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RESUMEN
Introduccién: Las anomalias cromosdmicas estructurales no balanceadas tienen una incidencia
aproximada de 1 en 1,100 recién nacidos vivos pueden ser secundarias a duplicaciones, inserciones,
rupturas cromosdmicas o entrecruzamientos desiguales, estas alteraciones pueden originar
patologia debido a trisomia o0 monosomia de regiones cromosémicas y estos eventos pueden ser
heredados de algln padre o ser eventos de novo. Se han reportado mas de 60 casos de trisomia
10p, sin embargo, los casos de trisomia 10p pura son pocos, pero es gracias a ellos que se ha
podido relacionar un fenotipo con esta alteracién. La trisomia 10p se caracteriza por discapacidad
intelectual, dismorfias, pie equino varo, retraso del desarrollo y crecimiento. Las deleciones
terminales en 11q se presentan con una incidencia de <1 en 100,000. Usualmente es un evento de
novo (85%); sin embargo, en 15% de los pacientes son resultado de una segregacién desbalanceada
secundaria a una translocacion balanceada familiar. Las caracteristicas fenotipicas varian mucho
dependiendo de la regién perdida, asi como de la presencia o no de otro cromosoma involucrado
en el rearreglo. Objetivo principal: Describir y analizar las caracteristicas clinicas, citogenéticas y
moleculares en un paciente que presenta material adicional en uno de sus cromosomas 11.
Justificacion: El abordaje de un paciente con alteraciones del desarrollo y dismorfias incluye el
descartar alteraciones cromosdémicas, requiriendo segun el caso técnicas citogenéticas vy
moleculares, aportando informacién sobre los genes involucrados en las region afectadas
proporcionando conocimiento nuevo. En esta tesis se analiza en caso de un paciente con un
rearreglo cromosomico complejo que involucrd los cromosomas 10 y 11. Material y métodos: Se
realizé el estudio clinico, citogenético con cariotipo con bandas GTG y FISH, asi como mapeo
gendmico con Cytoscan HD de Affymetrix Inc® al propdsito y estudio familiar. Resultados: El
cariotipo inicial del paciente fue: 46,XY,add(11)(g25)[25], ambos padres tuvieron un cariotipo
normal. El andlisis con microarreglo del alta densidad demostrd una ganancia de 25.5 Mb en el
cromosoma 10(p12.1-pter) y pérdida de 1 Mb en el cromosoma 11 (11g25-gter). El andlisis con
FISH corrobord las regiones cromosdmicas implicadas. Discusion: Se describe el caso de un paciente
con una trisomia 10p12.1-pter y monosomia 11q25-gter de novo. La mayoria de las caracteristicas
clinicas del paciente son compatibles con las presentes en los casos reportados de trisomia 10p
pura, siendo relevantes la presencia de retraso psicomotor, hipotonia, crisis convulsivas, dismorfias
menores y pie equino varo bilateral. La monosomia 11q probablemente contribuye poco al
fenotipo. Se otorgd a los padres del paciente asesoramiento genético con base a los datos

moleculares.



1.- Marco tedrico.

1.1.- Estructura del DNA.

El 4cido desoxirribonucleico (DNA) esta constituido de cuatro diferentes nucledtidos, cada uno
formado por tres componentes quimicos: un fosfato (PO,); una pentosa (desoxirribosa); y una base
nitrogenada que puede ser purina (adenina o guanina) o bien pirimidina (timina o citosina). Cada
desoxirribosa presenta un extremo 5" y uno 3’, por lo que estos extremos se emplean para describir

la direccién en que se ordenan los nucledtidos.”?

Las bases nitrogenadas pueden formar puentes de hidrégeno en un cédigo de apareamiento que
define que una guanina (G) puede unirse a una citosina (C), mientras que una adenina (A) sélo se
puede unir a una timina (T). Entre G y C se forman 3 puentes de hidrégeno y entre Ay T se forman
dos puentes de este tipo. Debido a este apareamiento entre las bases se puede inferir que la

cantidad de A es igual a la de T asi como la cantidad de G es igual a la de C."?
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Figura 1. Se muestra un polinucleétido formado por los cuatro nucledtidos presentes en el DNA. Una de las
uniones fosfodiéster se encuentra resaltada en amarillo y uno de los nucledtidos esta sombreado en gris. Los
nucledtidos se unen mediante los enlaces fosfodiéster entre dtomos de carbono especificos de la ribosa,

conocidos como atomos 5’ y 3’. Imagen modificada de Strachan T et al, 2010.°



Los nucledtidos que constituyen al DNA se ordenan uno tras otro formando dos cadenas de fosfatos
y desoxirribosa unidos en forma alternada. Las cuatro bases nitrogenadas estan orientadas hacia el
centro de la doble cadena de fosfatos y desoxirribosa. Las secuencias de acidos nucleicos siempre
se escriben en direccion 5’ -> 3’. Cuando se representa de manera grafica la cadena que sigue este
sentido de izquierda a derecha se considera la cadena sentido o codificante ya que tiene la
secuencia que servirda de molde para la formacion del dcido ribonucleico (RNA) y que

posteriormente codificara para la secuencia de aminoécidos de la proteina traducida.”?

Las cadenas de nucledtidos se disponen de manera antiparalela, entrelazadas formando una alfa
hélice derecha que tiene 10 pares de bases por vuelta, con una distancia entre cada vuelta de 3.6
nm. Las bases nitrogenadas se pueden apreciar como estructuras aplanadas apiladas en el centro
de la alfa hélice. Los puentes de hidrégeno sirven para mantener la estructura, dando cohesion y
estabilidad. Por la disposicién espacial de las bases nitrogenadas y la desoxirribosa al formarse la
hélice, se generan dos surcos denominados mayor y menor (Figura 2). El DNA puede adoptar
distintas formas, bajo condiciones fisioldgicas la mayoria del DNA en bacterias y eucariontes
adoptan una forma B, que presente una giro hacia la derecha (su espiral sigue las manecillas del
reloj) y tiene 10 pares de bases por vuelta. Las formas raras incluyen al DNA-A (giro hacia la derecha

con 11 pares de bases por vuelta) y el DNA-Z (giro a la izquierda con 12 pares de bases por vuelta).”
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Figura 2. Estructura helicoidal del DNA. (A) Figura esquematica de la doble cadena. En la primera imagen se
estan sefalados los puentes de hidrogeno, las bases y los enlaces fosfodiéster, ademas de que por cada giro
del DNA corresponden a casi 10 pares de bases. (B) Figura tridimensional con se aprecian ambos surcos:

mayor y menos. Imagen modificada de Watson ID et al, 2004.°

En el nucleo de las células eucariontes se encuentra la cromatina que es una macromolécula
compuesta por DNA, RNA y proteinas, que posteriormente por los procesos de compactacion,
forma los cromosomas. El primer nivel de empaquetamiento corresponde al nucleosoma, formado
por un nucleo o core compuesto por 146 nucledtidos que dan 1.7 vueltas alrededor de un complejo
de proteinas llamadas histonas (8 histonas: H2A, H2B, H3 y H4). Participa también la histona H1 que

interactta con el DNA ligador que costa de aproximadamente de 60 pb (Figura 3).>*

El segundo nivel de organizacion es el empaquetamiento de los nucleosomas en una fibra de
cromatina de 30 nm, la cual se encuentra en la cromatina en interfase y en la mitosis. Se han
propuesto modelos para explicar la estructura de seta fibra de cromatina como son el modelo del

solenoide y del zigzag. En el primero los nucleosomas se encuentran alineados en la fibra de



cromatina y en el segundo se forman dos lineas de nucleosomas, permitiendo la interaccién entre

los nucleosomas adyacentes.*” 3

El tercer nivel de organizacidon es el enrollamiento en la fibra de 300 nm, se forman asas y esto se
lleva a cabo a través de la unién de las proteinas de andamiaje, las cuales son proteinas acidas no
histonas, que son esenciales para los siguientes niveles de organizacion(Figura 3). Las proteinas no
histonas SMC (Structure and Maintenance of Chromosomes) tienen una funcién primaria en la
organizaciéon de la estructura de los cromosomas eucariontes. Este tipo de proteinas son
polipéptidos de hasta 1,300 aminoacidos, son proteinas diméricas con un dominio Unico con

funcién de ATPasa, estan altamente conservadas ya que se han encontrado también en bacterias y

12,13

estan involucradas en la compactacion de los cromosomas.
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Figura 3. Esquema de organizacion del empaquetamiento del DNA. Imagen modificada de Passerge E et al,

2001."



El siguiente paso en la compactacion de la cromatina es la de un enrollamiento para formar un
espiral de 700 nm de didametro la cual se compacta alrededor de 10,000 veces para formar un
cromosoma en metafase. De acuerdo al contenido de GC, se determina la densidad génica de la
region. Las regiones con mayor densidad génica son ricas en GC y las que tienen poca densidad son

12,13

pobres en GC (Figura 3).

La cromatina que se mantiene compactada durante la interfase se conoce como heterocromatina
para distinguirla de la eucromatina la cual esta dispersa. Los genes transcripcionalmente activos se
encuentran en la eucromatina. En la heterocromatina se caracteriza por no transcribir ya que son

regiones altamente condensadas.’” >

La heterocromatina se puede encontrar en dos formas: facultativa y constitutiva. La constitutiva,
idéntica para todas las células del organismo y que carece de informacion genética, incluye a los
teldmeros y centromeros del cromosoma que no expresan su DNA. La heterocromatina constitutiva
contiene un tipo particular de DNA denominado DNA satélite, formado por gran numero de
secuencias cortas repetidas en tdndem. Los tipos principales de este DNA son el DNA satélite alfa, y
los DNA satélite I, Il y lll. Estas secuencias de DNA satélite son capaces de plegarse sobre si mismasy
pueden tener un papel importante en la formacién de la estructura altamente compacta de la
heterocromatina constitutiva. La heterocromatina constitutiva es estable y conserva sus
propiedades heterocromaticas durante todas las etapas del desarrollo y en todos los tejidos. Es
altamente polimodrfica, probablemente debido a la inestabilidad del DNA satélite. Estos
polimorfismos pueden afectar, no solamente a su tamafio sino también a la localizacién de la
heterocromatina, y aparentemente no tiene un efecto fenotipico. Se encuentra fuertemente tefiida
en la técnica de bandas C, lo que es el resultado de una renaturalizacion muy rapida del DNA
satélite tras la desnaturalizacion. La heterocromatina facultativa se inactiva de manera especifica
durante ciertas fases de desarrollo, son embargo, puede volverse eucromatina, un ejemplo de este
tipo de heterocromatina es la que se aprecia en la inactivacion de uno de los cromosomas X en las
mujeres. La heterocromatina facultativa no es particularmente rica en DNA satélite, y por ello, no es

polimérfica. La heterocromatina facultativa no se tifie nunca con la técnica de bandas C.>°



1.2.- Antecedentes del estudio cromosdmico.

Los cromosomas fueron descubiertos en el siglo diecinueve. La primera ilustracion de los
cromosomas humanos fue realizada por un citélogo austriaco Walther Flemming, de igual manera
él llamo por primera vez a la porcion que se podia teflir del ndcleo cromatina y utilizé el término
mitosis. Posteriormente, fue Waldeyer quien en 1888 acufia el nombre de cromosoma, que deriva

del griego croma (color) y soma (cuerpo), debido a su afinidad por distintas tinciones.* ®’

El DNA se encuentra unido a multiples proteinas y dentro de las células humanas estd altamente
compactado ya que tiene una longitud de dos metros y se encuentra dentro de un ndcleo de
micrémetros de didmetro. Los cromosomas son la presentacién mas compacta del material
genético y gracias a su estabilidad permite su adecuada segregacién durante las divisiones

celulares.”®?®

El nimero de cromosomas es especifico de cada especie y varia mucho entre ellas. Las células
diploides son aquellas que poseen dos copias de cada cromosoma lo que se describe como 2n.A
partir de las células germinales se originan los gametos que son células con nimero haploide de
cromosomas esto se refiere a que poseen solo una copia de cada cromosoma lo que se describe
como 1n.En 1923, Painter TS estudia los cromosomas derivados de muestras de testiculo humano,
reportando que el nimero cromosémico diploide humano era de 48. Posteriormente con los
avances en las técnicas de tincion, Tjio y Levan en 1956 reportan que el nimero de cromosomas
humanos es de 46 y no 48, lo que posteriormente es confirmado por los trabajos de Ford y

Hamerton.'*

1.3.- Estructura de los cromosomas humanos.

El total de la informacidn genética se encuentra contenida dentro de los 23 pares de cromosomas
humanos. Presentan distintos tamafios, con una estructura y morfologia bien definida para cada
uno de los pares de cromosomas homalogos. El andlisis de los cromosomas humanos se realiza en

el estudio de cariotipo, en el cual se utilizan los cromosomas en su estado mds condensado durante

10



la etapa de prometafase—metafase. La técnica de tincion mas comunmente utilizada es la de

bandas GTG.»*

Los cromosomas metafasicos consisten en dos cromatidas hermanas, cada una estd compuesta por
DNA de doble cadena altamente empaquetado. El centromero es una constriccion primaria que

divide a las cromatidas hermanas en brazos cortos (p) y largos (q), los extremos de los cromosomas

son nombrados telémeros (Figura 4)."*

En eucariontes existen al menos seis diferentes tipos de proteinas SMC y forman heterodimeros en
una combinacion especifica. SMC1 y SMC3 se unen para conformar el nucleo del complejo de
cohesinas que media la cohesién entre cromatidas hermanas. SMC2 y SMC4 conforman el complejo
de condensinas que es esencial en el ensamblaje y segregacién de los cromosomas. Las restantes

SMC5 y SMC6 estan implicadas en la reparacién del DNA y los puntos de control del ciclo celular.™

14
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Figura 4. Diferentes partes de un cromosoma. Imagen modificada de Speicher RM et al, 2006.*

El centromero estd conformado por secuencias de DNA altamente repetitivas llamadas DNA «
satélite, conformados por mondémeros de 169 — 172 pares de bases. Tiene una funcién esencial
durante la divisién celular ya que en el centromero se ensamblan los cinetocoros, que son

estructuras especializadas que se unen a los microtibulos del huso mitético, de esta manera se

11



asegura una correcta segregacién de los cromosomas durante los procesos de division celular. Se
requieren al menos 100 proteinas distintas para la correcta formacién de los sitios de union para

microtUbulos del huso mitético.

La correcta formacion y especificacion del centrémero es necesaria para la supervivencia celular. En
contraste con los cinetocoros, los cuales tienen un ensamblaje y funcién especifica durante la
mitosis, la heterocromatina centromérica y un grupo de 17 proteinas llamadas red constitutiva
asociada al centrémero o CCAN por sus siglas del inglés Constitutive Centromer Associated Network,

estan presentes a lo largo de todo el ciclo celular.™ *®

En forma similar a las secuencias del DNA centromérico, las proteinas involucradas en la estructura
y funcién del centromero estdn altamente conservadas evolutivamente y en conjunto se
denominan proteinas asociadas al centromero o CENP (por sus siglas del inglés Centromere
Proteins). Las proteinas centroméricas constitutivas CENP-B, CENP-G y CENP-H, se mantienen

asociadas al centrémero durante todo el ciclo celular.

El DNA a satélite se une a CENP-A que es una histona H3 especializada a la que reemplazan en los
nucleosomas centromeéricos y se encuentra localizada en la placa interna del cinetocoro de los
centromeros activos. Mediante la organizacion de los nucleosomas centroméricos, CENP-A provee
al centrémero de una estructura de cromatina especifica. CENP-A es necesario para la interaccién

de otra proteina esencial que es CENP-C para su unidn a la placa interna del cinetocoro (Figura 5)."

16
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Figura 5. Estructura del centromero. Imagen modificada de Przewloka et al, 2009.”

CENP-B se une a una region de 17 pares de bases en la secuencia llamada “caja CENP-B” que se
encuentra en el DNA a satélite. Su localizacion tanto en centrémeros activos como inactivos, su
ausencia en el cromosoma Y vy la viabilidad de ratones knockout para Cenpb, sugieren que CENP-B
no es esencial para la funcidon del centromero, sin embargo, puede facilitar su formacion vy
estabilizarla. Estudios subsecuentes han revelado que CENP-B participa en la formacién de
heterocromatina durante la formacion de novo de un centrémero, también parece participar en el
correcto reclutamiento de CENP-C a los cinetocoros. CENP-H y CENP-I participan en la localizacion
de CENP-C en el cinetocoro. El complejo similar a nucleosoma CENP-T-W-S-X parece contribuir con

.7 . re . 15,1
la formacién de cromatina especifica centromérica.™ *®
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Los telémeros se localizan en los extremos de los cromosomas y tienen caracteristicas esenciales
para una correcta funcién y organizacion cromosdmica. Una de sus principales funciones es la de
mantener la integridad del cromosoma, asi como asegurar la replicacion y adecuada posicién del

cromosoma.”

