UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

DEPARTAMENTO DE GENETICA

ANALISIS CLINICO, CITOGENETICO Y MOLECULAR DE LOS PACIENTES
CON DELECION 4p EN EL HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO
GOMEZ DEL 2002-2012

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

ESPECIALISTA EN GENETICA MEDICA

PRESENTA:




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Dira, Verdnica Fabials Morin Barroso
lefe del Departamento de Genética Médica
Haspital Infantil de Méxica Federico Gamez

ASesoras de tesi:

Ernabigun, ol depipdie

Profesar adjunto de ka Especialidad de Gendética Médica
Hospital infantil de México Federico Gamez

Servicio de , Hospital General de Mdéxico Dr, Eduardo Liceaga
Facultad de Medicina UNAM




AGRADECIMIENTOS

Al Hospital Infantil de México Federico Gémez y sus pacientes.
Por ser mi casa durante cuatro afios y a los pacientes por ser los mejores maestros.
Gracias.

A Jacinto, Monina, Karin, Chintin, Héctor, Mirella y Julieta.
Por el amor incondicional, por ser mis pilares en todo momento y por su comprension.
Gracias.

A la Dra. Veronica Moran.
Por sus ensefianzas, correcciones y apoyo y por demostrarme con el ejemplo que las cosas
grandes se logran con el trabajo diario. Gracias.

A la Dra. Constanza Garcia Delgado y el Dr. Francisco Flores.
Por compartirme sus conocimientos y sabiduria de genética y de la vida y porque no paso
un solo dia sin que me saludaran con una sonrisa. Gracias.

A la Maestra Alicia.
Por todas y cada una de sus correcciones, por ensefiarme a cuestionar todo en la ciencia
(en el buen sentido) y por darme las herramientas para poder ser mejor cada dia en mi
profesion. Gracias.

A mis comparieros Caro, Rodrigo, Maura, Ale, Chris, Pau, Ame y Leo.
Por las risas, los abrazos, las palabras de aliento y porque todos los dias senti que llegaba a
una familia. Gracias.

A la Dra. Susana Kofman, la M. en C. Laura Gomez Laguna y la Biol. Karem Nieto Martinez
del Servicio de Genética del Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga. Por su
colaboracién en este trabajo. Gracias.

Para la realizacion de este trabajo se contd con el apoyo de la Beca Carlos Slim de impulso
a la investigacion en salud del Instituto Carlos Slim de Salud durante los afios 2014 y 2015.
El analisis preliminar de este proyecto se presentd en plataforma oral en el XXXVIII
Congreso Nacional de Genética Humana/lll Congreso Latinoamericano de Genética
Humana en noviembre de 2013 y también fue presentado en cartel en las X Jornadas de
Residentes de Pediatria HIM-INP 2014, obteniendo el segundo lugar en el concurso de
trabajos libres.



iINDICE

Resumen

1. Marco teodrico

N o o bk~ e

1.1 Niveles de organizacion del DNA

1.2 Estructura de los cromosomas
1.2.1 Centromero
1.2.2 Telébmero

1.3 Clasificacion de los cromosomas

1.4 Ciclo celular
1.4.1 Fase M o Mitosis
1.4.2 Meiosis

1. 5 Alteraciones cromosomicas
1.5.1 Alteraciones cromosoémicas numéricas
1.5.2 Aberraciones cromosémicas estructurales
1.5.3 Consecuencias de las translocaciones en la
segregacion.

1.6 Técnicas de citogenética convencional y molecular
1.6.1 Cariotipo
1.6.2 Analisis por hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)
1.6.3 Cariotipo molecular o hibridacion genémica comparativa
sobre microarreglos (aCGH)

1.7 Indicaciones para estudios citogenéticos

1.8 Caracteristicas del cromosoma 4

1. 9 Sindrome de Wolf-Hirschhorn
1.9.1 Caracteristicas clinicas

1.9.1.1 Tablas de crecimiento

1.9.2 Bases citogenéticas

1.9.3 Bases moleculares

Planteamiento del problema
Pregunta de investigacion
Justificacion

Objetivos

Material y métodos

Analisis estadistico

Pagina

12
12
14
15
16
17
19
21
21
23
25

27
27
29
32

33
35
37
40
43
44
45
48
49
50
51
52
53



8. Descripcion de variables
9. Resultados
9.1 Resultados estadisticos
9.2 Pacientes correspondientes al grupo 1
9.3 Pacientes correspondientes al grupo 2
9.4 Pacientes correspondientes al grupo 3
10. Discusion
11. Conclusiones
12. Referencias
Anexos
I. Consentimiento informado para toma de fotografias clinicas
Il. Consentimiento informado para toma de muestra de sangre
lll. Técnica de cariotipo con bandas GTG

IV. FISH (Analisis de Hibridacion in situ con fluorescencia)

53

54
57
67
74
80
90
91

98
99
100
102



RESUMEN

Introduccién: El sindrome de Wolf-Hirschhorn (SWH) se define como un sindrome de genes
contiguos causado por una delecibn de material en la porcién distal del brazo corto del
cromosoma 4, en la region p16.3. Las caracteristicas clinicas del SWH incluyen dismorfias
faciales, retraso en el crecimiento pre y postnatal, déficit intelectual y crisis convulsivas. Su
incidencia es de 1/50,000 recién nacidos vivos. Es posible detectar la delecion con cariotipo con
bandas GTG, sin embargo, para 40% de los pacientes se requiere de cariotipo molecular por
técnicas de FISH y/o microarreglos por tratarse de deleciones submicroscépicas. Los pacientes
se clasifican en tres grupos de acuerdo al fenotipo y al tamafio de la delecion: leve (< 3.5 Mb),
clasico (de 5 a 18 Mb) y grave (de 22 a 25Mb).

Justificacion: el HIMFG es un hospital de concentracidon y referencia de pacientes con
malformaciones y déficit intelectual, entre ellos pacientes con fenotipo del SWH. El abordaje
incluye el estudio citogenético con técnicas convencionales, sin embargo, hasta en 30 al 40% de
los pacientes la anomalia cromosdmica no es detectada. El estudiar a estos pacientes nos
permiti6 conocer las caracteristicas de nuestra poblacién, identificar casos que pudieron
beneficiarse de estudios moleculares. El describir la frecuencia y la caracteristicas clinicas,
citogenéticas y moleculares aporta conocimiento acerca del perfil de la poblacién mexicana con
SWH.

Objetivo general: Describir las caracteristicas clinicas, citogenéticas y moleculares de los
pacientes con SWH atendidos en el Departamento de Genética del HIMFG de 2002 a 2012.
Material y métodos: Se revisaron los registros de cariotipos realizados con bandas GTG en el
Laboratorio de Citogenética del Departamento de Genética del HIMFG de los afios 2002 a 2012.
Se incluyeron pacientes cuya indicacién para cariotipo fue fenotipo de SWH y se reevaluaron
clinicamente aquellos pacientes que fue posible localizar. Se realiz6 FISH con sonda para
WHSCR en los pacientes con caracteristicas clinicas de SWH y cariotipo normal. En aquellos
con delecion negativa para WHSCR, ademas se realizé FISH con sonda subtelomérica para 4p.
Resultados: Se identificaron 16 pacientes con diagndstico clinico de SWH correspondiendo al
0.31% de los todos los analisis de cariotipo con bandas GTG analizados en el periodo de estudio
y a 1% de las cromosomopatias. Un paciente fue eliminado del andlisis por no encontrarse
expediente clinico completo; en dos pacientes solo se conté con datos recabados del
expediente, por lo que finalmente se incluyeron unicamente 13 pacientes para el analisis de la
correlacion clinica/citogenética molecular. En 7 de 13 pacientes (53.8%) se demostré una
alteracion en 4p con cariotipo con bandas GTG. Se reportd cariotipo normal en 6 pacientes
(46.1%) a quienes se les realizd FISH, asi como a una paciente con férmula
46,XX,add(4)(p16.3). El 100% de los pacientes tuvo caracteristicas faciales compatibles con el
SWH, retraso del desarrollo psicomotor o discapacidad intelectual, crisis convulsivas y restriccion
del crecimiento. De acuerdo a las alteraciones citogenéticas identificadas, los pacientes se
clasificaron en tres grupos: Grupo 1 pacientes con cariotipo con bandas GTG anormal, se
incluyeron siete pacientes; Grupo 2 pacientes con cariotipo normal con bandas GTG y FISH
positivo para la delecion, se incluyeron tres pacientes; Grupo 3 pacientes con cariotipo normal y
FISH negativo, se incluyeron tres pacientes.

Discusion: En el 53.8% de los 13 pacientes (7 pacientes) incluidos en este estudio se confirmo
la delecidon con bandas GTG, lo que concuerda con la literatura en la que se reporta que el 50-
60% de los casos se confirman con esta metodologia, los cuales corresponden al grupo 1. Las
caracteristicas clinicas encontradas en este grupo son similares a las reportadas en pacientes en
la categoria clasica. Los pacientes del grupo 2 los cuales corresponderian a la categoria leve
tuvieron mas malformaciones mayores de las esperadas. Los pacientes del grupo 3 en quienes



no se pudo confirmar el diagnéstico de SWH por las técnicas citogenética disponibles en este
estudio posiblemente tengan deleciones muy pequefias o translocaciones cripticas no
balanceadas las cuales se pueden detectar con microarreglos de alta densidad. Tomando en
cuenta los 13 pacientes, la relacién mujer:varon fue de 1.6:1 lo cual es similar a la relacion 2:1
reportada previamente. El 100% de los pacientes incluidos en esta tesis tuvo caracteristicas
faciales compatibles con el SWH, incluyendo RDPM o discapacidad intelectual, crisis convulsivas
y RCIU o RCEU.

Conclusiones: La frecuencia del SWH por datos clinicos para la poblacién del HIMFG en que
se solicité estudio citogenético es de 1:320 y como cromosomopatia es del 1%. En este trabajo
se describe a 15 pacientes con diagnéstico clinico de SWH y en 13 de ellos fue posible confirmar
el diagnoéstico por estudio citogenético y/o citogenético molecular. En la mayoria de los pacientes
fue posible confirmar el diagnéstico por técnica de bandas GTG y FISH. Se identificaron las
principales manifestaciones clinicas fenotipicas del sindrome y se dio asesoramiento genético.
Hasta donde sabemos, en México no hay reportes previos de series de pacientes con el SWH.



1. MARCO TEORICO

1.1 NIVELES DE ORGANIZACION DEL DNA

La informacién genética en los seres humanos se encuentra contenida en el &acido
desoxirribonucleico o DNA el cual tiene una estructura en doble hélice que de manera
extendida mide aproximadamente 2 metros. EI DNA se superenrolla para disponerse en un
nucleo de aproximadamente 10um; cada cadena de la doble hélice, entre otros
componentes, esta formada por las bases nitrogenadas que son adenina, timina (la cual se
reemplaza en el RNA por uracilo), guanina y citosina. Las bases nitrogenadas son
complementarias, es decir, las adeninas de una cadena forman enlaces de tipo puente de
hidrégeno con las timinas de la otra cadena y las guaninas con las citosinas. Las bases
nitrogenadas se unen con una pentosa y un grupo fosfato para formar un nucleétido, asi las
cadenas del DNA estan formadas por polinucleétidos (Frank-Kamenetskii MD, 2002, Del
Castillo RV, et al., 2012)(Figura 1).
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Figura 1. Estructura del DNA. Se muestran los nucleétidos evidenciando la
complementaridad entre las bases nitrogenadas adenina y timina (A-T) y guanina y citosina
(G-C), formando puentes de hidrogeno entre las dos cadenas (Imagen modificada de Lewin,
Benjamin. Genes IX. 9a ed. M. xico: McGraw-Hill Interamericana, 2008).



El DNA interactua con proteinas para empaquetarse y mantenerse en el ndcleo de las
células eucariontes; la interaccion del DNA con proteinas constituye la cromatina (Bickmore
WA, 2005). La cromatina presenta dos estados dependiendo de su nivel de compactacion y
de la expresidon de los genes entre otras caracteristicas, de esta manera se clasifica en
eucromatina y heterocromatina. La eucromatina siempre esta activa, es decir es DNA que
continuamente se expresa en el organismo. La heterocromatina se subclasifica en
constitutiva y facultativa. La heterocromatina constitutiva siempre esta inactiva, condensada
y consiste de secuencias de DNA altamente repetidas las cuales no se transcriben, esta se
encuentra en regiones centroméricas y teloméricas. La heterocromatina facultativa puede
existir activa y descondensada o inactiva y condensada (Larizza L & Doneda L, 2005). Un
ejemplo de heterocromatina facultativa es el cromosoma X el cual se inactiva
transcripcionalmente en una etapa especifica del desarrollo embrionario posterior a haber
tenido expresién para el desarrollo normal de mamiferos euterios del sexo femenino (Chow
JC, et al., 2010).

El DNA es una molécula que por sus multiples grupos fosfato, tiene una carga negativa.
Para poderse doblar hasta el ultimo nivel de empaquetamiento que es el cromosoma, es
necesario organizar la molécula y neutralizar su carga. Existen dos tipos de proteinas que se
unen al DNA: histonas y no histonas. Las proteinas histonas son altamente positivas y
logran cumplir la funcién de neutralizar la carga del DNA (Doenecke D, 2005). Hay subtipos
de histonas, los cuales varian en su estructura primaria pero comparten la terciaria, la cual
consiste en un motivo de pliegue de histona y un dominio globular. Las familia de histonas
estan formadas por H1 (rica en lisina), H2A y H2B (moderadamente ricas en lisina), H3 y H4
(ricas en arginina) (Doenecke D & Albig W, 2005). La region N-terminal de las histonas y el
dominio globular son capaces de sufrir cambios como acetilacion, fosforilacion, metilacion,
ubicuitinacion entre otros, los cuales modifican su interaccion con el DNA y de esta forma
influyen sobre diversos procesos celulares como transcripcion, replicaciéon y reparacion del
DNA (Bhaumik SR, et al. 2007).

El primer nivel de empaquetamiento de la cromatina es el nucleosoma, la particula central o
core del cual consiste en un nucleo central de 8 histonas, dos de tipo H2A, dos H2B, dos H3,
dos H4 y 147 pb de DNA de doble cadena enrolladas 1.6 veces alrededor del octamero
central. Entre cada nucleosoma hay DNA de enlace de aproximadamente 54 pb y una
histona H1 que se considera de enlace (Doenecke D & Albig W, 2005). Los nucleosomas
son estructuras dinamicas y cambios de tipo epigenéticos como por ejemplo la acetilacion de
histonas, pueden modificar dramaticamente su estructura y ulteriormente el estado de la

cromatina (Doenecke, D, 2005) (Figura 2).
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Diversos modelos que se basan en estructuras cristalograficas de alta resolucién de los
nucleosomas han demostrado que estos tienen la capacidad de cambiar su estado de unién
al DNA dependiendo de las necesidades de la célula y no estan confinados al octamero que
se describio originalmente. La H1 facilita la organizacion del nivel de compactacion
secundario llamado la fibra de 30 nm que se denomina asi por el grosor de la estructura
formada para estabilizar los nucleosomas (Grigoryev SA & Woodcock CL, 2012; Luger K, et
al., 2012).

Se ha estudiado la estructura de la fibra de 30 nm y se ha propuesto por ejemplo los
modelos de solenoide para el cual se propone un modelo en espiral y otro modelo en zigzag
(Del Castillo RV, et al., 2012). Algunos modelos proponen estructuras adicionales a la fibra
de 30 nm in vivo ya que esta so6lo se ha observado in vitro. Tecnologias como crio-
microscopia electrénica y 3C (del inglés: chromosome conformation capture) han desafiado
la idea de que sélo existe la estructura de la fibra de 30 nm y han propuesto modelos
complejos que involucran fibras de 10 nm y 100 nm dobladas de manera irregular hasta
lograr el nivel de compactacion del cromosoma (Bian Q & Belmont AS, 2012) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de los niveles de compactacion del DNA. Se muestran las estructuras
hasta el estado de cromosoma en metafase (Imagen modificada de Leja D, 2010).
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1.2 ESTRUCTURA DE LOS CROMOSOMAS

En los seres humanos el DNA se distribuye en 23 pares de cromosomas, 22 de los cuales
son autosomas y 1 par es de cromosomas sexuales. Las células que contienen 46
cromosomas se denominan diploides (2n) y las células que contienen 23 cromosomas son
haploides (1n), los 6vulos y los espermatozoides son las Unicas células que se encuentran

en situacion haploide (Speicher MR, 2005).

Los cromosomas son estructuras complejas y dinamicas las cuales cambian su forma
dependiendo de la etapa del ciclo celular en la que se encuentran (Cremer M, et al., 2005).
Para el mantenimiento de los cromosomas durante el ciclo celular es imprescindible
considerar a la familia de proteinas asociadas a la cromatina SMC (del inglés: structural
maintenance of chromosomes) (Diaz-Martinez LA & Yu H, 2010). Las SMC estan
involucradas en los procesos de condensacion y cohesiéon de cromatides hermanas los
cuales son procesos criticos para la segregacion adecuada de cromosomas, se pueden
asociar y disociar a ellos dependiendo de la fase del ciclo celular en la que se encuentren
(Liu S-T, et al., 2010).

Es importante recordar que el DNA no existe desnudo, siempre esta en forma de fibras de
cromatina y para los niveles superiores de condensacion, se requiere ademas de las
histonas la participacion de las proteinas no histonas. Para la condensacion del DNA son
necesarias las histonas previamente discutidas asi como otros elementos como la
topoisomerasa Il y las condensinas, principalmente. El complejo condensina | esta formado
por subunidades de SMC y moléculas reguladoras, especificamente las SMC2, SMC4, CAP-
DR, CAP-G y CAP-H y esta localizado en citoplasma. El complejo de condensina Il ubicado
en el ndcleo, esta formado por SMC2, SMC4, CAP-D3 y CAP-G2 (Diaz-Martinez LA & Yu H,
2010; Liu S-T, et al., 2010). Para la cohesion la célula se vale de proteinas como la cohesina
la cual también esta involucrada en la reparacién del DNA y estd compuesta por SMC1,
SMC3, Rad21 y Scc3 (Seitan VC & Merkenschlager M, 2012).

