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RESUMEN

Introduccién: El mosaicismo pigmentario (MP) es una entidad clinica que se caracteriza por presentar
alteraciones a nivel de pigmentacion en la piel que siguen un patrén caracteristico y se asocia de manera
frecuente a alteraciones extra-cutaneas (30-90%), principalmente en sistema nervioso central, musculo-
esquelético y oftalmolégico. ElI 30-60% de los pacientes con MP pueden presentar alteraciones
cromosomicas y de estos hasta en un 80% las presentan en estado de mosaico. Objetivo: Detectar mosaico
cromosomico en linfocitos de sangre periférica (SP) y fibroblastos de piel clara (PC) y de piel oscura (PO) en
pacientes con MP. Metodologia: En el presente trabajo se analizaron mediante citogenética convencional
(CC) muestras de SP, PC y PO de 12 pacientes en edad pediatrica con diagnéstico de MP asociado a
retraso psicomotor y/o dismorfias, que acudieron a los servicios de Genética Humana y Dermatologia del
Instituto Nacional de Pediatria entre el periodo del 2014 al 2015. Se analizaron 50 metafases de cada tipo de
tejido para descartar MC superior al 5%, con base en los criterios de Hook y utilizando las recomendaciones
del ISCN 2013. Para el estudio molecular (aCGH), se eligieron pacientes con alteraciones cromosoémicas
que no pudieron ser completamente caracterizadas por técnicas de CC. Resultados: El andlisis citogenético
reveld un cariotipo sin alteraciones cromosémicas en el 75% de los pacientes, mientras que en un 25% se
detectaron alteraciones cromosomicas: en dos pacientes se observaron deleciones intersticiales
constitucionales: 46,XX,del(13)(q21932) [50] y 46,XX,del(4)(p16.1p15.3),16gh+ [50], en los tres tejidos
analizados. En un tercer paciente se detecté un MC: mos 47,XX,+12,22pstk-ps- [44]/46,XX,22pstk-ps- [6],
confinado a un solo tejido (PO). Con el uso de aCGH se caracterizaron los puntos de ruptura de las
deleciones detectadas y ademas se hizo evidente una micro-duplicacion de 0.81Mb en el cromosoma 8. La
busqueda bibliografica y en bases de datos, mostré que existen genes ubicados en la regidon delecionada en
13q y 4p cuya haploinsuficiencia se puede asociar con el fenotipo de los pacientes y que algunas de las
caracteristicas fenotipicas encontradas en los pacientes se comparten con las presentes en los casos
reportados en la literatura. Discusién: Como resultado del analsis global, se propusieron algunos genes que
podrian explicar el fenotipo de los pacientes. En 13922.3, deleciones del gen EDNRB se asocian con el
Sindrome de Waardenburg-Shah, caracterizado por la presencia de heterocromia del iris; en 13931.3 se
localiza el gen MIR17HG, interrupciones de este gen se asocian con clinodactilia del quinto dedo, estas dos
presentes en el paciente. En 4p16.1 y asociado a alteraciones en el gen PPP2R2C, se ha observado
discapacidad intelectual y problemas de conducta, que son caracteristicas presentes en el paciente con
delecién en 4p. En los casos reportados con trisomia 12 en mosaico confinada a PO, las dismorfias faciales
y las alteraciones pigmentarias fueron caracteristicas frecuentes. Conclusiones: La estrategia de analisis
citogenético utilizada en este trabajo fue de gran utilidad para la caracterizacién de pacientes con MP ya que
permiti6é: 1) descartar la presencia de alteraciones cromosémicas; 2) conocer la diferente proporciéon de las
lineas celulares existentes; 3) hacer evidente ya sea la alteracion o la linea celular normal en uno de los tres
tejidos analizados, mientras que mediante el uso de técnicas moleculares se logro: 1) caracterizar de
manera precisa las alteraciones cromosoémicas; 2) conocer los genes involucrados en la alteraciéon y 3)

detectar alteraciones que pasaron desapercibidas a nivel citogenético.



1. INTRODUCCION
1.1 Mosaicismo

La presencia de dos o mas lineas celulares genéticamente distintas, que derivan de un mismo cigoto se
define como mosaicismo. La alteracion que da origen al mosaicismo ocurre de manera post-cigotica y es

heredada a todas las células de un mismo individuo (1-5).

Un individuo con alteraciones genéticas en estado de mosaico, estara compuesto por células sanas y
alteradas, si la alteracion esta presente Unicamente en células somaticas, entonces se hablara de un
mosaicismo somatico (MS) (Figura 1A), en este caso, la alteracion no se puede transmitir a la descendencia
y las regiones del cuerpo que estan constituidas por estas células, presentan ciertas caracteristicas
anormales; si la alteracion se encuentra en células germinales entonces se tiene un mosaicismo gonadal
(MG) (Figura 1B), el cual se caracteriza por que la alteracion ocurre durante la formacién de los precursores
de las células germinales (antes de la sexta semana del desarrollo) sin comprometer a las células somaticas,
de este modo la génada queda poblada por células normales y anormales y existe la probabilidad de que la
alteracion se transmita a la descendencia; y por ultimo, si la alteracién se encuentra en ambos tipos de

células se tiene un mosaicismo somatico gonadal (MSG)(Figura 1C) (2-9).

A) B) C)

Figura 1. Clasificacion del mosaicismo. De acuerdo a la distribucion de las células anormales en el individuo (secciones rojas) se
tiene: A) MS. La alteracion se presenta solo en células somaticas; B) MG. La alteracion se presenta solo en células germinales y C)

MSG. La alteracion se presenta en células somaticas y germinales. (Tomada y modificada de Biesecker LG y Spinner NB, 2014).

El patrén de distribucidon de las células anormales en un individuo, dependera de varios aspectos: 1) Si la
alteracién ocurrié en estadios tempranos del desarrollo embrionario, el ritmo exponencial de crecimiento
durante la embriogénesis, provoca que se generen células anormales con una amplia distribucién dentro del
individuo, a diferencia de aquellas alteraciones que ocurrieron en etapas tardias, en donde las células

anormales estan confinadas a ciertas secciones del embrién (4,6-8); 2) En estadios pre-implantacion, si la

8



alteracion ocurre durante las mitosis iniciales del cigoto, aproximadamente la mitad de las células del
individuo tendran la alteracién (Figura 2A); Si las células anormales aparecen antes de la determinacion axial
del organismo, estas se pueden presentar a ambos lados de la linea media longitudinal del cuerpo, por lo
tanto, se pueden ver afectados tejidos de ambos lados en el individuo y se pueden incluir una o las dos
goénadas (Figura 2B); si las alteraciones ocurren en etapas posteriores, se presentan en un solo lado de la
linea media y es probable que solo una génada albergue la alteracién (Figura 2C) y 3) Durante o después de
la gastrulacion, los tejidos afectados seran aquellos que se formen a partir de la capa germinativa en la que
se haya dado el mecanismo responsable de la alteracion genética, lo que provoca que las células alteradas
estén confinadas solo a ciertos tejidos (2, 5, 8, 9).
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Figura 2. Distribucion de las células en estado de mosaico dentro del organismo. En estadios pre-implantacion, la alteraciéon que
da origen al mosaicismo puede ocurrir: A) Durante la mitosis inicial del cigoto y estara presente aproximadamente en la mitad de las
células del individuo; B) Antes de la determinacién axial del organismo y las células alteradas estaran presentes a ambos lados de la
linea media longitudinal y C) Después de la determinacién axial del organismo y solo se observan en uno de los lados de la linea media
longitudinal (Tomada y modificada de Campebell et al., 2015).



1.2 Procesos principales del desarrollo embrionario.

El desarrollo embrionario (DE) es el proceso por el cual el ser humano pasa del estado unicelular en el que
se encuentra tras la formacion del cigoto, al estado pluricelular formado por diferentes érganos y tejidos. La
fecundacion es el evento que da origen al cigoto, esta es la primera célula del nuevo individuo y contiene un
genoma diploide formado por 46 cromosomas (Figura 3A) (10).

Tras la fecundacion, comienza la primera etapa del DE (pre-implantacién): A) Segmentacion, la cual consiste
en una serie de mitosis que producen células embrionarias denominadas blastémeros, las cuales siguen en
division y a los tres dias producen una moérula (16 blastémeros) (Figuras 3A1-A4). B) Blastocisto, formado
durante el 4to y 5to dia, en los que la moérula entra en una fase de compactaciéon con orientacion de los
blastdmeros hacia la zona pelucida (ZP) e internalizacion de agua a través de los mismos (blastocele)
(Figura 3B). En esta fase, el embridon rodeado aun por la ZP consta de dos tipos de células, una capa de
blastdbmeros externos llamada trofoblasto (Tf), las cuales rodean a un grupo de blastdmeros internos que
reciben el nombre de masa celular interna (M.C.I) (Figura C). Las células de la M.C.I daran origen al embrién
y a estructuras extraembrionarias, mientras que las celulas trofoblasticas formaran estructuras
extraembrionarias como la capa mas externa de la placenta. Seis dias después de la fecundacion, se da el
proceso de implantacion en el cual el blastocisto se libera de la ZP y el trofoblasto se adhiere al endometrio
(Figura 3D) (10,11).

