNPs: polimorfismos de un Unico nucledtido, del inglés single nucleotide

polymorfisms
TM: mutacion transmembranal, del inglés transmembranal mutation

Introduccion: El sindrome de Smith Lemli Opitz (SLO) es una enfermedad
genética, de herencia autosdmica recesiva, caracterizada por retraso mental y
malformaciones congénitas ). Resulta de una deficiencia de la enzima 7-
dehidrocolesterol (7DHC) reductasa que cataliza la Ultima reaccion en la
sintesis del colesterol de Kandutsch-Russell, por lo que se caracteriza por bajos
niveles de colesterol e incrementados del precursor 7DHC %), El diagnéstico
definitivo tanto post como prenatal se basa en la demostracion del incremento
del 7DHC, generalmente por cromatografia de gases/espectrometria de masa
(CG/EM) @9, y/o la identificacion de dos mutaciones en el gen DHCR?7 entre las
mas de 150 conocidas (). El tratamiento consiste en el aporte de colesterol
fundamentalmente a través de la dieta que produce una mejoria de la calidad de
vida ®. La frecuencia del SLO es de 1/10 000 a 1/70 000 nacidos vivos en
poblaciones caucasicas, por lo que se incluye entre las enfermedades de baja
prevalencia ©). Los pacientes con estas enfermedades sufren dificultades
relacionadas con su rareza, por lo que la comunidad internacional estimula la
creacion de grupos y centros expertos encargados de la investigacion, el
desarrollo de nuevos procederes diagnosticos y terapéuticos y la actualizacion
de conocimientos de los restantes profesionales para mejorar la calidad de la
atencion médica 1019, A pesar de los avances en el conocimiento del SLO en el
mundo, de sus beneficios para los pacientes y familiares y de las politicas
dirigidas al estudio de las enfermedades de baja prevalencia, en Cuba no
existian evidencias de estudios cientificos sobre la misma y el diagndstico
continuaba siendo Unicamente clinico, por no disponerse en el sistema de salud
de la tecnologia de laboratorio necesaria. Lo anterior sirvid de justificacion para
la formacion en el Centro Provincial de Genética Médica de Sancti Spiritus
(CPGM-SS) de un grupo de especialistas dedicados a la investigacién del
sindrome SLO en el pais.

Objetivos:

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

2- Caracterizar genéticamente el sindrome de Smith Lemli Opitz en Cuba 'y

3- Correlacionar los fenotipos bioquimico y clinico y el genotipo DHCR?7.

Material y métodos:
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Se realizé un estudio descriptivo transversal en el periodo comprendido entre
enero del 2001 y diciembre del 2011. Inicialmente se establecieron los criterios
de diagndstico clinico a partir de la revision de la literatura, se capacitaron a
profesionales y se realizd una pesquisa clinica en todo el pais. A los enfermos
con fenotipo clinico sugestivo de SLO se les analizaron los esteroles por CG/EM
y/o cromatografia de capa fina (CCF), un método desarrollado y validado en el
CPGM-SS @ que recibié6 Premio Academia de Ciencias a nivel provincial en el
2001. Se consideraron pacientes con SLO los que mostraron un fenotipo
bioquimico positivo (incremento del 7DHC), a los que se les realizé la
caracterizacion clinica y genealogica y el estudio el gen DHCR7 por
secuenciacion y/lo PCR-ARMS, PCR-RFLP, que permitié identificar las
mutaciones patogénicas y los haplotipos de polimorfismos de un Unico
nucleotido (SNPs) ligados a las mismas y evaluar el posible efecto fundador en
Cuba de alguna de ellas. A partir de la caracterizacién del fenotipo bioquimico y
del genotipo DHCR7 se valord el comportamiento poblacional. Se realizd una
correlacion entre los fenotipos bioquimico y clinico y el genotipo DHCR7 para lo
gue se tuvo en cuenta la severidad clinica segun el puntaje de Kelley y
Hennekam ©), los valores de colesterol y 7DHC determinados por CG/EM vy la
clasificaron de las mutaciones en:. sin sentido o nulas (0) y con sentido
causantes de sustituciones aminoacidicas en los dominios transmembranales de
la enzima o préximos a ellos (TM) (). Se contd con la colaboracion de la
Universidad McMaster de Canada para la realizacion de los estudios por
CG/EM y secuenciacién en la primera etapa de la investigacion (2001-2004).

