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Resumen

El sindrome del cromosoma 20 en anillo [S(r(20))] es una entidad genética
asociada a epilepsia refractaria electroclinica, con expresion variable de dismorfias
y discapacidad intelectual.

En el presente trabajo se estudioé una paciente con S(r(20)) que presentd epilepsia
refractaria y retraso psicomotor leve, la cual acudi6 al Servicio de Genética del
Hospital General de México. El objetivo fue establecer la correlacion de las



caracteristicas clinicas de la paciente con lo observado mediante las técnicas de
citogenética clasica y molecular.

Se realizo cultivo de linfocitos de la paciente y sus padres para obtener cariotipo.
En células de la paciente se realiz6 hibridacién in situ con fluorescencia (FISH)
tanto en linfocitos como en mucosa bucal.

El cariotipo en 25 metafases analizadas y el FISH en 100 metafases con sondas
para las regiones subteloméricas de los brazos p y g del cromosoma 20 resulté en
mosaicismo con 80 y 81% de 46,XX, r(20)(p13g13.3) y de 12 y 10% la linea
normal 46,XX respectivamente. Mientras que en 200 nlcleos de células de
mucosa bucal analizadas por FISH con las mismas sondas, se encontré que el
50% presenta el anillo y el 45% representan la linea normal. Los porcentajes
restantes estaban representados por células con monosomia por perdida del anillo
y un anillo doble, referidas como mosaicismo dindmico por la inestabilidad
caracteristica del anillo durante la division celular. La técnica de FISH delimito
hasta las secuencias subteloméricas hibridadas, que no habia perdida de material
en ambos brazos del cromosoma 20 que formad el anillo.

Las caracteristicas clinicas de la paciente se pueden relacionar con el porcentaje
de la linea con anillo, Gonzalez y colaboradores en 2004 sefialan que si el anillo
estad en mas del 50% de las células, se presenta un fenotipo severo. El porcentaje
de la linea con anillo varia en los diferentes tejidos; la inestabilidad estructural del
anillo durante las divisiones celulares produce constantes aneuploidias
secundarias que pueden causar falla en el crecimiento, principalmente en la
embriogénesis donde hay una alta tasa de division y esto influir en caracteristicas
fenotipicas de la paciente.

Como conclusiones tenemos que el S(r(20)) se diagnostica mediante estudio
citogenético, la técnica de FISH permite delimitar el tamafio de las deleciones
terminales con mayor precision que por bandeo GTG. Se requiere de estudios
adicionales para saber si el anillo es por fusion de repetidos teloméricos o si hay
alguna microdelecidbn que contenga genes que por hemicigocidad puedan
relacionarse con el fenotipo. Conocer la etiologia de la epilepsia refractaria en
estos pacientes sera de gran ayuda para que el médico proporcione
asesoramiento, tratamiento y seguimiento genético adecuados.



INTRODUCCION

1 Introduccién

1.1 Genética Humana

Las caracteristicas de un ser vivo estan determinadas por la interaccion del
conjunto Unico de sus genes con el ambiente, la genética es la ciencia que se
encarga de estudiar estas interacciones. Es importante en humanos no solo en el
sentido de su propia naturaleza, sino en la medicina.

Una buena proporcion de los problemas de salud tienen una causa genética. Se
estima, que al menos el 30% de las admisiones hospitalarias tienen un
componente genético. Se trata seguramente de una estimacion baja, ya que la
genética meédica ha avanzado rapidamente en los Ultimos afios y se han
descubierto cada vez mas predisposiciones genéticas a enfermedades que
anteriormente no se sospechaba que tuvieran un componente genético.

Las alteraciones genéticas de la salud pueden dividirse en tres grupos principales.
El primer grupo es el de las enfermedades hereditarias debidas a genes
anormales que se transmiten de una generacion a la siguiente como la fibrosis
quistica, la fenilcetonuria y las distrofias musculares. El segundo grupo es el de las
enfermedades genéticas somaticas, que se deben a la aparicion repentina de una
forma anormal de un gen en una parte del cuerpo. El cancer es el ejemplo mas
significativo de este tipo de enfermedades. Aunque los cambios sométicos no se
transmiten a la siguiente generacion, puede existir predisposicién a cancer debido
a la herencia de genes anormales de forma heterocigota. El tercer grupo es el de
las alteraciones cromosomicas, tales como el sindrome de Down o el del Maullido
de Gato, cuyas causas son anomalias heredadas en la estructura o niumero de
cromosomas.

Debido a que gran numero de enfermedades tienen como causa genes mutados
actualmente se utilizan técnicas genéticas moleculares para analizar estos genes
ya descritos, o bien aislar y caracterizar nuevos genes con la finalidad de
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INTRODUCCION

encontrar nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento y seguimiento de los
pacientes.

La genética médica en la actualidad, se ha convertido en una parte de la medicina
gendmica, que persigue la aplicacion del andlisis del genoma humano, incluyendo
el control de la expresion génica y la variacién entre los genes humanos. La
genética medica no solamente esta centrada en el paciente sino en toda su
familia, de ahi la importancia de una buena elaboracién de una historia familiar, ya
gue permite la determinacion de riesgo de padecimiento de la enfermedad
(Griffiths et al., 1993; Pierce 2009).

1.2 Citogenética

En las células el material genético se presenta en diferentes formas dependiendo
de la fase del ciclo celular en que se encuentre (fig.1), en interfase se presenta
dentro del nacleo celular en forma de cromatina, el DNA esta laxo acompafiado de
histonas, RNAs y proteinas necesarias para el metabolismo del DNA. El avance
de la citogenética se logré gracias a la técnica de cultivo de tejidos donde se pudo
detener el ciclo celular en fase de division (metafase), donde el material genético
alcanza el maximo grado de compactacién y se forman los cromosomas que
pueden ser observados al microscopio.
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Figura 1. Fases del ciclo celular. Tomado de Rojas et al., 2001.

Los cromosomas humanos son lineales, compuestos morfolégicamente por dos
brazos, uno corto “p”, uno largo “gq”, una regién central llamada centromero y
segmentos terminales llamados teldmeros que funcionan como estructura de
proteccion.

La citogenética es el estudio de la estructura, funcién y evolucion de los
cromosomas, ademas, esta area estudia el comportamiento cromosémico durante
las divisiones de células somaticas (mitosis) y germinales (meiosis). La
citogenética humana se enfoca en estudiar las alteraciones que ocurren durante
estos procesos de division y como se originan los cambios en nimero o estructura
cromosdémica, ya que estas modificaciones son causas de discapacidad
intelectual, malformaciones congénitas, cancer, infertilidad y aborto espontaneo.

Hacia mediados del siglo XX diversas publicaciones pretendian demostrar que la
especie humana contiene 48 cromosomas en sus células somaticas y muchas
mas basaban sus experiencias en dicha afirmacién que era universalmente
aceptada. Durante tres décadas la comunidad cientifica persever6 en esta

16



INTRODUCCION

creencia hasta que en 1956, Tjio y Levan reportaron que los humanos presentan
46 cromosomas, vistos en células embrionarias cultivadas, éste hallazgo fue
confirmado por Ford y Hamerton el mismo afio en células de testiculo.