Dia 0 Dia1 Dia 2 Dia 2 1/2 Dia 3 Dia 4-5 Dia 4-5 Dia 6

CIGOTO MORULA BLASTOCISTO
A c 4t o zP
T — & /.L wow| Py, ——

S Py
Tf

‘l ~

Blastocele J'T/———

M.C.I J“\ 7 (B2
N ;{’ k:ﬁ M.C.l

=3
i

ZP Pronucleos Blastomeros

Figura 3. Desarrollo embrionario pre-implantacion: A) Cigoto rodeado por la zona pelucida (ZP), con dos pronucleos: masculino y
femenino. A1-A4) El cigoto inicia una serie de divisiones mitéticas que producen blastémeros y al tercer dia se produce la moérula. B)
Durante el cuarto y quinto dia, la mérula sufre cambios morfoldgicos para transformarse en blastocisto. Los blastémeros se compactan y
se produce una cavidad llamada blastocele. C) El blastocisto queda compuesto por una masa celular interna (M.C.1), por el trofoblasto
(Tf) y el blastocele. D) El blastocisto se libera de la ZP y expone al Tf para implantarse en el endometrio (Tomada y modificada de
Carlson, 2009).

A partir del octavo dia, el embrién esta completamente implantado en el Utero de la madre y comienzan los
eventos post-implantacion. La M.C.I comienza a diferenciarse en hipoblasto y epiblasto que en su conjunto
reciben el nombre de disco germinativo bilaminar (Figura 4A). En la tercera semana aparece la linea
primitiva sobre el epiblasto y comienza el proceso de gastrulaciéon, del que se establecen tres capas
germinativas: el ectodermo, el endodermo y el mesodermo. A partir del hipoblasto se forma el endodermo y
el epiblasto es ahora el ectodermo y el mesodermo, como resultado de la migracién celular entre ambas
capas (Figura 4B). Durante el periodo comprendido entre la tercera semana y el final del primer trimestre de
gestacion, las tres capas germinales pasaran por multiples procesos de diferenciacion para producir

diferentes estirpes celulares que formaran los tejidos del feto (10,12).
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Figura 4. Desarrollo embrionario post-implantacién: A) A partir del blastocisto implantado, la M.C.| se diferencia en hipoblasto y
epiblasto (embrién bilaminar) y a partir del epiblasto se forma la linea primitiva. B) La gastrulacion da origen a las tres capas

germinativas (embrion trilaminar) (Tomada y modificada de William et al., 2013 y Zerrucha, 2009).
1.3 Origen del mosaicismo

La alteracion genética que da origen a una poblacion celular en estado de mosaico puede afectar a genes, el

perfil epigenético de una regién especifica del genoma y a cromosomas (1).
A) Mosaico génico

El mosaico génico es resultado de alteraciones post-cigéticas que ocurren a nivel de la secuencia de DNA
nuclear o mitocondrial, puede presentarse en cualquier sitio del genoma (secuencias codificantes o0 no
codificantes) y es potencialmente heredable a la progenie celular (Figura 5A) (3,4,13). Se puede presentar
para entidades monogénicas, un ejemplo es el sindrome de Proteus (OMIM #176920), el cual es provocado
por una mutaciéon autosdémica dominante en el gen AKT1 situado en 14932.3 (3,6,14); en entidades
poligénicas como el sindrome de Cornelia de Lange (OMIM #122470), el cual es provocado por mutaciones
autosdmicas dominantes en los genes NIPBL,SMC3 y RAD21, y ligadas al X en los genes SMCIA y HDACS8
(13,15). Por ultimo, el asociado a desérdenes mitocondriales, resultado de la segregacion al azar de

mitocondrias normales y mutantes durante la mitosis (3).
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A) { Mutacién a nivel de DNA
Mosaico Génico
G-+A |
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3 pat mat
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p l pat mat Mosaico Epigenético
> : 4 \ o Xi .
» - » - ‘ \ Lyonizacion gt Xi mat
Cigoto £/ 14\, s
g \ \ o | W X X H g
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£ . Rl f cromosomico desbalanceado
W f Mosaico Cromosomico

\\
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Figura 5. Origen del mosaicismo. La presencia de células en mosaico en un individuo puede ser resultado de diferentes alteraciones
genéticas como: A) Mosaico génico: Mutaciones a nivel de la secuencia de DNA B) Mosaico epigenético: La presencia de
poblaciones celulares con un patrén diferencial de inactivacion del cromosoma X. paterno (pat), materno (mat), Xi pat cromosoma X

paterno inactivo, Xi mat cromosoma X materno inactivo. C) Mosaico cromosémico: Segregacién cromosémica anormal.
B) Mosaico epigenético

El mosaico epigenético (ME) o funcional se caracteriza por presentar poblaciones celulares homogéneas en
cuanto a la estructura de su genoma, pero con diferencias funcionales inducidas por factores modificadores
que provocan la activacion o inactivacion aleatoria de regiones del genoma (1,13,14). La activacion o

inactivacién de genes puede ocurrir por varios mecanismos:

1) Modificaciones epigenéticas: metilacion o desmetilacion de islas CpG y acetilacion o desacetilacién de

histonas entre otras.

2) La accion de segmentos de DNA de origen viral conocidos como transposones (42% del genoma
humano) que pueden moverse a lo largo del genoma. Aquellos como los tipo LINE 1, pueden influenciar la
actividad de genes cercanos mediante eventos de metilacion y de este modo provocar la activacion aleatoria

de genes y como consecuencia mosaicismo funcional (1).

3) La inactivacion del cromosoma X (Lyonizacion): es la forma mas clasica de mosaicismo funcional. La
inactivacién del cromosoma X ocurre durante el estado de blastocisto y es regulada por el gen XIST, el cual
codifica un RNA funcional, que mediante mecanismos epigenéticos inactiva al cromosoma X. Este proceso
ocurre al azar, por lo tanto hay clonas celulares con el cromosoma X de origen materno inactivo y otras que
han inactivado el de origen paterno (Figura 5B), lo que resulta en una gran variabilidad fenotipica para las
enfermedades ligadas al X. Una forma de mosaicismo funcional asociado al fenédmeno de inactivacion ocurre
para las translocaciones X;autosoma, en las que habra poblaciones celulares con el cromosoma X

translocado inactivo y otras con el normal inactivo (9,13).
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C) Mosaico cromosdmico

El mosaicismo cromosdmico (MC) estéd definido por la presencia de dos o mas lineas celulares distintas,
resultado de una falla en la segregacion cromosémica durante la mitosis, lo que provoca desbalances en el
nuamero normal de cromosomas dentro de las células. Se ha reportado MC para desbalances numéricos

(aneuploidias y poliploidias) y alteraciones estructurales (Figura 5C) (3, 7,16).

La ganancia o pérdida constitucional (en todas las células del organismo) de solo ciertos cromosomas es
compatible con la vida, por ejemplo, trisomia para los cromosomas 13, 18, 21 y monosomia del cromosoma
X han sido reportadas en nacidos vivos, sin embargo, existen aneuploidias como las trisomias para los
cromosomas 7,8, 9, 14, y 22 que en nacidos vivos solo pueden presentarse en estado de mosaico, debido a

su propia seleccién en un tejido especifico o en una etapa del desarrollo (2,3,16)

El mosaicismo para un rearreglo estructural es menos comun que las aneuploidias en mosaico, sin embargo,
se ha reportado mosaicismo para muchos tipos de anormalidades estructurales como translocaciones
balanceadas y desbalanceadas, deleciones, duplicaciones, inversiones, anillos cromosdmicos e
isocromosomas, entre otras. Con un cariotipo estructuralmente desbalanceado el estado de mosaico es
menos severo que la forma constitutiva, por lo cual las alteraciones estructurales severas solo se presentan
en mosaico. La alteracion mejor estudiada en mosaico, es el isocromosoma 12p asociado con el sindrome
de Pallister Killian (OMIM #601803), el cual se caracteriza por multiples dismorfias, dafio intelectual y

mosaicismo limitado a ciertos tejidos (4,11).
1.4 Mecanismos de origen del mosaico cromosoémico.