Los cromosomas humanos poseen en los telomeros repeticiones multiples de una secuencia de 6
nucledtidos5’'TTAGGG3'que terminan en una cadena sencilla rica en G de aproximadamente 300
nucledtidos, que se denomina saliente o asa T. El mecanismo para mantener la integridad y longitud
de los telémeros se basa en la accion de una enzima llamada telomerasa, la cual participa en el

encapuchamiento del telémero y en la respuesta de dafio al DNA (Figura 6).**

100-300 kb
[ ](1taGGGIn [ JRepeticiones asociadas a telémero (TAR)

| |DNA de secuencia tnica

Figura 6. Esquema de la regién telomérica de cromosomas humanos. En color gris claro se aprecia la region
telomérica compuesta por los repetidos TTAGGG, el area gris oscura representa la region subtelomérica en
donde se localizan las TAR y la parte blanca representa el DNA de secuencia Unica. Imagen modificada de

Martin CL et al, 2015.%"

Los teldmeros se encuentran asociados a lo largo de todo el ciclo celular a un grupo de seis
proteinas conocidas como el complejo de la shelterina, el cual consiste de TRF1, TRF2, POT1, TIN2,
TPP1 y RAP1. Las proteinas TRF1 y TRF2 se unen a la regién de doble cadena de repetidos
teloméricos. Por otro lado POT1 es una proteina de unidén a cadena sencilla que se encarga de
proteger a la cadena rica en G que fue desplazada como consecuencia de la invasién de la region 3’

saliente sobre la cadena rica en C. Las proteinas TIN2 Y TPP1 se encargan de formar la conexién
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entre las proteinas de union a doble cadena vy las proteinas de union a cadena sencilla, en tanto que
RAP1 se encuentra asociada a TRF2. Ademas del complejo de la shelterina, existen proteinas que se
asocian con el telémero de manera transitoria durante el ciclo celular tales como las proteinas que

intervienen en la reparacién/replicacién del DNA.?*

1.4.- Ciclo celular.

El ciclo celular consiste de una serie de etapas en donde las células dan origen a células hijas. El
ciclo celular se divide en las fases: G1, S (sintesis), G2 y M. La fase G1 se puede definir como el
estado normal de la célula, la mayoria de ellas permanece en esta fase o en una fase modificada
llamada GO; la fase S se caracteriza porque durante este periodo se lleva a cabo la replicacién de la
cromatina; durante la fase G2 la célula se prepara para llevar a cabo la mitosis; finalmente es

ey . 24
durante la fase M que se lleva a cabo el proceso de divisidn celular (Figura 7).>**

Citocinasis
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Figura 7. Etapas de la divisién celular somatica posterior a la interfase y a la replicacién con las 5 etapas de la

mitosis: profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis. Imagen modificada de Lisker R et al, 2013.”
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Tanto la proliferacion celular como el progreso del ciclo celular se encuentran funcionalmente
unidos a la expresion de genes asociados con el control del crecimiento. Existe relacién entre causa
y efecto de los factores que modulan el ciclo celular, reflejando una sefializacion multidireccional
entre segmentos de cascadas de regulacidon que operan selectivamente para células especificas y

tejidos.”

El ciclo celular de la mayoria de las células estd formado por cuatro procesos coordinados:
crecimiento celular, replicacion del DNA, distribucién de los cromosomas a las células hijas y la
division celular. Para una célula tipica con rapida proliferacién un ciclo celular completo dura
alrededor de 24 horas, la fase G1 dura al menos 11 horas, la fase S dura 8 horas, G2 dura 4 horas y

la fase M 1 hora.”**

En todas las fases del ciclo su progreso esta controlado por una serie de procesos moleculares entre
los cuales destacan la sintesis y degradacion de proteinas denominadas ciclinas (CNL), que actuan
como subunidades reguladoras de un grupo de cinasas dependientes de ciclinas (CDK). Es la

actividad enzimética de los complejos CDK/CNL la que determina el inicio y duracién de cada fase.”*

24,26

Para marcar el final de cada fase, esta obedece a la eliminacidon de las ciclinas, que ocurre una vez
que pequefios péptidos denominados ubiquitinas son adicionados a las ciclinas, marcandolas para
su posterior destruccién. Este proceso llamado ubiquitinacién estd controlado por unas enzimas
llamadas ligasas de ubiquitina del tipo E3 como SFC (Spk1, cullin, F-box) y APC/C (Anaphase
Promoting Complex/Cyclosome). Ademas de las CDK hay tres cinasas mas relevantes durante la

mitosis que son: Aurora Ay By la PLK1 (Polo like kinase).”>**

La fase G1 o “gap” crea un espacio entre las fases Sy M, en el cual la célula es capaz de integrar
informacién del entorno para determinar su siguiente paso en el ciclo. Durante esta fase ademas las
células son capaces de responder a estimulos locales o sistémicos. En ocasiones la célula puede
tomar un fenotipo de manera definitiva con lo cual entraria a un estado diferenciado; también
puede responder a estimulos de muerte y finalmente llegar a la apoptosis. De igual manera durante
esta fase la célula puede responder a estimulos proliferativos y antiproliferativos; para los

proliferativos es necesaria la actividad de dos cinasas (CDK4 y 6) y de dos grupos de ciclinas: D1, D2
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y D3, que acttan durante la mayor parte de G1, y la ciclina E, que se activa en la transicién a 5.2 %%

26

La fase S se distingue porque en ella se realiza la replicacién del DNA, lo cual en las células humanas
requiere un tiempo aproximado de 3 a 6 horas, esto depende también del tipo celular y etapa del
desarrollo; esta fase esta principalmente controlada por la CDK2 con unién a la ciclina A. La
replicacion se inicia al mismo tiempo en distintos lugares de cada cromosoma, estos sitios se
denominan origenes de replicacion y cada cromosoma cuenta con aproximadamente 25 sitios de
este tipo. La actividad de cinasa del complejo CDK2/ciclina A previene que la replicacién ocurra mas
de una vez dentro de un mismo ciclo ya que fosforila a CDK6 y esto promueve su destruccion, sin
CDK6 no se puede iniciar la replicacién. De manera similar la fosforilacién de las proteinas en los
origenes de replicacién previene que sean reclutadas para una nueva replicacién, estas marcas son
retiradas por la CDC25 al final de la fase M para permitir la replicacion en el préximo ciclo. La
replicacion del DNA se basa en la complementariedad de bases, este proceso tiene varios
mecanismos de regulacién, solo presenta un error por cada mil millones de nucledtidos que se

23,24

incorporan (1/10°).

La fase G2 o “gap 2” representa un segundo espacio en el cual la célula crece y se verifica la
correcta replicaciéon del DNA y se detectan alteracion como bases mal apareadas o rupturas de DNA

‘. L .y , . 2
de cadena Unica o de doble cadena. Se inicia la formacién de proteinas necesarias para la fase M.*>

24

Existen varios puntos de control en el ciclo celular para asegurar que los cromosomas dafiados o
incompletos no se hereden a las células hijas. Uno de los mas estudiados es el punto control
localizado en G2 y que previene el inicio de la mitosis hasta que se complete la replicacion del DNA.
Este punto de control censa al DNA no replicado y genera una sefial que finalmente causa una

detencion en el ciclo celular.” ** %

El dafio al DNA no solo detiene el ciclo en G2, sino que también se detiene en fase S debido al punto
de control en G1. Este arresto en G1 puede llegar a reparar dafio antes de que la célula entre la fase
S, donde el DNA dafiado se replicaria. En los mamiferos el punto de control en G1 estd controlado

por la proteina p53, que es rapidamente inducida por el dafio al DNA. Es interesante que en
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muchos tipos de cancer esta proteina se encuentre mutada. La pérdida de la funcién de p53 tiene
como consecuencia que las alteraciones en G1 no se reparen y el DNA dafado se replique y pase a
las células hijas. La herencia de DNA dafado contribuye a la inestabilidad gendmica vy

posteriormente al desarrollo de cancer.***

Otro punto de control importante en el ciclo celular es el que se da en la mitosis, mas
especificamente durante la metafase. Este punto de control monitorea la formacion correcta del
huso mitdtico, el alineamiento de los cromosomas y su unién al huso. En caso de detectarse alguna
alteracion, los cromosomas no se separaran hasta que tengan una unién bipolar y de esta manera

asegurar la correcta segregacion de las croméatidas hermanas a cada célula hija (Figura 8).”* ** %°

DNA no replicado Cromosomas mal
alineados

Dano al DNA

Figura 8. Puntos de control del ciclo celular. Distintos puntos de control funcionan para asegurar la correcta y

completa transmision de material genético a ambas células hijas. Imagen modificada de Cooper GM, 2000.%

1.4.1.- Mitosis.

La fase M es el periodo mds dramatico del ciclo celular, involucra una reorganizacién mayor de

practicamente todos los componentes celulares. Durante la mitosis los cromosomas se condensan,
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la membrana nuclear se degrada, el citoesqueleto se reorganiza para formar las fibras del huso
mitotico y las crométidas hermanas se mueven hacia polos opuestos. La segregaciéon cromosémica

usualmente es seguida por la division celular (citocinesis). La fase M se ha dividido en cinco etapas:

profase, metafase, anafase, telofase y citocinesis (Figura 9).” %*?
Interfase Profase tempranay tardia Metafase
Centriolos Polos del huso Telomero

Cromatidas
hermanas

Anafase Telofase Interfase

Surco de
segmentacion

Figura 9. Mitosis. Se muestran solo dos pares de cromosomas. Imagen modificada de Lodish H et al, 2000."
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La profase inicia cuando la envoltura nuclear es degradada para lo cual es necesaria la interaccion
del complejo CDK1/ciclina B, que al fosforilar las laminas nucleares desestabiliza sus interacciones y
favorece su degradacion. Los centrémeros de cada cromosoma se asocian a las proteinas que
conforman los cinetocoros y con los complejos pasajeros de los cromosomas o CPC (del inglés
Chromosome Passanger Complexes), que incluyen a las cinasas Aurora B y PLK1. Al mismo tiempo
comienzan a migrar los centriolos a los polos opuestos de la célula para comenzar a formar el huso
acromatico, este consiste de 3 tipos de microtibulos: a)microtiUbulos astrales que fijan a los
centriolos a los polos celulares; b)microtibulos interpolares que se unen formando puentes
estables entre los dos centriolos y c)microtubulos de los cinetocoros que se unen a los centrémeros

via el centriolo de las crométidas hermanas.?* % %

Durante la metafase los cromosomas estan altamente condensados y se ubican en el plano del
ecuador de la célula o placa metafdsica. La fuerza de los microtubulos que nacen de cada centriolo
se equilibra en el punto medio, lo que permite la alineacién de los cromosomas en el centro.
Durante esta etapa también existe un punto de control en el cual se detecta si alguno de los

. ; . ey s 9, 23,24
cinetocoros no esta unido al huso mitético.™ =

La anafase se caracteriza por la migracion de las cromatidas hermanas hacia polos opuestos
acercandose a cada centriolo. Estos eventos estan regulados por el complejo CDK1/ciclina B;
durante las fases previas la actividad de este complejo va aumentando, alcanzando su nivel mas alto
en esta etapa. Ya que se alinearon todos los centrémeros en el plano medio de la célula se activa el
complejo promotor de la anafase (APC/C).El complejo CDK1/ciclina B favorece la afinidad de APC
por su subunidad activadora, la proteina CDC20, el resultado es la formacion del complejo APC/CDC
20 que tiene actividad de ligasa de ubiquitina; que tiene como blanco a la ciclina B lo que causa una
disminucion abrupta de la actividad del complejo CDK1/ciclina B causando la inestabilidad de ciertas
estructuras: a)activando a la separasa que rompe las cohesinas que mantenian unidas las
cromatidas hermanas; b)proteinas centroméricas y c)terminales de los microtubulos de los
cinetocoros. El acortamiento de los microtubulos del huso atrae a cada cromatida hermana hacia

23,2
los centrosomas.”® **
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El comienzo de la telofase se da cuando las cromatidas llegan a cada uno de los polos opuestos de
la célula. Durante esta fase los microtubulos interpolares y astrales se despolarizan y la envoltura

nuclear comienza a formarse de nuevo, formando los ntcleos de dos células hijas.?* **

La citocinesis se inicia con la constriccién de la membrana celular en el plano del ecuador de la
célula. La cinasa Aurora B permanece unida a complejos proteicos de la placa metafasica y participa
en el control de la citocinesis. Durante la metafase se depositan filamentos de actina unidos a
miosina en la membrana celular a nivel de la placa metafasica, durante la citocinesis se pierde la
inhibicion de la constriccién por la eliminacién del complejo CDK1/ciclinaB, esto favorece la
constriccion de las fibras de actina y miosina, lo que culmina con la separacion completa de la

membrana celular y la formacién de dos células hijas (Figura 9).2* % *

1.4.2.- Meiosis.

Es el mecanismo mediante el cual se producen los gametos en las génadas de los organismos que
tienen reproduccién sexual. Consiste en un ciclo de replicaciéon de DNA seguido de dos divisiones
nucleares. Las dos divisiones meidticas | y Il se dividen en el mismo ndmero de fases que la mitosis.
La profase | a su vez se divide en 5 fases (leptoteno, zigoteno, paquiteno, diploteno y diacinesis) que
se diferencian por la variacién en el grado de organizacién de los cromosomas en casa fase.””?

La Meiosis | tiene tres rasgos cruciales que la distinguen de la mitosis: el apareamiento de
cromosomas homoélogos, la recombinacién reciproca y ademds un proceso de dos pasos para la
liberacién de la cohesion de las cromatidas hermanas lo que permite la segregacién de cromosomas
homologos en la primera division, seguida de la separacion de las cromatidas hermanas en la

meiosis 11,2728 %

La meiosis solo se produce en las células de la linea germinal. Ocasiona la formacién de células
reproductoras (gametos), cada una con solo 23 cromosomas: uno de cada clase de autosomas y un

2
YounX*?

Durante el leptoteno la condensacion de cromatina comienza y los cromosomas se hacen visibles
como estructuras largas y delgadas, como parte de este proceso de condensacion los cromosomas

forman un ndcleo de proteinas compuesto por cohesinas y dos proteinas del complejo
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sinaptonémico, SYCP2 y SYCP3; los teldmeros se unen a la membrana nuclear y comienzan a

localizarse en un area limitada de la membrana.

La transicién de leptoteno a cigoteno esta marcada por el inicio del apareamiento de cromosomas.
El elemento central del complejo sinaptonémico estd compuesto por la proteina SYCP1. La sinapsis
comunmente inicia en la parte final de los cromosomas. Las proteinas de recombinacion de DNA
como RAD51 y DMC1, marcan los ejes no apareados hasta que la sinapsis se completa. El cigoteno
terminay el paquiteno comienza en el momento en el cual se alcanza el mayor grado de sinapsis. ya

esta el complejo sinaptonémico maduro o tripartita completo a lo largo de los cromosomas

Durante el paquiteno se da el entrecruzamiento de los cromosomas homdélogos; la posicién de los
intercambios estd marcada por la proteina de reparacion de bases mal apareadas MLH1.La
transicion a diploteno estd marcada por la separacién del apareamiento de los cromosomas
homologos, un proceso llamado terminacién de la sinapsis; los oocitos humanos sufren un arresto
durante esta etapa y se mantienen asi hasta que son fecundados. Durante la diacinesis, la
conformacién de la sinapsis o de los quiasmas se completa y los cromosomas homdlogos se
mantienen unidos por las regiones donde se dio la recombinacion reciproca, visibles ahora como

. ., . 27,28
qulasmas, los cromosomas continlan condensandose.””

Durante la metafase | pares de los cromosomas homodlogos, cada uno con dos cromatides, se
alinean en el plano ecuatorial y hay disyuncion de homdlogos hacia polos opuestos durante anafase
l. La telofase | es generalmente muy corta y puntualiza la culminacién de la division celular. En la
meiosis Il hay 23 cromosomas, cada uno compuesto de dos cromatides que pasan por disyuncion

en anafase Il para formar gametos haploides (Figura 10).%**
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Figura 10. Representacion esquematica de dos pares de cromosomas en meiosis | y Il con sus diferentes fases.
Al final, en Telofase Il, se pueden apreciar 4 células hijas con nimero haploide de cromosomas. Imagen

modificada de Cooper GM, 2013.%°

1.5.- Clasificacién de los cromosomas humanos.

Segun la localizacién del centrémero, los cromosomas se clasifican en:

Metacéntricos: cuando el centromero se localiza en la parte central, a la mitad del
cromosoma.

Submetacéntrico: cuando el centrémero esta localizado mas cerca de uno de los extremos,
determinando un brazo corto (p) y uno largo (q).

Acrocéntrico: cuando el centromero estd muy desplazado al final de un extremo del

. . 21s . 4
cromosoma, en la parte distal se encuentran estructuras denominadas satélites (Figura 11).
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Figura 11. Tipos de cromosomas de acuerdo a la localizacién centromérica. Imagen modificada de Speicher

RM et al, 2006.*

Con excepcién de las células que producen los gametos (linea germinal), todas las células que
contribuyen a la formacién de las estructuras corporales se denominan somaticas. El genoma
contenido en el nucleo de las células somaticas humanas esta constituido por 46 cromosomas,
dispuestos en 23 pares (2n). De estos 23 pares, 22 son semejantes en hombres y mujeres y se
denominan autosomas; su numeracion va desde el mas grande al mas pequefio. El par restante estd
constituido por los cromosomas sexuales: dos cromosomas X en las mujeres y la combinacién de un

5,10
cromosoma Xy uno Y en los hombres.”

Los cromosomas humanos se han ordenado de acuerdo a su tamafio en siete grupos que se

designan por letras de laAala G.”

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 tamafio 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
mas cercano al centro).

e Grupo F: Pares 19 y 20 son metacéntricos.
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e Grupo G: Pares 21 y 22 son los mas pequefios y son acrocéntricos. Se incluye por tamafio

en este grupo al cromosoma Y, que no tiene satélites y es submetacéntrico.?

