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Resumen

El retraso mental (RM) se define como una incapacidad en el desarrollo de las habilidades
cognitivas y en la adquisicion de un nivel de inteligencia apropiado para un determinado
grupo de edad. Es un desorden comun que afecta entre el 1 y 3% de la poblacion mundial.
En cuanto a su origen, éste puede establecerse s6lo en un 30 a 50 % de los casos,
permaneciendo mas de la mitad de los casos sin diagnostico. Diversas causas se han
descrito para tratar de explicar la etiologia del RM, entre las cuales podemos mencionar:
desérdenes genéticos, factores ambientales, enfermedades monogenéticas, etc. Se sabe
gue las anormalidades cromosémicas contribuyen en un 4-28% de los casos de RM. En este
sentido, se ha demostrado recientemente que los rearreglos subteloméricos estan
involucrados en un 5-7% de los casos de retraso mental idiopatico (RMI), siendo la pérdida
de la regidon cromosdomica 1p36 la mas frecuente. Gracias al desarrollo de técnicas de
Citogenética molecular, las regiones subteloméricas de los cromosomas humanos
emergieron como regiones importantes, en las cuales, pérdidas o ganancias de material
genético estan relacionadas con la etiologia del RMI.

En este trabajo, se estudiaron 18 pacientes con RMI (de entre 1-16 afios) con el objetivo de
identificar alteraciones genéticas como: rearreglos subteloméricos (pérdidas o ganancias de
DNA), mediante las técnicas de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) subtelomérico y
de hibridacion gendmica comparada (CGH). Ambas pruebas utilizan un sistema de captura y
analisis de imagen especial, el sofware ISIS de Metasystems Carl Zeiss. Mediante la
técnica de CGH, se revel6 una pérdida subtelomérica en la regién terminal del brazo largo
del cromosoma 15 (regién 15026.2 -- 26.3 qter) en uno de los pacientes. Por otra parte,
con la prueba de FISH subtelomérico, se identific6 una translocacion criptica no balanceada
en la region subtelomérica 10p/17p (46,XX, der (10)t(10p15.3;17p13.3) en otro paciente. Las
caracteristicas clinicas observadas en estos pacientes, se compararon con casos reportados
en la literatura, coincidiendo fenotipicamente con las dismorfias y problemas secundarios
asociados. Es importante mencionar que solo 6 casos han sido reportados con perdidas

distales 15q 26.2-26.3. En el caso de la translocacion no balanceada 10p/17p, es el primer



reporte de un rearreglo que involucre estos dos cromosomas. Por otra parte, se demuestra
gue mediante las técnicas moleculares de FISH y CGH es posible detectar rearreglos
cripticos en pacientes con RMI. El hallazgo de nuevos rearreglos cripticos en humanos, abre
un amplio panorama para la identificacibn de nuevas regiones cromosémicas y genes

asociados a la etiologia del RM.



Summary

Mental retardation (MR) is defined as an intelligence quotient (IQ) below 70, and it represents
the most serious handicap in children and young adults. Mental retardation is a common
disorder that affects about 3% of general population and whose genetic causes, in most of
the cases, are often unresolved. MR can result from multiple causes including environmental
factors, chromosomal anomalies and monogenetic disorders. Nevertheless, in the last years,
chromosomal abnormalities have become one of the most significant contribution factors for
MR. In these way, subtelomeric chromosomal rearrangements represent a significant cause
of unexplained MR (between 5-7% of cases of idiopathic MR).In view of the high rate of
children with MR and its enormous impact on family, there is a clear need to study the
mechanisms involved in the origin of this disease.

Cytogenetic analysis using conventional methods cannot detect these subtle chromosome
inbalances, because most terminal bands are G-band negative and morphologically similar.
The limited resolution of these methods has been overcome with the improvement of
molecular cytogenetic diagnosis, specially with de advent of fluorescence in situ hybridization
(FISH) and comparative genomic hybridization (CGH), which have enhanced the ability to
detect submicroscopic deletions (5-10 Mb) and other chromosomal rearrangements.

In this work we studied 18 patients with idiopathic MR (between 1-16 years old) with the aim
to identify cryptic subtelomeric rearrangements such as (deletions or duplications) through
FISH and CGH. Both methodologies were performed with the application of the specific
software ISIS from Metasystems Carl Zeiss. CGH results revealed one patient with a
subtelomeric deletion in long arm of 15 chromosome (15926.2 -- 26.3 qter). On the other
hand FISH results revealed one patient with a complex subtelomeric rearrangement
(unbalanced translocation) between chromosomes 10p/17p (46,XX, der
(10)t(10p15.3;17p13.3).

Clinical features observed in our patients were compared with other cases reported in the
literature, and similar dismorfic features were found. In the case of the deletion 15g926.2 gter,

only other six cases have been reported. However, unbalanced translocation 10p/17p has



not been reported previously or associated to MR. These results demonstrate the important
role of subtelomeric and interstitial rearrangements in the etiology of MR.

The application of new technologies to idiopathic MR opens up a promising new field for the
diagnosis of new syndromes with submicroscopic alterations, so that a prognosis can be

determined, treatment can be improved and the risk of relapse can be defined.



Introduccién.

1. Retraso Mental

1.1 Definicion.

El retraso mental (RM) se define como una incapacidad en el desarrollo de las habilidades
cognitivas y en la adquisicion de un nivel de inteligencia apropiado para un determinado grupo
de edad. También se ha descrito como el coeficiente intelectual (IQ) menor que 70 y es
considerado como una de las principales causas de discapacidad en nifios y adolescentes,
presentandose en cerca del 2-3% de la poblacién [1,2]. En cuanto a las causas, el RM puede
ser provocado por multiples factores como el medio ambiente (exposicion de la madre a
compuestos quimicos), anormalidades cromosomicas (como la trisomia 21) o enfermedades

monogenéticas (como el sindrome de X fragil) [3-5] (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién del RM, basada en su origen y nivel de IQ. Modificada de Flint et al .1997 [6].
Causas mas comunes de RM

Causas 1050 10 5070
GENETICAS
Aneuploidias Autosomicas IR, 6%
Aneuploidias Cromosomas sexuales < 1% 1%
Desordenes monogenéticos 8% 2%

AMBIENTALES

Prenatal 4% 3:-:-
Perinatal 10% 4 D-:-
Posnatal 5% 3%
DESCONOCIDOS 34% 0%

El RM se ha clasificado como profundo (1Q<20), grave (IQ 20-35), moderado (IQ 35-50) y leve
(IQ 50-70). Frecuentemente, los tres primeros grupos, que abarcan un rango de IQ <50, se
clasifican en un mismo grupo (RM grave), mostrando una prevalecia de 0.3-0.5% [1-3, 6]. En
el caso del RM leve, no se sabe con certeza cudl es la prevalecia debido a dos factores

fundamentales:



e El diagnéstico del RM leve en nifios menores de 3 afios es muy complicado, debido a
gue no presenta rasgos fisicos caracteristicos con los que se le pueda asociar.

e Esta asociado a una tasa de mortalidad muy baja [3, 4, 7].

1.2 Origen del RM

En cuanto al origen, el RM se puede establecer en un 60-70% de los casos de RM grave y en
un 35-50% del RM moderado. Estimando que un 25-50% de los casos de RM grave son de
origen genético podemos decir que las causas moleculares, en casi la mitad de los casos de
RM grave y en la mayoria de los casos de RM moderado, se desconocen [3,4]. En este
sentido el estudio del RM es uno de los campos mas complejos de la genética humana,

debido a que presenta una heterogeneidad genética muy elevada [2, 4, 7].

2. Citogenética.

2.1 Definicién de Citogenética

La Citogenética es la rama de la Genética que se encarga del estudio de la estructura, la
funcion y las anormalidades de los cromosomas humanos [8]. Las primeras técnicas utilizadas
en citogenética, fueron empleadas para detectar anormalidades cromosémicas numéricas. Sin
embargo, el descubrimiento de las técnicas de bandeo en los afios 70, no sélo permitio la
identificacion de los cromosomas de forma individual, sino también contribuyé de forma
importante en la identificacién de anormalidades cromosdmicas como pérdidas, duplicaciones
y translocaciones entre cromosomas no homodlogos, relacionadas con sindromes
cromosomicos especificos [8]. Este tipo de anormalidades cromosomicas, constituyen una de
las causas mas frecuentes de RM, provocando fenotipos complejos como resultado del
desequilibrio de la dosis génica de un segmento especifico de un cromosoma, presentandose
con mayor frecuencia en los individuos con RM grave (hasta en un 25% de los casos) [3-5].
De esta manera, un gran numero de casos de RM pueden ser atribuidos a la presencia de
anormalidades cromosOmicas por medio de técnicas de rutina (bandas GTG). Sin embargo,

estos métodos tienen un limite de resolucién y no pueden detectar pequefios cambios en el



namero de copias, ni aberraciones cromosémicas cripticas que involucran regiones con una
alta similitud de segmentos o un tamafio muy pequefio [8].

La aplicacion de técnicas moleculares en el estudio de los cromosomas, ha permitido un
avance espectacular en el campo de la citogenética clinica. Al establecer nuevas técnicas que
superan las limitaciones del cariotipo convencional, se ha podido llegar a la identificacion de
reorganizaciones cromosomicas cripticas que no pueden ser observadas con el microscopio
optico. Por ejemplo, la hibridacion in situ con fluorescencia (FISH), la hibridacion gendmica
comparada de alta resoluciéon (HR-CGH), los microarreglos basados en la hibridacion
gendmica comparada (array-CGH) y otras mas recientes, como la MAPH (mulitplex
amplification and probe hybridization ) y la MLPA (multiplex ligation —dependent probe
amplification) han permitido la identificacion de microdeleciones, microduplicaciones,
inversiones, cromosomas marcadores extras, asi como secuencias repetidas de DNA que

predisponen a recombinaciones homélogas desiguales. [2, 9, 10].