Durante el proceso de division celular (mitosis), la informacion genética contenida en los cromosomas se
duplica y las copias segregan con precision en dos células hijas genéticamente idénticas. Antes de iniciar la
mitosis, durante la interfase (G1, S y G2), la célula aumenta de tamafio y los puntos de control interfasicos,
aseguran que el material genético no contenga ningun tipo de dafio. Al inicio de la mitosis, en profase, los
cromosomas duplicados se condensan y comienza la formacién del huso mitético a partir de los
centrosomas, localizados en polos opuestos de la célula; en prometafase, desaparece la envoltura nuclear y
los cromosomas se anclan a los microtubulos del huso mediante el cinetocoro (ensamblado alrededor de la
cromatina centromérica) (Figura 6A); en metafase, los cromosomas se alinean en el ecuador del huso
mitotico, en donde cada cromatida hermana se une a microtubulos de polos opuestos del huso (Figura 6B);
en anafase, las cromatidas hermanas se separan de forma sincrénica y son arrastradas lentamente hacia el
polo del huso al que estan adheridas (Figura 6C); en telofase, los cromosomas se descondensan y se
reorganiza la envoltura nuclear alrededor de cada set cromosémico, lo que marca el final de la mitosis. El

citoplasma se divide y se forman dos células hijas, cada una con un nucleo (citocinesis) (17).
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Figura 6. Segregacion cromosdmica correcta durante la mitosis y No disyuncién mitética. A) En prometafase cada cinetocoro se
ancla a los microtubulos del huso; B) En metafase, todos los cromosomas se alinean en el ecuador del huso mitético; C) En anafase
ocurre la separacion de las cromatidas hermanas hacia polos celulares opuestos; D) Los cinetocoros libres mantienen sefiales que
inhiben la anafase; E) No disyuncién mitética: Ambas cromatidas de un cromosoma (cromosoma morado) migran hacia el mismo polo

celular, formando una célula con una ganancia cromosémica y otra con una pérdida (Tomada y modificada de Holland et al., 2014).

Durante la mitosis, los diferentes puntos de control pueden inhibir la migracién anafasica hasta que cada
cromatida hermana se haya anclado de forma correcta a los microtibulos, de lo contrario, los cinetocoros no
anclados, emiten sefiales para impedir la anafase (Figura 6D). Sin embargo, existen mecanismos que
pueden alterar el funcionamiento de los puntos de control del ciclo celular y generar fallas en la segregacion,

lo que puede generar un MC. Estos mecanismos son:

1) No disyuncion mitética (ND) y Rezago Anafasico (RA): La ND se define como la falla en la separacion
adecuada de las cromatidas hermanas durante la anafase, de tal forma que un cromosoma completo migra
hacia el mismo polo celular, creando una célula con una ganancia y otra con una pérdida cromosdémica
(Figura 6E). El RA es una falla de las cromatidas hermanas para incorporarse al nucleo, lo que genera una
célula con un complemento cromosémico normal y una con una pérdida cromosdmica. La ND y el RA son

los mecanismos mas frecuentes en la generacion de MC en el embridon humano (9,18).

Un mecanismo asociado con los puntos de control mitético y que puede causar ND o RA, es el ataque
merotélico, el cual ocurre cuando un cinetocoro es anclado por microtibulos de ambos polos del huso
(Figura7A), estos microtubulos son similares a los que estan orientados en los cinetocoros de cada

cromatida durante una division normal, por lo tanto el punto de control mitético no los detecta como
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aberrantes y la anafase prosigue de manera normal, lo que provoca la formaciéon de un puente anafasico
(Figura 7B). El puente anafasico se rompera por la fuerza de arrastre de la red bipolar de microtubulos vy el
cromosoma puede segregar de manera normal, sufrir ND o RA (Figuras 7B1, B2 y B3), generando MC. Si
ocurre un RA, el cromosoma queda en el citoplasma en forma de micronucleo y puede perderse o volver a

integrarse al nucleo en la siguiente division celular (18).
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Figura 7. Mecanismo de origen de ND y RA. A) Ataque merotélico (AM), ocurre cuando microtubulos de polos opuestos se asocian al
mismo cinetocoro. B) Puente Anafésico (PA), la progresién de la anafase provoca su ruptura generando: B1) Segregacién cromosémica
normal; B2) No disyuncion (ND) y B3) Rezago anafasico (RA), en donde el cromosoma rezagado queda en forma de micronucleo (MN).
(Tomada y modificada de Holland et al., 2014).

2) Rescate trisdmico (RT): Se define como la reversién de un estado trisomico a uno disémico durante las
mitosis post-cigéticas, esto puede ocurrir mediante ND o RA y generar MC con células disdmicas
(“rescatadas”) y células trisébmicas. Este fenobmeno ha sido reportado en etapas embrionarias pre y post
implantacion (Figura 8A) (9). Si el RT ocurre durante la primera mitosis del cigoto, la linea monosémica
desaparece por seleccion y solo queda la linea disémica, sin embargo, existe el riesgo de que las células
disdmicas presenten disomia uniparental (presencia de un par cromosémico que comparte el mismo origen
parental) (Figura 8B), lo cual podria provocar fenotipos patolégicos al alterar la expresiébn de genes

improntados (4,7).
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Figura 8. Rescate trisémico. El RT genera un blastocisto con MC formado por celulas disémicas (CD) y trisémicas (CT). A) En anafase, el
cromosoma trisémico sufre RA, lo que genera células en estado disémico. B) El RT genera una célula disémica con disomia uniparental

materna (dup mat). Cromosomas maternos en negro y cromosomas paternos en gris (Tomada y modificada de Taylor et al., 2014).

3) Rearreglos cromosomicos estructurales: Machiela et al., en 2015 reportaron una frecuencia para
alteraciones estructurales en mosaico de 0.68% en una poblacion de 24,849 individuos analizados (19). Por otro
lado, la presencia de mosaico dinamico resultado de rearreglos cromosomicos inestables como cromosomas
dicéntricos o anillos cromosémicos, que por su inestabilidad durante la migracion anafasica, pueden generar

pérdidas, ganancias, deleciones o duplicaciones, es un evento que se presenta de manera frecuente (20).
1.5 Frecuencia del mosaico cromosémico.

El MC se ha observado en 15-90% de los embriones obtenidos por fertilizacién in vitro (FIV). Sin embargo,
estos datos pueden ser muy heterogéneos debido al tipo y estado del desarrollo del embrién, asi como al

método de analisis utilizado para detectar el MC (7,21).

Durante las primeras divisiones del cigoto, existe una mayor susceptibilidad a la aparicion de MC de tipo
transitorio debido a que en el embrion, el proceso de transcripcion se activa completamente hasta el estadio
de 8 células (2 a 3 dias después de la fecundacion), por lo que durante este tiempo, la regulacién del ciclo

celular depende de los derivados citoplasmaticos maternos, hasta que se produce la nueva maquinaria de
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transcripcion y traduccion, que genera las proteinas necesarias para el control del ciclo celular. A su vez,
durante este periodo existen mecanismos de presion selectiva, los cuales permiten corregir y/o eliminar a las

células anormales y asegurar que solo las normales se establezcan en mayor proporcion en el embrién (21).

En los embriones, se pueden observar mosaicos euploides-aneuploides, compuestos por células con
contenido cromosdmico normal (euploidia) y por células en las que hay ganancia o pérdida de un
cromosoma (aneuploidia), asi como mosaicos aneuploides, compuestos por células con multiples
aneuploidias. Van Echten et al., 2010, en un estudio de analisis cromosémico para determinar MC en
embriones pre-implantacion obtenidos por FIV, encuentran que el 73% de los embriones fueron mosaico
para alguna alteracion cromosémica, 22% no presentaron mosaicismo y el 5% restante tenia otras
anormalidades (haploidia, poliploidia, aneuploidia y rearreglos complejos en todas las células). El 59% de los
embriones analizados fueron mosaicos euploides-aneuploides y el 14% eran mosaicos aneuploides (22). Los
cromosomas sexuales son los involucrados con mayor frecuencia (24.1%), después los cromosomas 8
(12.1%), 2 (8.6%), 16 (8.6%) y 7,13,18,20 y 21 con un 5.2% (22).

En los embriones pre-implantacion, la frecuencia asi como los cromosomas que estan involucrados en el
MC, son diferentes a los encontrados en embriones post-implantacién y en nacidos vivos, lo que sugiere la
presencia de una presion selectiva contra blastomeros o embriones aneuploides. Para que esto se lleve a

cabo, se han propuesto los siguientes mecanismos (21) (Figura 9):
1) Autocorreccion: Las células con aneuploidias pueden corregirse mediante ND o RA (Figura 9A).

2) Arresto celular y apoptosis: Los programas de arresto del ciclo celular y apoptosis se inician después de
la activacion transcripcional del embridon para prevenir el desarrollo de blastémeros y/o embriones con

alteraciones cromosdémicas (Figura 9 By C).