El arresto mitdtico con colchicina y el uso de la solucidén hipotonica, facilitaron
enormemente el analisis microsclpico ya que permitian obtener preparaciones
celulares con mayor cantidad de metafases y con cromosomas menos
sobrepuestos entre si. Desde ese momento los hallazgos de patologias humanas
relacionadas a aberraciones cromosomicas, dejaron en claro la importancia de la
citogenética en la clinica médica. Como se menciond anteriormente, los
cromosomas pueden ser observados en la etapa de metafase de la division celular
ya sea en mitosis 0 meiosis. En el humano existen 23 pares de cromosomas, de
los cuales 22 son autosomas y un par es de cromosomas sexuales, XX en
mujeres y XY en varones. La clasificacion de los cromosomas se basa en tres
criterios: (1) tamafio de mayor a menor, (2) posicién del centrémero —metacéntrico,
submetaceéntrico y acrocéntrico- y (3) patron de bandeo especifico de cada
cromosoma, a este ordenamiento cromosoémico se le denomina cariotipo (fig.2), el
cual es una herramienta de diagndéstico muy importante en medicina y en genética
humana (Bickmore, 2001; Spurbeck et al., 2004). Para reportar un cariotipo, se
tiene un sistema de nomenclatura internacional.

La nomenclatura cromosémica humana tiene como objetivo referir de manera
inequivoca los hallazgos citogenéticos y moleculares de cada individuo y evitar
confusiones en la presentacién de resultados e informes de investigacion a la
comunidad cientifica internacional. Hoy conocidas como ISCN (International
System of Chromosome Nomenclature) esta basada en los resultados de varias
conferencias internacionales, la primera se llevé a cabo en Denver en 1960.

En la Conferencia de Paris, en 1971 quedaron establecidas las reglas de
nomenclatura citogenética basadas principalmente en el bandeo G. El avance de
las nuevas tecnologias moleculares han demandado modificaciones continuas que
llevaron a la ultima publicacion en 2009 donde se contempla la homenclatura para
el reporte de microarreglos (Shaffer et al., 2009).
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INTRODUCCION

Existen diferentes técnicas que producen patrones de bandeo especificos para
cada cromosoma, gracias a estas se pueden analizar las anomalias en niamero y
estructura cromosémica (Tabla 1).

Tabla 1. Técnicas de bandeo y sus caracteristicas.

Hacia fines de los afios 70 la técnica de bandeo G ya habia alcanzado un grado
de desarrollo suficiente de suma utilidad en la descripcion de anomalias
cromosdmicas. Se definieron diversos sindromes de deleciones y se destaco la
relacion patognomonica entre diversas translocaciones recurrentes y neoplasias
hematologicas. ElI mejoramiento de la técnica y la obtencién de bandas G en
cromosomas con alta resolucion (fig.3) en profase tardia o metafase temprana
permitio detectar anomalias cromosomicas sutiles que no eran observadas por las
técnicas clasicas, o que lo eran con mucha dificultad.

La técnica de bandeo G es el estandar para identificar cromosomas y para
analizar anormalidades numéricas y estructurales.

18
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Figura 2. Cariotipo normal masculino tratado con tripsina y tefiido con Giemsa (bandas
G). Tomado de Shaffer, 2005.

Los ideogramas de las bandas G han sido publicados y son puntos estandar de
referencia para el bandeo cromosémico (Shaffer et al., 2009). Las bandas G
generalmente se muestran en negro y las bandas R en blanco. El nUmero total de
bandas o resolucion en el cariotipo humano depende de la compactacion los
cromosomas (fig.3) (Bickmore, 2001; Spurbeck et al., 2004).
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Figura 3. Ideogramas de bandas G del cromosoma 11 humano con resolucion de
izquierda a derecha 350, 550 y 850 bandas por set haploide, que permite un analisis entre
10 y 5 Mb respectivamente. Tomado de Bickmore, 2001.

Para un diagndstico genético es necesario obtener un cariotipo con una resolucién
de al menos de 450 a 550 bandas por set haploide, ya que a mayor resolucién, los
cromosomas presentan un incremento en el nimero de bandas (Shaffer, 2005).

1.3 Anomalias cromosémicas

Las cromosomopatias corresponden a los padecimientos originados por
alteraciones de los cromosomas y se clasifican en dos grupos: las de tipo
numerico y las estructurales.

1.3.1 Anomalias Numéricas

Las anomalias cromosémicas numéricas pueden ser multiplos exactos o inexactos
del numero haploide (46,XX o 46,XY), los mdultiplos exactos son llamados
poliploidias, como la triploidia 69, XXX o la tetraploidia 92,XXYY. Los mdltiplos
inexactos se llaman aneuploidias, como la monosomia 45,X (sindrome de Turner)
o la trisomia 47,XX+21 (sindrome de Down). Al nuUmero normal de cromosomas se
le llama euploidia.

1.3.2 Anomalias Cromosomicas Estructurales

Las anomalias cromosomicas estructurales son producidas por diferentes factores
externos como la radiacién, farmacos, virus o internos por errores en el
metabolismo del DNA. Las alteraciones estructurales mas frecuentes son:
deleciones, duplicaciones, translocaciones, inversiones, inserciones,
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isocromosomas, anillos cromosdmicos, cromosomas dicéntricos, marcadores,
dobles minutos y rearreglos complejos.

Delecién: es la pérdida de un segmento del cromosoma, es intersticial si la
pérdida fue cercana al centromero o terminal si la pérdida ocurrié en la regién
distal del cromosoma. Tienen repercusiones fenotipicas ya que originan una
monosomia parcial. Ejemplo 46,XX,del(5)(p15.2) (sindrome del maullido de gato).

Duplicacién: Es la repeticion de un segmento cromosomico, es directa si el
fragmento duplicado posee la misma orientacion con respecto al centromero y si
se repite mas de una vez, es en "tandem". La duplicacion es invertida si el
segmento duplicado se coloca con una orientacibn opuesta al centrémero.
Originan una trisomia parcial. Ejemplo 46,XX,dup(3)(g25qter).

Translocaciéon: Es el intercambio de segmentos entre los brazos de los
cromosomas, es reciproca si no hay pérdida de material genético en los puntos de
intercambio. Si el intercambio ocurre entre cromosomas acroceéntricos se llama
translocacion Robertsoniana. Ejemplo rob(14;21)(q10;910).

Inversién: Se forma cuando un segmento cromosomico se rompe, se rota 180° y
se une al mismo cromosoma. Es paracéntrica cuando el segmento involucrado en
la inversion se encuentra en uno de los brazos por ejemplo 46,XY,inv(3)(p14p24).
La inversion se llama pericéntrica cuando los dos puntos de ruptura implicados
estan situados en lados opuestos del centrémero y la union invierte un segmento
cromosomico que incluye el centromero.

Insercién: Se produce por la delecion de un fragmento de un cromosoma y se
transfiere a una nueva posicibn en otro cromosoma, o en su homodlogo. El
segmento insertado puede situarse con su orientacion original o invertido con
respecto al centromero. Ejemplo 46,XY,ins(2)(p13931q34).

Cromosomas dicéntricos: son cromosomas que poseen dos centromeros, es
muy raro encontrarlos como anomalias constitutivas, ya que son inestables
durante la segregacion a menos que uno de los centrdmeros se inactive o que la
distancia intercentromérica sea muy corta y los dos centrémeros puedan segregar
hacia un mismo polo. Se han encontrado en las translocaciones Robertsonianas.
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Cromosomas en anillo: Un anillo se forma por una ruptura en cada brazo de un
cromosoma Yy reunion del segmento medio dando una estructura circular, los
extremos se pierden o forman un fragmento acéntrico. Son frecuentes en mosaico.
Ejemplo 46,XX,r(7)(p22936).

Isocromosoma: Se originan por la division transversal del centromero, lo que
ocasiona la pérdida completa de un brazo y la duplicacion del otro brazo
originando un cromosoma en “espejo”, causa monosomia y trisomia parcial. Un
ejemplo es el Sindrome de Turner con cariotipo 46,X,i(X)(q10qg10).

Marcadores: Son cromosomas con morfologia no identificada. Ejemplo 47,XX,
+mar.

Dobles minutos (DM): se presentan como fragmentos muy pequeiios y la
mayoria de las veces en parejas. Son acéntricos, por lo que su segregacion es
irregular y el niumero es muy variable. En el caso mas sencillo, representan
deleciones intersticiales. Cuando los DM se detectan en procesos malignos,
particularmente en tumores solidos, pueden indicar amplificacibn oncogénica
(Huret et al., 2000).