1.6.- Técnicas de citogenética

1.6.1. Cariotipo

La preparacion y bandeo de cromosomas se puede considerar tanto un arte como ciencia. Los
cromosomas son visibles individualmente durante la mitosis y por eso las técnicas se han
desarrollado para estimular a un gran ndmero de celular a comenzar la division mediante
mitégenos como la fitohemaglutinina. Actualmente existen numerosos métodos para identificar los
cromosomas y preparar un cariotipo con propdsitos clinicos y de investigacién, la habilidad para su
analisis depende del tamafio de los cromosomas asi como que tan bien fijados, separados y tefiidos

se encuentren.83o

Bandas Q:
Fue a finales de 1960 cuando Caspersoon postuld que las diferencias en la composicion de las bases
del DNA podrian producir una intensidad de fluorescencia diferencial en patrones a lo largo de los
cromosomas. El patron de bandas Q, en el cual se utiliza mostaza de quinacrina, se realizd por
primera vez en cromosomas humanos en 1971. Las regiones ricas en adenina y timina, que son
relativamente abundantes tienden a producir una fluorescencia mas intensa, mientras que las
regiones que contienen guanina y citosina muestran una fluorescencia tenue. El bandeo con
quinacrina es relativamente sencillo de realizar, sin embargo, para su visualizacidon es necesario un

microscopio de fluorescencia y ademas el patrén de fluorescencia tiene una vida corta.®

Bandas G:
Posteriormente al descubrimiento de las bandas Q, se desarrolld un segundo método, el bandeo
con Giemsa, en el cual se utilizaba este colorante comun posterior al uso de diversos tratamientos
guimicos y enzimaticos sobre los cromosomas. Este método ofrece la ventaja de producir un patrén
de bandeo permanente que ademas se puede estudiar bajo un microscopio estandar. El patrén de

bandas G es muy similar al de bandas Q. Para producirlo un método frecuentemente empleado, da

25



un pre-tratamiento a los cromosomas con tripsina seguido de la tincion con Giemsa. Las bandas
oscuras en las bandas G corresponden a regiones de replicacion tardia en el genoma. Estas bandas
contienes pocos genes activos. Las bandas claras corresponden tipicamente a las regiones de

replicacion temprana y por lo tanto ricas en genes (Figura 12 y Anexo 1).2°
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Figura 12. Cariotipo de un individuo masculino normal, realizado con técnica de bandas GTG. Imagen

modificada de Shaffer L et al, 2005.%

El centromero es esencial para la correcta segregacion de los cromosomas durante la divisién
celular, los cromosomas normalmente solo tienen un centromero. Un cromosoma dicéntrico tiene
dos centrémeros y un cromosoma acéntrico carece de centrémero. Como resultado de los procesos
de tincidon necesarios para producir el patron de bandas descrito de bandas G, esencial para la
identificacion de cada cromosoma, se obtienen bandas y sub-bandas con una localizaciéon asignada
que identifica el brazo del cromosoma, la region y el niumero especifico como se publicé en 1995
por el Sistema Internacional de Nomenclatura para la Citogenética Humana. El patrén de bandas es
necesario para identificar los rearreglos estructurales especificos ya sea dentro de un mismo

cromosoma o involucrando a mas de uno.*"**
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Bandas R:
Este patrén se aproxima al opuesto producido por las bandas G y Q. El patron fluorescente de las
bandas R se produce al marcar las regiones ricas en GC con sustancias que son afines a ellas como
la cromomicina A3, olivomicina y mitramicina. Se puede resaltar su patrén agregando otro
colorante como distamicina A, verde de metilo, actinomicina D o netropsina. También pueden ser
producidas sometiendo las laminillas a altas temperaturas seguidas de la tincidon con Giemsa o
naranja de acridina. Las bandas R ofrecen la ventaja de tefiir cromatina rica en genes, lo que
permitiria visualizar pequefios rearreglos en las partes del genoma que causan mas comunmente

alteraciones fenotipicas y que aparecen como regiones claras en las bandas G.?

Bandas C
El patron de bandas C se produce tras el tratamiento de la cromatina con 4cido y luego con
soluciones bdsicas seguida de tincidon con Giemsa. Los brazos cortos y satélites de los cromosomas
acrocéntricos, heterocromatina pericéntrica, regiones heterocromaticas de los cromosomas 1, 9, 16
y la mayoria del brazo largo del cromosoma Y, son bandas C positivas, regiones que no contienen
genes activos y muestran variaciones de tamafio en individuos normales. Por ello su principal
utilidad estd en el estudio de cromosomas marcadores y polimorfismos de las regiones

sy .7 8
heterocromaticas en la poblacién.

Bandas NOR
En 1975 Goodpasture y Bloom presentaron la metodologia para tefiir de manera selectiva las
regiones organizadoras nucleolares (NOR) para lo cual se utiliza nitrato de plata. En las regiones
NOR se encuentran los genes para RNA ribosomal (rRNA) 18S y 20S vy el nitrato de plata tifie
selectivamente estas regiones que fueron transcritas de forma activa durante la interfase vy
presentes en cromosomas condensados en la metafase subsecuente. En los humanos, estas
regiones estan localizadas en los tallos de los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos por lo
que este tipo de bandas son Utiles para determinar con precisién puntos de ruptura en rearreglos
gue implican cromosomas acrocéntricos. Asimismo es Util para identificar polimorfismos y para

. . . 22
determinar el origen de cromosomas marcadores satelitados.
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1.6.2. Analisis por hibridacion in situ con fluorescencia (FISH).

Las técnicas de hibridacidn in situ permiten detectar secuencias especificas de acidos nucleicos en
cromosomas, nucleos de células o secciones de tejido. Esto se logra marcando sondas con
moléculas reporteras fluorescentes y después detectando los complejos que forman con el DNA o
RNA complementario. Los fluorocromos con colores diferentes en el espectro visible e infrarrojo
permiten la deteccion simultdnea de multiples sondas. Dos filtros son necesarios para que cada
fluoréforo sea visualizado: un filtro de excitaciéon que dirige los rayos UV hacia el espécimen en un
rango de longitud de onda que ocasiona fluorescencia y un filtro barrera que dirige hacia afuera la
luz ajena emitida por el espécimen para permitir que sélo el color de interés sea visualizado. La
técnica originalmente usaba sondas marcadas con radioisotopos; donde la autoradiografia era la
Unica manera de detectar las secuencias que habian hibridado. Debido a los problemas asociados a
la radioactividad se desarrollaron métodos con sondas no marcadas con isétopos y que utilizan

epe s .y . . . . 11
fluorocromos lo que permitié su deteccion por un tiempo mayor y mejores medidas de seguridad.™

31,32

Las sondas y los cromosomas que se van a someter al estudio son ambos desnaturalizados, para lo
cual se utiliza calor, lo que causa que tanto la sonda como el DNA blanco se separen y queden como
cadenas Unicas. Las secuencias complementarias entre la sonda y el DNA blanco son
posteriormente realineadas lo que permite su hibridacién. Después se someten a lavados
astringentes lo que remueve las sondas que no se unieron de manera especifica y la sefial

fluorescente se detecta posteriormente con la ayuda de un microscopio de fluorescencia (Anexo

”).33,34

El andlisis con técnicas de citogenética molecular como el FISH puede detectar microdeleciones y
duplicaciones que no son visibles ni siquiera con técnicas de bandeo de alta resolucién. Otra ventaja
importante del FISH y otras técnicas moleculares es que el nimero cromosémico y secuencias

especificas de DNA pueden ser identificadas en células que no se encuentran en division.** **

Existen distintos tipos de sondas y la eleccidon de la misma es crucial para el investigador y depende
de la aplicacion que se le dard al estudio de FISH. Las sondas para RNA tienen su mayor aplicacién

para detectar mRNA lo que se traduciria en detectar la expresion de genes estudiados en células o
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tejidos. Las sondas para oligonucledtidos se pueden utilizar cuando se conoce la secuencia blanco y
es lo suficientemente grande para visualizarla en un microscopio de fluorescencia (>1 Kb)** .

Dentro de los diferentes tipos de sonsas para FISH se encuentran las siguientes:

Sondas para secuencia repetitiva Unica. Se utilizan principalmente para evaluar centrémeros que
estan compuestos por secuencias de DNA a satélite, también pueden ser familias de DNA satélite IlI
compuestas de mondmeros de 5 pb. Las sondas de FISH para estas regiones dan una sefial intensa
que puede ser visualizada tanto en interfase como en metafase. Estas sondas tienen su mayor
utilidad en poder enumerar cromosomas individuales. Entre los cromosomas 13y 21 0 14 y 22 se
comparten secuencias lo que complica su especificidad. Otra ventaja de este tipo de sondas, es que

es posible utilizarlas en células en interfase con lo se puede eliminar el tiempo del cultivo necesario

8,34

para obtener las preparaciones con cromosomas metafasicos (Figura 13).

Figura 13. Metafase humana donde se ejemplifica un estudio de FISH con la hibridacion de las regiones
centroméricas de los cromosomas 7 (verde) y 8 (rojo), utilizando sondas a satélite especificas. Imagen

modificada de Moore MC et al, 2001.%
Sondas para secuencia Unica. Este tipo de sondas se utiliza principalmente para detectar secuencias

especificas de DNA en el genoma y es especialmente Util para detectar deleciones o duplicaciones

gue son muy pequefias para ser detectadas por estudios de citogenética convencional (menores a 3
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Mb). En funcién de su diana tienen un tamafio de 1 — 10 Kb o son vectores mas largos de 80 Kb a 1

Mb 8,34

Sondas para cromosomas completos. Este tipo de sondas son bibliotecas de DNA que abarcan un
cromosoma completo o un brazo del cromosoma en cuestion. Cuando se marcan con un
fluorocromo, la sonda solo produce una sefial para el cromosoma de interés. Estas sondas son
utiles para identificar el origen de cromosomas estructuralmente anormales y marcadores; estas

sondas tienen una resolucion de 300 a 1000 pares de bases.®**

1.6.3. Cariotipo molecular o hibridaciéon genémica comparativa.

Es una metodologia usada para detectar diferencias en el nimero de copias en una muestra de
DNA en relacién a una muestra de referencia. La primera descripcion de la técnica fue la de un
método citogenético usado en la biologia del cancer donde se realiza una hibridacién sobre una
metafase normal para detectar ganancias y pérdidas en DNA tumoral. En esta metafase, el DNA
tumoral totalmente biotinizado y un DNA de referencia marcado con digoxigenina eran hibridados
sobre una metafase normal y se observaban en el microscopio. El DNA tumoral y el de referencia
eran visualizados con el fluorocromo verde FITC (isotiocinato de fluoresceina) y rojo — rodamina
fluorescente, respectivamente y posteriormente los resultados eran procesados mediante un

software de analisis de imagen®

Las ganancias y pérdidas en el DNA tumoral se hacian visibles en el microscopio de fluorescencia
como cambios en la intensidad relativa de la fluorescencia: las pérdidas gendmicas en el tumor
producian un decremento en la relacién verde-rojo, y una amplificacion o duplicacion cromosémica
producia un aumento en la relacion verde-roja, mediante el software de andlisis de imagen (Figura

14).35, 36
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Figura 14.Imagen de hibridacién gendmica comparativa. Analisis convencional de CGH: una mezcla de DNA
del paciente y de referencia diferencialmente marcado con distintos fluorocromos hibridados sobre una
metafase normal (imagen superior). La imagen inferior izquierda muestra el patrén de hibridacién sobre el
cromosoma 13. El segmento intersticial en 13q aparece en rojo, lo que indica una pérdida en esa regién.

Imagen modificada de Riegel M, 2014.°°

1.6.4. Cariotipo molecular o hibridaciéon genémica comparativa sobre microarreglos (aCGH)

Tomando como referencia al estudio de hibridacién tipo Southern, considerando que es un método
de biologia molecular que permite detectar la presencia de una secuencia de DNA en una mezcla
compleja de este acido nucleico. Para ello, emplea la técnica de electroforesis en gel de agarosa con
el fin de separar los fragmentos de DNA de acuerdo a su longitud y, después, su transferencia a una
membrana en la cual se efectla la hibridacion con la sonda. El estudio de aCGH puede verse como
un tipo de hibridacion tipo Southern para realizar analisis mds amplio, donde las sondas para las
secuencias de DNA blanco se usan para detectar cambios en el nimero de copias (CNC). Sin
embargo, en comparacién con el andlisis por Southern, donde las muestras de DNA se unen a una
membrana de nylon y se hibridan con una sonda a la vez, en el estudio de aCGH multiples sondas
estan inmoviles sobre una laminilla de vidrio. Cantidades iguales de las muestras de DNA
diferencialmente marcadas (problema y control) se hibridan juntas sobre las sondas del
microarreglo. Usualmente se usan Cyanine 3 (Cy3) y Cianine 5 (Cy5) para marcar con fluorescencia
el DNA del paciente y el control, respectivamente. La relacion de la hibridacion es proporcional a la
relacion entre el nimero de copias de las secuencias de DNA entre las dos muestras. Después de la

hibridacién, las placas son lavadas y el microarreglo es escaneado para capturar las sefiales
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generadas por la hibridacién de cada sonda. Si las intensidades de los marcadores fluorescentes son
iguales para una sonda de DNA especifica, esto se interpreta como un nimero normal de copias en
esa region. Usualmente los resultados deben ser corroborados con un segundo método como FISH,

MLPA o qPCR (Figura 15).%"3®

Muestra del paciente Muest ade 'efefenCIa

RN /E

Se mezclan y colocan
sobre una laminilla

Hibridacion

Escaneo del microarreglo

Analisis por computadora

T T NEN 1D

ok X Ganancias (duplicaciones)
Relacion de la fluorescencia
rojo/verde R—

Pérdidas (deleciones)

Figura 15. Ejemplo de estudio de aCGH: La muestra del paciente se marca con fluorescencia roja y la muestra
de referencia con fluorescencia verde. El escaner del microarreglo junto con la computadora y el software de
analisis calculan la relacion entre las fluorescencias roja y verde. Si ambas pruebas se muestran en equilibrio
se observara una tonalidad amarilla, en caso de que el paciente tenga mas material para cierta regién
(duplicacién) se mostrard como un aumento en la tonalidad roja y si al contrario tiene una mejor cantidad
(delecion) aumentarad la tonalidad verde. En el ejemplo anterior, el paciente presenta una duplicacion. Imagen

modificada de Rare Chromosome Disorder Support Group, 2015.%
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La aplicacidon de cada arreglo esta dictada por su disefio. El tamafio de las sondas y su cobertura del
genoma representan la resolucion del aCGH. Las sondas pueden representar una o mas regiones
especificas o pueden corresponder a secuencias muy separadas a lo largo de todo el cromosoma.
Las sondas generadas de secuencias clonadas humanas son dependientes de los vectores que las
portan. Las clonas basadas en cromosomas artificiales bacterianos (BAC) han sido utilizados
extensamente en FISH y fueron facilmente adaptados a los aCGH. Las sondas generadas con BAC
tienen un tamafio de entre 75 a 200 kb. Insertos de menor tamafio en cosmidos y fésmidos como
vectores con un tamafio de entre 25 y 50 kb también fueron desarrollados. Uno de los mayores
problemas con los primeros arreglos fue la falta de una manera de analizar el genoma completo.
Los estudios con arreglos de BACs, aunque robustos, también tenian algunas desventajas. El factor
mas limitante era que para el uso de BACs en aCGH se deben usar sondas clonadas de bibliotecas
de DNA existentes y usualmente no se tenia la sonda de interés. La habilidad para detectar CNC de
un menor tamafio también se limita debido a la longitud y al espacio de las sondas de BAC. Estos
problemas se superaron con el uso de sondas de oligonucledtidos. En busqueda de una mejor
resolucidon era necesario tener mas sondas, por ello los arreglos se comenzaron a manufacturar con

oligonucledtidos con un tamafio de entre 25y 80 pares de bases.>” *

Los microarreglos de oligonucledtidos permiten al aCGH tener un mayor numero de sondas y mejor
resolucion. Existen diferentes prioridades en la metodologia para construir estos microarreglos. Un
método involucra el sintetizar los oligonucledtidos con una longitud entre 25-85 pares de bases,
seguido de colocarlos sobre la superficie de un chip via robdtica. NimbleGen y Affymetrix usan
fotolitografia para directamente sintetizar oligonucledtidos sobre el chip usando las propiedades de
la tecnologia de mascara de luz. La habilidad de sintetizar los oligonucleétidos in situ en los arreglos
permite una mayor densidad de sondas y un analisis del genoma completo en un solo
experimento.37’ 38

Los estudios de aCGH tienen multiples aplicaciones, por ejemplo en el estudio de células
cancerigenas. Existen CNC patogénicos que contribuyen tanto para el inicio como en el progreso de
la tumorogénesis. La amplificacién y pérdida de ciertos loci que contienen genes relacionados a
cancer, son fundamentales en el mecanismo para la transformacién celular y para alterar la
proliferacion normal y promover el crecimiento celular y metdstasis. Las translocaciones que causan

fusion de genes no son detectables via aCHG.*"*®
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Para el diagnodstico prenatal los estudios de aCGH son una buena alternativa al estudio tradicional
de citogenética prenatal, obteniendo resultados favorables y acertados. De igual manera han sido

exitosos en la identificacidn de desbalances en los productos de concepcién.*’

Los estudios de aCGH han sido muy utilizados para la deteccion génica. En pacientes que
comparten un mismo sindrome se evallan las variantes que presentan con el fin de detectar las
regiones que comparten y posteriormente hacer la relacion de dichas regiones como probables
causantes del sindrome. Como ejemplo estan los estudios en los pacientes con CHARGE en los

cuales se pudo identificar a CHD7 como gen causante.*” *®

1.6.5. Microarreglos de SNP

Se desarrolld otra técnica basada en los estudios en microarreglos y genotipificacién para estudiar
la variacion gendmica. Como en los estudios de aCGH, los ensayos de genotipificacion también
dependen del principio basico de hibridacidon de un DNA prueba y uno blanco. Sin embargo, en los
estudios de genotipificacion, no se realiza una comparacién con un DNA control de referencia. De
hecho, un genotipo especifico se marca y la interferencia es interpretada basdandose en la
intensidad de la sefial producida por la hibridacion. En contraste a los aCHG que detectan
alteraciones en el nimero de copias, los estudios de genotipificacion detectan cambios de un solo
nucledtido. Una nueva generacién de estudios de hibridacion combina la tecnologia de aCGH con
los estudios de SNP del inglés single nucleotide polymorphism. La principal ventaja que ofrecen es la
de detectar la disomia uniparental a través de la deteccién de la ausencia o presencia de

heterocigosidad en los SNP a lo largo del cromosoma.