3) Localizacion preferencial: Debido a la localizacion preferencial de blastomeros aneuploides en el
trofectodermo, los embriones pueden tolerar la alteracion cromosémica y desplazar a los blastomeros
euploides a la masa celular interna. El hallazgo de MC confinado a placenta (MCP), es una clara evidencia
de este fendmeno (21). Mantikou et al., 2012, explican que el hecho de que el 76% de los cariotipos
anormales en biopsias de vellosidades coridnicas (BVC), resulten normales en liquido amniético, es prueba
de que las células anormales, pueden ser forzadas a aislarse a linajes celulares extraembrionarios para
evitar que formen parte de los linajes celulares embrionarios. Se reporta que el 10% de los MCP, pueden
reflejar un mosaicismo fetal criptico que no tendra consecuencias fenotipicas en el embrién, lo cual evidencia
un sistema de presion selectiva durante el desarrollo. En general, el MC tiene una frecuencia del 1-2% en

estudios prenatales de BVC y del 0.1-0.3 % en estudios de liquido amnidtico (23).
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Figura 9. Mecanismos de presién selectiva contra embriones aneuploides. El embriéon con MC tiene blastémeros normales (BCN) y
anormales (BCA), los cuales pueden: A) Tener autocorreccion; B) Ser eliminados mediante apoptosis y C) Sufrir arresto del ciclo celular
para reparar el dafo. Los blastémeros que escapen a cualquiera de estos mecanismos pueden ser desplazados al trofoblasto
(localizacion preferencial) y no formar parte de la masa celular interna (M.C.I), de la cual se derivan los linajes celulares embrionarios.
(Tomada y Modificada de Mantikou et al., 2012).

1.6 Consecuencias fenotipicas del mosaico cromosémico.
Las consecuencias fenotipicas del MC pueden verse influenciadas por varios aspectos:

1) La distribucion de la linea celular anormal: Como ya se menciond, la distribucién de las clonas
celulares anormales depende del periodo del desarrollo embrionario en el cual haya surgido la alteracion.
Las regiones anatémicas que contengan una gran proporcion de células cromosémicamente anormales,

presentaran caracteristicas anormales (3,6).

2) Presidn selectiva: Para que la alteracion cromosomica pueda provocar un fenotipo alterado, las células
que la contienen deben establecerse en suficiente proporcion y expresar el fenotipo patolégico, para
sobrepasar los mecanismos de seleccion, al mismo tiempo que la alteracién cromosémica debe permitir la
supervivencia de la célula, incluso puede proveer una ventaja proliferativa con respecto a las células

normales lo que permitiria la evasion de los procesos selectivos (3).

3) El tipo de célula que contiene la anormalidad cromosémica: La alteracion puede ocurrir de manera
temprana en el desarrollo e involucrar a celulas somaticas y germinales, sin embargo puede que ciertas
células somaticas sean seleccionadas, debido a que requieren un cariotipo normal para continuar con el
desarrollo, mientras que la misma alteracién podria ser tolerada en otras células somaticas o en células

germinales (5).
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4) Tipo de tejido: Las clonas anormales deben encontrarse en el tejido especifico en el que la alteracion

cromosomica provoque el fenotipo patolégico (8).

5) El cromosoma que se encuentra en estado de mosaico: El mosaicismo para un cromosoma en

particular puede afectar el desarrollo de diferentes 6rganos (7).

6) El tipo de anormalidad cromos6mica presente en estado de mosaico: La capacidad para provocar un
fenotipo patolégico, esta directamente influenciada por la naturaleza del material genético involucrado en la
alteraciéon. Se sabe que las ganancias de material cromosémico impactan menos al fenotipo que las
pérdidas y en cuanto a alteraciones estructurales, los rearreglos balanceados son mejor tolerados que

aquellos desbalanceados (2).
1.7 Mosaicismo Pigmentario

El mosaicismo pigmentario (MP) es un desorden que se presenta con una frecuencia de 1 en 7805 nacidos
vivos y describe alteraciones de pigmentacién de la piel que se caracterizan por seguir un patréon de
mosaicismo cutaneo (MCut), el cual describe un fenotipo en el que la piel tiene zonas de pigmentacién clara

y oscura, con un patrén particular denominado lineas de Blaschko (LB) (24, 25).

La migracién de células del ectodermo durante la embriogénesis, es lo que genera el patron de LB (26,27).
Estas células nacen y se desarrollan a partir de la linea media primitiva, al inicio de la gastulacion y después
de la diferenciacion del ectodermo, se convierten en precursores melanocitos que migran hacia su destino
en direccion transversal (Figura 10A). Como resultado de la flexidon natural del embridn en crecimiento, las
LB toman un trayecto en forma de V en la espalda, de S en la cara anterior del térax, en espiral en la cara
posterior de la cabeza y un caracter lineal discretamente incurvado en las extremidades (Figura 10B) (26-
28).
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Figura 10. Origen de las Lineas de Blaschko. A) Las células ectodérmicas nacen a partir de la linea media (LP) y después de la
diferenciacion del ectodermo migran en direccién transversal; B) La flexion del embridn provoca que las LB tomen un trayecto en forma
de V en la espalda, S en el térax, curva en las extremidades y espiral en la cabeza (Tomada y Modificada de Molho y Shaffer 2011,

Taibjee et al., 2009 y Cichorek et al., 2013) .

En individuos sanos, las LB no son visibles y no siguen ningun trayecto linfatico, vascular o nervioso. Si
durante la embriogénesis, se presenta alguna alteracion genética que haga evidente un fenotipo de
pigmentacion clara y/o oscura, las LB entonces se volveran visibles y se observaran como lineas de color
café oscuras o claras alrededor de las rutas de migracion de las células anormales. En los pacientes con MP
que siguen este patron, se asume que las células que componen cada tipo de piel, tengan dos genotipos

distintos (26).

En dermatologia, el termino MP se utiliza para describir un grupo de sindromes clinicos que cumplen con
alteraciones pigmentarias que siguen las LB, la Hipermelanosis Nevoide Lineal (OMIM#614323) y
Espiralizada y la Hipomelanosis de Ito (OMIM#300337). Los pacientes con MP, ademas de presentar el
patrén clasico de MCut en forma de LB, pueden presentar otros, dependiendo de la etapa del desarrollo

embrionario en el cual se genere la clona celular anormal (14,25,26):

A) El primer patrén se divide en dos subgrupos en funcion del grosor de las lesiones: el grupo 1A compuesto

de LB finas (Figura 11A) y el grupo 1B compuesto de LB gruesas (Figura 11B).

B) La presencia de cuadros de piel afectada que alternan con cuadros de piel sana, se conoce como patrén
en tablero de ajedrez. Las lesiones se pueden localizar en el tronco y estar bien delimitadas en la linea

media (Figura 11C).

C) La combinacién de lesiones hipo e hiperpigmentadas en forma de hoja y lesiones oblongas que

recuerdan a un adorno floral, se conoce como patron filoide (Figura 11D).

D) Por ultimo, el patrén que con frecuencia siguen los nevos melanociticos congénitos, en forma de parches

sin separacion en la linea media (Figura 11E).
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Figura 11. Patrones de Mosaico cutaneo en individuos con MP. A) LB delgadas; B) LB gruesas; C) Tablero de ajedrez; D) Patron

filoide; E) Parche sin separacion de la linea media (Tomada y modificada de Biesecker LG y Spinner NB, 2014).

El MP se considera un desorden esporadico, con predominio en pacientes femeninos. Las lesiones estan
presentes desde el nacimiento y pueden incrementarse durante la infancia y persistir durante toda la vida
(24). En el 30-90% de los pacientes con MP, se han reportado distintos tipos de manifestaciones extra-
cutaneas, principalmente en los sistemas nervioso central (SNC), musculo esquelético, oftalmoldgico y

cardiaco (Tabla 1). El prondstico de estos pacientes esta directamente relacionado con la severidad de las

alteraciones extra-cutaneas (24,25,29,30).

Tabla 1. Anormalidades extra-cutaneas asociadas al MP

Sistema Involucrado

Manifestaciones

Sistema Nervioso Central

Retraso del Neurodesarrollo
Microcefalia
Hipotonia
Crisis convulsivas

Musculo esquelético

Escoliosis
Dismorfias craneo-faciales
Asimetria corporal

Oftalmoldgico

Cataratas congénitas
Microftalmia

Cardiaco

Defecto septal-ventricular
Tetralogia de Fallot
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1.8 Mosaicismo Pigmentario y Mosaico cromosémico.

La presencia de alteraciones cromosomicas en mosaico como probable base patogénica del MP, ha
permitido explicar la variabilidad del cuadro clinico en estos pacientes, por lo que para detectar MC asociado
a MP, es necesario considerar la relacion entre el tipo celular analizado y las diversas manifestaciones
cutaneas y extra-cutaneas presentes en estos pacientes (4).