1.4 Citogenética Molecular

Hacia principios de la década de 1980 se desarrollaron metodologias de
hibridacion in situ DNA-DNA con marcaje radiactivo. Un avance importante en el
desarrollo de las técnicas de hibridacion in situ fue la deteccibn por métodos no
radiactivos, utilizando técnicas basadas en la inmunofluorescencia. Hacia fines de
los afios 80 y principios de los 90 los diferentes laboratorios en el mundo
comenzaron a utilizar métodos de hibridacion in situ fluorescentes (Fluorescence
in situ Hybridization, FISH) que aportan mayor precision en la deteccion de
alteraciones genéticas.

Las primeras técnicas utilizaban secuencias altamente repetidas organizadas en
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“tdndem”. Las diferencias significativas entre secuencias alfa-satélite de las
regiones pericentroméricas de diferentes cromosomas, hicieron posible alcanzar
una hibridacion lo suficientemente especifica para identificar a cada uno de los
cromosomas. Sin embargo, las secuencias alfoides del 13 y 21, conservan un
grado de homologia demasiado alto como para poder ser diferenciadas entre si.

El desarrollo de estas técnicas moleculares y su fusion con la citogenética clasica
dieron origen a la citogenética molecular, esta area de la genética permite detectar
e identificar rearreglos cripticos que no pueden ser observados por las técnicas
convencionales como el bandeo GTG de alta resolucion (Bejjani and Shaffer,
2008).

1.4.1 Hibridacién in situ con fluorescencia (FISH)

El método se basa en la desnaturalizacion (abrir la doble cadena de DNA con un
método fisico o quimico) de una molécula de DNA muestra o problema y una
molécula de DNA llamada sonda a la cual se le incorpora un fluorocromo. Estas
monohebras de la sonda, encuentran su complementaria en las monohebras
problema en condiciones de incubacion adecuadas, lo que se define como
hibridacion (Fig.4)

Después se hacen lavados para eliminar la hibridacion inespecifica vy
posteriormente se observan las sondas en el sitio en donde hubo hibridacién con
ayuda de un microscopio con fluorescencia. Cada vez que se realiza esta técnica,
es necesario utilizar una sonda control para asegurar que se llevdé a cabo la
hibridacién sin fallas.
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Figura 4. Principio de FISH, en ndcleo en interfase se observa un segmento de DNA de la
cromatina que hibrida con la sonda marcada, en un cromosoma, se muestra lo mismo.

Esta técnica se utiliza para detectar presencia o ausencia de genes, fragmentos
de DNA y para identificar material genético que no ha podido ser determinado por
técnicas de citogenética clasica, con una resolucién de 200 a 0.5 Kb. Una ventaja
gue ofrece esta técnica es que se puede realizar en células sin cultivar, sobre
nacleos en interfase (McNeil y Ried, 2000; Levsky y Singer, 2003; Speicher, 2005).

Los principales tipos de sondas se describen en la tabla 2 (McNeil y Ried, 2000;
Levsky y Singer, 2003; Speicher, 2005).
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Tabla 2. Tipos de sondas utilizadas en la técnica de FISH.

SONDAS PARA UN
LOCUS ESPECIFICO

SONDAS PARA
SECUENCIAS
REPETIDAS

SONDAS PARA
TINCION COMPLETA

Estas sondas se utilizan para detectar
genes especificos como: ELN, LIS,
TUPLE1.

Entre ellas estdn las sondas para
regiones subteloméricas.

Las sondas para secuencias repetidas
son de varios tipos: las que se
encuentran en los centromeros de los
cromosomas, las DNA [(-satélite para
cromosomas acroceéntricos, para
regiones centroméricas a-satelites, para
telomeros y para heterocromatina de
Yqgl2.

Son colecciones de sondas de
secuencia Unica, cada una de ellas
hibrida a lo largo de un cromosoma y lo
tifen completamente. No se utiliza en
interfase para diagnostico.
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En metafase se utilizan para detectar:
duplicaciones, translocaciones, anillos
cromosoémicos y marcadores
cromosomicos. También se  han
utiizado para comparar genomas de
diferentes especies.

1.4.2 FISH en Metafase

Ademas de identificar microdeleciones y microduplicaciones sobre los
cromosomas, se utiliza para identificar material extra de origen desconocido,
cromosomas marcadores y rearreglos cromosomico complejos (fig.5) (McNeil y
Ried, 2000; Levsky y Singer, 2003; Speicher, 2005).
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Figura 5. Metafase que muestra ambos cromosomas 20 normales, las sondas para las
regiones subtelomeéricas se presentan en color verde para el brazo “p” y en rojo para el
brazo “q".

1.4.3 FISH en Interfase

La principal ventaja de esta técnica es que no requiere de cultivo celular, por tanto
el resultado se obtiene en menos de 24 horas, ademas de que se pueden analizar
miles de células ya que no se requiere de aquellas que entraron a division y
llegaron a metafase. Se puede realizar en cualquier tipo de tejido como aquellos
incluidos en parafina (fig.6) (McNeil y Ried, 2000; Levsky y Singer, 2003; Speicher,
2005).

Figura 6. Célula en interfase de sangre periférica con sondas para las regiones
subteloméricas para el brazo “p” en color verde y en rojo para el brazo “q". Al haber solo
una sefial para cada regién indica monosomia.

2. Cromosomas en anillo

2.1 Generalidades de los anillos y su influencia sobre el fenotipo

Los cromosomas en anillo son una anomalia cromosOmica estructural, la
frecuencia de aparicion reportada es de 1 en 30,000 a 1 en 60,000 casos
presentados en estudios realizados en neonatos (Conlin et al., 2011). La presencia
de un anillo en un individuo puede ser de novo (99% de los casos) o heredado
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(Keagle y Gersen, 1999; McKinlag y Sutherland, 2004). Se han reportado anillos
de todos los cromosomas (Herva et al., 1977; Knijnenburg et al., 2007), los mas
comunes son los anillos de los cromosomas 13y 18 (Keagle y Gersen, 1999).

El primer reporte de sindrome del cromosoma en anillo fue descrito por Cote et al.,
1981, en ese estudio se observo un fenotipo recurrente en pacientes donde uno
de los 46 cromosomas es un anillo autosémico sin delecion aparente.

Se ha observado que el fenotipo en pacientes con el sindrome del anillo
autosémico varia considerablemente, ya que se observa desde retraso mental
moderado a severo con malformaciones congénitas y retraso en el crecimiento
hasta individuos aparentemente normales y fértiles.

Las causas de la variacion fenotipica en los pacientes con anillo autosémico son:

(1) El tamafio de la deleciébn en cada brazo, ya que un individuo con una
delecién parcial en un anillo cromosémico tendra caracteristicas clinicas
asociadas con una monosomia parcial (Keagle y Gersen, 1999).

(2) Inestabilidad del anillo. Los anillos sufren cambios estructurales o se puede
perder parte de su material genético, debido a la segregaciéon durante la
division celular o por intercambio de cromatides hermanas durante la
mitosis y como resultado de estos procesos las células hijas pueden tener
aneuploidias totales o parciales. Las lineas celulares originadas por este
mecanismo pueden no ser viables o sobrevivir contribuyendo de manera
desfavorable en el fenotipo, lo que se denomina como mosaicismo
dinamico.

(3) El porcentaje de células que tienen el anillo cuando este se presenta en
mosaico (Conlin et al., 2011) y la proporcién de este en los diferentes
tejidos (Kosztolanyi, 2009). Un mosaicismo verdadero se define como dos o
mas lineas celulares que derivan de un cigoto (Hall, 2005; Conlin et al.,
2011), a diferencia del mosaicismo dinamico, donde las diferentes lineas
gue estan presentes en el individuo son originadas a partir de la linea
celular que tiene el anillo.