1.7.- Indicaciones para la realizacién de cariotipo

A partir de 1956 cuando el nimero cromosémico humano correcto fue establecido, el drea de la
citogenética comenzd a crecer rapidamente. Durante los siguientes afios varios sindromes con un
numero alterado de cromosomas fueron reportado como el sindrome de Down (Trisomia 21),

sindrome de Turner (45,X) y el sindrome de Klinefelter (47,XXY). Desde entonces se ha establecido
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gue las anomalias cromosdmicas contribuyen de manera significativa en enfermedades genéticas
gue resultan en pérdidas reproductivas, infertilidad, ébitos, anomalias congénitas, desarrollo sexual
andmalo, discapacidad intelectual y en la patogénesis de procesos carcinogénicos. Anomalias
cromosémicas especificas se han asociado con mas de 60 sindromes identificables. Estan presentes
en al menos 50% de los abortos espontaneos, 6% de los ébitos, 5% de las parejas con dos 0 mas
abortos y en aproximadamente el 0.5% de los recién nacidos. En mujeres mayores de 35 afios, las

anomalias cromosémicas se detectan en el 2% de todos los embarazos.*” *?

El andlisis cromosdmico o cariotipo es la principal herramienta diagndstica para detectar o
identificar las alteraciones cromosémicas. A continuacion se enlistan las indicaciones clinicas para

realizar un andlisis cromosémico mediante cariotipo convencional.*

Estd indicado en las siguientes situaciones:
e Periodo prenatal:
o Edad mayor de 35 afios
o Ansiedad materna
o Triple marcador alterado
o Oligohidramnios - polihidramnios
o Retraso de crecimiento intrauterino
o Arteria umbilical Unica
o Sospecha ecografica de cromosomopatia
o Antecedentes de cromosomopatia balanceada en uno de los padres
e Periodo neonatal:
o 2 0mas malformaciones mayores aisladas
o Presencia de 3 0 mas malformaciones menores
o Recién nacido con genitales ambiguos
o Parto con producto finado de causa inexplicable
o Muerte neonatal de acusa inexplicable
e Periodo de lactancia
o Nifios con dificultades para el aprendizaje
o Nifios con rasgos dismorficos

o Niflos con retraso psicomotor
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e Periodo Preescolar-Escolar
o Trastornos del crecimiento
o Retraso psicomotor
o Rasgos dismorficos
e Periodo de adolescencia
o Ginecomastia
o Falta del desarrollo puberal
o Amenorrea primaria o secundaria
o Retraso mental
o Rasgos dismorficos
e Periodo del adulto
o Padres de nifilos con anomalias cromosdmicas estructurales
o Abortos de repeticion (2 o mas abortos)
o Infertilidad
o Diagndstico prenatal
e Entodas las edades
o Procesos malignos (se realiza en el tejido afectado)

o Control de trasplantes de médula ésea.** *

1.7.1. Alteraciones cromosdmicas

Las alteraciones cromosémicas se definen como aquellos cambios en los cromosomas que implican
pérdida, ganancia o rearreglos del material cromosémico, se clasifican en numéricas y

estructurales.

1.7.1.1.- Alteraciones cromosémicas numeéricas.

Las aberraciones numericas pueden ser de dos tipos. Las euploidias o multiplos exactos del nimero
haploide incluyen a las poliploidias, como la triploidia o tretraploidia que corresponderian a tresy
cuatro veces el nimero haploide. La aneuploidia se refiere a la presencia de una copia extra o

ausente de un cromosoma en particular, como en la trisomia 21 o la monosomia X, 4041
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Las anormalidades cromosdmicas que involucran aneuploidia pueden detectarse en los recién
nacidos si bien las trisomias de autosomas y cromosomas sexuales resultan en alteraciones clinicas,
con excepcion de la monosomia del cromosoma X, las monosomias de cromosomas completos no
son viables. Aun en el caso de la monosomia del X, tan solo el 5% de las concepciones 45,X
sobreviven hasta el nacimiento. Las aneuploidias estan frecuentemente asociadas a la edad
materna avanzada y constituyen un porcentaje significativo de las anormalidades cromosdmicas

observadas en abortos y detectadas prenatalmente en los fetos.* **

La poliploidia en los casos de triploidia (69 cromosomas) o tetrapolidia (92 cromosomas) resulta en
condiciones letales. Estas son mas frecuentemente diagnosticadas en abortos espontdneos y de
manera rara en recién nacidos que en términos generales sobreviven un periodo breve de tiempo.
La triploidia estd mas relacionada con eventos anémalos relacionados con la fertilizacion, siendo el

origen mas comun la fertilizacién de un évulo por dos espermatozoides.*” **

Células aneuploides y diploides pueden coexistir en un individuo en algunos casos, a esta condicion
se le conoce como mosaicismo e involucra dos o mas lineas celulares derivadas de un mismo cigoto.
El mosaicismo puede involucrar autosomas o cromosomas sexuales pero mas frecuentemente son
los cromosomas sexuales los involucrados. El mosaicismo general es la presencia de mas de dos
lineas celulares distribuidas en todo el organismo, esto supone que la aneuploidia se dio en las
primeras divisiones celular, sin embargo, esto no quiere decir que esta linea alterada se mantendrd
durante todo el desarrollo ya que se ha demostrado que las células euploides tienen una mayor
grado de replicacion que las aneuploides. El mosaicismo ocurre en mds o menos del 15 al 90% de
todas las etapas de divisién en los embriones humanos. Se han realizado varios estudios para
detectar el porcentaje de mosaicismo en las primeras etapas embrionarias y parece ser que es algo

comun en el desarrollo humano preimplantacional.*

El mosaicismo confinado se refiere a un mosaicismo cromosémico que solo se encuentra en un
tejido en particular. Como ejemplos se han reportado mosaicismos en el cerebro, placenta y
gonadas, entre otros. Se reportd que hasta el 10% de las concepciones trisdmicas contenian una
linea en mosaico. Se cree que el mosaicismo confinado a placenta se presenta en el 1-2% de todos

los anélisis de placenta.*
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La significancia clinica del mosaicismo depende de la proporcion y distribucién en distintos tejidos
de las células aneuploides, asi como de los cromosomas involucrados lo que hace que cada caso
tenga caracteristicas particulares. En el quimerismo, en contraste con el mosaicismo, las lineas

celulares diferentes provienen de mas de un cigoto.*® **

1.7.1.2.-Alteraciones cromosdmicas estructurales

Los rearreglos estructurales pueden implicar rompimiento y posterior reunién de una parte de un
cromosoma o alteraciones que involucran a diferentes cromosomas, resultando en cariotipos
balanceados o desbalanceados. Los rearreglos balanceados se caracterizan por que no hay cambio
en cantidad de material cromosdmico pero se puede afectar la integridad de la informacién de
genes en la regiéon afectada, en cuando a los desbalanceados, estos se presentan cuando existe una
ganancia (como en el caso de una trisomia parcial) o pérdida (como en una monosomia parcial) de

. Lo 41,43
material cromosdmico.™

La frecuencia de anormalidades estructurales varia considerablemente en distintas poblaciones. La
frecuencia mas alta se aprecia en abortos espontaneos y la menor en los recién nacidos. Esta
reduccién se podria explicar, al menos en parte, por las pérdidas gestacionales que se dan previas al
nacimiento, particularmente en los casos en los que los rearreglos son significativos en cuanto a los
cromosomas involucrados y el tamafio de la region o regiones cromosémicas alteradas en los
rearreglos.*”

Los rearreglos desbalanceados usualmente resultan en alteraciones clinicas importantes, debido a
la pérdida, duplicacién o ambas, de material genético. Entre las alteraciones cromosémicas se

encuentran las siguientes:“’ 43

1) Las deleciones resultan en pérdida se material de un cromosoma (Figura 16). Las deleciones
terminales resultan de un solo punto de ruptura con un brazo cromosémico con pérdida de
material distal al punto de ruptura (Figura 16A). Las deleciones intersticiales involucran dos
puntos de ruptura dentro del mismo brazo de un cromosoma con pérdida del material

entre los puntos de ruptura (Figura 16B).
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Figura 16. Diferentes patrones de delecion. 13A: Delecion terminal. 13B: Delecidn intersticial. Imagen

modificada de Moore MC et al, 2001.7

2) Los cromosomas en anillo se forman cuando los puntos de ruptura se localizan en ambos
brazos del cromosoma con pérdida del material genético distal al punto de ruptura y
posteriormente se unen ambos brazos por los sitios donde se dio el rompimiento (Figura
17). Los cromosomas en anillo varian en tamafio y esto depende de que tanto material

genético se pierde y usualmente son inestables durante la division celular.***®
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Figura 17. Formacion de un anillo cromosémico. Imagen modificada de Moore MC et al, 2001."

Las duplicaciones de un segmento de un cromosoma usualmente ocurren por una recombinacion
desigual entre cromosomas homodlogos o cromatides hermanas (Figura 18). Las duplicaciones
también pueden ser resultado de la segregacion meidtica anormal de una translocacién balanceada
0 entrecruzamiento meidtico en un portador de una inversién. El grado de severidad estd

relacionado con el tamafio del segmento duplicado.*”**
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Figura 18. Se aprecia una duplicacién de material genético (color azul claro) muchas veces causado por un

entrecruzamiento no balanceado. Imagen modificada de Moore MC et al, 2001.%2

El isocromosoma es un cromosoma anormal que tiene duplicado el material genético de unos de
los dos brazos, ya sea corto o largo. El mecanismo generador de los isocromosomas es la division
del centrometro durante la division celular en sentido transversal y no longitudinal, como es lo
normal. El mismo resultado se obtiene cuando hay una ruptura y fusién de las cromatidas hermanas
de un cromosoma duplicado, involucrando al centrémero. El isocromosoma mas frecuente entre
los individuos es el formado por los brazos largos del cromosoma X, con trisomia del brazo largoy
monosomia del corto. En muchas ocasiones, los isocromosomas son en realidad dicéntricos, pero
uno de los centromeros se inactiva y por eso se comportan de forma normal en la divisién (Figura

19).”
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Figura 19. Esquema de la formacion de los isocromosomas. En este ejemplo se muestra un cromosoma X, la
division del centromero ocurre de forma anormal en sentido transversal, produciendo dos tipos de
isocromosomas: los de brazos cortos sefialados como i(Xp) y los brazos largos sefialados como i(Xq). Imagen

modificada de Lisker R et al, 2013.%

Los portadores de rearreglos balanceados usualmente tienen una clinica normal ya que no tienen
pérdida o ganancia de material genético y los genes de los puntos de ruptura usualmente no estan
afectados. Sin embargo, tienen un riesgo para producir gametos desbalanceados y un riesgo
elevado para tener descendencia con anomalias cromosémicas. Los rearreglos balanceados

incluyen inversiones, inserciones, translocaciones reciprocas y translocaciones Robertsonianas.*"

1) Las inversiones son rearreglos dentro de un mismo cromosoma resultado de dos puntos de
ruptura y el segmento entre estos dos puntos gira 180° para después reconstituirse el
cromosoma (Figura 19). Las inversiones se clasifican en pericéntricas cuando las rupturas se
dan en cada brazo y por lo tanto involucran al centrémero (Figura 20A); y en paracéntricas
en las cuales las dos rupturas se dan en un solo brazo (Figura 20B). Las inversiones
pericéntricas comunmente causan un cambio en la longitud de los brazos; las inversiones
paracéntricas no causan ese cambio pero son identificables por el patron de bandas en el

cromosoma afectado.
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Los portadores de inversiones son usualmente normales clinicamente pero tienen un mayor riesgo
para tener descendencia con trisomia 0 monosomia parcial. Esto debido a que durante la meiosis se
forma un asa invertida para la recombinacién durante el apareamiento de los cromosomas vy si se
da un numero anormal de entrecruzamientos se podria producir cromosomas recombinantes
desbalanceados. Las inversiones pericéntricas pueden producir recombinantes con duplicacion y
deficiencia de segmentos cromosdémicos. La viabilidad de estos productos recombinantes depende
del tamafio del segmento desbalanceado. Los cromosomas recombinantes resultado de inversiones
paracéntricas usualmente son acéntricos o dicéntricos y usualmente resultan en productos no

viables ya que estos cromosomas son inestables durante la division celular.***
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Figura 20. Distintos tipos de inversiones. 20A: Inversién pericéntrica. 20B: Inversion paracéntrica. Imagen

modificada de Moore MC et al, 2001.%

2) Las translocaciones resultan del intercambio de segmentos entre dos 0 mas cromosomas
no homologos (Figura 21). Las translocaciones reciprocas se producen por el intercambio
de los segmentos rotos entre dos cromosomas distintos (Figura 21A). Los portadores de
translocaciones balanceadas reciprocas son usualmente fenotipicamente normales pero

estan en riesgo de tener descendencia con desbalances cromosémicos.

El riesgo estd asociado con la segregaciéon de los componentes translocados, posicién de los puntos
de ruptura y localizacién del centrémero. En general, la viabilidad esta en relaciéon con el tamafio

del segmento desbalanceado.
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Las translocaciones Robertosonianas involucran dos cromosomas acrocéntricos que se unen por
porciones cercanas a sus centrémeros para formar un solo cromosoma (Figura 21B).
Frecuentemente este cromosoma tiene dos centrémeros de tal manera que se denominaria
dicéntrico. Los portadores de translocaciones Robertsonianas son usualmente normales
clinicamente pero tiene un riesgo incrementado para tener descendencia con alteraciones
cromosomicas. Este riesgo estd aumentado para las portadoras femeninas ya que los portadores

masculinos usualmente tienen problemas de infertilidad.****
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Figura 21. Distintos tipos de translocaciones. 21A) Translocacién reciproca. 21B) Translocacion Robertsoniana.

N

Imagen modificada de Moore MC et al, 2001.%2
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1.8.- Caracteristicas del cromosoma 10 humano.

El cromosoma 10 humano es una cromosoma submetacénctrico de tamafio mediano que
corresponde al 4.5% del total del genoma. Tiene una longitud de 133,797,422 pares de bases, 728

genes codificantes y 992 genes no codificantes, ademas de 562 pseudogenes.*®

El 96.7% del cromosoma 10 estd compuesto por eucromatina. Su contenido de CG es de
aproximadamente 41.8%. Tiene una densidad génica de media de 10.4 genes por Mb. El 50.6% del
cromosoma 10 se transcribe, similar a lo que sucede con el cromosoma 22 (51%) que es rico en
genes, los cromosomas 6, 7, 14 y 20 (42.2%, 46.5%, 43.6% y 42.2%, respectivamente) tienen una

densidad génica similar a la del cromosoma 10.%%*

Entre los genes con loci en el cromosoma 10 se encuentran: el gen de supresién tumoral PTEN
(10g23.31, MIM: 601728) y el oncogén RET (10g11.21, MIM: 164761).El tamafio de los genes con
loci en el cromosoma 10 varia en gran medida, como se puede apreciar al comparar los genes
CTNNA3 (10921.3, MIM: 607667) que consta de 1,776,209 pb vy el gen CALML5 (10p15.1, MIM:
605183) con sélo 859 pb. Aproximadamente 73% de los genes codificantes para proteinas
localizados en el cromosoma 10 tienen mas de un transcrito Se han reportado 42 agrupaciones de

genes en el cromosoma 10.%%*>*

Existen 99 loci en el cromosoma 10 reportados con relacién a patologia. Varios de estos loci
cuentan con multiples fenotipos de enfermedad causados por mutaciones en el mismo gen,
ejemplos de esto son FGFR2 (10g26.13, MIM: 176943), PTEN, y RET. Desde que PTEN fue reportado
por primera vez mutado en cancer de cerebro mama y préstata se comenzaron a reportar cada vez
mas mutaciones (110 germinales y 332 somdéticas). El cromosoma 10 posee varios genes
involucrados en la tumorogénesis; por ejemplo, la desregulacion de TLX1 (10g24.31, MIM: 186770),
NFKB2 (10g24.32, MIM: 164012) o BMI1 (10p12.2, MIM: 164831) causada por translocaciones o

. . . . . - 4
amplificaciones se han asociado con neoplasias linfaticas.*® *”>*
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Figura 22: Ideograma del cromosoma 10. Se aprecia un patron de bandeo de tipo bandas G, con una

resolucién de 550 bandas. Imagen tomada de Shaffer GL et al, 2013.%
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1.8.1.- Sindrome por Trisomia 10p.

La trisomia 10p es un sindrome cromosémico bien documentado. La mayoria de los casos
reportados describen a pacientes producto de translocaciones no balanceadas o secundarias a
rearreglos en translocaciones reciprocas familiares. Los casos con trisomia 10p pura si bien poco
frecuentes, han ayudado a delimitar los rasgos clinicos de los pacientes asociados con esta

alteracion.*>?