Asi por ejemplo, las alteraciones a nivel dermatolégico, podrian sugerir la busqueda de MC en piel, el cual es
un tejido del que puede obtenerse material cromosémico de diferentes tipos celulares (melanocitos,
queratinocitos y fibroblastos), que pueden asociarse con el fenotipo anormal de pigmentaciéon. Se sabe que
el patron de MCut en los pacientes con MP depende del tipo de célula afectada. Los melanocitos y
queratinocitos son células de origen ectodérmico asociadas al MP, debido a que la migracion de estas
estirpes celulares da origen a las LB. Las células de la cresta neural dan origen a los precursores de
melanocitos (melanoblastos), los cuales migran e invaden la epidermis y algunas estructuras del SNC;
mientras que los queratinocitos provienen del ectodermo superficial (Figura 12). Las células dérmicas
asociadas al MP son los fibroblastos, los cuales se originan del mesodermo paraxial y se asocian con los

patrones de MCut no lineales o segmentales (Figura 12) (6, 31-34).

[ ECTODERMO ]

{ Ectodermo Supefrficial ]

{ Neuroectodermo ]

SNC Cresta neural Epidermis Apéndices
(Queratinocitos) cutaneos
Dermisde Célulasdel
caray cuello Sistema Nervioso
= Melanocitos Vet

[ MESODERMO ]

[ Células de musculo cardiaco, musculo esquelético, células ] Fibroblastos de la dermis

de tubulos renales v células hematopoyéticas entre ofras.

Figura 12. Origen embrionario de las células de la piel asociadas a MP. El ectodermo superficial da origen a los queratinocitos y al
neuroectodermo que produce los melanocitos; el mesodermo paraxial (MP) da origen a los fibroblastos de la dermis (Tomada y
Modificada de Zerrucha, 2009 y Wolf, 2003).
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En general, el analisis cromosdmico que se ha hecho hasta ahora en la mayoria de los pacientes con MP, se
ha realizado en fibroblastos de algun tipo de piel. Taibjee et al., en 2009, realizé la busqueda de MC
mediante citogenética convencional (CC), tanto en queratinocitos como en fibroblastos de PC y PO en 10
pacientes con MP, encontrando en 9/10, un cariotipo normal y solo en un paciente se observé una trisomia
del cromosoma 20 en mosaico en queratinocitos de PC (46,XX,+20 [9]/ 46,XX [6]). El resultado se corroboré
utilizando FISH (Hibridacion in situ con fluorescencia), observando la misma alteracion en queratinocitos de
PO, pero no asi en fibroblastos y linfocitos de SP. Por lo que se observa en este estudio, en el 90% de los
casos, el resultado fue el mismo tanto en queratinocitos como en fibroblastos (27). A nivel embrioldgico, se
ha demostrado que los fibroblastos migran de manera similar a las células ectodérmicas, por lo que otros

6érganos pueden presentar anomalias analogas a las que pueden observarse gracias a las LB (4,5).

La deteccion de MC tanto en fibroblastos de piel como en linfocitos de sangre periférica (ambos tipos
celulares de origen mesodérmico), podria explicar ciertas caracteristicas asociadas al MP como la presencia
de alteraciones en sistemas que comparten el mismo origen embrionario (p ej: alteraciones musculo
esqueléticas) (Figura 12) (27). Tomando en cuenta el origen de las células del tejido que se va a analizar, la
presencia de MC en fibroblastos por ejemplo, y no en células de origen ectodérmico, se puede asociar con
un mejor pronéstico neuroldgico, sin embargo en casos en los se presentan solo alteraciones pigmentarias
con patron de LB y un dafio severo del SNC, el MC podria ser confirmado en células de origen ectodérmico

y no presentarse en células de origen mesodérmico (27, 31,34-36).

Se estima que entre el 30-60% de los pacientes con MP pueden presentar alteraciones cromosémicas y de
estas, hasta un 80% se presentan en estado de mosaico (24,25,37). El amplio rango de anormalidades
citogenéticas que ha sido reportado para el MP incluyen mixoploidias, aneuploidias, deleciones, inserciones
y translocaciones (principalmente X;autosoma) entre otras. Se ha observado que los cromosomas X, 8, 13,
14, 18 y 22, se involucran de manera frecuente en estas alteraciones (31,36-39). Sin embargo, a la fecha no
existe un genotipo particular asociado al fenotipo del MP, a excepcion del MCut de tipo filoide, en el cual se
han observado con mayor frecuencia alteraciones del cromosoma 13 (trisomia parcial en mosaico) y del

cromosoma 5 (tetrasomia 5p en mosaico) (29).

En el 40-70% de los casos de MP en los que no se detecta alguna alteracion cromosdémica, seria razonable
asumir que se trate de una alteracion que pase desapercibida por CC o de un mosaico a nivel molecular, ya
que en estos pacientes se han reportado mutaciones puntuales en genes involucrados en procesos de
pigmentacion (migracion celular, metabolismo de melanina y sintesis de factores de crecimiento entre otras)
(37,40). Taibjee et al., en 2004, reportd 76 genes pigmentarios que podrian relacionarse con este fenotipo y
encontrd, que de una base de datos de pacientes con MP y alteraciones citogenéticas, el 88% sobrelapan

con uno o mas de estos genes involucrados en la pigmentacion (37).
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

En la literatura existen cuatro series de pacientes (Tabla 2) y alrededor de 113 casos Unicos en los que se
han analizado por citogenética con bandas GTG, tanto linfocitos de SP como fibroblastos y/o queratinocitos
de piel. EI numero de metafases analizadas por individuo en cada estudio, tuvo un rango de entre 10 y 200
metafases. Los resultados mostraron pacientes con cariotipo normal asi como con MC, con un amplio
espectro de alteraciones cromosémicas que incluyen aneuploidias, mixoploidias, translocaciones
(principalmente X;autosoma), anillos y deleciones entre otras; los cromosomas involucrados fueron: X, 8, 13,
14,18 y 22 (31,36,38,39).

Tabla 2. Hallazgos citogenéticos en cuatro series diferentes de pacientes con MP

Nidmero de pacientes Tejido (s) Alteraciones detectadas por paciente Referencia
Estudiado (s)
Pacientes Con alteracién Numéricas Estructurales
analizados
6 6 r(22)
del(8)(q21924)
+mar* del(18)(q21923)*
SP, Piel normal, +22
PC, PO 69,XXY 31

t(4;5)(931;935),**
inv(7)(p14936),**
t(11;19)(q21;p13.1)**

4 3
PC,PO.Q -13,++7mar 36
45X
8 8 -14* r(14),rob(14;14)(q10;910)*
S del(X)(g21),inv(9)(p13q12)*
38
SP,PC,PO XYYY,+8
add(4p)
del(18p)
r(Y)
45X
45X
13 8 t(X:22)
r(10)
t(15:22)
+(?)
) +18 39
SP, Piel 69 XXY
+i(12p)
del(13)(q11)

Cada renglon corresponde a un paciente.

*Alteracion numérica y estructural detectada en el mismo paciente.
**Alteraciones estructurales detectadas en el mismo paciente.

SP sangre periférica; PC piel clara; PO piel obscura; Q queratinocitos.
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Ademas de las series mencionadas, dentro del laboratorio de Genética y Cancer del Instituto Nacional de
Pediatria desde 2002 se trabaja con una linea de investigacion basada en la caracterizacion citogenética y
molecular de pacientes con MP, de la cual se desprende este trabajo de tesis. El estudio citogenético en 50
pacientes, detectoé alteraciones cromosoémicas en 15 de ellos, las cuales incluyen deleciones, tanslocaciones
X;autosoma, cromosomas marcadores y anillos, con participacion de los cromosomas X, 7, 12, 14, 16, 18 y
22 (41,42).

3. JUSTIFICACION

Como ya se ha mencionado, del 30-60% de los pacientes con MP presentan muy diversas alteraciones
citogenéticas y de estas, hasta el 80% se presentan en estado de mosaico. Ademas, a nivel clinico el 30-
90% de estos pacientes presentan alteraciones extra-cutaneas, principalmente en SNC, sistema musculo
esquelético, oftalmolégico y cardiaco, por lo que se piensa que dichas alteraciones cromosdmicas pueden
ser la base patogénica de estas manifestaciones. Debido a esto, la busqueda de MC en este grupo de
pacientes es de gran importancia para obtener una caracterizacion genética precisa que pueda ayudar al

diagndstico del paciente.

