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Nuevas variantes patogénicas heterocigotas compuestas en el gen LAMA1

Resumen

Introduccion: el sindrome de Poretti-Boltshauser (PTBHS) es un trastorno autosémico recesivo, cuyas mani-
festaciones incluyen hipoplasia del vermis cerebeloso, discapacidad intelectual con apraxia oculomotora,
displasia y quistes cerebelosos. El fenotipo se origina a partir de variantes patogénicas en el gen LAMAI,
responsable de codificar la proteina laminina a-1. Objetivo: describir y reportar a la literatura mundial
el caso clinico de un lactante menor con PTBHS. Caso clinico: se presenta el caso de un lactante menor,
quien presentd apneas, sintomas de respiratorios y caracteristicas fisicas distintivas. Los estudios de ima-
gen revelaron anomalias cerebrales, como agenesia del cuerpo calloso y ventriculomegalia. Se le realiz6
una secuenciacion genémica completa y se identificaron dos mutaciones en el gen LAMA1 (p.Arg2128Trp
y p.Pro839Ser), no descritas en la literatura, ni reportadas en bases de datos poblacionales como Clinvar o
gnomAD. El andlisis bioinformadtico sugiri6é que estas variantes eran patogénicas y estaban asociadas con
los sintomas clinicos observados, como la hipoplasia del vermis cerebeloso, la discapacidad intelectual
y las anomalias cerebelosas. Conclusion: se presenta la primera correlacién fenotipo/genotipo documen-
tada enunlactante con PTBHS. Se resalta la importancia de llevar a cabo estudios genémicos que incluyan la
bioinformaética y la reclasificacién de significancia de las variantes genéticas encontradas en estudios
moleculares, teniendo en cuenta la clinica y demas ayudas diagnésticas paraclinicas que permitan ins-
taurar un diagndéstico oportuno y un tratamiento adecuado basado en la medicina 4P (personalizada,
predictiva, preventiva y participativa).

Palabras clave: agenesia del cuerpo calloso; laminina; secuenciacién del exoma completo; bioinformé-
tica; medicina de precisiéon; gendémica.

Abstract

Introduction: Poretti-Boltshauser syndrome (pTBHS) is an autosomal recessive disorder, whose mani-
festations include hypoplasia of the cerebellar vermis, intellectual disability with oculomotor apraxia,
dysplasia, and cerebellar cysts. The phenotype originates from pathogenic variants in the LAMA1 gene,
responsible for encoding the Laminin alpha-1 protein. Objective: To describe and report to the world
literature the clinical case of a young infant with prBHS. Clinical case: a case of a minor infant is reported,
who presented apneas, respiratory symptoms and distinctive physical characteristics. Imaging studies
revealed brain abnormalities, such as agenesis of the corpus callosum and ventriculomegaly. Complete
genomic sequencing was performed, identifying two mutations in the LAMA1 gene (p.Arg2128Trp and
p-Pro839Ser), which have not been described in the literature, nor reported in population databases
such as Clinvar or gnomAD. Bioinformatic analysis suggested that these variants were pathogenic and
associated with the observed clinical symptoms, such as hypoplasia of the cerebellar vermis, intellectual
disability, and cerebellar abnormalities. Conclusion: The first documented phenotype/genotype correla-
tion in an infant with pTBHS is represented. The importance of genomic studies that include bioinfor-
matics and the reclassification of the significance of the genetic variants found in molecular studies
is highlighted, considering the clinical and other paraclinical diagnostic aids that allow establishing a
timely diagnosis and adequate treatment based on 4P medicine (personalized, predictive, preventive
and participatory).

Keywords: agenesis of the corpus callosum; laminin; whole exome sequencing; bioinformatics; preci-
sion medicine; genomics.