2.2 FISH

El desarrollo de esta técnica, hace aproximadamente 20 afios, ha permitido la identificacion de
numerosos sindromes de microduplicaciones y microdeleciones tanto intersticiales como en
regiones subteloméricas. Este tipo de rearreglos han sido asociados con el RM idiopatico
(RMI) (retraso mental sin causa aparente) y anormalidades congénitas [8, 9]. La técnica de
FISH se basa en la utilizacion de moléculas fluorescentes (biotina, digoxigenina, fluoresceina,
etc.), acopladas a secuencias especificas de DNA de una sola hebra (sonda) que son
complementarias a la secuencia de interés. Una ventaja muy importante de esta técnica es
que se pueden obtener resultados tanto en metafases como en interfases [8]. En este sentido,
la prueba de FISH ha sido considerada como una de las mejores técnicas para detectar
cambios en el numero de copias y rearreglos balanceados, debido a su gran especificidad y
nivel de resolucién (2Mb). Aungue con esta técnica, es necesario conocer la secuencia de la

region que se quiere estudiar [8-13].



Las sondas que se utilizan en la prueba de FISH se pueden clasificar en: (1) sondas beta-
satélite, las cuales son utilizadas para detectar los satélites de los cromosomas acrocéntricos;
(2) sondas alfa-satélite, las cuales detectan las regiones centroméricas de todos los
cromosomas de manera especifica; (3) sondas satélite clasicas, que corresponden a las
regiones pericéntricas de los cromosomas 1, 9, 16 vy Y; (4 sondas
teloméricas/subteloméricas, las cuales son especificas para las regiones terminales de los
cromosomas (teloméricas/subteloméricas); (5) sondas de secuencias Unicas, las cuales son
utilizadas para identificar regiones especificas de un cromosoma y clinicamente para la
deteccibn de sindromes de genes contiguos o sindromes de microdeleciones y
microduplicaciones (Tabla 2); y (6) sondas de cromosomas completos (WCP=Whole
Chromosome Paint), estas sondas reconocen secuencias Unicas Yy repetitivas de cada
cromosoma completo y sirven para detectar el origen de segmentos de cromosomas o0

cromosomas marcadores [8].

Tabla 2. Sindromes de microdelecion y microduplicacién méas conocidos. Modificada de Dave y Sanger,

2007 [8].
Sindrome Region cromosémica
Delecién 1p36 1p36
Wolf-Hirschhorn 4p16.3
Cri-du-Chat 5p15.2
Sindrome de Williams 7011.23
Saethre- Chotzen (TWIST gene) 7921.1
Prader-Willi/ Angelman 15911.2
Millar Dieker 17p13.3
DiGeorge/VCFS 22q11.2
Sindrome de Kallmann Xp22.3
Duchenne/ Becker distrofia muscular Xp21.2
SRY Ypi1l.3

2.3 CGH

La técnica de CGH descrita en 1992, nos permite detectar pérdidas o ganancias de material
en el genoma completo. A diferencia de otras técnicas como la de FISH, no se requiere del
conocimiento previo de la region involucrada, ya que consiste en la hibridacion competitiva

entre DNA de un paciente y DNA de referencia (sano) sobre metafases normales.



Previamente, el DNA del paciente es marcado con el fluorocromo SpectrumGreen dUTP (0.2
mM) y el DNA de referencia es marcado con el fluorocromo rojo Texas SpectrumRed dUTP
(0.2 mM), lo cual permite su posterior identificacion y analisis mediante microscopia de
fluorescencia y de un sotware especifico. El programa cuantifica la proporcion de fluorocromo
verde/rojo que hay en todos los cromosomas, de manera que si existe una ganancia de
material gendmico en una region determinada, se produce un aumento de la fluorescencia
verde. Por el contrario, si se pierde material gendmico se produce una disminucion de la
fluorescencia verde y, en consecuencia, un incremento de la roja. En este sentido, si una
region cromosémica determinada de DNA del paciente presenta una mayor densidad o un
incremento en el numero de material, con respecto al DNA de referencia, podemos hablar de
una ganancia o duplicacion de material. Sin embargo, si una region cromosémica de DNA del
paciente presenta menor niamero de copias que el de referencia, podemos hablar de una
pérdida de material o de segmentos [15-16].

La técnica de CGH, detecta cambios que implican la pérdida o ganancia de secuencias de
DNA, pero no detecta translocaciones balanceadas. Asimismo, la resolucion maxima del CGH
se ha estimado en un rango aproximado de 5-10Mb, por lo que rearreglos menores a este

rango no se pueden detectar con esta metodologia [14-16].

2.4 Rearreglos Subteloméricos.
Gracias al desarrollo de las técnicas de citogenética molecular, las regiones subteloméricas
de los cromosomas humanos comenzaron a surgir como regiones importantes, en las cuales,
pérdidas o ganancias de material podrian estar implicadas en los casos de RMI, basandose
principalmente en tres evidencias experimentales:
1) Si se comparan tanto el tamafio como la cantidad de genes que se encuentran en las
regiones subteloméricas de los cromosomas humanos, contra el tamafo y la cantidad
de genes que se encuentran en otras zonas del genoma, podemos observar que las

regiones de los subtelomeros presentan una mayor concentracion de genes. Basado



en lo anterior, se propuso que rearreglos en estas regiones, provocan fenotipos
anormales.

2) Los desbalances subtelométicos cripticos comenzaron a ser una causa importante en
la etiologia del RM (5-10% de los casos de RMI).

3) En levaduras, se observo, que grandes fragmentos de secuencias de DNA homologo
subtelomérico de cromosomas no homdélogos, estaban involucrados en el

apareamiento incorrecto durante la meiosis [17].

A lo largo de los afos, los datos obtenidos de numerosas investigaciones han confirmado los
dos primeros postulados [17-18]. Sin embargo, a pesar de que el tercer postulado explicaria el
mecanismo por medio del cual se generan estas alteraciones, no existe evidencia de que esto
suceda en las regiones subteloméricas de los cromosomas humanos. Por lo que el
mecanismo mas aceptado hasta ahora, para explicar este tipo de rearreglos cromosémicos en
humanos, es el rompimiento al azar. Sin embargo, debemos mencionar que en los
subteldmeros humanos existen secuencias repetidas, que son particularmente susceptibles a
sufrir rearreglos durante la busqueda y apareamiento de cromosomas homadlogos, lo cual
podria dar lugar a un fenotipo anormal [11,17-18]. Actualmente, existen diversas metodologias
gue nos permiten determinar la frecuencia de casos originados por este tipo de desbalances.
Entre estos métodos, podemos encontrar sistemas de FISH con sondas de secuencias
Unicas para las regiones de todos los subtelomeros humanos [11]. Hasta el momento, se han
analizado aproximadamente 2,585 pacientes con RMI de moderado a grave, encontrando una
prevalecia de 5-10% de anormalidades cromosomicas subteloméricas en pacientes con RMI
[11]. Por medio de esta metodologia se ha confirmado que el 50% de los casos se han
originados de novo, mientras que la otra mitad ha sido atribuida a padres (padre/madre)
portadores de translocaciones balanceadas [11]. Es importante mencionar, que los datos
reportados en cada uno de estos trabajos presentan grandes variaciones en relacion a la

frecuencia. Estas inconsistencias son originadas en gran parte, por los criterios que fueron



utilizados para seleccionar a los pacientes (grado de RM, caracteristicas dismorficas, historia
familiar de RM, etc.) [9,18].

Recientemente, los grupos de Ravnan (2006) y Ballif (2007) [20-21] analizaron a 19,000
pacientes con RMI por medio de aCGH, reportando una frecuencia de 2.5% de rearreglos
subteloméricos. A pesar de que esta proporcion es mucho menor de lo que se habia
reportado y se esperaba confirmar, este porcentaje sigue siendo importante y significativo
[17, 19-22].

Gracias al gran esfuerzo que se ha hecho por estudiar las regiones subteloméricas de los
cromosomas humanos y su implicaciéon directa en patologias tales como el RMI, se ha podido
establecer una relacién de los cromosomas que presentan mayor frecuencia de rearreglos
subteloméricos, siendo el subteldbmero del cromosoma 1p el mas comuan, seguido del 4p, 9q,
8p, 2q, 20p y 22q (Figural) [22].
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Figural. Frecuencia de rearreglos subteloméricos de cada cromosoma, estudiada por Ravnan et al (2006)

y Ballif et al (2007) [20-21]. Modificada de Ledbetter y Martin, 2007 [22].

2.5 Polimorfismos Cromosémicos.

Los polimorfismos cromosémicos, son segmentos de DNA condensado de longitud variable,
formados por secuencias repetidas, que no se transcriben ni traducen y por consiguiente,
permanecen inactivas o apagadas. Los genes localizados en estas regiones, ya sea de forma
natural o como resultado de un rearreglo cromosoémico, tienen muy pocas posibilidades de
expresarse [11,21-22].

Para poder establecer si un polimorfismo es patoldgico o neutral, debemos tener en claro dos

aspectos fundamentales. Primero, se ha reportado en la literatura que muchos polimorfismos



no producen alteraciones. Hasta el momento se han descrito 87 polimorfismos no patologicos,
siendo los cromosomas mas polimorficos el 1q, 99, 16q y el Yq [11,22]. Segundo, no todos
los polimorfismos que existen han sido reportados. En este sentido es importante mencionatr,
gue se han encontrado polimorfismos responsables de ciertas patologias, generado de esta

manera, una gran controversia en la citogenética actual [11].

