UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

ESTUDIO DE ASOCIACION DE 6 POLIMORFISMOS — SNP-
RELACIONADOS CON EL TRASTORNO DE DESARROLLO DE LA
COORDINACION EN NINOS Y NINAS COLOMBIANOS DE 7 A 16
ANOS: ESTUDIO PILOTO

ANGELICA JHOAN ALARCON GARCIA

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina, Maestria en Neurociencias

Bogota, Colombia

2015






ESTUDIO DE ASOCIACION DE 6 POLIMORFISMOS — SNP-
RELACIONADOS CON EL TRASTORNO DE DESARROLLO DE LA
COORDINACION EN NINOS Y NINAS COLOMBIANOS DE 7 A 16
ANOS: ESTUDIO PILOTO

ANGELICA JHOAN ALARCON GARCIA

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:

Magister en Neurociencias

Director:

Doctor Juan José Yunis Londofio

Codirector:

Doctor Rafael Antonio Vasquez Rojas

Grupo de Investigacion:

Patologia Molecular

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina, Maestria en Neurociencias
Bogota, Colombia
2015






A Olga Luz Pefias F. tu vida y tu lucha son
una inspiracion constante que me permiten seguir
adelante a pesar de cualquier dificultad, Agradezco a
la vida por darme la oportunidad de conocerte,
aprender constantemente de tu existencia y
convertirme en una mejor persona y profesional cada
dia.






Agradecimientos

A mi hermosa familia, Especialmente a mi Mama por apoyarme y estar conmigo en todo

momento, por acompanarme en cada etapa, animarme y no dejar que me rinda nunca.

Al Doctor Juan José Yunis Londofio, Director del Proyecto y Profesor Titular del
Departamento de Patologia de la Universidad Nacional de Colombia, por sus
ensefanzas, su apoyo incondicional y la confianza depositada; Gracias por creer en mi

trabajo e invitarme a ser mejor cada dia.

Al Doctor Rafael Vasquez Rojas, Codirector del proyecto y profesor titular del
Departamento de Psiquiatria de la Universidad Nacional de Colombia, por estar presente

en cada momento y su apoyo incondicional.

A mi Companera Irene Riveros, Estudiante de Maestria en Neurociencias de la
Universidad Nacional de Colombia, por acompafarme y apoyarme en cada una de las
etapas de realizacion del proyecto. Gracias por el animo, los momentos dificiles, alegres,

pero sobre todo por el aprendizaje.

A los nifios y padres participantes en este proyecto, por permitirme conocerlos y aprender

de sus experiencias.

A las instituciones pedagdgicas y centros de atencion integral que me permitieron realizar
el proyecto en sus instalaciones, por el apoyo y disposicidon constantes para que el

proyecto se llevara a cabo de la mejor manera y en el tiempo adecuado.



VI ESTUDIO DE ASOCIACION DE 6 POLIMORFISMOS — SNP-RELACIONADOS CON EL TRASTORNO DE DESARROLLO DE LA
COORDINACION EN NINOS Y NINAS COLOMBIANOS DE 7 A 16 ANOS: ESTUDIO PILOTO

Resumen

Introduccién: El Trastorno de Desarrollo de la Coordinacion (TDC) se caracteriza por un
déficit en las habilidades perceptivo motoras, que no esta asociado a una enfermedad
médica general y no cumple los criterios de un trastorno generalizado del desarrollo. un
estudio de Asociacion Amplia del Genoma (GWAS) para problemas de coordinaciéon
motora en nifos con Trastorno de Déficit de Atencion e Hiperactividad establecidé una
posible asociacion entre la presencia de 19 polimorfismos SNP con el desarrollo del TDC.
Los genes y polimorfismos con mayor asociacion fueron el gen MAP2K5 (rs16951001,
rs11638507,rs1724140,rs1878699) y el gen CHD6 (rs4812506, rs761024).0Objetivo: Establecer
si la presencia de los polimorfismos SNPs en los genes MAP2K5 y CHDG6 son un factor
de riesgo genético para el desarrollo del Trastorno del Desarrollo de la Coordinacion en
nifios, nifas y adolescentes colombianos de 7 a 16 afos de edad y poblacién control.
Metodologia: Estudio de casos y controles. Se aplicaron dos evaluaciones para
determinar el perfil motor de cada participante y se extrajo una muestra de material
genético proveniente de células bucales, las cuales se procesaron en el laboratorio para
determinar el genotipo de cada uno de los polimorfismos. Resultados: No se encontré
una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de los polimorfismos de
los genes MAP2K5 and CHDG6 y el desarrollo del trastorno TDC en la muestra analizada.
Se observé que las dificultades motoras mas frecuentes se encuentran en la dimensién

de destreza manual y coordinacién manual tanto en casos como controles.

Palabras clave: Polimorfismo de Nucleétido Simple (SNP) - Trastorno de Desarrollo de
la Coordinacion -SnapShot - PCR multiplex
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Abstract

Introduction: Developmental Coordination Disorder (DCD) is characterized by a deficit in
the perceptual motor skills, which are not associated to a general medical condition and
do not meet the criteria of a pervasive developmental disorder; a Genome Wide
Association study for motor coordination problems in children with Attention Deficit
Disorder and Hyperactivity established a possible association between the presence of
19 SNPs polymorphisms and the development of the DCD. Genes and polymorphisms
with the highest association were MAP2K5 (rs16951001, rs11638507, rs1724140,
rs1878699) and CHD6 (rs4812506, rs761024) genes. Objective:To establish the
association of MAPK5 and CDH6 SNPs polymorphisms as genetic risk factor for the
development of Developmental Coordination Disorder in children and adolescents of
Colombia between ages 7 to 16. Methodology: A case-control study. Two evaluations to
determine the motor profile for each participant were applied. In addition, genetic material
from buccal swab, was extracted and processed in the laboratory for genetic
polymorphisms. Results: There is not a statistically significant association between the
presence of any MAP2K5 and CHD6 polymorphisms and the development of DCD in the
sample analyzed.The most frequent motor difficulties were found in the dimension of

manual dexterity and coordination, both in cases and controls.

Keywords: : Single NucleotidePolymorphism (SNP) - Developmental Coordination
Disorder - SnapShot - Multiplex PCR.
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Introduccion

El Trastorno de Desarrollo de la Coordinacion (TDC) se caracteriza por un déficit en las
habilidades perceptivo motoras, que no esta asociado a una enfermedad médica general
y no cumple los criterios de un trastorno generalizado del desarrollo (Frances, Pincus,
First, & Widiger, 1995).

Las habilidades perceptivo motoras hacen referencia a aquellas habilidades que se
desarrollan tanto a nivel cognitivo—perceptual, como a nivel del control motor voluntario
durante la adquisicion progresiva del movimiento en los primeros 7 afos de desarrollo
(Bundy, Lane, & Murray, 2002); durante este tiempo, el nifio desarrolla diferentes
habilidades integradas entre si, pero pertenecientes a tres dimensiones establecidas para
comprender de una manera integral la ejecucion de un acto motor voluntario, estas son la

dimensién motriz, cognitiva y emocional.

La dimension motriz comprende habilidades especificas y relacionadas con la evolucién
de la tonicidad, el desarrollo del control y disociacion de movimientos, desarrollo de la
eficiencia motriz, entendida como la rapidez y precision, desarrollo de las posibilidades
de equilibrio y la definicion y confirmacion de la lateralidad. La dimension cognitiva
comprende habilidades como la orientacion espacial, la estructuracién espacial, y
organizacion espacial. Por ultimo, la dimension emocional comprende habilidades como
la atencién, memoria y el pensamiento; el desarrollo y la adquisicién progresiva de estas
habilidades le permiten al nifio una participacion adaptativa a las demandas de su

ambiente (Salgado & Espinoza, 2008).

La adaptacion a las demandas del ambiente es visible a través del analisis del
desempefio de los nifios en actividades de la vida diaria tales como bafio, vestido,

alimentacion y traslados entre otros; actividades académicas como la escritura, lectura,
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comprension matematica, y actividades de esparcimiento como el juego, deportes, y la
interaccion con pares; su participacion en diferentes escenarios es posible a través de la

ejecucion de actos motores voluntarios aprendidos a través de la experiencia.

La ejecucion de un acto motor voluntario es el resultado de tres procesos relacionados
entre si: percepcién de un estimulo, el procesamiento y elaboracién de una respuesta y

la ejecucion de la respuesta para ese estimulo en particular. (Bundy et al., 2002).

En la percepcion del estimulo se tienen en cuenta aquellas habilidades que le permiten al
nifio discriminar el tipo de estimulo que se le presenta, haciendo uso de sus sistemas
sensoriales como el visual, auditivo, tactil, gustativo, olfativo, propioceptivo y vestibular;
en este proceso el individuo intenta determinar que estimulo esta llegando a su cuerpo,
evaluarlo y predecir una respuesta posible; la percepcion se define como aquellas
vivencias que cada individuo experimenta a partir de las sensaciones provocadas por un
estimulo. Durante la fase de procesamiento y decision el individuo elabora la respuesta
de acuerdo con la informacion recibida durante la percepcion del estimulo; finalmente
durante la ejecucion se define la organizacion motriz, que coordinara las diferentes
acciones de los grupos musculares encargados en la respuesta programada

previamente.

Teorias evolutivas apoyan la idea que estas habilidades se desarrollan y/o se adquieren
en determinados estadios de desarrollo, los cuales son determinados o responden a
procesos madurativos, Autores como Wallen (1955) y Piaget (1977) hacen referencia a
la aparicion o posesion de estas habilidades en los estadios de desarrollo establecidos
por ellos, haciendo énfasis en la importancia del desarrollo de estas habilidades y su
contribucién al desarrollo de funciones psicologicas y el desarrollo en general o

estableciendo una relacion entre motricidad y evolucion de la inteligencia (Diaz,1999).

