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1. Resumen

Hipotesis

La vulnerabilidad al ictus isquémico arterial neonatal (NAIS) esporadico en recién
nacidos a término se asocia con variantes raras de novo en genes involucrados en la
reologia endotelial, la coagulacién y la adhesion celular. El enfoque genético de trios WES
permitird la identificacién de estas variantes y las vias subyacentes causantes de

enfermedades en subgrupos homogéneos de pacientes.

Objetivo
Investigar la contribucion de variantes genéticas raras al riesgo de accidente
cerebrovascular isquémico arterial neonatal centrandose en las regiones codificadoras de

proteinas del genoma humano.

Objetivos secundarios

a) Identificar variantes patogénicas raras de novo que puedan derivar en la causa del
NAIS. b) Descubrir un determinante genético comun importante en grupos subclinicos
gue pueda influir en el desarrollo de la enfermedad. ¢) Evaluar in silico el hipotético
impacto patogénico de las variantes identificadas como posibles candidatas. d)
Examinar si un fenotipo clinico homogéneo especifico en NAIS podria ser determinado
por un factor genético especifico. e) Descifrar la asociacién entre el gen candidato y el

NAIS identificando los mecanismos bioldgicos relevantes implicados.

Disefio, procedimientos y métodos

Diseino

Se trata de un estudio observacional multicéntrico nacional transversal para la
identificacidon y caracterizacidon genética de pacientes con NAIS. Ademas, los datos
clinicos se obtienen prospectivamente de cada hospital involucrado en el estudio.

El estudio se llevd a cabo con el consentimiento entendido y por escrito de los padres
de cada paciente, con la aprobacidon del comité de ética de investigacion de cada

centro y en cumplimiento de la legislacion nacional y la Declaracion de Helsinki.



Entorno: 6 hospitales universitarios (Espafia) participaran en el estudio.

Pacientes:
oCriterios de inclusion: Recién nacidos (>36 semanas gestacionales) con NAIS
sintomatico con una lesion isquémica en el territorio de las principales arterias
cerebrales confirmada por resonancia magnética (RMN).
oCriterios de exclusion: Se excluyen del estudio aquellos lactantes con NAIS
asociados con meningitis, malformacién vascular, deshidratacion, enfermedad
metabdlica congénita, cardiopatias complejas congénitas, diseccion arterial, cirugia
extracorpérea, necesidad de ECMO o que tengan trombofilia genética (F5 G1691A,
F2 G20210A u homocigosidad para los genotipos MTHFR C677T), asi como aquellos

cuya familia se negé a participar o continuar en el estudio.

Procedimientos

e Antecedentes familiares y enfermedades maternas: La informacion familiar
se obtiene a través de una entrevista especifica con ambos padres y de las
historias clinicas de los bebés y sus madres. Se estan recolectando los siguientes datos
maternos: edad, peso y estatura para calcular el indice de masa corporal (IMC),
hipertensién, abortos espontaneos, sindrome antifosfolipido, tejido conectivo o
enfermedades autoinmunes como lupus o dermatomiositis, trombocitosis,
trombocitopenia idiopatica, sindrome de ovario poliquistico, migrafa, epilepsia e
ingestion de anticonceptivos orales. Se obtendra un pedigri de tres generaciones
para cada familia con respecto a 1) infarto de miocardio, 2) embolia pulmonar, 3)
evento cerebrovascular y 4) trombosis venosa profunda.

e Fenotipo clinico: Todos los lactantes con NAIS reclutados recibirdn una
evaluacion clinica cuidadosa durante el periodo neonatal y en el momento del alta.
Ademas, se realizard una evaluacion neurofisioldgica continua durante los primeros dias
después del debut clinico, la determinacién de biomarcadores de daifo cerebral en LCR
(enolasa especifica de las neuronas) y estudios de neuroimagen multimodal con RM
(T1w, T2W, DWI, ADC, DTI, TOF) durante el periodo neonatal.

e Adquisicion de datos de resonancia magnética: La resonancia magnética se
realizard en un escaner de excitacion de senal de 1,5 T de General Electric
utilizando una bobina de cabeza neonatal especifica siguiendo el protocolo clinico de
resonancia magnética para neonatos con sospecha de NAIS. El estudio de resonancia

magnética se realiza dentro de los 7 dias posteriores a la aparicion de los sintomas



neuroldgicos. Se ha publicado el protocolo, asi como el andlisis y la segmentacién de
lesiones.

e Analisis de imagenes de resonancia magnética individual y segmentacion de
lesiones cerebrales: El proceso de segmentacién de lesiones ha sido descrito en
detalle en una publicacion de nuestro grupo. Lo realizamos a través del analisis
multimodal de imagenes de resonancia magnética con el software ITK-Snap, version

