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RESUMEN

Introduccidon: Las anomalias cromosdémicas estructurales no balanceadas tienen una
incidencia aproximada de 1 en 1,100 recién nacidos vivos y resultan de rupturas
cromosémicas o entrecruzamiento desigual, éstas pueden ocasionar enfermedad debido a
trisomia y/o monosomia de segmentos cromosdmicos y pueden ser eventos de novo o ser
heredadas de padres portadores de rearreglos balanceados. A la fecha, existen 9 reportes
de t(1;3) con distintos puntos de ruptura, resultando en su mayoria en casos con en
trisomia parcial 1g y monosomia parcial 3p. Cada una de estas anomalias en forma
individual da lugar a un sindrome. El sindrome por deleciéon 3p (OMIM 613792) es un
sindrome de genes contiguos caracterizado por retraso en el crecimiento y desarrollo
psicomotor, dismorfias y cardiopatia. Existen aproximadamente 40 reportes en la
literatura de trisomia parcial 1q, en la mayoria de los casos se encuentra asociada a una
monosomia parcial de otro cromosoma, con unos cuantos pacientes de forma pura o
aislada, lo que ha dificultado la correlacién fenotipo-genotipo. Objetivo principal:
Describir clinica, citogenética y molecularmente a un individuo con trisomia 1q vy
monosomia 3p de una familia con t(1;3). Justificacion: En los casos en que las alteraciones
se relacionan con aberraciones cromosdmicas desbalanceadas es importante descartar
gue estén asociadas a alteraciones equilibradas en los padres. El estudio de esta familia
con t(1;3) y su comparacion con otros casos descritos en la literatura aportard
informacién acerca de las caracteristicas fenotipicas correspondientes a cada anomalia
cromosomica. Material y métodos: Se realizé estudio clinico, citogenético (Cariotipo con
técnica de bandas GTG y FISH utilizando la mezcla 3 de las sondas ToTelVysion de Vysis-
Abbott®) y molecular (Mapeo genémico con Cytoscan HD de Affymetrix Inc®) al propdsito,
y cariotipo con técnica de bandas GTG a varios integrantes de la familia. Resultados: El
complemento cromosémico del propdsito fue: 46,XY,der(3)t(1;3)(g41;p26.3), y su madre
es portadora balanceada de la misma translocacion. El andlisis con FISH corroboré las
regiones cromosomicas implicadas. El estudio con Cytoscan en el propésito identifico:
Una duplicacién de 30.3 Mb del nucleétido 218,920,024 al 249,224,684 en 1qg4l-qter, y
una delecion de 1.7Mb en las posiciones 61,891 a 1,774,215 en 3pter-p26.3. Discusion: Se
describe el caso de un paciente con trisomia parcial 1g41-gter y monosomia parcial
3p26.3-pter como resultado de una segregacién adyacente | materna. Las caracteristicas
clinicas del paciente son compatibles con lo reportado en la literatura de manera
individual para ambas alteraciones y comparte algunas caracteristicas con los pocos casos
derivados de t(1;3) reportados. Se identificaron 4 portadoras del rearreglo balanceado en
la familia por lo que existe riesgo de recurrencia, por lo que se otorgd asesoramiento
genético a los integrantes de la familia implicados.



1. INTRODUCCION

1.1 Estructura de los cromosomas humanos

La informacidon genética en el ser humano se dispone en 23 pares de cromosomas o 46
moléculas de DNA de diferentes tamafios. Los cromosomas se caracterizan por presentar
estructuras y morfologias definidas en cada uno de los pares de cromosomas homdlogos™.
Es en la etapa de prometafase-metafase del ciclo celular en que estas estructuras se
encuentran en un estado altamente condensando™?.

El genoma eucarionte es compactado mediante mdultiples niveles de plegamiento
mediados por interacciones tipo DNA-proteina y proteina-proteina; dos clases principales
de proteinas se han asociado a este proceso de empaquetamiento del DNA y son las
proteinas histonas y no histonas. Las proteinas histonas intervienen en la formacion del
nucleosoma como primer nivel de empaquetamiento del DNA; en relacidn a las proteinas
no histonas, éstas son esenciales para la organizacidon y compactacion de los cromosomas.
En particular la familia, de proteinas no histonas SMC (del inglés Structure and
maintenance of chromosomes) ha sido implicada de manera primaria en la organizacion y
mantenimiento global de la estructura de los cromosomas en eucariontes.? Las proteinas
SMC son polipéptidos largos de 1,000 a 1,300 aminoacidos con un solo dominio® de
ATPasa, estan altamente conservadas desde las bacterias hasta los humanos y constituyen
el centro del complejo proteinico involucrado en diferentes aspectos de la compactacion
de los cromosomas.”

En eucariontes existen tres complejos de proteinas SMC: 1) el complejo cohesina formado
por las proteinas Smc1-Smc3 encargado de la cohesidn de las cromatides hermanas y de
los procesos de reparacién del DNA durante el ciclo celular, 2) el complejo condensina
formado por Smc2-Smc4 encargado de la condensacidon cromosémica, y 3) el complejo
Smc5-Smcé6 involucrado también en procesos de reparacion del DNA.>*

Los cromosomas tienen dos telémeros (extremos distales) y un solo centrémero, este se
observa bajo el microscopio como una constriccidn primaria y divide al cromosoma en dos
oa_n a_n

brazos, uno corto o “p” y un brazo largo o “q” ubicado en la parte inferior al centrémero
(Figura 1).°
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Figura 1. Estructura cromosdmica general. Se indican el centromero y dos teldémeros. Imagen modificada de
Martin et al. 2005.”

El centromero es esencial para la segregacidon durante la divisidon celular, ya que es la
region cromosdmica especializada en el ensamblaje de los cinetocoros (las estructuras de
los cromosomas que se encargan de su union con los microtubulos del huso mitético),
dirigiendo la segregacion equitativa de los cromosomas durante mitosis y meiosis.*® Los
centromeros estan compuestos de secuencias largas de repetidos en tandem de DNA o
satélite, la unidad fundamental es de 169 a 172bp, la cual puede diferir en su secuencia
hasta en un 30 a 40%.°

De manera adicional al componente de DNA, en el centrdmero se encuentran varias
proteinas de las cuales muchas han sido identificadas como constitutivas y colectivamente
se conocen como proteinas asociadas al centromero o CENP. La proteina CENP-A es una
variante de la histona H3 encargada de formar un nucleosoma centromero especifico y es
requerida para la localizacién de casi todas las proteinas centroméricas, por lo que es
esencial para la formacidn y mantenimiento del centrémero asi como del cinetocoro
(Figura 2).°
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Figura 2. Se representa la constriccién primaria que forma el centrédmero en un cromosoma, asi como la

posicion de la proteina CENP-A la cual especifica el ensamblaje del cinetocoro en la orientacién apropiada
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para la unién de los microtubulos. Imagen modificada de Vos et al, 2006.

En relacién a CENP-B, esta es una proteina de unién a una secuencia de 17pb del DNA «
satélite llamada caja CENP-B. Su localizacidn, presente tanto en centrémeros activos como
inactivos, su ausencia en el centrémero del cromosoma Y vy la viabilidad de ratones knock
out en los que se ha eliminado el gen que codifica a esta proteina, sugieren que CENP-B no
tiene una funcidn esencial en el centromero, pero se le ha asociado a la facilitacién y
estabilizacién de la formacidn del mismo asi como a la determinacién del sitio
cromosémico en donde se formara la heterocromatina constitutuva.®®

La proteina CENP-C es requerida para la integridad de la estructura del cinetocoro,
mediante la unién de la heterocromatina centromérica a la estructura trilaminar del
cinetocoro, el cual es el encargado del ensamblaje de los microtibulos durante el ciclo
celular. Existen otras proteinas asociadas a centrémero como CENP-G la cual se une al
DNA a satélite, por lo que esta proteina de uniéon y CENP-B pueden tener una funcién
redundante. CENP-H y CENP-l son necesarias para la localizacién de CENP-C en el
cinetocoro.™ Las proteinas INCENP, son proteinas que se asocian de manera transitoria al
centrémero, y se localizan en esta regién sélo durante la mitosis; teniendo una importante
participacion en la citocinesis.™

Los teldmeros son estructuras especializadas, formados también por DNA y proteinas que
ocupan los extremos de los cromosomas® y cuentan con caracteristicas Unicas que los
tornan esenciales en la organizacién y funcién cromosémica.” Dentro de las principales



funciones del teldmero se encuentra el mantenimiento de la integridad estructural del
cromosoma, el asegurar la replicacién completa del DNA, asi como su adecuada posicién
en el cromosoma.®

En los seres humanos, los teldmeros consisten de miles de repetidos de un motivo de 6pb
con la secuencia consecuencia consenso 5’-TTAGGG-3’ (Figura 3), terminando en un
extremo 3’ de cadena sencilla rico en G con una extensién de 30 a 300 nucleétidos
llamada saliente o asa T. Esta estructura previene que el extremo terminal de los
cromosomas sea reconocido y procesado por la maquinaria de reparacion de rupturas de
doble cadena del DNA.™ El mecanismo de mantenimiento del tamafio de los telémeros es
llevado al cabo por una enzima especial lamada telomerasa, involucrada en el proceso de
capping o encapuchamiento del telémero y en la respuesta al daio del DNA."
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Figura 3. Diagrama de la region telomérica en humanos. En la parte superior de la figura se encuentra
representada la region teldmerica. La parte inferior representa en color gris la region telomérica de
repetidos TTAGGG, el drea sombreada representa la regidén subtelomérica y la parte blanca la secuencia de
DNA Unica. Imagen modificada de Martin et al. 2005.’

Existe un complejo llamado complejo de shelterina el cual actia en los teldmeros para
mantener la estructura particular de estas regiones mediante la inhibicion de vias de
respuesta a dafio al DNA. El complejo shelterina se encuentra formado por seis proteinas,
los factores 1y 2 de unién al repetido TTAGGG (llamados respectivamente TRF1 y TRF2), la
proteina de proteccion de telémeros 1 (POT1), la proteina represora/activadora 1 (RAP1),
el factor de interaccion-TRF1 nuclear 2 (TIN2) y por la proteina 1 de interaccion-TIN1
(TPP1). Los repetidos teloméricos de doble cadena son unidos por TRF1 y TRF2, mientras
que la saliente de cadena sencilla o asa T es unida mediante la proteina POT1, la cual



forma un heterodimero con TPP1. La proteina RAP1 interactia con TRF2; TIN2 conecta
TRF1y TRF2 con el heterodimero TPP1/POT1."

1.2 Clasificacion de los cromosomas humanos

De acuerdo con la localizacién del centrémero los cromosomas se clasifican en tres tipos
(Figura 4):

a) Metacéntrico: El centromero se localiza en la parte central del cromosoma,
teniendo ambos brazos el mismo.

b) Submetacéntrico: El centrémero se localiza proximal a uno de sus extremos,
determinando un brazo corto (p) y un brazo largo (q).

c) Acrocéntrico: El centromero esta situado muy préximo a uno de sus extremos,
guedando el brazo corto muy reducido y se caracterizan por tener en su brazo
corto estructuras denominadas satélites.™

Tam T
o
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o

Metacéntrico Submetacéntrico Acrocentrico

Figura 4. Tipos de cromosomas de acuerdo a su localizacion centromérica. La flecha azul sefiala la posicion
del centromero en cromosomas metacéntricos y la fecha roja sefiala los satélites en un cromosoma
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acrocéntrico. Imagen modificada de The principles of clinical cytogenetics.

Los cromosomas acrocéntricos humanos son los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22 éstos
tienen en sus brazos cortos estructuras llamadas satélites, las cuales se encuentran unidas
al cromosoma por estrechos pediculos llamados tallos o constricciones secundarias.
Dichas estructuras satelitales contienen cientos de copias de genes que codifican para
RNA ribosomal y proteinas ribosomales, asi como una variedad de secuencias repetidas
también llamadas regiones organizadoras nucleolares o NOR."



Al analisis cromosdémico segun el ordenamiento de los cromosomas por su tamafio, la
localizacion del centrémero y sus propiedades tintoriales (bandas) se le llama cariotipo. De
acuerdo a lo anterior, los cromosomas humanos se han ordenado en siete grupos que se
designan por letras de la A a la G (Figura 5):*°

e Grupo A: Incluye los pares 1,2 y 3, que son los cromosomas mas grandes. Los
cromosomas 1y 3 son metacéntricos mientras que el 2 es submetacéntrico.

e Grupo B: Pares 4y 5 son submetacéntricos.

e Grupo C: Pares del 6 al 12 son submetacéntricos y debido a su tamafo se incluye
en este grupo al cromosoma X.

e Grupo D: Pares 13, 14 y 15 son acrocéntricos.

e Grupo E: Pares 16, 17 y 18 son submetacéntrico, (el cromosoma 16 tiene su
centrémero un poco mas hacia el centro).

e Grupo F: Pares 19 y 20 son metacéntricos.

e Grupo G: Pares 21 y 22 son los mas pequeiios y son acrocéntricos. Se incluye por
tamafio en este grupo al cromosoma Y, que no tiene satélites y es
submetacéntrico.™®

10
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Figura 5. Ejemplo de cariotipo de un individuo masculino normal con tincion de bandas GTG (Analisis
realizado por la Biol. Ariadna Berenice Morales Jiménez, Laboratorio de Citogenética, Departamento de
Genética, HIMFG).

1.5 Ciclo celular y division celular

“Donde surge una célula, debe haber una célula previa, del mismo modo que animales
sélo pueden surgir de animales y plantas de plantas”[Rudolf Virchow, 1858]". Esta
reflexion fue propuesta por el patélogo aleman Rudolf Virchow en 1858 y lleva con ella un
mensaje profundo acerca de la continuidad de la vida. Las células en la naturaleza son
generadas a partir de otras células y la Unica manera de obtener mas células es mediante
la divisién de aquellas que ya existen®’, lo que ocurre durante el ciclo celular definido
como la ocurrencia periddica de una serie de eventos que resultan en la duplicacion de los
cromosomas asi como de su segregacic')n.18

La proliferacion y el progreso del ciclo celular estan funcionalmente ligados a la expresién
de genes implicados en el crecimiento. En términos generales (y en particular en
referencia a la division mitdtica) la célula se reproduce mediante una secuencia ordenada

11



de eventos en los cuales duplica su contenido y posteriormente se divide en dos células
. 19
hijas.

Las células eucariontes han desarrollado una red compleja de proteinas reguladoras
conocida como el sistema de control del ciclo celular el que gobierna el progreso de la
divisién celular a través de las distintas fases del ciclo celular. El punto clave de este
sistema es una serie ordenada de interruptores bioquimicos que controlan los eventos
principales del ciclo.