Muy pocos estudios han explorado el componente genético en trastornos que involucren
la coordinacion. Recientemente, en un estudio de Asociacion Amplia del Genoma
(GWAS) para problemas de coordinacion motora en nifios con Trastorno de Déficit de
Atencion e Hiperactividad (TDAH) en Holanda, se establecié una posible relacion entre
la presencia de 19 polimorfismos SNP (Single Nucleotide Polimorphisms) (anexo 2), y el

desarrollo del Trastorno de Desarrollo de la Coordinacion (TDC), con una significancia
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estadistica (P< 0.0001); a través del analisis bioinformatico se encontré una relacién
significativa entre la presencia de genes relacionados con el crecimiento de neuritas y

funciones musculares (Fliers et al., 2012) .

Entre los genes vy polimorfismos SNP con mayores puntuaciones se encontré el gen
MAP2K5 (rs16951001, rs11638507, rs17241403 y rs1878699) relacionado con el
sindrome de piernas inquietas (Yang et al., 2011); un desorden sensitivo — motor
primario caracterizado por una fuerte e irresistible urgencia de mover las piernas,
involucrando una o ambas piernas, acompafado de una sensacion desagradable en
ellas, los sintomas se hacen mas evidentes y empeoran durante periodos de reposo,

suefo y/o inactividad (Montes, 2009).

Adicionalmente, el gen CHD6 (rs4812506 y rs761024), relacionado previamente con
problemas de coordinacion motora en ratones (Fliers et al., 2012); En Colombia no hay
reportes de estudios realizados relacionados con factores genéticos hereditarios para el
desarrollo del TDC.

El presente estudio pretende determinar si existe una relacién entre el Trastorno del
Desarrollo de la Coordinacién (TDC) y 6 polimorfismos SNP de los genes MAP2K5 y
CHDG6 respectivamente, para determinar si estos polimorfismos son factores de riesgo

para el desarrollo de esta condicion.






1.Planteamiento del Problema

Algunos autores consideran que el TDC no es un trastorno patolégico en si, sino que
responde a eventualidades normales durante el desarrollo, que se van superando a
medida que la persona se va a haciendo adulta; sin embargo investigaciones han
confirmado el TDC como un trastorno que genera un gran impacto en la vida de los
nifos y nifas que lo presentan, ya que no se resuelve de manera espontanea, y trae

consecuencias en la vida adulta. (Redondo, 2009).

Este impacto puede observarse en el bajo rendimiento académico de los nifios que
presentan este trastorno; los nifios suelen tener problemas con las materias de
matematicas, escritura y educacion fisica; en algunos casos son aislados por sus
compaferos por no tener las habilidades y destrezas necesarias para juegos de
competicion, coordinaciéon y agilidad entre otros y en otros casos, son los nifios que
presentan TDC los que prefieren no participar en actividades con demanda fisica,
prefiriendo actividades ligadas al uso del computador (Poulsen, Ziviani, Cuskelly, &
Smith, 2007).

A través de estudios de neuroimagenes se relacionan caracteristicas neuropatologicas de
los problemas de coordinacién motora como: dificultades en la maduracion del cerebro,
las desviaciones funcionales en los ganglios basales, I6bulo parietal y el cerebelo (Bo &
Lee, 2013; Gabbard & Cacola, 2010). Resaltando la dificultad del sistema neuronal en
iniciar y estimular el comportamiento eficiente del cuerpo con relacion a su ambiente
(Salamanca, 2012).

En funcién de los criterios diagndsticos establecidos en el DSM-IV-TR y la CIE-10, La
prevalencia del trastorno de Desarrollo de la Coordinacion es del 5-6% de la poblacion
infantil en edad escolar, también se ha reportado una mayor prevalecia en los varones
que en las nifias con una proporcion de 3:1(Zwicker, Missiuna, Harris, & Boyd, 2012),sin

embargo, este Trastorno de Desarrollo de la Coordinacion ha sido altamente relacionado
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en comorbilidad con el Trastorno de Déficit de Atencién e Hiperactividad (TDAH) con al
menos una prevalencia del 30% al 50% de los nifios diagnosticados con TDAH (Fliers et
al., 2012).

Varios estudios han indicado la dificultad para determinar la prevalencia real del TDC en
la poblacion infantil; ya que algunos consideran como criterios solo las dificultades
motoras pero no las habilidades cognitivas ni el impacto en las actividades de la vida
diaria(Zwicker et al., 2012); también se ha sugerido que la prevalencia del trastorno

corresponde a la falta de conciencia del mismo.

Estudios han referido la alta prevalencia del TDC con otros trastornos del aprendizaje
como problemas del lenguaje, dislexia y déficit de atencidon con hiperactividad
(TDAH)(Redondo, 2009), Sin embargo son pocos los estudios que relacionan un patrén
heredable como un factor de riesgo para el Trastorno del Desarrollo de la Coordinacion;
un primer estudio se realizé en gemelos (Fliers et al., 2012) estableciendo que este
trastorno tiene un factor poligénico, es decir que es el resultado de la interaccion de

varios genes de efecto pequefio sumado con un ambiente desfavorable.

El estudio realizado por Fliers y colaboradores en el 2012 con nifios con TDAH y TDC,
establecio a través de un analisis bio-informatico una posible relacion significativa de
asociacion de 2 genes y sus polimorfismos CHD6 (rs4812506 y rs761024), y MAP2K5
(rs16951001, rs11638507, rs17241403 y rs1878699); como factores de riesgo para el
desarrollo del Trastorno de Desarrollo de la Coordinacion a través de un estudio amplio
del genoma (WGAS).

Sin embargo no se ha realizado ningun estudio posterior que establezca la validez de la
relacion entre los 6 polimorfismos y el desarrollo del TDC con una patologia diferente a la

del estudio original (Fliers et al., 2012).

En este proyecto se quiere analizar si la relaciéon entre la presencia de los 6
Polimorfismos SNP de los 2 genes (MAP2K5 y CHDG6), con el desarrollo de TDC es
significativa y puede considerarse un factor de riesgo; evaluando la presencia de los
polimorfismos SNP, a través de la técnica SnapShot, en poblacién infantil y adolescente

con edades entre los 7 y 16 afnos que presentan TDC y en poblacién control.



2.Justificacion

El trastorno del Desarrollo de la Coordinacion (TDC) genera un impacto en la vida de los
nifos y nifias que lo presentan; Los nifios pre termino y con bajo peso al nacer, tienen un
alto riesgo de presentar TDC y requieren de una atencién especializada en los primeros
anos para confirmar un diagnostico temprano y minimizar el impacto del trastorno en su

desempenio en actividades académicas y de la vida diaria(Asonitou, 2012).

Este impacto puede observarse de manera diferente en cada nifo; y no solo hace
referencia al componente académico; el TDC también tiene un impacto emocional y
social en la vida de los nifios y nifias que lo presentan; varias investigaciones han
demostrado que los nifios diagnosticados con TDC evidencian dificultades académicas y
son remitidos constantemente a Terapia Ocupacional(Redondo, 2009), lo cual genera un
costo adicional en las familias y la utilizacion del tiempo de esparcimiento para asistir a
las terapias, debido a que se observa deficiencia en actividades motoras, y de escritura,

entre otras.

Los nifios constantemente se aislan, dejan de participar en juegos con pares y no
realizan actividades deportivas para evitar el fracaso y la estigmatizacion en su ambiente
escolar(Wu, Cairney, Lin, Li, & Song, 2011).

El estudio del trastorno de Desarrollo de la Coordinaciéon, se ha centrado en su
caracterizacion e influencias en la poblacion infantil, a nivel fisico, social y emocional, y
los estudios relacionados con su etiologia, se han centrado en establecer una relacion de
dicho trastorno con factores ambientales desfavorables y pobre estimulaciéon en periodos
criticos del desarrollo infantil(Debrabant, Gheysen, Caeyenberghs, Van Waelvelde, &
Vingerhoets, 2013).

Sin embargo hay muy pocos estudios que determinan si existen factores genéticos que

estarian relacionados con el desarrollo de este trastorno, adicionales a los factores
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ambientales; estos estudios determinan que el Trastorno de Desarrollo de la coordinacion
es una entidad multifactorial en el que los factores genéticos y ambientales desempefan
un papel fundamental. En Colombia no se han realizado este tipo de estudios de
asociacion de factores genéticos como factores de riesgo para el desarrollo de dicho

trastorno.

Los 2 genes y sus polimorfismos SNP, CHDG6 (rs4812506 y rs761024), y MAP2K5
(rs16951001, rs11638507, rs17241403 y rs1878699); relacionados con el desarrollo del
Trastorno de Desarrollo de la Coordinacién, tienen funciones especificas del desarrollo
neuronal, crecimiento de neuritas y desarrollo 6ptimo del sistema musculo esquelético
entre otras; sus alteraciones por separado generan sindromes genéticos complejos como
Sindrome de Piernas Inquietas, y problemas de coordinacidon entre otros(Fliers et al.,
2012); sin embargo la presencia en conjunto de los polimorfismos relacionados
previamente, permitiria determinar si estan asociados a un proceso de desarrollo

deficitario a nivel motor.

Los estudios previamente realizados que relacionan factores genéticos como factores de
riesgo, han estudiado el Trastorno de Desarrollo de la Coordinaciéon en comorbilidad con
otra entidad patologia, generalmente TDAH(Artigas, 2003), sin embargo el TDC puede
presentarse en comorbilidad con otros trastornos de aprendizaje y el desarrollo tales

como la dislexia, el sindrome de Asperger, y Alergias.