Resumo
A sindrome de Poretti-Boltshauser (pTBHS) € uma doenca autossdmica recessiva, cujas manifestacdes
incluem hipoplasia do verme cerebelar, deficiéncia intelectual com apraxia oculomotora, displasia e cis-
tos cerebelares. O fen6tipo origina-se de variantes patogénicas no gene LAMA1, responsdvel pela codifi-
cacdo da proteina Laminina alfa-1. Objetivo: descrever e relatar o caso de um lactente menor com PTBHS e
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contribuir para a literatura internacional. Caso clinico: relata-se o caso de um lactente menor, que apre-
sentou apneias, sintomas respiratorios e caracteristicas fisicas distintas. Os estudos de imagem revela-
ram anomalias cerebrais, como agenesia do corpo caloso e ventriculomegalia. Realizou-se sequencia-
mento gendmico completo, identificando duas muta¢des no gene LAMA1 (p.Arg2128Trp e p.Pro839Ser),
que ndo tinham sido descritas na literatura nem relatadas em bancos de dados populacionais como
ClinVar ou gnomAD. A andlise bioinformadtica sugeriu que essas variantes eram patogénicas e estavam
associadas aos sintomas clinicos observados, como hipoplasia do verme cerebelar, deficiéncia intelectual
e anormalidades cerebelares. Conclusdo: a primeira correlacdo fenétipo/genétipo documentada em uma
crianca com PTBHS esta relatada. Destaca-se a importancia dos estudos genémicos que incluem a bioinfor-
matica e a reclassificacdo do significado das variantes genéticas encontradas nos estudos moleculares,
considerando as ajudas de diagnostico clinico e paraclinico que permitem estabelecer um diagndstico
precoce e um tratamento adequado, com base nos principios da medicina 4P (personalizada, preditiva, pre-
ventiva e participativa).

Palavras-chave: agenesia do corpo caloso; laminina; sequenciamento do exoma completo, bioinformé-
tica; medicina de precisdo; gendmica.

Introduccion

En neurologia pediatrica, los sindromes se presentan con gran variedad de manifestaciones

clinicas, relacionadas con alteraciones en el genotipo y el fenotipo, ocasionadas por una
variacion secuencial en el Apn. Esta condicion permite presentar cambios en las propieda-
des fisiologicas, bioquimicas, morfoldgicas y cognitivas en los pacientes (1).

El sindrome de Poretti-Boltshauser (prBHS) (MIM #615960) es una condicion extrema-
damente rara que se reporto inicialmente en 2014 (2). Se trata de un trastorno autosémico
recesivo, caracterizado por una variante molecular en el sitio de union del gen LAMA1, el cual
codifica la proteina laminina a-1 (3).

Laslamininas son una familia de glucoproteinas presentes en la matriz extracelular con
una estructura heterotrimérica conformada por cadenas a, B y y. Estas proteinas forman el
componente principal de la membrana basal, la cual tiene como proceso fisioldgico la dife-
renciacion, la migracion, la sefializacion y el crecimiento de neuronas, dendritas o axones
en el sistema nervioso (4).

Variantes patogénicas asociadas al gen LAMA1 se han relacionado con el PTBHS, y esto
conlleva una serie enfermedades neuroftalmoldgicas raras con condiciones fenotipicas que
incluyen discapacidad cognitiva, ataxia o displasia cerebelosa, hidrocefalia, quistes cerebelosos,
apraxia oculomotora, retinopatia y retraso en el desarrollo neuromotor y del lenguaje (5). Esta
afeccion también genera malformaciones en la corteza cerebral y el cerebelo, que comprenden
una amplia gama de defectos del desarrollo asociadas con anomalias del tronco encefalico,
aparecidas en el primer mes de vida. Sin embargo, para las manifestaciones clinicas se han
establecido criterios diagndsticos en funcion de los hallazgos de las resonancias magnéticas
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(rM) 0 tomografias computarizadas (tac) de cerebro, los cuales estdn basados unicamente
por el fenotipo de la neuroimagen u otras malformaciones caracterizadas por hallazgos
como agrandamiento de ventriculos, deformaciones corticales, displasias, quistes o incluso
hipoplasias cerebelosas (6,7).

Las técnicas de neuroimagen, junto con el andlisis molecular y bioinformatico, han permi-
tido correlacionar y mejorar la exactitud del diagnostico, por medio de la identificacién de las
variantes patogénicas causales en la expresion del genotipo-fenotipo presente en los pacientes.
Este diagnostico oportuno permite brindar un tratamiento especifico en aquellos que padecen
la enfermedad (6,8).