En estudios previos en donde se hace la busqueda de alteraciones cromosémicas en pacientes con MP, el
abordaje citogenético solo se ha hecho en uno o dos tipos de tejidos: ya sea SP o un tipo de piel, PC o PO, y
en muy pocos casos se han estudiado los tres tejidos en un mismo paciente. Considerando que la
distribucion de las alteraciones en mosaico en un individuo puede ser variable y la clona celular anormal
puede estar presente en SP, o solo en un tipo de piel, esta estrategia de analisis en conjunto con el numero
tan variable de células analizadas (10 a 200 metafases), podria sesgar la deteccion del MC (2,6). Tomando
en cuenta ademas, que los pacientes con MP presentan con frecuencia otras manifestaciones clinicas en
conjunto con las alteraciones pigmentarias, es poco probable que el MC quede confinado a células solo de
origen ectodérmico, por lo que la busqueda de MC en pacientes con MP se debe realizar de manera rutinaria

en linfocitos de SP vy fibroblastos de piel (35).

Debido a estas limitaciones, es necesario implementar una estrategia de andlisis que permita detectar con
mayor precisién las alteraciones citogenéticas en estos pacientes. Un analisis citogenético en 50 metafases
de SP, PC y PO de un mismo paciente, incrementa la probabilidad de detectar MC superior al 5%, de
acuerdo a los criterios de Hook (43), ademas de permitir establecer la proporcién de las alteraciones entre
tejidos y detectar aquellas alteraciones que pudieran estar confinadas a un solo tipo de tejido (2,6). La
combinacion del analisis citogenético y metodologias moleculares como FISH y microarreglos (aCGH),

permitira confirmar y/o caracterizar completamente alteraciones observadas por CC (6,44).

Utilizar la estrategia de analisis planteada en este trabajo, que involucra un analisis citogenético en 50
metafases de SP, PC y PO de cada paciente y en los casos que la CC no es concluyente, realizar estudio
molecular, permitira: 1) Incrementar la probabilidad de detectar MC en pacientes con MP y 2) Poder obtener

una correlacion genotipo-fenotipo en aquellos pacientes en los que la alteracion este caracterizada
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completamente. Los resultados obtenidos ayudaran al médico genetista a establecer un diagndstico integral

para los pacientes con MP.
4. OBJETIVOS

4.10bjetivo General
Detectar mosaico cromosémico en linfocitos de sangre periférica y fibroblastos de piel clara y de piel oscura

en pacientes con mosaicismo pigmentario.

4.20bjetivos Particulares

1. Caracterizar a nivel citogenético las alteraciones encontradas en pacientes con MP.

2. Caracterizar por métodos moleculares las alteraciones cromosémicas en aquellos casos en los que la

citogenética convencional no sea concluyente.

3. Obtener en los casos en que se pueda, una correlacion genotipo-fenotipo, que permita junto con el médico

especialista brindarle al paciente un consejo genético adecuado.

5. HIPOTESIS

Se detectaran alteraciones cromosoémicas en al menos 30% de la poblacion analizada.
6. METODOLOGIA

6.1 Poblacion de Estudio

En el presente trabajo se analizaron muestras de SP, PC y PO de 12 pacientes en edad pediatrica con
diagndstico de MP asociado a retraso psicomotor y/o dismorfias, que acudieron a los servicios de Genética

Humana y Dermatologia del Instituto Nacional de Pediatria entre el periodo 2014-2015.
6.2 Criterios de Inclusion

1. Pacientes que cumplen con los criterios clinicos de MP: Dermatosis localizada o diseminada,
caracterizada por la presencia de maculas hipercrémicas o hipocromicas que sigan el patrén de las lineas de

Blaschko. Las maculas deben estar presentes al nacimiento, durante el primer afio de vida.
2. Que acepten participar en el estudio y firmen carta de consentimiento informado (Anexo 1).
6.3 Criterios de Exclusién

1. Pacientes con los que no se cuente con el material necesario para el estudio citogenético y/o molecular,

ya sea de SP o fibroblastos.
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2. Pacientes con otra dermatosis que siga el patrén de lineas de Blaschko como vesiculas, ampollas 0 neo

formaciones.

3. Pacientes con alteraciones pigmentarias relacionadas con desdrdenes monogénicos con herencia
autosémica dominante o recesiva, como sindrome de Waardengburg y con herencia ligada al X, como

incontinencia pigmenti.
6.4 Estudio Citogenético
6.4.1 Estudio citogenético en linfocitos de sangre periférica

De cada paciente se obtuvieron 5ml de sangre periférica con anticoagulante. Se realizé un cultivo celular

para obtener el material cromosémico necesario para el analisis citogenético.
6.4.2 Siembra, cosecha, obtencién de laminillas y bandas GTG

Bajo condiciones de esterilidad se colocaron 15 gotas de muestra en un tubo con 8ml de medio de cultivo
RMPI 1640 y se adicionaron 0.2ml de fitohemaglutinina como agente mitégeno. Se incubd a 37°C durante 72
hrs. Durante la cosecha, se afiadié al cultivo 0.2ml de colchicina (0.02 pg/ml) y se incubé durante 2 hrs/37°C,
posteriormente se centrifugd a 1500 rpm/10 min y se anadieron 8ml de solucién hipotonica de KCI (0.075M)
a 37°C/15 min. Se realiz6 una prefijacién con 2ml de solucidon de Carnoy (metanol:acido acético 3:1) y se

realizaron lavados posteriores con la misma solucién hasta que se obtuvo un paquete celular limpio (45).

A partir del paquete celular obtenido, se hicieron laminillas dejando caer dos gotas del material sobre un
portaobjetos frio y se dejo secar sobre una parrilla caliente hasta evaporar completamente el fijador. Se
evalud la calidad de las laminillas bajo el microscopio y se sometieron a un proceso de maduracion a
60°C/24hrs. El bandeo GTG se realizd6 mediante una degradacién enzimatica con tripsina-EDTA (0.015g-
0.01g), tratamiento con buffer Sérensen (KH,PO,, Na,HPO,) y se tifieron con colorantes Wright (50%) y
Giemsa (5%) (43). Para los casos que fuera necesario, se obtuvieron laminillas para FISH que se mantienen

hasta su uso a 4°C.

6.4.3 Estudio citogenético en fibroblastos de piel

De cada paciente se obtuvieron biopsias de PC y PO (4mm) y se realiz6 un cultivo de fibroblastos.
6.4.4 Siembra de biopsia de piel, cosecha de fibroblastos y bandas GTG

Bajo condiciones de esterilidad, se disgrego el tejido en presencia de tripsina-EDTA (0.05%), obteniéndose
pequefios explantes que se colocaron manualmente en una caja falcon. A cada explante se le adicionaron 1-
2 gotas de medio completo Amniomax y se incubd a 37°C con 5% de CO,. El cultivo se mantuvo en
constante revision para observar su evolucion. Una vez que la monocapa de fibroblastos alcanzé un 70-75%

de confluencia, se realizé el subcultivo celular en cubreobjetos de 22X22mm dentro de cajas Petri y se
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incubaron a 37°C/48 horas. Para la cosecha, Se agregaron 9ul de colcemida (1ug/ml) a cada cultivo y se
incubaron a 37°C/20 minutos. Se retir6 sobrenadante y se adicionaron 3ml de solucién hipoténica (KCI
0.75M) a 37°C/20 minutos. Se retiré sobrenadante y se agregaron 2ml de soluciéon de Carnoy fria (metanol-
acido aceético 3:1). Se realizaron 3 lavados sucesivos con la misma soluciéon hasta obtener preparaciones
limpias. Posteriormente se sometieron a un proceso de maduraciéon a 60°C/24hrs para después realizar el
bandeo GTG, siguiendo el mismo protocolo de degradacién y tincion que para linfocitos. A la par se
obtuvieron preparaciones para FISH, que se meantienen a temperatura ambiente hasta su utilizacién en

caso necesario.
6.5 Estudio Molecular
6.5.1 Extraccion de DNA

Para sangre periférica, se obtuvieron 3ml de SP con anticoagulante y se utilizé un kit comercial para
extraccion de DNA a partir de sangre total (QlAamp DNA Blood Midi, QIAGEN).

Para fibroblastos, al mismo tiempo en que se realizé el subcultivo de células, se obtuvo un cultivo secundario
de cada tipo de piel. La extraccién de DNA se hizo mediante un kit comercial (Blood & cell culture DNA Mini
Kit, QIAGEN).

El DNA se cuantific6 mediante espectrofotometria y se determinaron los cocientes A260/280 y A230/260
para conocer la pureza de la muestra. Se realiz6é un gel de agarosa al 1% en buffer TBE, se tifié con red gel

(10,000X en DMSO) y se observd en una cdmara con luz UV para valorar integridad.

6.5.2 Microarreglos de aCGH

Para el andlisis por microarreglos de aCGH 60K y 1000K version hg19, se analizaron 500 ng y 1000 ng de
DNA gendmico purificado, marcado con fluorescencia y se compar6é con respecto a un DNA control
femenino. Los DNAs se hibridaron con un microarreglo gendémico humano de 60.000 sondas (Agilent 60K) y

de 1.000.000 sondas (Agilent, 1M) respectivamente, mediante hibridacion genémica comparativa.
6.6 Anéalisis de Resultados
6.6.1 Andlisis citogenético

Se analizaron 50 células en metafase de cada tipo de tejido para poder descartar MC superior al 5%, con
base en los criterios de Hook, y utilizando los criterios del Sistema Internacional de Nomenclatura de
Citogenética Humana (ISCN) 2013 (43,46).

