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Titulo

Revision sistematica y meta-andlisis de la regién cromosdmica 22q13 y la implicacién de los
genes ARSA, SHANK3, ACRy RABL2B en el Sindrome Phelan-McDermid, el Trastorno del Espectro
Autista y la epilepsia.

Resumen

Revisidn sistematica y meta-analisis para valorar la evidencia cientifica publicada hasta
la actualidad, reuniendo todos aquellos estudios de investigacién cientifica sobre la implicacion
de una serie de genes (ARSA, SHANK3, ACR y RABL2B) que se encuentran en la regién terminal
del brazo largo del cromosoma 22 (regién cromosémica 22q13), en el Sindrome Phelan-
McDermid (SPM), el Trastorno del Espectro Autista (TEA) y la epilepsia; y combinandolo con un
analisis estadistico. El objetivo de este trabajo es identificar aquellos genes mas relevantes de
los aqui estudiados que pudieran justificar su incorporacién en la implementaciéon de nuevas
estrategias terapéuticas de medicina personalizada como es la terapia génica. Con el propdsito
de minimizar la clinica y la sintomatologia del SPM, TEA y epilepsia; asi como, mejorar la calidad
de vida de los pacientes y de forma indirecta también de sus familias y de la sociedad.
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Title

Systematic review and meta-analysis of the chromosome region 2213 and the implication of
the genes ARSA, SHANK3, ACR y RABL2B in the Phelan-McDermid Syndrome, Autism Spectrum
Disorder and epilepsy.

Abstract

Systematic review and meta-analysis to estimate the scientific evidence published until
nowadays, collecting all the scientific studies about the implication of several genes (ARSA,
SHANK3, ACR y RABL2B) which are found in the terminal end of the long arm of chromosome 22
(chromosome region 22q13), in the Phelan-McDermid Syndrome (PMS), Autism Spectrum
Disorder (ASD) and epilepsy; and it is combined with a statistical analysis. The objective of this
work is to identify those genes more relevant, here studied, which could justify their
incorporation in the implementation of new therapeutic strategies of personalized medicine
technologies as the gene therapy, with the purpose of reducing the clinic and symptomatology
of PMS, ASD and epilepsy, as well as, improving on the patient quality of life and, indirectly the
family and society quality of life.
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1. Introduccion

Los trastornos neuroldégicos son un grupo muy variado de enfermedades que afectan al
sistema nervioso tanto central (SNC; cerebro y medula espinal) como periférico (SNP; nervios
gue conectan el SNC a otras partes del cuerpo) (Said y Krarup, 2013; Han et al., 2014). EI SNP a
su vez esta subdividido en dos partes: sistema nervioso somatico y autondmico (sistema
nervioso simpatico, parasimpatico y entérico) (Rao y Gershon, 2016). Los trastornos
neuroldgicos se pueden clasificar en enfermedades neurodegenerativas, enfermedades
neurotraumaticas, enfermedades neuropsiquiatricas, trastornos del neurodesarrollo...
(Farooqui, 2012; Han et al., 2014; Farooqui y Farooqui, 2016). Aunque las enfermedades
también pueden ser clasificadas en varias de las anteriores categorias, como por ejemplo el
trastorno del espectro autista (TEA) considerado tanto una enfermedad neuropsiquiatrica como
un trastorno del neurodesarrollo (Kleijer et al., 2014).

Las enfermedades neurodegenerativas afectan a la funcidn neuroldgica y al
comportamiento. Su mecanismo molecular no es totalmente conocido, pero es cada vez mas
evidente la asociacidon entre la acumulacidn de proteinas mal plegadas o defectuosas, la
disfuncién de los mecanismos de degradacion de proteinas como es el proteasoma y la muerte
progresiva de determinadas células nerviosas que provoca la pérdida neuronal caracteristica de
estos trastornos cronicos progresivos (Hardy y Gwinn-Hardy, 1998; Gupta y Kulhara, 2010;
Farooqui, 2010). En 2003, los trastornos neurodegenerativos se estimaban en unos pocos
cientos, pero actualmente puede haber aumentado el numero. Aun asi, los mds importantes
siguen siendo el Alzheimer, el Parkinson y Huntington (Hardy y Gwinn-Hardy, 1998; Przedborski
et al., 2003).

Se consideran enfermedades neurotraumaticas comunes a los derrames cerebrales o
accidentes cerebrovasculares (ACV), al traumatismo craneoencefalico (TCE) y a la lesion de la
médula espinal (LME) (Farooqui, 2010). Hay dos subtipos de ACV: isquémico, provocado por una
disminucion del flujo de sangre hacia el cerebro lo que se traduce en una falta de oxigeno que
provoca la muerte celular (infarto); y hemorragico, provocado por alguna hemorragia
intracerebral hipertensiva, ruptura de fistula arteriovenosa, ruptura de aneurisma... (Donnan et
al., 2008; Farooqui, 2012; Longo et al., 2012). Segun el National Institutes of Health (NIH), los
sintomas de los ACV pueden ser problemas del habla o de su entendimiento, problemas de
vision en un ojo, problemas de respiracién, problemas al andar tanto de equilibrio como de
coordinacion, incapacidad de mover uno de los lados del cuerpo... Entre los jovenes, la
discapacidad es debida en muchas ocasiones a TCE y LME provocados por accidentes de
vehiculos como la moto o el coche. (Farooqui, 2012).

Segun el Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders 5th edition (DSM-V), los
trastornos del neurodesarrollo son un grupo de alteraciones que tienen su origen en el periodo
de desarrollo, lo que los diferencia a nivel temporal de las enfermedades neurodegenerativas
gue seinician en un periodo mas tardio de la vida del individuo (Jongkamonwiwat y Noisa, 2013).
Estos se caracterizan por presentar ciertos déficits, consecuencia de un desarrollo anormal del
cerebro, como podrian ser discapacidad intelectual (DI), trastorno de la comunicacion, TEA,
trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH), trastorno especifico del aprendizaje,
trastornos motores y otros trastornos del neurodesarrollo que provocan limitaciones vy
dificultades en el ambito personal, académico, social o en el funcionamiento ocupacional.
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Ademas, cabe destacar la genética como una parte predominante de su etiologia y en muchas
ocasiones los han clasificado en dos grupos en funcién del conocimiento de esa causa. Por una
parte, se encuentran los trastornos del neurodesarrollo asociados a determinados sindromes
(Por ejemplo, Sindrome de Rett [MIM: 312750], Sindrome de Angelman [MIM: 105830] y
Sindrome X fragil [MIM: 300624]) con una causa genética conocida como pueden ser
mutaciones en un gen o anormalidades citogenéticas afectando a una secciéon de cromosoma o
al cromosoma entero (Veenstra-Vanderweele et al., 2004). A estos trastornos del
neurodesarrollo se les denomina sindromicos siempre que haya una relacion etiolégica entre el
sindrome y el trastorno del neurodesarrollo, ya que puede no ser posible la determinacion de
un nexo causal entre ambos problemas y; siempre que la prevalencia estimada del trastorno del
neurodesarrollo entre los pacientes que poseen el sindrome sea bastante superior a la
prevalencia del mismo trastorno en la poblacién general (Artigas et al., 2005). Por otra parte,
hay casos que no estdn asociados a ningun sindrome y, no presentan una causa genética
especifica o concreta que pueda servir como marcador y que sea explicativa de su patologia. A
estos se les denomina trastornos del neurodesarrollo no sindrémicos o idiopaticos (Caglayan,
2010; Mitchell, 2015). Lo primero que se busca siempre es una etiologia especifica. Al ser
idiopatico, el trastorno del neurodesarrollo es el primero en ser diagnosticado y no de forma
secundaria, como ocurre cuando estd asociado a un sindrome con una causa concreta bien
conocida.

1.1. Enfermedades

En este meta-analisis y revisidn sistematica, se estudiaron tres enfermedades las cuales
son consideradas trastornos del neurodesarrollo: el TEA, el Sindrome de Phelan-McDermid
(SPM) y la Epilepsia.

1.1.1. Trastorno del Espectro Autista

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el TEA presenta una prevalencia de 1
cada 160 nifios y empieza en la nifiez con tendencia a continuar en la adolescencia y edad adulta.
Parece ser que la prevalencia estd aumentando a nivel mundial en parte debido a la aparicién
de nuevos criterios de diagndstico como los propuestos por el DSM-V y herramientas de
diagndstico genético como la tecnologia de microarray o las técnicas de secuenciacidon de nueva
generacion (NGS); ademads de, la mejor concienciacién e informacién proporcionada. El DSM-V
incluye como caracteristicas principales del TEA: (a) los déficits en interaccidon y comunicacion
social y (b) la presencia de patrones repetitivos y restrictivos de comportamiento, intereses y
actividades. Estos sintomas pueden variar en funcidon de la edad o del nivel de desarrollo
neuroldgico experimentado por el individuo.

La causa exacta de este trastorno no es conocida todavia aunque si que se sabe de la
importancia de la genética. Han sido identificados alrededor de 100 genes y desequilibrios
gendmicos asociados con el TEA; sin embargo, con la evolucién experimentada en las
tecnologias de deteccidn durante los ultimos afios, se estima que ahora podrian haber alrededor



de 1000 genes contribuyendo al riesgo del TEA aunque muy pocos contribuirdn a mas del 1% de
los casos (Durand et al., 2007; Betancur, 2011).

EnlaTabla 1, se muestran una serie de posiciones cromosdmicas de riesgo en la etiologia
genética del TEA. Esta tabla demuestra la gran cantidad y variedad de posiciones cromosdmicas
que pueden afectar a este trastorno; aunque puede haber aumentado el nimero de posiciones
de riesgo, como ya se ha mencionado en el parrafo anterior.

Tabla 1. Posiciones cromosdmicas que han sido identificadas en casos de TEA. Las posiciones
se han extraido del estudio de Kumar y Christian (2009) que recopilaron la informacién de
estudios genéticos de asociacion y ligamiento, analisis de mutaciones de genes candidatos (re-
secuenciacion) y analisis citogenéticos.

Posicion cromosomica

1p36 5p13-pl4 7932 12q14.2 17q11
1p34.3 5p15 7936 13g12.3 17921
1p13.2 5q12 7q936.1 13q14 19p13
1q21-q44 6p21.32 8p23 14923 19qg12
1q42 6ql14.3 9p24 15g11-q13 19q13.32
2pl6 6q916.3 9qg12 15qg12 20p13
2024 6022.1 9933-q34 15922-926 20g13.12
2932.2 6923 9g34.13 16p13.3 21ql1
2937 7p21 10p14-p15 16p13.3 22ql11.2
3p25 7911 10g11-g21 16p13.2 22q13.3
3pl4 7921.2-g36.2 10923 16p13.13 Xp22.3
3922 7922 10g23.3-926.3 16pl2.1 Xql2
3025-927 7922.3 11p12-p13 16p11.2 Xql3
3027-928 7931 11q13.4 16921 Xq21-925
4q22-q25 7931.1 11g13-g14 17p11.2 Xq27.2
4935 7q931.2 12p13.33 17p12 Xq28

De todas las posiciones es importante recalcar la regidon 22q13.3, responsable del SPM
(apartado 1.1.2).

Se ha demostrado que el medio ambiente influye en el TEA, como es el caso de la
exposicidon prenatal al acido valproico, el cual parece estar asociado a defectos de nacimiento,
déficits cognitivos y mayor riesgo de autismo, interviniendo por tanto en el neurodesarrollo del
individuo (Roullet et al., 2013). Todo ello corrobora que existen varias causas que pueden
provocar la enfermedad, lo que hace que la gran mayoria de los casos de TEA sean idiopaticos
al no poder identificar la causa exacta que estd provocando la patologia.

En un meta-analisis realizado con estudios de gemelos, se ha estimado que la
heredabilidad del TEA oscila entre el 65-90% (Tick et al., 2015).



1.1.2. Sindrome de Phelan-McDermid

ElI SPM es conocido por varios nombres como sindrome de delecién 22g13.3 o sindrome
22qter, entre otros. Se trata de un sindrome de genes contiguos que tiene lugar como
consecuencia de la pérdida del extremo distal o regiéon terminal del brazo largo del cromosoma
22 (Phelan y McDermid, 2012). Segun la base de datos Orphanet (http://www.orpha.net),
destinada a mejorar el conocimiento de las enfermedades raras, el SPM no presenta datos de
prevalencia conocidos. Sin embargo, segun la Phelan-McDermid Syndrome Foundation (PMSF)
se han descrito alrededor de unos 1400 casos en todo el mundo; pero podria haber mas ya que
se trata de una enfermedad infra-diagnosticada (Phelan y McDermid, 2012).