A través de estudios de la funcién pulmonar, se ha establecido que los nifios que
presentan TDC, presentan una deficiencia en la funcién pulmonar y cardiorrespiratoria en
actividades motoras en comparacion con nifios con un desarrollo psicomotor tipico; esto
dificulta la participacion de los niflos con TDC en actividades deportivas y de juego con

pares en el ambito social y de educacion fisica en el ambito académico (Wu et al., 2011).



3.0bjetivos

4.1 Objetivo General

Identificar la asociacion de los SNP de los genes CHD6 (rs4812506 y rs761024), y
MAP2K5 (rs16951001, rs11638507, rs17241403 y rs1878699); con el desarrollo del
Trastorno de Desarrollo de la Coordinacion (TDC) en una muestra de poblacion infantil y

adolescente colombiana de 7 a 16 afos de edad y en poblacién control.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos de los
genes CHD6 (rs4812506 y MAP2K5 (rs16951001, rs11638507, rs17241403 y
rs1878699); en una muestra infantil y adolescente colombiana con trastorno de

desarrollo de la coordinacion (TDC) y en una muestra de poblacion control.

4.2.2 Evaluar si las frecuencias genotipicas estan en equilibrio Hardy-Weinberg para
los genes CHDG6 (rs4812506 y MAP2K5 (rs16951001, rs11638507, rs17241403 y
rs1878699) en una muestra de poblacion infantil y adolescente colombiana con
trastorno de desarrollo de la coordinacién (TDC) y en una muestra de poblacion

control.
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4.2.3 Establecer si existe o no asociacion entre de los polimorfismos de los genes
CHDG6 (rs4812506 y MAP2K5 (rs16951001, rs11638507, rs17241403 y rs1878699);
como factores de riesgo para el desarrollo del Trastorno de Desarrollo de

coordinacién (TDC)



4.Marco Teorico
4.1 Trastorno de desarrollo de la coordinacion

El trastorno del desarrollo de la coordinacion es una condicién deficitaria en la ejecucion
del acto motor, como resultado de dificultades en el planeamiento motor o praxis. La
praxis se entiende como la habilidad de planear y ejecutar movimientos coordinados en
tiempo y espacio; este acto motor se compone de procesos de ideacion, planeacion y

ejecucion(Bundy et al., 2002).

El proceso de ideacion hace referencia a “saber que hacer” o la conceptualizacion de una
accion, es una funcién cortical que no puede ser localizada en ninguna area del cerebro
en particular, sin embargo es claro que la participacion de la corteza prefrontal es
fundamental en este proceso; ya que desempefa un papel importante en el

establecimiento de metas.

A través de estudios de neuroimagen se establecid que esta area se activa cuando estas
metas estan dirigidas a la ejecucion de secuencias de movimientos en una determinada

situacion, especialmente cuando es nueva (Bundy et al., 2002)

El proceso de planeacién hace referencia a “cémo hacer”, este proceso es necesario ya
que describe el proceso de traducciéon de una estrategia de movimiento en las tacticas
del movimiento; es decir la seleccion del movimiento apropiado, este proceso depende

principalmente de la informacién propioceptiva.

El proceso de ejecucion que especifica como la corteza motora provee los mecanismos
de ejecucién de los movimientos seleccionados en la realizacion de una accién
voluntaria, a través de la recepcion de los inputs propioceptivos provenientes de
musculos y articulaciones, esta informacion hace relevo en el talamo con proyecciones

subcorticales desde la corteza somatosensorial; de vuelta la informacién proveniente del
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area motora primaria es trasmitida a los musculos por los tractos cortico espinal y cortico
bulbar; sin embargo en este proceso también participa el cerebelo en procesos de
aprendizaje motor modificados a través de la experiencia y los ganglios basales, quienes
participan en la automatizacion e imitacion de movimientos asi como la motivacién y
emocion, procesos importantes para la praxis motora (Wolpert, Diedrichsen, & Flanagan,
2011).

Centro nervioso

Via aferente m Via eferente

:’ = T .
Receptor A Efector

Fig. 1: esquema del acto motor (Diaz, 1999)

Motoneurona Alfa
Fibra muscular

Huso muscular

Fig. 2: esquema del acto motor voluntario (Diaz, 1999)

Se utiliza el término Trastorno ya que es posible senalar la presencia de un
comportamiento o de un grupo de sintomas a través de la observacion directa en la
practica clinica, que en la mayoria de los casos se acompafan de malestar o interfieren
en el desempeno de las actividades de la vida diaria del nifio o nifa(Organization, 2010);
tanto en la CIE 10 como en el DSM IV , este trastorno esta Clasificado como Trastorno

de Desarrollo de la Coordinacién (TDC) con el codigo F82.

Alli se describe que es una entidad caracterizada por un déficit en las habilidades
motoras gruesas y/o finas de nifios y nifas generalmente en edad escolar; este déficit no
se debe a una enfermedad neurolégica de base o un trastorno generalizado del
desarrollo, y si existe una alteracion mental, el desempefio motor de estos nifios debe

evidenciarse por debajo de lo esperado para un nifio de su edad(Frances et al., 1995),
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asi mismo se considera que estas alteraciones que se pueden presentar tanto en la
planeacion como en la ejecucion del acto motor, afectan significativamente el desempefio
del nifio en actividades de la vida diaria, actividades escolares, y actividades de

esparcimiento como juego con pares y deportes(Cocks, 2009).

Las manifestaciones de este trastorno varian en funcién de la edad y el estadio evolutivo
del desarrollo. Con una prevalencia del 5 al 7 % en nifios de edad escolar; sin embargo
no suele ser el motivo principal de consulta, este trastorno se suele asociar a otros
trastornos de aprendizaje como alteraciones del comportamiento y trastornos de

comunicacion(Asonitou, 2012).

Al ser un trastorno heterogéneo se puede observar que algunos nifios solo presentan
dificultades en sus habilidades motoras gruesas, otros en habilidades motoras finas y
otros en ambas; sin embargo independientemente de las habilidades que se encuentren
afectadas, el aprendizaje y desempefo motor de estos nifos, se observa mas lento y

menos preciso que el de un niflo con un desarrollo tipico(Zwicker et al., 2012).

El desempefio motor de los nifios con TDC se caracteriza por una imprecision o torpeza
que se define como una lentitud o dificultad en el movimiento de las articulaciones, lo
cual implica una dificultad en la integracion de los grupos musculares agonistas y
antagonistas, esto puede llegar a reducir el desempefio motor en actividades especificas
y complejas como montar en bicicleta o escribir; asi mismo se pueden observar
movimientos adventicios, definidos como movimientos involuntarios que tienen lugar
durante la realizacion del acto motor; como movimientos de grupos musculares que no
estén relacionados con el movimiento; por ejemplo abrir la boca al correr o mover la
lengua al escribir (WANG, 2009).

Los niflos que presentan condiciones de comorbilidad de TDC con TDAH entre otros
presentan habilidades psicosociales mas pobres y tienen niveles mas altos de sintomas
depresivos que cuando no presentan el Trastorno de Desarrollo de la Coordinacion; de
igual manera los nifios que presentan TDC tienen mayor riesgo de padecer Obesidad y
enfermedades vasculares, debido al aislamiento y evitacion de actividades motoras como
juegos y deportes, a medida que van creciendo y las demandas cardiorrespiratorias se

van haciendo mas exigentes; es evidente que las habilidades cardiopulmonares de los
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nifos con un desarrollo tipico son superiores a las de los nifios que presentan TDC.
(Zwicker et al., 2012).

La actividad fisica ayuda a los nifios desde los primeros momentos como el nacimiento a
gue su desarrollo psicomotor, se desarrolle adecuadamente; adquiriendo habilidades y
capacidades como la formacion del esquema corporal, lateralizacion, coordinacién
dinamica, equilibrio, ejecucion y disociacién motriz, coordinacién viso motora y control
respiratorio entre otras; que le permitiran ejecutar actos motores eficientes para

responder a las demandas del ambiente; especificamente en el contexto escolar.

Estas habilidades son importantes para el desarrollo de conceptos temporales y
espaciales evidenciables en actividades de escritura, lectura y actividades deportivas o

juego (Perez & Ideaspropias, 2004).

Son muy pocos los estudios genéticos realizados en TDC; en su mayoria se han
realizado en gemelos y han estado encaminados a identificar tanto posibles factores de
riesgo como su relacion con diferentes entidades patoldgicas; el estudio realizado por
Piek y colaboradores en el 2007 en gemelos homocigotos establecié que los sintomas
depresivos y ansiosos son mas frecuentes en los nifios y adolescentes que presentan
TDC en comorbilidad con TDAH (Piek, 2007)(Pearsall-Jones, 2011). Los estudios
genéticos en TDC realizados por Fliers y colaboradores en el 2012 estuvieron
encaminados a identificar posibles factores de riesgo genético para el desarrollo del TDC,
encontrandose que el desarrollo de este trastorno no solo se debe a factores
ambientales, sino a una interacciones de varios genes de impacto pequeno, asignandole
un caracter poligénico(Fliers et al., 2012), sin embargo no hay estudios posteriores que
validen lo encontrado por Fliers y colaboradores y en Colombia no hay reportes de

estudios genéticos realizados en TDC.

4.2 Polimorfismo De Nucleétido Simple (SNP)

Un SNP se define como la variante genética mas frecuentemente encontradas en el
genoma humano, e implica el cambio de un nucleétido por otro en la secuencia;
Aproximadamente uno de cada 1.000 nucledtidos del ADN humano puede variar en

forma de un SNP; Los polimorfismos SNP son parte de la variacion genética natural
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dentro de una poblacién y crean la diversidad, sin embargo para ser clasificado como un
SNP, al menos el 1% de la poblacién debe tener ese cambio(Kwok, 2003), algunos de los
cambios de los nucledtidos tienen efecto directo de funcion, dependiendo del sitio de
ubicacién en el gen. El estudio de los polimorfismos SNP ha ampliado el conocimiento
acerca del desarrollo de enfermedades complejas de origen multifactorial, aquellas que
dependen de la acciéon en conjunto de varios genes combinado con la influencia de un

ambiente enriquecido o empobrecido (Ramirez-Bello, J; et al.; 2013).