6.6.2 Analisis molecular

Para el analisis molecular se eligieron aquellos pacientes que presentaron alteraciones cromosémicas que

no pudieron ser completamente caracterizadas por técnicas de citogenética convencional.

28



La técnica utilizada para la caracterizacién de estas alteraciones, fue el microarreglo de aCGH, el cual basa
su fundamento en el uso de cantidades iguales de un DNA gendmico (DNAg) problema y un DNAg de
referencia (el cual se sabe que proviene de células humanas diploides normales). Ambos juegos de DNAg
son fragmentados y posteriormente marcados con fluoréforos diferentes (p ej: Cy3, un fluoréforo verde para
el DNAg control y Cy5, un fluoréforo rojo para el DNAg problema), posteriormente estos DNA son
combinados para hibridar de manera competitiva con sondas de DNA que estan presentes en el

microarreglo, las cuales contienen secuencias de los 23 cromosomas humanos (Figura 13) (44,47,48).

Los resultados son procesados en un equipo que mide fluorescencia y se analizan mediante técnicas
bioinformaticas y analisis estadistico. Cuando las muestras de DNAg problema o control hibridan con las
sondas del microarreglo, la intensidad de fluorescencia es medida y sera proporcional al nimero de copias
de secuencias de DNA en los genomas problema y control (49,50). La intensidad de fluorescencia emitida
por cada fluoréforo es reportada como Log R, el cual representa el logaritmo base 2 del cociente:
R prahlamn

LogR: S p———

En donde R problema es la intensidad de fluorescencia del DNAg problema y R control es la intensidad de
fluorescencia del DNAg control. Este valor se grafica para cada locus cromosémico, lo que permite observar
variaciones en el numero de secuencias de DNA de cada cromosoma. Asi, un LogR cercano a 0 indica que
ambos juegos de DNA hibridaron en la misma proporcion, por lo tanto el nUmero de copias de secuencias de
DNA en el DNAg problema y control es el mismo; valores superiores a 0 indican una ganancia en el nimero
de copias de secuencias de DNA en el DNAg problema y valores inferiores a 0 indican una pérdida (Figura
13) (49,51).

29



1 DNAg | [1 DNAg
) Control ‘ iProblema

1

b1

- . X: Valores LogR
2 3) 4

i

Ganancia

fEars ' it ™ il
\ |
‘ '% Pérdida

/111wl EE

Y: Localizacion cromosoémica

s
2) \/ arreglo de

DNA

HIBRIDACION

Analisis informatico

Aails
ot
&

Hibridacién ©Ganancia de Pérdida de
proporcional DNA DNA

Figura 13. Principio e interpretacion de un microarreglo de Hibridacion Gendmica Comparativa. (Tomado y Modificado de
Theisen A, 2008).

Las alteraciones caracterizadas o detectadas por los microarreglos de aCGH, fueron analizadas con la base
de datos UCSC Genome Browser (GB), la cual contiene enlaces a distintas bases de datos (p ej: OMIM,
Clinvar y DECIPHER entre ofras), que permiten obtener informacion génica y fenotipica util para la

interpretacion de las alteraciones (52).
6.6.3 Correlacion Genotipo-Fenotipo.

Con la finalidad de poder obtener una asociaciéon genotipo-fenotipo, se tomaron en cuenta las alteraciones
cromosomicas completamente caracterizadas y con la ayuda de un médico especialista, se utilizé una
descripcion de las caracteristicas fenotipicas mas relevantes de los pacientes. Con esta informacion, y la
busqueda en diversas fuentes bibliograficas, se establecid una correlacion genotipo-fenotipo para los
pacientes. El resultado de este analisis, ayudara al médico genetista a brindarle al paciente un diagnéstico

certero, relacionado a las alteraciones genéticas que presentaron.
7 RESULTADOS
7.1 Andlisis citogenético

En este estudio se analizaron muestras de SP, PC y PO de una serie de 12 pacientes pediatricos con

diagnéstico de MP asociado a retraso psicomotor y/o dismorfias (Tabla 3).
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i Tabla 3. Caracteristicas de la poblacién de Estudio

Clave del Edad y Genero
paciente (F/M) Diagnéstico Genético Diagndéstico Dermatolégico
MP-45 3 aflos 7meses RPM, microsomia hemifacial derecha , Dermatosis diseminada a tronco, cabeza vy
(F) microftalmia , microcefalia , ano extremidad inferior que afecta al hemicuerpo
inperforado y MP Dx: Probable  derecho con manchas HP e HPO que siguen LB.
Sindrome de MIDAS
MP-46 6 afios 2 meses RPM,DFM, hipoplasia de nervios Dermatosis caracterizada por lesiones HP en la
(F) opticos, atrofia y heterocromia del iris y parte posterior de los muslos y en extremidades
MP Dx: Probable Sindrome de delecion que siguen LB.
13931 y Sindrome de Waardenburg-
Shah
MP-47 3 afios 9 meses DFM, cabello con implantacion baja en Dermatosis diseminada a tronco, extremidades
(F) region frontal, hipertricosis y MP superiores y abdomen con manchas HPO (ovales,
longitudinales y lanceoladas) que siguen LB.
MP-48 3 afios 7 meses  DFM, hemihipertrofia, microtia grado | y Dermatosis diseminada a ambos miembros
(F) MP pélvicos con manchas lineales HP e HPO que
siguen LB.
MP-50 10 afos 6 DFM, alteraciones dentales, cuello y Dermatosis bilateral localizada a abdomen con
meses torax anchos, hiperlaxitud en codos manchas HP que siguen LB y presencia de 2
(F) bilateral y MP nevos en el dorso.
MP-51 15 afos 8 RM, DFM, antecedente de Manchas HP en exiremidades superiores e
meses retinoblastoma y MP inferiores que siguen LB.
(F)
MP-52 8 afios 8 meses  Discapacidad intelectual, DFM, Dermatosis diseminada a térax, abdomen vy
(F) disquitiasis bilateral y MP extremidades con maculas HP e HPO que siguen
LB.
MP-53 11 anos 6 RPM, DFM, discapacidad intelectual Dermatosis diseminada a tronco y extremidades
meses leve, microcefalia, frente estrecha con con manchas HP que siguen LB.
(F) hipertricosis y MP
MP-54 2 aflos 9meses RPM leve, DFM, clinodactilia, MARA Mosaico pigmentario que sigue LB.
(F) post-operatoria y MP
MP-55 2 afos 9 meses  Microcefalia, RPM, DFM, polidactiia Dermatosis diseminada a extremidades inferiores
(M) preaxial con pulgar trifalangico y que sigue LB
pliegues plantares aberrantes
MP-56 1 afio Retraso global del Neurodesarrollo, peso  Dermatosis localizada a tronco que afecta a
(F) y talla bajos, dolicocefalia, extremidades hemicuerpo izquierdo (térax, abdomen y espalda)
hipotréficas, DFM, retrognatia, Sindrome con manchas HP que respetan la linea media y
colestasico y MP siguen LB.
MP-57 7 afos 5meses Craneo con tendencia a dolicocefalia, Dermatosis diseminada a abdomen y cara interna
(F) DFM, Hipotonia generalizada, pies en de muslos con manchas HP que siguen LB,
forma de mecedora bilateral con ademas, mancha café claro en dorso.
calcaneo prominente.

Dx: Diagndstico; F: Femenino; M: Masculino; MP: Mosaico pigmentario; LB: Lineas de Blashcko; RPM: Retraso

psicomotor;

DFM: Dismorfias faciales menores; RM: Retraso mental; MARA: Malformacion ano-rectal alta; HP:hiperpigmentacién
HPO: Hipopigmentacién
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En el 75% de los pacientes (9/12), se observé un cariotipo normal y el 25% restante (3/12) tuvo un cariotipo
con alteraciones cromosoémicas. Del grupo con alteraciones, en el 67% la alteracion se presento en todas las

células y en el 33% en estado de mosaico (Graficas 1A'y 1B).

A) B)

- Pacientes con Alteraciones -
alteraciones constitucionales

cromosomicas

Pacientes sin

- alteraciones

cromosémicas

Alteraciones en
mosaico

Gréfica 1. Proporcién de pacientes con alteraciones cromosémicas A) 25% de los pacientes tuvieron alguna alteracion

cromosomica y B) 33% de estas alteraciones cromosoémicas, se presentan en estado de mosaico.