(4) la viabilidad de las lineas anormales que se generen por la inestabilidad
del anillo, ya que la generacion continua de estas células afecta el
desarrollo del individuo.

Hay dos tipos de anillo asociados a fenotipo normal o a discapacidad intelectual
moderada, retraso en el crecimiento y ausencia de anormalidades mayores:
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() el anillo con una longitud casi completa que remplaza a un homélogo normal
con un cariotipo 46,XX,r(13)

(2) un anilo muy pequefio que contenga en su mayoria cromatina
pericentromeérica y que exista como un cromosoma supernumerario con un
cariotipo 47,XX,+r(13). Los individuos con este tipo de anillos pueden ser fértiles
(McKinlag y Sutherland, 2004). Existen anillos compuestos de uno o varios
cromosomas Yy pueden presentar mas de un centrémero. Ejemplo
46,XX,der(1)r(1;3)(p36.1923;9021927), sin embargo no discutiremos estos
rearreglos complejos.

Se pueden observar anillos de cromosomas sexuales sin embargo no presentan
las mismas caracteristicas que los anillos autosémicos.

2.2 Mecanismos de formacion de un cromosoma en anillo

La formacion de los anillos cromosémicos se debe a rupturas en ambos brazos de
un cromosoma Yy la fusion de los extremos del segmento que contiene el
centromero, esta fusion puede producir inversiones, deleciones o duplicaciones en
los teldmeros y regiones subteloméricas (Conlin et al., 2011). Los dos mecanismos
clasicos ocurren de la siguiente forma:

a) Por una ruptura intersticial en ambos brazos del cromosoma, los extremos
se pierden y el fragmento que tiene el centrdbmero se une en sus extremos
(fig.7a).

b) Por la fusiéon de los teldbmeros de un cromosoma o de dos cromatides

hermanas sin la aparente perdida de material genético (fig.7b) (Atkins et al.,
1972; Inue et al., 1997; Rossi et al., 2008).
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Figura 7. Formacion de un anillo cromosomico. a) por delecién intersticial en ambos
brazos, fusion de puntos de ruptura, de esto resulta el anillo y la formacion de un
segmento acéntrico. b) fusion de teldbmeros inestables. Adaptado de McKinlag vy
Sutherland, 2004.

La division transversal del centromero combinada con una union tipo “U” por una
ruptura y unién de los extremos de las cromatides hermanas. (fig.8) (Callen et al.,
1991).

Figura 8. Formacién de un anillo cromosémico por divisién transversal del centromero
(linea roja) y ruptura y union combinada para formar una figura tipo “U”; la flecha roja
indica la unién de los extremos (Adaptado de van der Veken et al., 2010).

No obstante, existen reportes en la literatura donde algunos autores proponen
diferentes mecanismos complejos de formacion para anillos cromosOmicos que
presentan duplicacion invertida asociada a delecion (McGinniss et al., 1992;
Knijnenburg et al., 2007; Rossi et al., 2008).

2.3 Inestabilidad de los anillos cromosémicos

Una caracteristica importante de los anillos es su inestabilidad debido a la pérdida
de linealidad del cromosoma, que trae como consecuencia alteraciones en la
replicacion, recombinacién, segregacioén e intercambio de croméatides hermanas.
Otra caracteristica citogenética que contribuye a la severidad de las alteraciones
fenotipicas es la disrupcion mecénica del anillo a lo largo de las divisiones
celulares

En la figura 9 se representa un anillo cromosomico de cromatide sencilla que
replica durante la interfase, en este pueden ocurrir intercambios de croméatides
hermanas (ICH). Estos intercambios favorecen la formacion de anillos dobles,
dicéntricos o concatenados. Los anillos con centrémeros multiples y los anillos
concatenados pueden estar orientados hacia polos opuestos durante la division
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celular, lo que origina la ruptura del anillo cromosémico en anafase con la
subsecuente generacion de nuevos anillos con duplicaciones o deleciones y
fragmentos, si los productos, anillos o fragmentos, no tienen centromero, se
pierden y pueden no observarse durante el analisis, incluso el anillo cromosémico
se puede perder completamente y generar la monosomia del cromosoma. Estos
eventos pueden generar varias “lineas celulares” por mosaicismo dinamico. Al no
haber ICH, la segregacién se resuelve como en la parte izquierda de esta figura
(McKinlag y Sutherland, 2004).

La relacién entre el tamafio del anillo y su estabilidad aun no es clara, en muchos
casos, anillos pequefios poseen mayor estabilidad que los grandes ya que los
anillos de menor tamafio tienen menos probabilidad de intercambiar cromatides
hermanas (Pinto et al., 2005).
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Replicacion

0 ICH 1 ICH 2 ICH

|
Separacion de L. .
P Intento de separacion de centrémeros

centromeros * *
Segregacion simétrica Anillo doble Anillo concatenado
Anillo doble roto Anillo roto

Figura 9. Replicacién y segregacion de un anillo cromosémico. Sin ICH (izquierda), un
ICH que origina un anillo doble (centro) y dos ICH que originan anillos concatenados
(derecha). Modificado de McKinlag y Sutherland, 2004.

2.4 Segregacion de los anillos en meiosis

En la gametogénesis de un paciente con anillo cromosémico la segregacion es 1:1
por disyuncién simétrica. Asi la mitad tendra cariotipo normal y la otra mitad
presentaria el anillo (fig. 10). Como se mencion6 anteriormente existen razones
para considerar que el anillo puede tener un incremento de riesgo por no
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disyuncién que resulta en una segregacion 2:0 (fig. 10) (McKinlag y Sutherland,
2004).

Si ocurre este evento con respecto a los cromosomas 13, 18 y 21 se podria formar
un individuo con una trisomia por anillo supernumerario. En la mayoria de los
casos los anillos se trasmiten por via materna, ya que se propone que la
espermatogénesis se puede ver comprometida por la presencia del anillo
ocasionando infertilidad.

Figura 10. Probabilidades de segregacién para anillos cromosémicos. a) meiosis con
segregacion simétrica. b) meiosis con segregacion 2:0. Modificado de McKinlag y
Sutherland, 2004.

3. Sindrome del cromosoma 20 en anillo [S(r(20))]

El S(r(20)) fue descrito por primera vez por Atkins y colaboradores en 1972, en un
paciente con problemas de desarrollo, crisis epilépticas y microcefalia. Los
pacientes generalmente presentan el anillo cromosémico en mosaico con lineas
anormales en porcentajes variables (Canevini et al., 1998; Nishiwaki et al., 2005;
Giardino et al., 2010), de acuerdo a un trabajo reportado por Gonzélez y
colaboradores (2004) un individuo se considera severamente afectado cuando
presenta signos caracteristicos de este sindrome y un porcentaje de mosaicismo
mayor al 50%, generalmente un bajo porcentaje de mosaico origina fenotipo leve.
Un individuo con fenotipo normal y con bajo porcentaje de mosaicismo puede
tener hijos afectados con el anillo cromosémico en alto porcentaje (Moore y Best,
2001).
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3.1 Caracteristicas fenotipicas del S(r(20))

Méas de 100 casos han sido reportados a nivel mundial (Daber et al., 2012), la
epilepsia es una caracteristica constante de este sindrome e inicia tipicamente a
edad temprana y en la gran mayoria de los casos es intratable. Se ha reportado
gue las convulsiones inician entre el primer afo de vida hasta los 17 afios de
edad. Las crisis convulsivas son parciales complejas regularmente y son
reportadas como alteraciones de conciencia con mirada fija, automatismo oral,
comportamientos automaticos inespecificos, sintomas motores focales y/o giros de
la cabeza. Algunos pacientes presentan periodos de temor intenso y a veces
estados prolongados de confusién que pueden durar minutos u horas, esto se
define como estatus no epiléptico. Las convulsiones generalizadas tonico clénicas
han sido reportadas en pocos estudios. (Back et al., 1989; Canevini et al., 1998;
Hosain, 2009).