4.3 Mitogen Activated Protein Kinase 5 (MAP2K5)

La proteina codificada por este gen es una proteina quinasa de especificidad dual que
pertenece a la familia de las MAP quinasas. Esta quinasa interactia especificamente
con y al mismo tiempo activa MAPK7/ERK5. Esta quinasa en si mismo puede ser
fosforilada y activada por MAP3K3/MEKKS3, asi como por las isoformas atipicas de

proteina quinasa C (aPKC).

También Actia como un andamio para la formacion terciaria MAP3K2/MAP3K3-
MAP3K5-MAPKY7 del complejo de senalizacién. La activacion de esta via parece jugar un
papel critico en la proteccion de células de la apoptosis inducida por el estrés, la
supervivencia neuronal y el desarrollo cardiaco y la angiogénesis. La cascada de senales
mediada por esta quinasa esta implicada en la proliferacion celular estimulada por factor
de crecimiento y diferenciacién de las células del musculo, al ser en si misma una
quinasa citoplasmatica se expresa en muchos tejidos, incluyendo el musculo donde es

particularmente abundante y el cerebro (Fliers et al., 2012)

Este gen se ubica en el cromosoma 15 en 15923; ha sido relacionado con el desarrollo
del sindrome de Piernas inquietas (Qinbo Yang, MS, et al.; 2011) a través de estudios de
asociacion amplia del genoma; asi mismo este gen se asocia a la regulacion del peso
teniendo en cuenta el indice de masa corporal y se asocia a problemas obesidad

temprana(Rask-Andersen, M. et al; 2012).
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4.4 Chromodomain Helicase DNA Binding Protein 6
(CHD®6)

Es un gen de expresién ubicua y es particularmente abundante en regiones del cerebro
de ratén adulto y en humanos, asi como el cerebelo, médula, globo palido, y el area
retro-hipocampal. Los miembros de la Familia de proteinas CHD con sitios de unién al
ADN, constituyen una familia denominada SNF2 y tienen funciones importantes en la
regulacion de genes, esto lo logran a través de la remodelacion de la cromatina
dependiente de ATP; estudios en ratones evidencian que la supresién del exén 12 del
gen Chd6 provoca actuaciones deterioradas en una variedad de pruebas
sensoriomotoras, especialmente en la prueba de cornisa rotorod y el equilibrio en viga.
(Lathrop, M.et al. 2010).

Se deben incluir tantos capitulos como se requieran; sin embargo, se recomienda que la
tesis o trabajo de investigaciéntenga un minimo 3 capitulos y maximo de 6 capitulos

(incluyendo las conclusiones).



5.Metodologia
5.1 Poblacion

Ninos, ninas y adolescentes colombianos de 7 a 16 afos de edad, que asisten a colegios
Publicos y privados de la Cuidad De Bogota y sus alrededores; divididos en dos grupos

de comparacion, con criterios de inclusion/exclusion determinados.

Grupo 1 (Casos): conformado por 52 nifios, nifias y adolescentes de 7 a 16 afos que

presentaron el Trastorno del Desarrollo de la Coordinacion (TDC).
Criterios de Exclusién grupo 1

v" Presencia de enfermedad neuroldgica, sensorial o trastorno generalizado del
desarrollo

v" Diagnostico comprobado de Trastorno de Déficit de Atencidén e Hiperactividad
(TDAH)

Grupo 2 (controles): conformado por 101 nifios, nifias y adolescentes de 7 a 16 afios

que no presentan el Trastorno del Desarrollo de la Coordinacion (TDC)
Criterios de Exclusioén grupo 2

v" Presencia de TDC

v" Presencia de enfermedad neurolégica, sensorial o trastorno generalizado del
desarrollo

v Diagnostico comprobado de Trastorno de Déficit de Atencion e Hiperactividad
(TDAH)
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5.2 Evaluacion Motora

Se realizé la presentacion del proyecto a varias instituciones pedagdgicas, y/o
fundaciones especializadas en atencion integral a niflos y adolescentes en la cuidad de
Bogotda y Municipios Aledafios como Chia-Cundinamarca. Las instituciones que
participaron en este estudio fueron el Instituto Pedagdgico Antonio Ramirez Montufar
(IPARM); la Fundacién CEDHI y Fundacién Milagro de Amor en Bogota y el Centro de

Vida Sensorial del municipio de Chia-Cundinamarca.

Una vez obtenida la aprobacién para el desarrollo del proyecto en cada una de las
instituciones, se procedio a enviar los consentimientos informados a los acudientes de los
nifios, nifas y adolescentes que cumplian con el rango de edad. Aquellos nifios, nifias y
adolescentes que presentaron el consentimiento informado diligenciado adecuadamente,

fueron tenidos en cuenta para el proceso evaluativo.

La evaluacion de cada uno de los nifos, nifas y adolescentes se realizé directamente en
cada una de las instituciones que dieron su consentimiento para realizar el proyecto en
sus instalaciones, asi mismo fueron enviados formatos para ser diligenciados por padres
y maestros con el fin de obtener la informacién motora y comportamental de cada uno de

los nifios tanto en la casa como en el colegio.

En total se evaluaron 153 nifos logrando establecer un total de 52 casos 101 controles,

teniendo en cuenta los criterios de inclusion previamente establecidos.

5.3 Instrumentos
- TheMovementAssessmentBatteryfor Children-2 (MABC-2) (Henderson,

Sugden, &Barnett, 2007): su propdsito es la identificaciéon y Descripcion de las
deficiencias en el rendimiento motor de los nifios 3-17 afios de edad. EIl MABC-2 se
compone de dos partes: la prueba de rendimiento y la lista de verificacion. Las pruebas
de rendimiento implican una serie de tareas motoras finas y gruesas, agrupadas en tres

categorias: 1. Destreza manual, 2. Punteria y atrape, y 3. Equilibrio y la lista de
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verificacion es un listado del desempefio motor que para este estudio fue diligenciada por
el acudiente y el docente director de grupo o docente de educacion fisica; con el fin de
determinar el desempefio motor del nifio en sus actividades de la vida diaria en el colegio

y en la casa.

Asi mismo las pruebas motoras estan clasificadas por rangos de edad determinados; en
el estudio se utilizaron las pruebas motoras establecidas para las edades de 7 a 10 afios

y de 11 a 17 afios (anexo 4).

La aplicacion de esta prueba tuvo una duracion de 30 minutos por cada participante, y su
posterior calificacion fue realizada con los baremos establecidos en el manual de
calificacion propio de la evaluacion, de acuerdo a la edad cronolégica del participante.

estableciendo puntuaciones escalares y percentiles para cada una de las areas motoras

evaluadas y el desempefio motor global.

3a 3b

Conversion de puntuacion directa a escalar Conversién de puniuacién directa a escalar

Dmension

P i6n de las tres

Puntuacién de las tres dimensiones *

Destreza mANURIN D1 + BRZ + CVI3

* Fara cads dimersi sumal las puUTanCnes escalates d coda prisths

Puntuacion Total | Punluzcién escalar

o8 e confanza, coreaar el captulo B ol Mara e mscinadsr

Fig. 3: cuadernillos de anotaciéon y calificacion rangos de edad 7-10 afos

(fig.3a) y 11-16 afos (fig. 3b) respectivamente. (Henderson, Et al 2007)

Aquellas dimensiones motoras o desempefio motor global que tuvieron una puntuacion
escalar inferior a 7 y/o rango percentil inferior a 16, se consideraron como dificultades en
el perfil motor de cada nifio teniendo en cuenta los parametros establecidos por la
evaluacién, adicionalmente estas puntuaciones se compararon con los reportes de
docentes y acudientes, para identificar el impacto negativo o no de la dificultad motora en

el desempeno de cada nifio en actividades de la vida diaria.
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Fig.4: Curva normal, puntuaciones escalares y rangos percentiles del Test
de la Bateria MABC-2 (Henderson, Et al 2007)

Bruininks-Oseretsky Test of Motor Proficiency, Second Edition (BOT-2) (Robert
H. Bruininks, &Brett D. Bruininks, 2005): Este test permite evaluar las habilidades
motoras finas y gruesas de nifios y adolescentes de 4 a 21 afios proporcionando un
perfil del desempeno motor completo, con puntuaciones compuestas en cuatro areas
motoras y una gama global del desempeio motor; estas areas son control manual
fino, coordinacién manual, coordinaciéon corporal, fuerza y agilidad, e Integracion

motora global.

La aplicacion de esta evaluacion tuvo una duraciéon de una (1) hora por cada participante,

su posterior calificacion se realizd teniendo en cuenta los baremos de calificacion

establecidos en el manual de acuerdo a la edad cronolégica de cada uno de los

participantes.
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Fig. 5: Formato de Registro y Calificacion de la bateria de evaluacién motora
BOT-2 (Bruininks; et al, 2005)

Aquellas dimensiones motoras que obtuvieron un puntaje menor a 40 se consideraron
dificultades motoras en el desempefio motor global de cada nifio, teniendo en cuenta el

rango de edad y la informacién reportada por sus acudientes y docentes, para establecer

el perfil motor de cada nifio.
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Fig. 6: Perfil Motor de la Bateria BOT-2 (Bruininks; et al, 2005)
- Cuestionario para el diagnéstico de trastorno del desarrollo de la

coordinacion (Salamanca, el at. 2012): cuestionario aplicado a padres que describe la
conducta motora de los nifios en sus actividades de la vida diaria; con el fin de confirmar

el Diagndstico de Trastorno de Desarrollo de la Coordinacién, establece por rangos de
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edad los puntajes que permiten establecer la sospecha o no de la presencia del
trastorno.