La funcién mas basica del ciclo celular es la de duplicar adecuadamente la basta cantidad
de DNA en los cromosomas y posteriormente distribuir las copias del material genético de
manera precisa en dos células hijas genéticamente idénticas. Este proceso define las dos
fases mayores del ciclo celular: la fase M (mitosis) y la interfase la cual se subdivide a su
vez en 3 fases que son G1, Sy G2 (del inglés gap, espacio o brecha y S de Synthesis). En
una célula humana tipica en proliferacion, la interfase ocupa 23 horas de un ciclo de 24
horas, mientras que la fase M ocupa 1 hora (Figura 6)."

FASE M

mitosis
(division
nuclear)

citocinesis
(division citoplasmatica)

'
]
1
'
’
]
.

INTERFASE

FASE G1
(Replicacion del DNA)

Figura 6. Las fases del ciclo celular. Imagen modificada de Alberts et al.’
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Las fases G1 y G2 son fases de crecimiento que preparan a la célula para las subsecuentes
fases del ciclo celular que son la fase de sintesis de DNA o fase S y la fase de divisién (fase
M o mitosis). Es imperativo para la supervivencia de las dos células hijas que cada fase
ocurra en la secuencia correcta y que ademas cada fase haya sido adecuada y
correctamente completada antes de iniciar la siguiente.20

La progresion y control del ciclo celular se encuentran regulados por proteinas llamadas
ciclinas, mediante su unién y la activacion de ciclinas dependientes de cinasas o Cdks. La
fosforilaciéon de blancos especificos de distintos complejos ciclina-Cdks, pone en marcha el
inicio de diferentes procesos que conducen al ciclo celular en un tiempo determinado.”

La toma de decisidn celular para dividirse ocurre en G1, posterior a esto y en ausencia de
desarreglos, dafio o estrés celular, el resto del ciclo es un proceso que ocurre de manera
altamente coordinada y de forma automatica.

Fisioldgicamente una célula quiescente volvera a entrar al ciclo celular en presencia de
condiciones adecuadas, siendo una de las mas importantes la estimulacidn por factores de
crecimiento. La fase G1 es regulada y orquestada de igual manera que el resto del ciclo
celular por Cdks; las ciclinas reguladoras de G1 incluyen a las ciclinas D1, D2, D3 y E. Las
principales Cdks de G1 son Cdk4 y Cdk6, las cuales se unen a ciclinas del tipo D y la Cdk2, la
cual se asocia principalmente a las ciclinas E y A.

Una célula en reposo que es estimulada por un factor de crecimiento progresa a la fase S
de manera sucesiva promovida por diversos complejos ciclina-Cdk; uno de los principales
objetivos de dichos complejos es la fosforilacién de las proteinas pRb, p107 y p130,
liberando de esta manera a la célula del control negativo de estas proteinas en relaciéon a
los factores de transcripcion de la familia E2F, siendo la principal actividad de estos
factores la conduccién de la expresion de numerosos efectores de sintesis de DNA.?

La estimulacién por factores de crecimiento es censada y mediada por ciclinas del tipo D,
particularmente por la ciclina D1. Los complejos formados por ciclina D-Cdk4/6 fosforilan
a las proteinas de la familia pRb, comenzando con esto la liberacién de factores de
transcripcion E2F. Al mismo tiempo, el aumento en el numero de complejos ciclina D-
Cdk4/6 sustraen moléculas inhibitorias de complejos ciclina E-Cdk2, contribuyendo de
manera indirecta a su activacidn, estos complejos también son activados por la
fosforilacion inicial de las proteinas de los complejos ciclina D-Cdk4/6 que comienzan a
liberar los factores E2F, creando una retroalimentacién positiva.

Adicionalmente la ciclina E ejerce una funcién no-cinasa, mediante la activacion de
proteinas MCM (el cual es un complejo de helicasas) para su adecuada participacion en la
replicacion del DNA. De manera conjunta la ciclina E y los factores E2F establecen las
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condiciones necesarias para ingresar a la fase S, en este punto el progreso del ciclo celular
se torna independiente de factores de crecimiento y procedera eventualmente a la
division celular.'”*?

La actividad de las Cdks es regulada por dos clases de proteinas cinasas inhibidoras
dependientes de ciclinas (CKIs): las familias INK4 y Cip/Kip. La familia INK4 comprende
cuatro miembros llamados p15, p16, p18 y p19. Los inhibidores Cip/Kip incluyen a p21,
p27 y p57. Los inhibidores INK4 se unen sélo a Cdk4 y Cdk6 previniendo su asociacién con
las ciclinas D. Las moléculas Cip/Kip son esencialmente capaces de unirse a toda clase de
ciclinas y Cdks de manera independiente contribuyendo a la regulacidon de todas las fases
del ciclo.”

Existen mecanismos de supervivencia celular relacionados con puntos de control o
“checkpoints” en inglés, los cuales tienen la funcion de detener el ciclo celular en puntos
especificos de éste en caso de que ciertos requisitos cruciales para la progresion no se
hayan cumplido. Los puntos de control son esenciales para mantener la integridad
gendmica y mantener balanceada la division y el crecimiento celular.®® Estos checkpoints
se encuentran en las transiciones de las fases G1 a S, G2 a M y durante la fase M antes de
la anafase (Figura 7).

PUNTO DE CONTROL G2I IPUNTO DE CONTROL DE METAFASE
\\ //,.r
i g ' =

A = CONTROLADOR e
/'/ Gy n""‘-»‘\‘ N,
'// ?

PUNTO DE CONTROL Gy

Figura 7. Puntos de control durante el ciclo celular. Imagen modificada de Alberts et al.’
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Los puntos de control evalian el dafio que pueda tener el DNA, como pueden ser
problemas en la replicacidén, entre otros, y en su caso proceden a realizar los cambios
necesarios en la transcripcion y replicacidon del mismo, pudiendo llegar a la interrupcién
del ciclo celular, facilitando con esto la reparacién del material genético. Posterior a la
reparacion efectiva, la respuesta del punto de control es desactivada. Esto puede suceder
por ejemplo en circunstancias en donde haya persistencia de daio celular; refiriéndose en
este caso a un estado de adaptacion celular.”

El progreso del ciclo celular de la fase G1 a G2 puede retrasarse por activacion del punto
de control de G1, el cual revisa si el ambiente es favorable para iniciar la replicacién del
material genético, deteniendo el ciclo en casos de dafio al DNA, otorgando a la célula
tiempo para reparar el dafo, posterior a lo cual el mecanismo de freno del punto de
control es suspendido dando continuidad al ciclo celular.”’

El punto de control de G2 es el que determina el avance a la fase M; antes de que
comience la condensacidon del DNA y la division nuclear, el DNA debe haberse replicado y
no tener dafio, en caso de que no sea asi, se activa este punto de control.®’ El punto de
control M o punto de control de anafase previene la segregacién de los cromosomas en
mitosis, permitiendo esta accidon solo en caso de que todos los cromosomas estén
correctamente unidos y alineados al huso polar. Existen ademas diversos puntos de
control independientes durante la fase S, que se aseguran de que el DNA sea replicado sin
errores y la cromatina compactada de manera adecuada.’

La division celular en humanos ocurre de dos modos diferentes: mitosis y meiosis. La
mitosis ocurre durante la division de las células somaticas dando lugar a dos células hijas
idénticas. La meiosis es un proceso especializado de las lineas germinales, que involucra
una ronda de replicacion del DNA seguida de dos divisiones celulares para producir cuatro
células sexuales o gametos haploides.?®

1.3.1 Mitosis

Durante el desarrollo de una persona desde un embridn, durante la etapa fetal e infancia
hacia la adultez, divisiones celulares son necesarias para generar el gran nimero de
células que es requerido. Adicionalmente, muchas células tienen un periodo de vida
limitado, por lo que hay un requerimiento continuo de generar nuevas células en el
adulto. Todas estas divisiones celulares ocurren mediante mitosis, desde la implantacion
del cigoto hasta la muerte de la persona ocurren alrededor de 10"’ divisiones mitéticas.
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La fase M del ciclo celular consiste de varios estadios de division nuclear (profase,
prometafase, metafase, anafase y telofase de la mitosis) y de la divisién celular o del
citoplasma (citocinesis).! Los cromosomas se tornan visibles en la profase temprana y
contindan condensandose durante la profase tardia, donde la membrana nuclear se
rompe. Los cromosomas replicados se alinean en el plano ecuatorial durante metafase, la
disyuncion de cromatidas hermanas ocurre en anafase durante la cual los centrémeros se
dividen separando fisicamente a las cromatides hermanas, y el desplazamiento por medio
de las fibras del huso polar asegura que éstas se dirijan a polos opuestos. La divisidn
celular es completada durante telofase, resultando en dos células hijas idénticas que

regresan a interfase (Figura 8).>°

tardia

\ A
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s Telofase

Anafase tardia
v
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Figura 8. Estadios de la mitosis durante el ciclo celular. Modificado de Moore,2007.26

1.3.2 Meiosis

Solamente las células de la linea germinal pasan por meiosis y forman gametos haploides
en los érganos sexuales.”’ La meiosis se divide en meiosis | y meiosis II, ocurriendo en
meiosis | la division reduccional del material genético mediante una serie de fases
similares a las descritas en mitosis (profase |, metafase |, anafase | y telofase I); durante la
meiosis Il ocurre la division equitativa y cuenta también con varias fases (profase II,
metafase II, anafase Il y telofase 11)."’
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El periodo de profase | es complejo y se subdivide en 5 estadios: leptoteo, cigoteno,
paquiteno, diploteno y diacinesis. En la meiosis femenina, existe un estadio adicional
seguido del diploteno, llamado dictioteno, en el cual permanece el ovocito desde etapas
fetales tempranas de gestacion, hasta la ovulacién en la cual sucede la diacinesis.?’

Durante la meiosis posterior a la replicacidon del DNA, las células entran en profase |, los
cromosomas homodlogos comienzan a alinearse en cigoteno, formando puntos de
recombinacién. La condensacién de los cromosomas continla en paquiteno y es en esta
fase donde culmina el proceso de recombinacién meiédtica. Durante diploteno ocurre una
mayor condensaciéon que permite la separacién de las cromatides de manera individual, y
aparecen los quiasmas, en la diacinesis ocurre el desplazamiento de los quiasmas hacia los
extremos cromosémicos.”

Durante la metafase | pares de los cromosomas homdlogos, cada uno con dos cromatides
se alinean en el plano ecuatorial y hay disyuncién de homodlogos hacia polos opuestos
durante anafase |I. La fase de telofase | es generalmente muy corta y puntualiza la
culminacién de la divisiéon celular. En la meiosis Il hay 23 cromosomas, cada uno
compuesto de dos cromadtides que pasan por disyuncion en anafase Il para formar
gametos haploides (Figura 9).%°
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1.4 Técnicas de citogenética

Los cromosomas son observados de manera individual sélo durante mitosis, y por lo tanto
se han desarrollado técnicas para estimular un gran niumero de células para que inicien
divisién celular mediante el uso de mitégenos tales como fitohemaglutinina y el uso de
inhibidores del huso polar tales como colchicina. Numerosos métodos para la
identificacion de cromosomas se encuentran disponibles.28

1.4.1 Cariotipo

El cariotipo se define como la adecuada organizacion y ordenamiento del contenido
cromosémico de cualquier tipo celular, numerandose consecutivamente dependiendo de
su tamafio. También se le llama cariotipo a la nomenclatura utilizada de acuerdo al ISCN
(del inglés An International System for Human Cytogenetic Nomenclature) para describir el
resultado del andlisis del complemento cromosémico de un individuo, tejido o célula, ya
sea normal o anormal, constitucional o adquirido.?

Las técnicas de citogenética convencionales, son utilizadas de manera rutinaria para la
determinacién de anormalidades cromosdmica mediante su visualizacidn directa bajo el
microscopio; para lo cual se han desarrollado diversos métodos de tincion cromosdémica,
de los cuales algunos producen patrones transversos de bandas tefiidas diferencialmente,
las cuales son tan constantes que se consideran especificas, permitiendo el diagndstico de
ciertas alteraciones cromosdmicas al identificarse cambios en dicho patrén de bandas.?

Entre los principales métodos de tincidon se encuentran los siguientes:

*Bandas G: Los cromosomas tefiidos por este procedimiento presentan bandas claras y
oscuras. El numero de bandas depende del grado de condensacién de los cromosomas. En
la citogenética clinica es la técnica mas utilizada, ya que proporciona una secuencia nitida
de bandas, tiene la ventaja de ser permanente y el andlisis puede realizarse al microscopio
de luz. Permiten corroborar alteraciones cromosémicas previstas por el cuadro clinico,
identificar cromosomas o regiones cromosdémicas implicadas en rearreglos, detectar
aberraciones estructurales que podrian pasar desapercibidas con técnicas de tincidn
homogénea, entre otras herramientas diagndsticas. Las regiones claras se asociacién a
una composicion rica en genes y secuencias de tipo CpG mientras que las oscuras se
asociacién a mayor concentracion de pares AT y menor densidad génica.

*Bandas Q: Fue la primera técnica en utilizarse para diferenciar a los cromosomas,
presentan bandas oscuras y brillantes, se utiliza el colorante fluorescente mostaza de
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quinacrina y se observa bajo el microscopio de fluorescencia. Estas bandas fluorescentes
son regiones ricas en adenina-timina (AT). Las bandas no solo son utiles en la
identificacion cromosémica de rutina, sino que, debido a que la intensidad de las bandas
se relacionan con su contenido de bases, existen diferentes magnitudes de brillo entre
ellas; por esta razén es excelente para investigar la presencia de polimorfismos en
regiones ricas en heterocromatina.

*Bandas C: Se utiliza el colorante Giemsa, el cual produce una tinciéon oscura selectiva
sobre la heterocromatina constitutiva (de aqui el nombre de bandas C). Este tipo de
bandas se localiza principalmente en las regiones centroméricas de todos los cromosomas
humanos, en la parte distal de los brazos largos del cromosoma Y y en la region
pericentromérica de los cromosomas 1, 9 y 16. El bandeo C implica un tratamiento
secuencial acido-alcali, su incubacién en solucion salina con citratos a altas temperaturas
y tincién con Giemsa. Pueden variar significativamente entre individuos y aun entre
cromosomas homologos. Estas variaciones se conocen como polimorfismos o
heteromorfismos de bandas C, los cuales pueden servir como marcadores genéticos
poblacionales, para realizar pruebas de paternidad (en conjunto con otras metodologias
citogenéticas y moleculares), para visualizar rupturas cercanas a la regién centromérica o
identificar translocaciones contiguas a esta regidn asi como para determinar el origen de
las trisomias de cromosomas polimorficos.