1.2.1 CENTROMERO

Los cromosomas tienen regiones con funciones especificas y especializadas que en
conjunto contribuyen a la correcta segregacion de los mismos, protegen a la molécula de
DNA y permiten clasificarlos (Gilchrist S & Bickmore WA, 2005; Paulson JR & Vagnarelli P,
2011). Al sitio de mayor constriccion de un cromosoma se le llama centromero. Las células

eucariontes tienen un centrdmero por cromosoma formado por secuencias de DNA
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altamente repetidas en tandem. Este DNA se conoce como a satélite y se encuentra en
todos los cromosomas y el mondmero repetido puede ser de 169-172 pb con una diferencia
de hasta 30-40% en su secuencia (Haaf T, 2006). Se encuentra también el cinetocoro, una
estructura multiprotéica que permite la asociacién con los microtubulos del huso mitético
durante una parte especifica del ciclo celular. El centrémero es el sitio que permite la
correcta segregacion del material genético durante la mitosis y meiosis por su unién a los
microtubulos (Plohl M et al., 2014).

Ademas de DNA a satélite, los centromeros estan constituidos por proteinas que
colectivamente se les conoce como proteinas asociadas a centromero o CENP, por sus
siglas en inglés. Hay por lo menos 19 tipos de CENP y forman un sistema asociado al
centrémero durante el ciclo celular. CENP-A es fundamental para el funcionamiento del
centromero, es una variante de la histona H3 y se requiere para la localizacion de otras
CENP (Paulson JR & Vagnarelli P, 2011).

CENP-C esta localizada entre el centromero y el cinetocoro, el cual es una macromolécula
trilaminar localizada so6lo en centromeros activos y esta encargada del ensamblaje de los
microtubulos durante la mitosis (Kalitsis P, 2008) (Figura 4). Las estructuras del cinetocoro
ademas sefialan la activacion y silenciamiento del punto de control del huso mitético (Liu, ST
et al., 2014), se ha demostrado que los ratones knockout para Cenpa y Cenpc mueren en
etapas tempranas del desarrollo por disrupcion de la segregacion de los cromosomas
durante la mitosis (Haaf T, 2006).

Figura 4. Centromero. Se muestran los dominios funcionales y estructurales del centrémero
(Imagen modificada de Kalitsis P, 2008).
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1.2.2 TELOMERO

Los teldmeros son la parte mas distal de los cromosomas, consisten en secuencias
repetidas en tandem ricas en guanina y estan asociados a proteinas (Hansen NJ, et al.,
2005). Sus funciones consisten en prevenir la recombinacion y proteger a los cromosomas
de la degradacion del DNA, entre otras. La longitud de los telomeros disminuye tras cada
replicacién, conocido como el problema del final de la replicacion, y que conlleva a la
senescencia celular (Olovnikov AM, 1996; Aviv A & Susser E, 2013). La replicacion de los
telomeros la realiza la telomerasa, una enzima presente en células germinales,
endometriales, hematopoyéticas y aproximadamente 90% de células tumorales (Hansen NJ,
et al., 2005). En los seres humanos, los teldomeros consisten de miles de repetidos de un
motivo de 6pb con la secuencia consenso 5-TTAGGG-3’, terminando en un extremo 3’ de
cadena sencilla rica en G con una extension de 30 a 300 nucleétidos llamada saliente o asa
T. Esta estructura impide que el extremo terminal de los cromosomas sea reconocido y
confundido con una ruptura de doble cadena por la maquinaria de reparacion de las mismas
(Galati A, et al., 2013).

Los extremos 3 ricos en guanina también se propone que pueden formar estructuras
complejas conocidas como G-cuadruplex y pueden tener conformaciones tridimensionales
distintas. Asociadas al teldmero hay proteinas que en humanos son el complejo shelterina
compuesto por TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1y POT1 y cuya funcién principal es proteger
al DNA vy regular la actividad de la telomerasa. La telomerasa es una transcriptasa reversa
que se encarga de mantener la longitud del telémero y estd compuesta por hTERT y hRT
(templado de RNA) (Gémez DE, et al., 2012) (Figura 5).

Shelterinal

@Y

\

Figura 5. Esquema del telomero. Se muestra el repetido 5-TTAGGG-3’en la secuencia de
DNA vy las proteinas asociadas, asi como el complejo de shelterina (Modificada de Gomez
DE, et al. 2012).



1.3 CLASIFICACION DE LOS CROMOSOMAS

Los cromosomas se clasifican por la posicion del centrdmero en metacéntricos,

submetacéntricos y acrocéntricos (ISCN, 2013). El centromero divide al cromosoma en

brazos de manera que el brazo corto se denomina “p” (petit, en francés) y el largo “q” (Figura

3). De esta forma, los cromosomas metacéntricos tienen el centrémero en el centro con los

brazos p y q de tamafio similar; los submetacéntricos con el brazo p mas corto que el q; y

los acrocéntricos con el centrdmero en un extremo resultan en un brazo p muy pequefo
(Madian N & Jayanthi KB, 2014).

| Centrémero

b’ WS

Metacéntrico

P
Centrémero 1
—— Satélite
q PR
Centrémero
Submetacéntrico Acrocéntrico

Figura 6. Clasificacion de cromosomas de acuerdo a la posiciéon del centromero (Imagen
modificada de Madian N & Jayanthi KB, 2014).

Tabla 1. Clasificacion de cromosomas por tamafo descendiente y posicién de centrdmero

(Modificada de ISCN, 2013).

GRUPO CROMOSOMAS DESCRIPCION
A 1-3 1y 3 Metacéntricos grandes, 2 submetacéntrico grande
B 4-5 Submetacéntricos grandes
C 6-12, X Submetacéntricos medianos
D 13-15 Acrocéntricos medianos con satélites
E 16-18 Submetacéntricos pequefios
F 19y 20 Metacéntricos pequefios
G 21,22, Y Pequefios acrocéntricos con satélites. EI' Y no es

acrocéntrico pero se coloca aqui por tamano.

15



1.4 CICLO CELULAR

El ciclo celular tiene como finalidad la duplicacién adecuada del genoma de una célula y
distribucion precisa del material genético a dos células hijas que seran genéticamente
idénticas. Este proceso complejo se puede conceptualizar en dos fases: interfase (que se
divide en G1, S, G2. G de gap en inglés o brecha y S de synthesis) y mitosis (Truman AW,
et al.,, 2012). Durante estas fases, los cromosomas van modificando su nivel de

compactacion hasta llegar al maximo nivel en metafase (Moore CM & Best RG, 2007).

Para que el ciclo celular progrese es indispensable la participacion de las ciclinas y la familia
de proteinas cinasas dependientes de ciclinas (CDK por cyclin-dependent kinases)
(Kitazono AA, et al., 2005). Las ciclinas son las subunidades necesarias para activar las
CDK vy tienen actividades especificas que contribuyen a las transiciones tiempo-especificas
e irreversibles del ciclo celular. Son diferencialmente sensibles a inhibidores, estan
localizadas en diferentes sitios dentro de la célula y tienen blancos especificos,
caracteristicas que son esenciales para un buen control del ciclo celular (Bloom J, 2007).
Las CDK son cinasas de serina y treonina que como monémero no tienen actividad
enzimatica y dependen de una o varias ciclinas especificas para funcionar. Recientemente,
se han identificado microRNA (miRNA) y RNA largos no codificantes (IncRNA) como
controladores del ciclo celular mediante mecanismos como regulacion traduccional,
epigenética, transcripcional, postranscripcional y andamiajes proteicos (Kitagawa M, et al.,
2013).

Durante la fase G1, la célula se prepara para la replicacion de DNA sintetizando las
proteinas necesarias y detectando si el ambiente extracelular es apto para division celular.
Es la unica fase en la que la progresiéon del ciclo puede estar influida por el ambiente
extracelular como disponibilidad de factores de crecimiento y nutrientes. En G1 la célula se
compromete replicarse y dividirse y en ausencia de alteraciones es un proceso que ocurre

de manera altamente coordinada y de forma automatica (Li Y, et al., 2014).

Los orquestadores de la entrada a la fase G1 son los complejos CDK4, CDK6, CDK2 que se
unen a ciclinas de la familia D (D1, D2, D3), ciclina E y A. La funcién principal de los
complejos CDK4 y 6 es fosforilar proteinas como pRB, p107 y p130 para que dejen de
controlar negativamente a factores de transcripcion de la familia E2F cuyos blancos son
genes involucrados en la replicacion del DNA (Pajalunga D, et al., 2007). En la fase tardia
de G1 se encuentra el punto de restriccion el cual es controlado por CDK2/ciclina E y

permite la entrada a la fase S (Stein GS, et al., 2002).
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En la fase S el genoma se replica y los niveles elevados de CDK2/ciclina A son
indispensables. Interesantemente, niveles altos de CDK2 también son fundamentales para
evitar mas de una replicacion en la misma célula y tener informacidén genética triple o
cuadruple (Li Y, et al., 2014).

Posteriormente la célula entra a la fase G2 donde se lleva a cabo la mayor parte de la
reparacion del DNA vy la preparacién de la célula para la mitosis o fase M. Cuando se
alcanza la fase G2, la célula contiene dos copias idénticas de cada uno de los 46
cromosomas. (Moore CM & Best RG, 2007). La transicion G2/S estd regulada por
CDK1/ciclinaB (Li Y, et al., 2014).

La actividad de las CDK es regulada por dos clases de proteinas cinasas inhibidoras
dependientes de ciclinas (CKI): las familias INK4 y Cip/Kip. La familia INK4 comprende
cuatro miembros llamados p15, p16, p18 y p19. Los inhibidores Cip/Kip incluyen a p21, p27
y p57. Los inhibidores INK4 previenen la asociacion especificamente de CDK4 y 6 con las
ciclinas D. Por el contrario, Cip/Kip se pueden unir a toda clase de ciclinas y CDK de manera

independiente y regulan todas las fases del ciclo celular (Besson A, et al.,2008).

La division celular en humanos ocurre de dos modos diferentes: mitosis y meiosis. Las
células somaticas se dividen por mitosis dando lugar a dos células hijas idénticas. La
meiosis es un proceso especializado de las lineas germinales, que involucra una ronda de
replicacion del DNA seguida de dos divisiones celulares para producir células sexuales o
gametos haploides (Moore CM & Best RG, 2007).
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1.4.1 FASE M o MITOSIS

La fase M incluye a la mitosis que es el periodo de divisidon nuclear, la cual tiene 5 etapas,
mas la citocinesis (Moore CM & Best RG, 2007).

1. Profase: Condensacion de cromosomas en unidades visiblemente independientes.

Formacion de centriolos y microtubulos en el huso mitético.

2. Prometafase: Destruccion de membrana nuclear. Interaccion de microtibulos con

cromosomas.

3. Metafase: Condensacién maxima de los cromosomas y alineamiento en el plano medial
entre los dos polos. El huso mitético se termina de formar con fibras que conectan polo a

polo y bipolar a los cinetocoros del centréomero.

4. Anafase: Los centromeros de cromatides hermanas se dividen e inicia el movimiento

hacia polos opuestos y la separacion de los polos.

5. Telofase: Inicia la formacién de la membrana nuclear alrededor de cada grupo de

cromosomas.

Citocinesis: Division del citoplasma celular en dos células hijas diploides con material

genético idéntico (Figura 7).

Profase Prometafase Metafase Anafase Telofase
Citocinesis

Figura 7. Esquema de las fases de la mitosis incluyendo la citocinesis. Se ilustra el
movimiento de los cromosomas y la formacion del huso mitético. (Imagen modificada de
Saltsman K, 2005).
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1.4.2 MEIOSIS
La meiosis es un proceso de divisién celular que se realiza en las células germinales (Moore

CM & Best RG, 2007). La profase | de la meiosis consta de las siguientes fases:

e Leptoteno: Condensacién de cromosomas.

e Cigoteno: Alineamiento y unién de cromosomas homologos por el complejo
sinaptonémico. Cada par de homologos es un bivalente (4 cromatides hermanas).

¢ Paquiteno: Maxima sinapsis entre bivalentes y ocurre el entrecruzamiento € inicia la
formacion de quiasmas.

o Diploteno: Degradacion del complejo sinaptonémico, bivalentes se mantienen unidos
por quiasmas.

e Diacinesis: Aumenta la condensacion cromosomica y los quiasmas se desplazan
hacia los telémeros (Kohli J & Hartsuiker E, 2008).

Posteriormente, metafase |, anafase | y telofase | resultan en dos células hijas con un
numero haploide (1n) de cromosomas pero con 46 cromatides, 2 en cada cromosoma. Al
final de la meiosis Il, el numero de cromosomas se mantiene haploide con un total de 23
cromosomas o moléculas de DNA en cada célula hija. La recombinacién se completa en
paquiteno de la meiosis |, ocurre recombinacion entre material genético de los cromosomas
maternos y paternos la cual es un mecanismo importante para la diversidad de la progenie

ya que cada individuo sera genéticamente unico (Hultén MA, 2010) (Figura 8).
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Figura 8. Esquema de la meiosis. Se muestran las fases | y |l, se sefialan los estadios de la

profase | y los gametos obtenidos (Figura modificada de Moore CM & Best RG, 2007).
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1.5 ALTERACIONES CROMOSOMICAS

Las alteraciones cromosomicas pueden ser numeéricas o estructurales y resultan en
mecanismos patogénicos que ocasionan una gama de efectos sobre la dosis geénica,
disrupcién de genes, efectos en la posicion de genes, entre otros (Gardner RJM, et al.,
2012).

1.5.1 ALTERACIONES CROMOSOMICAS NUMERICAS

Las alteraciones numéricas se refieren a la ganancia o pérdida de uno o mas cromosomas y
se pueden clasificar en aneuploidias o poliploidias (Robinson WP & McFadden DE, 2002).
Aneuploidia se refiere a la presencia en una célula de un nimero de cromosomas que no es
multiplo del niumero haploide. A la pérdida de un cromosoma se le denomina monosomia, a
la pérdida de dos nulisomia y a la ganancia de uno trisomia en cigotos o células diploides
(Delhanty J, 2010). Ocurren por un defecto en la segregacion cromosomica durante la
division celular y pueden ser por no disyuncién meiotica o mitética. La no disyuncion mitética
da lugar a la presencia de dos 6 mas lineas celulares situacidbn que se conoce como
mosaicismo (Robinson WP & McFadden DE, 2002).

La no disyuncion cromosémica es la segregacion no balanceada de cromosomas y puede
ocurrir en meiosis | 0 meiosis |l (Shaffer L, 2005). En estos procesos cada cromosoma
homodlogo o cromatide hermana tiene que viajar a un polo de la célula para que la
informacion genética se divida de manera equivalente entre las células hijas. Los defectos
que pueden llevar a la segregacion de cromosomas errénea incluyen las alteraciones en el
citoesqueleto y el huso mitético, anormalidades intrinsecas del cromosoma (por ejemplo
cromosomas dicéntricos), defectos en las proteinas (cohesinas, separinas, etc.) que
controlan la separacién de los cromosomas en la mitosis y meiosis, entre otros (Gollin SM &
Skarja SR, 2005).

Las alteraciones del huso mitético pueden ser por configuraciones anormales de los
cromosomas durante la anafase y se denominan monotélica (sélo una cromatide hermana
se ancla al huso mitético), sintélica (dos cromatides hermanas se anclan a microtubulos que
provienen del mismo polo) o merotélica (una misma cromatide hermana se ancla al huso de
los dos polos) (Walczak CE, et al., 2010) (Figura 9).
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Cinetocoro
Microtibulos Cromosoma anfitélico
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Cromosoma sintélico Cromosoma merotélico

Figura 6. Configuraciones anormales de los comosomas en el huso mitotico. A. Anfitélico
(normal). B. Monotélico. C. Sintélico. D. Merotélico (Imagen modificada de Walczak CE, et
al., 2010).

Del 10 al 30% de los ovocitos humanos fertilizados presentan aneuploidias principalmente
por errores en la meiosis | materna (Peters JM & Hauf S, 2005). Las trisomias representan la
aneuploidia mas comun entre recién nacidos vivos, algunos ejemplos son los sindromes de
Down (trisomia 21), Edwards (trisomia 18) y Patau (trisomia 13). En relacion a alteraciones
numeéricas de lo cromosomas sexuales esta como ejemplo de monosomia el sindrome de
Turner (45,X). Las anormalidades cromosomicas especificas se han asociado a mas de 60
sindromes identificables. Se encuentran presentes en mas de 50% de los abortos
espontaneos del primer trimestre, del 25 al 50% en abortos y mortinatos, 6% de oébitos, 5%
de parejas con pérdidas gestacionales y del 0.5-0 al 6% de recién nacidos vivos (Shaffer LG
& Lupski JR, 2000; Luthardt F, 2005).

Las poliploidias se refieren a ganancias que resultan en multiplos exactos del numero

haploide (euploidias). En el caso de humanos una triploidia tendria 69 cromosomas y una
tetraploidia 92 (Robinson WP y McFadden DE, 2002).
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1.5.2 ALTERACIONES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES

Las aberraciones cromosomicas estructurales son cambios fisicos en la estructura de
cromosomas que pueden resultar en malformaciones, retraso mental o un riesgo aumentado
de abortos o infertilidad. La alineacion incorrecta de cromosomas homologos seguida de una
recombinacion o las rupturas cromosémicas pueden resultar en deleciones, duplicaciones,
inversiones o translocaciones, entre otros, en la progenie con material genético balanceado
o desbalanceado (Moore CM & Best RG, 2001; Hultén MA, 2010). Se presentan en 1:1000
recién nacidos vivos y ocasionan enfermedad por trisomia y/o monosomia de segmentos
cromosoémicos. Estos eventos se pueden presentar de novo o pueden ser heredados de un

padre portador balanceado con fenotipo normal (Luthardt FW & Keiteges E, 2005).

Las alteraciones estructurales cromosémicas comprenden (Moore CM & Best RG, 2001):

1. Delecion: Pérdida de la parte de un cromosoma y trae como consecuencia
monosomia de esa region. Se pueden clasificar en deleciones terminales (Figura 7a)
y deleciones intersticiales (Figura 7c).

2. Anillo: Resulta de una ruptura en cada brazo de un cromosoma y la unién de los
extremos o de la unidon de secuencias teloméricas resultando en la pérdida de
material de las regiones involucradas (Figura 7b).

3. Translocacion: Intercambio de material genético entre cromosomas no homaologos
(Figura 7d). Pueden ser balanceadas o no balanceadas (las cuales tienen
repercusion en el fenotipo); reciproca o involucrando a cromosomas acrocéntricos.