El sindrome por trisomia 10p se caracteriza por rasgos dismarficos que incluyen dolicocefalia, frente
alta con una implantacion baja del cabello, pdmulos prominentes, cejas arqueadas con sinofris,
hipertelorismo, narinas antevertidas, filtrum largo, boca triangular y amplia, puente nasal ancho,
labios delgados y pabellones auriculares grandes, prominentes, de implantacidon baja y en

retroposicion®® *°

. Estos rasgos muchas veces se acompafian de malformaciones en varios érganos
como el cerebro, corazén vy rifiones; anormalidades esqueléticas, especialmente pie equino varo,
discapacidad intelectual y retraso en el desarrollo psicomotor, convulsiones e hipotonia (Figura 23).
El prondstico varia de acuerdo a las comorbilidades de cada paciente.”En la Figura 23 se muestra el
fenotipo de una paciente con trisomia 10p debido a la formacién de un cromosoma telocéntrico
estable, como parte de su estudio se le indicé cariotipo por las multiples dismorfias que presentd y

posteriormente se le realizd FISH para confirmar la alteracién. Los estudios citogenéticos y

. . 1
moleculares mencionados se muestran en la Figura 23.
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Figura 23. Paciente femenino de 4 meses con trisomia 10p pura debido a un cromosoma extra telocéntrico

estable. Se puede apreciar en las imagenes la dolicocefalia, frente amplia y abombada, labio hendido

bilateral,pabellones auriculares prominentes y piel marmadrea. Imdgenes modificadas de Lozic B et al. 2012.°"
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Figura 24. a): Cariotipo con bandas GTG donde se aprecia la fisién del centromero del cromosoma 10 en la
madre. El resultado de cariotipo fue el siguiente: 47,XX,-10,+ fis(10)(p10),+ fis(10)(g10). 2b): Estudio de FISH
donde se utilizaron sondas para tincion completa de cromosomas, donde la sefial roja corresponde al
cromosoma 10y la region centromérica se marco con color verde. Las flechas indican el derivativo del brazo

corto (10p) y el del brazo largo (10q) del cromosoma 10. Modificada de Lozic B et al, 2012.”"
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1.9.- Caracteristicas del cromosoma 11 humano.

El cromosoma 11 humano es un cromosoma submetacéntrico que se extiende por 135,086,622
pares de bases, representando cerca del 4.4% del total del genoma. Tiene un papel significativo en
la historia de la genética molecular, incluso mucho antes de que los procedimientos para
secuenciacién completa existieran. El gen de la cadena beta de la hemoglobina, una de las
proteinas mejor estudiadas, con locus en 11p15.5, fue el primer gen mapeado del genoma humano
y fue la primera proteina de la que se obtuvo su estructura cristalizada. Se asocia con la
presentacion de la anemia de células falciformes (HBB, 11g15.4, MIM: 603903), la primera

enfermedad genética en la cual se describid su etiologia molecular.

A tres megabases de distancia del gen HBB, se localiza el gen de la insulina (INS, 11p15.5, MIM:
176730) que fue la primera proteina humana totalmente secuenciada; de igual manera se localiza
en 11p15.5, la regidon improntada responsable del sindrome de Beckwith-Wiedemann (MIM:

130650), intensamente estudiada.”

El cromosoma 11 posee 1,315 genes codificantes y 1,174 genes no codificantes; ademas de 815
pseudogenes.”’ Este cromosoma es muy rico en genes y varios grupos de familias génicas estan
localizados en este cromosoma. Tiene el cuarto lugar como cromosoma con mayor contenido de
genes, después del 1, 2 y 19, respectivamente. Se ha demostrado que presenta 10.6 genes
codificantes de proteinas por cada Mb, en comparacién con el promedio en el genoma que es de

73 47,52

Todos los cromosomas humanos, con excepcién del 20 y el Y, poseen genes para receptores
olfatorios (OR), pero es el cromosoma 11 por mucho el mas rico en este tipo de genes. En el
humano existen 856 genes para receptores olfatorios, de los cuales 369 (43%) se localizan el
cromosoma 11. La mayoria estdn compuestos por un solo exdn, con una longitud promedio de 1
Kb. De los 369 loci para OR en el cromosoma 11, 166 (45%) son genes codificantes para proteinas y
los restantes 203 (55 %) son pseudogenes; esto se acerca al promedio en el genoma (47% versus

53%).
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Con excepcién de 10 genes para receptores olfatorios, el resto se encuentra dentro de 18
agrupaciones separadas por al menos 100 Kb. Estas agrupaciones tienen una longitud muy variable,
la mayor contiene 97 genes con un tamafio medio de 1.5 Mb. La distancia promedio entre genes

dentro de cada agrupacion es de aproximadamente 17 Kb. Los genes de receptores olfatorios se

clasifican en 13 diferentes familias, conteniendo desde solo uno hasta 81 miembros.*” 2
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Figura 25: Ideograma del cromosoma 11. Se aprecia un patron de bandeo de tipo bandas G, con una

resolucién de 550 bandas. Imagen modificada de Shaffer GL et al, 2013.%%
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1.9.1.- Sindromes por delecidon terminal 11g.

Dentro de los sindrome relacionados a deleciones en 11q, el mas estudiado es el sindrome de
Jacobsen (MIM: 147791), descrito por primera vez por Jacobsen et al. [1973]. Los reportes clinicos
mas tempranos describian varias anormalidades craneofaciales incluyendo frente estrecha y
prominente, anomalias visuales como estrabismo e hipertelorismo, narinas pequefias y
antevertidas y pabellones auriculares dismorficos (Figura 26). Caracteristicas fisicas anormales
como talla baja, cardiopatias congénitas y discapacidad intelectual (DI) severa, también han sido

reportados. Se han reportado también alteraciones del suefio asociadas con DI. Se ha demostrado

que la region critica para el cuadro clinico del sindrome de Jacobsen (SJB) es 11¢23.%

Figura 26. Fotos seriadas de una paciente con delecién terminal en 11q. Las fotos corresponden a las edades
de 3 meses, 2 afios, 4 afios y 10 afios, de izquierda a derecha respectivamente. Imagen modificada de

Grossfeld DP, et al. 2004.%
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Se han observado también deleciones en 11g24.1, 11g24.2 y 11g25. Las deleciones intersticiales
entre 11g14.2 y 11g24.2, también se han reportado. Las caracteristicas clinicas de los pacientes con
deleciones intersticiales difieren del SJB clasico, por lo que deberian considerarse como sindromes

diferentes.

Las caracteristicas clinicas de estos pacientes varian conforme al tamafio de la region deletada,
algunos presentan dismorfias faciales como facies alargada, puente nasal alto, filtrum corto e
implantacion baja de pabellones auriculares. Una caracteristica que presentan estos pacientes y
varia en la severidad es el retraso en el desarrollo, algunos pacientes desarrollan discapacidad
intelectual de leve a moderada; se han reportado también alteraciones en otros érganos y sistemas,
dentro de los que se encuentran la agenesia de cuerpo calloso, agenesia renal y cardiopatia

congénita.

En cuanto a los genes en la region terminal de 11q, se tienen varios candidatos para distintas
caracteristicas fenotipicas. Como lo es FLI1 (11g24.3, MIM: 193067), en el que su haploinsuficiencia
se ha propuesto como causante de la trombocitopenia. El gen B3GAT1 (11925, MIM: 151290) se ha
propuesto como causante de alteraciones neurocognitivas y se ha relacionado con episodios
psicoticos y esquizofrenia. Los genes KCNJ1 (11g24.3, MIM: 600359) y ADAMTS15 (11g24.3, MIM:
607509) al expresarse en rifién se tienen como probables responsables de las alteraciones renales

que pueden presentar estos pacientes. * %
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A nivel de 11925 se han reportado las siguientes caracteristicas clinicas: retraso del desarrollo

psicomotor, alteracién neuroldgica (hipoplasia o agenesia de cuerpo calloso), fisuras palpebrales

descendentes, hipertelorismo, narinas antevertidas y comunicacion interventricular (Figura 27).%% ¢
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Figura 27. Representacién esquemadtica de los genes en la regidén 11g24.3g25. Imagen modificada de

Bernaciak J et al, 2008.%
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2.- Planteamiento del problema.

El desarrollo normal del ser humano requiere entre otros aspectos de una adecuada informacién
genética y contar con un numero cromosdmico normal. Las aberraciones estructurales de los
cromosomas pueden asociarse a alteraciones en la integridad génica de una regién, a ganancia o a
pérdida de informacién. En el caso de las ganancias de material cromosdmico, estas alteraciones
tienen distinto impacto en el fenotipo del paciente, dependiendo de los cromosomas involucrados,
el origen y tamafio de la region duplicada y de si se presenta ademas con otras alteraciones como
podria ser, dependiendo del caso y cuando se asocia a derivativos de translocaciones
cromosémicas, por ejemplo de pérdida de otra regién cromosémica. El estudio de casos con
ganancia de material genético es complejo, por ello se requiere emplear técnicas citogenéticas
convencionales y citogenéticas moleculares como lo son el anélisis por FISH y el cariotipo molecular
empleando microarreglos. En esta tesis se describe el caso de un paciente referido por trastorno de
déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) multitratado, con antecedente de pie equino varo
bilateral, que presenta una aberracion cromosémica compleja con material adicional en uno de sus
cromosomas 11, el empleo de diferentes metodologias permitié determinar que se trataba de una
trisomia 10p con monosomia 11qg.Se presenta la discusiéon de los hallazgos fenotipicos,
cromosoémicos y moleculares, asi como la comparacidn con alteraciones similares reportadas en la

literatura.
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3.- Justificacion.

El analisis integral de un paciente que presenta alteraciones del desarrollo y dismorfias incluye el
descartar alteraciones cromosémicas. Los casos de rearreglos complejos como lo pueden ser las
ganancias de material con en el caso que se describe en esta tesis, requiere de la identificacién del
origen del material genético adicional mediante técnicas de citogenética convencionales vy
moleculares. El andlisis de estos casos poco frecuentes, nos permite establecer la relacién fenotipo-
genotipo lo que aporta informacién y conocimiento nuevo acerca de los genes de la regién

involucrada y permite dar un asesoramiento genético con bases moleculares.
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4.- Objetivos.

4.1.- Objetivo general.

Describir y analizar las caracteristicas clinicas, citogenéticas y moleculares en un paciente

gue presenta material adicional en uno de sus cromosomas 11.

4.2.- Objetivos secundarios.

Determinar la frecuencia de los casos con alteraciones de los cromosomas 10 y/o 11
reportados en un periodo de 10 afios (2004-2013) en el Departamento de Genética del
Hospital Infantil de México Federico.

Describir las caracteristicas clinicas de un paciente con material adicional en uno de sus
cromosomas 11.

Determinar el origen del material genético adicional mediante técnicas citogenéticas
convencionales y moleculares tipo microarreglos y FISH para definir los puntos de rupturay

las regiones implicadas en el rearreglo cromosémico.

Correlacionar el fenotipo del paciente con el genotipo definido de acuerdo a los andlisis
citogenéticos y moleculares.

Otorgar asesoramiento genético al paciente y su familia.

56



5.- Material y métodos.

Debido a que en el paciente estudiado en esta tesis se encontrd que la alteracion cromosémica
presente correspondid a un rearreglo entre los cromosomas 10y 11, se revisaron las libretas de los
registros de estudios citogenéticos del Departamento de Genética del Hospital Infantil de México
Federico Gémez (HIMFG) de los ultimos 10 afios, de enero del 2004 a diciembre del 2013, en busca
de otras alteraciones relacionadas con estos cromosomas. Para esta parte del estudio se

consideraron los siguientes criterios:

5.1 Criterios de inclusion:
e Alteraciones cromosdmicas que involucren a los cromosomas 10 y/o 11.

e Datos legibles.

5.2 Criterios de exclusion:
e Alteraciones cromosdmicas que no involucren a los cromosomas 10 y/o 11.

e Datos ilegibles.

En relacién al caso clinico presentado, se realizd historia clinica de nuestro paciente y con
consentimiento informado (Anexo Ill), se realizé estudio citogenético a partir de linfocitos de sangre
periférica con técnica de bandas GTG (Anexo |) con resolucién de 400 a 550 bandas, estudiando 25

metafases.

Debido a que se encontrd una alteracion estructural en el cariotipo del paciente se procedié a
extender el estudio a ambos padres. Se realizd estudio citogenético en ambos padres previo
consentimiento informado para determinar si alguno de ellos era portador de un rearreglo
cromosémico balanceado y asi poder determinar el origen del material adicional presente en uno

de los cromosomas 11 del paciente (Anexo Ill).

Debido a que la alteracidn citogenética ocurrid de novo para identificar el origen del material
adicional presente en el cromosoma 11 anormal, se realizé estudio con microarreglo de SNP de alta

densidad (Cytoscan HD, Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA), en DNA gendmico del paciente,
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obtenido a partir de una muestra de sangre periférica (3 ml), utilizando el kit Versagene DNA

Purification (Gentra Systems Inc.®, Minneapolis, MN,USA). (Anexos IV y V).

Para corroborar los resultado obtenidos con el microarreglo se realizd andlisis con FISH para las
regiones subteloméricas de los cromosomas 10 y 11 utilizando las sondas ToTelVysion (Vysis-
Abbott®, Abbot Park, lllinois, USA). Se emplearon la mezcla 10 que incluye sondas para: 10p color
rojo, 10q color verde, 15q color naranja y 15922 color aqua; y la mezcla 11 con sondas para 11p

color rojo, 11q color verde, 18p color amarillo y el centrémero de 18 color aqua (Anexo I1).
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6.-Resultados.

6.1.- Resultados del analisis estadistico y datos clinicos de los pacientes identificados con

alteraciones de los cromosomas 10 y/o 11.

En relacion a los casos identificados con alteracién del cromosoma 10 y/o del cromosoma 11 se

encontré lo siguiente:

Durante el periodo descrito se realizaron un total de 7 059 cariotipos, de los cuales 1 640 no

tuvieron resultado debido a no crecimiento o a no reporte del mismo. El total de cariotipos con

resultado fue de 5419 y el total de cromosomopatias identificadas fue de 1656 (Grafica 1).

Grafica 1. Andlisis de Cariotipo realizados entre 2004 al 2013.
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Entre los estudios anteriores, fue posible identificar 15 cariotipos correspondientes a 12 casos con

alteraciones cromosdémicas que involucran a los cromosomas 10 y/o 11. Dos casos correspondieron

a alteraciones del cromosoma 10 (Casos 2 y 7), 8 casos tuvieron alteraciones que involucraban al

cromosoma 11 (Casos 1, 3,5, 6, 8,9, 10y 11) y dos casos involucraban a ambos cromosomas (Casos

4y 12)(Tabla 1).

Tabla 1: Pacientes en quienes se encontraron alteraciones de los cromosomas 10 y/o 11 en la revisién de

libretas en el periodo de estudio (2004-2013).

Casos | Afio | Género Edad Cariotipo
1 2006 Femenino 25 afios 46,XX,t(11;18)(g23;921),21pstk+[25]
5 afios 6
2007 Femenino 46,XX,t(10;18)(q22;912)pat[25]
2 meses
2007 Masculino 46 afios 46,XX,t(10;18)(922;912)[25]
3 2007 Femenino 17 dias 46,XX,add(11)(q23)[25]
4 2008 Femenino 7 dias 46,XX,der(10)t(10;11)(q26;913)[50]
5 2008 | Femenino | 11 afios 46,XX,t(11;15)(q14;921)[25]
6 2008 Masculino 8 afios 46,XY,t(11;15)(g13;925)[25]
7 2009 Masculino 1 mes 46,XY,del(10)(p13p14)[25]
2011 Femenino 28 afios 46,XX,t(11;22)(g23.3;911.2)[25]
8 2012 | Femenino | 3afios 47 XX, +der(22)t(11;22)(q23.3:q11.2)mat
2012 Femenino 6 afios 46,XX,t(11;22)(g23.3;g11.2)mat[25]
9 2012 Femenino 2 meses 46,XX,del(11)(p13p13),16gh+[30]
10 2012 | Masculino | 2dias 47 XY,+der(22),t(11;22)(g23:q11.2)mat [25]
11 2012 Masculino 13 afios 46,XY,t(6;11)(g23;923)pat[25]
11 afios
12 2012 Masculino 5 meses 46,XY,add(11)(g25).ish der(11)t(10;11)(p14;925)

Loscasos 1,4, 5,6,8, 10y 11 correspondieron a translocaciones que involucran al cromosoma 11.
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Los casos 4, 8 y 10 correspondieron a cromosomas derivativos: el caso 4 correspondid a un
derivativo del cromosoma 10 producto de una translocacién entre los cromosomas 10 y 11, en los
casos 8 y 10 los derivativos son consecuencia de la segregacion de translocaciones balanceadas

entre los cromosomas 11y 22.

El caso 2 es un caso familiar con una paciente y su padre portadores de una translocacion
aparentemente balanceada entre los cromosomas 10 y 18. Los casos 5 y 6 se tratan de pacientes
con translocaciones aparentemente balanceadas entre el cromosoma 11 y 15. Los casos 7 y 9
presentaron deleciones, el caso 7 corresponde a una deleciéon en 10p13p14 y en el caso 9 se
aprecia una delecién del cromosoma 11 a nivel de p13. En el caso 3 se describe material adicional a

nivel de 11923, del cual no fue posible determinar su origen.