Para su calificacion se tuvieron en cuenta las especificaciones del autor; las cuales
agrupan las actividades evaluadas en tres dimensiones, control durante el movimiento,

motricidad fina y coordinacién general.

El acudiente debe calificar segun observacién directa de 1 a 5, siendo el 1 el puntaje mas
bajo y 5 el maximo, la ejecucion del nifio, nifa o adolescente en diferentes actividades
motoras, el acumulado total se compara con la siguiente tabla para establecer si hay

sospecha o no de la presencia del trastorno.

Para ninos en edad de 5 afios 0 meses a 7 afios y 11 meses
15-46 Indicacidn de TDC o sospecha de TDC
47 -175 Probablemente no hay TDC
Para nifios en edad de 8 afios 0 meses a 9 afios 11 meses

15-55 Indicacién de TDC o sospecha de TDC
56-75 Probablemente no hay TDC
Para nifios en edad de 10 afios 0 meses a 15 afios

15-57 Indicacién de TDC o sospecha de TDC
58-75 Probablemente no hay TDC

Fig. 7: tabla de calificacion Cuestionario de Desarrollo de la Coordinacion.

(Salamanca, el at. 2012)

- [Escala de Conners Abreviada (ATRS)(C. Keith Conners): cuestionario de
conducta dirigido a padres y profesores, es utilizado para identificar algunos sintomas y

conductas asociadas al El Trastorno por Déficit de Atencién con Hiperactividad (TDAH).

- Cuestionario de Swanson, Nolan y Pelham SNAP: cuestionario para padres y
maestros, consta de 18 preguntas divididas en 2 subescalas; nueve preguntas para la
subescala de atencion y nueve para la de hiperactividad impulsividad. Es utilizado para
identificar conductas y sintomas asociadas al El Trastorno por Déficit de Atencién con
Hiperactividad (TDAH).

Estos Cuestionarios fueron Calificados bajo la supervision de un Psiquiatra para
determinar la sospecha o no de la presencia del Trastorno de Déficit de Atencién e

Hiperactividad.
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5.4 Toma de muestras

las muestras de ADN se obtuvieron previa firma del consentimiento informado por parte
de los acudientes de cada participante, a través del Frote o exfoliacién del carrillo de la
boca y lengua para la recoleccion de células bucales, con baja lenguas y solucion salina

en un tubo falcén de 50 ml.

- Se mantuvieron refrigeradas para evitar la degradacion del ADN y se llevaron al
laboratorio donde se almacenaron y conservaron a -20°C para su posterior

procesamiento.

- Para el almacenamiento de cada muestra, se realizo el siguiente protocolo:

1. Centrifugar los tubos Falcén a 2500 rpm durante 5 minutos.

2. Descartar la solucion salina, conservando solo el boton de células.

3. Agregar 1000 ul de Solucion Salina y Mezclar en vértex durante 10 segundos.

4. Marcar 2 tubos Eppendorf con el cédigo de cada muestra y la fecha.

5. A un tubo Eppendorf agregar 200 ul de la muestra y guardar a -20°C en una caja
de crio preservacion para su posterior procesamiento o aislamiento de ADN.

6. Al otro tubo agregar los 800 pl restantes de la muestra y almacenar a -20°C en

una caja de crio preservacion con el fin de tener material genético de reserva.

5.5 Extraccion, Purificacion, cuantificacion y

almacenamiento de ADN

v La extraccioén se llevd a cabo con el Kit QlAamp® DNA Mini Bloodkit de Qiagen;

siguiendo el siguiente protocolo:
Nota: 15 minutos antes de comenzar encender el Bafio Maria a 56°C

1. Descongelar los tubos Eppendorf con 200 ul de cada muestra.
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2. Centrifugar rapidamente todas las muestras y descartar la solucion salina,
conservando solo el botén de células.
3. Agregar 20 pl de Proteinasa K a cada muestra y Mezclar en vortex durante 10
segundos.
4. Agregar 200 pl de Buffer AL a cada muestra y Mezclar en vortex por otros 10
segundos.
5. Colocar las muestras en Bano Maria por 40 minutos a 56°C.
6. Agregar 200 pl de Etanol Absoluto a cada muestra y mezclar en vortex durante 10
segundos. En seguida Transferir el contenido de cada tubo Eppendorf a una columna
debidamente marcada.
7. Centrifugar las muestras a 8000 rpm durante 1 minuto.

nota: descartar el tubo de coleccion y transferir la columna a un nuevo tubo de coleccion
8. Agregar 500 pl de Buffer WS1 a cada muestra y centrifugar a 8000 rpm durante 1
minuto.

nota: descartar nuevamente el tubo de coleccién y transferir la columna a un nuevo tubo de
coleccion
9. Agregar 500 pl de Buffer WS2 a cada muestra y centrifugar a 14000 rpm durante 3

minutos.

nota:
- descartar el contenido del tubo de coleccion en un tubo Falcén de 15 ml y colocar la
columna nuevamente en el tubo de coleccion. Centrifugar nuevamente a 14000 durante 1
minuto.
- Descartar el tubo de coleccién y transferir la columna a un tubo Eppendorf debidamente
marcado

10. Agregar 200 ul de Buffer AE a cada muestra y dejar incubar durante dos minutos, en

seguida centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto.
11. Descartar la columna y conservar los tubos Eppendorf con las muestras en una caja

de Crio preservacion a -4°C.
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La cuantificaciéon del ADN se realiz6 mediante espectrofotometria con el NanoDrop 2000
de ThermoScientific y se evalué el radio 260/280nm para determinar la pureza del

material, teniendo en cuenta el siguiente protocolo:

P < Nucleic Acid [C:\Documents and Settings\Usuario1\Mis documentos\Grupo Patologia Molecular\DM\CUANTIFICACION 29 OCTUBR... [C |[= 5|

29/10/20°4 11:57 am

(297102 [ona
12/1020°4 11874

s [ona

Fig.8: Reporte de Cuantificacion de ADN, utilizando el NanoDrop 2000c

ThermoScientific

Se realiz6 una electroforesis con un gel de agarosa al 0.6% enBuffer SB 1X para verificar
la calidad del ADN.

Fig. 9: Foto ADN, gel Agarosa al 0.6%
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5.6

multiple)

- Diseino de primers

PCR- Multiplex (Reaccién en cadena de la Polimerasa

Los primers de los 6 polimorfismos SNP para la PCR- Multiplex se disefiaron in silico con

el Programa Primer 3, se determin6 cada segmento de ADN a amplificar con una longitud

diferente y se comprobd la especificad de cada uno mediante el programa UCSC In-Silico

PCR en la pagina http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/fhgPcr?command=start; (Tabla 1).

La reaccion de PCR-Multiplex se llevo a cabo a través de la utilizacion del kit QIAGEN®

Multiplex PCR, bajo los lineamientos y condiciones del Fabricante (Tabla 2 y 3).

GEN SNP Primer Forward LONG Primer Reverse LONG  Tamafio del
producto
amplificado
PB
MAP2K  rs16951001 CCCCATAGCCTAG 20 GAACCTCAGACAAAT 24 189
5 (GIT) TCACCAA CTCTCATCA
rs11638507 AAACTTACCTTCGT 27 GTATTATTCTTGAAC 27 200
(CIT) TAACTGATACTGT CCAGATCTTCTT
rs17241403 TGGGGAGAGGATA 23 GCAAAAAGCAAAAGA 23 216
(A/G) CTTAAAGGAG CTACCAAA
rs1878699 GTGTCAGATGTTG 20 AGCCAATTCCTTTCA 22 240
(CIT) GGGACAG AACACTT
rs4812506 TAATAATTGGCCC 20 TGCTTTAGAGCAAAG 21 153
CHD6 (A/G) AGGAGCA TCCTCA

rs761024 GGAGCCTGTTGTC 20 TGAAGATCCTTTGAA 22 170
(A/C) ATGGACT TGCTGAA

Tabla 1: Pimers Forward y Reverse de los polimorfismos de los Genes MAP2K5 y CHD6

- Reaccion de PCR- Multiplex

Se utilizé el Termociclador BioRad C1000 Touch siguiendo el siguiente protocolo para la

preparacion de las muestras y controles negativos (no ADN)
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Componentes Volumen de la reaccion Concentracioén final
2x QIAGEN Multiplex 12.5 pl 1x
PCR Master Mix*
10x primer mix, 5ul 0.2uM
2 yM de cada Primer
Agua libre de RNase 7 ul
Template DNA 3ul <1 ug DNA/50 ul
Volumen Total 25 pl

Tabla 2: Componentes de la reaccién de PCR Multiplex para los Genes MAP2K5 y

CHD6.
Programa Tiempo Temperatura

Etapa de activacion inicial 156 min. 95°C
Desnaturalizacion 30 seg. 94°C
Anillamiento 90 seg. 58°C
Extension 90 seg. 72°C
Numero de Ciclos 40

Extension final 10 min. 72°C

Infinito 8°C

Tabla 3: Programa para de la reaccion de PCR Multiplex de los genes MAP2K5 y CHDG6

Se realiz6 una Electroforesis en un gel de Agarosa al 4% para verificar que los 6
fragmentos amplificaron correctamente utilizando SYBR® Safe DNA gel stain, de

Invitrogen para visualizar los fragmentos de amplificacion.