4. Duplicacion: Rearreglo que implica la presencia de una copia extra de una regién
cromosomica (Figura 7e).

5. Inversién: Resulta de dos puntos de ruptura en un cromosoma y la rotacién en 180
grados del segmento resultante y la reinsercion dentro del mismo cromosoma. Se
clasifican en inversiones pericéntricas (cuando el segmento resultante involucra el
centrébmero) y paracéntricas (cuando los puntos de ruptura no involucran al

centromero) (Figura 7f).

La recombinacion homodloga no alélica o NAHR por sus siglas en inglés, fue el primer
mecanismo descrito como causa de enfermedades gendmicas las cuales estan producidas
por microdeleciones y microduplicaciones ocasionando fenotipo especificos. Para que
ocurra es necesario que haya secuencias repetidas de bajo numero de copias para que
actuen como sustrato en la recombinacién (Gu W, et al., 2008). La mayor parte de los
sindromes por microdelecion, incluyendo sindromes como el de Wolf-Hirschhorn se pueden

deber a este mecanismo (Giglio S, et al., 2002).
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Figura 7. Aberraciones cromosomicas estructurales. Se muestran diagramas de las
diferentes alteraciones cromosémicas (Moore CM & Best RG, 2001).
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1.5.3 CONSECUENCIAS DE LAS TRANSLOCACIONES EN LA SEGREGACION

En portadores de translocaciones la recombinacién de cromosomas homadlogos durante la

meiosis esta alterada y durante el proceso se forma un cuadrivalente, el cual se observa

durante paquiteno en forma de cruz (de ahi el nombre de “cruz de paquiteno”) de manera

que segmentos homélogos estan alineados aun sin ser del mismo cromosoma. Este

apareamiento ocurre después de la replicacion y por ende consiste en cuatro cromatides. Al

final los resultados posibles son (Figura 8):

Segregacion alterna- Los cromosomas alternos se dirigen juntos hacia un polo y los
translocados hacia otro- todos los gametos son balanceados.

Segregacion adyacente |- Los centromeros adyacentes no homoélogos y se
desplazan hacia el mismo polo resultando en un complemento cromosémico no
balanceado al momento de unirse con otro gameto haploide con trisomia parcial
para un cromosoma y monosomia parcial para el otro.

Segregacion adyacente |lI- Los centromeros adyacentes homodlogos se desplazan
hacia el mismo polo resultando después de la fecundacién en monosomia y trisomia
casi completa por lo que generalmente no son compatibles con la vida.

Segregacion 3:1- 3 cromosomas del cuadrivalente se van hacia un mismo polo y
s6lo uno al polo opuesto; posterior a la unién con un gameto haploide el producto
tendra 47 cromosomas. En esta segregacion existen 4 posibilidades distintas ya
que cada una de ellas se desplazaria un cromosoma solo del cuadrivalente hacia un
polo.

Segregacion 4:0- Los cuatro cromosomas del cuadrivalente se desplazan hacia el
mismo polo dejando un polo sin y por consiguiente un gameto sin ninguno de los

cromosomas del cuadrivalente.
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Figura 8. Complemento cromosdmico de un portador de una translocacién no balanceada y
la subsecuente cruz de paquiteno con ejemplos de las posibilidades de segregacion y los
cigotos resultantes de fertilizacion por un gameto haploide (Modificado de Moore CM & Best
RG, 2001).
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1.6 TECNICAS DE CITOGENETICA CONVENCIONAL Y MOLECULAR

La citogenética es una rama de la genética que en la clinica es fundamental para el
diagnostico, prondstico y en ocasiones tratamiento de los pacientes. Existen técnicas
convencionales como el cariotipo con bandas GTG y técnicas moleculares como la
hibridacion con fluorescencia in situ o FISH, por sus siglas en inglés y la hibridacién
gendmica comparada (CGH) sobre microarreglos (Jackson L, 2002; Beheshti B, et al.,
2002).

1.6.1 CARIOTIPO

La citogenética convencional incluye las diferentes técnicas de tincion de bandas, las cuales
se observan como regiones oscuras y claras en los cromosomas de acuerdo a un patrén
caracteristico de cada uno de ellos. El nivel de resolucion se refiere al numero de bandas
que se pueden observar en un cariotipo considerandose que un numero de 450 a 550
bandas es la resolucion estandar y cuando por ejemplo se dice que hay una resolucion de
800 bandas, se considera de alta resolucion (ISCN 2013). Se pueden observar alteraciones
de maximo 3-5 megabases (Mb) (considerando un poder de resolucion de 500 a 800
bandas) con este método y se requieren de células en divisiobn para observar los

cromosomas (Sharkey FH, et al., 2005).

Las causas moleculares por las cuales los cromosomas se tinen de manera distinta son
complejas e involucran cambios en la estructura de la cromatina y composicion de las bases
del DNA. La técnica mas comunmente utilizada es la tincion con bandas GTG o bandas G
en la cual se utiliza los colorantes Giemsa y Wright asi como otros componentes como
tripsina para obtener el patrén de bandas. Con esta técnica se observan bandas claras
(ricas en guanina y citosina) y bandas oscuras (ricas en adenina y timina). Las bandas
claras son regiones transcripcionalmente activas y ricas en genes y en secuencias GC. Las
bandas oscuras contienen menor cantidad genes asi como regiones heterocromaticas y
secuencias AT (Holmquist JP, 2005) (Figura 9).
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Figura 9. Cariograma 46,XY con técnica de bandas GTG (Biol. Ariadna Berenice
Morales Jiménez. Laboratorio de Citogenética, Depto. de Genética, HIMFG).

Existen otras técnicas de bandeo como las bandas Q en las cuales se usa una tincién con
mostaza de Quinacrina y microscopia de fluorescencia. Las bandas que fluorescen
intensamente corresponden a las regiones ricas en AT mientras que las que lo hacen de

forma menos intensa son regiones ricas en (Bickmore WA, 2001).

Las bandas R crean un patron opuesto a las bandas G y se denominan asi por bandas
reversa. Se utilizan sustancias con afinidad para las regiones ricas en GC. La técnica de
bandas C tifie selectivamente las regiones de heterocromatina constitutiva compuestas de
secuencias altamente repetitivas ordenadas en tandem. Consisten en el tratamiento de la
cromatina con soluciones acidas y posteriormente basicas, para después ser tefiidas con
Giemsa. Los brazos cortos y los satélites de los cromosomas acrocéntricos, la
heterocromatina pericentromérica, y gran parte del brazo largo del cromosoma Y son
positivos para las bandas C, debido a que estan constituidas por DNA satélite y muestran
variaciones de tamafo o polimorfismos en individuos normales como por ejemplo 21ps+
(Moore CM y Best RC, 2001).
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Las bandas NOR consisten en una tincion con nitrato de plata que tife las regiones
organizadoras nucleolares ubicadas en los tallos de los satélites de cromosomas
acrococeéntricos, identificando la actividad nucleolar. En las bandas T se utiliza la naranja de
acridina permitiendo la coloracion de los telomeros, facilita la interpretacion de rearreglos
cromosomicos en combinacién con otras técnicas de bandeo (Moore CM & Best RG, 2001;
Hsieh C, 2011).

1.6.2 ANALISIS POR HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA

La técnica de FISH o hibridacion in situ con fluorescencia (del inglés: fluorescence in situ
hybridization) involucra el uso de sondas de DNA marcadas con fluorescencia que son
capaces de hibridar con regiones cromosémicas complementarias (Speicher MR y Carter
NP, 2005). Las secuencias de DNA en las sondas son conocidas y se utilizan para marcar
una regioén especifica en cromosoma de interés. Esta técnica da un nivel de resolucién mas
alto que el cariotipo con bandas GTG ya que dependiendo del tipo de sonda que se utilice
se pueden detectar regiones mucho mas pequefias en un cromosoma. Ha sido muy util en la
caracterizacion y diagnéstico de enfermedades ya que puede detectar ganancias o pérdidas

de material, ademas de otras alteraciones cromosémicos estructurales (Gole L, 2001).

Los elementos basicos del procedimiento de FISH incluyen (Tsuchiya KD, 2011) (Figura 10):
Seleccion de la(s) sonda(s) complementarias para la secuencia de interés.

Marcaje de la sonda.

Desnaturalizacién de la sonda y la secuencia de interés.

Hibridacion.

o M 0w bdh =

Andlisis e interpretacion.
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Figura 10. Esquema de un ensayo FISH. a) Se muestra la sonda y secuencia objetivo en
doble cadena. b) Marcaje directo e indirecto de la sonda. ¢) Desnaturalizacion de la sonda y
de la secuencia objetivo. d) Hibridacién entre la secuencia de interés y la sonda marcada. e)
Acoplamiento del fluoroforo al hapteno en la sondas marcadas indirectamente (Imagen
modificada de Speicher MR & Carter NP, 2005).

Existen diferentes tipos de sondas para esta técnica: 1. Centrédmero especificas, 2.

Cromosoma completo, 3. Secuencia unica o locus-especifica (Figura 11) (Speicher MR &
Carter NP, 2005).
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Figura 11. Ejemplo de analisis por FISH con sonda DiGeorge/Velocardiofacial secuencia
especifica TUPLEL1 Spect Orange/ARSA Spect Green (Vysis® Abbott Laboratories. Abbott
Park, lllinois, USA). Se observa una senal naranja y dos verdes demostrando una
microdelecion positiva de la regiéon 22g11.2 (Biol. Ariadna Berenice Morales Jiménez.
Laboratorio de Citogenética, Depto. de Genética, HIMFG).
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1.6.3 CARIOTIPO MOLECULAR O HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA SOBRE
MICROARREGLOS (aCGH)

Existen otras técnicas para el analisis cromosdémico entre ellas el estudio de hibridacion
gendmica comparativa sobre microarreglos (o aCGH por sus siglas en inglés) para la cual se
usan plataformas donde se encuentran unidas pequefas secuencias de DNA o sondas
marcadas y sobre ésta se coloca el DNA de estudio y de referencia permitiendo identificar
deleciones y amplificaciones de regiones gendémicas completas con lo que se mejord la
resolucion del estudio siendo posible detectar alteraciones hasta de menos de 1Mb (Shaffer
LG y Bejjani BA, 2004).

Las sondas colocadas en el microarreglo estan disefiadas para representar areas de interés
y pueden ser de tamafos variables que van desde 80 a 300 kb hasta 20 a 85 pb. La
resolucion de un microarreglo esta determinada por el tamafio, numero y distancia del DNA

genomico entre las sondas (Walker LC y Waddell N, 2010).

Una de las ventajas de aCGH es su capacidad para detectar de manera simultanea
aneuploidias, deleciones, duplicaciones o amplificaciones de cualquier segmento de DNA
representado en el microarreglo, asi mismo, puede detectar tanto alteraciones
submicroscopicas como alteraciones numéricas y estructurales identificadas por citogenética
convencional. Con esta técnica se puede estudiar las variaciones en el niumero de copias
(CNV) de aproximadamente 100 kb (Walker LC y Waddell N, 2010).

Sin embargo, también presenta desventajas, el aCGH no detecta rearreglos en el que no
hay desequilibrio en la dosis de DNA, como translocaciones balanceadas e inversiones y
aunque detecta cambios de numero de copias de DNA no puede diferenciar porqué esta
producido este cambio, si se debe a un cromosoma marcador, duplicacion, insercion o
translocacion desbalanceada, por lo que en ocasiones es necesario hacer estudios
adicionales (Walker LC y Waddell N, 2010).
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1.7 INDICACIONES PARA ESTUDIOS CITOGENETICOS

De acuerdo a la edad del paciente, el analisis cromosémico esta indicado en las siguientes
situaciones (Sharkey H, et al., 2005; Warburton D, 2005):

1) Periodo prenatal:
- Edad mayor de 35 afios
- Ansiedad materna
- Triple marcador alterado
- Oligohidramnios-polihidramnios
- Retraso de crecimiento intrauterino
- Arteria umbilical unica
- Sospecha ecografica de cromosomopatia
- Antecedentes de cromosomopatia balanceada en uno de los padres
2) Periodo neonatal:
- 2 o0 mas malformaciones mayores aisladas
- Presencia de 3 o mas malformaciones menores
- Recién nacido con genitales ambiguos
- Parto con producto finado de causa inexplicable
- Muerte neonatal de causa inexplicable
3) Periodo de lactancia
- Ninos con dificultades para el aprendizaje
- Nifos con rasgos dismorficos
- Nifos con retraso psicomotor
4) Periodo Preescolar-Escolar
- Trastornos del crecimiento
- Retraso psicomotor
- Rasgos dismoérficos
5) Periodo de adolescencia
- Ginecomastia
- Falta del desarrollo puberal
- Amenorrea primaria o secundaria
- Retraso mental
- Rasgos dismorficos
6) Periodo del adulto
- Padres de nifios con anomalias cromosémicas estructurales

- Abortos de repeticion (2 o mas abortos)
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- Infertilidad

- Diagnostico prenatal
7) En todas las edades

- Procesos malignos

- Control de trasplantes de médula ésea
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1.8 CARACTERISTICAS DEL CROMOSOMA 4 HUMANO

El cromosoma 4 es submetacéntrico y es el cuarto cromosoma mas grande en el ser
humano. Contiene aproximadamente 191 megabases de DNA lo cual es aproximadamente
6% del genoma humano con 747 genes codificantes para proteinas, 1,130 genes no

codificantes y 722 pseudogenes (Cunningham F, et al., 2015).

Existen aproximadamente 155 enfermedades asociadas a alteraciones en el cromosoma 4;
los genes en este cromosoma se han visto involucrados en una gran cantidad de
enfermedades desde mieloma multiple hasta distrofia facio-escapulo-humeral (MIM
#158900) y el sindrome de Wolf-Hirschhorn. Por poner un ejemplo, si consideramos sélo la
region 4p16.3 se encuentran genes involucrados en una gama muy amplia de enfermedades
como mucopolisacaridosis tipo 1 (MIM #607014), acondroplasia (MIM #100800) y de esta
ultima sus enfermedades alélicas como hipocondroplasia (MIM #146000), displasia
tanatoférica tipo | (MIM #187600), sindrome de Crouzon con acantosis nigricans (#612247),
enfermedad de Huntington (#143100) y retinitis pigmentosa (#613801), entre otras (NCBI
Map Viewer) (Figura 12).
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Figura 12. Ideograma del cromosoma 4 donde se delimitan las regiones, bandas y sub-
bandas cémo se verian con tincidn GTG. Se resalta la region 1, banda 6, sub-banda 3.
(Imagen modificada de NCBI MapViewer).
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1.9 SINDROME DE WOLF-HIRSCHHORN

El sindrome de Wolf-Hirschhorn (SWH) es un sindrome caracterizado por multiples
anomalias congénitas y déficit intelectual. Se define como un sindrome de genes contiguos
causado por una delecion de material en la porcion distal del cromosoma 4 (4p16.3). Fue
descrito por primera vez por Cooper y Hirschhorn en 1961 en un paciente masculino de 7
meses de edad con hipotonia, peso bajo para edad gestacional, crisis convulsivas de dificil
control, defectos de linea media y dismorfias (Figura 13) y con pérdida de material en el

brazo corto de uno de los cromosomas del grupo B (cromosomas 4 y 5) (Figura 14).

En 1963 Lejeune J, et al. describieron por primera vez el sindrome de cri-du-chat y
convencidos de que se trataba del cromosoma mas pequefio del grupo B, se designé a este
como el 5 y al caso de Cooper y Hirschhorn se le designé delecién del cromosoma 4
(Hirschhorn K, 2008).

En 1965, Wolf U, et al. describieron un segundo caso con caracteristicas faciales casi
idénticas al caso publicado en 1961 (Figura 15). Al editor de la revista Humangenetik le
llamé la atencidon la similitud en el fenotipo facial ya que ambos pacientes presentaban
hipertelorismo, glabela prominente y el puente nasal ancho. En 1965, Hirschhorn y Cooper
publicaron el mismo caso en extenso en la revista Humangenetik seguido del caso de Wolf
U, et al. (Hirschhorn K, 2008).
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Figura 13. Fotografias del paciente descrito por Cooper y Hirschhorn donde se puede
observar aparente hipertelorismo, el puente nasal ancho, la punta nasal descendente, filtrum
corto, y el pabelldon auricular izquierdo de baja implantacion y en retroposicién (Imagen
tomada de Hirschhorn K & Cooper HL, 1961).
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Figura 14. Cariotipo del paciente descrito por Cooper y Hirschhorn en el cual detectaron una
delecién (flecha roja) en uno de los cromosomas del grupo 4-5 (circulo rojo) (Imagen
modificada de Hirschhorn K & Cooper HL, 1961).
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Figura 15. Paciente descrito por Wolf y colaboradores en quien se observa la glabela
prominente, el puente nasal ancho, labio hendido bilateral y los pabellones auriculares
antevertidos (Imagen tomada de Wolf U, et al.,1965).

La incidencia del SWH se reporta en 1/50,000 recién nacidos vivos con una relacion mujer:
varén de 2:1 (Debost-Legrand A, et al., 2013). En un estudio epidemiolégico en el Reino
Unido se reporté una incidencia minima de 1/96,000 recién nacidos vivos; sin embargo, se
consider6 que era una cifra muy baja ya que es un sindrome subdiagnosticado
probablemnte al solo poderse detectar por cariotipo convencional en el 50-60% de los casos
(Shannon NL, et al., 2001; Battaglia A et al., 2008).
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1.9.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

Las caracteristicas clinicas que clasicamente definen el sindrome son dismorfias faciales,
retraso en el crecimiento, déficit intelectual, y crisis convulsivas (Zollino M, et al, 2008). Las
alteraciones faciales incluyen: microcefalia, facies de yelmo de guerrero griego, frente alta,
glabela prominente, hipertelorismo, epicanto, puente nasal ancho, puntal nasal descendida,
filtrum corto, oligodontia, micrognatia, comisuras labiales descendidas, labio y/o paladar
hendido, pabellones auriculares displasicos y hoyuelos o “pits” o apéndices preauriculares
(Maas NMC, et al. 2008) (Figura 16).
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Figura 16. Imagenes faciales de cuatro pacientes con el SWH, nétese el hipertelorismo
aparente, el puente nasal ancho, el filtrum corto y las comisuras labiales descendentes en
los cuatro casos (Imagen modificada de Battaglia A, et al., 2008).