3. Telomeros y Subtelémeros Humanos

3.1 Telémeros Humanos

Las regiones terminales o teldbmeros de los cromosomas estan constituidas por zonas
complejas y dinamicas de DNA. Junto con sus proteinas asociadas, estas regiones son
esenciales para llevar acabo de forma correcta tanto la replicacion como la estabilidad
gendmica. Muchas de las funciones biolégicas fundamentales de la célula como la regulacion
del ciclo celular, inmortalizacion celular, movimientos y localizacibn nuclear de los
cromosomas, asi como la regulacion transcripcional de los genes subteloméricos, estan
mediadas en gran parte por estos segmentos terminales de DNA [23-24].

En las células somaticas, las regiones terminales de cada cromosoma estan compuestas por
secuencias simples de DNA repetido (TTAGGG)n de un tamafo que varia de 5 a 15 kb.
Adicionalmente, se ha demostrado que el tamafio de estas regiones puede variar debido a su
compleja dinamica, la cual es modulada por medio del balance de exonucleasa-replicacion-
telomerasa. En las células somaticas del humano, el tamafio del telomero esta relacionado
tanto con la historia replicativa del linaje celular como con factores ambientales que son
capaces de inducir estrés o dafio oxidativo. La pérdida de estas regiones afecta la viabilidad

celular [25-28].

3.2 Subtel6meros Humanos
Adyacente a los repetidos terminales (TTAGGG)n, los cromosomas eucariontes contienen un
conjunto mas complejo de secuencias repetidas que se denomina regién subtelomeérica [8-10].

Estas regiones cromosémicas presentan una clase particular de DNA denominado repetidos



cortos o “low copy repeat” y se caracteriza por tener una similitud de secuencias de ente 90%
a >99.5% aproximadamente entre las regiones repetidas. Estas regiones de tamafios
variables van desde 1kb hasta >200kb. Algunas de estas regiones repetidas son Unicas de
los subteldmeros, mientras que otras son muy similares a los repetidos encontrados en
regiones pericentromeéricas, asi como en regiones intersticiales cromosémicas [25].

Auln cuando se han utilizado técnicas sofisticadas para analizar estas regiones en humanos,
la organizacion inusual de las secuencias de DNA presentes en las regiones terminales de los
cromosomas humanos ha sido muy complicada. Por lo que, las secuencias subteloméricas se
encuentran practicamente ausentes en la mayoria de los genomas que se han secuenciado

de muchos vertebrados (excepto para el humano y el chimpancé) [26].

3.3 Estructura de los Subtelémeros Humanos.

Las regiones subteloméricas han sido definidas como las 500kb terminales antes del teldmero
de cada brazo de los cromosomas humanos. La organizacion de los subteldmeros se ha
dividido en cuatro blogues fundamentales:

1) Secuencias subteloméricas repetidas (Srpts). Estas secuencias han sido definidas como

regiones de entre 10kb a 300kb de largo, que presentan un 90% de similitud. Estan
compuestas por mosaicos de segmentos duplicados de DNA, que se encuentran localizados
en uno 0 mas segmentos a lo largo del subtelémero.

2) Segmentos duplicados. Estos segmentos forman las zonas de transicion entre secuencias

especificas de los cromosomas y las secuencias especificas de los repetidos subteloméricos.

3) Secuencias subteloméricas internas parecidas a telomero (TTAGGG)n. Estas secuencias

tienen un tamafno aproximado de 2-15 kb de largo. Se encuentran intercaladas a lo largo de
la region subtelomérica y presentando la misma secuencia de repetidos en tandem de los
telomeros.

4) Secuencias unicas de genes. Estas secuencias se caracterizan por presentar un alto

contenido de GC y una alta densidad de genes. Se encuentran localizadas hacia el

centromero partiendo de las secuencias Srpt [26-27].



3.4 Secuencias Srpts.

Las secuencias mas distales de los subtelomeros estan conformadas por bloques de Srpts.
Sin embargo, el arreglo especifico de estas regiones es variable. Como se ha observado en
los subteldmeros de los cromosomas 2p, 2q, 39, 5p, 7p, 8p y 12p, adicional al bloque Srpt,
hay pequefios segmentos entremezclados de DNA de copia Unica y segmentos duplicados.
Provocando un patrén de distribucidén y contenido sumamente variable, Se ha estimado que
por cada 18.87 Mb de DNA subtelomérico analizado, el 12.5% corresponde a Srpt y cerca del

8.3% corresponde a DNA de segmentos duplicados (Figura 2) [26-27].
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Figura 2. Distintas organizaciones de las secuencias subteloméricas en los cromosomas humanos.
Tomado y modificado de Riethman et al., 2005 [26].

3.5 Secuencias subteloméricas duplicadas

Al estudiar con detalle las secuencias Srpt, se pudo observar, que intercaladas con estas
regiones (Srpt), existen segmentos compuestos por regiones grandes y complejas formadas a
Su vez por una mezcla de segmentos genémicos en mosaicos o parches. A las cuales se les

ha denominado secuencias duplicadas subteloméricas [26].



Los segmentos duplicados de los subtelomeros, han sido considerados importantes, debido a
gue en ellos se han encontrado pseudogenes. Estos estan formados por partes o fracciones
de secuencias de copia Unica, o segmentos duplicados. Los pseudogenes se generan por
apertura o yuxtaposicion de los transcritos precursores, lo que resulta muy interesante, debido
a que puede generar nuevas funciones derivadas de la mezcla del exdn sobre el segmento
duplicado. Algunos ejemplos son los transcritos para proteinas F-box, dominios de union a
DNA tipo dedos de Zinc y muchas proteinas de funcion desconocida, localizadas en los

subtelémeros y generadas por este tipo de procesos [26].

3.6 Secuencias subteloméricas internas parecidas a telomero (TTAGGG)n

En el caso de las levaduras, las secuencias subteloméricas (TTAGGG)n desempeiian un
papel muy importante, ya que intervenen directamente tanto en la recombinacion como en la
transcripcion [17]. Muchos estudios han sugerido que estas regiones en los subtelomeros
humanos, ademas de ser una especie de limite, pueden desempeiiar funciones similares a las
de levaduras [28-30]. Por otra parte, este tipo de secuencias han demostrado tener un papel
muy importante en la naturaleza, por ejemplo, el genoma del virus Epstein-Barr contiene tres
pequefias islas TTAGGGTT, a las cuales se acoplan tres moléculas (TRF1, TRF2 y hRAP1)
que son requeridas para unir proteinas asociadas al ciclo celular [31-32].

El estudio de estas secuencias ha sugerido que la mayoria de las regiones intersticiales
(TTAGGG)n de los subtelomeros humanos, se han generado de forma reciente, por medio de
un proceso de separacion de regiones o por medio de algin mecanismo de seleccion que ha

mantenido la similitud de los segmentos (TTAGGG)n [6].

3.7 Transcritos subteloméricos (copia unica)

Estas regiones son zonas ricas en genes, intercaladas a lo largo del subtelémero con
segmentos duplicados, Srpts y algunas secuencias (TTAGGG)n. Se han identificado cerca de
1,012 transcritos subteloméricos de los cuales 732 pertenecen a secuencias de copia Unica y

280 provienen de segmentos duplicados y repetidos de DNA [26] (Figura 3). En general las



regiones subteloméricas son ricas en transcritos de genes uUnicos (aproximadamente 54
transcritos por Mb). Cabe destacar que la densidad de transcritos varia de un subteldmero a
otro [26-27] (Figura 3).

Las familias de genes subteloméricos presentan una similitud de secuencias de
aproximadamente 70%-90%. Algunos ejemplos de estas familias incluyen a los genes de la
cadena pesada de la inmunoglobulina (localizada en el subtelomero del cromosoma 14q),
genes de receptores olfatorios (1qg, 5q, 10q, 15q, 22, 17, etc.), factores de transcripcion tipo
dedos de zinc (4p, 59, 8p, 89, 12q, 19q) entre otros. Los transcritos para muchos de estas
familias de genes, se localizan dentro de distintas regiones subteloméricas. La abundancia de
este tipo de genes en las regiones subteloméricas, es una caracteristica comun de muchos

eucariontes y podria estar reflejando un mecanismo comun para generar nuevos genes por

medio de duplicacion [25-27].
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Figura 3. Region subtelomérica del cromosoma 11p. La zona rallada muestra la region de copia tnica
subteloméricay en la punteada se muestra laregion de Srpt, asi como respectivos transcritos
localizados en esas zonas. Laregion blanca o sin secuencia, representa una regién del subtelémero 11p
con gran variabilidad. Tomado y modificado de Riethman et al, 2005 [26].



3.8 Variaciones subteloméricas.

Ademas de la complejidad y gran dindmica que presentan las regiones subteloméricas
humanas, se han identificado grandes variaciones en estas zonas. Estas variaciones
involucran la presencia de alelos pequefios que difieren de alelos grandes por cientos de
kilobases de DNA, provocando la formacion de regiones alélicas dispares. Este tipo de
eventos promueve la separacion de genes de copia Unica, dando como resultado la
generacion de polimorfismos. Tanto el origen de los alelos polimorficos como el origen de la
secuencia, en muchos casos se desconocen. Sorprendentemente, se han encontrado una
gran cantidad de bloques generados por duplicaciones intracromosomales esparcidos por
todo el genoma humano, cuyo significado se desconoce, debido principalmente a que los
métodos comunes para detectar y analizar las variaciones de los subtelomeros del humano
siguen siendo limitados [23, 25- 28].