3.0 (http://www.itksnap.org). Para mostrar simultdneamente imagenes de las

diferentes modalidades de adquisicion, se utiliza la funcién flirt de transformacién

lineal de la suite FSL, versiéon 5.0 (http://fsl.fmrib.ox.ac.uk). La funcién de

preprocesamiento de la competencia regional de ITK-Snap se aplica utilizando la
agrupacion de 5 tejidos, la fuerza de competencia de la regién 0.5 y la fuerza de
suavizado de 0.5. Una vez que se alcanza una segmentacion satisfactoria de la lesidn
en el paso de evolucion, se corrige manualmente inspeccionando simultaneamente
sus caracteristicas en todas las modalidades de imagen, asi como su visualizacion 3D.
En este paso, se alcanzara el consenso de 3 expertos ciegos al diagndstico radioldgico.
e Seguimientos: Se realizara un seguimiento de todos los pacientes y se realizaran
visitas sistematicas a los 6 meses de edad y alos 1, 2, 3y 6 afios en los
diferentes centros de estudio que participan en el estudio. A los dos afios, se realizan las
Escalas Bayley de Desarrollo Infantil (Bayley Scales of Infant Development, BSID) junto
con la evaluacién de la discapacidad motora. El deterioro motor se clasifica con la
Escala de Clasificacién de la Funcién Motora Gruesa (GMFCS), de acuerdo con el
nivel de habilidades motoras gruesas del nifio. En esta clasificacion, los pacientes se
graduan en 5 niveles: los pacientes del nivel 1 caminan sin limitaciones y los del nivel
5 necesitan una silla de ruedas manual. La herramienta Bimanual Fine Motor
Function (BFMF) también se utilizara para evaluar la capacidad de agarrar, manipular y
sostener objetos para cada mano por separado (nivel 0, sin impedimento; nivel 5, solo
capaz de sostener o peor con ambas manos). Cada uno de los pacientes participantes
sera evaluado con Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence™ - Fourth Edition
(WPPSITM - 1V) a los 6 afios de edad. Para garantizar la homogeneidad en la evaluaciéon
clinica del resultado, asi como la ausencia de sesgo y la recopilacién de bases de
datos, tanto un neuropsicélogo que también tenga formacién como logopeda
como un neurdlogo pediatrico, del centro coordinador, viajaran a todos los centros
de estudio involucrados en el estudio. Evaluaran a los pacientes a ciegas a la historia
desde el periodo neonatal, el perfil de desarrollo y la informaciéon de neuroimagen

(volumen y distribucién de la lesién isquémica). El encuentro se llevara a cabo



durante medio dia entero en un entorno médico cercano a la residencia familiar. Se
enviaran boletines anuales para mantener informadas a las familias de los
resultados de las evaluaciones (neuroimagen y neurodesarrollo) y de las
evaluaciones planificadas. Se pedira a las familias que inviten a su médico a
participar en el estudio a través de una carta de intencién que explique las

caracteristicas del estudio.

Este estudio colaborativo multicéntrico involucra a una cohorte ecolégica y Unica de
pacientes con NAIS sintomatico reclutados de varios centros siguiendo el mismo
protocolo. Todos los pacientes fueron ampliamente estudiados desde un enfoque
clinico, bioguimico y neurofisiolégico y particularmente con el mismo protocolo de
resonancia magnética.

Obtuvimos, después del consentimiento de los padres, muestras de sangre del nifio

gue tenia NAIS y de ambos padres.

Metodologia
e Extraccién de ADN
e Secuenciacion del exoma completo (WES)
e Anotacion, filtrado y prediccion de patogenicidad de las variantes
e Deteccidn de variantes raras de novo
e Identificacion de genes candidatos al NAIS
o Analisis basado en el conocimiento
o Ontologia génica y enriquecimiento de rutas
o Puntuacién y priorizacién
e Estudios funcionales del gen candidato identificado
o Clonacion
o Transferencia Western
o Imdagenes con microscopia confocal

e Analisis estadistico



2. Resultados

Hemos realizado una secuenciacién del exoma completo (WES) en 23 trios (madre-
padre-hijo). En total, 1.966 variantes de los 23 trios WES con una media de