El caso descrito en extenso en esta tesis corresponde al caso 12 y difiere del caso 3 en el punto de
ruptura donde se aprecia el material adicional, en el paciente reportado en extenso en esta tesis

corresponde a 11925 (Tabla 1).

En estos 12 casos de alteraciones de los cromosomas 10y 11 se encuentran 9 mujeres y 6 hombres,
con un rango de edad que va de los dos dias de vida a los 46 afios, estos 12 casos representan
dentro del total de cromosomopatias reportadas el 0.9%. Fue posible recabar informacion clinica de

los siguientes casos.

Caso 2: femenina con sindrome regresivo y malformaciones de sistema nervioso central
identificadas por andlisis de imagen de resonancia magnética. Cariotipo:

46,XX,1(10;18)(g22;q12)[25], padre portador de la misma alteracién. ®°
Caso 7: masculino con crisis convulsivas, hipoglucemia e hipoparatiroidismo tardio. Cariotipo

46,XY,del(10)(p13p14) [25], correspondiendo al Sindrome de DiGeorge 2/sindrome velocardiofacial
complejo 2(DGCR2) (MIM: %601362)%, cariotipos de los padres normales.

Caso 8: femenino posoperada por supraglotoplastia y con sindrome de Pierre-Robin, presentd crisis

convulsivas y distension de recto sigmoides, malformacién anorrectal tipo estenosis severa.
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Cariotipo:  47,XX,+der(22)t(11;22)(g23.3;911.2)[25]. Cariotipo de la madre y hermana:
46,XX,t(11;22)(q23.3;911.2), cariotipo padre: 46,XY,9gh+. Se establecio el diagndstico de sindrome

de Emanuel.

Caso 9: paciente femenina con el diagnéstico de aniridia y un cariotipo externo:

46,XX,del(11)(p13p13),16gh+[30], cariotipo de padres normales. Diagndstico de sindrome WAGR.

Caso 10: masculino con malformacién anorrectal sin fistula, cardiopatia, alteraciéon del desarrollo
sexual XY, micropene, agenesia renal izquierda, insuficiencia renal y retraso del crecimiento
intrauterino. Cariotipo: 47,XY,+der(22),t(11;22)(g23;q11.2)[25]. Diagndstico de sindrome de

Emanuel.®’

Caso 11: masculino portador de una translocacién aparentemente balanceada por cariotipo externo
al HIMFG el cual fue corroborado como: 46,XY,t(6;11)(q23;923)[25]. Epistaxis recurrente secundaria

a procesos alérgicos. Padre portador de la misma translocacién balanceada.

6.2.- Presentacion de caso clinico.

Paciente masculino de 13 afios de edad referido al departamento de Genética a la edad de 8 afios
por trastorno de déficit de atencién e hiperactividad (TDAH), multitratado, antecedente de pie

equino varo bilateral (Figura 28).
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Il p

TDAH, hipoplasia de cuerpo calloso, discapacidad intelectual moderada
PO pie quino varo bilateral, PO ostetomia pie izquierdo por halux valgus.

13

Figura 28. Arbol genealdgico de 3 generaciones del paciente en estudio, la flecha sefiala al propositus.
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Antecedentes perinatales: Producto de la Unica gesta entre padres aparentemente sanos, no
consanguineos, madre de 23 afios y padre de 24 afios de edad a la concepcion. El embarazo con
adecuado control prenatal, ingesta de multivitaminicos. Embarazo de 39 semanas de gestacion, por
falta de progreso del trabajo de parto y presentacién con circular de corddn a cuello fue obtenido

por cesarea con peso: 3500 g (P 50), talla 55 cm (P 95), se desconoce APGAR.

Antecedentes personales patoldgicos: pie equino varo bilateral congénito tratado con cirugia
correctiva y bota de yeso hasta los 3 afios de edad. Presentd crisis convulsivas tratadas

medicamente y que se mantienen hasta la actualidad con menor frecuencia e intensidad.

Desarrollo psicomotor: sostén cefélico a los 6 meses, sedestacion sin apoyo a los 12 meses, marcha
a los 3 afos. Inicio del habla a los 2 afios, control de esfinteres 3 afios, actualmente acude a Centro

de atencién multiple en Secundaria.

A la exploracion fisica a los 13 afios de edad: reactivo, hiperactivo, obedece drdenes sencillas, con
un peso de 38kg (P3), talla de 1.54m (P10-25), PC: 52cm (-2DS), ojos simétricos, pupilas isocoricas
normorefléxicas. Extremidades integras, eutrdficas, simétricas, cicatrices en pies por eventos
quirurgicos, campos de movilidad conservados, reflejos osteotendinosos normales. Con previo
consentimiento informado, se solicitaron fotografias clinicas para ilustrar las caracteristicas

fenotipicas del paciente. (Figura 29 y Anexo VI)
Estudios de gabinete: Resonancia magnética de craneo: adelgazamiento del segmento caudal del

cuerpo calloso, incremento en la amplitud del espacio subaracnoideo frontal y quiste

petrocerebeloso. Ecocardiograma y edad ésea normales.
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Figura 29. Fenotipo del paciente. A) Habitus longilineo, extremidades hipotrdficas. B, C) Dolicocefalia, frente amplia, puente nasal alto, ojos con fisuras

palpebrales con tendencia a ser ascendentes, parpados superiores “plenos”, boca grande, pabellones auriculares prominentes. D,E) Dedos largos y delgados.
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6.2.1.- Resultados de los estudios citogenéticos y moleculares

El estudio de cariotipo realizado con bandas GTG (Anexo |) se reportd con el siguiente resultado:

46,XY,add(11)(g25)[25] (Figura 30).
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Figura 30. Cariotipo con bandas GTG del paciente. La flecha roja sefiala el cromosoma 11 con material
adicional. Estudio realizado por la Bidl. Ariadna Berenice Morales Jiménez, Departamento de Genética del

Hospital Infantil de México Federico Gémez.

65



: q25

11

Figura 31. Cariotipo parcial del paciente. La flecha sefiala el material adicional. Estudio realizado por la Biol.
Ariadna Berenice Morales Jiménez, Departamento de Genética del Hospital Infantil de México Federico

Gomez.
Se solicité cariotipo a los padres, siendo el resultado en ambos normal.

Se extrajo DNA de sangre periférica del paciente para el analisis con microarreglo de alta densidad
Cytoscan HD (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA), en el cual se encontrd una ganancia de 25.5 Mb
en el cromosoma 10 (p12.1-pter) y pérdida de 1 Mb en 11q25. (Figura 32) Analisis realizado por el
Dr. Fernando Fernandez Ramirez del Departamento de Genética, Hospital General de México Dr.

Eduardo Liceaga (HGMDEL).
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Figura 32. Estudio de microarreglo de alta densidad Se aprecia en la figura superior con color azul la regién duplicada que corresponde a 10p12.1 a 10pter y en la

figura inferior con rojo se aprecia la regién deletada que corresponde a 11925 a qter. (Dr. Fernando Fernédndez Ramirez, Departamento de Genética, HGMDEL).
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A continuacion se realizé analisis por FISH con sondas subteloméricas para los cromosomas 10y 11
con las mezclas 10y 11 de ToTelVysion (Abbott Laboratories. Abbott Park, Il, USA). Anélisis realizado
por la M. en C. Laura Gémez Laguna del Departamento de Genética del Hospital General de México

Dr. Eduardo Liceaga y por la Biol. Karem Nieto Martinez de la Facultad de Medicina, UNAM (Figura
33).

El estudio confirmd pérdida de material en 11g25-11qter y que el material adicional corresponde a

10p incluyendo la regidon subtelomérica; por lo que el cariotipo final del paciente es el siguiente:

46,XY,add(11)(g25).ish der(11)t(10;11)(p12.1;925)(D1152071+,01151037-, 10PTELOO6+)dn.
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Figura 33. Analisis por FISH en una metafase del paciente. Se sefiala el cromosoma derivativo del 11 como
der(11), en donde se aprecian dos sefiales verdes, correspondientes a 11p y 10p. Se usaron sondas verdes
para las regiones subteloméricas delOp y 11p vy rojas para las regiones subteloméricas 10q y 11q. Para las
sondas del cromosoma 10 su control fueron sondas para el cromosoma 15, marcando con naranja 15q y con
aqua 15g22; para el cromosoma 11 su control fueron sondas para el cromosoma 18, marcando de amarillo
18p y de aqua centrémero de 18. Andlisis realizado por la M. en C. Laura Gémez Laguna del
Departamento de Genética del Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga y por la Biol. Karem

Nieto Martinez de la Facultad de Medicina, UNAM.
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Las sondas subteloméricas nos permitieron constatar la presencia o ausencia de regiones

correspondientes a las partes distales de los brazos largos o cortos de los cromosomas estudiados.

Con el resultado de estos estudios se pudo corroborar la alteracion genética que presenta nuestro
paciente, la cual consiste en una trisomia casi completa del brazo corto del cromosoma 10,
abarcando una region de 25.5 Mb que comprende de 10p12.1 a 10pter, esta regién al translocarse
al brazo largo del cromosoma 11 condiciond la pérdida del extremo final, una regién que

corresponde de 11925 a 11gter de solo 1 Mb.

70



7.- Discusion.

En este trabajo se discute el caso de un paciente con rearregloc cromosémico complejo que
corresponde a una trisomia 10p y una monosomia 11qg. Las aberraciones cromosémicas
estructurales se encuentran en 1 de cada 400 recién nacidos y esto tomando en cuenta tanto

rearreglos balanceados como desbalanceados.®

La primera parte de esta tesis demostrd que este tipo de alteraciones, en particular en lo referente
a los cromosomas 10 y 11 son poco frecuentes asi en el andlisis estadistico realizado en este
trabajo, se identificaron 12 casos de alteraciones que involucraban a los cromosomas 10 y/o 11.
Estos casos corresponden al 0.9% del total de cariotipos anormales reportados en los 10 afios en los
gue se realizd la revisién (2004-2013) (Tabla 1). El estudio de estos pacientes al tener alteraciones
cromosémicas poco frecuentes aporta conocimiento nuevo sobre las regiones involucradas, los
mecanismos subyacentes y tienen implicaciones en el asesoramiento genético, como fue el caso de

nuestro paciente.

La evaluacion de un paciente con dismorfias y discapacidad intelectual de origen desconocido debe
ser integral para poder establecer su etiologia, manejo y proporcionar asesoramiento genético.
Dentro de sus causas se deben descartar las alteraciones cromosdmicas. En esta tesis se presenta el
caso de un paciente referido por crisis convulsivas, RDPM, dismorfias menores y pie equinovaro
bilateral, el andlisis de cariotipo reportdé una ganancia de material en el cromosoma 11:

46,XY,add(11)(g25), la cual fue de novo.

El andlisis con microarreglo de SNP de alta densidad permitié determinar el origen del material
adicional y establecer los puntos de ruptura, con lo que se determind que el paciente presentaba

una trisomia parcial de 10p12 a pter y monosomia parcial de 11q25 a gter.

El estudio por FISH permitié corroborar los datos obtenidos por el andlisis gendmico y dar la
formula cromosdmica final del paciente. El fenotipo del paciente es producto de estos desbalances
cromosdémicos. Estos resultados nos dieron mas informacién para poder establecer una correlacién
fenotipo-genotipo en el paciente y para otorgar un asesoramiento genético con bases moleculares.
Es importante sefialar que el fenotipo del paciente con excepcion de la presentacién congénita de

pie equinovaro bilateral, no presentaba otras malformaciones mayores ni dismorfias que llamaran
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particularmente la atencién a su nacimiento, particularmente considerando que la malformacion
mayor aislada mencionada tiene una etiologia multifactorial. Sin embargo al ser referido a los 11
afios edad el motivo de evaluacion estaba orientado principalmente hacia el retraso del desarrollo y

alteracion intelectual que era funcional ya que el paciente acudia a una escuela especial.

Los andlisis citogenéticos y moleculares demostraron en primer lugar una alteracién de material
adicional en el cromosoma 11 que finalmente fue posible determinar una trisomia 10p vy

monosomia 11q.

La aberracion cromosdmica que mas frecuentemente causa una trisomia 10p pura es una
translocacién que involucre el brazo corto del cromosoma 10 y el brazo corto de un cromosoma
acrocéntrico. Existen pocos casos puros reportados ya que la mayoria presentan monosomia de

otra regién cromosdmica por ser derivados de translocaciones reciprocas™.

En la region de 25.5 Mb de la region 10p12.1-pter se encuentran 90 genes, de los cuales 74 cuentan
con numero MIM, en la Tabla 2 se describe la localizacion de algunos de estos genes relevantes por
ejemplo porque alguno de ellos ha sido relacionado con retraso del desarrollo.

Tabla 2: Genes en la region 10p12.1-pter.53' >

Locus Gen MIM Funcién/Producto codificado

10p15.3 IDI1 *604055 Asociado a adrenoleucodistrofia neonatal.

10p15.3 ZMYND11 *608668 Correpresor de la transcripcion. Relacionado con retraso mental
autosémico dominante.

10p15.1 IL15RA *601070 Se ha asociado con leucemia linfocitica granular de células T
grandes.

10p15.1 IL2RA *147730 Se ha asociado con linfoma de Burkitt. Participa en la regulacion
inmune.

10p14 GATA3 *131320 Activador transcripcional que se une a los potenciadores de los

genes para receptores alfa y delta de las células T. Se ha
relacionado con hipoparatiroidismo, sordera neurosensorial y
displasia renal.

10p13 PHYH *602026 Relacionado con enfermedad de Refsum (AR), alteracién del
metabolismo de lipidos que se caracteriza por retinitis
pigmentosa, neuropatia periférica, ataxia cerebelar y elevacion
de proteinas en el LCR.

10p13 SEPHS1 *600902 Sintetiza selenofostatos a partir de selenio y ATP. Alteracién en
este gen se han relacionado a esquizofrenia.
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10p13

PRPF18

*604993

Participa en el segundo paso de procesamiento del pre mRNA.
Se ha relacionado con queratosis palmo-plantar.

10p13

ITGAS,

*604063

Desarrollo del rifion y probablemente otros 6rganos en los que
regula el reclutamiento de células mesenquimales en epitelios
estructurales. Se ha asociado a aplasia/hipoplasia renal.

10p12.33-
pl2.31

CACNB2

*600003

Sub unidad beta de canal de calcio dependiente de voltaje.
Mutaciones heterocigotas se han asociado con el sindrome de
Brugada.

10p12.31

ST8SIA6

*610139

El 4cido sidlico es determinante en la formacién de
oligosacaridos involucrados en la comunicacion celular,
interaccion celular, adhesion y marcaje de proteinas. ST8SIA6
pertenece a una familia de sialiltransferasas que sintetizan
sialilconjugados.

10p12.31

NEBL

*605491

Se une a la actina y juega un importante rol en el ensamblase de
discos Z.

10p12.31

MLLTIO0

*602409

Se ha asociado con enfermedades como leucemia aguda
bifenotipica y leucemia aguda linfoblastica de células T.

10p12.2

OTUD1

*612022

Enzima de deubiquitinizacion que especificamente hidroliza el
aminoacido Lys-63 de unidn a poliubiquitina a monoubiquitina.

10p12.32

ARHGAPZ21

*609870

Funciona como proteina activadora de GTPasa para RHOA y
CDC42. Similar a ARF1 parece que también participa en el
control y funcién del aparato de Golgi.

10p12.1

PRTFDC1

*610751

Actividad fosforibosiltransferasa muy baja. Une GMP, IMP vy alfa-
D-5-fosforibosil 1-pirofosfato.

10p12.1

ENKUR

*611025

Adaptador que funciona localizando sefiales sensibles a calcio
de la maquinaria de transduccion del esperma a un canal
permeable al idn calcio.

10p12.1

THNSL1

*611260

Sintetasa de treonina. En el ratén muestra expresion
preferencial en glandulas endocrinas.

10p12-p11.2

SPAG6

*605730

Importante en la integridad estructural del aparato central de la
cola del esperma y la motilidad flagelar.
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La region deletada en este paciente en 11qg25-gter correspondia a solo una Mb de extensién, en
ella se encuentran 9 genes de los cuales 6 cuentan con nimero MIM, en la Tabla 3 se describe la

localizacion de estos genes y sus funciones identificadas.

Tabla 3: Genes en la region 11q25—qter.53’ >
Locus Gen MIM Funcién/Producto codificado
11925 JAM3 *606871 Participa en la adhesion célula-célula. Es un receptor que responde a

ITGAM (Integrina M alfa), mediando las interacciones leucocito-
plagueta y estd involucrada en la regulacién de la migracion
transepitelial de neutrdéfilos polimorfonucleares. Su forma soluble es
mediador de la angiogénesis. Su alteracion homocigota se ha
relacionado con destruccidon hemorragica del cerebro, calcificaciones

subependimarias y catarata congénita.

11925 NCAPD3 *609276 Subunidad reguladora del complejo de condensina 2, un complejo
que establece la arquitectura cromosdmica durante mitosis y esta

involucrado en la rigidez fisica del eje de las crométidas.

11925 VPS26B *610027 Probable componente del complejo retromer, un complejo que es
necesario para recuperar receptores de enzimas lisosomales del

endosoma a través de la maquinaria del aparato de Golgi.

11925 THYN1 *613739 Une de manera especifica 5-hidroximetilcitosina.

11925 ACADS *604773 Deshidrogenasa de isobutiril-CoA que participa en el catabolismo de
valina.

11925 B3GAT1 *151290 Involucrado en la sintesis del carbohidrato epitope L2/HNK-1.

Presente en moléculas de adhesion que participan en el

neurodesarrollo.