La prevalencia de este sindrome eslimitada y rara. En el mundo es de <1/1 000000 nacidos
vivos (9). De acuerdo con Geerts et al. (10), hasta la fecha se han informado en la literatura
41 pacientes afectados por prBHs alrededor de todo el mundo. En Latinoamérica, y especi-
ficamente en Colombia, no se cuenta con un reporte de pacientes con PTBHS, y la patologia
tampoco se encuentra incluida dentro del listado de enfermedades huérfanas de Colombia (11).
Asimismo, la evidencia cientifica esta condicionada por la baja prevalencia de los pacientes.

A partir de lo anterior, los objetivos del articulo son, por unlado, describir y reportar a la
literatura mundial el caso clinico de un lactante menor con pTBHS; por el otro, concienciar al
personal de salud sobre la importancia y relevancia de la gendmica en el diagndstico precoz
de una patologia de origen genético, compleja, polimalformativa, multisistémica, basandonos
en la medicina 4P (personalizada, predictiva, preventiva y participativa).

Caso clinico

El caso corresponde a un lactante menor, de 44 dias de nacido, producto del tercer embarazo
de padres no consanguineos, sin historia familiar de enfermedades genéticas o metabdlicas,
sin antecedentes de exposicidn a toxicos ni teratdgenos durante el embarazo. Nacido a las 37
semanas, por restriccion del crecimiento intrauterino tipo I, su peso al nacer fue de 1985 gra-
mos, con una talla de 41 centimetros y ApGAR 9/10. En el examen fisico se identificd retrognatia,
cuello corto e hipertelorismo, superposicion de dedos de manos y pie equino varo bilateral.
Elbebé present6 un cuadro de eventos paroxisticos, apneas frecuentes y posibles estados
epilépticos asociados con marcada desaturacion y cianosis. Por ello, requirio ventilacion
mecdnica invasiva, un adecuado destete progresivo y posterior sistema de bajo flujo por mas-
cara simple, hasta cuando tolerara pulsioximetrias en reposo del 90 %-93 %.
Estudios diagnosticos de Tac y RM cerebral informaron agenesia del cuerpo calloso, que
condicionaba ventriculomegalia con signos de colpocefalia y quiste aracnoideo en la fosa
posterior; ademas, electroencefalograma y ecocardiograma normales. El paciente cursaba
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con enfermedad multisistémica, polimalformativa, con episodios recurrentes de apneas y
riesgo de arresto cardiaco de origen pulmonar de manera imprevisible; por ello, requeria
un diagnostico especifico, a fin de instaurar un tratamiento dirigido, pautas de seguimiento
y pronostico. Por la complejidad del caso, se solicité asesoramiento genético y se envio a
estudio molecular de enfermedades mediante un panel de epilepsias y ataxias para descartar
alteraciones en su ADN, que le permitiera a la familia contar con un diagnostico preciso, un
tratamiento dirigido, seguimiento y prondstico del paciente.

Pruebas moleculares

Al bebé se le extrajo ADN a partir de un hisopo bucal (swaB testing). La captura de regiones
blanco se ejecutd usando sondas marcadas para un panel de aproximadamente 250 genes
asociados a epilepsias y ataxias. La secuenciacion de nueva generacion se realizo utilizando
la tecnologia Illumina.

El alineamiento e identificacidon de variantes patogénicas se llevo a cabo mediante pro-
tocolos bioinformaticos, cuya referencia fue la version GRCh38 del genoma humano. Los
archivos Bam alineados se procesaron en el programa ExomeDepth, un paquete R de andlisis
bioinformatico, destinado a identificar variantes en el numero de copias. También se uso
gnomAD, para referenciar la frecuencia alélica de las variantes.