*Bandas NOR: Las regiones cromosdmicas que forman y mantienen el nucléolo en nucleos
en interfase se llaman organizadores nucleolares (NOR), y consisten en cientos de copias
de genes del RNA ribosomal 18 y 28S. Estas regiones se localizan en los tallos o
constricciones secundarias de los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos en el ser
humano. Se utiliza nitrato de plata para teiiirlos y son utiles para determinar con precisiéon
puntos de ruptura en rearreglos que implican cromosomas acrocéntricos. La identificacion
del origen de pequefios cromosomas marcadores se facilitd, en gran medida, con la
aparicién de esta técnica.'®
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1.4.2 FISH (fluorescence in situ hybridization)

Se utilizan sondas de DNA marcadas para secuencias especificas en el genoma humano
que pueden ser hibridadas en cromosomas humanos, para localizar y numerar la
secuencia de DNA de interés. El marcador utilizado es fluorescente y el FISH es el
procedimiento estandar utilizado. Los fluorocromos con colores diferentes en el espectro
visible e infrarrojo permiten la deteccidén simultdanea de multiples sondas, cada una con un
color unico. Dos filtros son necesarios para que cada fluoréforo sea visualizado: un filtro
de excitacion que dirige los rayos UV hacia el espécimen en un rango de longitud de onda
gue ocasiona fluorescencia y un filtro barrera que dirige hacia afuera la luz ajena emitida
por el espécimen para permitir que solo el color de interés sea visualizado.

Las técnicas de citogenética molecular como lo es el FISH pueden detectar
microdeleciones y duplicaciones que no son visibles con técnicas convencionales de
citogenética. Estas técnicas han tenido un efecto dramatico en la deteccidon clinica de
muchos sindromes diferentes.?® Para el FISH existen sondas de diferentes tipos, entre
ellas:

*Sondas centromero especificas. Gran parte de las secuencias centroméricas son DNA a-
satélite, que son fragmentos que se encuentran en el cromosoma como repetidos en
tdndem y miden cerca de 171pb, también pueden ser familias de DNA satélite Il
compuestas de mondmeros de 5pb. Estas sondas son muy especificas para cada
cromosoma, puesto que existen diferencias en el mondmero que se repite entre los
diferentes cromosomas, aunque algunos como los centrémeros de los cromosomas 13 y
21, 0 14y 22, comparten secuencias que tornan dificil su especificidad (Figura 10).%

*Sondas que reconocen un cromosoma completo. Estas sondas son en realidad una
mezcla de sondas que reconoce muchos elementos a lo largo de un cromosoma
determinado. Al marcaje resultante de los insertos de cromosomas completos, los cuales
se marcan para convertirlos en sondas, se le denomina pintado cromosémico.*®

*Sondas de secuencia unica o locus-especificas. Este tipo de sondas hibrida secuencias de
acidos nucleicos especificas. Resultando particularmente Utiles en la identificacion de
sindromes por microdelecidn, pueden utilizarse también en el mapeo cromosdmico de
genes.}!
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Figura 10. Metafase humana se ejemplifica un estudio de FISH con la hibridacién de la region centromérica
de los cromosomas 7 (sefial verde) y 8 (sefial roja), utilizando sondas a-satélite. Imagen tomada de Moore
2001.%

En cuanto a las aplicaciones del FISH, los cromosomas metafdsicos pueden identificarse
con sondas especificas para cromosomas completos o para centrémeros especificos, con
lo cual el andlisis cromosémico puede practicarse con rapidez. La principal aplicacién del
FISH en cromosomas metafasicos, es la caracterizacion de las aberraciones cromosémicas,
que facilita la identificacién precisa de las regiones de uno, dos o mas cromosomas
implicados en el rearreglo. Cuando se tienen cromosomas marcadores de origen
desconocido el FISH puede ayudar a su identificacion, mediante el uso de sondas
especificas, si puede identificarse por ejemplo el centrémero.

Un impedimento importante para la citogenética convencional en cualquier tipo de
células es la necesidad de que la célula se encuentre en divisién celular para obtener
cromosomas metafasicos. El FISH permite el andlisis en interfase, permitiendo a su vez la
observacion de cientos de células en un periodo de tiempo razonablemente corto.*
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1.4.3 CGH (Hibridacion genémica comparativa)

El uso de un genoma completo como sonda, origina la hibridacién genédmica comparativa
(CGH), que consiste en la hibridacion simultanea del genoma de dos lineas celulares
marcado con dos fluorocromos diferentes, uno para las células y otro para las células en
estudio. Las alteraciones se detectaran como alteraciones en el color a lo largo del
cromosoma de tal modo que las regiones superrepresentadas; las hipodiploides
(deleciones) las sobrerrepresentadas o con ganancia y las regiones con nimero normal de
copia, aparecerdn con diferentes colores por la combinacién no equitativa de sondas de
dos colores. Este método elimina los cultivos celulares y permite la busqueda de lineas
hipodiploide e hiperdiploide en una sola hibridacién a nivel de resolucién cromosémica;
sin embargo, los mosaicos no son detectables con un alto grado de confianza, ademas de
que no se aprecian rearreglos estructurales balanceados (Figura 11).%

-~ o -84

1(22)

Figura 11. Ideograma de CGH representativo del cromosoma 1. El idiograma indica un exceso de todo el
material cromosémico, evidenciado como una barra verde sobre todo el brazo largo, indicando ganancia de

material en esta regién (n 1/4 de 22 cromosomas analizados).29
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1.4.4 aCGH (Hibridacion genémica comparativa por microarreglo)

La hibridacién genémica comparativa por microarreglo permite medir cuantitativamente
el nimero de copias presentes relacionadas con el DNA, también permite mapearlas
directamente en la secuencia del genoma humano; lo anterior debido a que los arreglos
estdn compuestos de largas inserciones en clonas gendmicas como los cromosomas
bacterianos artificiales (BACs) lo cual a su vez provee de mediciones confiables del numero
de copias en clonas individuales.*?

La aplicacién de la hibridacion gendmica comparativa por microarreglo ha transformado el
campo de la citogenética clinica; su metodologia se basa en la comparacién de dos
genomas marcados diferencialmente, al cohibridarse el genoma del paciente (muestra
problema) y un genoma de referencia (muestra control) sobre un soporte sdélido que
usualmente es una lamina de vidrio para microscopio, en la cual fragmentos de DNA
clonado o sintetizado han sido inmovilizados.>

Los microarreglos pueden construirse con una variedad de sustratos de DNA, los cuales
pueden incluir oligonucleétidos, cDNAs, o como ya se menciond, BACs. La resolucién del
microarreglo esta limitada por el tamano del DNA blanco clonado y la distancia natural
entre estas secuencias localizadas en el cromosoma. La principal ventaja de la Hibridacion
gendmica comparativa por microarreglo sobre la técnica de FISH, es su habilidad para
detectar simultdaneamente cambios en las copias de DNA en multiples loci en un genoma.
Estos cambios pueden incluir deleciones, duplicaciones, o amplificaciones en cualquier
locus determinado siempre y cuando esa regién esté representada en el microarreglo.

Existen varios métodos de abordaje para el disefio y desarrollo de aplicaciones de aCGH;
algunos microarreglos han sido disefiados para analizar el genoma humano completo,34
este tipo de arreglos son de alto valor en tamizaje del genoma, para valorar pérdidas y
ganancias sin una resolucién precedente. Otros tipos de microarreglos tienen cobertura
contigua, dentro de los limites del genoma y algunos son disefiados para regiones
especificas del genoma con el propésito de evaluar una regién blanco.>> 3¢

Uno de los métodos para la preparaciéon de microarreglos de DNA incluye el uso de
fotolitografia para la sintesis in situ de microarreglos de DNA de alta densidad, lo cual
provee un abordaje paralelo masivo para el andlisis de hibridaciéon del DNA con contenido
de cientos a miles de secuencias de sondas de oligonucledtidos en laminas de vidrio
también conocidas como “chips”, de un tamafio menor a 2cm?.*® Esta metodologia puede
emplearse en muestras de sangre, médula dsea, saliva, tejidos frescos y congelados y

células directas o cultivadas.®’
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Una variedad de sistemas de dispositivos de arreglos o chips de DNA han sido

desarrollados y comercializados. Las aplicaciones de estos microarreglos estan
generalmente dirigidas al andlisis de expresién génica o tamizaje de muestras para

busqueda de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs).*

1.5 Alteraciones cromosémicas

Con el descubrimiento del correcto numero de cromosomas en los seres humanos en
1956 la citogenética clinica comenzd a crecer rapidamente. Durante los siguientes afios,
varios sindromes cromosdémicos caracterizados por un nimero de cromosomas alterados
fueron reportados, como por ejemplo los Sindromes de Down, Turner, Klinefelter, etc.
Desde entonces se ha establecido que las alteraciones cromosémicas contribuyen de
manera significativa a enfermedades genéticas que pueden resultar en infertilidad,
anomalias congénitas, desarrollo sexual anormal, retraso mental y patogénesis del cancer,
entre otros. Anormalidades cromosdmicas especificas han sido asociadas con mas de 60
sindromes identificables. Se encuentran presentes en mas de 50% de los abortos
espontaneos, 6% de &bitos, 5% de las parejas con dos pérdidas gestacionales o mas y

aproximadamente en 0.5% de los recién nacidos vivos.*®

El cariotipo es la principal herramienta diagndstica para detectar, diagnosticar o identificar
estas alteraciones, las indicaciones por grupo de edad para la realizacién de este estudio

se enlistan en la Tabla 1.%°

Tabla 1. INDICACIONES PARA CARIOTIPO3?

Periodo prenatal Periodo neonatal Periodo de Periodo prescolar Adolescencia Adultos En todas las
lactancia y escolar edades
Edad materna >35 aflos ~ Malformaciones Dificultad para el Trastornos del Ginecomastia Padres de Procesos
aisladas aprendizaje de crecimiento hijos con malignos
causa desconocida rearreglos
cromosomi-
cos
Ansiedad materna 3 0 mas Retraso en el Retraso en el Falta de desarrollo  Abortos de Control de
malformaciones desarrollo desarrollo puberal repeticion trasplantes de
menores psicomotor psicomotor médula ésea
Triple marcador Sospecha de Sospecha de Sospecha de Amenorrea Infertilidad

alterado cromosomopatia cromosomopatia cromosomopatia
RCIU Genitales Retraso mental
ambiglios

Arteria umbilical Unica

Sospecha por US de

cromosomopatia

Alteracion
cromosomica
balanceada en un
progenitor

Obito de causa
desconocida
Muerte neonatal
de causa
desconocida

Sospecha de
cromosomopatia

RCIU. Restriccidn del crecimiento intrauterino. US. Ultrasonido.
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Las alteraciones cromosdmicas pueden clasificarse en dos numéricas y estructurales. Las
primeras comprenden a las aneuploidias y euploidias y las segundas a las translocaciones,
inversiones deleciones, duplicaciones, anillos, isocromosomas y cromosomas dicéntricos.

Si bien las aneuploidias de los autosomas se manifiestan siempre como una enfermedad,
los rearreglos estructurales pueden ocurrir de manera balanceada (casi siempre sin
repercusién fenotipica) o desbalanceada (por lo general con manifestaciones patoldgicas).
Aunque cada enfermedad debida a cierta anormalidad autosdmica se caracteriza por un
cuadro clinico particular y distintivo, la mayoria tienen en comun la presencia de

malformaciones y deficiencia mental.*®

1.5.1 Alteraciones nhuméricas

El complemento cromosémico humano normal de 46 cromosomas se define como
diploide, el cual consta de dos pares de 23 cromosomas (complemento haploide), a la
alteracion numérica a manera de multiplo del nimero haploide le llama aneuploidia, y a la
alteracion numérica de un sélo cromosoma se le conoce como aneusomia; ya sea por la
presencia de una copia extra de un cromosoma especifico (trisomia) o por la ausencia de
un solo cromosoma (monosomia).*®

La no disyuncidn cromosémica se refiere a la segregacién no balanceada de los
cromosomas, conllevando a aneuploidia, y puede ocurrir de manera constitutiva en
meiosis | (cuando los cromosomas homadlogos segregan hacia polos opuestos), o durante
meiosis Il (cuando las dos cromdtidas hermanas se separan a nivel del centrémero y
segregan hacia polos opuestos) (Figura 12).2°
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Figura 12. Esquema representativo de no disyuncidon meidtica que resulta en trisomia (47 cromosomas) o
monosomia (45 cromosomas) posterior a la fertilizacion del gameto aneuploide con un gameto normal. (a)
Segregacion normal (disyuncion) de un par de cromosomas acrocéntricos. Un cromosoma tiene satélites en
su brazo corto para distinguir a los dos miembros del par. (b) No disyuncion a meiosis | (Ml). Notese que los
polimorfismos de los satélites son heterocigotos en los gametos. (c) No disyuncidén en meiosis Il (MIl).
Notese que los cromosomas en los gametos son homocigotos ya que tienen el mismo polimorfismo.
Modificado de Moore, 2007.*

La no disyuncidn en organismos experimentales se ha observado como resultado de varias
causas, incluyendo el alineamiento inadecuado de los cromosomas en el huso mitético,
falla de proteinas del huso que intervienen en el desplazamiento de los cromosomas
homoélogos hacia polos opuestos, resolucién prematura de los quiasmas, o separacion
prematura de las cromatides hermanas. La vasta mayoria de aneuploidias en humanos son
de origen materno, y su incidencia aumenta con la edad materna.**

Aun cuando la implantacién puede ser exitosa, la mayoria de las concepciones con
aneuploidias terminan en un aborto espontaneo, siendo la causa de aproximadamente el
35% de las pérdidas gestacionales, ocurriendo la gran mayoria en el ler trimestre. Las
anomalias mas comunmente encontradas en abortos espontaneos son trisomia 16,
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triploidia (69 cromosomas en total, consistente de tres juegos haploides completos) y
monosomia X.

Sélo algunos productos con unas cuantas anormalidades pueden sobrevivir a término en
un estado aparentemente de no mosaicismo. Esto incluye trisomia 21, trisomia 13,
trisomia 18, y aneuploidias de cromosomas sexuales, con una incidencia combinada de 1
en cada 300 recién nacidos vivos. Muchas anomalias pueden llegar a término en estado
de mosaico, sin embargo es dificil calcular su incidencia ya que pueden estar
subdiagnésticadas.*!

1.5.2 Alteraciones estructurales

Las anomalias estructurales con repercusiéon en el fenotipo tienen una incidencia
aproximada de 1 en 1,100 recién nacidos vivos y resultan de rupturas cromosémicas o
entrecruzamiento desigual, éstas pueden ocasionar enfermedad debido a trisomia y/o
monosomia de segmentos cromosdémicos y pueden ser eventos de novo o ser heredadas
de padres portadores de un rearreglo generalmente balanceado.*®

Las aberraciones estructurales tienen una contribucién importante a las enfermedades
genéticas, ya que son formados por rupturas cromosémicas y reunién, lo que afecta el
contenido y forma de uno o mds cromosomas y altera la distribucién de genes en el
genoma; también tienen el potencial de alterar el ciclo celular y poder inducir cancer.*?