3.9 Consecuencias funcionales de las variaciones subteloméricas en el genoma
humano

Las consecuencias funcionales de las variaciones en las regiones subteloméricas continua
siendo en gran parte especulativa. Sin embargo, se ha observado que las regiones
subteloméricas que contienen una gran cantidad de secuencias Srpt son mas inestables,
aumentando su susceptibilidad. Por esta razén, la dosis génica puede cambiar y una rapida
mezcla de segmentos puede generarse [26-27]. Como ejemplo particular de las
consecuencias que pueden tener este tipo de variaciones, podemos mencionar el intercambio
gue se genera en el tandem repetido subtelomérico D4Z4 entre los subtelomeros 4qy 10g. El
tamano del repetido D4Z4 en ambos cromosomas es sumamente variable a nivel poblacional,
sin embargo, la pérdida de una region grande de este repetido ubicado en el subtelémero del
cromosoma 4 provoca distrofia muscular Facioescapulohumeral (FSHD). El hecho de que la
variacion de los nucledtidos repetidos en la secuencia D4Z4 entre los alelos 4gA y 40B sea
sumamente elevada, sugiere que el proceso que permite el intercambio intercromosmico de
los segmentos repetidos entre los cromosomas 4q y 10qg esté modulado por algun proceso de

seleccién o algun tipo de recombinacion inusual [33].



4. Reconocimiento de los cromosomas homélogos y recombinacién

El reconocimiento, apareamiento, sinapsis de los cromosomas homologos y la recombinacion
genética, son eventos comunes a la primera fase de la meiosis de la mayoria de las células
reproductivas de los eucariontes. Sin embargo, poco se sabe a cerca de los mecanismos que
llevan a cabo el reconocimiento temprano de secuencias homologas, en los que estan
involucrados eventos como la busqueda y acercamiento de los cromosomas homologos
desde una gran distancia. Estos eventos estan mediados por una gran cantidad de
macromoléculas como proteinas, DNA y/o RNA. En este sentido, muchos autores han
considerado al DNA como agente primario en la basqueda de homologia, reconocimiento y
apareamiento. Se postula, que el alineamiento de los cromosomas es el resultado de la
busqueda de homologia, el cual inicia con el mecanismo de rompimiento de la doble cadena
del DNA [34].

Por otra parte, diversos autores han planteado la posibilidad de que secuencias homodlogas de
cromosomas no homologos estén interactuando entre si [34-35]. EI rompimiento de doble
cadena y su proceso de reparacion, han sido considerados como los mecanismos mas
probables por medio de los cuales se generan las interacciones DNA-DNA entre cromatidas
no hermanas. La hipotesis mas aceptada hasta el momento, se basa en la formacion de
duplex complementarios de moléculas de DNA de cromosomas no homélogos [34-35].
Adicionalmente, diferentes grupos de investigacion han propuesto que ciertas moléculas
pueden funcionar como mediadoras del proceso de reconocimiento [34-35]. Como ejemplo
podemos mencionar a la proteina RAD51 (repair of DNA double strand breaks), la cual se
considera que actua como mediadora del reconocimiento y apareamiento de cromosomas
homologos en plantas durante la etapa de leptéteno y cigéteno [36-38]. Por otra parte,
estudios realizados en nucleos de espermatogonias tipo B de roedores, han revelado la
formacion de estructuras tipo plumuladas (lampbrush) que se forman durante la interfase
meidtica, asociandose las regiones homologas por medio de filamentos mudiltiples. La

formacion de estas asas se genera de forma simultanea con la formacion del complejo


http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_repair#Double-strand_breaks

sinaptonémico durante el leptéteno-cigéteno. Asimismo, se ha observado que estas
estructuras pueden estar compuestas por la RNA polimerasa Il, ribonucleoproteinas, asi como
por pequefias ribonucleoproteinas que podrian ser en realidad las mediadoras del proceso de
reconocimiento [33]. Sin embargo, se necesitan mas estudios al respecto para poder detallar
este proceso. Lo que hasta ahora se puede afirmar, es que el alineamiento cromosomico y la
transcripcion son eventos relacionados, sugiriendo que los cromosomas homologos
Gnicamente se pueden reconocer cuando estan transcripcionalmete activos [34-35].

En cuanto a los eventos de recombinacion, poco se conoce sobre los factores que influyen
sobre la frecuencia y distribucién de los eventos meidticos de recombinacion dentro de los
sitios susceptibles o “hot spots”. A este respecto, existe un gran interés por entender la
distribucion de los eventos de recombinacion a una escala fina del genoma humano, ya que
el dilucidar todos los procesos que estan implicados en la recombinacion, podrian ayudar a
entender los patrones y procesos que pueden estar determinando la diversidad de haplotipos
[35]. Es importante mencionar, que tanto las regiones teloméricas como las secuencias
subteloméricas Srpts, presentan un estructura y patron muy parecidos al que presentan los
sitios de recombinacion “hot spots” [39].

Los segmentos duplicados de las regiones subteloméricas han emergido como un factor
importante de los rearreglos cromosOmicos que generan una rapida innovacion genémica. Sin
embargo, debemos recalcar que se desconoce el mecanismo exacto por medio del cual se
generan cambios en estas regiones [39]. Ademas, las regiones subteloméricas contienen
genes que desempefan funciones importantes; sin embargo, presentan una dinamica y
plasticidad muy grande. A lo largo de los afios, se ha demostrado que la divergencia en el
namero de copias de DNA subtelomérico ha sido controlada de mejor manera en estas
regiones. Esto se puede explicar, debido a que los subtelomeros son mucho mas susceptibles
a los rompimientos de doble cadena y al intercambio entre las cromatidas hermanas de
estas regiones. Adicionalmente, se ha observado que los repetidos subteloméricos

pueden favorecer durante la meiosis, el intercambio de secuencias terminales para reparar los

rompimientos de doble cadena, generando grandes bloques que difieren entre un alelo y otro,



provocando cambios adicionales. Debido a que estas regiones son muy propensas a
sufrir intercambios, este tipo de reparacién puede ser una gran ventaja evolutiva al
favorecer la generacion de nuevos genes. Por otra parte, este mecanismo ha servido
como plataforma de diversificacion para los haplotipos, donde rapidamente pueden
diversificar en regiones genémicas de copia Unica.

Se ha relacionado a los genes subteloméricos con procesos adaptativos en muchos
organismos, sin embargo, su dinamica es complicada. Asimismo, la reparacion del
rompimiento de doble cadena puede resultar en pérdidas o ganancias de dosis génica
en las regiones mas distales de DNA de copia Unica 0 en cambios con efectos

adversos de la regulacién génica [34-35, 39-40].



5. Justificacion.

Existen multiples razones para investigar la etiologia del retraso mental y proporcionar un
diagnéstico preciso. Dentro de estas razones podemos destacar la gran importancia que
tienen este tipo de estudios en funcion del amplio panorama que se abre ante la identificacion
de nuevos rearreglos cripticos en humanos, que pudieran contribuir en la identificacion de
nuevas regiones cromosomicas y genes asociados a la etiologia del RM. Por otra parte, existe
la enorme necesidad de proporcionar informaciéon a los padres sobre los riesgos de
recurrencia mediante un adecuado asesoramiento genético, lo que a su vez permitira planear
mejor su vida reproductiva futura, y en el caso que se requiera, ofrecerles un diagndstico
prenatal cuando éste sea posible. Por otra parte es necesario que los pacientes puedan

recibir un manejo adecuado y prevenir problemas médicos secundarios al RM.



Hipotesis:
Si alguno de los pacientes seleccionados presenta rearreglos subteloméricos, entonces una

de las causas asociadas con el RMI sera los rearreglos subteloméricos.

Objetivo General:

Identificar rearreglos cromosdémicos subteloméricos en pacientes con RMI

Objetivos Particulares:

1) Identificar rearreglos subteloméricos, pérdidas o ganancias de DNA en pacientes con RMI,
mediante hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) subtelomérico (“Cromoprobe Multiprobe”
y ToTelVysion Multi-color DNA Probe) e hibridacién gendmica comparada (CGH).

2) Determinar el tipo y frecuencia de rearreglos subteloméricos en pacientes con RMI

3) Determinar si existen asociaciones entre el tipo de rearreglo subtelomérico encontrado y el
fenotipo del paciente.

4) Implementar los sistema Cromoprobe Multiprobe, ToTelVysion Multi-color DNA Probe y
CGH como pruebas de rutina especializada para pacientes con retraso mental idiopatico en el

laboratorio de Citogenética del HP del CMNS XXI.



8. Metodologia

8.1 Seleccion del los Pacientes

Se seleccionaron 18 pacientes procedentes de la consulta de Genética del Hospital de
Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI, mediante los siguientes criterios:

(1) RM de medio a severo (1Q<70).

(2) Retardo en el crecimiento.

(3) Rasgos dismorficos.

(4) Cariotipo normal a una resolucion > 500 bandas.

(5) Rango de edad de 1-16 afos.

8.2 Extraccién de DNA

Se tomaron 5ml de sangre periférica de cada paciente, colocando la sangre en tubos con
etilendiaminotetracético (EDTA) al 0.5% como anticoagulante. La muestra se centrifugo
por 15 minutos a 420 g a temperatura ambiente.