Fig. 10: Foto gel agarosa al 4%, Producto de PCR Multiple
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5.7 Reaccién de SnapShot

Para la reaccion de SnapShot se utilizé el ABI PRISM®SNaPshot™ MultiplexKit, teniendo

en cuenta las condiciones e instrucciones del fabricante (Anexo 3).

Componentes y Condiciones Reacciéon SnapShot

Purificacion Productos PCR-Multiplex:

El tratamiento de los productos de la reaccion de PCR-Multiplex se realizd con
Fosfatasa Alcalina de Camardn (FA) y Exonucleasa | (Exo 1) contenidas en el Kit Exostar
(Tabla 4).

Componente Volumen (ul)
Producto PCR Purificado 2.5yl
Fosfatasa Alcalina (FA) 0.5 ul
Exonucleasa | (Exo I) 0.5 ul
Total 3.5 ul

Incubar en el Termociclador a 37°C por 15 minutos

Para inactivar las enzimas, incubar a 75°C durante 15
min.

Mantener a 4 °C para la reacciéon de SnapShot.

Nota: para un almacenamiento prolongado almacenar a -20°C.

Tabla 4: Condiciones Purificacién Producto de PCR Muiltiple

Diseifo Primers Reacciéon SnapShot:

Los primers de la reaccion de SnapShot se diseharon teniendo en cuenta las
especificaciones del Protocolo ABI PRISM®SNaPshot (Fig. 11):
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SNP Nucieotido Secuencia Primer (5'- 3") especifica Tamafie | Orienfacion
16051001 | @ GGGG_A_A--- SGTCTTCAAGACCCACTGACTTGTGGTA 5 | Forward
rs11638507 | C ;jgjé{;{é;};;:'___;_;';___':_“' CTATTAMACATTC | 55 | Forward
17241408 ) A ETM‘IFTET:F:G\QQS;T:QGPTE{T:FC}F U | es | Forward
rs1878699 6 | catceT GTATGGTGCA_CAGATCTGGGGGGCTJJI 75 | Forward
rs4812506 A C l‘_-Z‘ -lZ I TGATACAAGI ACTGGAAGGG(I:‘IF_G(;AATTIT 85 Forward
rs761024 A | ACCGGTCACGCCTTGAGGGCGCTOTGCOCACCCATGTCA | 85 | Forward

GCCACCACTACATGGCA

Fig. 11: Primers para la reaccion SnapShot; Negro: secuencia especifica de cada
polimorfismo SNP, Azul: secuencia no homologa.

Componentes para Reaccion de SnapShot

Componente Volumen (ul)
SNaPshot Multiplex Ready Reaction 2.5 ul
Mix
Producto de PCR Multiple Purificado 1.5 ul
Pool de PrimersSnapShot 2 ul
Total 6 ul

Tabla 5: Componentes Reaccion SnapShot

Condiciones Termociclador para la Reacciéon SnapShot

Programa Tiempo Temperatura
10 seg. 90°C

25 Ciclos 5 seg. 50°C
30 seg. 60°C
Infinito 4°C

Tabla 6: condiciones TermocicladorReaccionSnapShot

Purificacion Reaccion SnapShot

La purificaciéon de la Reaccion de SnapShotse realizécon Fosfatasa Alcalina de Camaroén
(PromegaCorporation) (FA) y Buffer de la Fosfatasa 10X; teniendo en cuenta las
siguientes condiciones (Tabla 7).



30 ESTUDIO DE ASOCIACION DE 6 POLIMORFISMOS — SNP-RELACIONADOS CON EL TRASTORNO DE DESARROLLO
DE LA COORDINACION EN NINOS Y NINAS COLOMBIANOS DE 7 A 16 ANOS: ESTUDIO PILOTO

Componente Volumen (ul)
ReaccionSnapShot 6 pl
Fosfatasa Alcalina (FA) 1l
Buffer 10 X 1 ul
Agua 2ul
Total 10 pl

Incubar en el Termociclador a 37°C por 15 minutos

Para inactivar las enzimas, incubar a 85°C durante 15
min.

Mantener a -20 °C, envuelto en papel aluminio para la

Electroforesis Capilar.
Nota: para un almacenamiento prolongado almacenar a -20°C.

Tabla 7: Componentes y condiciones PurificacionReacciénSnapShot.

Electroforesis Capilar

Los productos de la reaccién SnapShot® fueron analizados mediante electroforesis
capilar en un analizador genético ABI 3130XL (AppliedBiosystems).

Componentes y recomendaciones para la Electroforesis Capilar:

Componente Volumen (pl)
ReaccionSnapShot 1ul
Formamida 9.5 ul
Trazador de peso molecular 1l
interno L1Z120
Total 11.5ul

Antes de correr la Electroforesis capilar calibrar el equipo
con la matriz para la correcta interpretacion de los
resultados

Desnaturalizar las muestras a 95°C durante 5 minutos.

Colocarlas en hielo o guardar a 4°C para su posterior
corrido.

El analisis de los resultados se llevd a cabo utilizando
GeneMaper 4.1 (AppliedBiosystems)
Tabla 8: componentes Electroforesis Capilar
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6.Resultados y Discusion

6.1 Resultados

Se Evaluaron un total de 153 nifios, nifias y adolescentes colombianos que asisten a las
diferentes instituciones pedagogicas o de intervencion integral en la ciudad de Bogota y
el Municipio de Chia-Cundinamarca, estableciendo un grupo de 52 casos aquellos que

presentaron el Trastorno del Desarrollo de la Coordinacién y otro grupo de 101 controles.

Se evaluaron 62 nifas, 18 casos y 44 controles; y 91 nifios 34 casos y 57 controles; a
través de los resultados del Test de Fisher se encontr6 que no hay diferencias
significativas entre el género y la presencia del Trastorno del Desarrollo de la

Coordinacion con un P=0.3027.

60
70% - & 569

60% - 249
50% - 359
40% - F
30% - M
20% -
10% - ,
0% - . - .

CASOS CONTROLES

Grafica 1: Distribucion por genero de los participantes entre casos y
controles.

De los 153 participantes 128 se encontraban entre las edades de 7 a 10 afos de edad,
49 casos y 79 controles; y 25 se encontraban entre las edades de 11 a 16 anos, 3 casos
y 22 controles. Se realizd un Test exacto de Fisher con el fin de determinar si existe una
asociacion significativa entre los diferentes grupos etarios y la presencia del Trastorno de
Desarrollo de la Coordinacién; encontrandose una asociacion significativa con el grupo

etario de 7 a 10 anos con un P=0.011 con un intervalo de confianza del 95%.
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POBLACION
EDAD (ANOS)
SEXO 7-10 11-16 TOTAL
CASOS F 16 2 18 52
M 33 1 34
CONTROLES| F 36 8 44 101
M 43 14 57
TOTAL 128 25 153

Tabla 9: Poblacion Evaluada en la realizacion del Proyecto

De los nifos y nifas evaluados, 52 presentaron el Trastorno del Desarrollo de la
Coordinacion en una o mas areas motoras, afectando significativamente su desempeno

motor, social y académico en sus actividades de la vida diaria.

Asi mismo, 101 participantes no presentaron el Trastorno del Desarrollo de la
Coordinacioén; aunque se observaron dificultades en alguna de las dimensiones motoras
evaluadas, estas no afectaron significativamente el desempefio motor, social y

académico de los participantes en sus actividades de la vida diaria.

Para la confirmacion de la presencia del Trastorno del Desarrollo de la Coordinacion se
tuvo en cuenta el desempefo de los nifios en 7 dimensiones motoras evaluadas con 2
Baterias de Evaluacion: la primera TheMovementAssessmentBatteryfor Children-2

(MABC-2) (Henderson, Sugden, &Barnett, 2007)y la segundaBruininks-Oseretsky Test of
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Motor Proficiency, SecondEdition (BOT-2)(Robert H. Bruininks, &Brett D. Bruininks,
2005), disefadas para establecer el perfil motor de cada participante.

Los resultados obtenidos mostraron que tanto en el grupo de casos como en el grupo de
controles las dimensiones en las que se presentan mas dificultades son aquellas que

demandan habilidades de destreza manual, control manual fino y coordinacién manual.

Asi mismo se encontré una asociacidon significativa entre las dimensiones motoras

evaluadas y la presencia del Trastorno de Desarrollo Motor entre casos y controles.
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Grafica 2: Desempefio Motor de casos y controles en cada Dimension Motora;Sl: Desempefio

motor esperado en la dimension manual, NO: presenta dificultades en la dimensién motora.

Las Frecuencia genodmicas y Alélicas para cada uno de los polimorfismos analizados
entre casos y controles se obtuvieron por conteo manual (Anexo 5)

Se llevo a cabo un analisis para determinar si los SNP analizados se encontraban en
equilibrio Hardy-Weinbergevidenciando que cada uno de los polimorfismos se encuentran
en Equilibrio (Anexo 5).

[l Casos

W Controles
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Se llevd a cabo un analisis para determinar si existe alguna asociacion significativa entre
la presencia de cada uno de los polimorfismos y el Trastorno del Desarrollo de la
Coordinacion mediante un test de Fisher;No se encontré asociacion estadisticamente
significativa para la asociaciéon de genotipos SNP de los genes MAP2K5 y CHDG6 con el
desarrollo del TDC. (Anexo 5)

Se realizé un analisis de regresion multiple con el fin de comprobar si existe alguna
asociacion significativa con las variables: 1), género, 2) edad, 3) dimensiones motoras
(destreza manual, punteria y atrape, equilibrio, control manual fino, coordinacién manual,
coordinacién corporal, fuerza y agilidad, y 4) los genotipos de cada uno de los
polimorfismos, y la presencia del Trastorno de Desarrollo de la Coordinacién; Los
resultados obtenidos mostraron que Unicamente las variables con valores de significancia
estadistica fueron las variables de las dimensiones motoras; Destreza Manual (p=0.03),
Punteria y Atrape (p=0.0014), Control Manual Fino (p=0.013), Coordinacién Manual
(p=0.0001), para Coordinacion Corporal (p <0.0001) y Resistencia y Agilidad (p=0.002).
Ni las variables de edad, género o los 6 polimorfismos contribuyen a las diferencias

observadas entre pacientes y controles (anexo 6).