Los rearreglos cromosdmicos son considerados balanceados si la disomia es mantenida
para todos los autosomas y un complemento sexual normal esta presente, aun cuando la
posicién de segmentos homélogos en los cromosomas haya cambiando. En contraste,
cuando se pierde o gana material genético en el proceso, el rearreglo se dice que no es
balanceado. Rearreglos no balanceados constitutivos, estan generalmente asociados con
retraso en el desarrollo y/o compromiso intelectual, defectos congénitos y falla en el
crecimiento, mientras que los rearreglos balanceados generalmente no tienen efecto en el
desarrollo intelectual o fisico, a menos que interrumpan la secuencia de un gen particular
o alteren sus elementos reguladores. Las anomalias estructurales que aparecen después
del nacimiento, son referidas como adquiridas y pueden ocasionar tumores o leucemia,
mediante la alteracion de la regulacién del ciclo celular.®®

Los principales tipos de alteraciones estructurales son las siguientes (Figura 13):
*Deleciones: Anormalidades en las que una porcién de cromatina de un solo cromosoma

es perdida, resultan en monosomias parciales y son por ende rearreglos no balanceados.
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*Deleciones terminales: Requieren una sola ruptura, y la adicién del telémero al extremo
roto.

*Deleciones intersticiales: Requieren dos puntos de ruptura con pérdida del material
intersticial. Ocasionan monosomias parciales.

*Cromosomas en anillo: Resultan de dos deleciones terminales, con fusién de los
extremos y pérdida de los dos segmentos terminales. Representan una forma de delecién
terminal, con la caracteristica adicional de ser mitdticamente inestables debido a
problemas mecanicos durante la replicacion.

*Duplicaciones: Las duplicaciones son rearreglos no balanceados que resultan en trisomia
parcial. Su principal mecanismo de formacién es por recombinacién homéloga no alélica
(Figura 14), especialmente en regiones del genoma donde secuencias de DNA repetidas
estdn presentes, en estos casos en ocasiones se puede generar una cromatida duplicada y
otra con una delecién. La duplicacidon puede estar orientada de dos maneras, directa o
invertida. Las duplicaciones directas mantienen el mismo orden de bandas y loci en
relacién al centromero, mientras que duplicaciones invertidas exhiben una reversién
completa de loci y bandas contenidas en la duplicaci(')n.42
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Figura 14. Recombinacién homdloga no alélica por medio de secuencias de DNA repetidas en bajo nimero
de copias (LCR por sus siglas en inglés Low copy repeat) que resulta en deleciones intersticiales y/o
duplicaciones cromosémicas. Modificado de Shaffer,2006.

*Translocaciones: Las translocaciones involucran rupturas en dos cromosomas diferentes,
con un intercambio de segmentos. En los humanos hay dos tipos principales de
translocaciones: 1) Translocaciones reciprocas balanceadas en las cuales no hay pérdida
visible de la cromatina y, se caracterizan por un intercambio de cromatina entre
cromosomas diferentes. 2) Translocaciones robertsonianas en las cuales los brazos largos
de dos cromosomas acrocéntricos se unen con pérdida de los brazos cortos.

En las translocaciones generalmente ocurre sélo una ruptura en cada cromosoma y los
segmentos no céntricos son intercambiados sin la pérdida visible de cromatina. Los
nuevos cromosomas derivados pueden tener morfologia muy diferente dependiendo de
los puntos de ruptura. El portador de una translocacion reciproca generalmente no tiene
efectos en el fenotipo debido al rearreglo, excepto por posibles anormalidades
reproductivas incluyendo infertilidad, abortos espontaneos y descendencia con
enfermedad genética. Translocaciones que interrumpen genes pueden resultar en
enfermedades monogénicas o la reposicion de proto-oncogenes puede resultar en
desregulacién del ciclo celular y cancer.

El entrecruzamiento de cromosomas homdlogos durante meiosis esta alterado en
portadores de translocaciones. En lugar de la formacidn normal de bivalentes, los dos
cromosomas derivados y sus dos homdlogos normales se entrecruzan para formar un
cuadrivalente en forma de cruz durante paquiteno con cada segmento homaélogo alineado
con su contraparte (Figura 15). Existen tres patrones de segregacion basicos abreviados
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como 2:2, 3:1 y 4:0, existiendo para cada uno respectivamente 3, 4 y 1 posibilidad. En la
mayoria de los casos dos cromosomas se dirigen a una célula hija y dos cromosomas a la
otra, en raras ocasiones tres cromosomas segregan juntos, dejando uno separado o
incluso los cuatro cromosomas pueden dirigirse hacia un polo y ninguno al otro. Existen
tres formas de segregacion 2:2, que son las siguientes:

Segregacion alterna: Ambos cromosomas normales se dirigen a un polo y ambos
cromosomas translocados se dirigen al otro polo, en un diagrama de un cuadrivalente, los
cromosomas encontrados en la diagonal se mueven a los mismos polos. Todos los
gametos formados por esta segregacién estdn balanceados.

Segregacion adyacente |: Los centromeros adyacentes no homoélogos son desplazados
hacia el mismo polo, esto resulta en un complemento cromosémico no balanceado, que
resultard en un cigoto con trisomia parcial para uno de los cromosomas y monosomia
parcial para el otro una vez fertilizado por un gameto normal haploide. Este patrén de
segregacion frecuentemente es compatible con viabilidad embrionaria.

Segregacion adyacente Il: Centrémeros adyacentes homodlogos se desplazan hacia el
mismo polo, esto resulta en grandes montos de cromatina no balanceada, que es
usualmente incompatible con supervivencia embrionaria.

La segregacidn 3:1, hace referencia al desplazamiento de 3 cromosomas de 4 hacia un
mismo polo y sélo uno al polo opuesto, este tipo de segregacién a menudo ocurre cuando
uno de los cromosomas derivados es relativamente pequefio o corresponde a un
cromosoma sexual. Posterior a la fertilizacién por un gameto haploide, la concepcién
tendra 47 cromosomas, a menos que el derivativo sea muy pequefio, la concepcidén no
serd viable. Otros productos de segregacion resultan de recombinacidn en el segmento
central y hay cuatro posibilidades (Figura 15).
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Figura 15. Patrones de segregacidon para translocaciones reciprocas y robertsonianas. (a) Translocacion
reciproca: Un cuadrivalente de paquiteno es mostrado con los resultados de segregacion alterna, adyacente
I, adyacente Il y una de las opciones de segregacién 3:1 y su fertilizacion por un gameto normal. Notese que
s6lo una de las cuatro posibles combinaciones es representada por la segregacién 3:1. (b) Translocacién
Robertsoniana: Un trivalente de paquiteno es mostrado con los resultados de los 3 patrones de segregacion
posibles y su fertilizacion por un gameto normal. Modificado de Moore, 2001.%
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*Translocaciones robertsonianas: Las translocaciones robertsonianas resultan de “fusién
céntrica” de los brazos largos de dos cromosomas acrocéntricos, con pérdida de los brazos
cortos, reduciendo el numero de cromosomas en 1 (Figura 15).

*Inversiones: son formadas por dos rupturas en el mismo cromosoma, con intercambio de
los dos extremos. Son formadas de la misma manera que las translocaciones, excepto por
el hecho que las rupturas y el intercambio ocurre en el mismo cromosoma. Existen dos
tipos: 1) Un cromosoma pericéntrico en el cual una ruptura ocurre en cada uno de los
brazos del cromosoma y el centromero se incluye en la regién invertida. 2) un cromosoma
paracéntrico es formado cuando las dos rupturas ocurren en el mismo brazo y el
centrémero no estd incluido en el segmento invertido, generdndose aneusomia de
recombinacién (Figura 16).

(a) Inversion pericéntrica (b) Inversién paracéntrica

Figura 16. Entrecruzamiento en una horquilla invertida formada por (a) Inversion heterocigota pericéntrica e
(b) Inversién heterocigota paracéntrica, resultando en cromatides anormales con duplicaciones o
deleciones. Notese que soélo dos de cuatro cromatidas participan en un evento sencillo de entrecruzamiento.
Modificada de Moore, 2001.°*
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1.6 Trisomia parcial 1q

El cromosoma 1 es el cromosoma humano mas largo, y cuenta con aproximadamente
300Mb de DNA, que es aproximadamente 10% del genoma humano. La trisomia del
cromosoma completo no es compatible con la vida y no se ha observado a la fecha de

manera prenatal.**

Las caracteristicas clinicas mas frecuentemente encontradas en pacientes con trisomia
parcial 1q son retraso mental, macrocefalia, puente nasal ancho y aplanado, paladar alto y
ojival, pabellones auriculares de baja implantacion, micro y/o retrognatia, cuello corto,
teletelia, cardiopatia congénita y anomalias urogenitales.La asociacion clinica de
macrocefalia, fisuras palpebrales descendentes y micrognatia, debe sugerir la duplicacién
parcial del brazo largo del cromosoma 1. Sin embargo las anormalidades fenotipicas de las
alteraciones de este cromosoma varian grandemente y la delineacién de una entidad
sindrémica especifica es complicado por la presencia de segmentos de 1g de diferente
tamafio y usualmente de anormalidades cromosdmicas adicionales, generalmente un
segmento trisémico de otro cromosoma.”

Duplicaciones completas del cromosoma 1 o 1q es un hallazgo frecuente en abortos
espontaneos. Duplicaciones parciales de 1q resultan en una variedad de anomalias
congénitas, la gravedad y la prognosis para la supervivencia correlaciona con la extension
de la region. Duplicaciones 1q24-25—>qter resultan usualmente en anomalias graves y
esperanza de vida corta. Duplicaciones 1q32—>qter involucran malformaciones menos
graves y supervivencia mas larga pero con retraso mental notorio. En las duplicaciones
1g42->qter las malformaciones son usualmente moderadas y la capacidad cognitiva esta
menos afectada.”

La alta incidencia de rupturas en 1qg25, 1932 y 1g42 sugieren probables localizaciones
cromosémicas pronas a la delecion. Alteraciones como hipertelorismo, pabellones
auriculares dismorficos y anormalidades de los dedos se han encontrado en 50 a 80% de
los casos independientemente del tamafio del segmento duplicado, mientras mas grande
mas malformaciones observadas.*® La mayoria de las duplicaciones que se extienden de
manera proximal a la banda 1932 tienden a ser letales.”’

Se han identificado 353 genes en las distintas regiones duplicadas reportadas en la
literatura, 30 de ellos con funcion conocida como DISC1 localizado en 1q42.1 y TRAX
localizado en 1g42.2, los cuales tienen una funcién crucial en el desarrollo neural y TBCE
localizado en 1g42.3 y RAB3GAP localizado en 1g41 que se encuentran asociados con

desérdenes del neurodesarrollo y retraso mental.*
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Considerando el hecho de que existen pocos reportes en la literatura de duplicacién de 1q
pura, y la mayoria de ellos no cuentan con estudio molecular que pueda evidenciar otros
imbalances genéticos, no existe evidencia clara que soporte una delineacién final de
sindrome de duplicacion parcial 1q.*

1.7 Monosomia parcial 3p

El sindrome de delecién 3p (OMIM:613792), fue descrito por primera vez por Verjaal y De
Nef en 1978. Es un sindrome de genes contiguos caracterizado por multiples alteraciones
entre ellas retraso mental, retraso en el desarrollo, restriccion de crecimiento
intrauterino, micro y braquicefalia, facies triangular, hipertelorismo, epicanto, fisuras
palpebrales ascendentes, ptosis palpebral, frontal prominente, nariz corta y ensanchada,
micrognatia, implantancidon baja de pabellones auriculares, hipertricosis, sinofris, filtrum
largo (Figura 17) y una variedad de anormalidades asociadas, tales como pectus
excavatum, escoliosis, hipogenitalia, polidactilia, sindactilia, clinodactilia, defectos del
septum auriculoventricular, hernia hiatal, atrofia déptica, displasia renal poliquistica y
claviculas hipoplasicas.*®

N
N

Figura 17. Ejemplo de paciente con sindrome de delecién 3p. Notese el pliegue epicantico, puente nasal
deprimido, narinas antevertidas, mentén pequefio y pabellones auriculares de baja implantancion y en
retroversion. Imagen tomada de Malmgren, 2007.%
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Un gran numero de individuos afectados con regiones circunscritas superpuestas de varias
regiones contiguas de haploinsuficiencia del cromosoma 3p han sido identificados,
definiendo una regién critica de 1.5Mb en 3p26. Green et al mapearon el locus de
susceptibilidad a cardiopatia congénita en 3p25 a 3.7 cM de distancia entre D351263 y
D3S3594. Se han identificado los siguientes genes en la region critica involucrados con el
desarrollo neuronal: CHL1, CNTC4, CRBN, LRRN1, ITPR1 y SRGAP3 (Figura 21).50

CHL1 codifica para la molécula de adhesiéon L1-like (CALL), la cual estd altamente
expresada en sistema nervioso central y en el sistema nervioso periférico, su interrupcion
o pérdida puede causar compromiso cognitivo. En un estudio de correlacién fenotipo-
genotipo Pohjola et al. [2010] concluyé que una pequeia delecién terminal en 3p
comprendiendo sdlo el gen CHL1 puede causar Unicamente retraso mental moderado, con
dificultad para el aprendizaje, microcefalia y retraso en el crecimiento, y que podria no
estar relacionada con retraso mental profundo y dismorfias.

CNTNA4 codifica para la proteina contactina 4, una molécula de adhesién celular asociada
al axdén, que pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y tiene una participacion
importante en la formacién, mantenimiento y plasticidad de las redes de neuronas
funcionales. Dijkhuizen et al [2006] sugirieron que la pérdida de CNTN4 y CRBN
contribuyen al retraso mental en el sindrome de delecién 3p. Fernandez et al [2004],
propusieron que la disrupcién de CNTN4 ocasiona las caracteristicas faciales, retraso en el
desarrollo y en el crecimiento. En un paciente se identificé la disrupcién de una sola copia
del gen, que fue suficiente para conferir aspectos claves del fenotipo como retraso en el
desarrollo psicomotor y también se le ha implicado en la etiologia del espectro autista.”

CRBN codifica para la proteina cereblon, proteina de unién para canales de potasio
activados por calcio de larga conductancia en el cerebro. Se ha descrito que un tipo de
retraso mental autosémico recesivo no sindrémico (MRT2) (OMIM:607417) puede ser
ocasionado por mutaciones homocigotas en CRBN, que es necesario para la formacion de
las fronteras entre el cerebro medio y el metaencéfalo durante el desarrollo neuronal. !