Las malformaciones congénitas sistémicas y sus complicaciones forman una parte
fundamental del diagndstico de SWH. Entre otras se han reportado las siguientes
presentadas en relacion a sus frecuencias respectivas: malformaciones del sistema nervioso
central (80%), alteraciones oculares (75-100%), inmunodeficiencias (69%), malformaciones
esqueléticas (60-70%), alteraciones dentarias (50%), cardiopatias congénitas (50%),
hipoacusia (40%), alteraciones del tracto urogenital (30%) (Battaglia A, et al., 2002) (Tabla
2).
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Tabla 2. Alteraciones sistémicas reportadas en pacientes con SWH (Battaglia A, et al., 2002;
Battaglia A, et al., 2008; Dickmann A, et al., 2009; Prunotto G, et al., 2013; Paradowska-

Stolarz AM, 2014; Wu Chen WY, et al., 2004).

Aparato/Sistema

Anomalias reportadas

Ojos

Estrabismo

Dacrioestenosis

Coloboma de iris y/o nervio éptico
Catarata

Hipoplasia de fovea

Glaucoma

Microcornea

Ptosis

Proptosis

Nistagmus

Audicién

Hipoacusia conductiva secundaria a oftitis
media de repeticion
Hipoacusia neurosensorial

Sistema nervioso central

Adelgazamiento del cuerpo calloso

Atrofia cortical/subcortical
Ventriculomegalia

Hipoplasia/agenesia de I6bulos posteriores
Arrinencefalia

Dientes Denticion retrasada
Taurodontismo
Dientes en clavija
Agenesia de piezas
Corazon Comunicacion interauricular

Estenosis pulmonar

Comunicacion interventricular
Persistencia del conducto arterioso
Insuficiencia aodrtica

Tetralogia de Fallot

Tracto urogenital

Agenesia renal
Hipoplasia/displasia quistica
Rifidn en herradura
Malrotacién renal

Exotrofia vesical

Uropatia obstructiva
Hipospadias

Criptorquidia
Aplasia/hiperplasia de clitoris
Estrias gonadales

Ausencia de utero/vagina

Esqueleto

Pie equino varo

Displasia congénita de cadera
Ectrodactilia

Clinodactilia

Cifosis/escoliosis

Costillas accesorias o fusionadas

Otros

Dificultad para la alimentacion
Hendiduras faciales
Inmunodeficiencia

Disfunciéon hematopoyética
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Practicamente todas las cromosomopatias se manifiestan a nivel del sistema nervioso
central funcional y anatomicamente y la epilepsia y las malformaciones conllevan a retraso
en el desarrollo psicomotor y déficit intelectual (Battaglia A & Guerrini R, 2005). Asi, la
epilepsia o alteraciones en el electroencefalograma se observan en 95% de los pacientes
con el SWH, se inician generalmente durante los 3 primeros afios de vida con un pico entre
los 6 a12 meses (Battaglia A, et al.,, 2008). En orden descendente de frecuencia se
presentan convulsiones tonico-clénicas generalizadas (74%), crisis de ausencia (33%),
espasmos ténicos (18%), parciales complejas (12%) y clénicas (7%) siendo la fiebre el factor
desencadenante mas importante y pudiéndose presentar mas de un patron en el mismo
paciente (Battaglia A, et al., 2009). El tipo de epilepsia y el hecho de que exista o0 no en un

paciente no se relaciona con el tamafo de la delecion (Bergemann AD, 2009).

Las caracteristicas cognitivas y de comportamiento del SWH han sido estudiadas y
comparadas con individuos con otras deleciones subteloméricas como 11925, 2q37 y 8p23
los pacientes con SWH tienen mayor compromiso cognitivo principalmente en las areas de
comunicacién y de comportamiento adaptativo. En cuanto a las capacidades de
socializacién no se encontraron diferencias significativas e interesantemente se encontraron
menos casos de autismo o de espectro autista que en los otros sindromes de delecién
subtelomérica (Fisch GS, et al., 2010).

La mortalidad se estima en 63.9% al primer afno de vida y 77.8% al segundo siendo la causa
mas comun infecciones de tracto respiratorio bajo seguida de muerte subita, cardiopatia
congénita, anoxia al nacimiento y alteraciones renales principalmente (Shannon NL, et al.,
2001).
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1.9.1.1 TABLAS DE CRECIMIENTO

Se han desarrollado tablas de crecimiento especificas para nifios y nifias entre 0 y 4 afos
con SWH basadas en la medicion de 101 individuos de Holanda, Reino Unido, EEUU,
Alemania y Australia (Figura 17) (Antonius T et al., 2008).
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Figura 17. Tablas de crecimiento de A. Talla y B. Peso para nifios y nifias entre 0-4 afios
(Tomado de Antonius T et al., 2008).
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1.9.2 BASES CITOGENETICAS

El SWH es causado por la delecion en la region 4p16.3, del 50 al 60% de los casos son
causados por deleciones terminales e intersticiales y son detectables por citogenética
convencional. Hasta 45% de los casos se originan por translocaciones no balanceadas y
pueden resultar ademas en una trisomia parcial de otro cromosoma. En el caso de las
translocaciones, la mayoria son de novo pero hasta un 35% pueden ser heredadas por un
progenitor portador balanceado (Battaglia A, et al., 2002; South ST, et al., 2008). Del 25-
30% de los casos se deben a microdeleciones de novo y se pueden detectar por analisis de
FISH para region especifica (South ST, et al., 2008).

Varios estudios enfocados en estas translocaciones han reportado puntos de ruptura
comunes y sugieren que la arquitectura gendmica predispone a estas regiones a deleciones
o translocaciones. Los cromosomas involucrados mas comunmente son el 8 y el 11 y esto
se debe en parte a la presencia de agrupaciones de genes para receptores olfatorios que se
encuentran en los puntos de ruptura de translocaciones recurrentes (Giglio S, et al., 2002).
Estas agrupaciones se encuentran también en el cromosoma 4 y de esta forma facilita la

NAHR teniendo como resultado translocaciones cromosomicas (Gu W, et al. 2008).

Es importante detectar los casos de translocaciones no solo para el asesoramiento genético
sino también porque la trisomia parcial, dependiendo del tamafio de los segmentos
involucrados, puede modificar el fenotipo haciéndolo mas grave y con otras complicaciones
para el paciente (South ST et al., 2008).

Ha sido posible detectar el tamano de la delecion con técnicas de cariotipo molecular como
FISH y CGH microarreglos. Se describen tres categorias de acuerdo a la gravedad del
fenotipo y el tamano de la delecion: leve (< 3.5 Mb), clasico (de 5 a 18 Mb) y grave (de 22 a

25Mb), lo cual ha permitido clasificar a los pacientes en tres grupos (Zollino M et al. 2008):

e En el grupo clasificado como leve, los pacientes pueden tener un déficit intelectual
leve que los permite desarrollar lenguaje y deambulacion independiente y las
malformaciones mayores son raras.

e En el fenotipo clasico, hay presencia de retraso en el desarrollo psicomotor grave
con retraso importante o ausencia de lenguaje y malformaciones mayores que

involucran la linea media.
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e En el grupo grave los pacientes tienen dismorfias faciales que salen de las tipicas
para WHS, el retraso psicomotor es muy grave con ausencia de funciones motoras y

lenguaje, comportamiento psicoético y malformaciones mayores multiples.

1.9.3 BASES MOLECULARES DEL SWH

—_—
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una patogénesis multigénica y que diferentes genes en 4p16.3 son responsables de
manifestaciones clinicas distintas (Zollino M et al., 2003, Engbers H et al.,, 2009). Por
ejemplo, la haploinsuficiencia de WHSC1 esta relacionada con las dismorfias faciales
caracteristicas y la hemicigosidad de LETM1 con crisis convulsivas. Al estar los dos en

WHSCRZ2, en 2003 Zollino M et al. propusieron esta region como la principal en WHS ya que
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pacientes con deleciones mas pequenas que no involucraban WHSCR tenian las

caracteristicas clinicas minimas para hacer el diagnostico (dismorfias faciales clasicas, crisis

conviileivas déficit intelectinial v retracn en el cracimientn) (Fiaiira 19)
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containing/Multiple mieloma SET domain containing) codifica para una metiltransferasa de
histonas con actividad de co-represor transcripcional. Regula la trimetilacién del residuo 36
de lisina en la histona H3 asociada a regiones transcripcionalmente activas. WHSC2 codifica
para la proteina NELFA, un componente del complejo NELF que controla el avance de la
RNA polimerasa Il durate la elongacion teniendo la capacidad de controlar la transcripcion
de sus genes blanco (Kerzendorfer C, et al., 2012).

Se ha sugerido que la haploinsuficiencia de LETM1 no es suficiente para producir crisis
convulsivas. Zollino et al., 2014, reportaron dos casos de deleciones 4p16.3 inusuales en
donde LETM1 es haploinsuficiente y los pacientes no presentan crisis convulsivas asi como
4 otros casos de familiares donde el gen estd conservado y los pacientes presentan
epilepsia, con lo cual concluyen que probablemente haya otros genes en la region

implicados en las crisis convulsivas de los pacientes con SWH (Zollino M, et al., 2014).
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LETM1 codifica para una proteina homénima que se localiza en la mitocondria. Su funcion
es de antitransportador de iones de calcio e hidrogeno. Haploinsuficiencia de LETM1 se ha
asociado a hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial con elevacion del potencial de
membrana y produccién elevada de superéxido mitocondrial. Ambas situaciones lo hacen un

candidato viable para crisis convulsivas aunque la relacion no es absoluta (Hart et al, 2014).

Otro gen en la region de 300 kb del locus de LETM1 es CPLX1, que codifica para
complexina 1 y es otro gen candidato para el fenotipo de crisis convulsivas del SWH. Las
complexinas son proteinas presinapticas que tiene una participacion importante en la
regulacién de neurotransmisores. Se ha propuesto, con base en un modelo de comorbilidad,
que la haploinsuficiencia de CPLX1 podria tener participacion en este fenotipo,
especialmente en casos de pacientes que presentan crisis convulsivas y conservan LETM1
(Zollino M, et al., 2014).

Otro gen en la region critica de 165 kb del SWH es C40RF48, el cual codifica para un
neuropéptido que se expresa en la neocorteza y el desarrollo cerebelar (Endele S, et al.,
2011).

En cuanto al fenotipo facial se ha propuesto a MSX1 como gen candidato el cual se
encuentra en 4p16.2 fuera de WHSCR1 (Sheth F, et al., 2012). Es un gen que se expresa
en el mesénquima y sus mutaciones puntuales afectan estructuras del ectodermo y
mesodermo como los dientes y pueden causar hendiduras faciales. Ademas de en el SWH,
el gen MSX1 se ha visto implicado en el Sindrome de Witkop (OMIM 189500) y en la
secuencia Pierre-Robin (OMIM 261800) (Paradowska-Stolarz AM, 2014).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SWH es una cromosomopatia conocida desde hace mas de cuarenta afnos y ha sido
descrita en diferentes poblaciones. Se conocen las caracteristicas clinicas de los pacientes y
las variantes citogenéticas que lo originan, sin embargo no hay estudios realizados en
poblacion mexicana que describan el perfil fenotipico, citogenético y molecular de estos
pacientes, en este trabajo se realizd el analisis de relacion de las caracteristicas clinicas,
citogenética y moleculares en nifios mexicanos con el SWH que acudieron al HIMFG en el
periodo 2002-2012.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudles son y cual es la frecuencia de las caracteristicas clinicas, citogenéticas y
moleculares de los pacientes con diagnéstico clinico de SWH que asistieron a la consulta

externa de Genética en el Hospital Infantil de México Federico Gémez entre 2002-20127.
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4. JUSTIFICACION

El HIMFG es un hospital de concentracion y referencia de pacientes con malformaciones y
déficit intelectual, entre ellos pacientes con fenotipo de SWH. El abordaje intergal de estos
pacientes es clinico e incluye el estudio citogenético para confirmar el diagnéstico; sin
embargo, hasta en 30 al 40% de los pacientes la anomalia cromosomica no es detectada
por técnicas citogenética convencionales como el analisis por técnica de bandas GTG y se
requiere de estudio citogenético molecular. El estudiar a este grupo de pacientes nos
permitira conocer las caracteristicas del SWH en nuestra poblacién e identificar aquellos
casos que podrian beneficiarse de estudios adicionales para brindar asesoramiento genético
con bases moleculares. El describir la frecuencia y las caracteristicas clinicas, citogenéticas
y moleculares de los pacientes con SWH que acudieron al Departamento de Genética del
Hospital Infantil Federico Gémez permitira aportar conocimiento acerca del perfil de nuestra

poblacion con SWH y compararlo con la literatura internacional.
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5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Describir las caracteristicas clinicas, citogenéticas y moleculares de los pacientes con SWH
atendidos en el Departamento de Genética del Hospital Infantil de México Federico Gémez
de 2002 a 2012.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir el tipo y la frecuencia de las caracteristicas clinicas presentes en los
pacientes con diagndstico clinico de SWH.
Identificar los tipos de anomalias cromosomicas en estos pacientes y su frecuencia.
3. Analizar la relacion fenotipo-genotipo en estos pacientes.

4. Comparar nuestros resultados con lo reportado en la literatura internacional.
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6. MATERIAL Y METODOS

Se revisaron los registros de cariotipos con bandas GTG realizados en el Laboratorio de
Citogenética del Departamento de Genética del HIMFG de los anos 2002 a 2012.

Criterios de inclusién:
Pacientes cuya indicacion para cariotipo fue fenotipo de SWH.
Expediente clinico disponible de los casos revisados.

Aceptar participar con consentimiento informado para realizacién de estudio.

Criterios de exclusion:

Resultados no claros y/o no legibles del estudio citogenético inicial.

Criterios de eliminacion:
Informacion incompleta de los casos identificados.
En casos en donde exista contraindicacion para la toma de muestra.

Muestra no analizable, sin crecimiento o insuficiente para realizar el estudio.

Este estudio comprendié dos fases, la primera fue la revision estadistica de los datos
registrados en la libreta de estudios citogenéticos y archivos del Laboratorio de Citogenética
para identificar los pacientes con diagndstico clinico de SWH. La segunda parte incluyo la
revision de expedientes clinicos y recoleccion de datos. Se citaron y reevaluaron
clinicamente aquellos pacientes que fue posible localizar, se recabaron los datos de los
analisis clinicos y previo consentimiento informado se tomaron fotografias y muestras de
sangre periférica para realizar analisis citogenéticos moleculares en los pacientes en que las
técnicas citogenéticas convencionales no confirmaron el diagndstico. Asi mismo se realizé

el estudio familiar de estar este indicado.

El estudio citogenético molecular incluyé analisis por FISH con sonda para la region critica
11 del SWH (WHSCR, Vysis® Abbott Laboratories. Abbott Park, lllinois, USA) en los
pacientes con cariotipo normal que se localizaron y aceptaron la realizacion del estudio.
Adicionalmente, en aquellos que resultaron negativos para la deleciéon con sonda WHSCR
se hizo FISH con sonda subtelomérica para 4p (Vysis® Abbott Laboratories. Abbott Park,
lllinois, USA).

Este es un trabajo en colaboracién con el Servicio de Genética del Hospital General de
México Dr. Eduardo Liceaga (HGMDEL) y la Facultad de Medicina de la UNAM. Los
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estudios de citogenética convencional se hicieron en el Laboratorio de Citogenética del

HIMFG, al igual que algunos de los estudios de FISH,

en los casos restantes que

requirieron analisis por FISH las pruebas se realizaron en el Laboratorio de Citogenética del

HGMDEL.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Para ambas fases se realizd un estudio descriptivo, observacional y retrolectivo. Se

utilizaron medidas de tendencia central para el andlisis de la poblacion y de los resultados

obtenidos.

8. DESCRIPCION DE VARIABLES

Las variables consideradas para este trabajo se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Variables

Variable Definicién conceptual Definicién Tipo de Unidad de
operacional variable medicion
Edad Edad a la que se realiz6 el | Obtenida de la Cuantitativa ARos, meses
diagndstico fecha de continua
nacimiento
registrada en el
expediente
Sexo Hombre/mujer Obtenida del Cualitativa Masculino/femenino
expediente nominal
dicotdmica
Facies Descripcioén de la cara de | Obtenida por Cualitativa Fenotipo
los pacientes realizada reevaluacion nominal compatible/no
por un médico genetista o | clinica o del dicotémica compatible con el
un residente de genética expediente SWH
médica
Crisis Descargas eléctricas Obtenida del Cualitativa Presencia/ausencia
convulsivas neuronales cerebrales expediente nominal
anormales dicotémica
RCIU/RCEU | Restriccion del Obtenida del Cualitativa Presencia/ausencia
crecimiento expediente nominal
intrauterino/extrauterino dicotémica
Déficit Limitaciones significativas | Obtenida del Cualitativa Presencia/ausencia
intelectual en el funcionamiento expediente nominal
intelectual dicotémica
Malformacion | Alteracién anatomica que | Obtenida por Cualitativa Presencia/ausencia
congénita ocurre en etapa prenatal reevaluacion nominal
clinica o del dicotdomica
expediente
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9. RESULTADOS

9.1 RESULTADOS ESTADISTICOS

El periodo analizado en este trabajo es de 10 afios, de 2002 a 2012, durante este tiempo se
realizaron 5126 estudios de cariotipo con técnica de bandas GTG en el Laboratorio de
Citogenética del Departamento de Genética del HIMFG. De estos estudios, 16 de ellos
fueron indicados por sospecha clinica de SWH lo que correspondié al 0.31% de los casos.
Uno de los pacientes fue eliminado del estudio ya que no se contaba con el expediente
clinico. Se incluyeron en total a 15 pacientes con sospecha clinica de SWH: 7 pacientes
(pacientes numero 1 a 7) tuvieron un diagnéstico confirmatorio por cariotipo con técnica de
bandas GTG; en 3 pacientes (pacientes 8 a 10) se confirmé el diagndstico con analisis por
FISH; 3 pacientes (pacientes 11 a 13) tuvieron diagnéstico clinico de SWH pero los estudios
por cariotipo con bandas GTG y FISH fueron negativos. A 2 pacientes (pacientes 14 y 15),
quienes tenian el fenotipo clinico y contaban con cariotipo normal, no se les pudo realizar
analisis por FISH u otros analisis y por lo tanto no se incluyeron en el andlisis estadistico de

las frecuencias de las variables clinicas pero si fueron descritos en este trabajo.

En cuanto a los hallazgos citogenéticos, en 7 (53.8%) de los pacientes se demostrd una
alteracion en 4p con bandas GTG correspondiente a deleciones aparentemente terminales y

puntos de ruptura de 4p15.1 a 4p16, incluyendo un caso con 46,XY,r(4).