Entre las manifestaciones que presentan los casos que padecen el SPM se encuentran:
ataques, hipotonia neonatal, retraso global de desarrollo, ausencia o severo retraso del habla,
comportamiento autistico, estrabismo ademas de otros problemas de la vision y la audicion,
disminucion de la percepcién del dolor, rasgos dismorficos leves sobretodo faciales, crecimiento
normal o avanzado para su edad, pubertad precoz, movimientos bucales frecuentes, vémitos
ciclicos, problemas gastrointestinales, reflujo gastroesofagico, problemas de higado, problemas
renales, disfagia de liquidos, linfedema, erupciones en la piel, TDAH y DI, entre otros (Wong et
al., 1997; Bonaglia et al., 2001; Cusmano-Ozog et al., 2007; Phelan, 2008; Phelan y McDermid.,
2012; Kolevzon et al., 2014a; Sarasua et al., 2014). Pero el que hayan sido descritos todos estos
sintomas no quiere decir que un mismo individuo los vaya a padecer, existen otros factores que
van a condicionar la expresidn de su fenotipo como se comentard mas adelante en el trabajo.
Los que se enumeran en este estudio son una recopilacién de manifestaciones que han sido
descritas en varios casos y en la literatura cientifica publicada hasta la fecha.

Cabe destacar que la regidn critica para esta enfermedad es la constituida por los genes
SHANK3, ACR y RABL2B. En la mayoria de los casos (80-85%), la pérdida génica resulta de
deleciones de novo, pero también existe una forma hereditaria. Ademas, aproximadamente en
el 75% de los casos el cromosoma paterno es el que se encuentra afectado (Luciani et al., 2003).

Por lo que respecta a los trastornos del neurodesarrollo como puede ser la DI, entre los
individuos diagnosticados con esta manifestacidn, se ha identificado la presencia de alteraciones
subteloméricas donde la mas comun es la delecidn 1p36 seguida de la delecién 22g13.3 (Ravnan
et al., 2006). Esto demuestra la asociacion de la DI con el SPM. Por otra parte, son varios los
estudios que demuestran una asociacion entre el SPM y el TEA. Sin embargo, los porcentajes de
asociacion varian mucho: 44%, 60% y 94% (Phelan et al., 2001; Jeffries et al., 2005; Dhar et al.,
2010).

1.1.3. Epilepsia

La epilepsia es un trastorno neuroldgico crénico que afecta tanto a hombres como
mujeres independientemente de la edad y que no entiende de fronteras geograficas, sociales o
raciales. En varios estudios, ha sido demostrada la contribucién de ciertos factores del
desarrollo, como los defectos postnatales en la maduracién de los mecanismos neuronales y las
malformaciones congénitas del cerebro, en la epileptogénesis dando lugar al concepto de la
epilepsia como un trastorno del neurodesarrollo (Bozzi et al., 2012). Segiin la OMS, presenta una



prevalencia estimada de entre 4-10 cada 1000 individuos y una incidencia estimada de entre
30-50 cada 100000 individuos en la poblacidn general aunque estos ratios pueden aumentar en
paises menos desarrollados. Es padecida actualmente por alrededor de 50 millones de
individuos en todo el mundo situdndose como uno de los trastornos neuroldgicos mas comunes
a nivel mundial. La causa de la epilepsia puede ser adquirida (tumores cerebrales, traumas
cerebrales, infecciones cerebrales...) o puede ser genética (conocida o desconocida) (Shorvon,
2011).

En 2005, la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE) y el Burd Internacional para la
Epilepsia (IBE) definieron los ataques epilépticos como “la aparicién transitoria de signos y/o
sintomas debido a una anormal, excesiva y simultanea actividad neuronal en el cerebro” y
epilepsia como “un trastorno cerebral caracterizado por una duradera predisposicion a generar
ataques epilépticos y por las consecuencias neurobioldgicas, cognitivas, fisioldgicas y sociales de
esta condicion” (Fisher et al., 2005). La aplicacidn a la practica de esta definicidn es tener dos
ataques no provocados con un tiempo de separacién mayor de 24 horas. Sin embargo, hay
circunstancias clinicas especiales que no reunen el criterio de los dos ataques no provocados,
asi que la ILAE modificé la definicion. En la nueva definicidn, se propuso que la epilepsia fuese
considerada una enfermedad cerebral siempre que se cumpliese cualquiera de las siguientes
situaciones: a) aparicion de al menos dos ataques no provocados (o reflejos) con un tiempo de
separacion mayor de 24 horas, b) aparicion de un ataque no provocado (o reflejo) y una
probabilidad de tener nuevos ataques similar al riesgo de recurrencia general (al menos el 60%)
tras tener dos ataques no provocados, el siguiente ataque tendra que tener lugar alrededor de
los préoximos 10 afos y c) cuando se diagnostica un sindrome epiléptico (Fisher et al., 2005;
Fisher et al., 2014).

Durante los afios son varias las clasificaciones de la epilepsia que se han establecido. En
1970, Gastaut (1970) dividid la epilepsia en dos categorias dependiendo del drea cerebral
afectada: ataques parciales (un hemisferio afectado) y ataques generalizados (ambos
hemisferios afectados). En 1981, la ILAE afiadié dos puntos dentro de los ataques parciales en
funcion de la preservacion de la conciencia: ataques parciales simples (preservan la conciencia)
y ataques parciales complejos (no preservan la conciencia). Por ultimo, en 1989 la ILAE dividio
la epilepsia en tres categorias en funcidn de la etiologia: sintomatica, idiopatica y criptogénica.
Ademas, actualmente la décima versién de la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-
10) agrupa a la epilepsia en el capitulo VI correspondiente a enfermedades del sistema nervioso
y dentro de este, en trastornos episédicos y paroxisticos incluyendo hasta 9 categorias distintas
de la epilepsia.

Existe una relacion etioldgica entre la epilepsia y el TEA donde se han sefialado genes
involucrados en procesos biolégicos como la regulacidn transcripcional (FOXG1, MECP2 vy
MEF2C); la proliferacién y crecimiento celular (PTEN, TSC1 y TSC2); y el desarrollo, estabilidad y
funcidén sindptica (CASK, CDKL5, FMR1 y SHANK3) (Lee et al., 2015). Sin embargo, la prevalencia
de la epilepsia entre nifos que padecen alguno de estos trastornos del neurodesarrollo no estd
clara debido a la variacién existente entre los datos publicados. Segun datos recogidos por el
Autism and Developmental Disabilities Monitoring (ADDM) Network aproximadamente existe
un 16% de coocurrencia entre epilepsia y TEA en nifios (Levy et al., 2010). Pero en otros casos
se ha descrito un mayor porcentaje, siendo el 20-25% de nifios con TEA los diagnosticados de



epilepsia o incluso el 44% como se vio en el estudio de Jokiranta et al. (2013) (Woolfenden et
al., 2012). Ademas, como es tres veces mayor el ratio de epilepsia en individuos con TEA y DI,
gue en aquellos que solo estan diagnosticados de TEA, la presencia de DI en el diagndstico
constituye un factor de riesgo para epilepsia en el TEA (Amiet et al., 2008).

Existen varios sindromes genéticos en los cuales coocurren el TEA y la epilepsia. Algunos
de ellos son: Sindrome de la duplicacion 15q11q13, Sindrome de Down, SPM, Sindrome de Rett,
Sindrome X frégil, complejo esclerosis tuberosa... (Lee et al., 2015). Entre estos, es importante
recalcar la presencia del SPM con el que también se estd trabajando en este meta-analisis.

1.2. Genes

Los genes ARSA, SHANK3, ACR y RABL2B estan incluidos en la region 22g13.3 (mas
especificamente 22q13.33) localizada en la regién 22q13 (Figura 1). Como ya se ha visto en el
apartado 1.1, esta regién cromosOmica estd de alguna manera relacionada con las
enfermedades aqui estudiadas.
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Figura 1: Cromosoma 22. En la parte superior de la figura, se muestra un esquema
representativo del cromosoma 22, con determinadas regiones sefialadas que van desde el
22p13 (p, brazo corto) hasta el 22913.33 (g, brazo largo). En la parte inferior de la figura se
muestra una ampliacién de la regién cromosdmica 22g13.33 donde se localizan los genes ARSA,
SHANK3, ACR y RABL2B, entre otros. Ademas, los genes nombrados aparecen representados
sobre un eje horizontal con sus respectivos tamafios (Costales y Kolevzon, 2015).

1.2.1. ARSA

Segun la base de datos Entrez Gene (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) del National
Center for Biotechnology Information (NCBI), ARSA (Arylsulfatase A) codifica para la enzima
lisosomal arilsulfatasa A, la cual se encarga de hidrolizar el cerebrésido-3-sulfato (sulfatido) a
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cerebrdsido y sulfato inorgdnico. La deficiencia completa o parcial de la actividad de esta enzima
da lugar a una enfermedad de desmielinizacion progresiva tanto del SNC como del SNP,
denominada Leucodistrofia Metacromatica (LDM), al producirse una acumulacion
intralisosomal de sulfatidos que afecta especialmente a las células gliales y las neuronas (Stein
et al., 1989). Aunque la deficiencia enzimatica es sistémica, los sintomas de la enfermedad son
predominantemente neuroldgicos al ser el sistema nervioso el principal afectado (Biffi et al.,
2006).

A nivel genético, segln la base de datos Entrez Gene, el gen ARSA presenta una longitud
en el genoma de alrededor de 5.4 Kb y se organiza en 9 exones.

1.2.2. SHANK3

SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3) o ProSAP2 (Proline-rich synapse-
associated protein 2) codifica para una proteina de andamiaje multidominio localizada en las
espinas dendriticas de las sinapsis excitatorias; donde es pensado que juega un papel importante
en la organizacion de la densidad postsindptica, permitiendo la conexién de los receptores de la
superficie de la membrana postsinaptica con el citoesqueleto de actina y proteinas de
sefializacion (Baron et al., 2006; Kreienkamp, 2008). Recientemente, Reim et al. (2017) han
llevado a cabo un analisis protedmico de fracciones de la densidad postsinaptica de dos regiones
especificas del cerebro de ratones wild type y mutantes Shank3A117- Knockout obteniendo unos
resultados que demuestran la importancia de SHANK3 en la organizacidon de la anatomia
molecular de la densidad postsinaptica y apuntando a una funcién de SHANK3 especifica de la
regién cerebral.

Entre las funciones que se han demostrado de SHANK3, se encuentran: a) la regulacion
del reciclaje y la potenciacidn a largo plazo de los receptores del acido a-amino-3-hidroxi-5-
metilo-4-isoxazolpropidnico (AMPAr) (Raynaud et al., 2013), b) la interaccién con el canal de
potasio dependiente de voltaje KvpB2 en la densidad postsinaptica (Proepper et al., 2014) y c) la
regulacién de la expresion del receptor metabotrdpico de glutamato tipo 5 (mGIuR5) (Verpelli
et al.,, 2011). Por lo tanto, este gen esta involucrado en la maduracion de las extensiones
especializadas de las neuronas, esenciales en la transmisidon del impulso nervioso, llamadas
espinas dendriticas; ademas de, en la formacion de la sinapsis (Boeckers et al., 2002).

A nivel genético, segun la base de datos Entrez Gene, el gen SHANK3 presenta una
longitud de 58.6 Kb aproximadamente y estd constituido por 22 exones. Mutaciones puntuales
y deleciones de SHANK3 han sido identificadas en pacientes con TEA (Soorya et al., 2013). Y,
deleciones y mutaciones puntuales de otros miembros de la familia SHANK como son SHANK1 y
SHANK2, también han sido descritas en pacientes con TEA (Sato et al., 2012; Berkel et al., 2010).

1.2.3. ACR

ACR (Acrosin) codifica para una serin proteinasa (endoproteasa) con una especificidad
de sustrato similar a la tripsina. Se localiza en la matriz acrosomal de espermatozoides maduros,
en forma inactiva llamandose proacrosina (Baba et al., 1989; Klemm et al., 1991). El acrosoma



es un organulo situado en el extremo apical del espermatozoide, en la parte anterior del nucleo
y almacena distintas enzimas hidroliticas incluida la proacrosina (Adham et al., 1997). Cuando
se produce la reaccién acrosdmica, la proacrosina se convierte en su forma activa acrosina y
junto al resto de enzimas lisan la zona peltcida del ovocito, proceso que es necesario para que
se produzca la fertilizacién (Yamagata et al., 1998).