Con losresultados, se procedio al andlisis bioinformatico y de prediccion del efecto funcional
de las variantes encontradas. Para analizar las variantes reportadas se utilizaron los softwares
bioinformaticos: Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/), PRO-VEAN (http://provean.
jevi.org/index.php), el predictor ump (http://umd-predictor.eu/), PolyPhen-2 (http://genetics.
bwh.harvard.edu/pph2/), sirt (https://sift.bii.a-star.edu.sg/) (figura 1), Human Splicing Finder
(http://umd.be/Redirect.html), EIGeN (http://www.columbia.edu/~ii2135/eigen.html), ann (https://
maayanlab.cloud/datasets2tools/landing/tool/DANN), ratuMM (http://fathmm.biocompute.org.
uk/), Clinvar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) y PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.
edu/pph2/). Con ellos se buscd predecir el posible impacto de la sustitucion de los aminodacidos
arginina 2128 por triptéfano y prolina 839 por serina en la estructura y funcion de la proteina
humana, utilizando métodos basados en consideraciones fisicas y comparativas sencillas. La
nomenclatura utilizada para nombrar las variantes se baso en las recomendaciones del Colegio
Americano de Genética y Gendmica Médica y la Asociacion de Patologia Molecular.
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A. Proteina: P25391. Posicién: 2128
Prediccién: Confianza

Se predice que la variante probablemente patogénica con una puntuacion de 1.000 (sensibilidad: 0.00; especificidad: 1.00)

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

B. Proteina: P25391. Posicién: 839

Prediccion/Confianza

Se predice que la variante probablemente patogénica con una puntuacién de 1.000 (sensibilidad: 0.00; especificidad: 1.00)

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Figura 1. Visualizacién de la patogenicidad en el gen LAM A1 en Polyphen-2

El resultado de la prueba molecular evidencié una heterocigosis compuesta en el gen
LAMAT1 (tablas 1y 2).

Tabla 1. Panel de genes asociados a epilepsias y ataxias metodologia NGS + CNV

Gen Posicion Variacion Cambio proteico Copias
LAMA1 Chr18:6.976.044 G>A p.-Arg2128Trp Heterocigosis”
LAMA1 Chr18:7.023.350 G>A p-Pro839Ser Heterocigosis”

"Heterocigosis hace referencia a la condicion en la que un individuo lleva dos alelos diferentes en un gen (LAMAI), lo que implica que un
par de cromosomas homologos porte una version diferente del gen.
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En el presente caso, el paciente presenta dos variantes:

* Lavariante chr18:6.976.044 G>A (o alternativamente ¢.6382C>T-ENST00000389658), que
promueve la sustitucion del aminodcido arginina en el coddn 2128 por triptofano (p.Arg-
2128Trp). La arginina en la posicion 2128 esta altamente conservada en las diversas espe-
cies bioldgicas y los programas computacionales de prediccion in silico de patogenicidad
sugieren que su sustitucion por triptofano sea potencialmente deletérea (12). Esta variante
es bastante rara y esta presente en heterocigosis en 3 entre cerca de 125000 individuos
de bancos poblacionales y no se habia descrito previamente en la literatura (13).

« La variante chr18:7.023.350 G>A (o alternativamente ¢.2515C>T-ENST00000389658), que
promueve la sustitucion del aminoacido prolina en el codén 839 por serina (p.Pro839Ser).
La prolina en la posicion 839 esta altamente conservada en las diversas especies bioldgicas;
por ello, programas computacionales de prediccion in silico de patogenicidad sugieren que
su sustitucion por serina sea potencialmente deletérea. Esta variante es rara; esta presente
en heterocigosis en 179 entre cerca de 141000 individuos de bancos poblacionales y no se
habia descrito previamente en la literatura (14).

Discusion
1 gen LAMA1 codifica una de las subunidades a-1 de laminina. Las lamininas son una
familia de glucoproteinas de la matriz extracelular que tienen una estructura hetero-
trimérica formada por una cadena a, B y y. Estas proteinas constituyen un componente
principal de la membrana basal y se han implicado en una amplia variedad de procesos
bioldgicos que incluyen la adhesion celular, la diferenciacién, la migracion, la sefializa-
cion, el crecimiento de neuritas y la metastasis.

Variantes patogénicas en homocigosis o en heterocigosis compuesta en el gen LAMA1
estdn asociadas a prBHs (oMIM# 615960), caracterizado clinicamente por anormalidades
cerebelosas (displasia, quistes corticales/subcorticales e hipoplasia de vermis), ademas de
alta miopia, distrofia de retina y movimientos oculares anormales (principalmente apraxia
oculomotoray estrabismo). Los individuos afectados pueden presentar atraso del desarrollo
motor y del habla, por la condicidn de patron de herencia autosémica recesiva, causada por
la presencia de variantes patogénicas (10).