En 6 pacientes (46.1%) se encontré un cariotipo normal y en ellos se realizé analisis por
FISH, asi como en la paciente con formula cromosdmica 46,XX,add(4)(p16.3). En 3 de los
pacientes mencionados y en la paciente con add(4)(p16.3) se confirmd la delecion en

4p16.3 mientras que los otros tres pacientes fueron negativos para la delecién.

En 9 casos (pacientes 1 a 8 y el paciente 10) se realizd cariotipo con bandas GTG a los
padres de los pacientes y estos resultaron normales. Del paciente 9 solo fue posible hacer el

cariotipo a la madre y este fue normal.

En relacion a los resultados de cariotipo, los pacientes se dividieron en tres grupos de

acuerdo a la alteracion citogenética:
Grupo 1: pacientes con cariotipo anormal con bandas GTG (pacientes 1-7)

Grupo 2: pacientes con cariotipo normal y FISH positivo para la delecion (pacientes 8-10)

Grupo 3: pacientes con cariotipo normal y FISH negativo (11-13).
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En la Tabla 4 se muestran los pacientes incluidos en cada grupo de acuerdo a los resultados

citogenéticos.

Tabla 4. Clasificacion de pacientes de acuerdo al resultado citogenético.

Paciente Cariotipo GTG FISH Grupo

1 46,XX,del(4)(p?) NR

2 46,XY,del(4)(p15.2) NR

3 46,XX,del(4)(p15.1) NR

4 46,XY,del(4)(p16) NR 1
5 46,XX,del(4)(p16) NR

6 46,XX,add(4)(p14) POSITIVO

7 46,XY,r(4) NR

8 46,XX POSITIVO

9 46,XX POSITIVO 2
10 46,XX POSITIVO

11 46,XY NEGATIVO

12 46,XY NEGATIVO 3
13 46,XX NEGATIVO

14 46,XY NR

15 46,XX NR

NR- no se realizé. Pacientes del grupo 1 se presentan con sombra azul claro, pacientes del
grupo 2 sefalados con sombra rosa y pacientes del grupo 3 con sobra verde. Los pacientes
14 y 15 no se incluyeron en ningun grupo ya que no se realizaron reevaluacién clinica ni
estudios citogenéticos moleculares.

Al analizar las variables clinicas en relacion al género encontramos que 8, de los 13
pacientes analizados clinicamente, fueron femeninos (61.5%) y 5 masculinos (38.5%) con
edades entre 1 y 14 afos y dos de los pacientes habian fallecido al momento de realizar
este estudio (pacientes 3 y 9). La sospecha diagndstica principal para la indicacion del
estudio fue por dismorfias faciales tipicas del SWH y retraso en el desarrollo psicomotor
(RDPM).

En relacion al fenotipo y consideradas en orden descendente por frecuencia, en relacion a

las variables encontramos los siguiente datos:
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e 100% de los pacientes tuvieron las dismorfias tipicas faciales del SWH, ademas de
restriccion del crecimiento intrauterino o extrauterino (RCIU o RCEU,
respectivamente), déficit intelectual o RDPM vy crisis convulsivas.

e 81.8% Hipotonia.

e 63.6% Microcefalia.

e 54.5 % Cardiopatia congénita.

e 54.5% Malformacion renal/urogenital.

e 54.5% Alteracion en la alimentacion.

e 54.5% Alteracién oftalmoldgica.

o 45.5% Alteraciones esqueléticas.

e 45.5% Hipoacusia.

o 27% Malformacion en SNC.

A continuacion se presentan los casos clinicos de cada uno de los pacientes de cada grupo

de acuerdo a las alteraciones citogenéticas presentes en cada caso.
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9.2 PACIENTES CORRESPONDIENTES AL GRUPO 1

En este grupo se incluyeron 7 pacientes cuyo diagndstico clinico fue corroborado con

cariotipo con bandas GTG.

Paciente 1

Los datos clinicos de esta paciente se obtuvieron del expediente. Femenino referida a los 11
meses de edad por sindrome dismorfico y sindrome de nifio hipotdnico. Hija Unica de padres
jévenes, sanos, no consanguineos. Obtenida via abdominal a las 39 SDG (semanas de
gestacién), peso 2050 gr (<p3), talla 45 cm (<p3), Apgar 8/8. Exploracion fisica (E.F.):
hipotréfica, hipotonica, microcefalia, frente alta, puente nasal alto y punta hacia abajo,
hipertelorismo, pabellones auriculares dismorficos, fenotipo compatible con el SWH.
Present6 diabetes mellitus tipo 1, hipotiroidismo congénito, glaucoma congénito, epilepsia
parcial sintomatica y posible rubeola congénita. Se confirmé coloboma de iris, comunicacion
interauricular e hipoacusia bilateral. Se realiz6 gastrostomia por alteraciéon en la mecanica
de la deglucion. El cariotipo con bandas GTG demostré 46,XX,del(4)(p?), los cariotipos de

los padres fueron normales.

Paciente 2

Masculino referido a los 2 afios de edad por probable SWH. Hijo unico de padres jovenes,
sanos, no consanguineos. Embarazo normoevolutivo de 40 SDG obtenido por via abdominal
por hemorragia y probablemente desprendimiento prematuro de placenta. Pes6é 2200 gr
(<p3), midié 44 cm (<p3), Apgar de 8 a los 5 minutos. E.F. a los 2 afos: Peso 8,975 gr (<p3),
talla 86 cm (<p3), hipotdnico, microcefalia (<p5 para talla), cejas arqueadas, hipertelorismo
aparente, estrabismo, puente nasal ancho con punta hacia abajo, filtrum corto, comisuras
labiales descendientes (Figura 20). Presenté crisis febriles, infecciones de vias superiores

recurrentes, hipospadias, criptorquidia bilateral y pie equino varo izquierdo.
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Figura 20. Fotografias clinicas del paciente 2 a los 2 afios de edad. Notese la facies
caracteristica incluyendo el perfil tipico en casco de guerrero griego.

El cariotipo con bandas GTG fue 46,XY,del(4)(p15.2) (Figura 21), el cariotipo de los padres

fue reportado como normal.

-15.2

Figura 21. Cariotipo parcial del paciente 2. Se observa delecion en 4p15.2 sefialado en el
idiograma (M en C. Judith Villa Morales, Laboratorio de Citogenética, Depto. de Genética,
HIMFG).
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Paciente 3

Datos recabados del expediente. Femenino referida a los 5 meses de edad por RDPM y
malformaciones multiples. Hija Unica de padres jovenes, sanos, no consanguineos.
Obtenida via abdominal a las 40 SDG, peso 2200 gr (<p3), talla 45 cm (<p3), Apgar
desconocido. E.F.: hipoténica, fenotipo compatible con SWH, puente nasal ancho,
hipertelorismo y pabellones auriculares dismérficos. Cursé con insuficiencia pancreatica
exdcrina, microcefalia, epilepsia parcial sintomatica, glaucoma, coloboma de iris y nervio
optico, cataratas. Operada por PCA, enfermedad por reflujo gastroesofagico, gastrostomia,
hipoacusia moderada izquierda, pie equino varo bilateral. Fallecioé a los 3 afios de edad por
sepsis nosocomial y neumotérax. El cariotipo fue 46,XX,del(4)(p15.1) (Figura 22) por lo que

se indico estudio a los padres reportandose cariotipos normales.

u i‘_.—fs.?
o~ ng

L A o
o ,j
U =

AN

Figura 22. Cariotipo parcial de la paciente 3. Resultado 46,XX,del(4)(p15.1), se observa la
delecion en relacion con el idiograma (M en C. Judith Villa Morales. Laboratorio de
Citogenética, Depto. de Genética, HIMFG).
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Paciente 4
Datos recabados del expediente. Masculino conocido a los 15 dias de vida por
malformaciones multiples. Hijo unico de padres jovenes, sanos y no consanguineos. Nacio

via vaginal a las 39 SDG, peso 2450 gr (<p3), talla 50 cm (p50), Apgar 8/9. E.F.: hipotdnico,

«— 4p16.30
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Paciente 5

Datos recabados del expediente. Femenino referida el mes de vida por malformaciones
multiples. Hija Uunica de padres jovenes, sanos, no consanguineos. Embarazo
normoevolutivo, nacié a las 37 SDG, peso 1900 gr (<p3), 46 cm (<p3), Apgar 7/8. E.F.: se
hipotonica, frente amplia, hipertelorismo, puente nasal ancho, labio y paladar hendido,
pabellones auriculares dismorficos con fenotipo compatible con el SWH. Presentod epilepsia
parcial sintomatica, hipoacusia profunda bilateral y CIV. El cariotipo con bandas GTG con

fue 46,XX,del(4)(p16) (Figura 24), el cariotipo de los padres fue normal.

€ 4p16

Figura 24. Cariotipo parcial del paciente 5 con resultado 46,XX,del(4)(p16), se sefala el
cromosoma deletado (Biol. Ariadna Berenice Morales Jiménez. Laboratorio de Citogenética,
Depto. de Genética, HIMFG).

Paciente 6
Femenino referida al afo de edad con los diagnésticos de pie equino varo y dismorfias

faciales. Hija unica de padres jovenes, sanos, no consanguineos. Embarazo normoevolutivo,
nacio a las 37 SDG via abdominal indicada por falta de progreso del trabajo de parto. Peso
1560 gr (<p3), talla 39 cm (<p3), Apgar 8 a los 5 minutos. E.F. a los 7 afos: Peso 12 kg
(<p3), talla 105 cm (<p3), microcefalia, frente alta, aparente hipertelorismo, epicanto
bilateral, puente nasal ancho y alto, comisuras labiales descendentes, pabellones
auriculares de baja implantacion y antevertidos y con fenotipo compatible con SWH (Figura
25). Presenté epilepsia parcial sintomatica, glaucoma, acidosis tubular renal, agenesia renal

izquierda y pie equino varo bilateral.
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Laboratories. Abbott Park, lllinois, USA) este analisis fue realizado por la M. en C. Laura
Gomez Laguna, Depto. de Genética, HGMDEL y la Biol. Karem Nieto Martinez, Facultad de
Medicina, UNAM) (Anexo IV), encontrandose la férmula: ish del(4)(p16.3p16.3)(WHSCR1-),
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lo que confirmd la pérdida de material de 4p y el diagnéstico de SWH (Figura 27). Sin
embargo, se desconoce el origen del material adicional, el cual origina una trisomia parcial

de origen desconocido.

Figura 27. Imagen de una metafase con FISH de la paciente 6, con sonda para WHSCR1
(naranja) y centromero del cromosoma 4 (verde). Se observa soélo una sefial naranja y dos
verdes indicando la ausencia de la region 4p16.3 (M. en C. Laura Gomez Laguna, Depto. de
Genética, HGMDEL vy Biol. Karem Nieto Martinez, Facultad de Medicina, UNAM).
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Paciente 7

Masculino referido al afio de edad por sindrome dismoérfico,b RDPM y multiples
malformaciones. Segundo hijo de padres jévenes, sanos, no consanguineos (Figura 28).
Nacié a las 39 SDG, peso 1200 gr (<p3), talla y Apgar desconocidos. E.F a los 11 afios de
edad: Peso 16 kg (<p3), talla 108 cm (<p3), PC 57 cm, microcefalia, hipertelorismo,
estrabismo, puente nasal ancho, pabellones auriculares dismérficos y polidactilia preaxial

derecha, fenotlpo Comnrﬂ-ikln AAn QWAL /Cimvira 290\ DrAcAn +tA AnilAanain v\nv-r\'ial S|nt0mét|ca,

hipotiroidismo, CIA, ¢ ia bilateral.
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Figura 28. Arbol geneaiugicu uer pacieie 1 ug uus generaciones.
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Figura 29. Fotografia clinica frontal del paciente 7 a los 11 afos de edad. Se observa
fenotipo caracteristico y pabellén auricular derecho acopado.

El cariotipo del paciente fue 46,XY,r(4), el cariotipo de los padres fue normal.

Los datos clinicos del primer grupo de pacientes se resumen a continuacién en la Tabla 5.
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Tabla 5. Pacientes pertenecientes al Grupo 1.

Pacientes
Caracteristicas clinicas 1 2 3 4 5 6 7 Total (%)
Cariotipo 46,XX,del(4)(p?) [46,XY,del(4)(p15)| 46,XX,del(4)(p15.1) | 46,XY,del(4)(p16) | 46,XX,del(4)(p16) | 46,XX,add(4)(p14) | 46,XY,r(4)
FISH WHSCR1 NR NR NR NR NR + NR
Sexo F M F M F F M
Edad al diagnéstico 11m 2a 3a 10m 1m 1m 7a5m 1a
Fallecimiento + 14.3
Dismorfias faciales tipicas + + + + + + + 100.0
RDPM/Déficit intelectual + + + + + + + 100.0
Crisis convulsivas + + + + + + + 100.0
RCIU/RCEU + + + + + + + 100.0
Microcefalia + + + + + 71.4
Hipotonia + + + + + + + 100.0
Alteraciones en alimentacién + + + 42.9
Cardiopatia + + + + 57.1
Hendidura facial + + 28.5
Alteraciones oftalmoldgicas + + + + 57.1
Alteraciones urogenitales + + + + 571
Alterciones esqueléticas + + + + + 71.4
Hipoacusia + + + + 57.1
Total de datos positivos 10 9 11 10 9 9 9
NR- no se realizd F- femenino M- masculino RDPM- retraso en el desarrollo psicomotor

RCIU/RCEU- restriccidon del crecimiento intrauterino/extrauterino




9.3 PACIENTES CORRESPONDIENTES AL GRUPO 2

A continuacién se presentan los pacientes que tuvieron cariotipo con bandas GTG normal y

estudio por FISH positivo para delecién de la region 4p16.3.

Paciente 8

Femenino conocida al afio de edad por sindrome dismorfico y multiples malformaciones. Es
la tercera hija de padres jovenes, sanos, no consanguineos, 2 hermanos sanos (Figura 30).
Nacié por via vaginal a las 40 SDG con peso de 1900 gr (<p3), talla 44 cm (<p3), se
desconoce Apgar y se refiere que se hospitalizé durante tres dias por peso bajo e hipotonia.
E.F. a los 4 afios 1 mes: microcefalia, frente alta, cejas arqueadas, hipertelorismo, puente

nasal ancho, punta nasal hacia abajo, filtrum corto y pabellones auriculares dismorficos,

fenotipo alos
2 anos, ¢ anos
y rifién el
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Figura 3

El cariotipo con bandas GTG fue 46,XX. Se indico estudio FISH con sonda para WHSCR1 a
los 4 afos 1 mes con el resultado: ish del(4)(p16.3p16.3)(WHSCR1-) (Figura 31) el cual

confirma el diagndstico de SWH. El cariotipo de los padres fue normal.
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Figura 31. Imagen de una metafase con FISH de la paciente 8, con sonda para WHSCR1
(naranja) y centromero del cromosoma 4 (verde). Se observa solo una sefial naranja y dos
verdes indicando la ausencia de la region 4p16.3 (M. en C. Laura Gomez Laguna, Servicio
de Genética, HGMDEL y Biol. Karem Nieto Martinez, Facultad de Medicina, UNAM).
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Paciente 9

Los datos clinicos de esta paciente se obtuvieron del expediente. Femenino referida al afio
de edad por RDPM y sindrome dismorfico. Hija unica de padres jovenes, sanos, no
consanguineos. Nacié via abdominal a las 37 SDG por oligohidramnios, peso 1800 gr (<p3),
43 cm (<p3), Apgar 8/9. E.F.: hipotonia, microcefalia, hipertelorismo, puente nasal ancho
con punta descendente, filtrum corto, comisuras labiales descendentes y pabellones
auriculares dismorficos. Presenté epilepsia parcial sintomatica, displasia renal multiquistica,
se realizd gastrostomia. Fallecié a los 3 afos por choque séptico, falla organica multiple,

enfermedad renal grado IV con hiperuricemia e hiperfosfatemia.

El cariotipo con bandas GTG al afio de edad tuvo un resultado 46,XX. Por la sospecha del
SWH se indicé estudio citogenético con FISH con sonda para WHSCR1 a los 3 afos el cual
se reportd positivo con el siguiente resultado: ish del(4)(p16.3p16.3)(WHSCR1-) (Figura 32).
El cariotipo de la madre se reporté normal, el del padre no se realizé por estar fuera del

nucleo familiar.
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Figura 32. Imagen de una metafase con FISH de la paciente 9, con sonda para WHSCR1
(naranja) y centromero del cromosoma 4 (verde). Se observa soélo una sefial naranja y dos
verdes indicando la ausencia de la region 4p16.3 (Biol. Ariadna Berenice Morales Jiménez.

Laboratorio de Citogenética, Depto. de Genética, HIMFG).
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Paciente 10

Femenino conocida a los 9 meses de edad por RDPM y sindrome dismérfico. Hija Unica de
padres jovenes, sanos y no consanguineos. Nacio a las 37 SDG via abdominal por falta de
progresion del trabajo de parto, peso 1810 gr (<p3), talla 45 cm (<p3), Apgar 8/9. E.F. alos 2
afios de edad: se observd hipotonica, microcefalia, frente alta, cejas arqueadas,
hipertelorismo, estrabismo, puente nasal ancho con punta hacia abajo, filtrum corto,
comisuras labiales descendentes y pabellones auriculares dismérficos (Figura 33), fenotipo
compatible con el SWH. Presentd agenesia de cuerpo calloso, epilepsia parcial sintomatica,

comunicacion interauricular, estenosis pulmonar leve e hipotiroidismo.

Figura 33. Fotografias clinicas de la paciente 10 a los 2 afios de edad. Se observan cejas
arqueadas, hipertelorismo, exotropia derecha, el puente nasal ancho y alto, filtrum corto, los
pabellones auriculares grandes y ligeramente en retroposicion.

El cariotipo con bandas GTG fue 46,XX. El estudio de FISH con sonda WHSCR1 fue
positivo para la delecion: ish del(4)(p16.3p16.3)(WHSCR1-) (Figura 34). El cariotipo de los

padres fue normal.
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Figura 34. Imagen de una metafase con FISH de la paciente 10, con sonda para WHSCR1
(naranja) y centromero del cromosoma 4 (verde). Se observa solo una sefial naranja y dos
verdes indicando la ausencia de la region 4p16.3 (Biol. Ariadna Berenice Morales Jiménez.
Laboratorio de Citogenética, Depto. de Genética, HIMFG).