A nivel genético, segun la base de datos Entrez Gene, el gen ACR presenta una longitud
de 7.1Kb aproximadamente y se organiza en 5 exones.

1.2.4. RABL2B

RABL2B (RAB-LIKE 2B) forma parte de la familia de genes RAB, los cuales codifican para
pequefias proteinas de unién a guanosin trifosfato (GTP) involucradas en el control del
transporte vesicular a través de la regulacién de las rutas exociticas y endociticas de la célula; y
ademds, muestran similaridades con la superfamilia Ras GTPasa (Wong et al., 1999).

A nivel genético, segln la base de datos Entrez Gene, el gen RABL2B presenta una
longitud de 16.2 Kb aproximadamente y se organiza en 12 exones.

1.3. Epigenética

Se entiende por epigenética al estudio de todos aquellos cambios producidos en la
expresion génica que pueden ser heredados por la descendencia y no modifican la secuencia
primaria de acido desoxirribonucleico (ADN). Sin embargo, estos cambios epigenéticos no son
estaticos y por tanto, pueden ser modificados. En este aspecto, existen evidencias de que el
ambiente (factores fisicos, quimicos, nutricionales, psicosociales...) puede influir en la expresion
génica a través de los mecanismos epigenéticos, dando lugar en ciertas ocasiones al desarrollo
de enfermedades. Los mecanismos epigenéticos mas estudiados son la metilacién del ADN, la
modificacidon de histonas (acetilacidn, fosforilacidn y metilaciéon, entre otras) y la regulacién por
acidos ribonucleicos (ARNs) no codificantes (Weinhold, 2006; Feil y Fraga, 2012).

La metilacidn del ADN, definida como la adicidon de un grupo metilo a los residuos de
citosina de los dinucleotidos CpG, puede que sea el mecanismo epigenético mds importante y
este ha sido relacionado con la regién 22q13.33. Grafodatskaya et al. (2012), en una parte de su
estudio, evaluaron la metilacién del ADN de 6 sitios CpG del promotor del gen ARSA en 66 casos
de TEA y en 70 controles. Tras el analisis de los datos de cada CpG, se describié un aumento
significativo de la metilacion del ADN en 2/6 sitios CpG, involucrando a 4 casos de TEA en uno
de los sitios y en el otro a 5 casos de TEA. En un estudio llevado a cabo por Zhu et al. (2014), a
través del andlisis del gen SHANK3 en el tejido cerebral post mortem de 54 pacientes con TEAy
43 controles, encontraron un aumento significativo de la metilacion de islas CpG intragénicas y
una expresion alterada de isoformas especificas en aproximadamente un 15% de los pacientes
con TEA.

El mecanismo de regulacién de la expresion génica mediado por microARNs (miARNSs)
también ha sido objetivo de estudio. Choi et al. (2015) mostraron la regulacion post-
transcripcional de la expresion de SHANK3 por tres miARNs (miR-7, miR-34a y miR-504). Y
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ademads, también mostraron que estos miARNs regulaban las espinas dendriticas neuronales de
una manera dependiente de SHANK3. Por tanto, este estudio demuestra que la alteracion del
perfil de expresion de miARNs podria suponer el mecanismo patogénico de ciertos trastornos
neuropsiquiatricos.

Por una parte, la etiologia epigenética estd mas asentada en el TEA siendo varios los
factores ambientales descritos que pueden repercutir en la patogénesis de esta enfermedad.
Entre estos factores, se encuentran las hormonas y los factores nutricionales; el inapropiado
cuidado de los niflos como puede ser el abuso y la malnutricién por parte de padres que padecen
algun problema psiquiatrico; y exposicién prenatal al acido valproico; entre muchos otros
(Roberts et al., 2013; Roullet et al., 2013; Sealey et al., 2016). Por otra parte, la contribucion de
la epigenética en el caso del SPM no se ha asentado todavia. Algunos articulos la mencionan
como una de las causas, basandose en los estudios realizados con pacientes diagnosticados de
TEA o estudios realizados en animales y cultivos celulares sobre la regulacion de SHANK3 (Choi
et al., 2015). Esta conclusidn se ha generado debido a la elevada asociacidn entre el SPM vy el
TEA, asi como, a la consideracién de SHANK3 como el principal causante de la patologia
neuroldgica del sindrome. Por ultimo, la etiologia epigenética si que ha sido estudiada vy
documentada en la epilepsia (Weinhold, 2006; Qureshi y Mehler, 2010; Fontes et al., 2015).

1.4. Evolucion de las tecnologias

Sin duda, hay que destacar la importancia de la evolucién de la tecnologia en la
elucidacion de las bases genéticas de muchas enfermedades.

Las técnicas utilizadas para el diagndstico y para la investigacion de las enfermedades,
se pueden dividir en tres grupos: citogenética convencional, citogenética molecular y genética
molecular (Durmaz et al., 2015).

En la citogenética convencional destaca el cariotipado realizado mediante la técnica de
bandeo G. Esta técnica permite detectar reordenamientos cromosdémicos microscopicos como
pueden ser grandes deleciones y translocaciones, y cromosomas en anillo, entre otros; los cuales
han sido descritos en la region 22g13.3 (Luciani et al., 2003; Phelan y McDermid, 2012; Soorya
et al., 2013). Sin embargo, la baja resolucién (5-10 Mb) que presenta hace que anormalidades
cromosdmicas mds pequefias no sea posible detectarlas (Faas et al., 2008). Entonces,
aparecieron técnicas con mayor resolucion como las técnicas de citogenética molecular y las
primeras técnicas de genética molecular, permitiendo la deteccion de esas anormalidades
cromosdémicas mas pequefias. Para la deteccidn de deleciones subcmicroscédpicas descritas
también en la regién 22q13.3, son Uutiles las tecnologias de microarray como la hibridacién
gendmica comparada (HGC) y los analisis dirigidos por hibridacién fluorescente in situ (HFIS) o
multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) (Anderlid et al., 2002; Luciani et al.,
2003; Soorya et al., 2013) . Y para la deteccion de anormalidades cromosémicas cripticas pueden
ser utilizadas las tres técnicas mencionadas arriba (Faas et al., 2008). Con el tiempo mejoraron
las técnicas de genética molecular surgiendo las tecnologias de NGS, tecnologias de alto
rendimiento entre las que se incluyen la secuenciacién del genoma completo (SGC), la
secuenciacion del exoma completo (SEC) y la secuenciacion dirigida, que permiten la
identificacion de variantes intragénicas como las mutaciones puntuales e indels (Buxbaum et al.,
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2012). Estas técnicas NGS han permitido estudiar el genoma entero a nivel de bases
nucleotidicas encontrando posibles causas genéticas de determinadas patologias en pacientes
gue no presentaban etiologia conocida. Este es el caso de individuos diagnosticados con TEA
idiopatico, en los cuales se han identificado indels o mutaciones puntuales de novo en SHANK3
utilizando técnicas NGS como SEC y re-secuenciacion dirigida a gran escala (Durand et al., 2007;
De Rubeis et al., 2014). Ademas, se estan descubriendo nuevos genes implicados en el TEA
mediante el uso de técnicas como SGC (Yuen et al., 2017). También la epilepsia se ha beneficiado
de estos avances en las técnicas de secuenciacién (Mefford, 2015).

La evolucidn de las técnicas desde la citogenética convencional a la genética molecular,
asi como la mejora de cada una de las técnicas que se han ido estableciendo con dicha evolucion
ha aumentado el numero de individuos diagnosticados en el TEA, SPM y epilepsia, y ha mejorado
la comprensién de la etiologia genética de dichas patologias.

1.5. Evolucion de los tratamientos

Hoy en dia, los tratamientos recibidos por los individuos diagnosticados con el TEA, el
SPM y la epilepsia, se centran en el fenotipo de la enfermedad y no en el genotipo. Su objetivo
es reducir de forma individual cada uno de los sintomas de las enfermedades.

El tratamiento de la epilepsia se basa principalmente en el uso de farmacos anti-
epilépticos. Sin embargo, hay casos en los que estos farmacos no funcionan y entonces se
contemplan otras posibilidades como una dieta cetogénica (Rogovik y Goldman, 2010). Por otro
lado, para tratar los sintomas del SPM se utilizan terapias ocupacionales, fisicas, de
comportamiento y del habla; farmacos dirigidos a sintomas como la epilepsia, los problemas
gastrointestinales... Y ademas, hay otros medicamentos cuyo efecto beneficioso sobre el
fenotipo neuroldgico ha sido demostrado pero todavia requieren mayor estudio, como es el
caso del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), la insulina intranasal y el risperidone
(Costales y Kolevzon, 2015). Por ultimo, para tratar los sintomas del TEA se pueden utilizar
terapias ocupacionales, del habla y de integracidn sensorial, entre otras; dietas; medicamentos
enfocados en la epilepsia, depresion...

Sin embargo, en los ultimos tiempos han estado tomando forma nuevos conceptos,
como la medicina de precisién; que se centran en el genotipo del paciente, los factores
ambientales y el estilo de vida para establecer el mejor tratamiento adaptado al paciente. Por
tanto, se focalizan en el enfermo y no en la enfermedad (Katsnelson, 2013). En este concepto se
engloba a la terapia génica, con la cual se ha buscado suplir esa pérdida de funcién génica
caracteristica de muchas enfermedades. De los genes aqui estudiados, destacan los avances
realizados en el uso de la terapia génica con el gen ARSA para tratar la LDM, donde se estan
desarrollando varias estrategias que estan siendo ensayadas en modelos animales (Rosenberg
et al., 2016). Recientemente, surgié un estudio en el que se consiguieron rescatar ciertas
caracteristicas del fenotipo autistico, como el déficit de interaccion social o los comportamientos
repetitivos, en ratones adultos con pérdida del gen SHANK3 mediante la re-expresion de ese
mismo gen (Mei et al., 2016).
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2. Objetivos

La etiologia genética del TEA, el SPM y la Epilepsia converge en la regiéon cromosdémica
2213 donde se encuentran los genes escogidos para el estudio (ARSA, SHANK3, ACR y RABL2B).
Las tres enfermedades se han manifestado asociadas con un claro fenotipo neurolégico.

A pesar de haber sido demostrada la contribucién de SHANK3 a la patologia de estas
enfermedades, el fenotipo varia entre los individuos; asi que podria haber otros genes de la
misma region implicados en esa variacion de la sintomatologia presentada por cada individuo.

Los objetivos de este trabajo son:

» Realizar una revisién sistematica de la evidencia cientifica publicada hasta la fecha a
cerca de la implicacidn de los genes ARSA, SHANK3, ACR y RABL2B en la etiologia del
TEA, el SPM y la epilepsia; y evaluar la calidad de los estudios para poder ser utilizada
como fuente en posibles estudios de investigacion.

» Estudiar cudl o cudles de los genes seleccionados de la region 22g13 estdn mas
implicados en la sintomatologia de estas enfermedades para ser estudiados en un
posible proyecto de terapia génica posterior.
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3. Materiales y métodos

La busqueda literaria realizada en el presente estudio se llevd a cabo usando dos bases
de datos de articulos cientificos distintas: PubMed y ScienceDirect. La fecha de finalizacion de la
busqueda fue el 22 de mayo de 2017.

3.1. Criterios de inclusion

Se recopilaron revisiones sistematicas debido a su menor probabilidad de sesgo dada la
presencia de una metodologia cientifica que permite al lector reproducir la investigacién y
verificar si llega a la misma conclusion (Gisbert y Bonfill, 2004). También se escogieron los
estudios epidemioldgicos tanto descriptivos como analiticos. Todos estos debian tratar de
alguna manera la asociacion de alguno o varios de los genes (ARSA, SHANK3, ACR y RABL2B) con
alguna de las enfermedades estudiadas (TEA, SPM y epilepsia).

En cuanto al rango temporal en el que se tienen que encontrar los estudios, se
escogieron aquellos que habian sido publicados a partir del aio 2000, es decir, de los ultimos 17
anos. Lo que permitid ver si habian aumentado o disminuido el nimero de publicaciones en el
tema a tratar a lo largo del tiempo transcurrido durante el siglo XXI.

El idioma fue restringido a la lengua inglesa.