La capa de glébulos blancos que queda entre la fase de suero y la fase de glébulos rojos,
se transfirio a un tubo de ensaye, agregandole 15 ml de solucién de lisis para glébulos
rojos RCLB (Red Cell Lisis Buffer) (Tris- HCI 20mM, pH 7.6, MgCl, 5mM y NaCl 10mM).
Posteriormente la muestra se centrifugd por 10 minutos a 8,232 g, desechando el
sobrenadante y repitiendo dos a tres veces mas este paso hasta obtener un boton limpio.
La pastilla resultante fue transferida a un tubo Eppendorf de 1.5 ml, adicionando 180 pl de
NaCl 5 mM y 61.3 pyl de SDS al 10%, mezclando y dejando reposar por 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 410.6 ul de NaCl saturado (6M),
homogeneizandolo y centrifugando la mezcla durante 15 minutos a 15,120 g a temperatura
ambiente, lo cual permite romper las membranas celulares por medio de choque osmaético.
Se recupero el sobrenadante y se le adicionaron dos volumenes de etanol al 100%, para
precipitar el DNA. Se lavo la pastilla con etanol al 70% para quitar la mayor cantidad de

sales, dejandolo secar a temperatura ambiente y diluyéndolo en 400 ul de agua inyectable.



Por dltimo se cuantifico cada muestra por medio de espectrofotometria a 260/280 para

corroborar tanto su cantidad como su pureza.

8. 3 Cultivo de linfocitos.

Se tomaron de 2 a 3 ml de sangre periférica de cada paciente por medio de una jeringa
previamente heparinizada. La muestra se coloco en tubos con medio de cultivo completo
(100 ml de RPMI, 20 ml de suero fetal bovino, 320 ul de fitohemaglutinina, L-glutamina y
sulfato de gentamicina). La muestra se dejé incubar a 37°C por 72 horas. Una vez
transcurrido este tiempo, se le agreg6 a cada tubo 150 pl de colchicina (inhibidor mitético)
por un lapso de 45 minutos, para posteriormente transferir el cultivo a tubos de centrifuga
y centrifugar a 420 g a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se retir6 el
sobrenadante y se resuspendio el botén en 8 ml de solucion hipoténica (KCI 0.075 M)
(para romper las membranas) dejando la muestra a 37°C por 45 minutos. Transcurrido
este tiempo, se le agreg6 a cada tubo 1 ml de solucidn fijadora (3:1 metanol-acido acético)
y se centrifugaron los tubos a 420 g a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se
desechd el sobrenadante y se resuspendiéo el boton en 8 ml de solucién fijadora,
centrifugando la muestra a 420 g a temperatura ambiente durante 10 minutos. Este Ultimo
paso se repitid dos veces mas hasta obtener el botdn limpio. Una vez obtenido el botén, se
desecho el sobrenadante y se resuspendié en 1 ml de solucion fijadora. Para hacer las
laminillas, se tomd la suspension de células con una pipeta de transferencia, dejando

caer de 3-5 gotas sobre cada uno de los portaobjetos.

8.4 Hibridacién Gendmica Comparada (CGH).
Para realizar esta técnica, el DNA de cada paciente y su control fue marcado por separado

por medio de la técnica “nick translation” utilizando los siguientes reactivos:

*1ug de DNA (paciente o control).



*| ul de SpectrumGreen dUTP-biotina 0.2mM (paciente).

*| ul de SpectrumRed dUTP-digoxigenina 0.2mM (control).

*5 ul de dTTP, 0.2mM.

*3 pl de cada dNTPs 0.1 mM.

*5 ul de solucién amortiguadora para nick translation 10X (Tris-Hcl 500mM, ph 7.2, MgSO4
100mM, DTT 1mM).

*5 ul de enzima (DNA polimerasa |, DNasa | en 50% de glicerol, Tris-HCL 50mM, pH 7.2,
MgSO4 10mM, DTT 0.1mM y 0.5 mg/mL de nucleasa libre BSA.

*X pl de agua libre de nucleasas, para completar el volumen final (50ul).

La mezcla se incub6 a 15°C durante 55 minutos, deteniendo la reaccion a 75°C por 10
minutos. Este tiempo y temperatura fueron las optimas para poder generar los fragmentos
de DNA marcados (sondas) de entre 500 y 1800 pb aproximadamente. Posteriormente se
hizo una mezcla de sondas, colocando 10 ul de sonda control y 10 ul de sonda del
paciente, en presencia de 25 pl de DNA Cotl (el cual bloguea las zonas de DNA
inespecifico), 2.1 pl de acetato de sodio 3M y 52.5 pl (2.5 volimenes) de etanol al 100%,
para precipitar el DNA. Se dejo precipitar la muestra durante 1 hora a -20°C y se centrifugo
a 4°C por 30 minutos a 9,676 g. Adicionalmente se removio el sobrenadante y se dejo
secar durante 10 minutos a temperatura ambiente, para posteriormente agregar 12 ul de
solucion de hibridacion (5 ml de formamida, 1.0 ml de 20X SSC, pH 7.0 y 1g de dextran
sulfato).

Para la hibridacion, se utilizaron laminillas de la marca Vysis con metafases de individuos
masculinos sanos. Se seleccionaron las zonas donde el indice de metafases era el mas
apropiado para llevar acabo la hibridacion (aproximadamente 3 metafases por campo
10x). Posteriormente, se desnaturalizo la laminilla en formamida al 70% a 73+ 1°C y se
deshidratd6 mediante el paso por una serie de etanoles durante 2 minutos (70%, 80% y

100%). Se aplicaron 10 pl de la mezcla de sondas (desnaturalizada por 5 minutos a 73+



1°C) sobre la laminilla, dejando incubar las laminillas en una cAmara humeda por 72 horas
a 37°C. Una vez transcurrido este tiempo, se colocaron las laminillas en la solucién de
lavado, 0.4 X SSC 0.3% y NP-40 (2 ml de 20x SSC, 95 ml de agua destilada y 300 pl de
NP-40) a una temperatura de 73+ 1°C durante 2 minutos. Inmediatamente después se
pasaron las laminillas a una segunda solucion de lavado 2X SSC y 0.1% NP40 a
temperatura ambiente por 2 minutos. Las laminillas se dejaron secar y se les agreg6 11 ul
de DAPI Il (4',6-Diamidino-2-fenilindol Diclorhidrato), para su posterior analisis al
microscopio de fluorescencia (Figura 4).

Las metafases fueron visualizadas mediante el microscopio Axio Images (Carl Zeiss),
seleccionando 30 metafases por paciente para su analisis mediante el sistema ISIS (In Situ
Imaging System) de MetaSystems. Los rangos utilizados para la identificacion de pérdidas
0 ganancias de material fueron de 0.80 (limite minimo) y 1.20 (limite maximo),

respectivamente.
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Figura 4. Resumen de los pasos para realizar la Hibridacion Gendmica Comparada.



8.5 Hibridacién in situ con Fluorescencia (FISH)

Se tomaron 5 ml de sangre periférica de los pacientes para hacer cultivos de linfocitos y
obtener de esta forma laminillas con cromosomas metafasicos. Dos metodologias fueron
utilizadas para realizar el FISH subtelomérico. Es importante destacar que ambas
metodologias se basan en la hibridacibn de sondas contra regiones especificas

subteloméricas de todos los cromosomas humanos (Figura 5).
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Figura 5. Region sobre la que se hibridan las sondas para subtelémeros.

A) Identificacién de rearreglos subteloméricos mediante el kit ToTelVysion Multi-
color DNA Probe Mixtures (Vysis)

Este sistema esta conformado por 15 mezclas distintas que contienen las sondas
especificas para cada uno de los subteldbmeros de los cromosomas humanos,
exceptuando los acrocéntricos. Se elaboraron 5 laminillas de cada paciente, las cuales se
desnaturalizaron en formamida al 70% a 73+ 1°C por 5 minutos y se deshidrataron en
series de etanoles (70%, 85% y 100%) por 2 minutos, seleccionando 3 areas distintas en
cada laminilla y agregando 3ul de cada mezcla, previamente desnaturalizada a 73+ 1°C
por 5 minutos, en cada area seleccionada. Posteriormente se dejaron las laminilla en una
incubadora por 12 horas a 37°C, para su posterior lavado con 0.4 X SSCy 0.3% NP-40, a
73+ 1°C durante 2 minutos y 2X SSC y 0.1% NP-40 a temperatura ambiente por 2

minutos.



Por ultimo se agregaron 3ul de DAPI Il a cada area, colocando un cubreobjetos para el

analisis al microscopio de fluorescencia (Figura 6).

Mezclas

Mezclas
1,2y 3

Figura 6. Sistema ToTelVysion Multi-color DNA Probe Mixtures (Vysis)

B) Identificacion de rearreglos subteloméricos mediante el kit Chromoprobe

Multiprobe®-System CytoCell

Mediante este sistema se pueden analizar simultdneamente las regiones subteloméricas
de todos los cromosomas humanos, ya que cuenta con 24 pozos que contienen una
sonda especifica para cada subtelomero. No se requiere hacer laminillas ya que se agrega
directamente la suspension de cromosomas de cada paciente sobre el dispositivo que

contiene las sondas especificas. (Figura 7)
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Figura 7. Sistema Chromoprobe Multiprobe®-System CytoCell



8.6 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La secuencia del gen que codifica para el receptor del factor de crecimiento tipo uno
parecido a la insulina (IGFR1) del humano, fue obtenida mediante la busqueda en NCBI
en la base de datos de GeneBank. Una vez obtenida la secuencia del gen, se diseiaron
los oligos, eligiendo el exén 16 en la posicién 170 y el exdn 17 en la posicion 273, con un
tamafio de 21pb de longitud por primer (Tabla 4). Estos parametros fueron obtenidos
mediante el programa Oligo, por medio del cual se determind el contenido de CG (49.2%)

y la diferencia de temperaturas entre los primers (1.1°C)

Tabla 4. Secuencia de los primers para el gen IGF1R de humano. Exones 16-17

Oligo 37
Secuencia(5-3)  TGA GAG GAT TGA GTT TCT CAA

Oligo §°
Secuencia {5-37) TGT CAT CAG TTC CAT GAT GAC

Una vez obtenidas las secuencias de los primers, se estandarizaron las condiciones para
llevar a cabo la PCR, utilizando los siguientes reactivos, tiempos y temperaturas (Tabla 5):
1.5 ul de solucion amortiguadora (K* 1x)

1 pl de dNTPS (10 mM)

0.5 pl de cada uno de los oligonucleétidos (10 pmol cada uno)

0.2 yl de TagPolimerasa (1.5 pd)

0.6 pl de Mg (1.5 mM)

X ul de DNA (1.2 ug totales de DNA para el paciente y 1.2 ug para el control).