6.2 Discusion

Este estudio relaciona el Desempefo Motor de los nifios, nifas y adolescentes
Colombianos en 7 diferentes Dimensiones Motoras con la presencia de 6 Polimorfismos
SNPs de los genes MAP2K5 y CHD-6 previamente relacionados en un Estudio Amplio
del Genoma GWAS, para problemas de coordinacion motora. Aunque no se encuentra
una asociacioén significativa entre el Desarrollo del Trastorno de la Coordinacion (TDC) y
la presencia de los 6 polimorfismos en los dos genes analizados , los hallazgos se
convierten una nueva directriz para investigaciones futuras delimitando los campos de

observacién y determinacién de la muestra.
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Investigaciones Previas acerca del desempefio motor entre nifios y nifias que presentan
TDC o no, establecen diferencias significativas entre nifios y nifias, indicando una
prevalencia de 1:3 en nifios y nifias para el Desarrollo del Trastorno; sin embargo en el
presente estudio se encuentra que no hay diferencias significativas al relacionar la
presencia del trastorno y el género; esto puede deberse al tamafo de la muestra y el

numero de casos encontrados, en la poblacién evaluada.

El desempeno de los nifios que presentan TDC es inferior al observado por las nifias que
lo presentan, siendo mas frecuente en los nifios dificultades en destreza manual, control
manual fino y coordinacion manual y en las nifias las dificultades mas evidenciadas

fueron en las dimensiones de Resistencia y Agilidad.

Esto se relaciona directamente con los roles y desempefio en actividades de Juego
propios de cada género; los nifos realizan con mas frecuencia actividades motoras
gruesas como juegos con pelota y carreras mientras las nifias realizan mas actividades

motoras finas como juegos con herramientas (Asonitou, K et al 2012) .

La relacion que se establece entre los grupo etarios y el desarrollo del TDC entre casos y
controles aunque se presenta significativa y los problemas de coordinacion motora se
hacen mas frecuentes en edades entre los 7 y 10 afios, se debe a que si bien se ha
completado la etapa de desarrollo motor indicada hasta los 7 afos, en este periodo se
consolidan y fortalecen aquellas habilidades motoras necesarias para desempenarse

adecuadamente en sus actividades de la vida diaria.

Este periodo de consolidacion y refuerzo es critico en el sentido en que si las dificultades
no son evidenciadas a tiempo y reforzadas, los nifios y nifias seguiran presentando esta
dificultad tal vez con mas intensidad, ocasionando que los nifios y nifias desistan de la
participacion en diferentes actividades de juego y/o académicas para evitar ser
marginados y/o excluidos, teniendo en cuenta que las actividades demandan habilidades

motoras mas complejas y especificas con el paso del tiempo (Salamanca, 2012).
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Se observa que las dificultades en las dimensiones motoras mas frecuentes tanto en
casos como controles son aquellas relacionadas con habilidades motoras finas como
destreza manual, control manual fino y coordinacidon manual; esto puede deberse a los
cambios en los roles y las caracteristicas de los juegos que se presentan actualmente, ya
que se observa una disminucion en la asistencia a parques y juegos colectivos que le
permiten a los nifios y nifias desarrollar la fuerza, disociacién de movimientos adecuada o
una planeacién de actos motores, y un aumento en actividades frente al computador y
juegos virtuales, fortaleciendo patrones de movimiento ojo-mano, pero disminuyendo la
precision y disociacion de movimientos a nivel de hombro-codo y mufieca (Bundy, A et al
2002) .

La relacion significativa que se establece entre el desempefio motor en cada una de las
dimensiones motoras entre casos y controles, con la el desarrollo del TDC, es lo que se
espera observar con esta investigacion; sin embargo se evidencia que los controles
aunque no presentan el TDC si presentan dificultades en alguna dimensién motora, pero
esta dificultad no afecta de manera significativa su desempefio moto global al contrario
de los casos creando asi diferentes subtipos en la clasificacion de la poblacién, diferentes
a los dos grupos contemplados inicialmente, evidenciando algunas dificultades tanto en
la clasificacién y/o escogencia de la muestra como en la especificidad y sensibilidad de

los instrumentos de evaluacion utilizados.

Es necesario tener mas rigurosidad en la determinacion de los limites de medicion del
desempefio motor y cada una de las dimensiones contempladas para determinar si las
dificultades encontradas son o no significativas y los nifios que las presentan deban ser

considerados como casos o controles.

Asi mismo, se cuestiona que esta dificultad se presente esporadicamente o por
condiciones propias del contexto, como ambientes desfavorables, o que sea una

dificultad constante en varios miembros de la familia, en los estudios genéticos realizados
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previamente en gemelos y en nifios con TDC y Trastorno de Déficit de atenciéon con
Hiperactividad (TDAH), aunque relacionan las caracteristicas del desempefio motor con
las comorbilidades estudiadas como depresion, ansiedad y TDAH, no se tienen en
cuenta variables étnicas ni genéticas que puedan ser consideradas como factores de

riesgo para desarrollar el TDC.

La informacién Demografica recolectada no permite realizar este tipo de comparaciones y
analisis debido a que inicialmente no se contempld la relacion tanto de la composicion
familiar y nivel educativo como el desempefio motor de los progenitores con el
desempefio motor de los participantes, asi mismo no se tuvo en cuenta el lugar de origen
o procedencia de los padres ni la historia familiar que permitiera conocer, ampliar o
complementar la informacion acerca del desempefio motor de la familia en general para

su posterior comparacion.

El disefio de futuras investigaciones debe contemplar un andlisis de historia familiar y
relacionarlo con la presencia del TDC, asi mismo se recomienda analizar la relacién
existente entre los otros 17 genes y sus polimorfismos con el Desarrollo del Trastorno de
Desarrollo de la Coordinacion contemplados en el Estudio GWAS inicial desarrollado por
Fliers y colaboradores en el 2012, ya que con los que se contemplaron en esta

investigacion no hay una relacion significativa con el TDC en poblacién colombiana.



A. Anexo: Consentimiento Informado

Consentimiento Informado

Estudio de asociacion de 6 polimorfismos — SNP- relacionados con el trastorno de
desarrollo de la coordinacién en nifios y nifias colombianos de 7 a 16 afos: estudio piloto.

Desde el programa de posgrado Maestria en Neurociencias de la Universidad Nacional de
Colombia se pretende llevar a cabo una investigacion con el objetivo de relacionar la presencia de
unas variantes genéticas con el desarrollo del trastorno de la coordinacion (TDC), un trastorno del
desarrollo motor que se presenta en los nifos y nifias especialmente en edad escolar.

Se pretende realizar una evaluacién del desempefio motor de su hijo (a), a través de pruebas
estandarizadas que miden sus habilidades motoras como la destreza manual, fijar un objetivo;
capturarlo, y equilibrio dinamico y estatico (Balance); asi mismo se pretende recolectar una
muestra de mucosa Bucal y raspado del borde interno de la mejilla con el fin de obtener cerca de
2ml de material genético, disuelto en solucién salina. Estas muestras seran llevadas y procesadas
en el Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia, donde quedaran
almacenadas, también se pretende realizar un cuestionario dirigido a Padres y Profesores acerca
del desempeno del nifio en diferentes actividades de la vida diaria. Se espera realizar la
evaluacion del desempeno motor y recoleccion de muestras a nifios, nifias y jévenes, de 7 a 16
anos que asisten al servicio de neumologia del Hospital la Misericordia de Bogota y/o estudiantes
de colegios publicos o privados de la cuidad de Bogota y Municipios cercanos.

La informacion suministrada por usted como acudiente o representante legal del menor, se
mantendra en estricta confidencialidad; de manera que a cada muestra de material genético y
prueba de desempefio motor, asi como la encuesta, se le asignara un cdédigo, la informacion
personal suministrada y cualquier otra informacion que lo pueda identificar a usted o a su hijo (a)
se mantendra separada del material genético de tal forma que no se pueda relacionar. Los
archivos que contengan la informacién se mantendran bajo estricto control y con clave para que
solo el investigador principal del proyecto tenga acceso a esa informacion.

En la presentacion de resultados en congresos o articulos cientificos no aparecera ninguno de los
datos personales suministrados por usted.

Los riesgos de participar en este estudio a los que estara expuesto su hijo (a), son riesgos
minimos; los riesgos de la extraccion de material genético, a través de la recoleccion de mucosa
bucal y frote del borde interno de la mejilla pueden ser molestias minimas, dolor o ardor, asi como
disconfort; se tomaran las medidas respectivas para prevenir infecciones y en en el caso que se
requiera se le daran primeros auxilios necesarios y se le remitira a un servicio médico de
costumbre.; en el caso de la evaluacién del desempefio motor los riesgos son minimos causando
cansancio fisico y/o agitacion.

Usted no obtendra ningun beneficio directo por proveer la muestra de material genético de su hijo
(a) para este estudio; sin embargo a través del analisis de los resultados de la evaluacién del
desempefio motor obtendra un perfil de desempefio motor con una guia de estrategias generales
para mejorar el desempefio de su hijo (a) en actividades de juego, escritura y deportes.

La participacion en este estudio, tanto en la evaluacion del desempefio motor como en la muestra
de material genético, no tendra ningun costo, por las pruebas y examenes que se realicen dentro
de la investigacion. A usted no se le pagara por la participacion de su hijo en este estudio.