85,5 + 20,4 por niflo cumplieron los criterios para un analisis adicional como posibles
variantes de novo (dnv). Al aplicar la seleccidon por la lista de genes candidatos
segun la fisiopatologia del NAIS, ningln probando tenia variantes. Esta lista incluia
genes para la adhesion celular, la coagulacién, la inflamacién, el accidente
cerebrovascular y el endotelio. A continuacién, realizamos la secuenciacién Sanger
de los trios para verificar que las variantes aparecian en el paciente pero no en sus
padres. De los 23 casos indice analizados, 17 (74%) portaban al menos una dnv que
cumplia nuestros criterios de filtrado. Mas de un caso indice tenia mas de una dnv. En
cinco (21,7%) nifios no identificamos variantes que cumplieran nuestros criterios de
filtrado (sindnimos, ubicados en regiones reguladoras o intrénicas profundas), y uno
(4,3%) no tenia dnv identificadas. Posteriormente, para confirmar estos resultados en
los cinco nifios sin variantes que cumplian los criterios y en el nifo sin dnv, se realizd
un nuevo analisis menos restrictivo para garantizar que ninguna variante quedara
excluida por variables bioinformaticas o errores manuales durante el flujo de trabajo
de filtrado. Los resultados de los nuevos analisis corroboraron nuestros resultados
anteriores. Siguiendo con el analisis de variantes, confirmamos 28 dnv Unicas en 28
genes que no se incluyeron en nuestra lista de genes primarios. Ademas, estos 28
genes identificados eran unicos, lo que significa que los probandos no compartian

ningln gen comun con la variante dnv entre ellos.

Debido a estos resultados parcialmente negativos, decidimos volver a analizar los
datos de los trios WES a partir de una nueva hipdtesis de una herencia recesiva
asociada con NAIS. Con la hipétesis recesiva, pudimos estudiar variantes
homocigotas y heterocigotas compuestas en los casos indice. La identificacion y el
filtrado de variantes se llevaron a cabo siguiendo los mismos criterios que en el flujo de
trabajo de identificacién de variantes de novo. De los 23 trios WES analizados
encontramos una media de 10,4 £ 4,8 y 7,3 £ 4,5 variantes homocigotas y
heterocigotas compuestas, respectivamente, por nifo. Sin embargo, después del
filtrado posterior al analisis, ninguna de las 168 variantes homocigotas y 240
heterocigotas compuestas cumplié los criterios de filtrado ni fue relevante para un

estudio mas exhaustivo y futura asociaciéon con NAIS.



Posteriormente, para identificar un determinante genético comun importante,
realizamos un analisis de red de interaccidon génica y un analisis genético de pacientes
clinicamente homogéneos de acuerdo con la definicién del territorio arterial afectado
de la arteria cerebral media (MCA). Ninguno de los enfoques tuvo la capacidad de
identificar genes con una relacién potencial con NAIS. Sin embargo, el uso del analisis
basado en el conocimiento para la identificacion de genes candidatos identificd el gen
PIK3CD y su variante c.1292A>G/p.GIn431Arg como un posible gen candidato a
NAIS en un paciente con accidente cerebrovascular perforante. El PIK3CD codifica un
PI3K de clase I que se une a las proteinas adaptadoras p85 y RAS unidas a GTP. Una
caracteristica relevante de esta proteina es que se fosforila a si misma y convierte el
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) en fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), que
recluta y activa proteinas downstream que contienen los dominios de homologia de
plecstrina. Ademas, el PIK3CD actia como un segundo mensajero a través de PIP3
gue ayuda a activar la alfa serina/treonina-proteina quinasa AKT. El PIK3CD forma
parte de la via de sefializacion celular fosfatidilinositol 3'-quinasa (PI3K)-Akt, que
es una via activada por muchos tipos de estimulos celulares o agresiones téxicas y
estd involucrada en muchos mecanismos moleculares relevantes en el NAIS, como
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), la tensién cortante en liquidos y

las vias de activacion plaquetaria.

Para investigar el impacto de la mutacidon en la proteina y para una mayor
asociacion con la fisiopatologia NAIS, hemos realizado andlisis in silico junto con la
generacion de un modelo de vector de expresiéon de mamiferos de PIK3CD salvaje y
un modelo mutante (c.1292A>G/p.GIn431Arg). Los analisis in silico utilizando el
predictor DynaMut2, tanto para el salvaje como para la variante p.GIn431Arg,
demostraron que, segun la energia libre de Gibbs (en Kcal/mol), la sustitucién del
residuo de glutamina por una arginina en la posicién 431 tiene un cambio de
estabilidad previsto de -0,4 Kcal/mol (AAGStability) que indica una desestabilizacion
de la proteina. El mecanismo por el cual esta variante desestabiliza la proteina se debe a
la alteraciéon de la diferente interaccion entre residuos en comparacién con el salvaje
(GIn431). En concreto, estas alteraciones son: adquisicién de una interaccién
hidrofébica extra entre Arg431 y Tyr484, sustitucién de un enlace de hidrégeno con
Val483 por dos interacciones polares, y sustitucién de un enlace de hidrégeno por una

interaccion iénica con Asp427 y eliminacién de dos interacciones polares.