X ul de agua destilada para completar un volumen final de 15pl.



Tabla 5. Tiempos y temperaturas que se utilizaron para llevar a cabo la PCR.

Activacion

{desnaturalizacion inicial} 95°C 10 mimnos
Desnaturalizacion 95°¢C 49 segundos

Alineamiento 51 °Cc 30 sequnios 28 Ciclos
Extensidn 72 °C 45 segundos

Extension final ZE AL AIOIINITDS

Una vez que se llevo acabo la reaccidén, se corrié un gel de agarosa al 2% para verificar el

tamano de los fragmentos obtenidos.



9. Resultados.

9.1 Hibridacién Genémica Comparada (CGH).

Para realizar esta prueba, lo primero que se hizo fue corroborar tanto la pureza como la
concentracion de DNA de cada paciente (Tabla 6). Estos datos fueron de suma
importancia ya que a partir de ellos se pudo llevar acabo de forma éptima la prueba de

CGH.

Tabla 6.Promedio de los datos obtenidos de concentracion y pureza de las muestras de DNA de
cada paciente.

Paciente DNA ng/ul Pureza 260/280
1 189.66 1.60
2 297.6 1.79
3 250 1.76
4 248.5 1.70
5 287.4 1.91
6 129.66 1.70
7 187.66 1.97
8 277.3 1.69
9 852 1.82
10 158 1.67
11 181.75 1.79
12 1315 1.85
13 135.5 1.83
14 247 1.89
15 3215 1.74
16 187.66 1.81
17 70.6 1.62
18 88.33 1.44

Se estandarizaron las condiciones necesarias para poder obtener los fragmentos
deseados de entre 500-1800pb, ya que fragmentos mas grandes o mas pequefios
provocan una mala hibridacion que no puede ser analizada. Para esto, fue necesario
utilizar el DNA control MPE600 SpectrumGreen (0.2ug/pul DNA aislado de células
tumorales inmortalizadas de cancer de mama MPE600), Esta linea celular tiene
alteraciones cromosémicas predefinidas:

1) Pérdida pequeiia cerca de 1pter, ganancia de 1q.



2) Pérdida del 9p.

3) Pérdida distal en el 11q.

4) Pérdida en 16q.
Una vez que se estandarizaron las condiciones y se pudieron observar las pérdidas y
ganancias esperadas, se procedio a trabajar con el DNA de los pacientes (Figura 8).
Después de marcar el DNA control y el DNA de los pacientes, se corrié un gel de
agarosa al 0.8% para corroborar el tamafio de los fragmentos de DNA marcados

(Figura 9)

Figura 8. Ejemplos de DNA marcado de los pacientes con; (a) SpectrumGreen y (b) SpectrumRed
sobre cromosomas metafasicos. (¢) Combinacion de SpectrumGreen y SpectrumRed sobre los
cromosomas.
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Figura 9. Ejemplo de marcaje y corte de DNA control y paciente. Carril uno muestra el marcador
de peso molecular Lambda DNA/Hindll. Carriles 2-4 corte de los fragmentos de ente 500 y 1800 pb
pacientes (2y 3) y control (4).

Por medio de esta técnica, se analizaron un total de 18 pacientes con RMI, con el
propdsito de observar pérdidas o ganancias de fragmentos del genoma completo. El
analisis revelo una pérdida subtelomérica de la regiéon terminal del brazo largo del

cromosoma 15 (region 15026.2 -- 26.3 gter), en uno de los pacientes (Figura 10).

Figura 10. Pérdida encontrada en uno de los pacientes del cromosoma 15026.2-26.3 por medio del
programa ISIS para CGH.



9.2 FISH Subtelomérico

La prueba de FISH para subtelomeros se aplicé a todos los pacientes con el objetivo de
hacer un analisis mas detallado de todas las regiones subteloméricas de sus
cromosomas (Figurall). En uno de los pacientes se encontrd, por medio del kit
ToTelVysion Multi-color DNA Probe Mixtures (Vysis), un rearreglo complejo,
confirmandose de este modo, una translocacion criptica no balanceada de la region
subtelomérica 10p/17p. Por medio de esta metodologia se observé la ausencia de una
sefial correspondiente al brazo corto del cromosoma 10 (monosomia parcial del
cromosoma 10) y tres sefales especificas del brazo corto del cromosoma 17 (trisomia
parcial del cromosoma 17) en cada una de las 30 metafases analizadas. La sefal
adicional fue detectada en la region distal del brazo corto del cromosoma 10. El
cariotipo del paciente fue definido como 46,XX, der (10)t(10;17)(p15.3; pl3.3)
(Figural2). Por otra parte, con la finalidad de confirmar y delimita la region perdida del
cromosoma 15 (15g26.2-26.3 gter), que fue detecta por medio de CGH, se aplico la
sonda subtelomérica TelVysion 15g Spectrum Orange sobre cromosomas metafasicos
del paciente. Sin embargo, se pudieron apreciar ambas sefiales en los cromosomas 15
del paciente, por lo que, por medio de esta técnica, el resultado fue negativo para la

region perdida (Figura 13y 14).

b)

Figura 11. Prueba de FISH subtelomérico. Se muestra la correcta hibridacion de las regiones
subteloméricas para los cromosomas (a) tres y (b) veinte.



Senal ausente 10p

\
Senal 17p extra

Figura 12. Translocacion no balanceada encontrada en un paciente. Panel A muestra la
duplicacion
parcial del cromosoma 17p. Panel B muestra la perdida de la region 10p

SENALES 15q

Figura 13. FISH subtelomérico para la regidn 15q (amarrillo) y la region subteloméricalOpy q
(verde y rojo) del paciente con la pérdida distal del cromosoma 15.

16261 ToTelvysion 150
15926.2 Region perdida

Figura 14. Se muestra laregiéon especifica contra la que hibrida la sonda para subtelémeros
ToTelVysion 15q (15q 26.1), asi como laregién perdida detectada por medio de CGH (15q26.2-
26.3).



9.3 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Debido a que la pérdida 15q 26.2-26.3 comprende la region donde se encuentra el gen
IGF1R, se realiz6 la PCR tiempo final, mediante la cual se pudo confirmar la presencia
del gen IGF1R, al obtener el fragmento esperado de 388pb que corresponde a la region
de los exones 16 y 17 del gen IGF1R de ambas muestras (tanto paciente como control
positivo) (Figural5). Debido a que el gen IGF1R se encuentra implicado en vias
importantes del desarrollo y que no existe en la naturaleza individuos con pérdida de
ambos alelos (ya que esto es letal) [41-42], mediante esta metodologia se traté de
observar si existian diferencias significativas en el producto amplificado del paciente
contra una muestra control (persona sana), sin embargo, a pesar de que se agregaron
1.2 ug de DNA de ambas muestras no se obtuvieron resultados concluyentes, por lo
gue se necesita aplicar una metodologia mas especifica para medir la diferencia real de

amplificado entre la muestra del paciente y de un control positivo.
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Figura 15. Carril 1 muestra el marcador de peso molecular de 100pb, carril 2, banda amplificada
del control positivo para IGFR1, carril 3, banda amplificada del paciente para IGFR1 de 388pb,
carril 4, marcador de peso molecular de 50pb.



9.4 Caracteristicas clinicas encontradas en los pacientes.

Las caracteristicas fenotipicas que muestra el paciente con la region distal perdida en

el cromosoma 15, son muy parecidas a las reportadas para otros pacientes que tienen

perdida o alterada esta regidn. Por lo que se compararon las caracteristicas fenotipicas

reportadas en otros estudios con las de nuestro paciente (Tabla7).

Tabla 7. Comparacion de las caracteristicas encontradas en pacientes con delecion distal 15q. Modificada de
Pinson et al., 2005 [43].

Roback et al., Siebler et al., Tonnies et al., Okubo et al,. Pinson et al., Paciente
1991 [44] 1995 [45] 2001 [46] 2003 [47] 2005 [43] CMN SXII
del 15q26.1 del 15q26.1 del 15q26.1 del 15q 26.1 del 15q26.2 15026.2-26.3

Dismorfismos

- + - + + +
Cara triangular + _ _ + _ +
Microftalmia + ) ) ) ) +
Hipertelorismo + +
Paladar alto B B B B
Oidos anormales + + + - - +
Micrognatia + + + + + +
Cubitus valgus - + - - + -
Braquio/clino-dactilia + + - + + +
Implantaciéon anormal + + - - + -
del pulgar
Malformaciones en las _ + _ _ + +
manos y pies
Otros defectos
Cardiacos + - - + - +
Hipoplasia de pulmén - - + + R .
Renales + - - - - -
Piel R - + - . +
Desarrollo Psicomotor
Retraso en el desarrollo + B + + + +
Retraso en el habla + + - + + +
Hipotonia - - + + + +
Retraso en el
crecimiento

+ - + - + -
Problemas de
alimentacién

) + - + + + -

Anormalidades
urogenitales

- + + + + +

Retardo en el
crecimiento postnatal

En el caso de la translocacion criptica no balanceada de la region subtelomérica

10p/17p, es importante mencionar, que no ha sido reportado hasta el momento un

rearreglo semejante al encontrado en el presente trabajo. Sin embargo, en la literatura




podemos encontrar casos en los que se encuentra involucrada la pérdida de la region

subtelomérica del brazo corto del cromosoma 10 (monosomia parcial del cromosoma

10) (Tabla 8), asi como trisomias parciales del cromosomas 17p [48].