Los datos clinicos del segundo grupo de pacientes se resumen a continuacion en la Tabla 6.
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Tabla 6. Pacientes pertenecientes al grupo 2.

Pacientes
Caracteristicas clinicas 8 9 10 Total (%)
Cariotipo 46,XX 46,XX 46,XX
FISH WHSCR1 + + +
FISH SUBTELOMERICA 4 NR NR NR
Sexo F F F
Edad al diagndstico 4a 1m 3a1m 1a
Fallecimiento + 33.3
Dismorfias faciales tipicas + + + 100.0
RDPM/Déficit intelectual + + + 100.0
Crisis convulsivas + + + 100.0
RCIU/RCEU + + + 100.0
Microcefalia + + + 100.0
Hipotonia + + + 100.0
Alteraciones en alimentacion + + + 100.0
Cardiopatia + + 66.7
Hendidura facial 0.0
Alteraciones oftalmoldgicas + 33.3
Alteraciones renales + + 66.7
Alterciones esqueléticas 0.0
Hipoacusia 0.0
Total de datos positivos 9 9 9

NR- no se realiz6
psicomotor

F- femenino
RCIU/RCEU- restriccidon del crecimiento intrauterino/extrauterino

M- masculino

RDPM- retraso en el desarrollo
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9.4 PACIENTES CORRESPONDIENTES AL GRUPO 3

En este grupo se incluyeron a pacientes con cariotipo normal y FISH negativo para delecion
de WHSCR1 y sonda subtelomérica del cromosoma 4p. Los pacientes 14 y 15 se incluyeron
en la tabla de este ultimo grupo sin embargo no se tomaron en cuenta para las frecuencias
de datos encontrados ya no que no fue posible realizarles FISH ya que dejaron de acudir a

la institucion.

Paciente 11

Masculino conocido a los 3 afios 6 meses de edad por sindrome dismorfico, RDPM vy talla
baja. Hijo unico de padres jévenes, sanos, no consanguineos. Nacié a las 36 SDG via
abdominal por presentacion pélvica, peso 2200 gr (p5), talla 46 cm (p25), se desconoce
Apgar pero no lloré ni respird al nacer, requiri6 apoyo con oxigeno con casco cefalico
durante dos dias. E.F. a los 8 afos: peso 15.7 kg (<p5) y talla 111 cm (<p5), cejas
arqueadas, hipertelorismo aparente, epicanto derecho, estrabismo, puente y base nasal
ancha, punta descendente, filtrum corto y comisuras labiales descendentes (Figura 35).
Presentd crisis febriles desde los 7 meses, hipoplasia de cuerpo calloso, criptorquidia

izquierda y pie equino varo bilateral.
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Figura 35. Fotografias clinicas del paciente 11 a los 8 afos. Se observa las cejas
arqueadas, epicanto derecho, aparente hipertelorismo, exotropia izquierda, el puente nasal
ancho y alto y filtrum corto.

Se le realizé cariotipo con bandas GTG en sangre periférica con resultado 46,XY. A los 7
afos por la sospecha clinica del SWH se indicé estudio FISH con sonda para WHSCR1 el
cual fue negativo para la delecion y se prosiguié a hacer FISH con sonda subtelomérica para
4p con resultado también negativo: ish 4p16.3(GS10K2/T7x2) (Figura 36).
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Figura 36. Metafase con FISH con sondas subteloméricas para cromosoma 4p en verde y
4q naranja y controles para 21q (verde/naranja) (M. en C. Laura Gémez Laguna, Servicio de
Genética, HGM y Biol. Karem Nieto Martinez, Servicio de Genética, HGMDEL).
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Paciente 12

Masculino conocido a los 2 afios de edad por RDPM e hipotonia. Padres sanos, jévenes y
no consanguineos. Medio hermano paterno de 20 afios con discapacidad intelectual y una
hermana de 12 afios aparentemente sana (Figura 37). Nacié las 39 SDG via vaginal, peso
1900 gr (<p3), talla se desconoce, Apgar 6/8. E.F.: microcefalia, puente nasal ancho y alto,
punta nasal descendente e hipertelorismo aparente. El paciente también presentd epilepsia
generalizada sintomatica, retraso en el desarrollo psicomotor, criptorquidia izquierda. Se le

realizd cariotino con handas GTG en sanare periférica con resultado 46.XY. Por el fenotino
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Paciente 13

Femenino referida a los 3 meses por pie equino varo y cardiopatia congénita. Es hija unica
de padres jovenes, sanos, no consanguineos. Naci6 via abdominal por posicion pélvica a las
39 SDG, peso 2500 gr (p3), talla y Apgar se desconocen. La paciente presenté microcefalia,
dismorfias no especificas, crisis convulsivas y CIA por lo que se realizé cariotipo con bandas
GTG en sangre periférica obteniéndose resultado normal 46,XX. La paciente perdié
seguimiento y fue referida nuevamente a los 13 anos. E.F. a los 13 anos: Microcefalia, nariz
en yelmo de guerrero griego, frente alta, hipertelorismo, cejas arqueadas, filtrum corto,

comisuras labiales descendentes y pabellones auriculares dismorficos. Presenté sindrome
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de Lenox-Gastaut, ventriculomegalia, hipoacusia bilateral, dacrioestenosis, coloboma de iris

y pie equino varo bilateral.

En esta ocasion se sospech6 el SWH por el fenotipo facial, discapacidad intelectual y
malformaciones concomitantes. Se realiz6 estudio FISH con sonda para WHSCR1 con
resultado reportado como ish 4p16.3(WHSCR1x2) y subtelomérica para 4p con resultado ish
4p16.3(GS10K2/T7x2), siendo ambos negativos para diagndstico de SWH.

Paciente 14

Los datos clinicos de este paciente se obtuvieron del expediente. Paciente masculino
conocido a los 7 meses. Hijo de padres jovenes, sanos, no consanguineos. Nacié via
abdominal a las 37 SDG, peso 2300 gr (p5), talla 47 cm (p25), Apgar 4/7. E.F.: dismorfias
faciales que recordaban al SWH. Microcefalia, labio y paladar hendido derecho, coloboma
de iris izquierdo, hipoacusia severa bilateral, reflujo gastroesofagico grado Ill y comunicacién

interventricular. El resultado del cariotipo fue 46,XY, no continud con su seguimiento.

Paciente 15

Los datos clinicos de esta paciente se obtuvieron del expediente. Paciente femenino
conocida al afio de edad. Hija de padres jovenes, sanos, no consanguineos. Peso al
nacimiento de 2100 gr, talla 46 cm, Apgar 8/9, se desconocen semanas de gestacién. E.F.:
se refirid con fenotipo compatible con el SWH. Ademas presento crisis convulsivas, paladar
hendido, hipoacusia derecha, displasia congénita de cadera, estenosis valvular pulmonar. El

estudio de cariotipo fue 46,XX, no continud con su seguimiento.

Los datos clinicos de los pacientes del grupo 3 se resumen en la Tabla 7.
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Tabla 7. Pacientes pertenecientes al Grupo 3 y pacientes 14 y 15. Se muestran los datos
clinicos de 5 pacientes con cariotipo normal en donde los pacientes 11, 12 y 13 no tuvieron
delecidn para la region critica del SWH por FISH. A los pacientes 14 y 15 no fue posible
realizarles el estudio FISH.

Pacientes con FISH Pacientes sin FISH
Caracteristicas clinicas 1 12 13 Total (%) 14 15
Cariotipo 46,XY 46,XY 46,XX 46,XY 46,XX
FISH WHSCR 1 - - - NR NR
FISH SUBTELOMERICA 4 - - - NR NR
Sexo M M F M F
Edad 7a 2a7m 14a 7m 1a4m
Fallecimiento
Dismorfias faciales tipicas + + + 100.0 + +
Déficit intelectual + + + 100.0 + +
Crisis convulsivas + + + 100.0 +
RCIU/RCEU + + + 100.0 + +
Microcefalia + 33.3 + +
Hipotonia + 33.3 + +
Alteraciones en alimentacion 0.0 +
Cardiopatia + 33.3 + +
Hendidura facial 0.0 + +
Alteraciones oftalmoldgicas + + 66.7 +
Alteraciones renales/urogenitales + 33.3
Alterciones esqueléticas + + 66.7 +
Hipoacusia + 33.3 + +
Total de datos positivos 6 5 9 10 10
NR- no se realiz6 F- femenino M- masculino RDPM- retraso en el desarrollo

psicomotor RCIU/RCEU- restriccién del crecimiento intrauterino/extrauterino
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10. DISCUSION

Del total de pacientes a quienes se les indicd estudio citogenético del afio 2002 al 2012
1:320 (0.31%) correspondieron a pacientes con sospecha clinica del SWH. En esta tesis se
analizaron 15 pacientes con diagnéstico clinico de SWH. Se discutirdn en conjunto y
posteriormente se discutiran por grupos de acuerdo a la alteracién citogenética y molecular
encontrada. Los pacientes 14 y 15, en quienes a pesar de presentar el fenotipo clasico de
SWH, no se pudo confirmar el diagnéstico por métodos citogenéticos o moleculares, se

discutiran posteriormente.

En el 53.8% de los 13 pacientes incluidos en este estudio se confirmé la delecion con
bandas GTG, lo que concuerda con la literatura en la que se reporta que el 50-60% de los
casos se confirman con esta metodologia (Battaglia A, et al., 2011). Se ha reportado que 40-
45% de los casos de SWH corresponden a monosomias 4p asociadas con una trisomia
parcial que enmascara el tamano del segmento perdido debido a una translocacién no
balanceada (South ST, et al., 2008). En este estudio sblo se encontré6 en el caso 6
add(4)(p16.3) por lo que se podria tratar de una translocacién no balanceada de novo, sin
embargo, este dato requiere de estudios moleculares para determinar el origen del material
adicional. Es por estas circunstancias que en los casos de SWH se sugiere el considerar el
descartar otras alteraciones cromosémicas asociadas empleando técnicas moleculares y/o
gendmicas de acuerdo a las caracteristicas del caso. Inclusive en casos detectados por
cariotipo con bandas GTG o FISH se debe ampliar el estudio de los pacientes con aCGH ya
que se han reportado translocaciones cripticas sélo son detectadas de esta forma (South
ST, et al., 2008).

El estudio del SWH se ha centrado en los ultimos afios en buscar una relacion genotipo-
fenotipo entre la haploinsuficiencia de genes en la regién 4p16.3 y sus caracteristicas
clinicas, entre ellas el grado de afectacion cognitiva ya que estas son sumamente variables
(Zollino M, et al, 2004). Para realizar esta correlacion las revisiones mas extensas como las
de South ST, et al. (2008) y Shimizu K, et al. (2014) se basan en el estudio de aCGH, ya que
los tamafios de las deleciones se pueden precisar con ésta técnica y se pueden detectar
ademas aneusomias parciales de otros cromosomas por translocaciones cripticas no
balanceadas. De esta manera, pacientes con deleciones atipicas en la region 4p16.3 han
ayudado extensamente a dilucidar los genes responsables de las caracteristicas clinicas del
SWH y a descartar a otros (Andersen E, et al., 2014). También esta es una de las razones
para que en este trabajo se clasificara a los pacientes en los tres grupos presentados

dependiendo del resultado de los estudios citogenéticos haciendo una correlacién con las
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categorias clinicas de Zollino M, et al. (2008). En el grupo 1 estan los pacientes con
deleciones grandes, >5 Mb y la categoria clinica clasica. En el grupo 2 los pacientes con
deleciones pequenas <5 Mb y la categoria clinica leve y en el grupo 3 los pacientes en

quienes no se confirmo el diagnéstico por citogenética convencional ni analisis de FISH.

Especificamente en relacion al grupo 1, a este grupo pertenecen el 53.8% (7/13) de los
pacientes del estudio. Mas del 50% de ellos tuvieron microcefalia (5/7), cardiopatia
congénita (4/7), malformaciones urogenitales (4/7) y esqueléticas (5/7) e hipoacusia (4/7).
Es el unico grupo en el que hubo pacientes con hendiduras faciales (pacientes 4 y 5). El
labio y/o paladar hendido se ha reportado en pacientes con deleciones de 3 a 35 Mb y si
bien es una caracteristica clasica del fenotipo y de hecho presente en el paciente descrito
por Wolf, se puede considerar que esta malformacién no esta asociada al tamano de
material genético perdido (Maas NMC, et al., 2008), ademas de que puede considerarse

dentro de la variabilidad fenotipica del sindrome.

En relacion al fenotipo, la paciente 3 fue la mas afectada de los pacientes descritos, al
presentar la mayor cantidad de datos positivos del SWH como se indica en la Tabla 3, la
delecion en este caso se extendid mas alla de la region 4p16.3, con punto de ruptura en
4p15.1. Correlacionando el cuadro clinico de la paciente con el punto de ruptura en el
cariotipo, se trata de una delecién grande de aproximadamente 28 Mb (Maas NMC, et al.,
2008).

En este grupo se considera que el tamafio minimo de la delecion fue de al menos 5 Mb ya
que fue detectada por cariotipo con bandas GTG por lo tanto corresponderian a los grupos
de fenotipo moderado (que incluye a pacientes con deleciones de 5 a 18Mb) o grave
(deleciones >22-25Mb) descritos por Zollino M, et al. (2008), si bien en nuestros casos no
fue posible evaluar el tamafio exacto de la delecién por otros métodos como podria haber
sido aCGH, lo que nos daria el tamafo especifico de la alteracion. Como ejemplo, en el
caso de la paciente 3 se puede tener un aproximado del tamafio de la delecion por cariotipo
con bandas GTG, sin embargo no se puede descartar que aunque en algunos casos
parezca una delecién pequefia, puede haber material extra de otro cromosoma. Por esta
razén no se puede descartar la presencia de una translocacion no balanceada la cual puede
estar presente en hasta el 45% de los pacientes con SWH y de las cuales cerca de la mitad
son cripticas o no detectables por cariotipo GTG ni FISH. Dicha situacion modificaria el
asesoramiento genético ya que 15% de las translocaciones pueden ser heredadas de un
padre portador balanceado (South ST, et al., 2008).
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Los pacientes 6 y 7 tienen alteraciones cromosémicas adicionales a la pérdida de 4p16.3 y
esta situacién modifica el fenotipo. La paciente 6 tiene material adicional en el cromosoma 4
y hemicigosidad para WHSCR1. Con el fin de definir clinicamente a qué correspondia el
material adicional en el cromosoma 4 de la paciente se revis6 nuevamente su fenotipo, sin
embargo todas las caracteristicas clinicas que presenta se pueden atribuir a la delecién
4p16.3. Al tener un cuadro clinico compatible con la categoria clasica del SWH y no tener
excepciones al fenotipo posiblemente el material adicional no esté alterando al expresion del
SWH. Se considera que en estos pacientes se requieren estudios complementarios como
CGH sobre microarreglos para determinar a qué regién cromosdmica corresponde el
material adicional y correlacionarlo con los datos clinicos que presenta la paciente para

determinar con certeza si este material adicional esta modificando su fenotipo.

El paciente 7 se reporté con cariotipo 46,XY,r(4): sin embargo, no contamos con los puntos
de ruptura por lo tanto no podemos saber el tamafio del material perdido. Existen por lo
menos 21 casos reportados en la literatura de cromosoma 4 en anillo (Chen CP, et al.,2007;
South ST, et al., 2007; Yao Q, et al.,, 2014). El fenotipo que presentan los pacientes
descritos, depende del punto de ruptura en 4p, la inclusién de WHSCR ocasiona el fenotipo
caracteristico del SWH y en la mayoria de los casos se asocian a RCIU y RCEU,

microcefalia, y labio y paladar hendido (Balci S, et al., 2005).

Nuestro paciente tuvo todos los datos anteriores con excepcion del labio y paladar hendido.
Las deleciones en 4q31, 4932 y 4q33-4gter se denominan sindrome de delecién 4q y se
asocian a anillos del 4 con un fenotipo caracterizado por déficit intelectual variable,
restriccion del crecimiento, paladar hendido, alteraciones en extremidades, malformaciones
cardiacas y genitourinarias (Kocks A, et al., 2002). A este respecto, con excepcion de las
hendiduras faciales, el paciente 7 presentd las alteraciones previamente reportadas en
casos de anillos del cromosoma 4, aunque éstas se sobreponen con lo reportado para el
SWH. Es importante recordar que existe un sindrome del anillo autosémico en el cual los
pacientes presentan alteraciones independientes del cromosoma implicado e incluyen
RCIU/RCEU grave, déficit intelectual moderado y malformaciones menores (Sarri C, et al.,
2015). Al no tener un estudio molecular es dificil determinar la extension de las regiones
afectadas del cromosoma 4, adicionalmente los anillos de autosomas producen mosaicismo
dinamico por inestabilidad con células aneuploides secundarias, el cual podria contribuir con
algunos datos del paciente principalmente en las alteraciones de crecimiento y desarrollo
(Sodré CP, et al.,, 2010) . El paciente 7 tuvo restriccion muy importante del peso al

nacimiento y durante la vida extrauterina de peso y talla. Con esto concluimos que el
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paciente 7 presentd alteraciones propias del sindrome del anillo autosémico y de la pérdida

de material genético en el cromosoma 4, incluida la region critica para el SWH.

En relacion al grupo 2 (pacientes con cariotipo normal y FISH positivo) en el que se
incluyeron 3 pacientes, llama la atencién que el 100% de ellos tuvo microcefalia, hipotonia y
alteraciones en la alimentacién mientras que ninguno tuvo alteraciones esqueléticas,
hipoacusia ni hendiduras faciales. En series grandes de pacientes en quienes estudiaron la
relacién genotipo-fenotipo se reporté que las malformaciones mayores como cardiopatia
congénita y malformaciones renales se presentan en 2% de los casos con deleciones de <
3.5 Mb (Zollino M, et al., 2008) lo que contrasta con el 66.7% encontrado en este grupo de
nuestros pacientes. Es importante tomar en cuenta que en este grupo sélo hubo 3 pacientes
y también considerar la posibilidad de translocaciones cripticas no balanceadas, por lo que
el tamano de la delecion podria ser mayor y estar enmascarado por la presencia de material
trisddico de otro cromosoma, que también modificaria el fenotipo, el cual se esperaba que

fuera leve para estos pacientes (South ST, et al., 2008).