La manifestacion del pTBHS es un evento excepcionalmente raro, con pocos casos docu-
mentados en la literatura que describan pacientes con pTBHs y hallazgos de imagenes prenata-
les compatibles o pruebas moleculares. Con respecto a los casos publicados de pacientes con
heterocigosis compuesta en LAMA1, se conoce el reporte de Aldinger et al. (15), en 7 pacientes
de 5 familias no relacionadas con el pTBHS (PTBHS; 615960), donde los autores identificaron
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variantes homocigotas o heterocigotas compuestas en el gen LAMA1. Todas las variantes
dieron como resultado una terminacion prematura o un defecto de empalme, consistente
con una pérdida de funcidn.

Las variantes patogénicas se encontraron mediante secuenciacion del exoma completo.
No se realizaron estudios funcionales de las variantes ni estudios en células de pacientes.
El fenotipo se caracterizo por displasia cerebelosa, atrofia del vermis cerebeloso, quistes
cerebelosos en la mayoria de los pacientes, miopia alta, distrofia retiniana variable y ano-
malias en el movimiento ocular. Todos los pacientes tenian retraso en el desarrollo motor y
la mayoria tenia retraso en el habla, aunque la funcion cognitiva era variable. Aldinger et al.
(15) notaron que las variantes en otros genes que codifican la laminina (LAMB1 y LAMC3)
dan como resultado un espectro de malformaciones cerebrales.

Vilboux et al. (16) informaron 3 casos de pacientes con heterocigosis compuesta para
el gen LAMA1: un paciente masculino de 21 afios, que presento las variantes c.6701delC y
€.768+1G>A, ¢.8557-1G>C con antecedentes de retraso motor y del habla, secundaria graduada,
marcha de base levemente ancha; su hermana, de 26 afios, c.6701delCy c.768+1G>A, ¢.8557-
1G>C, conretraso leve en la motricidad y el habla, marcha de base levemente ancha, graduada
de la escuela secundaria, y un caso aislado de una nifia de 8 afios con reporte molecular de
heterocigosis compuesta ¢.2160T>A ¢.5985_5991del con desarrollo motor retrasado.

Del mismo modo, Masson et al. (17) reportaron el caso de una bebé de 30 meses de edad
conretardo en el desarrollo psicomotor, ataxia, caracteristicas autistas, displasia cerebelar e
hipoplasia del vermis, a quien se le realiz6 un estudio de exoma completo y se le reportaron
las variantes en heterocigosis compuesta p.R2921* y delecion del exon 62-63 en el gen LAMA1
(14). Marlow et al. (3) notificaron un caso de dos hermanos menores de 5 afios con diagnostico
de pTBHS, con variantes heterocigotas compuestas en LAMA1 (¢c.664C>T-c.2331C>G; p.Arg222*-p.
Tyr777*) que presentaban retraso en el neurodesarrollo y exhibieron un fenotipo retiniano
similar a la vitreorretinopatia exudativa familiar (FEvR) con avascularidad retiniana genera-
lizada, y en un hermano, neovascularizacion retiniana. Estos casos sugirieron un papel para
LAMAI1 en la enfermedad vascular de la retina y como un nuevo locus potencial para FEVR
(12,18,19).

Conclusion

1 revisar la evidencia cientifica reportada en la literatura nacional y latinoamericana
Aa la fecha (10), se concluye que es el primer caso reportado de un lactante menor, en
quien se establecio una correlacion fenotipo/genotipo con el PTBHS, al presentar en el estu-
dio genético dos variantes heterocigotas compuestas de significancia clinica patogénica,
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posterior a la reclasificacion de significancia segun los lineamientos del Colegio Americano
de Genética y Genomica Médica y la Asociacion de Patologia Molecular para el gen LAMA1.

Por tal manera, es importante reconocer que la penetrancia de todas las enfermedades
genéticas es diferente y la importancia de estudios gendmicos que incluyan la bioinformatica y
lareclasificacion de significancia de las variantes genéticas encontradas en estudios moleculares,
teniendo en cuenta la clinica y demds ayudas diagnosticas paraclinicas que permitan instaurar
un diagnostico oportuno y un tratamiento adecuado basado en la medicina4P.
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