Las sondas especificas que se utilizaron para este estudio fueron; (1) la sonda

TelVysion 10p Spectrum Green para el locus especifico 29139 (GenBank), el cual

corresponde al gen DIP2C (disco-interacting protein 2 homolog C (Drosophila)). Este

locus se encuentra ubicado en la region subtelomérica especifica 10p15.3 y (2) la

sonda TelVysionl7p Spectrum Green para el locus especifico 282M16/sP6, el cual se

encuentra ubicado en la region subtelomérica especifica 17p13.3

Tabla 8. Comparacion de las caracteristicas clinicas en pacientes reportados con pérdida de la region 10p14-
pter y 10p15-pter y nuestro paciente. Modificada de Ross et al; 2006 [48].

Bourrouillou et
al., 10p14-pter
1981[49].

Fryns et al,.
10p14-pter
1981[50].

Suciu et al.,
10p14-pter
1983[51].

Kinoshita et
al., 10p14-pter
1992[52].

Ross et al.,
10p15-pter
2006[48].

Paciente
CMN sXIll
10p15-pter

Dismorfias
Cranio-faciales

Microcefalia
Nariz pequefia
Implantacién
baja de orejas
Anormalidades
del paladar
Retrognathia
Hipoplasia de la
mitad de la cara

Extremidades
anormales

Displasia
manos/pies

Malformaciones
congénitas

Anormalidades
cardiacas
Anormalidades
urogenitales
Anormalidades
cerebrales

Desarrollo
Retardo en el

crecimiento
Retraso mental

+

Criptorquidismo




10. Discusién

Los subtelomeros humanos son regiones dinamicas, altamente polimérficas, en las
cuales grandes segmentos de DNA pueden estar presentes o ausentes en alelos
normales. Estas regiones del genoma humano, contienen cerca de 25 familias de
genes con aproximadamente un gen por cada 30kpb. Por lo que, ganancias, pérdidas o
alteraciones en estas secuencias tienen un efecto fenotipico potencial. Desde la
perspectiva genodmica, las regiones subteloméricas son sumamente interesantes, ya
gue son ricas en genes y frecuentemente, se encuentran involucradas en rearreglos
cromosomicos. En este sentido, un importante nimero de desbalances subteloméricos
cripticos asociados a retraso mental han sido reportados en la literatura [26,28-29].

En el presente trabajo, se estudido a un total de 18 pacientes con RMI, utilizando
diferentes técnicas de hibridacion (CGH y FISH) con el objetivo de detectar alteraciones
subteloméricas.

Los estudios realizados por medio de CGH, revelaron una pérdida de la region
subtelomérica del cromosoma 15 en uno de los pacientes, mientras que los estudios
realizados con FISH para las regiones subteloméricas, detectaron una translocacion
criptica no balanceada de la region subtelomérica 10p/17p (46 XX,der
(10)t(10;17)(p15.3; p13.3), en otro de los pacientes. En ambos casos lo padres
resultaron normales al ser analizados mediante bandeo GTG (>500 bandas) y CGH,
por lo que se determind que ambos rearreglos fueron de novo. Por otra parte es
importante mencionar, que la técnica de FISH es la prueba por excelencia para
detectar cambios en el nUmero de copias, rearreglos balanceados y no balanceados,
probando ser eficiente para este estudio en particular. Por otra parte, la técnica de CGH
mostro tener el potencial para identificar aberraciones que son dificilmente detectadas
por otras técnicas. Sin embargo cabe destacar que la translocacion no balanceada
encontrada en uno de los pacientes no fue detectada mediante de la técnica de CGH.

Sugiriendo que las regiones involucradas en el rearreglo son menores a 5 Mb.



Ademas, con el objetivo de delimitar la regién perdida del cromosoma 15 que se
encontré por medio de la técnica de CGH, se aplic6 la sonda subtelomérica para esta
region, sin embargo, la pérdida no pudo ser confirmada con dicha sonda. Este
resultado no contradice lo encontrado por medio de CGH, ya que la sonda
subtelomérica TelVysion 15q Spectrum Orange se hibridé en una region subtelomérica
distinta (15926.1) a la afectada en el paciente (15926.2-26.3) [43,46].

Otro aspecto importante es que la frecuencia detectada en este estudio (11.11%) fue
mayor a la frecuencia reportada en la literatura (5-10%) [9, 11]. Esto es atribuido a los
criterios de seleccion que fueron tomados para la seleccion de los pacientes en nuestro
trabajo. En este sentido, el utilizar criterios bien establecidos para seleccionar a los
pacientes ha demostrado tener una mayor eficiencia para encontrar este tipo de
rearreglos [9, 11, 53].

La pérdida de segmentos que involucran la regiéon terminal del cromosoma 15q son
muy poco frecuentes, reportandose hasta hoy, solo doce casos con pérdidas distal de
esta region [36-38]. Alrededor de 60 genes han sido asociados a la regién 15q 26.2-
26.3 y podrian estar involucrados en la etiologia del retraso mental. Se ha demostrado
gue las pérdidas terminales en esta region, frecuentemente involucran la pérdida de un
alelo del gen para el receptor del factor de crecimiento parecido a la insulina tipo 1
(IGF1R) [43].

El IGF1R es una proteina transmembranal de tipo tirosina-cinasa que es indispensable
para el control del crecimiento celular, con fuertes implicaciones en el desarrollo del
sistema nervioso central [54]. En este sentido, se ha estudiado ampliamente la relacion
entre IGF1R y el crecimiento tanto prenatal como postnatal asociado a la pérdida distal
15g. Sin embargo, hasta el momento no se han obtenido resultados concluyentes. No
obstante, los pacientes que presentan la pérdida de la region distal 159 o cromosomas
15 en anillo, comunmente presentan retraso en el desarrollo [41-42, 54-56], sugiriendo,
gue la hemicigosis de este gen puede alterar diversas vias, provocando un crecimiento

anormal de los pacientes. Ademas, se ha propuesto que la pérdida de una copia del



gen IGF1R contribuye de forma importante en los problemas cardiacos que presentan
los pacientes con esta pérdida [54-56].

Para tratar de confirmar si la pérdida del cromosoma 15 encontrada en el paciente
incluye la region del gen IGF1R, se realiz6 un PCR tiempo final. Sin embargo, debido a
gue este gen se encuentra perdido solo en uno de los dos cromosomas afectados, los
resultados no fueron concluyentes por medio de esta metodologia. En este sentido es
importante destacar que, debido a que el IGF1R es de suma importancia para el
desarrollo, la pérdida de ambas copias del gen no es viable en la naturaleza [43]. Por
esto se propone como estrategia a sequir, realizar un PCR tiempo real (QPCR), para
medir las diferencias de cantidad de transcrito de este gen entre el paciente y un
control negativo (persona sin la pérdida). Por otra parte, en esta region del cromosoma
15, se localiza el gen Myocyte Enhancer Factor 2A (MEF2A), el cual ha sido postulado
como candidato para entender los defectos cardiacos que presentan los pacientes con
pérdidas de la region 15q [43]. Este gen codifica para una proteina reguladora de union
a DNA, encargada de promover la diferenciacion de las células precursoras del
mesodermo a mioblastos y, por lo tanto, es una proteina esencial para el desarrollo de
los miocitos cardiacos. Los miembros de la familia MEF2, se caracterizan por ser
potentes mediadores de la transcripcion, aunque recientemente se demostré que MEF2
se encuentra involucrado en la morfogénesis de neuronas, lo cual da la pauta para
sugerir que este gen regula procesos del desarrollo y, de esta manera, influir en el
retraso mental [43].

Adicionalmente, en esta region se determind la presencia del gen Carbohydrate
(Condroitin) Synthase 1(CHSY1), el cual codifica para la proteina condroitin sulfato.
Esta proteina es un glicosaminglicano que se expresa tanto en la superficie celular
como en la matriz extracelular. Las cadenas de los glicosaminglicanos pueden unirse
covalentemente a un gran numero de proteinas, regulando procesos biolégicos de gran

importancia como proliferacion, reconocimiento celular, morfogénesis, entre otras [43].



En diferentes estudios, se ha mostrado la importancia que estos genes tienen en
diversos procesos biologicos y durante el desarrollo [41-42, 54-56], por lo que se han
implicado en el retraso mental, en el retraso del desarrollo, asi como con problemas
cardiacos. Sin embargo, debemos recalcar que existen mas de 60 genes reportados
para esta region, de los cuales, en muchos casos se desconoce su funcién. Por lo
anterior, no podriamos afirmar cuél de ellos esta directamente implicado tanto en el
retraso mental como en las otras caracteristicas fenotipicas que presentan los
pacientes con estas pérdidas distales. Bajo esta perspectiva, debemos mencionar que
aun cuando no se ha podido delimitar con exactitud el tamafio de la pérdida (15q926.2-
26.3) que se detectd mediante CGH, el paciente coincide con muchas caracteristicas
gue han sido reportadas en los casos con este tipo de pérdidas distales [54-56]. Entre
los rasgos dismoérficos y problemas secundarios mas importantes que podemos
mencionar se encuentran: cara triangular, micrognatia, defectos cardiacos, retraso en el
desarrollo, retraso en el habla, hipotonia, manchas color café claro en la piel, retraso
mental, etc. [41, 54-56].