En relacion al grupo 3 de pacientes, estos 3 pacientes tuvieron cariotipo normal y se realizd
FISH para WHSCR1 y con sonda subtelomérica para 4p, sin embargo todos resultaron
negativos por lo que no se pudo corroborar por métodos citogenéticos el diagndstico clinico.
Sin embargo, las caracteristicas clinicas son compatibles con el SWH y se podria suponer
que las deleciones que presentan estos pacientes probablemente son muy pequenas y no
detectables por la metodologia empleada. En este grupo se consideré al paciente 12 el cual
fue el menos afectado ya que no tenia ninguna malformaciéon mayor y sélo presentaba las
caracteristicas cardinales de dismorfias faciales, RDPM, RCIU vy crisis convulsivas ademas
de hipotonia; su caso podria corresponder a una delecion muy pequefa la cual involucre
s6lo WHSCR2. Por otro lado, la paciente 13 si tuvo malformaciones mayores y una cantidad
de datos clinicos positivos (9) comparable con los pacientes del grupo 2 incluyendo
hipoacusia la cual se relaciona con deleciones mayores a 6 Mb (South ST, et al., 2008); una
posible explicacion seria una translocacién criptica no balanceada la cual enmascare la
delecion y esté modificando un fenotipo que se esperaria fuera mas leve por los resultados

normales de los estudios citogenético convencional y con FISH.

En algunos casos de deleciones muy pequefas las dismorfias pueden ser muy leves y no
ser la indicacion principal de abordaje de estudio genético por SWH, esta indicacion
generalmente se asocia a la presencia de las alteraciones neurologicas. Un ejemplo de lo
anterior es el caso reportado por Hannes F, et al., (2012), este paciente sélo presentd

hipertelorismo y proptosis de las caracteristicas tipicas del SWH y tuvo una delecion de 600
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kb proximal a WHSCR. Se puede considerar entonces que los pacientes del grupo 3 en
quienes no se pudo confirmar el diagndstico de SWH por las técnicas citogenética
disponibles en este estudio (incluyendo a los pacientes 14 y 15) posiblemente tengan
deleciones muy pequefias o translocaciones cripticas no balanceadas las cuales se pueden

detectar con microarreglos de alta densidad.

Lo anterior también demuestra la relevancia de la evaluacion clinica cuidadosa para el
diagnéstico, ya que en estos casos el fenotipo fue considerado como caracteristico. En la
literatura se menciona que el fenotipo del SWH dificilmente se confunde pero se podrian
considerar algunos diagnodsticos diferenciales como el sindrome de Williams-Beuren (MIM
#194050), el sindrome de Smith-Lemli-Opitz ( MIM # 270400) y el sindrome de Angelman
(MIM #105830) (Battaglia A, et al., 2002); sin embargo, este no parece ser el caso en

nuestros pacientes ya que de acuerdo a la evidencia clinica todos corresponderian a SWH.

Tomando como grupo los 13 pacientes en quienes se confirmé el diagnéstico de SWH por
cariotipo y/o por FISH en este trabajo se identificaron 8 individuos femeninos y 5 masculinos,
lo que da una relacién 1.6:1. La relacion mujer:varon en el SWH reportada en la literatura es

de 2:1 (Battaglia A, et al., 2008) lo cual es similar a lo encontrado en nuestra serie.

En todos los casos, incluidos aquellos en que el cariotipo convencional fue normal, la
sospecha diagndstica de SWH se establecioé por el fenotipo de los pacientes, al presentar
todos ellos los datos faciales caracteristicos asi como por las malformaciones congénitas
concomitantes y alteraciones neuroldgicas. Esta sospecha diagndstica fue la indicacion de

estudio citogenético en todos los casos.

En este sentido es interesante considerar que la referencia al Departamento de Genética
para valoracion fue en su mayoria indicada porque el paciente presentaba un sindrome
dismorfico y malformaciones congénitas. Solo en un caso, el del paciente 2, la referencia
inicial fue por sospecha del SWH, esta situacion es relevante por una parte debido a que si
bien el SWH es considerado entre los sindromes por cromosomopatia estructural mejor
conocidos, es cierto también que su frecuencia es de 1/50,000 (Battaglia A, et al., 2002) lo
que lo hace poco frecuente. Lo anterior refleja que en la mayoria de los casos si bien no se
identificd inicialmente el diagndstico preciso a pesar del fenotipo caracteristico, si hay una
deteccidn clinica del médico de primer contacto de las alteraciones fenotipicas por lo que se
hizo una adecuada referencia para evaluacion por un médico genetista, quien con base en

los datos clinico establecio la sospecha diagndstica de SWH e indicé el estudio citogenético.
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En cuanto a los hallazgos clinicos generales el 100% de los pacientes incluidos en esta tesis
tuvo caracteristicas faciales compatibles con el SWH, incluyendo RDPM o discapacidad
intelectual, crisis convulsivas y RCIU o RCEU. Estos cuatro puntos se consideran la piedra
angular en el diagnostico del SWH (Zollino M, et al., 2008). Estos datos de los pacientes del

HIMFG se muestran enla Tabla 7.

Las caracteristicas fenotipicas faciales principales del SWH son la nariz en casco de
guerrero griego (puente nasal ancho que continua hacia la frente), frente alta, hipertelorismo,
epicanto, filtrum corto, labios descendentes y pabellones auriculares dismorficos (Battaglia
A, et al., 2002).
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas de los pacientes comparadas con la literatura.

Pacientes
1 [ 2 [ 3 [ 4 [ 5 | 6 | 1 8 | 9 [ 10 1" | 12 | 13 Total [Shimizu, et al. [Maas, et al.[ South, et al.
Grupo citogenético Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 2014 2008 [ 2008
Hipotonia + + + + + + + + + + + 113 n/a 13/21 n/a
Discapacidad intelectual + + + + + + + + + + + + 13/3 22122 21121 nla
Crisis convulsivas/alt en EEG|  + + + + + + + + + + + + 13113 21122 15/21 3132
Alteracién en alimentacion + + + + + + + + 8/13 1322 22 nla
RCIU/RCEU + + + + + + + + + + + + + 13113 22122 19/21 26/32
Hendidura facial + + 2113 6/22 3119 4/32
Nariz tipica + + + nfa + + + + + + + + 1212 nla 17/21 nla
Microcefalia + + + nfa + + + + 912 nla 20121 18123
Frente alta + + + n/a + + + + + 8/12 n/a 17118 n/a
Hipertelorismo + + + nfa + + + + + + + + 12112 nla 16/19 nla
Epicanto + nfa + + 312 nla 7 nla
Filtrum corto + nfa + + + + 72 nla 16/19 nla
Labios descendentes + n/a + + + + 72 nia 14119 nla
Pabellones dismérficos + + + nla + + + + + + + 10112 nla 17120 nla
Cardiopatia CIA PCA Clv CIA CIA CIA, EP CIA 713 19/22 5119 16/32
Ojos ClG EST GCICNC G EST EST EST Cl,D 813 13120 10/21 17132
Esqueléticas PEVU  PEVB DCC PEVB  POLI PEVB PEVU | 713 9/20 719 11132
Urogenitales HIP, CRIP HIP AR  CRIPER| RH DRM CRIP  CRIP 8/13 8/19 12117 14/32
SNC HCC ACC HCC 313 8/22 nia nia
Hipoacusia + + + + + 513 12/22 112 13/32

n/a- no analizado AR-agenesiarenal C- catarata Cl- coloboma de iris  CIA- comunicacién interauricular CIV- comunicacién interventricular CN- coloboma de nervio 6ptico
CRIP- criptorquidia ~ D-dacrioestenosis DCC- displasia congénita de cadera DRM- displasia renal multiquisica ~ EP- estenosis pulmonar ER-ectopia renal EST- estrabismo
G- glaucoma  H/ACC- hipoplasia/agenesia de cuerpo calloso  HIP- hipospadias PEVU/B- pie equino varo uni/bilateral POLI-polidactilia RH- rifién en herradura
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Una limitacion del presente estudio es que no fue posible reevaluar directamente a todos los
pacientes, por ejemplo en el caso del paciente 4 los datos se obtuvieron del expediente
clinico en el cual solo se referia fenotipo compatible con el SWH; sin embargo, no se
detallaron las dismorfias especificas y por ello se decididé no incluir a este pacientes para la
consideracion en relacién a la frecuencia de las manifestaciones clinicas faciales pero si fue

incluido para el analisis estadistico.

Los dos datos clinicos faciales mas frecuentemente encontrados en nuestros pacientes
fueron la nariz tipica y el hipertelorismo en 10 de los 10 pacientes considerados, seguido de
pabellones auriculares dismorficos (8/10), frente alta y filtrum corto (6/10), labios
descendentes (5/10) y epicanto (2/10). El estudio de Maas NMC, et al. (2008) en el cual se
desglosan las dismorfias faciales por separado, el dato mas comun fue la frente alta (17/18),
seguido de pabellones auriculares dismorficos (17/20), hipertelorismo (16/19) y el filtrum
corto (16/19), y presentandose en el menor de los casos las comisuras labiales
descendentes (14/19) y el epicanto (7/17) lo cual concuerda con las observaciones en

nuestros pacientes.

En relacién a las alteraciones neuroldgicas se consideran el retraso en el desarrollo
psicomotor (RDPM)/discapacidad intelectual (Dl) y crisis convulsivas o alteraciones en el
electroencefalograma (Zollino M, et al., 2008). En cuanto al RDPM o DI en nuestros casos
no fue posible clasificar el grado del mismo en leve-moderado-grave en la totalidad de los
pacientes al no contarse con esta evaluacion, para posteriormente poder relacionarlo con el

tamafo de la delecion.

En relacién a las crisis convulsivas, estas estuvieron presentes en 100% de los pacientes y
es un porcentaje comparable con lo reportado, ya que por ejemplo en un estudio en Japén
con 22 pacientes diagnosticados por FISH y aCGH se reportaron crisis convulsivas en el
95% de los casos e iniciaron antes de los tres afos de vida en todos ellos (Shimizu K, et al.,
2014).

El RCIU/RCEU se presentd en todos los casos, sélo en el paciente 11 la restriccion del
crecimiento no fue desde el nacimiento ya que el peso y talla estaban por arriba de la
percentila 5 para edad de gestacién; sin embargo, el paciente si presenté RCEU con peso y
talla <p5 al momento de su ultima evaluacion, la cual fue a los 8 afios. Todos los pacientes
reportados por Shimizu K, et al., (2014) tuvieron restriccion del crecimiento, contrastado con
81% y 90% en los estudios de South ST, et al. (2008) y Maas NMC et al. (2008), en nuestro
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caso, se tratd de una de las manifestaciones mas comunes, presente en todos los

pacientes.

La segunda manifestacion mas comun después de los cuatro puntos anteriores fue
hipotonia en 84.6% (11/13) de los casos, la cual estuvo presente desde el nacimiento en la
mayoria de los casos . En otros estudios se ha presentado en 62% y >75% (Battaglia A, et
al., 2002; Maas NMC, et al., 2008), por lo que lo encontrado en nuestros pacientes se

considera de acuerdo a lo reportado previamente.

La microcefalia estuvo presente en 7/11 (63.6%) de los pacientes en este estudio y tuvo una
frecuencia menor a la reportada. En general, se estima que estd presente >75% de las
veces (Battaglia A, et al., 2002) y de manera especifica se ha reportado hasta en el 95%
(Maas NMC, et al., 2008) y 78% de los casos (South ST, et al., 2008).

Las malformaciones mayores mas comunes fueron las cardiopatias congénitas, del tracto
urogenital y las oftalmolégicas, todas con una frecuencia de 54.5%. Las cardiopatias
encontradas fueron comunicacién interauricular e interventricular (CIA y CIV,
respectivamente), persistencia del conducto arterioso (PCA) y estenosis pulmonar. Estas
cuatro entidades son las mismas que se refieren en la literatura, a excepcion de un paciente
con valvula aértica bicuspide reportado por South ST, et al. (2008). La CIA esta reportada
como la cardiopatia mas comun (Battaglia A, et al., 2008) y también fue lo observado en

nuestros pacientes, presentandose en 4/6 pacientes con cardiopatia congénita.

Las alteraciones del tracto urogenital estuvieron presentes mas frecuentemente de lo
esperado en 61.5% (8/13) de los pacientes. Se encontro criptorquidia, hipospadias, rifidn en
herradura y displasia renal multiquistica, lo cual ya se ha reportado previamente. El rango de
frecuencia de malformaciones a este nivel en la literatura es de 33-70% (Battaglia A, et al.,
2008; Maas NMC, et al., 2008; South ST, et al., 2008; Shimizu K, et al., 2014).

Los hallazgos a nivel ocular fueron catarata, glaucoma, coloboma de nervio 6ptico,
coloboma de iris, estrabismo y dacrioestenosis, todos reportados previamente (Dickmann A,
et al., 2009). La frecuencia encontrada en nuestros pacientes de alteraciones oftalmolégicas
fue de 54.5% que corresponde a lo esperado de acuerdo a los estudios previos que
reportan frecuencias entre 47-65% (Wu Chen WY, et al., 2004; Dickmann A, et al., 2009).

En 9 pacientes fue posible realizar estudio de cariotipo con bandas GTG a sus padres, los

cuales todos fueron normales. Con esta informacion se dio asesoramiento genético con un
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riesgo de recurrencia bajo (< 1%), el cual es el riesgo indicado para una alteracién de novo.
La frecuencia de casos de SWH heredados de un padre portador balanceado es del 15% y
por esta razdn seria necesario ofrecer el estudio con FISH a los padres de los pacientes 1-
5, y 7; en caso de que se detectara una translocacion se ofreceria analisis de FISH a los
padres y basado en los datos de cada caso segun se encuentre alteracién citogenética
molecular o no dar el asesoramiento genético correspondiente. En los casos 8 y 10 se les
realizé cariotipo a los padres y cariotipo y FISH a los pacientes y se encontré que en todos
los casos fue normal, aun cabria la posibilidad de una translocacién criptica, como las
descritas por South ST, et al. (2008). La posibilidad de que sea heredada podria descartarse
con FISH con sonda para la region critica del SWH en los padres. El riesgo tedrico para

heredar una translocacién en un portador balanceado puede ser de hasta el 50%.

Como se describe, el asesoramiento genético en los casos de pacientes con SWH debe
individualizarse segun las caracteristicas particulares de cada caso lo que demuestra la
importancia de analizar estas series de pacientes desde el punto clinico, citogenético y
molecular para conocer las caracteristicas de la poblacion en estudio y ofrecer

asesoramiento genético con bases moleculares.

89



11. CONCLUSIONES

La frecuencia del SWH por datos clinicos para la poblacién del HIMFG en que se

solicitd estudio citogenético es de 1:320 y como cromosomopatia es del 1%.

En este trabajo se describe a 15 pacientes con diagndstico clinico de SWH en
relacién a sus caracteristicas fenotipicas, en 13 de ellos fue posible confirmar el

diagndstico por estudio citogenético y/o citogenético molecular.

En el 53.8% de los pacientes se hizo el diagnostico por citogenética convencional
incluyendo los pacientes 6 y 7 quienes presentaron otra alteracion ademas de la
delecién 4p16.3. Este porcentaje es comparable con lo reportado en estudios
grandes previos y hace referencia al tamafno de la delecién que se presenta con
mayor frecuencia en el SWH en nuestra poblacion, la cual es de 25Mb vy

corresponderia al grupo 1.

La frecuencia de los hallazgos clinicos en general también es comparable con lo
reportado en la literatura, sin embargo cuando se consideran por grupo, el grupo 2
presentd mas malformaciones mayores en comparaciéon con la literatura. En estos
casos no se puede descartar la presencia de translocaciones cripticas no

balanceadas las cuales modificarian el fenotipo.

En la mayoria de los pacientes fue posible confirmar el diagndstico por técnica de
bandas GTG y FISH.

Queda abierta la posibilidad de realizar estudios moleculares tipo aCGH en todos los
casos, para poder caracterizar adecuadamente el tamafio de la region 4p implicada y

verificar la participacion o no de otras regiones cromosomicas.

Se identificaron las principales manifestaciones clinicas fenotipicas del sindrome y se

dio asesoramiento genético.

Hasta donde sabemos, en México no hay reportes previos de series de pacientes
con el SWH.

90



12. REFERENCIAS

Akbas H, Cine N, Erdemoglu M, Atay AE, Simsek S, Turkylmaz A, et al. Prenatal Diagnosis
of 4p and 4q subtelomeric deletion in de novo ring chromosome 4. Cas Rep Obs Gyn.
2013;2013:1-5.

Andersen E, Carey JC, Earl DL, Corzo D, Suttie M, Hammond P, et al. Deletions involving
genes WHSC1 and LETM1 may be necessary, but are not sufficient to cause Wolf-
Hirschhorn syndrome. Eur J Hum Genet. 2014;22:464-70.

Antonius T, Draaisma J, Levichenki E, Knoers N, Renier W, van Ravenswaaij C. Growth
charts for Wolf-Hirschhorn syndrome (0-4 years of age). Eur J Pediatr. 2008;167:807-810.

Aviv A & Susser E. Leukocyte Length and the Father’'s Age Enigma: Implications for
Population Health and for Life Course. Int. J. Epidemiol. 2013;42: 457-462.

Balci S, Engiz O, Aktas D, Vergel |, Beksac MS, Mrasek K, Vermeesch J, Liehr T. Ring
Chromosome 4 and Wolf-Hirschhorn Syndrome (WHS) in a Child With Multiple
Anomalies. Am J Med Gen. 2006;140A:628-632.

Battaglia A, Carey JC, South ST, Wright TJ. Wolf-Hirschhorn Syndrome. 2002 Apr 29
[Updated 2010 Jun 17]. En: Pagon RA, Adam MP, Ardinger HH, et al., editors.
GeneReviews® [Internet]. Seattle (WA): University of Washington, Seattle; 1993-2015.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1183/.

Battaglia A, Filippi T, Carey JC. Update on the Clinical Features and Natural History of Wolf-
Hirschhorn (4p-) Syndrome. Am J Med Gen. 2008;148C:246-251.

Battaglia A, Guerrini R. Chromosomal disorders associated with epilepsy. Epileptic Disord.
2005;7:181-92.

Battaglia A, Filippi T, South ST, Carey JC. Spectrum of epilepsy and electroencephalogram
patterns in Wolf-Hirschhorn syndrome: experience with 87 patients. Dev Med Child
Neurol. 2009;51:373-380.