3.2. Criterios de exclusion

No fueron aceptados: a) los resimenes y estudios duplicados, b) los estudios realizados
con animales o con cultivos celulares tanto obtenidos de instituciones de coleccién de cultivos
celulares como las procedentes de pacientes, c) los articulos que comparaban técnicas de
diagndstico con el objetivo de ver cudl de ellas era mejor o directamente la presentacién de una
técnica de diagndstico como la mejor opcion para ello, d) las revisiones sistematicas que
trataban muchos trastornos neurolégicos o muchos trastornos del neurodesarrollo, e)
revisiones sistematicas que agrupaban articulos que ya habian sido recogidos en este trabajo de
forma individual, f) las revisiones sistematicas que utilizaban datos procedentes de estudios
analiticos realizados en humanos pero no era especificado el nimero de pacientes utilizado en
cada uno de los estudios recogidos y g) estudios analiticos que no especificaban el nimero de
pacientes que se habian usado.

3.3. Términos de busqueda

Lo primero que se hizo fue decidir cuales iban a ser las palabras claves que se iban a usar
para la busqueda de los articulos. Los términos de los genes fueron decididos mediante una
consulta de cada uno de ellos en la base de datos Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM;
https://www.omim.org) y los términos de las enfermedades en base a una previa lectura
superficial de varios articulos que trataban el tema. Las palabras clave se escribieron en inglés
ya que este fue establecido como el idioma de los articulos que se recopilarian en cada una de
las busquedas.
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Por un lado, para cada una de las enfermedades se utilizaron los siguientes términos:
“Phelan-McDermid syndrome”, “22q13 deletion syndrome”, “deletion 22q13 syndrome”,
“chromosome 22q13 deletion syndrome” y “PMS” [MIM 606232]; “Epilepsy” y “seizures”;
“Autism Spectrum Disorder” y “ASD”.

Por otro lado, para cada uno de los genes se utilizaron los siguientes términos: “ARSA”
y “Arylsulfatase A” [MIM 607574); “SHANK3”, “SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3”,
“ProSAP2” y “Proline-rich synapse-associated protein 2” [MIM 606230]; “ACR” y “Acrosin” [MIM
102480]; “RABL2B” y “RAB-LIKE 2B” [MIM 605413].

Con el objetivo de ser mas precisos y productivos a la hora de hacer las busquedas,
evitando los miles de resultados que se obtienen de buscar las palabras clave al azar, se procedid
al uso de los operadores booleanos. En esta revision literaria se emplearon como operadores
booleanos para definir mejor la busqueda: “AND” (Operador de presencia) y “OR” (Operador de
alternancia). “AND” permitid garantizar la presencia tanto del gen como de la enfermedad en el
articulo encontrado y “OR” permitié combinar cada una de las formas de nombrar el gen o la
enfermedad ampliando la busqueda realizada con el operador booleano “AND” para asi evitar
gue fuesen rechazados articulos donde se nombrara la enfermedad o el gen de forma distinta.

3.4. Frases de busqueda

3.4.1. Busqueda en PubMed
Las frases que se emplearon en la base de datos PubMed fueron:

> “(ARSA OR Arylsulfatase A) AND (Phelan-McDermid syndrome OR 22q13 deletion syndrome
OR PMS OR deletion 22q13 syndrome OR chromosome 22q13 deletion syndrome)”.

» “(SHANK3 OR SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3 OR ProSAP2 OR Proline-rich
synapse-associated protein 2) AND (Phelan-McDermid syndrome OR 22q13 deletion
syndrome OR PMS OR deletion 22q13 syndrome OR chromosome 22q13 deletion
syndrome)”.

» “(ACR OR Acrosin) AND (Phelan-McDermid syndrome OR 22q13 deletion syndrome OR PMS
OR deletion 22q13 syndrome OR chromosome 22q13 deletion syndrome)”.

> “(RABL2B OR RAB-LIKE 2B) AND (Phelan-McDermid syndrome OR 22q13 deletion syndrome

OR PMS OR deletion 22q13 syndrome OR chromosome 22q13 deletion syndrome)”.

“(ARSA OR Arylsulfatase A) AND (Epilepsy OR seizures)”.

“(SHANK3 OR SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3 OR ProSAP2 OR Proline-rich

synapse-associated protein 2) AND (Epilepsy OR seizures)”.

“(ACR OR Acrosin) AND (Epilepsy OR seizures)”.

“(RABL2B OR RAB-LIKE 2B) AND (Epilepsy OR seizures)”.

“(ARSA OR Arylsulfatase A) AND (ASD OR Autism Spectrum Disorder)”.

“(SHANK3 OR SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3 OR ProSAP2 OR Proline-rich

synapse-associated protein 2) AND (ASD OR Autism Spectrum Disorder)”.

“(ACR OR Acrosin) AND (ASD OR Autism Spectrum Disorder)”.

> “(RABL2B OR RAB-LIKE 2B) AND (ASD OR Autism Spectrum Disorder)”.

YV VY

YV V V V

A\
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3.4.2. Busqueda en ScienceDirect

En esta base de datos, no se emplearon todos los vocablos que habian sido escogidos
debido al exceso de articulos que aparecian, lo que hacia imposible el procesamiento de todos
ellos. Las frases que se emplearon en la base de datos ScienceDirect fueron:

“ARSA AND Phelan-McDermid syndrome”.
“SHANK3 AND Phelan-McDermid syndrome”.
“ACR AND Phelan-McDermid syndrome”.
“RABL2B AND Phelan-McDermid syndrome”.
“ARSA AND Epilepsy”.

“SHANK3 AND Epilepsy”.

“ACR AND Epilepsy”.

“RABL2B AND Epilepsy”.

“SHANK3 AND Autism Spectrum Disorder”.
“ACR AND Autism Spectrum Disorder”.
“ARSA AND Autism Spectrum Disorder”.
“RABL2B AND Autism Spectrum Disorder”.

VVVYYVYVVYVYVYYVYYVYY

3.5. Seleccion de estudios

Empleando los criterios de inclusién y exclusion formulados en los apartados 3.1y 3.2,
respectivamente; se determinaron cuatro cribados que son explicados a continuacién para
facilitar una posible reproduccién de los datos obtenidos por el lector:

e Primer Cribado

Los articulos recopilados fueron eliminados en este orden de preferencia por fecha,
resumenes (criterio de exclusién a)), por ser indices, reuniones anuales, congresos, posters,
presentaciones, sesiones orales, contenidos, cartas de investigacién, articulo retractado, por
idioma y cuando la nomenclatura del gen o la enfermedad por la cual el motor de busqueda
escogio el articulo no se corresponde con el gen o la enfermedad (Ejemplos: ACR (American
College of Radiology, American College of Rheumatology, Anterior Corona Radiata...) o ASD
(Atrial Septal Defect)).

e Segundo Cribado

Los articulos aceptados en el primer cribado que estaban duplicados (criterio de
exclusién a)) fueron eliminados.

Antes de realizar el tercer cribado con los articulos restantes del segundo cribado, se
procedio a realizar una clasificacion general de los articulos en tres grupos: revisiones narrativas,
estudios epidemioldgicos descriptivos y estudios epidemioldgicos analiticos. Dentro del grupo
de estudios analiticos se propusieron 3 grupos mas: Animales, Humanos y Células.

e Tercer Cribado

Una vez clasificados se eliminaron las revisiones narrativas (capitulos de libros y articulos
de revision) ya que la falta de una metodologia cientifica da lugar a la obtencién de conclusiones
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sesgadas e incluso errdneas (Gisbert y Bonfill, 2004), y los estudios epidemioldgicos que usaban
animales o cultivos celulares y no humanos (criterio de exclusion b)).

e Cuarto Cribado

Los articulos que pasaron el tercer cribado fueron eliminados si no trataban el objetivo
de estudio mencionado en el apartado 3.1; o si cumplian alguno de los criterios de exclusion de
c)-g).

3.6. Evaluacion de la evidencia cientifica

Antes de proceder a la evaluacién de la evidencia cientifica fue necesaria una
caracterizacién mas especifica de los estudios que fueron aceptados en el cuarto cribado. Los
estudios descriptivos se clasificaron en casos Unicos o series de casos en funcién del nimero de
individuos que se describen. Por otro lado, los estudios analiticos fueron clasificados en ensayos
clinicos controlados aleatorizados, ensayos clinicos controlados no aleatorizados (prospectivo o
retrospectivo), ensayos no controlados, estudios de cohorte y, estudios de casos y controles.
Por ultimo, quedaron las revisiones sistematicas.

La figura 2 muestra el esquema que se utilizd para clasificar los estudios analiticos,
extraido de Argimon y Jiménez (2013).

éExiste control del factor de estudio?

Si No

Estudio
experimental

Estudio
observacional

¢Existe un grupo
control concurrente?

La formacidn de los grupos
se realiza en funcion de:

Si No
Ensayo
controlado La exposicion La presencia
al factor de dela
estudio enfermedad
éLa asignacion a los o efecto
grupos es aleatoria?
Si No
VVV
Ensayo Ensayo Ensayo no Estudio de Estudio de
clinico clinico controlado cohorte casos y
aleatorio controlado controles
no aleatorio
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Figura 2. Algoritmo de clasificacion de los estudios analiticos (Argimon y Jiménez, 2013).
Siguiendo el camino en base a las preguntas y las respuestas, se determiné el tipo especifico de
estudio analitico que era.

Una vez clasificados, para la evaluacién de la evidencia cientifica se uso el esquema de
gradacidn propuesto por la Agencia d’Avaluacié de Tecnologia Médica (AATM) de la Generalitat
de Catalunya basado en el tipo de disefio del estudio ademds de las condiciones de rigurosidad
cientifica (Jovella y Navarro-Rubio, 1995; Primo, 2003).

La Tabla 2 muestra los distintos niveles de calidad de la evidencia cientifica especificados
en numeros romanos de mayor () a menor (IX) evidencia cientifica, asi como la fuerza de la
evidencia correspondiente a cada nivel. Como se puede apreciar en la tercera columna, el disefio
del estudio determinado previamente fue importante para relacionar el estudio con el nivel de
evidencia cientifica.

Tabla 2: Esquema de los niveles de la evidencia cientifica propuesto por la AATM (3, 4). ECA:
Ensayo Controlado Aleatorizado.

Nivel Fuferza d.e Tipo de disefio Condiciones de rigurosidad cientifica
evidencia
Analisis de datos individuales de los
pacientes
Sin heterogeneidad
Adecuada Meta-analisis de ECA Diferentes técnicas de analisis
Meta-regresion
Mega-analisis
Calidad de los estudios
Evaluacidn del poder estadistico
Il Adecuada ECA de muestra grande Multicéntrico
Calidad del estudio
" Evaluacidn del poder estadistico
i Buena a regular ECA de muestra pequefia Calidad del estudio
. Controles coincidentes en el tiempo
Ensayo prospectivo P
\ Buena a regular . Multicéntrico
controlado no aleatorizado . .
Calidad del estudio
Ensayo retrospectivo Controles histoéricos
\" Regular . . .
controlado no aleatorizado | Calidad del estudio
Multicéntrico
Vi Regular Estudios de cohorte Apareamiento
Calidad del estudio
Vil Regular Estudios de casos y Multicéntrico
controles Calidad del estudio
Series clinicas no
controladas
Estudios descriptivos
VIII Pobre (vigilancia epid'emiolégica, Multicéntrico
encuestas, registros y
bases de datos)
Comités de expertos
Conferencias de consenso
IX Pobre Anécdotas y casos Unicos -
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3.7. Estadistico (Prevalencia)

Tras la evaluacion de la evidencia cientifica, se calculé el estadistico prevalencia en los
articulos que presentaban el nivel de evidencia cientifica seleccionado. Segun el NIH, la
prevalencia es la proporcién de una poblacién con una caracteristica especifica en un periodo
de tiempo dado. En este caso, la poblacidn seria una cohorte de individuos con una delecién,
mutacién puntual... de uno o varios de los genes estudiados de la region 22q13.33 (ARSA,
SHANK3, ACR y RABL2B) y la caracteristica especifica seria la enfermedad (TEA, SPM o epilepsia).
En resumen, se calculé que porcentaje de individuos con una pérdida de dosis génica en uno o
mas genes presentaba la enfermedad.

3.8. Analisis de la relacion del tamaio de la delecién del 2213 con el fenotipo

Se reviso el andlisis genotipo-fenotipo de aquellos articulos que presentaban el nivel de
evidencia cientifica seleccionado. Se extrajo la informacidn de que sintomas de la enfermedad
estudiada en ese caso estaban asociados significativamente al tamafio de la delecién de la regién
cromosomica 22q13. Este andlisis permitira determinar si otros genes de la regién 22q13
podrian influir en la aparicidn o severidad del fenotipo de la enfermedad.