No se le daran a usted resultados individuales de nuestra investigacion. Sin embargo se realizaran
conferencias acerca de los resultados grupales que se obtengan en la investigacion. Asi mismo
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en la publicacion de articulos no se expondran datos individuales de los participantes del este
proyecto.

Después que el estudio termine, se planea tener la muestra de material genético no utilizada en
este estudio para posteriores investigaciones, no se tienen planes especificos de investigacion,
sin embargo se pretende usar estas muestras para el estudio de otros trastornos diferentes al del
trastorno de desarrollo de la coordinacién. Las muestras se almacenaran bajo un cédigo numérico
y se mantendra el archivo que enlaza el cédigo con su nombre o informacioén personal, en estricta
confidencialidad. Se podra compartir la informacion acerca de los genes y enfermedades pero no
su informacion personal y/o confidencial que permitan identificarlo.

Adicionalmente el comité de Etica institucional revisara todos los proyectos futuros; usted puede
escoger que la muestra de material genético de su hijo (a) no permanezca almacenada para
futuras investigaciones y aun ser parte de este estudio; usted podra manifestar su interés al final
de este formato.

Usted es libre de decidir si su hijo (a) participa en este estudio, no habra ningun tipo de sancién o
perdidas de benéficos si usted desea no ser parte del mismo. Si usted decide que su hijo (a)
participe en este estudio, usted puede decidir abandonarlo en cualquier momento. Usted puede
decidir o no que la muestra de su hijo (a) permanezca almacenada y sea parte de este estudio o
estudios posteriores. Ademas usted puede acceder a que la muestra de su hijo (a) sea
almacenada y luego decidir que sea retirada del almacenamiento. Se le dara una copia del
consentimiento informado para que usted lo guarde en sus archivos.

Si tiene alguna duda o pregunta acerca de este estudio puede contactar a la Terapeuta
Ocupacional Angélica Alarcon Garcia, estudiante de la maestria en neurociencias de la
universidad Nacional de Colombia o al Dr. Juan José Yunis L. Docente del Departamento de
Patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia, quien dirige este
estudio

Consentimiento y firma

Yo acepto dar una muestra mucosa bucal con rapado del borde interno de las mejillas de mi hijo
(a) y que participe en el desarrollo de pruebas de desempefio motor necesarias para este estudio.
Yo he tenido la oportunidad de hacer preguntas y siento que todas mis inquietudes al respecto
han sido resueltas. Yo entiendo que el dar una muestra para el estudio es mi eleccion.
Comprendo que los resultados individuales genéticos del estudio no me seran dados. He recibido
una copia de este consentimiento para guardarlo. Yo he leido la seccion de este formato sobre el
almacenamiento de la muestra de mi hijo (a) para investigacion futura.

Mi eleccion sobre que la muestra de material genético de mi hijo (a) permanezca almacenada
para ser usada en investigaciones futuras bajo las condiciones descritas es: positiva o
negativa.

Nombre del participante (representante legal):

Firma y Cedula:

Nombre del participante (representante legal):

Firma y Cedula:

Nombre del Nifo:

Firma: 3\
Fecha:

03




B. Anexo: Polimorfismos SNP relacionados con
problemas de coordinacién Motora
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al., 2012).
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D. Anexo: Frecuencias Alélicas, Genotipicas y
Equilibrio Hardy Weinberg

Frecuencias Genotipicas

Frecuencias MAP1 MAP2 MAP3
Genotipicas Genotipo |n=| F.Rel | P | Genotipo |n=| F.Rel | P | Genotipo |[n=| F.Rel | P
GG 39| 0,75 [NS CcC 36 | 0,69 |NS AA 36 | 0,69 |NS
Pacientes n=52 GT 11| 0,21 |NS CT 14| 0,27 |NS AG 14| 0,27 |NS
T 2 | 0,04 NS TT 2 | 0,04 [NS GG 2 | 0,04 |NS
GG 64 | 0,63 |NS CC 56 | 0,55 |[NS AA 59| 0,58 [NS
Controles = 101 GT 33| 0,33 |NS CT 41| 0,41 |NS AG 37| 0,37 NS
TT 4 | 0,04 [NS TT 4 | 0,04 |NS GG 5| 0,05 [NS
Frecuencias MAP4 CHD6-1 CHD6-2
Genotipicas Genotipo |[n=]| F.Rel P | Genotipo |n=| F.Rel | P | Genotipo [n=| F.Rel | P
cC 35| 0,67 |NS AA 13| 0,25 |NS cC 12| 0,23 | NS
Pacientes n= 52 CT 16 | 0,31 |NS AG 24| 0,46 |NS CcT 23| 0,44 | NS
TT 1 0,02 | NS GG 15| 0,29 |NS cC 17| 0,33 | NS
cC 59| 0,58 |NS AA 18| 0,18 |NS cC 18| 0,18 | NS
Controles = 101 CT 39| 0,39 |NS AG 51| 0,50 |NS CT 51| 0,50 | NS
TT 3 0,03 | NS GG 32| 0,32 |NS TT 32| 0,32 | NS
Tabla 10: Frecuencias Genotipicas de los SNPs de los genes MAP2K5 y CHDG6. n: niumero de
participantes; F.Rel: Frecuencia Relativa, P: p-value. NS: No significativo.
Frecuencias Alélicas
Frecuencias MAP1 MAP2 MAP3
Alélicas Alelo| N= F. P |Alelo| N= F. P |Alelo| N= F. P
Pacientes n=52 G 89 0,86 NS C 86 0,83 | NS A 86 0,83 | NS
T 15 0,14 | NS T 18 0,17 | NS G 18 0,17 | NS
Controles = 101 G 161 | 0,80 | NS C 153 | 0,76 | NS A 155 | 0,77 | NS
T 41 0,20 | NS T 49 0,24 | NS G 47 0,23 | NS
Frecuencias MAP 4 CHD6-1 CHD6-2
Alélicas Alelo| N= F. P |Alelo| N= F. P |Alelo| N= F. P
Pacientes n=52 C 86 0,83 NS A 50 0,48 | NS C 47 0,45 | NS
T 18 0,17 | NS G 54 0,52 | NS T 57 0,55 | NS
Controles = 101 C 157 | 0,78 | NS A 87 0,43 | NS C 87 0,43 | NS
T 45 0,22 NS G 115 | 0,57 | NS T 115 | 0,57 |NS

Tabla 11: Frecuencias Alélicas de los SNPs de los Genes MAP2K5 y CHDG6. n: Numero de
participantes, F: frecuencia; P: p-value.NS: No significativo.
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Equilibrio Hardy-Weinberg
MAP 1 GO GE MAP 2 GO GE MAP3 | GO | GE
GG 39 38 CC 36 36 AA 36 36
PACIENTES (52) GT 11 13 CT 14 15 AG 14 15
T 2 1 TT 2 2 GG 2 2
CONTROLES GG 64 65 CcC 56 59 AA 59 60
(101) GT 33 32 CcT 41 37 AG 37 36
T 4 4 TT 4 6 GG 5 6
MAP4 GO GE CHD6-1 | GO GE CHD6-2 | GO | GE
CcC 35 36 AA 13 12 CcC 12 11
PACIENTES (52) CT 16 15 AG 24 26 CT 23 26
T 1 2 GG 15 14 CcC 17 16
CONTROLES CcC 59 61 AA 18 19 CcC 18 17
(101) CT 39 35 AG 51 50 CT 51 50
TT 3 5 GG 32 33 TT 32 33

Tabla 12: Equilibrio Hady-WeinbergSNPs Genes MAP2K5
observados, GE: Genotipos esperados.

y CHD6.GO: Genotipos
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DCD 127 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 1 1
DCD 128 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 2 2
DCD 129 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 2 2 2 2 1 1
DCD 130 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 2 2
DCD 131 0 2 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 2 1 2 2
DCD 132 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 2 2 1 2 3 3
DCD 133 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
DCD 134 0 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
DCD 135 1 2 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 2 2
DCD 136 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 3 3
DCD 137 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 3 3
DCD 138 1 2 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 3 3
DCD 139 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 3 3
DCD 140 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 3 3 3 2 1 1
DCD 141 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 3 3
DCD 142 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 3 3 3 3 3 3
DCD 143 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
DCD 144 0 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 2 2
DCD 145 0 2 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 2 2
DCD 146 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 2 2 2 2 2 2
DCD 147 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1
DCD 148 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 3 3
DCD 149 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1
DCD 150 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 2
DCD 151 0 2 0 1 0 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2 2
DCD 152 0 2 0 1 1 0 0 1 1 1 2 2 2 2 2 2
DCD 153 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 3 3

Tabla 13: Matriz utilizada para el analisis de Regresion Multiple. Género: 1: Mujer, 0: Hombre. Edad: 1:(7-10 afios), 2: (11-16 afos). Destreza
Manual: 1: Si, 0: No. Punteria y Atrape: 1: Si, 0:No. Equilibrio: 1: Si, 0: No. Control Manual Fino: 1:Si, 0: No. Coordinaciéon Manual: 1: Si, 0:
No, Coordinaciéon Corporal: 1: Si, 0: No. Resistencia y Agilidad: 1: Si, 0: No. Trastorno de Desarrollo Motor (TDC): 1:No, 0: Si. MAP1: 1:(GG),
2:(GT), 3:(TT), MAP 2: 1:(CC), 2: (CT), 3: (TT). MAP3: 1:(AA), 2: (AG), 3:(GG), MAP4: 1:(CC), 2:(CT), 3:(TT), CHD6-1: 1: (AA), 2: (AG), 3: (GG);
CHDG6-2: 1: (AA), 2: (AC), 3: (CC).
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