3.1.1 Aprendizaje y Comportamiento

El aprendizaje es generalmente normal antes de la aparicion de las crisis
epilepticas, sin embargo, existe la posibilidad de deterioro mental si las
convulsiones son frecuentes. Algunos de estos individuos pueden tener
aprendizaje normal a pesar de tener periodos de epilepsia mal controlada mientras
gue otros pueden tener dificultades profundas de aprendizaje y necesitar ayuda en
todos los aspectos de la vida cotidiana. Los problemas de conducta pueden variar
siendo el mas leve poca concentracién hasta dificultades de atencién con altos
niveles de actividad. Las dificultades en el aprendizaje y comportamiento varian
con el tiempo y pueden empeorar con el incremento de las convulsiones.
(Gonzalez et al., 2004; Hosain, 2009).

3.1.2 Neuroclinica

Las malformaciones mayores o menores incluyendo las dismorfias faciales son
poco frecuentes o ausentes, La falta de rasgos dismorficos en pacientes con
epilepsia refractaria y la omision de estudios citogenéticos conduce a un
diagnéstico tardio. Se han publicado algunos casos de S(r(20)) con rasgos
dismorficos tales como microcefalia, hipotonia muscular, plagiocefalia, oclusiones
dentales anormales, micrognatia, orejas en forma de coliflor y fisuras palpebrales
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ascendentes o descendentes. Se han reportado en pocos casos anormalidades
renales y cardiacas (Ascurra et al., 2008; Hosain, 2009).

No existen rasgos electroencefalograficos caracteristicos para el S(r(20)) que lo
diferencien de otros sindromes con epilepsia refractaria. Los hallazgos clinicos y
electroencefalogréaficos en pacientes con S(r(20)) puede ser confundidos con el
sindrome de Lennox-Gastaut (SLG), ya que este se caracteriza por convulsiones
refractarias, sin embargo, en pacientes con S(r(20)) raramente se observan
convulsiones ténicas y atonicas que son propias del SLG. Asi mismo, pueden
compartir similitudes con el sindrome de Landau-Kleffner (SLK) que es otra
encefalopatia epiléptica, por tanto, el diagnéstico no puede ser obtenido o
supuesto Unicamente con un electroencefalograma (EEG). Ademas, en pacientes
con estatus epiléptico no convulsivo, los patrones de EEG alterados pueden estar
combinados con grandes porciones de actividad normal en el EEG, lo que hace
mas dificil el diagndstico. (Garcia et al., 2000; Hosain, 2009).

Aunque existen algunos rasgos clinicos caracteristicos y de EEG para el
diagnéstico del S(r(20)) reportados en la literatura, el diagnostico definitivo
requiere de analisis citogenético.

3.2 Manejo clinico

Las convulsiones en este sindrome son dificiles de controlar y hasta ahora no se
han hecho estudios comparativos entre los antiepilépticos de nueva generacion y
los usados comunmente. Actualmente ningun antiepiléptico parece tener mejores
efectos que otro, por tanto los pacientes estan expuestos con frecuencia a
multiples medicamentos antiepilépticos.

La epilepsia en el sindrome r(20) no es susceptible para cirugia de reseccion, ya
gue pocos pacientes han sido sometidos a la cirugia sin beneficio aparente. La
estimulacién del nervio vago es un tratamiento que de acuerdo a lo reportado en la
literatura ha dado un buen resultado en pocos casos. No hay informes publicados
sobre el uso de la dieta cetogénica en estos pacientes, sin embargo, su eficacia y
la seguridad esta bien establecida en el SLG.
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El prondstico a largo plazo del sindrome r(20) no se encuentra bien documentado,
si bien no es letal, al igual que en otras epilepsias refractarias existe riesgo de
complicaciones por la epilepsia, incluyendo el estatus epiléptico y la muerte subita.
El mejor manejo de esta entidad es tratar de controlar en la medida que sea
posible las convulsiones (Hosain, 2009).

3.3 Etiologia

Se ha descrito que la delecion en el brazo largo del cromosoma 20 (regién 20q13)
es la que da origen a la epilepsia (Stewart et al., 1979; Canevini et al., 1998;
Conlin et al., 2011). Hasta ahora se han descrito dos entidades relacionados con
delecion en 20q13:

a) La epilepsia nocturna del I6bulo frontal autosomica dominante

b) Las convulsiones neonatales familiares benignas
Los genes candidatos que han sido descritos como los responsables de las
manifestaciones clinicas del S(r(20)) se encuentran en 20p13 y 20q13.33 (fig.11)
(Koeptl et al., 2008; Traylor et al., 2010; Conlin et al., 2011). El mecanismo de

accion para cada gen se resume en la tabla 3 (www.genecards.org/;
ghr.nim.nih.gov/).
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Figura 11. Localizacion de los genes descritos como posibles responsables de las
caracteristicas clinicas del S(r(20)).

Tabla 3. Genes candidatos de las caracteristicas clinicas del S(r(20)) y su funcion
encontrada hasta el momento.

GEN

FUNCION

CHRNA4

Receptor
colinérgico
nicotinico
subunidad a4

KCNQ2

Canal de potasio
disparador de
voltaje subfamilia
KQT miembro 2

ARFGAP1

Factor de
ribosilacion de

Este gen codifica la subunidad a4 del receptor colinérgico nicotinico, el cual
fija acetilcolina que ocasiona la apertura de un canal conductor i6nico para
permitir la entrada de iones calcio, sodio y potasio a las neuronas. Si estos
iones entran en exceso generan sobreexcitacion neuronal lo cual se asocia
a convulsiones.

Este gen codifica una de las subunidades estructurales de un canal i6nico
de potasio llamado canal M. Este es un canal de activacion y desactivacion
lentas que desempefian un papel importante en la excitacién neuronal.

La proteina codificada por este gen activa una GTPasa que se asocia con
el aparato de Golgi e interactia con el factor 1 de ribosilacion de ADP
(ARF1). Esta proteina promueve la hidrélisis de ARF1 asociado a GTP y es
requerida para la disociacién de la capa proteica que se encuentra en las
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ADP asociado
con la proteina 1
activadora de
GTPasa

MYT1

Factor 1 de
transcripcion de
mielina

SOX12

Region Y
determinante del
sexo caja 12

DNAJC5

Homoélogo DNAJ
subfamilia C
miembro 5

EEF1A2

Factor 1 de
elongacion
subunidad a2

NTSR1

Receptor 1 de
neurotensina

membranas y vesiculas del aparato de Golgi. Dicha disociacion es
requerida para la fusibn de las vesiculas con sus cisternas. La
sobreexpresion induce la redistribucion del aparato de Golgi al reticulo
endoplasmatico donde ARF1 es inactivado.

La proteina codificada por este gen es miembro de una familia neuronal
especifica, se une a las regiones promotoras de proteolipidos del sistema
nervioso central y juega un papel importante en el desarrollo de las
neuronas y oligodendrocitos.

La proteina codificada por este gen es un factor de transcripcién que
pertenece a la familia de proteinas SOX. Esta proteina se expresa en
diferentes tejidos lo cual sugiere que actia en el mantenimiento y
diferenciacion de varios tipos de células.

Este gen es miembro de la familia de proteinas J. Estas participan en
muchos procesos celulares por regulacion de la actividad de ATPasa. La
proteina codificada por este gen interviene en el trafico y plegamiento
proteico. Se ha demostrado que tiene propiedades antineurodegenerativas,
esta relacionada con la fibrosis quistica y la enfermedad de Huntington. Se
ha propuesto que juega un papel importante en la funcion presinaptica.
Puede estar involucrada en la liberacion de neurotransmisores
dependientes de calcio hacia terminales nerviosas.