Resultados y discusion:

A través la pesquisa se identificaron 77 pacientes vivos con fenotipo sugestivo
de SLO y se confirmd el diagnéstico bioquimicamente en 21 (15 varones y seis
hembras, en edades entre cero y 34 afios); un caso positivo por cada 3,7
analizados, superior a lo reportado en otras investigaciones (213) y que
evidencia la necesidad de estos estudios para el diagndéstico certero teniendo en
cuenta el solapamiento fenotipico entre las enfermedades genéticas u otras
condiciones debidas a la accion de teratégenos. El peso, la talla y la
circunferencia cefalica al nacimiento fueron normales en la mayor parte de los
casos pero por debajo del percentil 50 para la edad gestacional, con una
declinacion postnatal estadisticamente significativa. En el periodo neonatal y la
infancia temprana la hipotonia y los trastornos de la alimentacion se
manifestaron en el 952 y 66,6% de los casos, respectivamente. Los
dismorfismos craneofaciales presentes en mas del 50% fueron: microcefalia,
estrechamiento bitemporal, micrognatia, ptosis palpebral, estrabismo, nariz de
puente deprimido, punta ancha y narinas en anteversion, rugosidad de arcos
alveolares y/o paladar, alteraciones de la erupcion dentaria y orejas grandes,
bajas y/o en rotacion posterior. El acortamiento/implantacion proximal del pulgar,
la braquidactilia y la clinodactilia de uno o mas dedos son las anomalias de las
manos mas frecuentes, mientras en los pies fueron la deformidad en valgo y la
sindactilia 2-3, esta ultima presente en el 100% de los pacientes aunque con
severidad variable. Trece de los 15 varones tienen malformaciones genitales. El
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retraso mental o del desarrollo psicomotor y del lenguaje se encontré en la
totalidad de los pacientes en que estas caracteristicas eran evaluables y dentro
de éstos el 90% muestra trastornos conductuales. Estos resultados se asemejan
a los reportados por otros autores ©1417) 'y por tanto son de gran valor para la
sospecha clinica, especialmente la sindactilia 2-3 de los pies que debe ser un
signo de alerta incluso en pacientes con fenotipo muy sutil.

Excepto un paciente, los restantes tienen un fenotipo clasico, aunque en 16
clasificado como ligero y en cinco moderado segun el puntaje de severidad de
Kelley y Hennekam, resultados relacionados con la baja frecuencia de
malformaciones viscerales (33,3 %).

Un paciente con un fenotipo clinico y bioquimico ligero presenta un incisivo
central Unico que es una manifestacion minima de holoprosencefalia, defecto
raro en el SLO y habitualmente asociado a fenotipos muy severos, lo que
sugiere la interaccion de otros genes en su aparicion (18),

El analisis genealdgico demostrd existencia de consanguinidad parental en un
solo paciente, lo que representa una frecuencia de 4,7 %, que a pesar de ser
alta en relacion con la poblacion general cubana, se considera muy baja para
una enfermedad rara de herencia autosémica recesiva, lo que coincide con los
reportes internacionales ).

El grupo de 21 enfermos tiene un total de 15 hermanos (10 nacidos vivos, cuatro
abortos y un obito fetal), entre los que se esperaban de tres a cuatro enfermos
de acuerdo con el modo de herencia. Solo uno de los hermanos, fallecido en el
primer afio de vida, tenia caracteristicas clinicas sugestivas de SLO. La
diferencia entre la frecuencia de hermanos enfermos observada y la esperada
puede obedecer al azar por el pequefio tamafio de la muestra, pero también
puede ser una consecuencia de la pérdida prenatal de esos enfermos, ya que
las afecciones genéticas se encuentran entre las causas de abortos y oObitos
fetales. En diversas publicaciones se refiere una discrepancia similar, que se
atribuye a las pérdidas antes del nacimiento o poco tiempo después de este sin
que se hubiera llegado a una definicion diagnostica, ademas de los posibles
casos de fenotipo muy ligero no reconocidos 9. En una familia se refirié una tia
fallecida del propdsito con caracteristicas fenotipicas similares pero sin
evaluacion por especialistas de Genética.