ITPRN1 codifica el receptor tipo 1 del inositol 1,4,5-trifosfato, el cual libera iones calcio de
reservas intracelulares y modula la sefializacion intracelular de calcio, contribuyendo su
disrupcion al retraso mental. El gen SRGAP3 codifica la proteina con actividades de GTPasa
Slit-Robo Rho involucrada en la via Slit-Robo que regula la migraciéon neuronal y la
ramificacién axonal. La haploinsuficiencia del gen SRGAP3 puede que conlleve a una
inadecuada traduccidon de sefales neuronales y un desarrollo anormal de estructuras
neuronales. Se ha sugerido que SRGAP3 es un determinante mayor en el retraso mental
de pacientes con el sindrome de delecién 3p.>*
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El sindrome de delecidén 3p se presenta de novo en la mayoria de los casos, los pacientes
afectados en general tienen deleciones terminales con puntos de ruptura indistinguibles
en 3p25; algunos puntos de ruptura se han localizado centroméricos y otros teloméricos al
gen supresor de crecimiento tumoral de Sindrome Von Hippel-Lindau, el cual se localiza la
region cromosdémica 3p25.3. Las deleciones pueden ser de origen materno o paterno, la
delecion terminal mas pequeia reportada fue en un paciente hemicigoto para las
secuencias 3p26—>pter como resultado de una translocacion no balanceada. También se
han reportado deleciones intersticiales.>

Los puntos de ruptura varian entre los casos reportados, la mayoria de las deleciones son
relativamente grandes (de 4.5 a 12 Mb) y deleciones terminales mayores a 5Mb son
visibles por métodos citogenéticos convencionales. La mayoria de la evidencia apunta
como determinantes mayores del retraso mental en este sindrome a los genes SRGAP3,
MEGAP.>

El gen VHL, von Hippel-Lindau, se localiza en 3p25.3, ha sido reportado como deletado en
algunos pacientes con sindrome de delecién 3p. En pacienteshemicigotos para VHL, se
esperaria el desarrollo de hemangioblastomas en retina y sistema nervioso central y
carcinoma de células renales. Sin embargo, no hay reportes de pacientes con sindrome de
delecidn 3p que presenten enfermedad de Von HippeI—Lindau.51

1.8 Translocacion t(1:3)

Existen pocos reportes previos que documenten las caracteristicas clinicas y citogenéticas
. 4
encontradas en translocaciones entre los cromosomas 1y 3.”

En la tabla 2, podemos observar los distintos casos reportados en la literatura de t(1;3). La
mayoria de los casos en los que hay rearreglos no balanceados que resultan en
monosomias y trisomias parciales son resultado de segregaciones en padres portadores
de una translocacién balanceada. Los puntos de ruptura varian entre los diferentes casos
reportados, los Unicos idénticos en familias diferentes son los reportados por Yunis [1977]
y Schinzel [1981].334°

Kozma et al, reportd la segregacion de una t(1;3)(q42.3;p25) balanceada en una familia,
identificando dos tipos viables de complementos no balanceados (trisomia parcial
1g/monosomia parcial 3p y trisomia parcial 3p/monosomia parcial 1q), con fenotipos
distintos.*! En los individuos con ambos complementos se encontraron algunos hallazgos
consistentes como retraso en el crecimiento y en el desarrollo psicomotor, anormalidades
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neuroldgicas, cardiacas y dismorfias faciales, en ocasiones acompafiados de una pobre
. 41
sobrevida.

El fenotipo de pacientes con t(1;3) no balanceada, dependera principalmente del tamafio
de la regién cromosémica que se haya duplicado y el tamafio de la delecidon presente; asi
como de los genes involucrados en dichas regiones.

La mayoria de los pacientes reportados corresponden a trisomia parcial 1q y monosomia
parcial 3p, debe de ser mas compatible con la vida que la situacién inversa.

TABLA 2. Agrupamiento de las translocaciones t(1;3), con puntos de ruptura, origen de

1A £ H 14 199,99, 7: r4 99, 4
la translocacién y aneusomias segmentarias resultantes,>*?%25°6:>7,38,46,39,3

Referencia Puntos de ruptura Tipo de herencia Productos
observados

Yunis [1977] t(1;3)(q32;p25) De novo 1g+/3p-
Schinzel [1981] t(1;3)(q32;p25) Materna 1g+/3p-
McCarthy[1986]

Caso 1 t(1;3)(q25;p23) Materna 1g+/3p-
Caso 2 t(1;3)(q25;p23) Materna 19+/3p-
Caso 3 t(1;3)(q25;p23) Paterna 19+/3p-

Reiss [1986]

Caso 1 t(1;3)(q43;p21) Paterna 19-/3p+
Caso 2 t(1;3)(q43;p21) Paterna 19-/3p+
Caso 3 t(1;3)(q43;p21) Materna 19-/3p+

Sunaga [1993]

Caso 1 t(1;3)(g42.3;p26.3) Materna 19+/3p-
Caso 2 t(1;3)(g42.3;p26.3) Materna 19+/3p-
Gfatter [1998] t(1;3)(925;929) De novo 19+/39-

Kozma [2004]

Caso 1 t(1;3)(q43;p25) Paterna 1g+/3p-
Caso 2 t(1;3)(q43;p25) Paterna 19-/3p+
Caso 3 t(1;3)(q43;p25) Materna 19-/3p+
Li [2013] t(1;3)(g42.13;p25.3) | Materna 19+/3p-

1g- (monosomia parcial 1q), 1g+ (trisomia parcial 1q), 3p- (monosomia parcial 3p), 3p+ (trisomia parcial 3p),
3g- (monosomia parcial 3q).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las alteraciones cromosOmicas y en particular las translocaciones son eventos poco
frecuentes, tienen impacto clinico dependiendo de cuales cromosomas se encuentren
involucrados, los puntos de ruptura y si se trata de rearreglos balanceados o no
balanceados, entre otros aspectos. Estas circunstancias son importantes para el
asesoramiento genético debido a las alteraciones que pueden presentarse en la
descendencia en relacion a la segregacion de los cromosomas translocados durante la
meiosis. Existen pocos antecedentes en la literatura referentes a translocaciones entre los
cromosomas 1y 3; en estos casos durante la segregacion en meiosis pueden dar origen a
productos con alteraciones de tipo monosomia y trisomia parciales de estos cromosomas,
los cuales variaran en su gravedad fenotipica dependiendo de los puntos de ruptura y la
extension de los fragmentos involucrados. Existen también pocos casos descritos de
trisomia parcial 1g pura; lo anterior debido a que la mayoria de estos son resultado de
translocaciones con involucro de otros cromosomas, por lo que ha resultado dificil la
caracterizacion del fenotipo correspondiente a esta trisomia parcial. En esta tesis se
describe el abordaje clinico, citogenético y molecular de una familia con t(1;3), detectada
a partir del diagnostico de un paciente con trisomia parcial 1g y monosomia parcial 3p. Y
se compara con los casos reportados en la literatura.
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3. JUSTIFICACION

El andlisis integral de pacientes con malformaciones congénitas y alteraciones del
desarrollo incluye el descartar alteraciones cromosdémicas. En los casos en que las
alteraciones se relacionan con aberraciones cromosdmicas debidas a desbalances del tipo
monosomias o trisomias parciales es importante descartar que estén asociadas a
alteraciones cromosdmicas balanceadas en los padres. El caso que se describe, al tratarse
de una t(1;3) con presentacion familiar, requiere del estudio citogenético y molecular de
los integrantes de la familia para el adecuado asesoramiento genético. La comparacion de
esta informacion con lo descrito en la literatura aportard informaciéon acerca de las
caracteristicas fenotipicas correspondientes a cada una de estas alteraciones
cromosdémicas; resultando de particular importancia para el caso de trisomia parcial 1q
debido a los pocos reportes previos que existen en la literatura y por ende la escasa
informacién que hay acerca del fenotipo especifico ocasionado por esta alteracion, lo que
contribuird tanto a poder brindar un asesoramiento genético integral a esta familia como
a una mejor descripcién de estos sindromes.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal

Describir clinica, citogenética y molecularmente a una familia con t(1;3).

4.2 Objetivos secundarios

1.- Describir las caracteristicas clinicas en un paciente con trisomia parcial 1q vy
monosomia parcial 3p.

2.- Definir los puntos de ruptura cromosdmica en el propositus y su madre mediante
técnicas de citogenética convencional y molecular.

3.- Correlacionar clinicamente el fenotipo con los hallazgos de los analisis de citogenética y
biologia molecular.

4.- Contribuir con lo anterior a lo reportado en la literatura al respecto.

5.- Otorgar asesoramiento genético a la familia estudiada.
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5. MATERIALES Y METODOS

Se realizd historia clinica al propositus (individuo 1V.1, Figura 18) y previo consentimiento
informado (Anexo 1), autorizacidon Institucional y de acuerdo a los lineamientos
internacionales, se llevo a cabo estudio familiar citogenético con técnica de bandas GTG
con una resolucion de 400-550 bandas, analizando 25 metafases (Anexo Il).

De acuerdo a los resultados encontrados en esta primera fase de estudio, se indicé el
estudio citogenético bajo los mismos lineamientos y previo consentimiento informado en
ambos padres y posteriormente a otros miembros de la familia.

En una tercera fase se realizé estudio de citogenética molecular con técnica de FISH para
las regiones subteloméricas de los cromosomas 1 y 3 utilizando las sondas ToTelVysion
(Vysis-Abbott®). La mezcla para el cromosoma 1 (mezcla 1) consistié en los siguientes
elementos: 1p color verde, 1qg color naranja, Yp/Yp color amarillo CEP X en color aqua y la
mezcla para el cromosoma 3 (mezcla 3): 3p color verde, 3q color naranja, 22q color
amarillo y BCR en color aqua. Se analizaron 10 metafases para cada preparacién en el
propésito y en su mama (individuo Il1.6, Figura 18).

Finalmente se realizé analisis de CNV con microarreglos de SNP de alta densidad en DNA
gendmico del propdsito; obtenido a partir de una muestra de sangre periférica (3 ml)
utilizando el kit Versagene DNA Purification (Gentra Systems Inc.®, Minneapolis, MN,
USA). El mapeo gendmico se llevé al cabo con un microarreglo Cytoscan HD (Affymetrix
Inc®., Santa Clara, CA, USA).

En la seccidn de anexos se describen en detalle las técnicas de bandas GTG (Anexo Il), FISH
(Anexo lll) y mapeo gendmico (Anexo IV) utilizadas.
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Descripcion del caso clinico

El propdsito es un paciente masculino de 2 afios 8 meses de edad (individuo 1V.1 en el
arbol genealdgico Figura 18), quien fue conocido a los 4 meses por el Departamento de
Genética del HIMFG referido por presentar multiples dismorfias y retraso en desarrollo
psicomotor, iniciando su manejo y valoracidon integral. El paciente cuenta con los
siguientes antecedentes:

Antecedentes heredofamiliares:

Padres jovenes, aparentemente sanos, no consanguineos. Abuela materna con
antecedente de 3 pérdidas gestacionales espontaneas. Medio tio materno finado a los 4
afos 5 meses con diagndstico de cardiopatia y pie equinovaro; tio materno finado a los 7
afios con historia de retraso en el desarrollo psicomotor, dismorfias y hepatopatia no
especificada (Figura 18).
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Figura 18. Arbol genealdgico del propésito.
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Antecedentes perinatales:

Producto de gesta |, adecuado control prenatal e ingesta de multivitaminicos, dos
ultrasonidos reportados como normales, cursé con amenaza de aborto durante el primer
trimestre manejada con reposo. Se obtuvo por parto eutdcico a las 385DG, pesé 2,880gr
(P10), midié; 51cm (P50), Apgar 8/9.

Antecedentes personales no patoldgicos:

Fijacion de la mirada a los 2 meses, sostén cefdlico a los 6 meses, sedestacion al afio de
edad, inicio de bisilabos al afio de edad, actualmente no ha desarrollado lenguaje, no ha
logrado control de esfinteres, ni deambulacién.

Antecedentes personales patoldgicos:

Hospitalizado a los 8 meses por neumonia adquirida en la comunidad. Diagndstico de
reflujo gastroesofagico a los 5 meses de edad. Sondeo por dacrioestenosis a los 12 meses
de edad.

Exploracidn fisica: edad aparente igual a la cronoldgica, peso: 11Kg (<P5) y talla: 84cm
(<P5), perimetro cefalico: 48cm (P25). Braquicefalia, facies triangular, fisuras palpebrales
oblicuas ascendentes, nariz corta con narinas antevertidas, paladar alto, ojival, mentén
pequefio y triangular, micrognatia, pabellones auriculares de impalantacién baja y en
retroversion. Térax ancho con teletelia; cardiopulmonar, abdomen y columna sin
alteraciones, genitales masculinos con ambos testiculos en escroto, uretra central,
extremidades hipotréficas, simétricas, hirsutismo en frente, espalda y brazos (Figura 19).

Estudios de gabinete:
Ecocardiograma, electrocardiograma y ultrasonido renal: sin alteraciones morfoldgicas.
Ultrasonido hepatico (a los 2 anos 5 meses de edad): higado con datos compatibles con

esteatosis hepatica.
Resonancia magnética de craneo: ventriculomegalia y quiste subaracnoideo.
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6. RESULTADOS ESTUDIOS CITOGENETICOS Y MOLECULARES

Se realizd estudio de cariotipo con técnica de bandas GTG al propdsito (analisis realizado
por la Biol. Ariadna Berenice Morales Jiménez, Laboratorio de Citogenética, Departamento
de Genética del HIMFG). El cual identificd el siguiente complemento cromosémico:

46,XY,der(3)t(1;3)(1qter=>1941::3p26.3>3qter)

Con el resultado anterior, se determind que el propdsito es un individuo masculino
trisémico para el segmento 1g41->qter y monosémico para 3p26.3>pter (Figuras 20 y
21).
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Figura 20. Cariotipo del propésito (IV.1) con técnica de bandas GTG. La flecha sefiala el derivado de el
cromosoma 3.
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Figura 21. Cariotipo parcial con técnica de bandas GTG del propdsito. Se evidencia a la izquierda el
cromosoma 3 normal y a la derecha el cromosoma derivado: der(3)t(1;3)(1qter=>1q941::3p26.3>3qter), se
han indicado los puntos de ruptura.

Ante el resultado del estudio citogenético en el propdsito, se realizd andlisis cromosdmico
a los padres del paciente con técnica de bandas GTG. El analisis indicé que el padre
(individuo I11.7, Figura 18) tiene un cariotipo 46,XY. El estudio cromosdmico de la madre
(individuo IlIl.6, Figura 19) tuvo el siguiente resultado:

46,XX,t(1;3)(1pter>1q41::3p26.3>3pter;1qter>1q941::3p26.3>3qter)

La formula cromosémica descrita corresponde a un individuo femenino con una
translocacién balanceada entre los cromosomas 1 y 3 con puntos de ruptura en 1q4ly
3p26.3 (Figuras 22y 23).
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Figura 22. Cariotipo con técnica de bandas GTG de la madre del propdsito (individuo 1l1.6, Figura 19). La
flecha de color azul indica el cromosoma derivado 1 y la flecha de color rojo indica el cromosoma
derivado 3.
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Figura 23. Cariotipo parcial con técnica de bandas GTG en la madre del propdsito. Se muestran los
cromosomas participantes en la translocacion balanceada t(1;3) evidenciando los puntos de ruptura.