Este gen codifica una isoforma de la subunidad a del factor 1 de elongacion
que se encarga de la entrega de aminoacil-tRNAs al ribosoma durante la
sintesis de proteinas. La isoforma a2 es expresada en el cerebro, corazén y
musculo esquelético. La isoforma al es expresada en cerebro, placenta,
pulmén, higado, rifion y pancreas.

El receptor 1 de neurotensina pertenece a una superfamilia de receptores
asociados a proteinas G. Este gen regula diversas funciones de la
neurotensina como la hipotension, hiperglucemia, hipotermia y la regulacion
de la secrcién intestinal.

El cromosoma 20 contiene dos genes (CHRNA4 y KCNQ2) que estan asociados
con epilepsia, lo que conllevé a suponer que estos genes podrian ser candidatos
para las crisis epilépticas en S(r(20)). Aunque las mutaciones en CHRNA4 se han
asociado con la epilepsia autosdmica dominante nocturna del I6bulo frontal, las
familias con deleciones de este gen no manifiestan las caracteristicas fenotipicas
relacionadas con este sindrome. Las deleciones del gen KCNQ2 han sido
reportadas previamente en familias con convulsiones familiares neonatales
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benignas, sin embargo la ausencia del inicio de convulsiones neonatales en la
mayoria de los pacientes con S(r(20)) indica que estas deleciones no se asocian
con la aparicion de estas crisis.

Hay varios genes localizados en la regién subtelomérica del cromosoma 20 que
estan involucrados en el desarrollo y funcién cerebral, incluyendo SOX12, MYT1,
DNAJC5, EEF1A2 y NTSR1. Los pacientes con deleciones subteloméricas del
cromosoma 20 no siempre se presentan con convulsiones y existen reportes de
pacientes con deleciones que involucran estos genes, sin embargo la
haploinsuficiencia de estos parece que no juega un papel relevante en esta
etiologia (Conlin et al., 2011).

Estudios previos en cromosomas en anillo han demostrado que los genes cerca
de la fusion de este pueden alterar su expresion, probablemente debido a la
pérdida o ganancia de elementos de regulacion transcripcional en cis (Conlin et
al., 2011). El silenciamiento a través de un efecto de posicion del teldbmero ha sido
demostrado y se ha sugerido como una hipétesis para varias patologias, por tanto,
es posible que los genes cerca el punto de ruptura y fusién del anillo en los
pacientes con esta entidad, puedan haber alterado su expresion debido a este
efecto (Conlin et al., 2011). Esto puede explicar por qué los pacientes con
deleciones que no estan asociados con un anillo no se presentan con el mismo
fenotipo que los pacientes con S(r(20)). Son necesarios otros estudios sobre la
transcripcion de genes cercanos a los repetidos teloméricos de los anillos que
pueden ayudar a determinar si el efecto de posicion en el telomeros juega un
papel en esta etiologia.

3.4 Casos clinicos en México
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Solo hay un caso reportado en la literatura, fue descrito por Garcia y
colaboradores en el 2000, se trata de un paciente de 10 afios y 8 meses de edad
con desarrollo psicomotor normal, dismorfias menores, convulsiones tonico
clonicas y problemas de comportamiento. Se le realiz6 cariotipo en sangre
periférica, el analisis citogenético mostr0 que de 100 células analizadas 95
presentan el cromosoma 20 en anillo, dos presentan monosomia, una representa
la linea normal, se observo un anillo doble y un anillo pequefio. Mediante FISH
detectaron la perdida de las secuencias teloméricas en el anillo cromosémico.
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4. Justificacion

El sindrome del cromosoma 20 en anillo es una entidad genética poco estudiada
qgue se asocia a epilepsia resistente a tratamiento, con expresion variable de
dismorfias y discapacidad intelectual.

Para llegar al diagndstico definitivo de esta entidad, es necesario realizar cariotipo,
ya que el tipo de epilepsia se comparte con otros sindromes, el estudio detallado
de las regiones cromosémicas que se pierden al formarse el anillo podria permitir
la correlacidon de los genes involucrados y el fenotipo clinico.

Con la técnica de citogenética clasica de alta resolucion, se observan alteraciones
de un tamafio no menor de 5Mb, mientras que con la técnica de hibridacién in situ
con fluorescencia (FISH) proporciona una resolucion de hasta 0.5Kb lo cual nos
permite complementar el andlisis de la estructura del anillo y delimitar el material
genético que se encuentra presente o0 ausente que podria estar asociado al
fenotipo.

Este trabajo aportara informacion sobre el S(r(20)) ya que en poblacion mexicana
hasta ahora solo existe un reporte en la literatura, ademas el conocer la etiologia
de este padecimiento permite realizar un diagndstico, asesoramiento, tratamiento
y seguimiento adecuados.
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5. Objetivos
5.1 Objetivo General

Establecer la correlacion de las caracteristicas clinicas de la paciente con lo
observado en las técnicas de citogenética clasica y molecular.

5.2 Objetivos Particulares

Utilizar la técnica de FISH como herramienta de diagnostico como apoyo a las
técnicas de citogenética clasica.

Identificar mediante la técnica de FISH el material genético extra o ausente que
pueda influir en el fenotipo.

42



METODOS

6. Métodos
6.1 Caso clinico

Se estudié una paciente de 7 afios de edad que acudi6 a la consulta del Servicio
de Genética, es la segunda hija de padres sanos no consanguineos, al nacimiento
peso 3.12kg y midié 51cm. A la exploracion la paciente no presenté dismorfias
faciales, ni malformaciones congénitas mayores, presento desarrollo normal desde
el nacimiento hasta los cuatro afios de edad, momento en el que inicia con crisis
parciales complejas. A los 6 afios presenta retraso en el desarrollo psicomotor, en
dos ocasiones estatus epiléptico mioclonico generalizado y es llevada a coma
barbitdrico, se trat6 con metilprednisolona, corticotropina, dieta cetogénica,
multiples antiepilépticos y fue refractaria a todos los tratamientos, actualmente
utiliza un estimulador del nervio vago.

6.2 Siembra

La muestra de sangre periférica de la paciente y sus padres fue obtenida en tubo
con heparina de sodio, se sembr6é en campana de flujo laminar en condiciones de
esterilidad en tubos de 15ml estériles que contenian 5ml medio de cultivo RPMI
1640 (GIBCO®), se agregaron 100ul de fitohemaglutinina M FORM (GIBCO®) y
se agregaron 10 gotas de sangre. Se colocaron en una estufa (NAPCO®) a 37°C
por 72 h.

6.3 Cosecha

Después de 72 hrs de incubacion se agregaron 25upl de colchicina 0.02%
(Sigma®) para detener la division celular en metafase, se homogenizaron los
tubos y se incubaron 30 min a 37°C, posterior a este tiempo se centrifugaron los
tubos 10 min a 400 g. Se elimind el sobrenadante y se resuspendié en vortex el
botdn celular. Se agregd a cada tubo 10ml solucion hipoténica KCI 0.075M a 37°C,
se homogenizaron y se colocaron en la estufa a 37°C por 30 min. Posteriormente
se agreg6 1ml de fijador Carnoy (metanol y acido acético 3:1 J.T Baker®) fresco y
frio, se homogenizaron los tubos y se centrifugaron 10 min a 400 g. Se decanté el
sobrenadante, se resuspendio el boton celular en 10 ml del fijador en agitacion
constante. A continuacién se centrifugd en las mismas condiciones y se
resuspendio en fijador tantas veces como fue necesario hasta obtener el
sobrenadante transparente el paquete celular blanco.
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6.4 Elaboracion de laminas

Para realizar las laminillas se resuspendio6 el paquete celular en 0.5 ml de fijador y
se gotearon 30ul de la muestra sobre una laminilla limpia y rotulada con el nUmero
de caso. Se observaron las laminas en un microscopio de contraste de fases para
su evaluacion. Las laminas seleccionadas se maduraron a 37°C por 5 dias.