La evaluacion del comportamiento poblacional permiti6 conocer que la
frecuencia fenotipica del SLO al nacimiento en Cuba calculada para el periodo
1967-2011 (en el que nacieron los enfermos) es de 1/358 897. En varones es de
1/259 858 y en hembras de 1/606 493 nacidos vivos, que representa una
proporcidén entre ambos sexos de 2,4/1, a pesar que en esos afos la relacion de
nacidos vivos varones/hembras fue de 1,07/1 9. Por tratarse de una
enfermedad autosdmica recesiva la frecuencia esperada de enfermos es igual
para ambos sexos, sin embargo esta discrepancia se ha encontrado también en
otras investigaciones y se atribuye a la mayor facilidad para el diagnéstico en los
varones por la ocurrencia de malformaciones genitales 419,

Por regiones geogréficas la mayor frecuencia se encontrd en el Centro, seguida
del Occidente y Oriente. Investigaciones sobre la composicion étnica de la
poblacion cubana (2%21) muestran que en la region central se encuentra la mayor
proporcion de personas blancas y de genes de origen europeo; ademas el
hallazgo de un predominio de progenitores de piel blanca (95 %, que no
concuerda con la composicion general de la poblacion 9), se convierten en
evidencias que apoyan las observaciones obtenidas en investigaciones
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internacionales de que el SLO es mas comun en personas de origen
caucasico®,

La frecuencia del alelo recesivo mutado es 0,0017 y la de portadores 0,003394
(0,34 %). La tasa de prevalencia en el afio 2011 fue de 0,16 por cada 100 000
habitantes por lo que el SLO es una enfermedad rara en Cuba (9.

Se estudiaron molecularmente 20 pacientes y se identificaron mutaciones
patogénicas en el 77,5% de los alelos. En la primera etapa de la investigacion,
realizada en la Universidad McMaster, se reconocieron mutaciones en todos los
alelos (20) porque se empled la secuenciacion del gen; mientras que en la
segunda etapa, realizada entre el 2005 y 2011 en el CPGM-SS, se encontraron
mutaciones en 11 de los 20 alelos analizados debido a que se utilizaron técnicas
especificas para cuatro de ellas. Las mutaciones detectadas fueron: T93M
(42,5%), IVS8-1G>C (27,5%) y F302L, V281M y D234Y, cada una con una
frecuencia de 2,5%; la ultima no era conocida con anterioridad. Cuba se ubica
como la de mayor frecuencia mundial de T93M, que es 2,5 veces mayor que la
reportada en Espafia, probablemente debido al efecto de la deriva genética
(22,23)

De los 13 pacientes con las dos mutaciones identificadas, ocho son
heterocigotos compuestos T93M/IVS8-1G>C, dos homocigotos para T93M y los
tres restantes son heterocigotos compuestos para T93M con F302L, V281M y
D234Y. Segun la ley de Hardy Weinberg ?® la frecuencia de genotipos
homocigotos formados por los alelos T93M y IVS8-1G>C esta subrepresentada,
contrario a lo que ocurre para el genotipo heterocigoto compuesto. Este
hallazgo junto a la menor deteccion del fenotipo en las hembras, la rareza de
consanguinidad entre los progenitores de los pacientes y la sospecha de otro
miembro de una familia (ho hermano) afectado sugieren que la verdadera
frecuencia de portadores y de la enfermedad en Cuba es mayor que la
encontrada en esta investigacion.

El estudio de haplotipos SNPs ligados a las mutaciones patogénicas en el gen
DHCR7 muestra el ligamiento entre el haplotipo J y la mutaciéon T93M, lo que
sugiere el efecto fundador de dicha mutacién en Cuba @4,

En cuanto a la correlacion entre los fenotipos bioquimico y clinico y el genotipo
DHCR7, a pesar del pequefio niumero de casos estudiados que constituyen una
limitante para el andlisis estadistico, los resultados sugieren gue la severidad del
fenotipo clinico tiene una correlacién inversa con los valores de colesterol y
directa con los de 7DHC; que las mutaciones del tipo TM (T93M, F302L, V281M
y D234Y) en homocigosis o0 heterocigosis compuesta ocasionan un fenotipo
bioquimico menos severo que cuando se encuentran en heterocigosis
compuesta con mutaciones nulas (T93M/IVS81G>C) y que los genotipos TM/TM
y TM/0 se asocian a un fenotipo clinico de ligero a moderado, aunque mas grave
en el segundo grupo. No obstante, hay variaciones tanto de la severidad clinica
como de los parametros bioquimicos dentro de cada grupo genotipico vy
solapamiento de estos entre los grupos genotipicos, lo que sugiere la
intervencidon de otros factores genéticos y/o ambientales. Resultados similares
han sido encontrados en otros trabajos (7:12:15.25.26),

Conclusiones generales:

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

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

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

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

Figura 1: Fenotipo del SLO. A: cara tipica, B: sindactilia 2-3 de los pies, C: genitales ambiguos
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Figura 2. Algoritmo para el diagnostico y asesoramiento genético del sindrome de Smith Lemli

Opitz en Cuba
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