3.9. Codificacion de los estudios

Los datos que se extrajeron para codificar cada uno de los articulos con el objetivo de
facilitar el flujo de seleccién fueron: 1) apellido del primer autor, 2) afio de publicacién, 3) gen,
4) enfermedad, 5) PMID (solo en el caso de las base de datos de PubMed), 6) tipo de revisién o
tipo de estudio epidemioldgico y 7) tipo de modelo utilizado para el estudio: humano, animal o
cultivo celular.

Por ultimo, después de evaluar la evidencia cientifica y seleccionar los articulos a
estudiar, se extrajo: 8) el nimero de individuos de la cohorte y 9) el niUmero de estos individuos
gue exhibian la enfermedad.
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4. Resultados

4.1. Resultados de la busqueda.

Como muestra la Figura 3, el nimero de articulos identificados en las bases de datos
PubMed y ScienceDirect fueron 1497. Los articulos que no pudieron ser descargados fueron
proporcionados por el Centro de Investigacién Médica Aplicada (CIMA) de la Universidad de
Navarra. En el primer y segundo cribado explicados en el apartado 3.5, se descartaron 605 y 356
articulos, respectivamente; y se aceptaron un total de 536. En el tercer cribado, después de
haber realizado la clasificacién mencionada en el apartado 3.5 mediante una lectura de la parte
metodoldgica y en caso de duda también del resumen de cada articulo, fueron eliminados 383
y se aceptaron 153 articulos. Por ultimo, en el cuarto cribado se leyeron los titulos y resimenes;
y en caso de duda, se realizdé una lectura mas profunda quedando eliminados 83 articulos y
aceptados 70.

Articulos identificados en las bases
de datos PubMed y ScienceDirect.
n = 1497

Primer cribado
n = 605

\4

Articulos aceptados en el primer cribado.
n = 892

Segundo cribado
n= 356

v

A\ 4

Articulos aceptados en el segundo cribado.
n =536

Clasificacién de los articulos en funcién de
la parte metodoldgica y en caso de duda el
resumen.

Tercer cribado
n= 383

v

\ 4

Articulos aceptados en el tercer cribado.
n =153

Analizados en cuanto al titulo y el resumen;
y en caso de duda, lectura mds profunda.

Cuarto cribado
n= 83

v

\4

Articulos aceptados finalmente.
n=70
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Figura 3. Diagrama de flujo del proceso de seleccidon de articulos. Son representados en el
esquema el nimero de articulos que van siendo eliminados en cada cribado (1 — 4), desde la
identificacion de los mismos en las bases de datos hasta obtener los articulos que pasaran al
estudio de la evidencia cientifica.

4.2. Evaluacion de la evidencia cientifica.

Los 70 articulos aceptados en el apartado 4.1, los cuales cumplian los requisitos del
estudio establecidos en la metodologia, fueron evaluados mediante la tabla 2. Se obtuvieron
articulos en 5 de los 9 niveles de evidencia cientifica (lll, VI-IX). Como se muestra en la Tabla 3y
la Figura 4, aproximadamente el 97% de los articulos presentaban un nivel entre VI-IX con una
fuerza de evidencia asociada entre regular (VI y VII) y pobre (VIIl y IX). Solo 2 articulos
presentaron un nivel lll con una fuerza de evidencia asociada de buena a regular. Sin embargo,
fueron los articulos del nivel VI, correspondiente a estudios de cohorte, los que fueron escogidos
para estudiar cual o cuales eran los genes mas implicados en la patologia de las enfermedades.
La eleccidn del nivel VI vino dada: a) por la minima cantidad de articulos presentes en el nivel Il
(2; 2.86%); b) por ser el siguiente nivel con mas evidencia cientifica que tiene articulos; c) y por
presentar una cantidad suficiente de articulos (10; 14.29%), asi como, los datos de prevalencia
y los andlisis tamafio de la delecién-fenotipo necesarios para realizar el estudio.

Tabla 3: Porcentaje de articulos por nivel de evidencia cientifica. Nivel de evidencia cientifica
(columna 1): I-IX. Numero de articulos correspondiente a cada nivel (columna 2). Y, porcentaje
de articulos en cada nivel.

Nive::ic::‘tei\;ii::ncia Numero de articulos Porcentaje

! 0 0.00%

. 0 0.00%

1 2 2.86%
v 0 0.00%

v 0 0.00%
vi 10 14.29%
VI 24 34.29%
vill 12 17.14%
X 21 31.43%
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Porcentaje de articulos por nivel de evidencia

2.86%
0% 0%
0% 0%
31.43% 14.29%
17.14% 34.29%
. u ] I NV mV =Vl mVI =Vl =X

Figura 4. Porcentaje de articulos por nivel de evidencia cientifica. Representacion grifica
mediante un pie chart del porcentaje de articulos presentes en cada nivel de evidencia cientifica
(I-1X).

Los estudios con nivel VI de evidencia cientifica (Estudios de cohorte) fueron: Wilson et
al. (2003), Sarasua et al. (2011), Bonaglia et al. (2011), Aldinger et al. (2012), Soorya et al. (2013),
Sarasua et al. (2013), Oberman et al. (2015), Holder y Quach (2016), Zwanenburg et al. (2016a)
y Reierson et al. (2017).

4.3. Prevalencia de las enfermedades asociadas a la delecién de genes concretos
de la region 2213

De los 10 articulos escogidos para realizar el estudio, 7 permitieron obtener algin dato
de la prevalencia. Sin embargo, en la gran parte de los casos solo se hizo referencia a que la
cohorte de individuos presentaba una deficiencia de SHANK3 debido a deleciones de la regidn
22913 y a mutaciones puntuales que afectaban concretamente a este gen.

Por un lado, Sarasua et al. (2011), Bonaglia et al. (2011), Soorya et al. (2013) y Sarasua
et al. (2013) proporcionaron informacién suficiente para el cdlculo de la prevalencia del TEA
entre individuos con deficiencia de SHANK3.

En Sarasua et al. (2011), se llevd a cabo un estudio con 71 individuos que presentaban
una delecién terminal de la regidon cromosémica 22q13, incluyendo siempre SHANK3. De los 71
individuos, solo aquellos con 3 o mas afios fueron evaluados para el TEA en base al historial
médico de cada uno. Se obtuvo una prevalencia del TEA entre los individuos de la cohorte del
26.41% (14/53).

En Bonaglia et al. (2011), se hizo un estudio con 44 individuos que presentaban
deleciones de la regidon cromosémica 22q13, siempre incluyendo SHANK3; pero fueron
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eliminados 4 individuos para el andlisis clinico por llevar asociadas duplicaciones de regiones
cromosomicas que podrian dificultar la evaluacidn. Se concluyé que el 13% de los individuos
presentaban autismo englobado actualmente bajo la definicion TEA segin el DMS-V.

En Soorya et al. (2013), se realizé un estudio con 32 pacientes de los cuales 30
presentaban una delecion 22q13 terminal incluyendo SHANK3 y 2 presentaban mutaciones
puntuales de novo en SHANK3. Tras una evaluacién de los sintomas del TEA en los 32 pacientes
utilizando métodos de diagndstico estandarizados como Autism Diagnostic Interview-Revised
(ADI-R) (Lord et al., 1994) y Autism Diagnostic Observation Schedule-G (ADOS-G) (Lord et al.,
2000), se concluyd que habia una prevalencia del TEA entre los individuos del 84%.

En Sarasua et al. (2013), se hizo un estudio con 70 pacientes que transportaban
deleciones terminales de la regidn 22q13, siempre involucrando a SHANK3. Solo en aquellos
individuos con 3 0 mas afos, para los que hubiese historial médico que aportase informacién al
respecto y que no presentasen anomalias cromosdmicas asociadas, se evalud el TEA. El
resultado fue una prevalencia del TEA entre los individuos del 25% (13/52).

El resto de articulos no hizo referencia a la prevalencia del TEA entre individuos con
deleciéon o mutacion puntual de SHANK3 u otro de los genes aqui estudiados. Oberman et al.
(2015), proporciond la prevalencia del TEA entre una cohorte de 40 individuos con deleciones
de la regién cromosémica 22q13, excepto un caso que presentaba una mutacién puntual. Sin
embargo, no se hizo referencia a que genes estaban involucrados en la delecién ni tampoco que
gen era el que presentaba la mutacion puntual. De modo que aunque determinasen que la
prevalencia del TEA era 52.5% (21/40), esta no pudo ser asociada a la pérdida de ninglin gen en
concreto.

Cabe destacar que a excepcion del 84% de prevalencia obtenido en Soorya et al. (2013);
en los otros articulos que proporcionaron la prevalencia del TEA entre individuos con pérdida de
SHANKS3, esta varid entre el 13-26%.

Por otro lado, Bonaglia et al. (2011), Sarasua et al. (2013) y Holder y Quach (2016)
proporcionaron informacion suficiente para el célculo de la prevalencia de la epilepsia entre
individuos con deficiencia de SHANK3. A continuacidn, se proporcionan los datos de prevalencia
pero sin repetir la informacion aportada en los pdarrafos anteriores que tratan el TEA.

En Bonaglia et al. (2011) y Sarasua et al. (2013), se obtuvo una prevalencia de ataques
epilépticos del 30% y el 18.5% (10/54), respectivamente, entre individuos con pérdida de
SHANKS3. En el caso de Sarasua et al. (2013), su calculo fue independiente de la edad al contrario
que en el calculo de la prevalencia del TEA, por lo que el total de individuos sobre el que se
evaluaron los ataques epilépticos fue 54.

En Holder y Quach (2016), se realizd un estudio con 24 pacientes de los cuales 20
presentaban una delecion 2213 incluyendo el SHANK3 y 4 presentaban mutaciones puntuales
que causaban una pérdida de funcion de SHANK3. Tras la evaluacidn de la informacion de los
pacientes, se concluyd que existia una prevalencia de ataques epilépticos entre los individuos
con pérdida de funcién de SHANK3 de aproximadamente el 46%.

El resto de articulos no mostré datos de prevalencia de ataques epilépticos entre
individuos con deleciéon o mutacién puntual de SHANK3 u otro de los genes aqui estudiados. Sin
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embargo, como ya habia ocurrido en el caso del TEA, Oberman et al. (2015) y Reierson et al.
(2017) proporcionaron datos de la prevalencia de los ataques epilépticos entre individuos con
deleciones en la regidon 22g13 pero sin saber que genes de los aqui estudiados eran
delecionados. Los datos de prevalencia fueron del 20% (8/40) y el 63% (22/35), respectivamente.
Este ultimo fue un estudio con 50 individuos pero solo 35 presentaron un historial médico con
datos al respecto.

Por tanto, la prevalencia de los ataques epilépticos entre pacientes con pérdida de
SHANK3 varioé entre 18-46%.

4.4. Analisis de la relacion del tamaiio de la delecién del 22q13 con el fenotipo.

Algunos de los estudios de cohorte estudiaron si existia correlacién entre el tamafio de
la delecién de la regién 22q13 y la severidad o aparicion de determinados sintomas del fenotipo
de la enfermedad estudiada en el articulo. En la mayoria de los casos la enfermedad era el SPM
gue presentaba asociados el TEA y la epilepsia.

Wilson et al. (2003) realizaron un estudio con 56 individuos que presentaban una
delecién terminal de la regiéon cromosémica 22q13. La comparacién de 50 caracteristicas clinicas
con el tamano de la regién 22q13 delecionada se consiguié mediante el uso de un método
matematico de regresion lineal con el que se obtuvo un coeficiente de correlacion. Muchas de
estas caracteristicas clinicas no presentaron relacién con el tamafio de la regién delecionada; sin
embargo, un 18% de las caracteristicas clinicas (9/50) si que presentaron relacion con el tamafio
obteniéndose un coeficiente de correlacion estadisticamente significativo: Problemas dentales,
barbilla puntiaguda, infecciones recurrentes del oido, hipotonia y circunferencia de la cabeza.
También, las habilidades de la vida diaria personal (comer, vestirse, asearse, cuidado personal...)
y las habilidades de la vida en la comunidad (uso del dinero, el tiempo...) que son dominios del
test Scales of Independent Behaviour-Revised (SIB-R), usado para medir la conducta adaptativa
y los problemas de conducta (Bruininks et al., 1996), fueron asociados al tamafio de la delecién
al recibir inferiores puntuaciones con tamafos de delecién mas grandes. Y la autoayuda (comer,
vestirse y asearse), que es un domino del método de evaluacidon Developmental Profile Il (DPIl),
disefiado para la evaluacidn del nivel de desarrollo funcional de nifios (Alpern et al., 1986), fue
asociada al tamafio de la delecién por recibir también puntuaciones inferiores con tamafios de
delecion mas grandes. Entre los sintomas no asociados al tamafio de delecion se encuentraban
los ataques epilépticos.