Con el resultado de translocacién balanceada en la madre del propositus, se extendio el
estudio cromosdmico a otros miembros de la familia pudiéndose realizar en la abuela, un
tio y dos tias maternas, el estudio demostrd la misma translocacién y la condicién de
portadores balanceados en los individuos 1.3, 11.12 y I11.13 (Figura 24).
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Figura 24. Arbol genealdgico en donde se indican los resultados de los estudios citogenéticos, en particular
se evidencia el estado de portadores balanceados de la t(1;3) en los individuos 11.3, 1II.6, I11.12 y 111.13, asi
como los individuos a quienes se les realizé el estudio y tienen cariotipo normal.

Se realizé analisis con técnica de FISH con las mezclas 1 y 3 de las sondas ToTelvysion de
Vysis, en el propésito y en su madre (andlisis realizado en el Servicio de Genética, del
Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga y la Facultad de Medicina, UNAM por la
Biol. Karem Nieto Martinez y la M. en C. Laura Gédmez Laguna)

El resultado en el propésito demostré un complemento cromosdémico:

46,XY,der(3)t(1;3)(q41;p26.3).ish der(3)(CEB108/T7+, D354559-, D3S4560+).

El cual se muestra en la Figura 25.
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Figura 25. Metafase del propdsito analizada con técnica de FISH. En el extremo superior derecho se
muestran los colores que identifican a las sondas utilizadas de acuerdo a la regidon cromosdémica. La flecha
indica el cromosoma derivado 3 con dos sefiales rojas, correspondientes a telémero de 3q y de 1q,
indicando trisomia parcial 1q y monosomia parcial 3p.

El analisis de FISH corrobord la translocacidon balanceada en la madre del propdsito con
una férmula cromosdémica (Figura 26):

46,XX,t(1;3)(q41;p26.3).isht(1;3)(q24;p21)(CEB108/T7-, D354559+, D1S3738+;
CEB108/T7+, D354559-, D354560+).
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Figura 26. Metafase de la madre del propositus analizada con técnica de FISH. En el extremo inferior
derecho se muestran los colores que identifican a las sondas utilizadas de acuerdo a los cromosomas
analizados. Las flechas indican dos sefiales rojas del derivado del cromosoma 3 vy dos sefiales verdes

indicando el derivado del cromosoma 1.
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Se extrajo DNA de sangre periférica al propdsitus para analisis con microarreglos de SNP
de alta densidad, el cual revelé como hallazgos que tienen significancia clinica: duplicacion
en el cromosoma 1g41-gter con una extension de 30304.66 kpb y una delecién de 3pter-
p26.3 con una extensién de 1712.324 kpb (Figura 27) (Analisis realizado por el Dr.
Fernando Fernandez Ramirez del Servicio de Genética, Hospital General de México Dr.
Eduardo Liceaga). El analisis detallado de los genes localizados en esta region, se realizara
posteriormente.
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Figura 27. Resultado de analisis de microarreglos en el propdsito indicando los detalles de las regiones del
cromosoma 1y 3 que tienen relevancia para el fenotipo.
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7. DISCUSION

Ante un paciente con sindrome dismorfico y retraso mental de origen desconocido, se
debe realizar un abordaje integral para determinar una impresién diagndstica, etiologia y
proporcionar asesoramiento genético. Entre las causas de estas alteraciones deben
descartarse alteraciones cromosémicas desbalanceadas como base etioldgica, asi y de
acuerdo a las indicaciones para la realizacién de cariotipo mostradas en la Tabla 1, y a las
caracteristicas clinicas del propdsito descritas en la seccion 5 se realizd abordaje
citogenético al paciente y a la familia descrita en esta tesis.

El estudio citogenético revelé6 en el propdsito una translocacion no balanceada
46,XY,der(3),t(1;3)(g41;p26.3), mediante andlisis de FISH y de microarreglos se
confirmaron los puntos de ruptura y se determiné una trisomia parcial 1q de 1g41->qter
de 30.3 Mb y una monosomia parcial 3p de 3p26—>pter de 1.7Mb, alteraciones
segmentarias consideradas como responsables del fenotipo del paciente con importantes
implicaciones tanto en la definicién del fenotipo asociado a alteraciones de estas regiones,
como para el asesoramiento genético.

En relacién a la frecuencia de esta alteracién, existen sélo 7 reportes en la literatura de
casos de t(1q;3p) con 14 pacientes (Tabla 2), por lo que podemos considerarlo como una
alteracion poco frecuente.

En relacidn a las caracteristicas clinicas de los casos conocidos, se encuentra una gran
variedad fenotipica debido a las diferencias en puntos de ruptura, tamano, y contenido de
genes de las regiones involucradas en cada caso (Tabla 3) y que se describen a
continuacion.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas y moleculares de pacientes con trisomia 1q y monosomia 3p derivadas de una t(1;3)

Yunis® Cook® SChJ!."e‘ McCarthy* Sunaga®® Kozma™ Li* Probando
Estudios Bandas Bandas G Bandas G Bandas G Bandas G
citogenétic QGyT Bandas Bandas G alta resolucién alta resolucion aCGH FISH
0s G FISH Cytoscan
1g42.13>
f:sg;v::ir;:os 1q?;2r—>q 1g25->qter lﬁz? 1g25->qter 1g42->qter 1q42.3>qter qter 1q41r—>qte
(21.6 Mb)
>pter 3p25.3>p
segmento | 355555 303 3p25> ter 3p26.35p
;r;onosoml tor pter 3p23->pter 3p26->pter 3p25->pter (10.79 tor
Mb)
P1 3 3
Origen De novo m 2 3 Mat Pl P2 k3 Pl P2 Pl P2 P3 mat mat
at m o] mat mat pat mat mat pat mat mat
at at
Edad 1a 17a8m | 20a 19a RN | 6a 4a 3s RN RN 7m 2a8m
Género F M F M F M M F F M M M
Edad N NR 386 NR NR NR 38SDG 37SDG NR NR 37SDG 38SDG 38SDG
gestacional SDG
peso al 2,8 NR 2,800g
nacer 2,500 g 2910g 2,730g 3,010g 40 3320g 2,578¢ 2,440 g 2,463 g 2,880 g
g
Talla nacer 48cm 46cm NR NR NR NR NR NR NR NR 425¢m 51cm
Macrocefal + +
ia
Bracquicef + - NR NR NR + + + - - NR +
alia
Facies + + + + +
+ + + + + + + + + +
anormales
cara - - NR NR NRO| - + + * * +
trianguilar
Fontanela + - NR NR NR | NR NR + NR * + +
amplia
Estrechami
ento + - NR NR NR + + - NR NR + +
temporal
Fisuras + +
palpelbrale
s - - NR NR NR + + + + +
ascendente
s
Pliegue + . NR NR NRO| " " NR NR - -
epicéntico
Hipertelori | -, + NR NR NRO| o+ + + * * NR +
smo
Narinas + +
antevertida - + NR NR NR + + - + +
s
Pabellones + T
auriculares
de + + + + - + + + + +
implantaci
6n baja
aM'c"’g"at‘ - - NR NR NR + + + * M + +
Paladar NR NR
estrecho ) ) ) ) ) * M M ) *
¥ ¥ ¥ ¥ B EP, PCA
Cardiopatia R AV Arteria
congénita NR & NR NR ) B PCA subclavia )
aberrante
RDPM o ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
retraso + + + + + + + + + +
mental
EEC NR NR NR NR NR + + + + + + NR
anormal
. + + Adelgazami - +
" " " Dilataci Arinence ento de Dilatacién
Anomalias Dilataci i - - + :
estructural NR + NR NR NR on on fal.'a : le“d.o Dilatacién VEVTUICU|6I’
es del SNC ventric ventric Asimetria cortical ventricular Quiste
ular ular del glexo §ubaracno
coroides ideo
NR Criptorqu Criptorqui
Anomalias . Criptorqu idia dia
genitourina NR - idia - NR NR NR Hidronefr -
rias osis
derecha
Hirsutismo - + - - - NR - + NR - + +
Anomalias Desviacio . " " .
esquelética Clinodac Cubito Cifoescoli Cifoescoli - NR NR nulnar icalmodacnl :;Imodactll
s tilia valgo osis osis Clinodact
ilia
+ +16 meses 9 afios
Muerte NR NR . . NR ~ i} 3 + B
temprana 9 meses
semanas

mat: Origen materno, pat: Origen paterno. SDG: Semanas de gestacidn, a: afios, m: meses, s: semanas. RN: Recién nacido, NR: No
reportado, M: Masculino, F: Femenino, EP: estenosis pulmonar, PCA: persistencia del conducto arterioso. +: Caracteristica presente, -:
Caracteristica ausente.
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Como se menciond previamente, no existe un fenotipo especifico relacionado con la
t(1;3), debido a la diversidad de las regiones cromosdémicas involucradas. Sunaga et al
[1993]°® reportaron dos hermanos con trisomia parcial 1q y monosomia parcial 3p como
resultado de segregacion adyacente |, siendo la mama de estos pacientes portadora de
una t(1;3) balanceada al igual que el caso de el propdsito descrito en esta tésis. Los
puntos de ruptura reportados en este par de hermanos son altamente similares a los de
nuestro paciente como se puede observar en la tabla 3; asi como la gran similitud en la
presentacion clinica de los 3 casos; los cuales tienen comun un fenotipo caracterizado por
braquicefalia, cara triangular, estrechamiento bitemporal, fisuras palpebrales
descendentes, hipertelorismo, narinas antevertidas, pabellones auriculares de baja
implantanciéon, micrognatia, paladar estrecho, retraso en el desarrollo psicomotor,
dilatacion ventricular. Otra caracteristica que comparten estos tres casos es la ausencia
de cardiopatia congénita, la cual si se encuentra presente en otros de los reportes de
t(1;3), por lo que se cree que en los pacientes reportados por Sunaga et al [1993]*y el
reportado por nosotros, al tener una alta homologia en el tamafio de las regiones
involucradas es factible considerar que en ambos reportes no se encuentren genes
asociados a cardiopatia en las regiones cromosémicas alteradas en dosis génica.>®

El caso de t(1;3) que aqui reportamos sobrepone dos aneusomias segmentales (trisomia
parcial 1g y monosomia parcial 3p). En la literatura se conocen reportes de ambas
entidades afectando a casos de pacientes con presentaciones tanto de manera aislada o
pura, es decir casos de trisomia 1g o monosomia 3p pura, asi como también se han
reportado casos con alteraciones que comprometen segmentos de otros cromosomas
como resultado de translocaciones no balanceadas.

El diagnéstico de trisomia 1q se ha reportado en mas de 80 casos™* mostrando de igual
manera una variedad clinica y citogenética por ello ha resultado dificil establecer un
fenotipo caracteristico, mas aun por el hecho de que en una gran cantidad de los casos
reportados son resultado de una translocacion no balanceada y por ello se acompanan de
monosomias parciales de otros cromosomas.

Se ha intentado identificar un fenotipo asociado a esta alteracidén y en varios reportes se
han dividido las caracteristicas clinicas asociadas a la trisomia parcial 1q en base a tres
criterios: puntos de ruptura, tamafio y contenido genético del material cromosémico
involucrado. De esta manera, la clasificaciéon anterior propone que duplicaciones de
1g42->qter estan asociadas a malformaciones menores con un compromiso intelectual
minimo y tendencia a la normalidad, mientras que las duplicaciones mayores que
involucran a regiones de 1g32->qter estan asociadas a un fenotipo mdas grave
caracterizado por retraso mental, malformaciones menores y una adecuada sobrevida. En
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el caso de duplicaciones que involucran casi la totalidad del brazo largo a partir de
1924->qter se consideran letales, aparentemente aun en casos de mosaicos. En general
las caracteristicas asociadas a la trisomia parcial 1g son macrocefalia, frontal prominente,
hipertelorismo, fisuras palpebrales descendentes, cara triangular con mentén pequefio,
malformaciones cardiacas congénitas y bajo peso al nacer.*>%162

El sindrome de monosomia 3p [OMIM 613792], es un sindrome de genes contiguos,
identificindose una regidn critica en 3p26°°, por lo que los puntos de ruptura en esta
alteracion si bien varian en mayor o menor medida en los diferentes casos, son
consistentes en relacidon a la region critica involucrada, lo cual permite establecer una
relacion con el fenotipo, el cual se caracteriza por retraso mental, microcefalia y
dismorfias faciales entre éstas ptosis, fisuras palpebrales descendentes y micrognatia. La
expresividad variable del sindrome incluye crisis convulsivas, cardiopatias congénitas,
polidactilia postaxial, paladar hendido, y anomalias renales e intestinales.®® En la tabla 4 se
resumen las caracteristicas clinicas y citogenéticas reportadas en varios casos de trisomia
parcial 1g terminal y en la tabla 5 de casos de monosomia parcial 3p, se incluyeron
aquellos casos con segmentos cromosdmicos similares a los encontrados en nuestro
propdsito.
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas y moleculares de pacientes con trisomia parcial 1q terminal

Caracteristicas Chia etal dup(1)(q42.1 dup(1)(g41qter) dup(1)(g42qter) dup(1)(g4lqter) dup(1)(g42qter) Dup(1)(g42q Dup(1)(g42qt Dup(1)(q44qt dup(1)(q4 dup(1)( dup(1)(q4 dup(1)(q41 Dup(1) dup(1)(q41-gter)

clinicas 1988% qter) Rasmussen Rasmussen Rasmussen 1990. Rasmussen 1990.” ter) er) er) 1q44) q42q43)Coc 4qter) qter) (q41qter) Propdsito
Dup g42qter Concolino 1990. 1990.62 Kennerknec Veerschuuren Villa 2000.” Polityco cé Percesep Kulikowski, Shin 2008.

1998. ht 1993.” -Bemelmans 2005. 2007.” ,2007.7 | 2008.*
1995.”