Beheshti B, Park PC, Braude |, Squire JA (2002). Microarray CGH. En: Methods in Molecular
Biology, Vol 204. Molecular Cytogenetics. Yao-Shan (ed). Humana Press, Totowa. 191-
207

Bergemann AD. Distinctive EEG patterns in patients with Wolf-Hirschhorn syndrome.
[Comentario de “Spectrum of epilepsy and electroencephalogram patterns in Wolf-
Hirschhorn syndrome: experience with 87 patients“ por Battaglia A, Filippi T, South ST,
Carey JC]. Dev Med Child Neurol. 2009; 51:336-339.

Besson A, Dowdy SF, Roberts JM. CDK Inhibitors: Cell Cycle Regulators and Beyond. Dev
Cell. 2008;14:159-169.

Bian Q & Belmont AS. Reuvisiting higher-order and large-scale chromatin organization. Curr
Opin Cell Bio. 2012;24:359-366.

91



Bickmore WA (2001). Karyotype analysis and chromosome banding. En: En: Encyclopedia of
Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI: 10.1038/npg.els.0001160.
Bloom J & Cross FR. Multiple levels of cyclin specificity in cell-cycle control. Nat Rev Mol Cell

Bio. 2007;8:149-160.

Chow JC, Ciaudo C, Fazzari MJ, Mise N, Servant N, Glass JL, et al. LINE-1 Activity in
Facultative Heterochromatin Formation during X Chromosome Inactivation. Cell. 2010;
141;956-969.

Cremer M, Schermelleh L, Solovei |, Cremer T (2005). Cell Cycle: Chromosomal
Organization. En: En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley and Sons Ltd,
Chichester. DOI: 10.1038/npg.els.0005769.

Cunningham F, Amode MR, Barrell D Beal K, Billis K, Brent S, et al. Ensembl 2015. Nucleic
Acids Res. 2015:43:D662-D669.
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/Chromosome?r=4

Debost-Legrand A, Goumy C, Laurichesse-Delmas H, Déchelotte P, Beaufrere AM, Lemery
D, et al. Prenatal Ultrasound Findings Observed in the Wolf-Hirschhorn Syndrome: Data
from the Registry of Congenital Malformations in Auvergne. Birth Defects Res. Part A.
2013;97:806-811.

De Lange T (2005). Telomeres: Protection and Maintenance. En: Encylopedia of Life
Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI: 10.1038/npg.els.0005281.

Del Castillo-Ruiz, V, Uranga-Hernandez RD, Zafra-de la Rosa, G (2012). Genética Clinica.
Manual Moderno, Ciudad de México.

Delhanty J (2010). Origins of human aneuploidy. En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS).
John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI: 10.1002/9780470015902.a0021444.

Diaz-Martinez LA (2010). Chromosome Condensation and Cohesion. En: Encyclopedia of
Life Sciences. (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI:10.1002/9780470015902.
a0022534.

Dickmann A, Parrilla R, Salerni A, Savino G, Vasta |, Zollino M, et al. Ocular manifestations
in Wolf-Hirschhorn syndrome. J of AAPOS. 2009;13: 264-267.

Doenecke D (2005). Histones: From Gene Organization to Biological Roles. En:
Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI:
10.1038/npg.els.0001154.

Doenecke D & Albig W (2005). Histones. En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John
Wiley and Sons Ltd, Chichester. DOI: 10.1038/npg.els.0005908.

Endele S, Nelkenbrecher C, Bordlein A, Schlickum S, Winterpacht A. C4AORF48, a gene from
the Wolf-Hirschhorn syndrome critical region, encodes a putative neuropeptide expressed

during neocortex and cerebellar development. Neurogenetics. 2011;12:155-163.

92



Engbers H, van der Smagt JJ, van 't Slot R, Vermeesch JR, Hochstenbach R, Poot M. Wolf-
Hirschhorn syndrome facial dysmorphic features in a patient with a terminal 4p16.3
deletion telomeric to the WHSCR and WHSCR2 regions. Eur J Hum Genet. 2009;17:129-
132.

Fisch GS, Grossfield P, Falk R, Battaglia A, Youngblom J, Simensen R. Cognitive-Behavioral
Features of Wolf-Hirschhorn Syndrome and Other Subtelomeric Microdeletions. Am J
Med Gen. 2010;154:417-426.

Frank-Kamenetskii MD (2002). DNA Structure: Sequence Effects. En: Encyclopedia of Llife
Sciences (eLS). John Wiley and Sons Ltd, Chichester.

Galati A, Micheli E, Cacchione S. Chromatin structure in telomere dynamics. Front Oncol.
2013;3:1-14.

Giglio S, Calvari V, Gregato G, Gimelli G, Camanini S, Giorda R, et al. Heterozygous
Submicroscopic Inversions Involving Olfactory Receptor-Gene Clusters Mediate the
Recurrent t(4;8)(p16;p23)Translocation. Am J Hum Genet. 2002;71:276-285.

Gilchrist S & Bickmore WA (2005). Chromosome Structures: Visualization. En: Encyclopedia
of Llfe Sciences (eLS). John Wiley and Sons Ltd, Chichester. DOI:
10.1038/npg.els.0005784.

Gole L (2001). Fluorescence in situ Hybridization. En: Encylopedia of Life Sciences (eLS).
John Wiley & Sons Ltd, Chichester.

Gollin SM & Skarja SR (2005). Mitosis: Chromosomal Rearrangements. En: Encyclopedia of
Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI: 10.1038/npg.els.0005773.
Gomez DE, Armando RG, Farina HG, Lorenzano P, Cerrudo CS, Ghiringhelli PD, et al.
Telomere structure and telomerase in health and disease (Review). Int. J. Oncol. 2012;

41:1561-1569.

Grigoryev S, Woodcock CL. Chromatin Structure- The 30 nm fiber. Exp. Cell. Res.
2012;318:1448-1455.

Gu W, Zhang F, Lupski JR. Mechanisms for human genomic rearrangements.
PathoGenetics. 2008;1:1-17.

Haaf T (2006). Centromeres. En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons
Ltd, Chichester. DOI :10.1002/9780470015902. a0005785.

Haanes F, Hammond P, Quarrell O, Fryns JP, Devriendt K, Vermeesch JR. A microdeletion
proximal of the critical deletion region associated with mild Wolf-Hirschhorn syndrome. Am
J Med Gen. 2012;158:996-1004.

Hansen, NJ, Poole JC, Andrews LG, Tollefsbol TO (2005). Telomerase: Structure and
Function. En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester.
doi: 10.1038/npg.els.0006167.

93



Hart L, Rauch A, Carr AM, Vermeesch JR, O'Driscoll M. LETM1 haploinsufficiency causes
mitochondrial defects in cells from humans with Wolf-Hirschhorn syndrome: implications
for dissecting the underlying pathomechanism in this condition. Dis Model Mech. 2014;7:
535-545.

Hirschhorn K, Cooper HL, Firschein IL. Deletion of short arms of chromosome 4-5 in a child
with defects of midline fusion. Humangenetik. 1965;1:479-482.

Hirschhorn, K. A Short History of the Initial Discovery of the Wolf-Hirschhorn Syndrome. Am
J Med Gen. 2008; 148C:244-245.

Holmquist GP (2005). Chromosomal Bands and Sequence Features. En: Encyclopedia of
Life Sciences. John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI: 10.1038/npg.els.0005002.

Hsieh C (2011). Cytogenetic Techniques. En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John
Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI: 10.1002/9780470015902.a0002650.pub2.

Hultén MA (2010). Meiosis. En: Encyclopedia of Life Sciences. John Wiley & Sons Ltd,
Chichester. DOI: 10.1002/9780470015902.a0005772.pub2.

Jackson L. Cytogenetics and Molecular Cytogenetics. Clin Obstet Gynecol. 2002;45:622-
639.

Kalitsis P (2008). Centromeres. En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons
Ltd, Chichester. DOI: 10.1002/9780470015902.a0001166.pub2.

Kerzendorfer C, Hannes F, Colnaghi R, Abramowicz |, Carpenter G, Vermeesch JR, et al.
Characterizing the functional consequences of haloinsufficiency of NELF-A (WHSC?2) and
SLBP identifies novel cellular phenotypes in Wolf- Hirschhorn syndrome. Hum. Mol.
Genet. 2012; 21: 2181-2193.

Kitagawa M, Kitagawa K, Kotake Y, Niida H, Ohhata T. Cell cycle regulation by long non-
coding RNAs. Cell. Mol. Life Sci. 2013;70:4785-4794.

Kitazono A, Fitz Gerald JN, Kron SJ (2005). Cell Cycle: Regulation by Cyclins. En:
Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester. doi:
10.1038/npg.els.0004024.

Kocks A, Endele S, Heller R, Schroeder B, Schafer H-J, Stadtler C, Makrigeorgi-Butera M,
Winterpacht A. Partial deletion of 4p and 4q in a fetus with ring chromosome 4: phenotype
and molecular mapping of the breakpoints. J Med Genet. 2002;39:23.

Kohli J & Hartsuiker E (2008). Meiosis. En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley
& Sons Ltd, Chichester.DOI: 10.1002/9780470015902.a0001359.pub2.

Larizza L & Doneda L (2005). Heterochromatin: Constitutive. En: Encyclopedia of Life
Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI:10.1038/npg.els.0005786.

Li Y, Barbash O, Diehl JA (2015). Regulation of the Cell Cycle. En: The Molecular Basis of
Cancer, 4th ed. Elsevier/Saunders, Philadelphia.165-178.

94



Liu ST, Allison DC, Nestor-Kalinoski AL (2010). Chromosomes during Cell Division. En:
Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI:
10.1002/9780470015902.a0005770.pub2.

Luger K, Dechassa ML, Tremethick DJ. New insights into nucleosome and chromatin
structure: an ordered state or a disordered affair? Nat. Rev. Mol. Cell Bio. 2012;3:436-
447.

Luthardt FW, Keiteges E (2001). Chromosomal syndromes and genetic disease. En:
Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI:
10.1038/npg.els.0001446.

Maas NMC, Van Buggenhout G, Hannes F, Thienpont B, Sanlaville D, Kok K, Midro A,
Andrieux J, Anderlid B-M, Schoumans J, Hordijk R, Devriendt K, Fryns J-P, Vermeesch
JR. Genotype-phenotype correlation in 21 patients with Wolf-Hirschhorn syndrome using
high resolution array comparative genome hybridisation (CGH). J Med Genet.
2008;45:71-80.

Madian N, Jayanthi KB. Analysis of human chromosome classification using centromere
position. Measurement. 2014;47:287-295.

Moore CM & Best RG. (2001) Chromosomal Genetic Disease: Structural Aberrations. En:
Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester.

Moore CM & Best RG (2001). Chromosome Preparation and Banding. En: Encyclopedia of
Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester.

Moore CM & Best RG (2007). Chromosome Mechanics. En: Encyclopedia of Life Sciences
(eLS).John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI: 10.1002/9780470015902.a0001441.pub2.

Morris CA & Moazed D. Centromere assembly and propagation. Cell. 2007;128:647-651.

Olovnikov AM. Telomeres, Telomerase, and Aging: Origin of the Theory. Exp Gerontol.
1996;31:443-448.

Pajalunga D, Mazzola A, Franchitto A, Puggioni E, Crescenzi M. The logic and regulation of
cell cycle exit and reentry. Cell. Mol. Life Sci. 2008;65:8-15.

Paradowska-Stolarz AM. Wolf-Hirschhorn Syndrome (WHS)- Literature Review on the
Features of the Syndrome. Adv Clin Exp Med. 2014;23:485-489.

Paulson JR, Vagnarelli P (2011). Chromosomes and Chromatin. En: Encyclopedia of Life
Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI:
10.1002/9780470015902.a0005766.pub2.

Peters JM, Hauf S (2005). Meiosis and Mitosis: Molecular Control of Chromosome
Separation. En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester.
DOI: 10.1038/npg.els.0005917.

Plohl M, Mestrovic N, Mravinac B. Centromere identity from the DNA point of view.
Chromosoma. 2014:1-13.

95



Prunotto G, Cianci P, Cereda A, Scatigno A, Fossati C, Maitz S, et al. Two cases of hepatic
adenomas in patients with Wolf-Hirschhorn Syndrome: A new rare complication. Am J
Med Genet. 2013;161A:1759-1762.

Robinson WE & McFadden DE (2002). Chromosomal Genetic Disease: Numerical
Aberrations. En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester.

Sarri, C, Douzgou S, Kontos H, Anagnostopoulou K, Timer Z, Grigoriadou M, et al.
Cytogenet Genome Res. 2015;145:6-13.

Seitan VC & Merkenschlager M. Cohesin and Chromatin organization. Curr. Opin. Genet.
Dev. 2012;22:93-100.

Shaffer LG (2005). Karyotype Interpretation. En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John
Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI: 10.1038/npg.els.0005778.

Shaffer LG & Lupski JR. Molecular Mechanisms for Constitutional Chromosomal
Rearrangements in Humans. Annu Rev Genet. 2000; 34: 297-329.

Shannon NL, Maltby EL, Rigby AS, Quarrell OWJ. An epidemiological study of Wolf-
Hirschhorn syndrome: life expectancy and cause of mortality. J Med Genet. 2001;38:674-
679.

Sharkey FH, Maher E, FitzPatrick DR. Chromosome analysis: what and when to request.
Arch Dis Child. 2005;90:1264-1269.

Sheth F, Akinde OR,, Datar C, Adeteye OV, Sheth J. Genotype-Phenotype Characterization
of Wolf-Hirschhorn Syndrome Confirmed by FISH: Case Reports. Case Rep Genet.
2012:1-5.

Shimizu K, Wakul K, Kosho T, Okamoto N, Mizuno S, Itomi K, et al. Microarray and FISH-
Based Genotype-Phenotype Analysis of 22 Japanese Patients With Wolf-Hirschhorn
Syndrome. Am J Med Genet Part A. 2013;164A:597-609.

South ST, Whitby H, Battaglia A, Carey JC, Brothman AR. Comprehensive analysis of Wolf-
Hirschhorn syndrome using array CGH indicates a high prevalence of translocations. Eur
J Hum Genet. 2008;16:45-52.

South ST, Bleyl SB, Carey JC. Two unique patients with novel microdeletions in 4p16.3 that
exclude the WHS critical regions: Implications for critical region designation. Am J Med
Gen Part A. 2007;143A:2137-2142.

Speicher MR (2005). Chromosome. En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley &
Sons Ltd, Chichester. DOI: 10.1038/npg.els.0005783.

Stein GS, van Wijnen AJ, Stein JL, Lian JB, Owen TA (2002). Cell Cycle. En: Encyclopedia
of Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester.

Truman AW, Kitazono A, Fitz Gerald JN, Kron SJ (2012). Cell cycle: regulation by cyclins.
En: Encyclopedia of Life Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester.

Tsuchiya KD. Fluorescence in situ hybridization. Clin Lab Med. 2011; 31:525-42.

96



Walczak C, Cai S, Khodjakov A. Mechanisms of chromosome behavior during mitosis. Nat
Rev Mol Cell Biol. 2010;11:91-102.

Warburton D (2006). Chromosome Analysis and Identification. En: Encyclopedia of Life
Sciences (eLS). John Wiley & Sons Ltd, Chichester. DOI:10.1038/npg.els.0005775.

Wolf U, Reinwein H, Porsch R, Schroter R. Baitsch H. Defizienz an den kurzen Armeneines
Chromosoms Nr. 4. Humangenetik. 1965;1:397.

Wu-Chen WY, Christiansen SP, Berry SA, Engel WK, Fray KJ, Summers CG.
Ophthalmologic Manifestations of Wolf-Hirschhorn Syndrome. J of AAPOS. 2004;8:345-
348.

Yang N. Cell Cycle. En: Encyclopedia of Toxicology, 3rd ed. 2014:753-758.

Yao Q, Wang L, Yao B, Gao H, Li W, Xia X, Shi Q, Cui Y. Meiotic prophase 1 defects in an
oligospermic man with Wolf-Hirschhorn syndrome with ring chromosome 4. Mol
Cytogenet. 2014;7:1-5.

Zollino M, Lecce R, Fischetto R, Murdolo M, Faravelli F, Selicroni A, et al. Mapping the Wolf-
Hirschhorn Syndrome Phenotype Outside the Currently Accepted WHS Critical Region
and Defining a New Critical Region, WHSCR-2. Am J Hum Genet. 2003;72:590-597.

Zollino M, Murdolo M, Marangi G, Pecile V, Galasso C, Mazzanti L, Neri G. On the Nosology
and Pathogenesis of Wolf-Hirschhorn Syndrome: Genotype-Phenotype Correlation and
Analysis of 80 Patiens and Literature Review. Am J Med Gen. 2008;148C:257-269.

Zollino M, Orteschi D, Ruiter M, Pfundt R, Steindl K, Cafiero C, et al. Unusual 4p16.2
deletions suggest an additional chromosome region for the Wolf-Hirschhorn syndrome-

associated seizures disorder. Epilepsia. 2014;55:849-857.

97



ANEXOS

I. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA FOTOGRAFIAS
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mejor conscimicnto y eolendimiznlo de ls enfermadad de que se trate sdemds del que
actunlmente ge tiene. Se me ha explicadn que de realitaye dicha publicacidn o
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Il. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA TOMA DE MUESTRA DE SANGRE PARA
CARIOTIPO
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ll. CARIOTIPO CON TECNICA DE BANDAS GTG

Material:

Solucion 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

Equipo:

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 solucion 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)
2)
3)
4)
5)

6)
7)

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

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 20pl 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
solucién hipoténica para completar un volumen de 12ml.
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8) Se incuba 30 minutos a 37-37.5°C.

9) Centrifugar 10 minutos a 2,500rpm.

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

11) Se refrigera por 20 minutos.

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

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

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

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

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

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

actividad)

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

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

Sumergir y enjuagar la laminilla en el vaso de precipitados

Secar

Montar inmediatamente con 3 gotas de entellan y cubreobjetos

Revisar la calidad de las bandas

1
1
20
21

22
23

8
9

~— N N N N N

Dejar secar a temperatura ambiente
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IV. TECNICA DE FISH (HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE)

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

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

3) Se resuspende el botén con la cantidad de solucién fijadora para tener la concentracién
de metafases adecuada.

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

5) 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 hibridacion.

6) Se procede a la maduracién de la muestra.

7) 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.

8) Se procede a la co-desnaturalizacion.

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

10) Se procede a la hibridacion.

11) Se colocan las laminillas en una camara humeda protegida de la luz a 37°C por 16 a 24
horas.

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 contra-
tincion 8ul de DAPI/Antifade, se coloca un cubreobjetos, se sella con cemento de goma para
su analisis en un microscopio de epifluorescencia (Olympus™), con los filtros (Chroma™).
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