En Sarasua et al. (2011), tras el andlisis genotipo-fenotipo de los individuos de la cohorte,
se concluyd que el 19% de las caracteristicas fenotipicas estudiadas (16/84) se asociaban a
tamafios de delecion grandes: dolicocefalia, asimetria facial, frente prominente, manos grandes
o carnosas, uias de los pies displasicas, alta estatura, macrocefalia, reflejos atipicos, anomalias
genitales masculinas, hipotonia neonatal, problemas alimenticios neonatales, hiporeflexia
neonatal, retraso del habla, retraso del desarrollo, retraso en la adquisicion de la marcha y la
capacidad de gatear. En el retraso del desarrollo y del habla se encontré que existia una
correlacidn entre el tamafio de la delecidn y la severidad del sintoma. Por otro lado, el 2.4% de
las caracteristicas fenotipicas (2/84) fue asociado a tamafios de delecion mas pequefios: TEA y
el comportamiento agresivo.
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En Aldinger et al. (2012), se examinaron 10 individuos que presentaban una delecién
terminal de la region cromosémica 22q13 a excepcién de uno que presenté una delecién
intersticial. En este caso, se estudiaron malformaciones a nivel cerebral pero no se encontré
ninguna asociacién evidente entre el tamafio de la delecién y el fenotipo ya que las deleciones
de tamafio intermedio se caracterizaron por exhibir un fenotipo mas severo con tamafio
agrandado de la cisterna magna e hipoplasia del vermis cerebeloso. Sin embargo, las deleciones
de mayor tamafio presentaron tamano normal de la fosa posterior y del vermis, o una ligera
hipoplasia del vermis cerebeloso; y las deleciones mas pequefias tenian un tamano normal del
vermis y un ligero aumento del tamafio de la fosa posterior.

En Soorya et al. (2013), se realizé un andlisis de la correlacidén genotipo-fenotipo y se
determind que deleciones mas grandes estaban significativamente asociadas con un mayor
numero de rasgos dismorficos, comorbilidades médicas y, déficits o anomalias en el dominio
social (interacciones sociales reciprocas) y en el dominio comunicacién del método de

diagndstico ADI-R, usado para la evaluacion de los sintomas del TEA. Otro analisis fue llevado a
cabo profundizando mas en algunos de los sintomas que presentaba la cohorte. Se observd que
individuos con deleciones grandes presentaban comorbilidades médicas que con menores
deleciones no se manifestaban, estas eran el asma, el linfedema y las anomalias cardiacas y
renales. Sin embargo, sintomas como ataques epilépticos, enfermedad del reflujo
gastroesofdgico, hipotonia, trastornos del suefio, imagen de resonancia magnética anormal,
electroencefalograma anormal y ciertas caracteristicas dismodrficas como manos grandes y
carnosas o dolicocefalia fueron encontrados en muchos de los pacientes incluyendo aquellos
con las deleciones mas pequefias o mutaciones puntuales en SHANK3. Por lo tanto, estos ultimos
al manifestarse tanto en individuos con deleciones pequefias como con deleciones mas grandes,

no parecian estar asociados al tamafio de la delecidn.

En Sarasua et al. (2013), se realizdé un andlisis genotipo-fenotipo distinto al resto de
estudio. En este caso, se determind cual era el punto de corte de la delecidn terminal 22q13 de
cada individuo y se construyeron 4 grupos en funcién de la regién cromosdémica donde se
encontraba el punto de corte (22q13.3, 22q13.31, 22g13.32 y 22q13.33). Se evaluaron 22
caracteristicas clinicas y se calculd el porcentaje de individuos de cada grupo que manifestaban
la caracteristica clinica. El resultado fue que ciertos sintomas se encontraron mas asociados a
individuos con deleciones cuyo punto de corte se localizaba entre las regiones cromosdmicas
22q13.2g13.32, es decir, deleciones de mayor tamanio. Estos sintomas son: hipotonia neonatal,
severo retraso del habla, retraso en la edad de andar, anomalias genitales masculinas, ufias de
los pies displasicas, manos grandes y carnosas, macrocefalia, estatura, asimetria facial y reflejos
atipicos. Sin embargo, otros sintomas fueron mas asociados a deleciones de menor tamafio
como es el caso del TEA, los comportamientos agresivos o un comportamiento como es el de
pellizcar a la gente. Los ataques epilépticos y la microcefalia no fueron asociados a ninguna
regién cromosdmica. También es importante mencionar que algunos de los sintomas que
resultaron estar asociados no poseian un nivel de significancia estadistica adecuado como las
ufias de los pies displasicas, los reflejos atipicos, la conducta agresiva y la estatura.

Oberman et al. (2015) analizaron la asociacién entre el tamafio de la delecion 22q13 y
ciertas caracteristicas del TEA. Mediante el método de diagndstico estandarizado ADI-R, se
obtuvo una relacidn negativa entre el tamafo de la delecién y la severidad de los patrones
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repetitivos y restrictivos de comportamiento, intereses y actividades; dando lugar a un fenotipo
mas severo cuando el tamafio es menor. También fueron negativamente correlacionadas con el
tamafio de la delecidn los déficits o problemas en las habilidades de la vida diaria, las habilidades
motoras y la comunicacién que son dominios del test Vineland-Il, el cual es una medida de la
conducta adaptativa y es usado normalmente para apoyar el diagndstico de la DI (Sparrow et
al., 2005). Por otro lado, los déficits de comunicacion social evaluados mediante ADI-R, otra
caracteristica importante del TEA segun el DMS-V, no fueron significativamente asociados con
el tamafio de la delecidn; al igual que los problemas de socializacidn, otro dominio del test
Vineland-II.

En Zwanenburg et al. (2016a), se hizo un estudio con nifios que presentaban deleciones
22913 terminales. En este caso, se formaron 3 grupos en funcién del tamafio de la delecidn. El
primer grupo presentaba deleciones de menos de 250Kb incluyendo solo SHANK3, ACRy RABL2B
(n=4); el segundo grupo presentaba abarcaba deleciones de menos de 6.7Mb pero mayores de
250Kb (n = 23); y el tercer grupo deleciones mayores de 6.7Mb (n=5). Entonces, se llevd a cabo
una evaluacién del desarrollo cognitivo equivalente a la edad, midiendo el desarrollo en funcién
de la edad cronoldgica, para cada uno de los grupos con el objetivo de determinar cémo afectaba
el tamafio de la delecién. El desarrollo cognitivo fue medido mediante el instrumento Bayley
Scales of Infant and Toddler Development, third edition (Bayley-IlI-NL) (Van Baar et al., 2014). El
desarrollo de la comunicacién y el desarrollo motor también fueron evaluados mediante el
Bayley-IlI-NL, obteniéndose igual que en el desarrollo cognitivo mejores niveles de desarrollo
para el grupo 1. El resultado fue que aquellos individuos con mayores deleciones (grupo 3)
presentaban, a un mismo tiempo transcurrido, un menor desarrollo cognitivo que el grupo 2 y
mucho menor que el grupo 1, concluyendo que el desarrollo cognitivo se veia afectado por el
tamafio de la delecién.

Reierson et al. (2017) realizaron un estudio con 50 individuos que presentaban
deleciones 22q13. Tras el analisis genotipo-fenotipo con aquellos individuos que presentaban
datos para los sintomas estudiados, no se encontré ninguna asociacién significativa entre el
tamano de la delecidn y, los ataques epilépticos y la regresién experimentada por los individuos.
Sin embargo, el electroencefalograma anormal si que fue asociado significativamente a las
grandes deleciones.

En base a los datos mostrados en este apartado, se pudo apreciar una correlacion entre
el tamafio de la delecion y la aparicién o severidad de los sintomas. Sin embargo, estos analisis
no dejaron tampoco una conclusidn clara a cerca de que sintomas presentaban una correlacion
con el tamafio de la delecidon ya que manifestaciones clinicas que estaban relacionadas en un
articulo, en otro no lo estaban. Aunque si que propusieron otros genes que podrian tener un
papel en el fenotipo patoldgico y por lo tanto deberian ser estudiados.
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5. Discusion

5.1. Evaluacion de la evidencia cientifica

Tras la busqueda bibliografica realizada en este estudio, se llevd a cabo una evaluacion
de la evidencia cientifica de los 70 estudios que fueron aceptados sobre la implicacién de los
genes ARSA, SHANK3, ACR y RABL2B en el TEA, el SPM vy la epilepsia. Para ello se utilizé el
esquema de gradacién propuesto por la AATM y se observd que los estudios publicados hasta
el momento son asociados a niveles de evidencia con una fuerza de evidencia cientifica que varia
entre regular y baja (VI-IX). En este sentido, hay que tener en cuenta la existencia de ciertas
limitaciones que dificultan el estudio. Por un lado, el SPM es una enfermedad rara por lo que su
prevalencia es baja dificultando la formacién de grupos grandes de estudio. Por otro lado,
teniendo en cuenta que aproximadamente solo el 15% de los casos de TEA presentan causa
conocida y la elevada heterogeneidad genética de este trastorno del neurodesarrollo, la
cantidad de individuos que padecen esta enfermedad neuroldgica debido a alteraciones
genéticas de la region 22q13 sera también pequefia (Leblond et al., 2014; Guest, 2017). Estas
limitaciones influyen a la hora de invertir en la investigacién sobre la contribucion de la region
cromosomica 22g13 a la etiologia de estas enfermedades y en consecuencia, se ve reflejado en
la evidencia cientifica.

A pesar de las limitaciones, cabe resaltar que se ha producido un incremento en el
numero de investigaciones que tratan de alguna manera la relacién de los genes ARSA, SHANK3,
ACR y RABL2B en las enfermedades aqui estudiadas durante el siglo XXI. Por un lado, este
aumento puede ser debido a la evolucion de la tecnologia desde la citogenética convencional a
la genética molecular. Hay que destacar en este caso a las tecnologias NGS, con las que se ha
conseguido identificar de forma masiva variaciones intragénicas (mutaciones puntuales e indels)
como una causa mas; aumentando la prevalencia de las enfermedades, asi como en algunas
enfermedades el nimero de genes responsables de las mismas (Buxbaum et al., 2012; De Rubeis
etal., 2014; Mefford, 2015). Por otro lado, la financiacion de algunos proyectos de investigacion
o, la diseminacidn de la informacidn y la concienciacién de la sociedad, también pueden ser en
parte responsables del incremento en el nimero de investigaciones. En este aspecto, las
respectivas fundaciones o asociaciones de cada enfermedad como puede ser la Asociacién
Sindrome Phelan-McDermid, tanto a nivel nacional como internacional, apoyan
econdmicamente algunos proyectos y organizan congresos internacionales con los que informan
a cerca de los avances realizados en las enfermedades e intentan concienciar a la sociedad.
Ademas, a nivel europeo destacan organizaciones sin animo de lucro como Autismo-Europa con
programas como el proyecto Trastornos del Espectro del Autismo en la Unién Europea (ASDEU)
en el que estan involucradas organizaciones de pacientes, universidades e instituciones expertas
en ese campo; o como Epilepsy Alliance Europe (EAE), la cual cuenta con el apoyo de la ILAE e
IBE. Ambas organizaciones ademds de promover la investigacién de tratamientos y nuevas
formas de diagndstico de sus respectivas enfermedades, también buscan proteger los derechos
de los pacientes y sus familias intentando mejorar su calidad de vida. Por lo que respecta al SPM,
es la enfermedad que menos apoyo recibe de las tres aqui estudiadas debido a la baja
prevalencia que posee, como se ha mencionado en el parrafo anterior, dificultando Ia
adquisicidn de financiacidn para proyectos de investigacion.
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Como se puede apreciar en la figura 5, solo en el afio 2011 ya se habian publicado el
mismo numero de articulo que entre los afios 2000-2007; y aun mas recientemente, en 2016, el
numero de articulos todavia es mayor, lo que indica un crecimiento en el nimero de estudios.
Pero es necesario que este aumento también vaya acompafiado de un incremento de la calidad
metodoldgica.