En el caso de la translocacion no balanceada que fue encontrada por medio de FISH
subtelomérico en otro de los pacientes, debemos recalcar que no ha sido reportado en
la literatura ningun caso clinico con este tipo de rearreglos subteloméricos entre el
cromosoma 10p y el cromosoma 17p. Sin embargo, podemos encontrar en la literatura
ejemplos de translocaciones no balanceadas, en las cuales se ven involucradas las
regiones subteloméricas de distintos cromosomas [48-49]. Las monosomias parciales
del cromosoma 10p han sido reportadas con frecuencia en la literatura [50]. Por lo que,
al comparar las caracteristicas fenotipicas del paciente con la translocacion, se pudo
observar la coincidencia de muchas caracteristicas reportadas en momosomia parcial
del 10p. Entre las caracteristicas mas importantes, podemos mencionar: retraso en el
desarrollo, RM, dismorfias craneofaciales, malformaciones congénitas, etc. Sin
embargo, nuestro paciente no presenta completamente la apariencia de los casos

reportados para monosomias parciales 10p. En este sentido, la presencia de otras



caracteristicas dismorficas asociadas, podrian ser atribuidas a la trisomia parcial del
cromosoma 17p. [48-52].

La sonda especifica que fue utilizada para este estudio, hibrida en la region
subtelomérica especifica 10p15.3 (locus Z9139). Esta region resulté ausente en el
paciente con la translocaciéon no balanceada, sin embargo, no podemos definir si las
regiones adyacentes a este locus se encuentran también perdidas. Cerca de 25 genes
han sido reportados para la region 10p15.3, de los cuales aun no se sabe cual de ellos
podria estar generando el RM, el retraso en el desarrollo, las dismorfias faciales, etc.
Por otra parte, debemos mencionar que la trisomia parcial del cromosoma 17p en el
paciente también es de suma importancia, ya que la regidén extra que se transloco a la
region perdida del cromosoma 10p, contienen una gran cantidad de genes que podrian
estar asociados al RM.

Estudios recientes [57] han demostrado que la formacion de este tipo de rarreglos
cromosomicos complejos (CCR), son mucho mas dificiles de entender de lo que se
pensaba. La mayor parte de las anormalidades cromosOmicas, son provocadas por
rearreglos simples que involucran dos o mas puntos de ruptura en uno o dos
cromosomas. Sin embargo, la arquitectura del genoma es muy compleja y los CCR han
sido asociados a regiones de repetidos cortos o “low-copy- repeat” (LCR) [57-59]. Los
LCRs se encuentran presentes en mas de una copia en el genoma, presentando un
tamafno aproximado de 1kb y un 90% de similitud de secuencia. Estas secuencias
predisponen la formacion de rearrreglos de DNA como duplicaciones, pérdidas o
translocaciones que son de gran importancia, ya que frecuentemente involucran
fragmentos de genes o genes completos. La region proximal del brazo corto del
cromosoma 17 ha sido asociada con una gran variedad de aberraciones cromosomicas
recurrentes, que son el resultado de recombinaciones homoélogas no alélicas entre los
multiples LCRs que han sido reportados para este cromosoma. Entre los LCRs mas
estudiados del cromosoma 17p que provocan este tipo de recombinaciones homologas

no alélicas, encontramos desordenes genéticos como el sindrome Charcot-Marie-Tooth



tipo 1A, la neuropatia heredable, el sindrome de Smith-Magenis, asi como el sindrome
de Potocki-Lupski asociado a una duplicaciéon de la region 17p11.2 [57-59].

Vissers y sus colaboradores (2007), reportaron dos casos de rearreglos complejos en
los cuales se encontr6 implicada la region del subtelémero del cromosoma 17p,
observando la presencia de LCRs en los puntos de ruptura de los CCR. Contribuyendo
de forma importante al darnos un posible mecanismo por medio del cual se puede
genera este tipo de CCR [57-59].

La sonda utilizada para estudiar la region subtelomérica 17p, hibrida en el locus
especifico 282M16/SP6, el cual corresponde a la region 17p13.3. En esta region se
encuentran localizados alrededor de 107 genes, entre los cuales cabe destacar, la gran
cantidad de genes para receptores olfatorios (OR) que se encuentran ubicados en el
subtelomero de este cromosoma [59-60]. Los OR pertenecen a la superfamilia de
proteinas transmembranales denominadas proteinas G y representan una de las
familias de multigenes mas grandes en el genoma de vertebrados. Cabe destacar que
el nimero de genes de OR varia ampliamente entre especies, aumentando o
disminuyendo el nimero de genes de forma paralela con el sentido del olfato en cada
especie. Los genes OR de mamiferos se encuentran ampliamente distribuidos a lo
largo de los cromosomas, encontrandose en todos los cromosomas, exceptuando el
20yel Y [61].

Se ha reportado en la literatura que estas regiones OR, frecuentemente estan
involucrados en apareamientos desiguales, promoviendo translocaciones entre
distintas regiones del genoma. [60-61].

Por otra parte, es importante mencionar, que los casos de trisomias parciales
subteloméricas del cromosoma 17p siempre involucran rearreglos complejos con otros
cromosomas, por lo que no se sabe con exactitud cuales son las caracteristicas
fenotipicas que provoca un evento de este tipo. Sin embargo, podemos mencionar
algunas caracteristicas encontradas en pacientes [57-58] que coinciden con nuestro

caso, como son: clinodactilia, anormalidades en pabellon auricular, facies asimétricas



discretas, fontanela anterior anormal, hemangiomas en rostro, entre otras. Este tipo de
rearreglos subteloméricos cripticos desbalanceados que generan aneuploidias y
desbalances en la dosis génica, representan un numero importante de casos de RM
asociado con malformaciones congénitas [57].

Por otra parte, en este trabajo se pudo corroborar la utilidad de las metodologias
utilizadas, observando que ambas se complementan, proporcionando un analisis
mucho mas detallado y preciso de rearreglos cripticos subteloméricos que no pudieron
ser detectados por medio de citogenética convencional (bandas GTG ).

Por ultimo, es importante mencionar, que en cuanto a la funcion y consecuencias de
los genes que se encuentran involucrados en pérdidas, duplicaciones o rearreglos
complejos encontrados en pacientes con RM, falta mucho por estudiar. En este sentido,
un gran numero de investigadores [62-63] han comenzado a estudiar en el cerebro, los
mecanismos por medio de los cuales determinados genes implicados en el desarrollo
tanto de neuronas como directamente en desordenes neurolégicos o RM, son
modulados por la ausencia o presencia de ciertas moléculas en el cerebro. Algunos de
los mecanismos propuestos hasta el momento involucran la presencia de RNAs
pequefios 0 microRNAs, los cuales llevan a cabo funciones de regulacion en el
desarrollo de patogenias o desordenes neuroldgicos en el cerebro humano,
especialmente durante el desarrollo neuronal [62-63]. Por otra parte, es importante
mencionar, que aun cuando solo el 1.2% del genoma de mamiferos codifica para
proteinas, la mayor parte del genoma se transcribe, generando de esta manera
patrones complejos de transcritos entrelazados y sobrelapados denominados RNAs no
codificantes (ncRNA) [63]. Mercer y colaboradores en el 2007 [63], identificaron 849
transcritos (ncRNA) con poca 0 ninguna capacidad de codificar para proteinas,
expresandose especificamente en distintas regiones del cerebro del raton adulto [64].
En este sentido, los desordenes neurolégicos en el cerebro humano asi como
enfermedades o sindromes que involucran un inadecuado funcionamiento del cerebro

son sumamente complejos y se requiere de la intervencion de mudltiples disciplinas



cientificas que contribuyan a entender los mecanismos por medio de los cuales son

provocados o modulados durante el desarrollo y etapas posteriores.



11. Conclusiones.

l.-Las anormalidades cromosomicas como las pérdidas, duplicaciones vy
translocaciones cripticas de las regiones subteloméricas constituyen una de las
causas del RMI.

2.- La frecuencia de rearregelos subteloméricos encontrada en los pacientes
coincide con la reportada en la literatura.

3.- Ambas técnicas utilizadas en este trabajo probaron ser eficientes y
complementarias para la busqueda de rearreglos subteloméricos en pacientes con
RM.

4.- Las caracteristicas reportadas para los rearreglos encontrados en nuestros
pacientes coincidieron con las reportadas para pacientes con las mismas pérdidas
o translocaciones.

5.- Se reporta una nueva translocacion no balanceada entre las regiones

subteloméricas de los cromosomas 10p y 17p.



ABREVIATURAS

array-CGH. Microarreglos de hibridacién genémica comparada
CCR. Rearreglo Cromosémico Complejo

CGH. Hibridacién Genémica Comparada

CHSY1. Carbohydrate (Condroitin) Synthasel

FISH. Hibridacion in situ con Fluorescencia

HR-CGH. Hibridaciéon genémica comparada de alta resolucién
IGF1R: Receptor del Factor de Crecimiento Parecido a la Insulina tipo 1 (Insulin Growth
Factor 1 Receptor)

Q. Coeficiente Intelectual

ISIS. In Situ Imaging System

LCRs. Repetidos cortos (low copy repeats)

MAPH. Multplex amplification and probe hybridization

MEF2A. Myocyte Enhancer Factor 2A

MLPA. Multiplex ligation —dependent probe amplification

OR. Receptores Olfatorios

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

gPCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa tiempo real

RM. Retraso Mental

RMI. Retraso Mental Idiopatico

rpm. Revoluciones por minuto

Srpts. Secuencias subteloméricas repetidas

WCP. Whole chromosome paint
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