Las caracteristicas fenotipicas de los casos reportados en la literatura presentan un amplio rango de
manifestaciones, ya que la presentacién de dichas alteraciones depende de los cromosomas
involucrados, la region afectada y la funcién de los genes en este loci. Esta es una de las razones por
las que es complejo poder establecer un fenotipo caracteristico asociado a las regiones

cromosomicas especificas reportadas en este caso, ya que se trata de un paciente que presenta
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tanto una trisomia parcial de 10p12.5-pter como la monosomia parcial de 11g25-qter, teniendo

entonces una sobreposicion de los fenotipos asociados de cada region.

Desde la primera descripcién de la trisomia 10p, se han reportado mas de 60 casos que no se
encuentran en forma de mosaicos. La expresion fenotipica depende del tamafio del segmento
trisdmico y/o del involucro de otro cromosoma. Los rasgos descritos incluyen discapacidad
intelectual, dismorfias, pie equino varo, retraso del desarrollo y crecimiento, ademds de
alteraciones cardiacas, renales y oculares. Los casos con reporte de trisomia 10p pura son pocos, en

la Tabla 4 se comparan los casos de trisomia 10p pura con nuestro paciente.”®”’

La mayoria de los casos reportados de trisomia 10p estdn representados por productos
desbalanceados causados por un rearreglo familiar balanceado. Sin embargo, gracias a los casos de
trisomia 10p pura, se han podido delinear las caracteristicas fenotipicas de esta alteracién
cromosoémica. Muy pocos reportes han descrito el curso clinico de estos pacientes ya que la
mayoria muere tempranamente. Sin embargo el retraso del desarrollo y discapacidad intelectual ya
han sido previamente descritos como caracteristicas clinicas en pacientes desde los 3 meses a los

13 afios de edad (Tabla 4).”
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Tabla 4. Casos con trisomia 10p completa pura.

Hustinx, Nakagome Yunis, Dallapicolla, Gonzalez Snyder Schwartz OryeE, Rivera H, Clement JS, Berend SA, Granata P, Gunduz C, Lozic B, Vidale S,
Caracteristicas et tJIéfs Y, et (;(l] et 017.5 De Chieri P, et al. 1978 et aé . ett:: . ef_';’ f e f ; . et als.G et als.8 et aﬁg et als.g et aI% . et aI; . et alé . et 0196 TOTAL Presente caso
1974 1975 1975 1981 1983% 19845 19847 1985 1992 1996 1999 2000 2003 2012 2014
Segrr(\;;\i(;;:sGo)mlco plO?—pter' pll—pter” pll-pterm pll-pter‘v pll-pterv p12-pterv' pll—pterv“ ng?v—m gi;;& plO—pterX pll,l—pterx‘ pll,l—pterx” p11.1-pterx‘H pllAl-pterx‘V pll-pterxv p‘zig{w pll-pterxv” 17/17 10p12.1-pter
FISH - - - - - - - - - - - + + + - + + 5/17 +
Sexo F F M M F F F M M M F F F M M F M 9F —8M M
Edad 48 h 22 SDG 38 SDG 5a 3a 37 SDG 3m 2m 8m 1m 5m 20 SDG 2s 13 a 21 SDG 12m 16m 20SDG—-13a 13a
RCIU + - + - - + + + - NR - - - - + + + 8/16 -
RDPM NA NA NA + + NA + NR + NR NA NA NR + NA + + 7/7 +
RC + NR + + + + - + NR NR NR NA - + NA + NR 7/10 -
Hiperactividad, NA NA NA NR NR NA NR NR NR NR NR NA NR + NA NR NR 11 +
agresividad
Hipotonia + NA NA + + NA + + + + NA + + NA + + 12/12 -
Microcefalia NR NR NR + - + - + - + + + + 10/14 -
Dolicocefalia NR NR NR NR NR + + + + + NR - + + + + NR 8/10 +
Fontanelas amplias + NR NR NR NR + + + - + NR - + + NR + + 9/11 -
Cuerpo calloso® NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR + NR NR - 1/2 +
CcC NR NA NA + + NA NR NR + NR NR NA NR + NA NR + 5/5 +
Hipoacusia NR NA NA NR NR NA NR NR + NR NR NA NR NR NA NR + 2/2 -
FPP + + NR + + + + - - + NR + - + + + + 12/15 +
Mejillas prominentes NR NR NR - - NR NR - - NR NR - + - - + + 3/10 +
Anomalia nasal® + + + + + + + + - NR NR + - - + + + 12/15 +
Anomalias bucales” NR + + + + + + + - NR NR - + + + B + 11/14 -
PH, alto o arqueado + + + + - NR + + - + + + + + + + - 13/16 -
Micrognatia + + NR - - NR + + - + NR - + - + - + 8/14 +
PA® + + NR + + + + - + + + + + + + + NR 14/15 +
APM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR - NR NR NR NR NR 0/1 +
cr + NR NR - NR NR - + + + + - + - - + NR 6/11 -
AGE NR + + NR NR NR - + + NR NR - NR + + NR NR 6/8 -
A’;;’er;i'i'; d‘:z la + NR NR NR NR NR NR + + + NR + - - NR + + 7/9 +
Anomalias esqueléticash NR NR NR NR NR NR NR - + NR NR + - - - NR + 3/7 -
Clinodactilia NR NR NR + + NR + + + NR NR - + + - NR NR 7/9 -
Anomalias en pies' + + + + - NR + + - + + - + + + + + 13/15 +
Cutis marmorata NR NR NR NR NR NR + - - NR NR - + NR - + NR 3/7 -

+: Caracteristica presente, -: Caracteristica ausente, APM: Agenesia de pectoral mayor, AG: Alteracion genitourinaria, a: afios, CC: Crisis convulsivas, CP: Cardiopatia, F: Femenino. FP: Fisuras palpebrales, h: horas, M: Masculino, m: meses, NA: No aplica, NR: No reportado, PA: Pabellones auriculares,
PH: Paladar hendido, RC: Retraso del crecimiento, RDPM: Retraso del desarrollo psicomotor, RCIU: Restriccién del crecimiento intrauterino, s: semanas, SDG: Semanas de gestacién. *: Adelgazamiento, agenesia. . Hipertelorismo, descendentes. “: Puente nasal plano, narinas antevertidas. 4. Comisuras
bucales descendentes, labios delgados. ©: Baja implantacién, apéndices. " Defectos del septo auricular o ventricular. ® Agenesia renal, quistes renales, hipospadias, criptorquidia. h. Displasia de cadera bilateral, hemivértebras, camptodactilia. :Pie equino varo, alteracion en metatarsos. "
46,XX,der(14)t(10p?;14p?)mat. " 46,XX,der(22)t(10;22)(p11;p11)mat. ": 46,XY,+der(21)t(10;21)(10pter—10p11::21p1ll—21pter). v: 46, XY,der(22)t(10;22)(p11;p11). : 46, XX,der(22)t(10;22)(p11;pll-gter). ": 46,XX +der(21)t(10;21)(p12;p11)mat. " 46,XX,der(14),t(10;14)(p11;p12)mat. "
47,XX,+10p. . 46XY,inv dup(10)(gter—p15.3::p15.3—p11.1:). * 46XY,t(10;14)(p10;p12). ™. 46XX, -6, -10, +der(6)t(6;10)(p25;q11)+i(10p). ™ 46,XX,inv(10)(pter—::cen—pl5:qll—oqgter). " 46,XX,i(10)(p10),der(14)t(10;14)(q10;p10). *: 46,XY,der(22)t(10;22)(p10g10). *":
46,XY,der(13)t(10;13)(p11;p11)mat. *"": 47,XX + fis(10)(p10)mat. *": 46,XY,der(14)t(10;14)(p11;p11)pat.
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En la Tabla 4 se pueden apreciar distintos mecanismos de origen de esta alteracidon cromosdmica, la
mayoria, como se menciond antes, es la debida a productos de translocaciones que involucran al
cromosoma 10 y un cromosoma acrocéntrico, pero también estdn presentes rearreglos como
duplicacion del brazo corto del cromosoma 10 o formacion de un isocromosoma de 10p. Los 17
casos comparados en la tabla 4 se encuentran en un rango de edad que va de las 20 semanas de
gestacién (SDG) a los 13 afios de edad; en cuanto al sexo de los pacientes se reportan 9 mujeresy 8
hombres. En todos se realizé estudio de cariotipo, lo que permitié detectar la trisomia 10p puray
en 7 de los 16 casos se pudo corroborar con estudio de FISH. Solo en el caso que se describe en

esta tesis se realizd estudio con microarreglo de alta densidad.

En la mayoria de los casos no se realizd un seguimiento del paciente a largo plazo ya que la trisomia
10p tiene un prondstico pobre y muchos de los pacientes fallecen tempranamente debido a
complicaciones de sus malformaciones congénitas. Muchos de los diagndsticos de esta alteracion
se han realizado de manera prenatal o en productos de aborto, siendo esto cada vez mas comun ya
gue los métodos prenatales de estudio se han vuelto cada vez mds accesibles para la poblacion en
general, lo que permite detectar alteraciones de manera temprana. Como ejemplo de estos casos
estan los reportados por Nakagome et al [1975]"°, Clement et al [1996]"° y Gunduz et al [2003]"", en
los cuales el diagndstico se dio de manera prenatal y posteriormente reportaron los rasgos

fenotipos encontrados en los fetos.

En los casos de la Tabla 4 se puede observar que dentro de las caracteristicas mas constantes esta
el retraso psicomotor presente en 7 de 7 casos, ademas del paciente estudiado en esta tesis, se
excluyen los casos de productos de abortos y en los cuales esta caracteristica no se reporté. Otras
caracteristicas con prevalencia alta fueron: la hipotonia presente en 12 de 13 casos, las crisis

convulsivas en 5 de 5 casos y el pie equino varo bilateral reportado en 13 de 15 casos.

En cuanto a las caracteristicas faciales caracteristicas se incluye la tendencia a la dolicocefalia,
microcefalia, anomalias de las fisuras palpebrales (descendentes, hipertelorismo), anomalias
nasales (puente nasal plano, narinas antevertidas), anormalidades de la boca (comisuras labiales
descendentes, labios delgado), paladar hendido/arqueado. Dentro de las alteraciones del sistema
nervioso central, solo se realizd estudio de neuroimagen en 2 de los casos de la Tabla 4 y solo en

uno de ellos”, al igual que en nuestro paciente, se encontré la hipoplasia de cuerpo calloso. En el
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caso de Vidale et al [2014]®, se realizé estudio de neuroimagen en el paciente, sin embargo, no se

encontraron alteraciones estructurales.

El caso reportado por Granata et al [2000]”, tiene la similitud con nuestro paciente en la edad de
13 afios, siendo el Unico caso con un seguimiento por varios afios. Ademas en este paciente se
diagnostico alteracién del comportamiento y al igual que en nuestro paciente, presentaba trastorno
de déficit de atencién e hiperactividad (TDAH). Lo anterior nos podria hacer considerar que la
trisomia 10p predispone a alteraciones del comportamiento en pacientes que sobreviven hasta la
segunda década de vida, sin embargo, es dificil asegurarlo ya que no hay muchos casos de

pacientes de ese grupo de edad y alteracién cromosdémica en la literatura.

Se han reportado también casos con cardiopatias congénitas como los de Snyder FF, et al. [1984]°/,
Schwartz S, et al. [1984]"%, Orye E, et al. [1985]%°, Rivera H, et al. [1992]°%, Berend SA, et al. [1999]>°
y Lozic B, et al. [2012]>" en los cuales el principal defecto fue a nivel del septo tanto auricular como
ventricular, si bien es interesante este dato por el nimero de casos reportados, nuestro paciente no

presentd cardiopatia.

De manera similar, se han reportado casos con alteracién urogenital (agenesia renal, quistes
renales, hipospadias y criptorquidia) en los que se incluyen los reportes de Nakagome Y, et al.
[1975]17°, Snyder FF, et al. [1984], Schwartz S, et al. [1984]"*, Granata P, et al. [2000]"”°, y Gunduz C,
et al. [2003]™, sin embargo, en nuestro paciente tampoco se manifestaron alteraciones a estos

niveles.

Una caracteristica que solo se describid en nuestro paciente es la agenesia de pectoral mayor
derecho, este rasgo no esta descrito en ninguno de los casos revisados en la Tabla 4, esto puede ser
debido a que muchos de los casos fallecen de manera temprana y son pocos los casos en los que el
seguimiento se puede dar a largo plazo y evaluar una caracteristica como el desarrollo pectoral

normal.

Continuando con el estudio de las caracteristicas fenotipicas y su relacidén con el genotipo, se hizo la

comparacién con casos con trisomia parcial 10p pura, la cual se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Casos con trisomia parcial 10p pura.

Caracteristicas Fryns JP et al, 1979”7 Stone D et al, 199678 Benzacken B et al, 19987 Mégarbané Aetal, 2001%° TOTAL Presente caso
Segmento 10p trisémico (Bandas G) pl2-pter pldpl5-pter" pl4pl5-pter" pld-pter” p11.2-p12" 5/5 pl12.1-pter

FISH - + + + + 4/5 +
CGH - - - + + 2/5 -
Sexo F F F F M 4F — 1M M

Edad 21a 13 a 10a 15d 30a 15d-30a 13 a
RCIU - - - - - 0/5 -
RDPM + - - + 3/5 +
RC - - - + - 1/5 -
Hiperactividad, agresividad + NR NR NR - 1/2 +

Hipotonfa - - - + + 2/5

Microcefalia + - - - - 1/5 -
Dolicocefalia - - - - - 0/5 +
Cuerpo calloso® NR NR NR NR - 0/1 +
CC NR NR NR NR - 0/1 +
Alteracion visual” - + - NR - 1/4 -
Fp¢ + + + + + 5/5 +
Mejillas prominentes - - - NR 0/4 +
Anomalfa nasal® + + + + - 4/5 +
Anomalfas bucales® + + + + 5/5 -
PH, alto o arqueado - - - - + 1/5 -
Retrognatia - - - - + 1/5 +
pAT - + + + - 3/5 +
APM NR NR NR NR NR 0/0 +
o - - - - - 0/5 -
Anomalfa de la flexibilidad NR NR NR NR NR 0/0 +
PPT + NR NR - - 1/3 -
Anomalias en piesh - - - - - 0/5 +
Deficiencia de 1gG NR + + NR - 2/3 -

+: Caracteristica presente, -: Caracteristica ausente, APM: Agenesia de pectoral mayor, AG: Alteracidn genitourinaria, a: afios, CC: Crisis convulsivas, CP: Cardiopatia, F: Femenino. FP: Fisuras palpebrales, M: Masculino, NR: No reportado, PA:
Pabellones auriculares, PH: Paladar hendido, PPT: Pliegue palmar transverso, RC: Retraso del crecimiento, RDPM: Retraso del desarrollo psicomotor, RCIU: Restriccién del crecimiento intrauterino. *: Adelgazamiento, agenesia. . Fotofobia,

) e Cyy . d, ) ) e, ) . fona . T g. ) ) h. o
esotropia, neuropatia optica. : Hipertelorismo, descendentes. ": Puente nasal plano, narinas antevertidas. : Comisuras bucales descendentes, labios delgados. : Baja implantacién, apéndices. °: Defectos del septo auricular o ventricular. ": Pie
equino varo, alteracion en metatarsos. g 46,XX,dup(10p)(pter—p12::p12::p12—qter). iy, 46,XX,-9,+der(9). V. 46,XX,add(6)(p25).ish der(6)t(6; 10)(p25;p14)(wcpb + ,wcpl0 + ;wcpb - ,wcpl0 +). v, 46,XY,dup(10)(p11.2p12.2).
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En los casos de la Tabla 5 se puede apreciar que la regién triplicada ha sido descrita con distinta
extension y en general se observa que mientras menor sea el tamafio de la region trisémica, menor
fue el impacto de las caracteristicas clinicas en el paciente de que se trate. Un dato que llama
mucho la atencion cuando comparamos las Tablas 4 y 5, es que en relacion a la segunda se observa
gue en la mayoria de los casos son pacientes de mas de 10 afios de edad, esto concuerda con el
hecho de que al tener menos alteraciones o malformaciones congénitas por ende se tiene un mejor
prondstico con estos pacientes. Dentro de las caracteristicas mas prevalentes en la trisomia parcial
10p se encuentran el RDPM, alteracion de las fisuras palpebrales, anomalias nasales y alteraciones

de los pabellones auriculares; en general malformaciones menores.

Los casos reportados en el estudio de Stone D et al, [1996]’%, llaman la atencién ya que presentaron
deficiencia de IgG, caracteristica que no se presentd en otros pacientes en esta tabla y tampoco se
menciona en los estudios en pacientes estudiados en la tabla 4. Estas hermanas necesitaban
transfusiones periddicas de 1gG para evitar el riesgo de presentar infecciones recurrentes. Dentro
de la region afectada en estos casos se encuentran dos genes relacionados con la respuesta
inmune: IL2RA y GATA3 (Tabla 2). No se sabe si la duplicacion de estos genes sea el responsable de
las alteraciones inmunoldgicas ademads de que no es un rasgo reportado incluso en los casos con

trisomia 10p completa.