Por lo tanto, son necesarios mas ECAs ya que estos presentan un nivel de evidencia
cientifica con una fuerza asociada mayor que los estudios de cohorte aqui estudiados. En la
busqueda bibliografica muy pocos articulos fueron encontrados con un nivel lll y una fuerza
asociada de buena a regular (Kolevzon et al., 2014b; Zwanenburg et al., 2016b). En los dos casos
se estudid un tratamiento para pacientes que padecian el SPM. En Zwanenburg et al. (2016b) se
estudié el uso de la insulina intranasal, la cual habia sido implicada a nivel cerebral en la mejora
de ciertas caracteristicas como el procesamiento de la memoria y la plasticidad sindptica en
modelos celulares de neuronas (Schmidt et al., 2008). Y en Kolevzon et al. (2014b) se investigd
el uso del IGF-1, polipéptido capaz de atravesar la barrera hematoencefalica que es producido
en grandes cantidades cuando se esta desarrollando el SNC para asi promover la maduracion
neuronal y la formacidn de sinapsis (D’Mello et al., 1997).

Dos limitaciones no mencionadas al principio del apartado son el uso de solo dos bases
de datos y el uso de solo el idioma inglés. En este caso, se han usado PubMed y ScienceDirect
pero existen otras como Scopus, Google Scholar, Web of Science, Cochrane... En cuanto al
idioma también se podia haber usado el espafiol. Si hubiesen sido usadas mas bases de datos y
otro idioma como el espanol quiza el incremento experimentado en el nimero de publicaciones
hubiese sido mayor.

Ao de publicacion vs N2 de articulos
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Figura 5. Namero de publicaciones aceptadas en el cuarto cribado por afo de publicacion.
Representacidn cronoldgica del numero de investigaciones publicadas cada afio en el rango
temporal 2000-2016, mediante el uso de un grafico de dispersion. El eje X representa el afio de
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publicacion y el eje Y representa el nimero de publicaciones. El nimero situado sobre la linea
azul responde al niUmero de publicaciones. Los datos del afio 2017 fueron eliminados del gréfico
ya que al no haber acabado el afio, el nUmero de estudios no era representativo.

5.2. Implicacion de los genes ARSA, SHANK3, ACR y RABL2B, y otras posibilidades
génicas de la regién 22q13

Después de la evaluacion de la evidencia cientifica publicada hasta la fecha, se
escogieron los articulos con un nivel de evidencia cientifica VI (Wilson et al., 2003; Sarasua et
al., 2011; Bonaglia et al., 2011; Aldinger et al., 2012; Soorya et al., 2013; Sarasua et al., 2013;
Oberman et al., 2015; Holder y Quach, 2016; Zwanenburg et al., 2016a; Reierson et al., 2017),
correspondiente a los estudios de cohorte; para asi poder evaluar la implicacién de los genes
ARSA, SHANK3, ACR y RABL2B en el TEA, el SPM y la epilepsia que es el objetivo principal del
trabajo. En base a los resultados que se obtuvieron, se puede decir que SHANK3 es el gen
candidato que con mayor probabilidad contribuye al SPM, TEA y epilepsia ya que la pérdida de
este gen aparece en mas de la mitad de los casos presentados y en el resto de los casos no se
aporta informaciéon de su presencia. En todos los estudios, los individuos de la cohorte
presentaban deleciones terminales y en algunos casos deleciones intersticiales o mutaciones
puntuales; siempre afectando a SHANK3 en mas de la mitad de los estudios. Ademads, su
participacion en la formacion de la sinapsis y la maduracion de las espinas dendriticas le hacen
ser el candidato perfecto para estas enfermedades (Boeckers et al., 2002). Sin embargo, RABL2B
y ARSA podrian tener un papel adicional al de SHANK3 contribuyendo concretamente a ciertos
sintomas pero ambos requieren un estudio mds individualizado para poder sacar mas
conclusiones en claro.

Para poder determinar cual era el gen mas implicado se procedié al calculo de la
prevalencia de cada una de las enfermedades (TEA, SPM y epilepsia) en cada uno de los genes
(ARSA, SHANK3, ACR y RABL2B), es decir, la proporcion de individuos de la cohorte que
desarrollaban cada una de las enfermedades debido a la pérdida de funcién de cada uno de los
4 genes. Sin embargo, la facilidad de cdlculo del dato de prevalencia se vio perjudicada por varias
causas. Por un lado, la falta de informacidn y estudio de los genes ARSA, ACR y RABL2B hizo que
solo se pudiese calcular la prevalencia de las enfermedades para el caso de la pérdida de
SHANK3. Al respecto, es importante resaltar que practicamente todas las anomalias
cromosdmicas de los individuos que componian las cohortes eran deleciones terminales a
excepcidon de algunos estudios en los que se hacia referencia a alguna delecién intersticial o
mutacién puntual. Por tanto, si todas las deleciones terminales englobaban a SHANK3 también
englobarian a ACR y RABL2B, porque se encuentran mas proximos al telédmero y; en la gran
mayoria de los casos también a ARSA, ya que este gen es el siguiente mas préoximo al telémero
después del gen SHANK3. De modo que, es importante resaltar la necesidad de estudio de estos
tres genes, en concreto de ARSA y RABL2B, que al situarse junto a SHANK3 en la parte final de
la regién 22g13.33, todas las investigaciones se han centrado en SHANK3 y no han sido
estudiados en profundidad. Por otro lado, una dificultad que aparecié durante los cribados y
que posteriormente se vio reflejada en el célculo de la prevalencia del SPM, fue la clasificacién
de los estudios en el nivel VI, correspondiente a los estudios de cohorte. Tomando como
referencia la figura 2 (pagina 15), en los estudios de casos y controles se formaron dos grupos
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en funcién de la presencia o ausencia de la enfermedad y se evalud en los individuos de los dos
grupos si hubo exposicion al factor de estudio (pérdida de los genes ARSA, SHANK3, ACR vy
RABL2B). Y en los estudios de cohorte, se forman los grupos en funcién del factor de estudio y
se evalla la proporcién de individuos de cada grupo que desarrollan la enfermedad y la que no
la desarrolla. En este trabajo, todos los estudios que fueron clasificados en el nivel VI
presentaban una Unica cohorte de individuos y; en practicamente todos los estudios, estos
individuos estaban diagnosticados del SPM (formacion del grupo en base a la enfermedad o
efecto) por lo que podria haber una confusidn a la hora de clasificar el tipo de estudio. Pero, tras
una lectura mas profunda de los mismos, se llegd a la conclusion de que la eleccidn de individuos
con el SPM era una estrategia para obtener una cohorte con la regién cromosémica 22q13
afectada (formacion del grupo en base al factor genético); y asi poder estudiar enfermedades
asociadas a este sindrome como el TEA y la epilepsia. Por tanto, no seria correcto sacar un dato
de prevalencia de una enfermedad partiendo de un grupo de individuos donde el 100% de los
individuos estaban diagnosticados del SPM; y por ello, solo se pudo sacar la prevalencia para el
TEAy la epilepsia

Los resultados obtenidos de la prevalencia del TEA y la epilepsia para la pérdida de
SHANK3 presentaron una cierta variacidn; pero, demostraron la asociacién de estas dos
enfermedades con el SPM y con el gen SHANK3. En el caso del TEA, varios estudios (Sarasua et
al., 2011; Bonaglia et al., 2011; Sarasua et al., 2013) presentaron una prevalencia entre 13-26%
y otro estudio (Soorya et al.,, 2013) presentd una prevalencia del 84%. Esta variacidn se
corresponde con la ya vista en la literatura cientifica acerca de la asociacién del TEA con el SPM
(Kolevzon et al., 2014a). En el caso de los ataques epilépticos ocurre lo mismo obteniéndose un
rango de prevalencia entre 18-46% (Bonaglia et al., 2011; Sarasua et al., 2013; Holder y Quach,
2016), cercano a la prevalencia de ataques epilépticos (40%) descrita en el SPM segun la PMSF.
Para validar que el gen SHANK3 aumenta la probabilidad de que desarrolles el TEA o la epilepsia
asociados al SPM, seria necesario utilizar cohortes de mayor tamano y con mutaciones puntuales
o indels que afectaran solo a SHANK3. De este modo, se conseguiria obtener un resultado mas
preciso en el que no pudiesen tomar parte otros genes de la region 22q13 que hubiesen sido
englobados en las deleciones de los individuos de las cohortes de estos estudios seleccionados.

Como se ha mencionado anteriormente, la investigacidn publicada hasta el momento se
ha centrado en el estudio de SHANKS3, y por tanto, hay una falta de informacion de los otros tres
genes cuya contribucidn al fenotipo de estas enfermedades se ha querido también estudiar en
este trabajo. A pesar de ello, teniendo en cuenta la funcién bioldgica de cada uno de estos genes
se pueden sacar ciertas conclusiones a cerca de su posible contribuciéon. Por un lado, la pérdida
del gen ARSA, que codifica para la enzima lisosomal arilsulfatasa A encargada de hidrolizar el
cerebrdsido-3-sulfato, es responsable de la LDM (Biffi et al., 2006). Esta enfermedad presenta
una sintomatologia predominantemente neuroldgica donde destacan manifestaciones que
solapan con el SPM como pueden ser los ataques epilépticos, la pérdida del habla, la incapacidad
de caminar, la pérdida de audicion y vision, el deterioro de las habilidades motoras...
(Bostantjopoulou et al., 2000; Kelly, 2013). Esto demuestra que ARSA podria contribuir también
al fenotipo del SPM vy a la epilepsia asociada al sindrome. En este sentido, cabe destacar que la
baja actividad de ARSA ha sido descrita en el SPM (Phelan y McDermid, 2012; Artigalas et al.,
2012). En cambio, ACR es muy poco probable que contribuya al fenotipo de las enfermedades
aqui estudiadas debido a su funcién bioldgica. Este gen codifica para una proteinasa almacenada
en el acrosoma de espermatozoides maduros encargada de lisar la zona pellcida del ovocito
(Yamagata et al., 1998). De modo que, por su funcién ACR podria provocar infertilidad
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masculina, pero hasta la fecha esta no ha sido descrita en la sintomatologia del SPM. Por otro
lado, en cuanto a RABL2B, un importante pardlogo de este gen es RABL2A, el cual se localiza en
el cromosoma 2ql3 y cuya expresiéon es considerada suficiente para compensar la
haploinsuficiencia de RABL2B; asi que, seria poco probable que la pérdida de uno de los cuatro
genes RABL2 fuese responsable de estas enfermedades (Wilson et al., 2003). Sin embargo, la
elevada expresién de RABL2B en el cerebro fetal, asi como la presencia de una isoforma de
splicing especifica de musculo, podrian explicar algunos déficits cognitivos caracteristicos del
TEA asociado al SPM y la hipotonia muscular que presentan los pacientes del SPM (Anderlid et
al.,2002; Brunsdon et al., 2014). Por ultimo, SHANK3 participa en la formacion de la sinapsis y
en la maduracién de las espinas dendriticas; y promueve la plasticidad sinaptica que es un
proceso critico para el aprendizaje y la memoria (Ehlers, 1999; Boeckers et al., 2002). Se trata
de una proteina de andamiaje que juega un papel importante en la organizacion de la densidad
postsindptica de sinapsis excitatorias. Se encarga de conectar los receptores de la superficie de
la membrana postsindptica AMPAr, mGIuR5 y receptores N-metil-D-aspartato (NMDAr), con la
actina del citoesqueleto a través de proteinas de interaccion como Homer, proteina asociada a
la guanilato-quinasa (GKAP), cortactina... (Naisbitt et al., 1999). Por lo tanto, teniendo en cuenta
la funcién biolégica de SHANK3 y, que la haploinsuficiencia o pérdida de una copia funcional de
SHANK3 por delecién o mutacidn puntual parece estar involucrada practicamente siempre; este
gen es considerado la principal causa de la sintomatologia neuroldgica del SPM: DI, retraso de
habla, hipotonia, TEA y epilepsia (Bonaglia et al., 2006; Durand et al., 2007; Phelan y McDermid,
2012).

Sin embargo, han sido documentados casos donde los individuos padecian el SPM, pero
el gen SHANK3 no estaba incluido en la delecidn caracteristica del sindrome. Por tanto, esto
demuestra que quizd no siempre esté involucrado SHANK3 en las enfermedades aqui
estudiadas. En el estudio realizado por Disciglio et al. (2014), se describieron 9 individuos que
exhibian caracteristicas tipicas de la sintomatologia del SPM como retraso del habla, hipotonia
y retraso del desarrollo, entre otras; pero, presentaban deleciones intersticiales del cromosoma
22g13 que no incluian el gen SHANK3. Existen 13 casos de individuos con deleciones
intersticiales del 22913 que no incluyen SHANK3 pero presentan sintomatologia compartida con
el SPM lo que demuestra la importancia de otros genes de la misma regidn (Fujita et al., 2000;
Wilson et al., 2008; Simenson et al., 2014; Disciglio et al., 2014). Ademas, 12 de los 13 casos
presentan el 22q13.2 afectado aumentando la necesidad de estudio de esa region.