Cariotipo 46,XY,der(22)t 46,XX,der(8)t 46,XX,der(10)t(1; 46,XX,der(13)t(1;1 46,XY,der(4)t(1;4)( 46,XY,der(4)t(1;4)( 46,XY,der(15 46,XX,der(15) 46,XX,der(1)t( 46,XX,inv 46,XX,dup(1 46,XY, 46,XY, 46,XY,der(1 46,XY,der(3)t(1;3)(
(1;22)(q42;p1 (1;8)(q42.2;p 10)(g41;q26)pat 3)(q42;q34)mat q41;q34)pat q42;q35)mat )t(1;15)(q42; t(1;15)(q42,1; 1;15)(q44;p1 dup(1)(q4 )(q42q43)d dup(1)(q4 dup(1)(q41 1)t(1;11)(q4 q41;p26.3)
2)mat 23.3) dneo qter)pat pll.1)pat 2)mat 1q44 dn n 4-gter)dn -gter)dn 1;p15.5)mat

FISH - + - - - - - + * + - + + + +

CGH/aCGH - - - - - - - B B B + B + B

Microarreglos - - - - - - - Andlisis - - - - +€

SNP microsat

Sexo M F F F M M M F F F F M M M M

Edad RN 6m im 10m 2a 7a5m 5alm 22a 10a 1la8m 4ad9m la 2a8m 6m 2a8m

Retraso NR NR NR NR NR + + + NR + - NR NR +

mental

Dilatacion - NR + + + NR + + + NR NR + + - +

ventricular

Retraso en el - + + + + + + + + + + + + + +

desarrollo

psicomotor

Retraso en el - - - + + + + + + + + - + + +

crecimiento

postnatal

Dificultad para NR + NR + + NR NR * + NR - + NR +

el desarrollo

del lenguaje

Macrocefalia + - - - + + - - - + + + - + -

Microcefalia - - + - - + + NR - - - -

Asimetria + NR NR NR NR - - - - NR - - - - +

facial

Facies + - NR + NR + + - NR + + + - +

triangular

Frontal + + + + + NR + + - NR + + + + +

prominente

Fontanelas + + + NR + + + + NR NR - + NR - NR

amplias

Cejas gruesas - NR - - NR NR - + + NR NR + - - +

Hipertelorism + - - + NR + + - + + + - + NR +

o

Ptosis - - - + - + - - - NR NR - + NR -

Puente nasal - - - NR + - - - + NR + + + + +

deprimido

Filtrum largo + + - - + NR - - NR + + + + NR +

Retromicrogn - + - + + NR - - NR NR + + + + +

atia

Narinas - - - NR + + + NR NR NR - + NR +

hipoplésicas

Paladar alto NR NR + + + + NR - - + NR + - NR +

Alteraciones NR NR + NR NR + NR - - + NR + - NR +

oftalmoldgicas Coloboma del Manchas de Estrabism Hipoplasi Dacrioestenosis

nervio 6ptico Brushfield o ade
nervio
optico

Pabellones + NR + + + + NR - - + + - - + +

auriculares de

implantacién

baja

Hirsutismo NR NR NR NR NR NR NR + NR NR + NR NR NR +

Alteraciones - - NR NR + NR - - Hipertrofia NR - Criptorqui - - -

genitourinaria Testiculos en canal clitérica dia

s inguinal derecha

Malformacion + defecto - NR NR + NR B * - + - + - - -

es cardiacas septal atrial Estenosis adrtica CIA

Comunicacion
interventricular

NR: No reportado, SDG: Semanas de gestacion, a: afios, m: meses, oo: Estudio realizado mediante amniocentesis, €: Cytoscan®, F: Femenino, M: Masculino, EEG: Electroencefalograma, CIA: Comunicacién
interauricular, PCA: Persistencia de conducto arterioso.
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Tabla 5. Caracteristicas clinicas y moleculares de pacientes con monosomia parcial 3p.

Region deletada Disruption at p26° p26.2-pt(-3rb p25.3-p26.1 p25.2-pter p25.3-pter p25.3-p26.1 p26.1-pter p25.3-pter p26.3-pter p26.3-pter p25.3- p25.3-p25.3 p26.3-pter
del cromosoma 3 dn pter
Origen dn dn dn dn dn dn mat* mat® pat® ND mat
Gen CNTN4 12.65Mb 9.55Mb to dn pat
Tamaio 4.5Mb 1.6 Mb 12.25Mb 11.50Mb 6.3 Mb 8.60 Mb 8.99 Mb 1.10 Mb 0.90 MB 0.643 Mb 1.70 Mb
Fernandez et al. 12.05Mb 9.35 Mb
2004.%° Fernandez et Gunnarsson Shuib et al. Shuib et al. Shuib et al. Shuib et al. Pohjola, et Pohjola, et Cuoco, et Peltekova et al.
Caracteristicas al. 2008.” etal. 2009.” | 2009.7® 2009.” 2009.7% 2009.” al2010.% al al2011.® | Chen,et | 2012.° Proband
Fam A 2010.%Fam al
B 2012.*
Analisis C, FISH, SNPa C, FISH, aCGH C, SNPa, C, MLPA, SNPa C, MLPA, SNPa C, MLPA, SNPa C, MLPA, C, FISH, C, FISH, C, SNPa, C, aCGH, C, FISH, aCGH, C, FISH,
citogenético MLPA 3/3 9/9 SNPa SNPa, SNPa, FISH, QF»PCRf Q-PCR SNPa
MLPA, SEQ MLPA, SEQ MLPA 2/2
Sexo M M F NR NR NR NR M M M/M F F M
Edad 7allm 5a6m 4a NR NR NR NR 10a 12a 9a/7a 24 SDG' 22at 2a8m
Retraso mental Limitrofe + NR 3/3 9/9 + - + + Limitrofe/- NR + +
Defectos - - +£ NR NR NR NR NR - 1"/2 - + +
neuroldgicos
RDPM - + + 3/3 9/9 + - + + 0/2 NA + +
Retraso + + - NR NR NR NR - + 0/2 NA + +
crecimiento
postnatal
Hipotonia + - + NR NR NR NR + - 0/2 NA NR +
Retraso desarrollo + + + NR NR NR NR - - 2/2 NA + +
lenguaje
Microcefalia - + + NR 2/9 + NR + + 0/2 NR + -
Asimetria facial - NR NR NR NR NR NR + - 0/2 NR +
Cara triangular - + + NR NR NR NR + - 0/2 NR + +
Cinofris + - - NR NR NR NR - - 0/2 NR + -
Hipertelorismo + + + NR NR NR NR - X 0/2 + - +
Ptosis + - + NR 2/9 + NR - - 0/2 NR + +
Filtrum largo - - + NR NR NR - - 0/2 NR - +
Micrognatia - + NR 2/9 NR NR - - 0/2 + - +
Narinas + + + NR NR NR NR + - 0/2 NR - +
hipoplasicas
Paladar alto o NR + NR NR NR NR NR + - 0/2 NR + +
hendido
Anomalias + NR +M NR NR NR NR - - 0/2 NR +" +°
oftalmolégicas
Pabellones + + + NR NR NR NR + - 0/2 + + +
auriculares
dismorficos
Hirsutismo + NR NR NR NR NR NR - - 0/2 NR NR +
Anomalias en +° +9 + NR NR NR NR - - 0/2 NR + +
extremidades
Alteraciones - + NR NR NR NR NR + - 0/2 NR - +
genitourinarias
Cardiopatia - - +1 3/3 2/9 - - - - 0/2 - + -

NR: No reportado; a: afios, m:meses, SDG: Semanas de gestacion, F:femenino, M:masculino, Mb:Mega bases, C:cariotipo, FISH: Hibridacién por fluorescencia in situ, aCGh: Hibridaciéon genémica comparative por microarreglo, SNPa: Microarreglo de polimorfismo de un solo nucleétido, QF-PCR: PCR
fluorescente cuantitativa, SEC: Secuenciacion de genes candidatos. a:46,XY,t(3;10)(p26;926), b:45,XY,der(3)t(3;13)(p26.2;q12.13),-13; c: madre con la misma delecion sin las caracteristicas clinicas, d: madre y hermana con la misma delecion y con fenotipo moderado, e: padre con la misma delecion, sin
caracteristicas clinicas. f: diagndstico prenatal por amniocentesis e interrupcion del embarazo, g: asimetria del taldamo, crisis convulsivas y anomalias en el EEG, h: ectopia cerebelar, crisis convulsivas, i:crisis convulsivas, anomalias en el EEG, atrofia del parénquima cerebral, j: dilatacion ventricular, quiste
subaracnoideo, k: hipertelorismo, I: miopia, astigmatismo, m: estrabismo, n: microftalmia y esotropia intermitente, o:dacrioestenosis, p: clinodactilia del 5to dedo, q:braquidactilia, sindactilia cutanea, clinodactilia del 5to ortejo, r: sobreposicion de ortejos, s:polidactilia postaxial, sindactilia de ortejos, t:
alteracion renal en la diferenciacidn corticomedular bilateral, tamafio renal izquierdo disminuido, u: CIA, CIV, seno coronario amplio, v: CIA defecto septal del atrio. CIA: comunicacién interauricular, CIV: Comunicacion interventricular, EEG: Electroencefalograma.
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En los casos de trisomia 1q terminal presentados en la Tabla 4, podemos observar que la
caracteristica mds constante, reportado casi la totalidad de los pacientes, excepto en el
caso reportado por Chia et al [1988]%° es la de retraso en el desarrollo psicomotor
presente en 14 de 15 casos, incluyendo el descrito en esta tesis; a su vez el retraso en el
crecimiento postnatal se observd con una alta frecuencia, reportado en 11 casos.

Las caracteristicas faciales observadas mas frecuententemente y que apoyan reportes
previos que las proponen como patognomoénicas del sindrome de trisomia parcial 1q
terminal” son frontal prominente, cara triangular, hipertelorismo, narinas hipoplasicas,
retromicrognatia y paladar alto. Las alteraciones en el sistema nervioso central se
describen en 9 pacientes de los reportados en la Tabla 4, siendo lo mas frecuente
dilatacion ventricular, situacion también descrita en nuestro propdsito. Esta caracteristica
ha sido también asociada a casos de trisomia 1q no terminal como el caso de duplicacién
de la regién 1g32->qter reportado por Duba et al[1997]%° asi, como duplicaciones
pequefias como la reportada por Percesepe et al[2007] de 1g44->qter, por lo que se
podria delimitar dentro de la regién 1g44->qter a los genes que en triple dosis podrian
condicionar alteraciones en sistema nervioso central tales como ventriculomegalia; sin
embargo, llama la atencidn que los estudios de imagen de sistema nervioso central
realizados en el caso reportado por Kulikowski et al[2008]*® con duplicacién 1g41->qter
no identificaron alteraciones estructurales a este nivel por lo que igualmente no puede
descartarse la participacidn de otros factores genéticos y/o ambientales asociados.

En el caso reportado por Duba et al[1997]%° el paciente presenta multiples
malformaciones entre éstas: atrofia de nervio dptico, estrabismo, labio paladar hendido
bilateral, polidactilia preaxial bilateral, atresia duodenal, hipospadias, criptorquidia y rifién
multiquistico izquierdo. Podria asumirse que el fenotipo mas grave observado en este
paciente pueda deberse a que el tamafio de la regién duplicada es mayor que la de los
demads casos comparados, siendo ésta una duplicacion de 1g32->qter, sin embargo
alteraciones genitourinarias y oftalmoldgicas similares fueron reportadas por Percesepe et
al [2007] siendo de los 3 reportes el que involucra un menor tamano duplicado siendo de
1g44->qter, incluso menor a la duplicacién reportada en nuestro paciente.67

Por ultimo, las caracteristicas observadas en el propdsito de esta tesis y en sdlo uno de los
casos mencionados fue asimetria facial descrita en el caso reportado por Chia et al
[1988]%.

Al realizar el analisis de los casos conocidos de monosomia 3p representados en la Tabla 5
y compararlos con el paciente descrito en esta tesis, podemos observar que las
caracteristicas clinicas de nuestro paciente son compatibles con otros casos de delecién
terminal 3p pequefia (no mayor a 3p25.3>pter), compartiendo caracteristicas como

62



dificultad para el aprendizaje, retraso en el desarrollo psicomotor, narinas antevertidas,
paladar alto y retromicrognatia.

Es de llamar la atencién que en los casos reportados por Pohjola et al[2010]1%, los cuales
involucran casi el mismo segmento monosémico que esta presente en nuestro paciente,
en los cuales se corrobord el tamafio de la delecion mediante estudios de microarreglos
siendo estos de 8.9Mb en el caso 1y de 1.1Mb en el caso 2%, ambos pacientes presentan
manifestaciones clinicas menores como discreto compromiso cognitivo y dismorfias
menores. Aunado a lo anterior, en los casos reportados por Cuoco et al[2011]** un par de
hermanos con delecién 3p26.32>pter sélo se identificd ligero compromiso cognitivo,
dificultad para el desarrollo del lenguaje, y en el caso 1 se reportaron crisis convulsivas
(caracteristica no observada en nuestro propdsito); ademas en este caso se corrobord
mediante estudios de citogenética y molecular la misma delecién en el padre, el cual no
presentaba alteraciones fenotipicas ni cognitivas.

Si bien en el caso reportado por Chen et al[2012], no es posible hacer una adecuada
correlacién debido a que en este se realizd interrupcidon del embarazo a las 24SDG vy
porque el punto de ruptura es diferente (en p25.3) si bien cercano a la regién consenso, si
es posible definir que se identificaron dismorfias como hipertelorismo, retromicrognatia y
pabellones auriculares de baja implantacién, lo que apoya su participacién en el
fenotipo.51

Shuib et al [2009]® reportéd 14 pacientes con microdeleciones identificadas mediante
microarreglos de SNP con deleciones desde 6.3Mb hasta 12.65Mb en los que
independientemente del tamafio deletado las caracteristicas fenotipicas encontradas de
manera casi constante fueron retraso mental y retraso en el desarrollo psicomotor; asi
como 5 casos con cardiopatia congénita; de éstos ultimos Ilama la atencién que el punto
de ruptura de la delecién se encuentra de manera mas proximal a 3p25.3 que aquellos
casos que no presentan alteraciones cardiacas, por lo que podria suponerse que los genes
asociados a cardiopatia en este sindrome se encuentran mas proximal a esta region, lo
gue podria explicar la ausencia de ésta caracteristica en nuestro propdsito.

Si comparamos conjuntamente los hallazgos descritos anteriormente con las
caracteristicas clinicas y el tamafio y localizacion de la delecién encontrada en nuestro
paciente (que es de 1.7Mb), podemos considerar que la monosomia parcial 3p26.3>pter
no confiere caracteristicas clinicas mayores por lo que se puede asumir que la
haploinsuficiencia de esta regidn no es suficiente para generar alteraciones clinicas graves
y que es posible que en los fenotipos descritos como muy afectados intervengan otros
factores modificadores genéticos y ambientales.
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El caso de disrupcion del gen CNTN4 (Contactina 4) descrité por Ferndndez et al [2004]°,
apoya lo mencionado en el parrafo previo, ya que este gen se localiza en 3p26, regién no
deletada en el propdsito y se demostrd que la disrupcion de este sélo gen contribuye de
manera importante al fenotipo cldsico asociado al Sindrome de monosomia 3p.

Considerando la experiencia con que se cuenta en la actualidad, se puede sugerir que el
fenotipo y las dismorfias del paciente son ocasionadas en su mayoria por un efecto
sinérgico de genes presente en el segmento (trisémico) del brazo largo del cromosoma 1,
y no tanto por haploinsuficiencia del brazo corto del cromosoma 3. En esta regidn, se ha
identificado los loci de diferentes genes que pueden influir en el fenotipo como sucede
por ejemplo en los sindromes de genes contiguos, de esta manera sabemos que en las
regiones involucradas estan por ejemplo en 3p los genes CHL1, CNTC4, CRBN, LRRN1,
ITPR1 y SRGAP3 ademas del gen de la contactina 6 (que no ha sido considerado relevante
en el fenotipo de los pacientes con alteracion de esta region). Se tiene considerado hacer
una correlacion minusciosa de los genes involucrados en el rearreglo cromosémico
descrito en este trabajo, que nos permita establecer una adecuada correlacién fenotipo-
genotipo, y de ser posible el aportar informacién nueva que contribuya para la
delimitacion de la region critica o de los genes determinantes del fenotipo tanto en el
sindrome de delecion 3p (OMIM:613792), como en casos de trisomia parcial 1q.