En cuanto a los vectores de expresidon generados, tanto el salvaje como el mutante
fueron transfectados en la linea celular COS-7 para realizar estudios funcionales
basados en la localizacion subcelular de proteinas, la expresion de proteinas y el
analisis de la via de sefalizacién Akt a través de la cuantificacion de la
relacion pAKT/tAKT. Nuestros resultados demostraron que, en las condiciones probadas,
no hay diferencias significativas al comparar el WT con el mutante (p = 0,700 WT
vs. GIn431Arg, p = 0,609 Mock vs. GIn431Arg, p = 0,992 Mock vs. WT).

Ademas, la transfeccion celular de COS-7 indicé que la sobreexpresién de PIK3CD
presenta un patron puntiforme y un agregado grosero como localizacién subcelular
tanto en PIK3CDW' como en PIK3CDC"43149, Ademas, la cuantificacion de ambos patrones
de localizacidon subcelular mostré una diferencia significativa al comparar ambos
patrones en ambos vectores de expresion. El agregado puntiforme es el patron mas
predominante en PIK3CD"T (64%, p = 0,006), mientras que el agregado grosero es el
patron principal en PIK3CDCM431A19 (64%, p = 0,006). Se necesitan mas analisis y

enfoques para aclarar el impacto patogénico de esta variante en PIK3CD.

El exhaustivo andlisis genético de nuestra investigacién, bajo herencia autosémica
dominante de novo y autosdmica recesiva de las regiones codificadoras de 23 trios
padres-indice con NAIS idiopatico y el analisis subclinico homogéneo no ha permitido
identificar un gen o via comun importante que pudiera explicar, o explicar
parcialmente, la causa genética de la enfermedad. Ademas, no podemos excluir
absolutamente la posibilidad de que la presencia de variaciones genéticas en el
genoma sea la causa del NAIS idiopatico debido a la posibilidad de que estas variantes se
encuentren fuera de las regiones codificadoras, pero para explorar esto son
necesarias otras estrategias y enfoques tecnolégicos disefiados para analizar las

regiones de ADN no codificadoras.

En un paciente con ictus perforante, el estudio funcional del gen candidato PIK3CD y
su variante c.1292A>G/p.GIn431Arg ha demostrado que esta variante podria afectar a la
funcidn de la proteina; sin embargo, se necesitan mas estudios y enfoques para

dilucidar si este gen pudiese estar asociado con el NAIS.

En conclusion, nuestros resultados no han identificado la necesidad de estudios

genéticos de variantes de novo o de herencia autosémica recesiva en este tipo de



pacientes. En el futuro es necesario considerar estrategias de hipdtesis alternativas
gue puedan implicar un desequilibrio en la susceptibilidad y proteccién de factores
genéticos, herencia oligogénica o poligénica y/o estimulos externos desconocidos con
influencia epigenética. En ultima instancia, se justifican mas opciones de investigaciéon y
analisis adicionales para lograr una mejor comprensién de la etiologia del NAIS y

profundizar en otros aspectos moleculares involucrados en la enfermedad.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Muchas investigaciones basadas en la aplicacién de la secuenciacion de Ultima
generacién han permitido la identificacién de varios genes y su asociacién con
enfermedades complejas. Sin embargo, la heredabilidad de muchas enfermedades
todavia no se ha encontrado y una causa podria ser la evaluacién insuficiente de
variantes genéticas raras. Ademas, cuando se trata de estudios de accidentes

cerebrovasculares, estos se centran principalmente en el adulto y el adulto joven.

La aplicacion de estos métodos modernos de biologia molecular para descifrar las
causas de las principales enfermedades neonatales con un impacto en el
neurodesarrollo ha permitido establecer la causa genética subyacente en un
numero creciente de trastornos inicialmente considerados no genéticos.
Concomitantemente, el conocimiento de la etiopatogenia de los principales trastornos
del desarrollo en la poblacién neonatal es relevante porque podria permitir generar y
ofrecer terapias especificas y potenciales que favorezcan el desarrollo de la medicina
de precisién como un objetivo realista para los bebés con NAIS. En esto se basa la
pertinencia de nuestro estudio, ya que el desciframiento de esta brecha genética
existente en el NAIS, junto con la busqueda de una mejor comprension de los
mecanismos moleculares involucrados en el NAIS idiopatico, es algo que responde al
anhelo actual de identificar perfiles individuales, objetivos terapéuticos especificos y

terapias personalizadas mas seguras.

Asimismo, permitiria el cribado gendmico, el prondstico preciso y el uso de una
adecuada rehabilitacién y profilaxis de comorbilidades. Por ultimo, pero no menos
importante, nuestro estudio es crucial para las familias, ya que proporciona un

asesoramiento prenatal y posnatal confiable.
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