6.5 Técnica de bandas G

En un vaso coplin con 50ml solucién amortiguadora de fosfatos ph 7.2 (Gurr) con
0.005g de tripsina (Gibco®) se sumergio la laminilla de 8 a 10 segundos, se
transfirid la laminilla a otro coplin con 50ml de solucién Gurr ph 7.2 para la
posterior tincién. Se tifid la laminilla en una soluciéon Wright (40ml de solucién de
fosfatos ph 6.8 (Gibco®) y 10ml de Wright (Merck®)) 1 min y en una Solucién
Giemsa (40ml de la solucion de fosfatos ph 6.8 (Gibco®) y 10ml de colorante
Giemsa (Merck®)) 2 min. Posteriormente la laminilla se enjuagd con agua, se dejé
secar y se montd con resina (Entellan®). Se analizé en un microscopio de campo
claro.

6.6 Obtencion de muestra de mucosa bucal

La paciente después de enjuagarse la boca, con un abate lenguas se raspo el
interior de la mejilla, los restos celulares se dejaron caer en un tubo de 15ml con
solucion fisiologica, se etiquetd y el tubo se centrifugé por 5 minutos a 600g. Se
retir6 el sobrenadante y el paquete celular se resuspendi6 en 3ml de
Tripsina/EDTA (Gibco®) y se incub6 a 37°C por 30min, transcurrido este tiempo
se centrifugd en las mismas condiciones, se retir6 el sobrenadante y se
resuspendid con 8ml de solucién hipotonica KCI 0.075M (J.T Baker®) y se
mantuvo a 37°C durante 30 minutos, al cabo de los cuales se centrifugd
nuevamente, se deshechd el sobrenadante y se resuspendié en fijador Carnoy
(metanol y acido acético 3:1 J.T Baker®) fresco y frio y se gote6 en un
portaobjetos limpio.

6.7 Técnica de FISH

Se maduré la laminilla con el material celular en una solucién 2X SSC (5ml de 20X
SSC (Vysis™) y 45ml de agua bidestilada) a 37°C por 30 minutos. En seguida se
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deshidratd en series de etanol 70%, 85% y 100% y se dejé secar. Se selecciono el
area para colocar la sonda al microscopio, se colocaron 5ul en ésta de la mezcla
#15 de ToTelVysion™, que contenia las sondas 20PTEL18 (D20S1157) en color
verde para la regién subtelomérica del brazo corto del cromosoma 20 y 20QTEL14
en color naranja para el subteldmero del brazo q y se puso el cubreobjetos limpio
de 22 x 22 mm y se sellaron con cemento plastico (IRIS®). Esta laminilla se
colocé en el HyBrite para la codesnaturalizacion del material celular y la sonda por
2 min a 71°C y se dejo en camara humeda protegida de la luz a 37°C por 16 a 20
horas.

6.8 Lavados Post Hibridacion

Al dia siguiente, se removio con cuidado el sellador y se retird el cubreobjetos, la
laminilla se lavé en 50ml de SSC 0.4X/NP-40 al 0.3% (Vysis Inc™) a 73°C por 2
min y posteriormente en 50ml de SSC 2X/NP-40 al 0.1% a temperatura ambiente
en un tiempo no mayor a un 1 min. Se dej6 secar la laminilla al aire en la
oscuridad y después se agregaron 8ul de DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol)/Antifade (VECTOR™), se colocO un cubreobjetos de 22 x 22 mm y se
sellé con cemento plastico (IRIS®) para su andlisis en un microscopio con
epifluorescencia (BX60 Olympus™), con los filtros (Chroma™).

6.9 Criterios de Andlisis para FISH

Para el analisis de las muestras se siguieron los siguientes lineamientos:

1. Se excluyeron nucleos sobrelapados y con bordes indefinidos.

2. De acuerdo con los criterios de Martin & Rademaker (1995) dos sefales de un
mismo color separadas por una distancia menor al diametro de una de las
sefales fue registrada como una sefal, esto indica que la sonda pudo
romperse.

3. Se consideraron como dos sefiales de una misma sonda (disomia) sélo cuando
los dominios de las sefiales eran de igual intensidad y estaban separadas por
una distancia minima igual o mayor al didmetro de la sefial.

4. La ausencia de sefal de una sonda fue considerada como monosomia para
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ese cromosoma cuando la sonda control tenia dos sefales (diploide).

5. Una célula fue considerada diploide cuando tenia dos sefiales de cada una de
las sondas utilizadas.
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7. Resultados

7.1 Clinica

En el siguiente cuadro comparativo se reportan las caracteristicas clinicas del
paciente con el S(r(20)) y las reportadas en la literatura (tabla 4).

Tabla 4. Cuadro comparativo del cuadro clinico del paciente con el cuadro clinico del

S(r(20)).

Caracteristicas fenotipicas
reportadas en el S(r(20))*

PACIENTE

Microcefalia
Hipotonia muscular
Plagiocefalia

Oclusiones dentales
anormales

Micrognatia
Orejas en forma de coliflor
Anomalias renales
Anomalias cardiacas
Retraso en el desarrollo
Discapacidad intelectual
Convulsiones
Trastornos conductuales
Mioclonias

Epilepsia refractaria a
tratamientos

*(Back et al., 1989; Garcia et al., 2000; Hosain 2009)
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7.2 Citogenética
En las 25 metafases analizadas con bandas G se encontraron 20 (80%) con el

cromosoma 20 en anillo, 2 (8%) presentaron monosomia y 3 (12%) fueron
normales.

El resultado se reporté de acuerdo a los lineamientos del International System for
Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) (Shaffer et al., 2009):

mos 46,XX,r(20)(p13q13.3)[20]/45,XX,-20[2]/46,XX[3]

En la siguiente figura se presenta la imagen de una metafase con un cromosoma
20 en anillo.
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Figura 12. Metafase que muestra un cromosoma 20 normal y su homélogo en anillo.

El andlisis por FISH en 100 metafases de sangre periférica con las sondas
subteloméricas para el cromosoma 20 revelé que el 81% presenta el cromosoma
20 en anillo, 8% presenta monosomia, 10% representan la linea normal y se
observd un anillo doble (fig 13B), estas dos ultimas lineas son derivadas de la
linea con anillo por mosaicismo dinamico. El doble anillo no fue incluido en el
reporte ya que no cumple con los criterios para ser considerado una linea celular
(Shaffer et al., 2009). En todas las metafases analizadas se encontraron presentes
las secuencias subteloméricas, incluyendo el anillo como se muestra en las figuras
13A,ByC.

ish 46,XX,r(20)(D20S1157+,20QTEL14+)[81]/ 45,XX,-20(D20S1157-,20QTEL14-)
[8]/46,XX(D20S1157,20QTEL14)x2[10]

A
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Figura 13. Célula en metafase que muestra en “A” un cromosoma 20 normal y su
homologo en anillo. En “B” un cromosoma 20 normal y un anillo doble del cromosoma 20.
En “C” ambos cromosomas 20 normales. Las regiones subteloméricas se presentan en
color verde para el brazo “p” y en color rojo para el brazo “q”
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Con la finalidad de observar el porcentaje de mosaicismo en otro tejido, se utilizé
FISH con las mismas sondas en células de mucosa bucal. Se analizaron 200
células en interfase de las cuales 11 (5.5%) presentan monosomia del cromosoma
20, 89 (44.5%) representan la linea normal y 100 presentan el anillo (50%). Las
regiones subteloméricas estuvieron presentes se reporto:

nucish(D20S1157,20QTEL14)x2(D20S1157con20QTEL14)x1[100]/

(D20S1157,20QTEL14)x1[11]/(D20S1157,20QTEL14)x2[89]

Figura 14. Célula en interfase que muestra en “A” un cromosoma 20 normal y su
homologo en anillo, en “B” monosomia del cromosoma 20 y en “C" ambos cromosomas
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20 normales, las regiones subteloméricas se presentan en color verde para el brazo “p” vy
en color rojo para el brazo “q".