Un aspecto de gran importancia es el asesoramiento genético, en particular porque en el
caso reportado en esta tesis resultd en un cromosoma der(3) con material extra del
cromosoma 1 como resultado de una segregacion adyacente | materna. La madre del
propdsito es portadora balanceada para dicha translocacién, por lo que dentro del
abordaje que se hizo a esta familia se considerd el establecer el riesgo de recurrencia para
los individuos identificados como portadores.

En la Figura 28 se muestra un diagrama de la cruz de paquiteno formada entre ambos
cromosomas derivados durante el proceso de recombinacidn meidtica.
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balanceada (Figura 29):

1pter 1pter
1g41
1qter I 3pter
1qter ! ! 3pter .
3p26.3
3qter [ 3qter

Figura 28. Cruz de paquiteno formada entre los cromosomas derivados 1y 3, en una t(1;3)(q41;p26.3).

Existen 6 posibles gametos de la segregaciones 2:2 en los individuos portadores de t(1;3)

1) Segregacion alterna: Cromosoma 1y 3 normales.

2) Segregacion alterna: Derivado del cromosoma 1 y derivado del cromosoma 3,
resultando en un individuo portador de t(1;3) de manera balanceada.

3) Segregacién adyacente |: Cromosoma 1 normal y cromosoma derivado 3, resultando en
trisomia parcial 1g41->qter y monosomia parcial 3p26.3>pter.

4) Segregacion adyacente |: Cromosoma 3 normal y cromosoma derivado 1, resultando en
trisomia parcial 3p26.3—>pter y monosomia parcial 1q41—=>qter.
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5) Segregacion adyacente Il: Cromosoma 1 normal y cromosoma derivado 1, resultando
en trisomia casi completa del cromosoma 1 de 1pter->1g41 y monosomia casi completa
del cromosoma 3 de 3qter—>3p26.3.

6) Segregacion adyacente Il: Cromosoma 3 normal y cromosoma derivado 3, resultando
en trisomia casi completa del cromosoma 3 de 3qter—>3p26.3 y monosomia casi completa
del cromosoma 1 de 1pter>1q41.

pter L
p = 1pter

3pter

1g41

ter P
3q Sqter 3pter

5)

1pter 1pter

3pter

3qter

Figura 29. Gametos resultantes de cada una de las 3 segregaciones 2:2. 1 y 2) Segregacién altera, 3 y 4)
Segregacion adyacente |, 5 y 6) Segregacion adyacente Il.
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Ambos resultados de la segregacion alterna seran individuos sanos fenotipicamente, sélo
en la segunda posibilidad se tratard de individuos portadores de t(1;3) de manera
balanceada que tendran los mismos riesgos de segregacidn para futuras concepciones.

En la posibilidad de gameto 3, referente a una segregacion adyacente 1, se esperaria un
fenotipo similar al observado en el propésito.

En la posibilidad de gameto 4, de segregacién adyacente 1, se considera compatible con
la vida ya que existen reportes previos tanto de deleciones intersticiales 1g41->q42 asi
como de deleciones terminales de hasta 4.5Mb con adecuada sobrevida, el fenotipo
asociado a la delecion 1q4l1->qter se caracteriza por dismorfias (epicanto, fisuras
palpebrales oblicuas y ascendentes, puente nasal deprimido, comisuras labiales
descendentes, vermillion delgado y micrognatia), ademads de retraso mental, autismo,
hipotonia, cardiopatia congénita, llanto agudo, hipospadias, criptorquidia e hipoplasia
ungueal. A su vez la trisomia parcial 3p también se encuentra en la literatura en
aproximadamente 50 reportes, correlaciondndose el tamafio de la regién trisémica con el
fenotipo, en este caso la region involucrada es pequefia. El fenotipo general asociado a
dup(3p) se caracteriza por braquicefalia, frontal prominente, hipertelorismo, pliegue
epicantico, facies cuadradas con plenitud en mejillas, boca larga, microretrognatia y cuello
corto.®®

Ambas posibilidades representadas en los puntos 5 y 6 de segregacion adyacente Il se
consideran incompatibles con la vida, debido a que se tratan de trisomias y monosomias
casi completas de los cromosomas 1y 3.

El riesgo tedrico por embarazo, independientemente del sexo del producto de presentarse
una de estas 6 posibilidades de formacién de gametos es de 16.66% para cada uno de
ellos.

En base a los datos anteriores, considerando en conjunto los 6 gametos posibles, sélo en
cuatro circunstancias se considera un producto compatible con la vida. De estas cuatro
posibilidades, dos de ellas contribuirian a un fenotipo normal (ambas correspondiendo al
resultado de segregacién alterna); por lo que el riesgo tedrico de un producto normal para
un embarazo viable es del 50%, si bien debe considerarse que ello existen dos
posibilidades: tratarse de un producto portador de una t(1;3) balanceada o que se trate de
un producto con un complemento cromosdmico normal.

El riesgo de recurrencia ante un embarazo viable de tratarse de un producto portador de
un cromosoma der(3)t(1;3)(g41;p26.3) es del 25% y existe otro 25% de riesgo ante un
embarazo viable de tratarse de un producto portador de un cromosoma
der(1)t(1;3)(g41;p26.3).
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8. CONCLUSIONES

En esta tesis se analiza la segregacion de una translocacion familiar t(1;3) que involucra
dos cromosomas autosémicos y se realiza la descripcion clinica, citogenética y molecular
del propésito y su familia. El propdsito presenta una trisomia parcial 1941 a gter y
monosomia parcial 3p26.3 a pter. El estudio familiar permitié la identificacion de
individuos portadores de la translocacion y se pudo ofrecer asesoramiento genético.

De acuerdo a lo presentado en este caso y en base tanto a los estudios de microarreglos
como a la comparacién con lo reportado en la literatura puede asumirse que la mayoria
de las caracteristicas clinicas del propdsito tienen como base etioldgica la trisomia parcial
1g41->qter y que la monosomia 3p26.3->pter tiene repercusiones clinicas minimas y

Esta familia nos ejemplifica la importancia de realizar estudio citogenético a todos
aquellos pacientes que cumplan con los criterios necesarios para la realizaciéon de
cariotipo, asi como la de realizar el estudio de manera integral a otros miembros de la
misma familia para poder realizar un adecuado asesoramiento genético.

En este caso resulta importante como plan futuro el analisis de los genes involucrados en
esta translocacion los cuales fueron corroborados mediante estudios de mapeo basados
en microarreglos, lo que contribuira a la delineacidn de la participacién de éstos genes, en
el fenotipo y en dado caso a aportar informacidn nueva que contribuya para la definicidn
del sindrome por trisomia parcial de 1g41-42-qter y la delimitacion de la regidn critica en
el sindrome de delecién 3p (OMIM:613792).
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10. ANEXOS
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ANEXO II: Cariotipo con técnica de bandas GTG

Procedimiento para el cultivo de linfocitos de sangre periférica para la realizacién de cariotipo:

1) Se obtienen 1.5ml de sangre periférica por puncién directa, en jeringa previamente
heparinizada con 0.1ml de heparina sédica de 1,000 UL.

2) Se agregan 700ul de muestra en 2 tubos de ensayo Falcon desechables de polipropileno
esterilizados.

3) Se agregan 5ml de medio de cultivo PB-MAX (contiene RPMI 1640, fitohemaglutinina,
suero bovino fetal, antiobidticos estreptomicina y penicilina, L-glutamina).

4) Seincuba por 72 horas a 37-37.5°C.

5) Alas 72 hrs se agregan 20ul de colchicina a cada tubo, se agita y se incuban 30min mas a
37-37.5°C.

6) Se centrifuga por 10 minutos a 2,500rpm.

7) Se decanta el sobrenadante y se resuspende agitando en vortex y se agrega solucién
hipotdnica para completar un volumen de 12ml.

8) Seincuba 30 minutos a 37-37.5°C.

9) Centrifugar 10 minutos a 2,500rpm.

10) Con pipeta se retira el sobrenadante y en agitacion se agrega fijar frio o solucién de
Carnoy, gota a gota para completar un volumen de 80ml.

11) Se refrigera por 20 minutos.

12) Se centrifuga y se retira el sobrenadante, se lleva a un volumen de 8ml para el primer
lavado.

13) Se centrifuga nuevamente, se retira el sobrenadante y se lleva a un volumen de 6ml para
el segundo lavado.

14) Se gotea el cultivo en laminillas de vidrio y se revisa el material determinando la calidad y
cantidad de metafases presentes.

15) Las laminillas obtenidas se incuban en una estufa a 60°C por espacio de 24 horas.

16) Sumergir de 10-30 segundos una laminilla en el primer coplin, (digestion)

17) Sacar la laminilla al termino del tiempo y enjuagarla en el segundo coplin (parar actividad)

18) Sumergir la laminilla en el siguiente coplin 2 minutos (tincién con Wrigth)

19) Sumergir la laminilla en el siguiente coplin 2 minutos (tincién con Giemsa)

20) Sumergir y enjuagar la laminilla en el vaso de precipitados

21) Secar

2) Montar inmediatamente con 3 gotas de entelldn y cubreobjetos

23) Revisar la calidad de las bandas

24) Dejar secar a temperatura ambiente

N

Referencias:
Moore CM, Best RG. En: Chromosome Mechanics. Encyclopedia of Life Science. John Wiley
& sons 2001; doi: 10.1002/9780470015902.a0001441.pub?2.

Shaffer LG. Karyotype Interpretation. Encyclopedia of Life Science. John Wiley & sons 2006;
doi: 10.1038/npg.els.0005778.
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ANEXO IlI: Técnica de FISH (Hibridacion in situ con fluorescencia)

1)
2)

3)
4)
5)
6)
7)

8)
9)

Se realiza la técnica de cariotipo hasta la preparacion de laminillas.

El ambiente de humedad relativa debe de estar en un rango de 50 - 60% y la temperatura
entre 24-26°C.

Se resuspende el botén con la cantidad de solucién fijadora para tener la concentracion de
metafases adecuada.

Sobre una laminilla prelavada (FISHERbrand™) se gotea el material celular en un area de
acuerdo a la cantidad de sonda que se va a hibridar.

Se verifica la calidad del material celular en un microscopio de contraste de fase, los
cromosomas se deben observar de color “gris rata” y libres de citoplasma para obtener una
buena hibridacidn.

Se procede a la maduracion de la muestra.

Las preparaciones celulares se incuban a 37°C en SSC 2X por 30 min, al término de esta, se
deshidratan en series de etanol al 70%, 85% y 100% por 2 minutos en cada uno y se deja secar.
Se procede a la co-desnaturalizacién.

Las sondas previamente mezcladas con el buffer se colocan sobre la laminilla madurada en el
area de mejor calidad celular, se coloca un cubreobjetos limpio de 22 x 22 mm, se sella con
cemento de goma. La co-desnaturalizacién se realiza en el HyBryte a 71°C por 2 minutos, se
realiza un control estricto de la temperatura y tiempo de desnaturalizacion.

10) Se procede a la hibridacién.
11) Se colocan las laminillas en una cdmara humeda protegida de la luz a 37°C por 16 a 24 horas.
12) 24 horas después, se remueve con cuidado el sellador y se retira el cubreobjetos, las laminillas

son lavadas en 40 ml de SSC 0.4X/NP-40 al 0.3% a 73°C por 2 min y posteriormente en 40 ml
de SSC 2X/NP-40 al 0.1% a temperatura ambiente en un tiempo no mayor a un 1 min, se deja
secar la laminilla al aire en la oscuridad y se agrega como contratincién 8ul de DAPI/Antifade,
se coloca un cubreobjetos, se sella con cemento de goma para su analisis en un microscopio
de epifluorescencia (Olympus™), con los filtros (Chroma™).

Referencia:

Sillén A, Wadelius C, Annerén G. Boy With an Interstitial 1q (gq31g41) Duplication
Confirmed by Fluorescent In Situ Hybridisation. Am J Med Gen 1998; 80:163—-168.
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ANEXO |V: Técnica de mapeo gendmico con microarreglo Cytoscan HD (Affymetrix Inc.,

Santa Clara, CA, USA):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Procesamiento de la muestra: Se extrae DNA gendmico a partir de una muestra de
sangre periférica (3 mL) utilizando el kit Versagene DNA Purification (Gentra
Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), el cual se basa en la lisis celular con
detergentes y purificacién del DNA mediante columnas de afinidad (silica).

Se lleva a cabo el mapeo gendmico con un microarreglo Cytoscan HD (Affymetrix
Inc., Santa Clara, CA, USA), el cual contiene aproximadamente 2.7 millones de
sondas con una distribucidn promedio de 1.1 kb en el genoma

Desarrollo experimental: Se digieren 250 ng de DNA gendmico con la enzima de
restriccion Nsp |; a los fragmentos resultantes (150-2000 pb) se les ligan
adaptadores de doble cadena provistos en el kit, utilizando T4 DNA ligasa.

Se realiza PCR para enriquecer la muestra, utilizando oligonucledtidos iniciadores
dirigidos a las secuencias adaptadoras.

Los productos de PCR se purifican utilizando perlas de afinidad magnéticas, y se
resuspenden en agua ultrapura obteniéndose una concentraciéon adecuada para
continuar con su procesamiento (>3 pg/ul). Dichos productos son digeridos con
DNasa | para generar fragmentos de 25-125 pb, y posteriormente ser marcados
con biotina en el extremo 3'-OH.

Hibridacidn y cuantificacion: Se prepara una mezcla de hibridacién conteniendo el
DNA marcado, reactivo de Denhardt, DNA de arenque y DNA Cot-1, entre otros, se
desnaturaliza la muestra a 952 C por 10 minutos, se estabiliza a 49°C por un
minuto y se inyecta la muestra al microarreglo.

La hibridacién se lleva a cabo durante 18 horas a 50°C en un horno de hibridacidn
rotatorio (60 rpm) y una vez transcurrido el tiempo, el microarreglo es lavado y
tefido en la Estacién de Fluidos 450 (Affymetrix Inc.), de acuerdo con el protocolo
programado por la compaiiia proveedora.

El microarreglo se mantiene en oscuridad hasta el momento de su cuantificacion,
mediante el escaner GeneChip 3000 7G (Affymetrix Inc.).

Analisis de numero de copias:

10) Los datos se analizan con el programa Chromosome Analysis Suite 1.2.2

(Affymetrix Inc.), utilizando como referencia el conjunto de controles provistos en
el mismo (n=270). Los pardmetros de analisis son: resolucion de 50 kb y un
minimo de 390 marcadores.

11) Se utiliza la funcidn Joining para fusionar interrupciones menores a 200 kb.
12) El mapeo se realiza con base en el ensamble Feb 2009 (GRCh 37/hg19) del

genoma humano.
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