Para poder determinar si podria haber otros genes de la regién 2213 implicados, se
estudid el analisis genotipo-fenotipo que llevaron a cabo varios estudios con el fin de averiguar
si el tamafio de la delecidn de la regidn cromosdmica 22q13 influia en la severidad o apariciéon
de los sintomas. 8 de los 10 estudios con nivel VI de evidencia cientifica presentaron un analisis
genotipo-fenotipo. Como ya se ha mencionado anteriormente, los individuos de todos los
articulos estaban diagnosticados con el SPM; de modo que, el fenotipo investigado en el analisis
fue el del sindrome. Pero, entre los sintomas estudiados, es importante destacar el TEA y los
ataques epilépticos asociados al sindrome que se estan estudiando en este trabajo.

Por un lado, algunos articulos proporcionaron informacién acerca de los ataques
epilépticos (Wilson et al., 2003; Soorya et al., 2013; Sarasua et al., 2013; Reierson et al., 2017),
y en todos ellos, no fue identificada ninguna relacidn entre el tamafio de la delecién y los
ataques. Ademas, en Soorya et al. (2013), esta falta de asociacién fue identificada en muchos
individuos, incluyendo todos aquellos con las deleciones mds pequefias o solo con mutaciones
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puntuales en SHANK3. Por tanto, con esta informacién todas las direcciones apuntan a que
SHANK3 es el responsables de los ataques epilépticos.

Por otra lado, varios articulos que proporcionaron informacion acerca del TEA (Wilson
et al., 2003; Sarasua et al., 2011; Soorya et al., 2013; Sarasua et al., 2013; Oberman et al., 2015;
Zwanenburg et al., 2016a). Entre estos, algunos se centraron en ciertas caracteristicas, tanto las
principales (reunidas en los criterios establecidos por el DSM-V) como otras manifestadas de
forma asociada y de elevada prevalencia en el trastorno, como pueden ser la discapacidad
motor. Esta Ultima aunque en este momento no sea considerada un sintoma principal para el
diagnéstico del TEA por el DSM-V, si que se ha observado en la literatura cientifica que tienen
un importante impacto en el desarrollo social y la calidad de vida de los pacientes (Lai et al.,
2013).

En Sarasua et al. (2011) y Sarasua et al. (2013), el TEA fue asociado a tamafos de
delecién de la region cromosdmica 22g13 menores y; en Oberman et al. (2015), la severidad de
varias caracteristicas del TEA como los patrones repetitivos y restrictivos de comportamiento,
intereses y actividades, los déficits motores... presentaron una correlacién negativa con el
tamano de la delecién, y en cambio, otras como los déficits de comunicacién social no
presentaron asociacién. Esta informacidn focaliza la responsabilidad de este trastorno sobre
genes localizados en las regiones mas proximas al telémero como podria ser principalmente
SHANKS3, u otros genes como ARSA y RABL2B o por ejemplo también, IB2. Este ultimo gen esta
préoximo al telémero y ademads va acompafiado de una funcion biolégica que permitiria atribuirle
la responsabilidad de esta sintomatologia neurolégica (Giza et al., 2010). Sin embargo, el resto
de articulos identificaron una correlacién positiva entre el tamafio de la delecidn de la regidn
2213 vy la severidad o aparicion de ciertas caracteristicas del TEA, lo que contrasta con los
resultados que se obtuvieron en los anteriores articulos. Fueron correlacionadas con el tamafio
de la delecién: 4 de las 12 componentes de la evaluacion del desarrollo que midieron mediante
SBI-R y DPIl en Wilson et al. (2003); 2/7 caracteristicas del TEA evaluadas mediante el Vineland-
Il'y ADI-R en Soorya et al. (2013); y el desarrollo cognitivo, motor y de la comunicacién medidos
mediante el Bayley-IlI-NL en Zwanenburg et al. (2016a). En el estudio de Soorya et al. (2013) se
utilizé otro instrumento de medicion del TEA como el ADOS-G, pero sus datos no fueron
posteriormente usados en el analisis genotipo-fenotipo.

En base a toda esta informacién, no se puede concluir si hay una asociacidn positiva o
negativa del tamafio de la delecidn con el TEA. Las limitaciones que se exponen a continuacién
pueden ser las responsables de esa variacién de resultados. En primer lugar, puede deberse al
tamafio de las cohortes, que como ya se ha mencionado en el apartado de la evaluacidn de la
evidencia cientifica son pequefias debido a la baja prevalencia del SPM cuyos individuos han sido
utilizados para formar los grupos de estudio. Ademas, en el caso del estudio de Zwanenburg et
al. (2016a) donde se forman 3 grupos de individuos en funcién del tamafio de la delecién, el
grupo 1 correspondiente a deleciones menores de 225Kb solo presenta 4 individuos mientras
gue el grupo 2 correspondiente a mayores deleciones (225Kb-6.7Mb) presenta 23 individuos, lo
que podria influir en el resultado de la asociacidn al tamafio. En segundo lugar, el porcentaje de
individuos que presentan TEA en la cohorte también puede influir. En este sentido, se pueden
sacar conclusiones confrontadas como ocurre entre los articulos de Sarasua et al. (2011) y
Soorya et al. (2013) que presentan un 26% (14/53) y un 84% (27/32) de individuos con TEA,
respectivamente. En tercer lugar, también puede haber contribuido el elevado nimero de
instrumentos estandarizados utilizados en la evaluacién de las caracteristicas del TEA (SBI-R,
DPII, ADI-R, Bayley-llI-NL y Vineland-Il, entre otros); asi como, el contraste con otros estudios
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(Sarasua et al., 2011; Sarasua et al., 2013) que utilizaron cuestionarios completados por los
padres para evaluar el TEA. Y por ultimo, la manifestacién de sintomas con una mayor severidad
asociada a deleciones grandes, como es el caso de la hipotonia, puede dificultar el uso de
instrumentos estandarizados para la evaluacién del TEA. Esto se debe a que a pesar de no ser
incluidos los déficits motores en el DSM-V si que hay una minima descripcién que hace
referencia a los movimientos corporales estereotipados y/o repetitivos; y ademas, muchos
instrumentos y tests de diagndstico puntdan un dominio motor que seria dificil evaluar con una
severa hipotonia.

Para el resto de sintomas del SPM como la hipotonia neonatal, electroencefalograma
anormal, ufias displdsicas, dolicocefalia, macrocefalia, manos grandes y carnosas, anomalias
genitales masculinas, retraso en la adquisicidon de la marcha, reflejos atipicos... no se pudo sacar
una conclusién en base a la informacidn que proporciond la evidencia cientifica evaluada.
Unicamente la hipotonia neonatal consiguié aparecer asociada a tamafios de delecién mds
grandes.

Tras el estudio realizado de los articulos con nivel VI de evidencia cientifica, se identificé
una posible contribucién a los sintomas neuroldégicos del SPM como el TEA por parte del gen I1B2
(islet brain 2). Este gen, también conocido como MAPKS8IP2 (mitogen-activated protein kinase 8
interacting protein 2), se encuentra en la regién 22q13.33 cerca de SHANK3, en concreto a unas
70Kb de distancia, por lo que es delecionado también en casi todos los pacientes con el SPM vy;
ademads, presenta una funcion bioldgica que podria ser la responsable del TEA asociado al
sindrome (Giza et al., 2010). Mediante la disrupcion de este gen en ratones, Giza et al. (2010)
demostraron que la pérdida de IB2 podia alterar la morfologia del arbol dendritico de un tipo de
neuronas denominadas células de Purkinje y, reducir la transmisién glutamatérgica mediada por
el AMPAr o aumentar la mediada por el NMDAr en el cerebelo lo que altera el equilibrio de la
corriente glutamatérgica afectando a la transmision sinaptica. Ademads, la evaluacién de la
sintomatologia neuroldgica de estos ratones demostré que la pérdida de IB2 podia reducir la
capacidad cognitiva, el aprendizaje y la interaccidn social, e inducir déficits motores. Estas
manifestaciones han sido identificadas en individuos que presentaban el TEA (Lai et al., 2013;
Brunsdon et al., 2014). En comparacién con SHANK3, IB2 también codifica para una proteina de
andamiaje altamente enriquecida en la densidad postsindptica y la deficiencia de ambos genes
afecta a la transmisidn sindptica.

También es importante destacar el mecanismo de regulacion de la expresién génica
mediado por miARNs, como se ha explicado en la introduccién. En este sentido, se identificé un
miARN denominado miR-1249 que es codificado en la regién cromosdmica 22g13.31. Entre los
genes que se ha predicho que pueden ser regulados por este miARN, destaca SHANK3 pero
también hay otros genes asociados con el desarrollo (Friedman et al., 2009). De modo que,
deleciones terminales de la regidén 22q13 que afectan a la region 22g13.31, producen la pérdida
del miR-1249 y; en consecuencia, esto podria dar lugar a una desregulaciéon de la copia de
SHANK3 conservada, aumentando la severidad de los sintomas neuroldgicos de la
haploinsuficiencia de SHANK3. Ademas, esta pérdida de miR-1249, también podria ser la causa
del SPM en aquellos individuos que presentan deleciones intersticiales que no engloban a
SHANKS3, al producir esa desregulacion del gen SHANK3 (Fujita et al., 2000; Wilson et al., 2008;
Simenson et al., 2014; Disciglio et al., 2014).
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Por ultimo, el gen IB2 y miARNs como miR-1249 permiten la posibilidad de abrir mas
lineas de investigacion. IB2 aparece como un competidor para SHANK3 ante la posibilidad de
realizar un proyecto de terapia génica ya que es bien sabido que en muchas ocasiones una de
las dificultades de estos proyectos es la eleccidn del vector adecuado con una capacidad de
trasngen suficiente para el gen seleccionado. En este caso, SHANK3 presenta una longitud de
alrededor de 58.6Kb mientras que IB2 mide aproximadamente 13.3Kb; asi que, esta diferencia
de tamaiio hace a IB2 ser considerado un posible candidato. Sin embargo, a diferencia de
SHANK3 que es un gen que se lleva estudiando desde hace mds tiempo y son mds los casos que
lo respaldan, IB2 requiere mas estudio.
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6. Conclusiones

e La evidencia cientifica publicada durante el presente siglo se asocia a niveles con una
fuerza que varia entre regular y baja. Estos niveles se corresponden con estudios de
cohorte, estudios de casos y controles, series de casos, casos Unicos o anécdotas...

e La haploinsuficiencia del gen SHANK3 parece ser la causa principal de la sintomatologia
neuroldgica del SPM como el TEA y la epilepsia.

e Teniendo en cuenta la funcion biolégica que desempefian ARSA y RABL2B, y su cercania
a SHANK3, es posible que parte de la sintomatologia presentada en el SPM sea debida
a la haploinsuficiencia de los mismos.

e La pérdida de ARSA ha sido relacionada con la LDM, la cual también se caracteriza por
ataques epilépticos. Sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado su vinculacién
con el SPM a pesar de encontrarse en la mayoria de las deleciones de los pacientes
afectados por el sindrome.

e La disfuncion del RABL2B en pacientes diagnosticados con el SPM, con sintomatologia
del TEA y ataques epilépticos, parece no contribuir al fenotipo debido a que el gen
RABL2A situado en el cromosoma 2 podria suplir la pérdida de dosis génica. Pero como
ocurre con ARSA, las investigaciones publicadas no se han centrado en RABL2B.

e A pesar de su presencia en todas las deleciones terminales que provocan el SPM, ACR
no parece estar implicado en las manifestaciones clinicas de pacientes con trastornos
neuroldgicos ya que codifica para una enzima encargada de lisar la zona pelicida del
ovocito.

e |B2 comparte funcidn con SHANK3 y ha sido demostrada que su disrupcién en modelos
animales puede generar caracteristicas del TEA que se han visto en pacientes con el
SPM.

e Ante un posible proyecto de medicina personalizada como es la terapia génica se podria
valorar el uso del gen SHANK3 por su gran implicacién en la sintomatologia neuroldégica
del SPM.
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