Resulta complejo poder establecer la relacion de una regién triplicada con cierta caracteristica
clinica, ya que es necesario estudiar multiples casos similares para finalmente poder tener alguna
region definida como causante un fenotipo particular. En el caso de Mégarbané A et al, [2001]%, se
revisa la relacién fenotipo-genotipo y dado que su caso fue el Unico en donde se presentaron la
retrognatia y paladar arqueado, se ha propuesto a la regién 10p11.2-p12 como la candidata para
estas malformaciones menores, sin embargo, como se menciond antes son necesarios mas estudios

para poder definir esto.
Comparando el prondstico entre ambas presentaciones clinicas de la trisomia 10p parcial y

completa, se puede deducir que mientras menor sea la region afectada esto se traducird en un

mejor prondstico al tener un menor desbalance en cuanto al total de material genético.
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De igual manera que con la trisomia 10p pura, los casos de monosomia 1125 son muy raros. En la
Tabla 6 se realiza la comparacién del fenotipo y alteracién cromosémica en nuestro paciente con

casos con deleciones terminales de 11g.

Se comparan 10 casos que presentan distintos puntos de ruptura, estos van desde 11g24.1 a qgter,
11925 a qgter y solo un caso con delecidn intersticial de 11g24.2 a g24.3. Las edades de los
pacientes van desde los 7 meses a los 47 afios, con mayor nimero de pacientes femeninos (6/10).
Dentro de las caracteristicas mas prevalentes en este grupo de pacientes se encuentran las
siguientes: RDPM, alteracion en la forma de craneo, alteracién en las fisuras palpebrales, anomalias
nasales y trombocitopenia. En los 3 pacientes en los que se realizd estudio de neuroimagen se
pudieron detectar alteraciones dentro de las que se encuentran hipoplasia del cuerpo calloso e
hiperintensidades de la sustancia blanca. El estrefiimiento crénico fue un dato que solo se encontré

en los 3 pacientes que corresponden al caso familiar reportado por Bernaciak J et al, [2008]%.

Dos casos comparten el punto de ruptura con nuestro paciente, el primero estd dentro del grupo
de pacientes estudiados por Penny LA et al, [1995]*. En este caso se trata de una paciente
femenina de 18 afios edad con delecién terminal de la regidon 11g25-qgter de origen paterno, que
presentaba retraso del desarrollo psicomotor, hipertelorismo, puente nasal plano, narinas
antevertidas, anomalias de pabellones auriculares, defecto del septo ventricular, hipoplasia renal y
trombocitopenia. Comparte con nuestro paciente el RDPM y dismorfias, en nuestro caso no se

presentaron alteraciones cardiacas, renales o hematoldgicas.

El segundo caso con punto de ruptura a nivel de 1125 es el reportado por Ji T et al, [2010]® v se
refiere a un paciente masculino de 7 meses de edad que presentaba también RDPM, antecedente
de RCIU, microcefalia dismorfias y alteracion cerebral. En dicho paciente se pudieron hacer estudios
de CGH donde se obtuvo el tamafio de la regidon deletada que correspondid a 4.1 Mb en la regién
11g25. En esta region se encuentran 21 genes de los cuales 14 tienen expresion cerebral. Los genes
SNX19, THYNI (MIM: 613739), OPCML (MIM: 600639), NCAPD3 (MIM: 609276) y NTM (MIM:
607938) (Tabla 3) se proponen como genes candidato debido a su funcidn en el sistema nervioso
central, dentro de las que se encuentran unién a fosfato de inositol, participacion en el ensamblaje

y segregacion cromosémica, crecimiento de neuritas y regulacién de apoptosis.®®
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Tabla 6. Caracteristicas de la delecién terminal 11q

Caracteristicas 0 Hi;esﬁgft al Penny LA et al, 19955 Bernaciak J et al, 2008°> Tyson C et al, 2008% | Ji T et al, 2010% TOTAL Pr:sgte
Regidén 11g monosomica g24.1 q24.2 g24.1 q24.2gs g25 g24.3 q24.3 q24.3 q24.2-24.3 g25 10/10 g25
Edad labm 2a5m 5a5m 15a 18 a 4a 42 a 47 a 7a 7m 7m-47a 13a
Sexo F M F F F F F M M M 6F —4M M
Origen de la delecién Paterna Paterna Paterna NR Paterna Materna NR NR De novo NR De novo
RCIU - - - + - - NR NR + 2/8 -
RDPM + + + + + + - + + + 9/10 +
Hiperactividad, agresividad NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 0/0 +
Forma del craneo alterada® + NR + NR NR NR NR NR + + 4/4
Alteracion neurolo’gicab NR NR NR NR NR + NR NR + + 3/3 +
CcC NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 0/0 +
FP© + + + + + + + + - + 9/10 +
Mejillas prominentes NR NR NR NR NR - - - - NR 0/4 +
Facies tosca NR NR NR NR NR - + + - NR 2/4
Cejas pobladas NR NR NR NR NR + + + - NR 3/4
Anomalia nasal® + + NR + + + - + + 8/9 +
Anomalias bucales® + + NR NR NR + + + - + 6/7
Retrognatia NR NR NR NR NR - - - - NR 0/4 +
PA" NR + NR + + + + - + NR 6/7 +
APM NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 0/0 +
CP® + + + NR + - - - - - 4/9 -
AG' NR + NR NR + - - - - - 2/7
Anomalia de la flexibilidad NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR 0/0 +
Clinodactilia del 5°dedo NR NR NR NR NR + - - + NR 2/4
Anomalias en pies NR + + + NR - - - - - 3/8 +
TromboAcitopeAnia/ N N N N N i i i NR i 5/9
pancitopenia
Estrefiimiento cronico NR NR NR NR NR + + + NR NR 3/3 -

+: Caracteristica presente, -: Caracteristica ausente, APM: Agenesia de pectoral mayor, AG: Alteracidn genitourinaria, a: afios, CC: Crisis convulsivas, CP: Cardiopatia, F: Femenino. FP: Fisuras palpebrales, M: Masculino, NR: No reportado,
PA: Pabellones auriculares, RDPM: Retraso del desarrollo psicomotor, RCIU: Restriccidn del crecimiento intrauterino. ® Trigonocefalia, microcefalia, macrocefalia. °: Adelgazamiento o agenesia del cuerpo calloso, hiperintensidades en

. c . . d . . e . . f P -y . . . " g .
sustancia blanca. ": Hipertelorismo, descendentes. “: Puente nasal plano, narinas antevertidas. —: Comisuras bucales descendentes, labios delgados. : Baja implantacidn, apéndices, pits preauriculares. °: Defectos del septo ventricular,
foramen oval permeable. ": Agenesia o hipoplasia renal, quistes renales, hipospadias, criptorquidia. : Pie equino varo, alteracién en metatarsos.



Considerando la informacién obtenida, se puede sugerir que el fenotipo y las dismorfias del
paciente son ocasionadas en su mavyoria por el efecto sinérgico de los genes en triple dosis
localizados en el segmento trisdmico del brazo corto del cromosoma 10y que la monosomia en 11q

causa alteraciones leves al fenotipo.

En la regidn 10p12.1-pter se encuentran 90 genes, de los cuales 74 cuentan con nimero MIM
(Tabla 2). Estos genes tienen multiples funciones dentro de las que se encuentran la regulacion del
ciclo celular, regulacion del crecimiento celular, regulacion de desarrollo de tejido especifico, entre
otros; ademds algunos se han relacionado con varias enfermedades como hiperparatiroidismo,
displasia renal, glaucoma (GATA3), diabetes (IDDM10), inmunodeficiencia (DCLRE1C) y enfermedad
de Refsum (PHYH), mientras que las crisis convulsivas se han asociado con un locus en el brazo

largo (10g23-q24: epilepsia lateral temporal autosémica dominante).

En el paciente discutido en esta tesis la presencia de crisis convulsivas puede relacionarse
directamente con las lesiones patoldgicas en cerebro (agenesia de cuerpo calloso) asi como
alteraciones del desarrollo normal cerebral, consecuencia de la aberracién cromosdmica que
presenta. En los casos previos reportados no se tiene una relacion clara de que regién cromosémica
esta relacionada con la presencia de cierta caracteristica fenotipica, es por eso que son necesarios
mas estudios para delimitar las regiones determinantes del fenotipo, lo cual también es parte de los

objetivos de este estudio.

En la literatura no se encontré un caso que correspondiera con el rearreglo complejo exacto de
nuestro paciente en relacién a cromosomas involucrados y los puntos de ruptura identificados.
Aungue existen casos que involucran a los cromosomas 10 y 11, las alteraciones que se reportan
son de trisomia del cromosoma 11 con monosomia del 10, lo que es contrario a lo que se observa
en nuestro paciente. Un ejemplo reciente de este tipo de reportes es el de Hagen A et al, [2011]¥,
en el cual se estudia a una paciente femenina con delecion de aproximadamente 3.46 Mb a nivel de
10p15.3p15.2 y una ganancia de aproximadamente 32.21 Mb a nivel de 11g22.2g25. La paciente
presentaba un sindrome caracterizado por discapacidad intelectual severa, retraso del crecimiento,
hipotonia, coloboma de iris, pabellones auriculares dismérficos, teletelia, defecto del septo atrial,
pie equino varo, escoliosis y artrogriposis congénita multiple. Si comparamos estos datos con

nuestro paciente podemos apreciar que difieren mucho, nuestro paciente manifiesta una
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discapacidad intelectual moderada, presenta dismorfias menores y no presenta retraso del
crecimiento ni hipotonia. El rasgo que tienen en comun es el de que ambos presentaron pie equino
varo bilateral, si bien en ambos estaban los mismos cromosomas involucrados es importante volver
a seflalar que en el caso de la paciente publicada la alteracién cromosdémica correspondia a una

monosomia 10p y una trisomia 11q que es diferente a lo reportado en nuestro paciente.

La alteracidn en nuestro paciente al ser de novo muy probablemente fue secundaria a un evento de
recombinaciéon no homadloga en alguna de las meiosis que originaron los gametos de los padres del
paciente, lo que produjo la trisomia parcial 10p y la monosomia parcial 11q. Por ello se puede

otorgar un riesgo de menos del 1% de que se repita esta alteracion a los padres del paciente.

Cuando se consiera el riesgo para el paciente tomando en cuenta que tiene una discapacidad
intelectual moderada, al ser portador de una alteracién cromosémica desbalanceada constitutiva la
meiosis masculina posiblemente favoreceria la apoptosis y por lo tanto tener un conteo bajo de
espermatozoides e incluso ser infertil.*® Sin embargo, no se puede descartar que nuestro paciente
sea infértil y ya que posee una alteraciéon cromosdmica compleja se llegd a la conclusién que en
caso de que sea fértil podria formar 2 bivalentes durante la meiosis con lo cual el paciente tendria

un riesgo del 50% de formar gametos anormales.
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8.- Conclusiones

En esta tesis se analiza el caso de un paciente con una alteracién cromosdmica que consiste en una
trisomia parcial 10p12.1-pter y una monosomia parcial 11g25-gter. Mediante el estudio de
microarreglos de alta densidad y posteriormente corroborandose por FISH se pudo determinar la

zona con ganancia y la zona con pérdida de material genético.

Se revisaron 10 afios (2004-2013) de reportes de cariotipo en el Hospital Infantil de México
Federico Gémez, encontrando que las alteraciones de los cromosomas 10 y/o 11 son raras,

presentandose en un 0.9% del total de cariotipos alterados reportados en dicho periodo.

Con lo presentado en este caso y en base a los estudios realizados y en comparacion a la literatura
se puede apreciar como la mayoria de las caracteristicas clinicas del paciente corresponden a la
trisomfa parcial de 10p12.1>pter y que la monosomia 11g25=>qgter tiene un aporte muy pequefio

en el fenotipo.

Se aprecia la importancia de realizar el estudio de cariotipo a todos los pacientes que cumplan con
los criterios necesarios para su realizacidn, asi como de extender este estudio a la familia directa
para confirmar o descartar que se trate de una alteracién cromosdmica causada por una alteracion
balanceada en alguno de los progenitores. Todo esto nos permite un mejor abordaje y poder

ofrecer un adecuado asesoramiento a la familia.

La aportacion de este caso es el de poder delimitar las regiones involucradas en el rearreglo
complejo gracias a los estudios de citogenética molecuar realizados definiendo los /oci de genes
involucraos en esta regiéon cromosémica, definiendo que en este caso la trisomia parcial
10p12.1->pter tuvo un mayor impacto en el fenotipo que la monosomia parcial de 11g25=2>qter.

Con los dantos anteriores se otrogd asesoramiento genético a la familia.
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Anexo I:

Cariotipo con técnica de bandas GTG

Material:

Solucién Buffer de fosfatos pH 7.4
Solucion Buffer de fosfatos pH 6.8
Tripsina (solucion trabajo)
Colorante Wrigth

Colorante Giemsa

Cubreobjetos

Gasas

Guantes

Jarras coplin

Vaso de Precipitados

Pipeta graduada

Probeta graduada

Pipeta de transferencia

Pipeta Pasteur

Entellan

Cronémetro

Microscopio

Pinzas punta roma

Método

Preparar en tren: 4 jarras coplin y 1 vaso de precipitados cada una de las siguientes
soluciones:

49 ml de la solucion buffer pH 7.4 y 1 ml de tripsina
Solucién buffer pH 7.4

48 ml solucién buffer pH 6.8 y 2 ml de colorante Wrigth

48 ml de solucién buffer pH 6.8 y 2 ml de colorante Giemsa
Vaso de precipitados con agua corriente

Procedimiento:

1)

10)

11)

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

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

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

Se incuba por 72 horas a 37-37.5°C.

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

Se centrifuga por 10 minutos a 2,500rpm.

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

Se incuba 30 minutos a 37-37.5°C.

Centrifugar 10 minutos a 2,500rpm.

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.

Se refrigera por 20 minutos.
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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

22) Montar inmediatamente con 3 gotas de entelldn y cubreobjetos

23) Revisar la calidad de las bandas

24) Dejar secar a temperatura ambiente
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ANEXO II: Técnica de FISH (Hibridacién in situ con fluorescencia). De acuerdo a la metodologia
propuesta por Vysis (Vysis, 2001)

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 botdn con la cantidad de solucion fijadora para tener la concentraciéon de
metafases adecuada.

Sobre una laminilla pre-lavada (FISHER brand™) se gotea el material celular en un drea 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 hibridacién.

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-desnaturalizacion.

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-desnaturalizaciéon 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 hibridacion.
11) Se colocan las laminillas en una cdmara hiumeda 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 contratincion 8ul de DAPI/Antifade, se
coloca un cubreobjetos, se sella con cemento de goma para su andlisis en un microscopio de
epifluorescencia (Olympus™), con los filtros (Chroma™).
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ANEXO Ill: Consentimiento informado para toma de muestra de sangre periférica para cariotipo
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ANEXO IV: Técnica de mapeo gendmico con microarreglo Cytoscan HD (Affymetrix Inc., Santa Clara,
CA, USA):

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

2) 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 distribucién
promedio de 1.1 kb en el genoma.

3) 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.

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

5) Los productos de PCR se purifican utilizando perlas de afinidad magnéticas, y se
resuspenden en agua ultra pura obteniéndose una concentracion 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.

6) Hibridacién y cuantificacion: Se prepara una mezcla de hibridacidon 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.

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

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

Analisis de numero de copias:

9) 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
parametros de analisis son: resolucion de 50 kb y un minimo de 390 marcadores.

10) Se utiliza la funcién Joining para fusionar interrupciones menores a 200 kb.

11) El mapeo se basé en el ensamble Feb 2009 (GRCh 37/hg19) del genoma humano.
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ANEXO V: Consentimiento informado para toma de muestra para DNA.
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ANEXO VI: Consentimiento informado para fotografias.

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO
FEDERICO GOMEZ

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
DR. MARQUEZ NO..1&42 COL. POCTORES,
DELEGACIAN QUAUHTEMDE, C.P. 06720 MEXICO, D.F.
INSTITUCION DE.SERVICID MEDICA, ENSENANZA E INVESTIGACIAN
AFILIADO A LA.UNIVERSIDAD NACIONAL AUTANOMA DE MEXICO

Fs

@5225-9‘91 7

Meéxico, DF. a de _de 20.

A QUIEN CORRESPONDA:

Por medio de la presente deseo manifestar que estoy de acuerdo con la invitacién que
me ha/han * hecho el . Doctor/Daoctores

del Departamento de Genética de Hosp‘ilai Infantil de México Federico Gémez para que
sean publicadas y/o presentadas en congresos cientificos nacionales e internacionales las
caracteristicas clinicas de mi caso y/o el de mi hijo, en forma escritz o en fotografias.

Se me ha explicado que ello obedece al interés cientifico de compartir conocimiento con

-~ la comunidad médica y cientifica internacional que pudiese en un futuro redundar en un
mejor conocimienta y entendimiento de la enfermedad. de que se trate ademés del que
actualmente se tiene. Se me ha explicado que de realizarse dicha “publicacién o
presentacién en congreso, esta serd un medio cientifico, reconocido nacional e
internacionalmente, que sc tomardn todas las medidas necesarias para preservar la
confidencialidad del caso y todo aquello que pudiese permitir la identificacion de la
persona de quien se trate, incluyendo la modificacion de las fotograﬁas chmca_v. para
preservar el anonimato.

i Por lo anterior establezco aqui que he tomado esta decision libremente y que se me ha
™ explicado que no es abligatorio el participar y que no percibiré por.ello ningin beaneficio
en especie 0 econdmico de ninguna naturaleza y de la misma manera que de negarme a
participar ello no influiria en el trato y prestaciones que recibo por parte del Hospital
Infantil de México Federico Gémez, obedeciendo a los derechos que como paciente

tengo y al respeto a mi toma de decisiones y de mi dignidad.

Por lo aaterior firmo este documento de conformidad y recibo una copia del documento.

Nombre y firma

Paciente/tutor
* Parentesco con el paciente

Testigo 1 . Testigo 2
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