Tabla 5. Porcentajes de las lineas celulares observadas en cariotipo y FISH.

CARIOTIPO FISH FISH
Linea Celular S.P S.P M.B
46,XX,r(20)(p139g13.3) 20(80%) 81% 100(50%)
46,XX,dic r(20;20) - 1% -
45,XX-20 2(8%) 8% 11(5%)
46,XX 3(12%) 10% 89(45%)
Total 25 100 200

M.B mucosa bucal; S.P sangre periférica.

El cariotipo del padre fue 46,XY,9ph y el de la madre fue 46,XX. El estudio de
FISH en sangre periférica en 100 metafases utilizando las sondas subteloméricas
para el cromosoma 20 fue normal.
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8. Discusion

Los cromosomas en anillo se forman a partir de rupturas teloméricas o
subteloméricas que originan una estructura cromosOmica circular. Este evento
puede producir deleciones terminales en los brazos que implican la pérdida de
telémeros y subtelomeros.

Se conocen anillos de todos los cromosomas, sin embargo, los anillos
autosémicos comparten un espectro comun de rasgos dismorficos, deterioro de
habilidades cognitivas y trastornos convulsivos. El sindrome del cromosoma 20 en
anillo S(r(20)) se caracteriza por la aparicion de crisis parciales complejas
frecuentes durante la infancia, con expresién variable de dismorfias y discapacidad
intelectual. Las convulsiones son refractarias al tratamiento ocasionando retraso
psicomotor y discapacidad intelectual.

La etiologia de las convulsiones sigue siendo desconocida. De los casos
reportados hasta ahora, la mayoria son esporadicos y presentan mosaicismo para
el cromosoma en anillo. Actualmente, sélo tres casos familiares con S(r(20)) han
sido reportados. Los tres heredados por via materna. En el primero una madre
clinicamente sana transmitio el anillo a dos hermanos (Back et al., 1989), el
segundo donde la madre si presentd alteraciones fenotipicas y lo heredo a dos
hermanos (Herrgard et al., 2006) y el Gltimo donde el propdésito hereda el anillo y la
madre estaba afectada (Canevini et al., 1998). El caso de estudio el anillo se
presento de novo.

Existen reportes en la literatura donde el inicio de las convulsiones se correlaciona
con la proporcion de células con anillo y se considera que con una proporcion
mayor a 50% de esta linea correlaciona con un fenotipo severo (Gonzalez, et. al.
2004). En la paciente aqui reportada, la linea celular del anillo se encontré en 80%
y la linea normal en 12%, mientras que el FISH revelo en 81% y 10%
respectivamente. Los demas hallazgos citogenéticos como la linea con
monosomia y el doble anillo encontrados en el andlisis por FISH, son derivados
del mosaicismo dinamico por la inestabilidad que presentan los anillos. Debido a
esta caracteristica que se presenta durante la division celular, nos interesaba
analizar otro tejido y por ser un método de obtencion de muestra no invasivo fue
elegida la mucosa bucal, sin embargo el patron de sefiales por FISH revelé que
50% de las células presentaron el anillo y 45% presentan la linea normal, por tanto
el porcentaje encontrado en la paciente es de inicio temprano (inicio a los 4 afios
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de edad) y correlaciona con un fenotipo severo dada la dificultad para el control de
las crisis epilépticas. Como ya se menciondé se encontr6 80% del anillo en
linfocitos y 50% en células de mucosa bucal lo que corrobora que el mosaicismo
puede variar entre los tejidos.

Otra de las razones que sustenta la influencia del mosaicismo en el fenotipo es la
inestabilidad estructural del anillo durante las divisiones celulares, ya que se
producen aneuploidias secundarias que pueden causar falla en el crecimiento
principalmente en la embriogénesis donde hay una alta tasa de division celular, las
células aneuploides originadas por esta proliferacion degeneran y reducen el
desarrollo adecuado del embridn, lo que puede resultar en las caracteristicas
fenotipicas de la paciente (Kosztolanyi, 2009). Es dificil saber qué proporcion se
encuentra en el sistema nervioso para poder establecer una correlacion de la
severidad del fenotipo con la proporcion de la linea con anillo en este tejido.

Aunque la paciente no present6 las dismorfias relacionadas con este sindrome
como se mostro en la tabla 4, si el hallazgo mas frecuente de esta entidad que es
la epilepsia refractaria, ademas de retraso en el desarrollo.

Mediante la técnica de FISH se analizaron las regiones subteloméricas del
cromosoma 20, permitié acotar que los genes propuestos que pueden influir en el
fenotipo de esta entidad estan presentes, debido a que las sondas se localizan
hacia la regién telomérica donde se encuentras estos /oci.

Se han propuesto varias hipotesis para esclarecer los mecanismos que originan el
desorden convulsivo del S(r(20)). Una de estas propone la microdelecion de los
genes CHRNA4 y KCNQ?Z2 localizados en 20g13.33 estos estan relacionados con
epilepsia, (Conlin et al., 2011). Sin embargo esto se descarta por que en la
paciente estos genes se encuentran presentes fig. 15.
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Figura 15. Genes cubiertos por las sondas subteloméricas.

Otra hipdtesis es el silenciamiento de estos a través de un efecto de posicion del
teldmero, ya que los genes que se encuentran proximos al punto de fusion del
anillo podrian alterar su expresion por la pérdida o ganancia de elementos de
regulacion transcripcional en cis. En esta paciente es necesario realizar estudios
gue indiguen si se estan expresando 0 no.

Por lo tanto de las hipétesis antes mencionadas que influyen en el fenotipo de la
paciente, la mas probable es el porcentaje de la linea con el anillo ya que esta
presente en 50% de mucosa bucal y en 80 % en las metafases analizadas por
FISH.

9. Conclusiones

El andlisis citogenético se requiere para el diagnéstico del S(r(20)) ya que hay
otras dos encefalopatias que cursan con algunos sintomas similares, lo que
permite el diagnostico diferencial con el sindrome de Lennox-Gastaut (SLG) y el
de Landau-Kleffner (SLK).

La técnica de FISH permitio delimitar el tamafio de la delecidbn con mayor precision
gue las bandas GTG, no se detect6 en el anillo perdida de material genético con
las sondas subteloméricas utilizadas.

Los genes CHRNA4 y KCNQZ2 candidatos para epilepsia refractaria estan
presentes en el anillo de este paciente.
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En la base de datos de 2009, existen algunos genes mas cercanos al telomero
gue la sonda y no se pudo detectar la presencia o ausencia de estos. Por tanto no
se descarta que fuera una fusion telomero-telémero sin pérdida de estos genes.

La hipotesis mas probable para establecer el mecanismo que origina el fenotipo en
la paciente es el porcentaje de la linea del anillo.

10. Perspectivas

En este caso para determinar si las caracteristicas fenotipicas son causadas por
algin mecanismo epigenético que altere la expresion de algun gen por efecto de
posicion son necesarios estudios adicionales.

El realizar la técnica de microarreglos de alta densidad permitira detectar
microdelecion de genes que se encuentran después la sonda subtelomérica

utilizada en el estudio de FISH hacia el telomero.

Es necesario hibridar con sonda pantelomérica para descartar si las regiones
teloméricas estan ausentes.
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