En la tabla 4 se muestran los resultados del analisis citogenético en SP, PC y PO de cada uno de los
pacientes con MP. Para cada paciente, se analizaron 50 metafases de cada tejido (excepto SP de MP-45,

MP-51 y MP-54 con 15 metafases), con un nivel de resolucion de 300-600B.
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Clave del paciente

Tabla 4. Analisis Citogenético en pacientes con Mosaicismo Pigmentario

Cariotipo en los 3 tejidos analizados

MP-45

*+ SP: 46,XX [15]
PC: 46,XX,22pstk- [50]
PO: 46,XX,22pstk- [50]

MP-46

SP: 46,XX,del(13)(q21932) [50]
PC: 46,XX,del(13)(q21g32) [50]
PO: 46,XX,del(13)(q21932) [50]

MP-47

SP: 46,XX,9qh+ [50]
PC: 46,XX,9gh+ [50]
PO: 46,XX,9gh+ [50]

MP-48

SP: 46,XX [50]
PC: 46,XX [50]
PO: 46,XX [50]

MP-50

SP: 46,XX [50]
PC: 46,XX [50]
PO: 46,XX [50]

MP-51

= SP: 46,XX [15]
PC: 46,XX,1gh+ [50]
PO: 46,XX,1gh+ [50]

MP-52

SP: 46,XX,22pstk-ps- [50]
PC: 46,XX,22pstk-ps- [50]
Rupturas cromatidicas y cromosémicas en diferentes células: chrb(9)(q?); chtb(10)(g23)
PO: mos 47,XX,+12,22pstk-ps- [44]/ 46,XX,22pstk-ps- [6]
Rupturas cromatidicas y cromosémicas en diferentes células: chrb(X)(p10); chtb(1)(q22); chtb(2)(p32);
chrb(3)(q27); chrb(11)(q24); chtb(12)(q24); chrb(16)(q?); tr(1g;10q)

MP-53

SP: 46,XX,del(4)(p16.1p15.3),16gh+ [50]
PC: 46,XX,del(4)(p16.1p15.3),16gh+ [50]
PO: 46,XX,del(4)(p16.1p15.3),16gh+ [50]

MP-54

SP: 46, XX [15]
PC: 46,XX [50]
PO: 46,XX [50]

MP-55

~ SP: 46,XY [15]
PC: 46,XY,1gh- [50]
PO: 46,XY,1gh- [50]

MP-56

PC: 46,XX [50]
PO: 46,XX [50]

MP-57

SP: 46,XX,13ps- [50]
PC: 46,XX,13ps- [50]
PO: 46,XX,13ps- [50]

SP: Sangre periférica; PC: piel clara; PO: piel oscura. *Pacientes en los que solo realizé el andlisis en PCy PO. ** El estudio citogenético en SP fue realizado
por una persona independiente al estudio
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De los tres pacientes con alteraciones, en el paciente MP-46, se detecté en los tres tejidos una delecion

intersticial en el brazo largo (q) del cromosoma 13: 46,XX,del(13)(q21q32) (Tabla 4 y Figura 14). El anélisis

cromosomico en los padres fue normal.
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Figura 14. Cariotipo del paciente MP-46. A) Cariotipo en SP: 46,XX,del(13)(q21932) [50]; B)

Ideograma del cromosoma 13 normal (13nl) y delecionado. C) Cariotipo parcial en SP y PC donde

se muestra el cromosoma 13 normal (izq) y el cromosoma 13 delecionado (flecha azul).

En la paciente MP-53, se detectd una delecion intersticial en el brazo corto del cromosoma 4 (p):
46,XX,del(4)(p16.1p15.3),16gh+ en SP,PC y PO (Tabla 4 y Figura 15). No se tiene cariotipo de los padres.
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Figura 15. Cariotipo del paciente MP-53. A) Cariotipo en SP:

46,XX,del(4)(p16.1p15.3),16gh+;
delecionado. C) Cariotipo parcial en SP y PC donde se muestra el cromosoma 4 normal

B) Ideograma del cromosoma 4 normal (4nl) vy

(izq) y el cromosoma 4 delecionado (flecha azul).

El paciente MP-52, presentd un cariotipo normal en SP y PC (Tabla 4 y Figura 16 Ay B), y en PO se detectd
un MC compuesto por las siguientes lineas celulares: mos 47,XX,+12,22pstk-ps- [44]/46,XX,22pstk-ps- [6]
(Tabla 4 y Figura 16 C). En este paciente, ademas del hallazgo de MC confinado a PO, en ambos tipos de

piel se detectaron rupturas cromosémicas y cromatidicas en diferentes células (Tabla 4).
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Figura 16. Cariotipo parcial del paciente MP-52. Ay B) Cariotipo
parcial normal de SP y PC; C) Mosaico cromosémico:
mos 47,XX,+12,22pstk-ps- [44]/46,XX,22pstk-ps- [6] (flecha azul).

7.2 Analisis molecular

El analisis molecular mediante microarreglos de aCGH, se realizé en los 2 pacientes con deleciones
intersticiales (MP-46 y MP-53) detectadas por CC, con la finalidad de obtener los puntos de ruptura con

mayor precisién y conocer los genes involucrados en las deleciones.

En el paciente MP-46, el analisis con el microarreglo de 60K de Agilent, confirmd una deleciéon observada
mediante bandas GTG, y con certeza indicé que se trata de una deleciéon monoalélica de 32.7 Mb en donde

las bandas 13921.31-932.1 estan delecionadas (Figura 17).

Cromosoma 13
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Figura 17. Analisis molecular (microarreglos de aCGH Agilent 60K, hg19) en el paciente MP-46. Delecién de 32.7Mb
en las bandas 13g21.31-9g32.1 (Flecha verde).

En la paciente MP-53, el andlisis con el microarreglo de 1000K de Agilent, permitié corroborar y delinear con
precision una delecidon monoalélica de 7.5 Mb, en las bandas 4p16.1-p15.32 (Figura 18A) y en este caso,
ademas permitid identificar una microduplicacion monoalélica de 0.81Mb a nivel de las bandas 8p22-p21.3,
no detectada previamente mediante el analisis cromosomico, debido a que se trata de una delecion por
debajo del nivel de deteccién de la CC (>5Mb) (Figura 18B) (44).
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Figura 18. Andlisis molecular (microarreglos de aCGH Agilent 100K, hg19), en el paciente MP-53 A) Delecion de 7.5Mb que
involucra las bandas 4p16.1-p15.32 (Flecha verde) y B) Microduplicacion de 0.81Mb en las bandas 8p22-p21.3 (Flecha roja).

En la tabla 5 se muestran los resultados del analsis mediante aCGH, asi como el nimero de genes

involucrados en cada una de las alteraciones para la posterior correlacion genotipo-fenotipo.

Tabla 5. Caracterizacion molecular de las pacientes MP-46 y MP-53

PACIENTE MP-46

46,XX.arr[hg19]13q21.31932.1(63,958,459-96,671,274)x1

La region delecionada mide 32.7Mb y afecta a 111 genes y 116 pseudogenes.

PACIENTE MP-53

46,XX.arr[hg19] 4p16.1p15.32(10.047.354-17.614.303)x1, 8p22p21.3(18.712.712-19.523.339)x3

La regién delecionada mide 7.5Mb y afecta a 30 genes.
La region duplicada mide 0.81Mb y afecta a 3 genes: PSD3, SH2D4A y GSGALNACT1

Con la informacién obtenida mediante el analisis de microarreglos, ambos pacientes pudieron ser
caracterizados a nivel genético y utilizando la base de datos UCSC Genome Browser se obtuvo la siguiente

informacion:
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Para las deleciones en 13q y 4p, en la base datos ClinVar y mediante la busqueda en diferentes fuentes
bibliograficas, no se encontraron reportes de deleciones que compartan los mismos puntos de ruptura, sin
embargo en ClinVar y DECIPHER si se tiene registro de deleciones cuyos puntos de ruptura se translapan o
cubren la region de las deleciones detectadas en lo pacientes que se describen en este trabajo. Con relacion
a la microduplicacion en 8p, en ClinVar existe el registro de dos pacientes que comparten los mismos puntos
de ruptura a nivel cromosomico que la detectada en este trabajo, con variaciones moleculares a nivel de

posicion de nucleoétidos involucrados y tamarfio (Mb) de la duplicacién (Tabla 6) (53).

| Tabla 6. Microduplicaciones en 8p22-21.3 registradas en ClinVar.

(8p22-21.3x3) (8p22-21.3x3) MP-53
(8p22-21.3x3)
Numero de RCV000135831 RCV000142194 -
registro
Posicién de chr8:18845845-19456780 chr8: 18852451-19355561 chr8:18712712-19523339
nucleétidos
Tamafio 0.61Mb 0.50 Mb 0.81Mb
Significado Benigna Significado desconocido =
Clinico (Evaluada por ultima vez en Enero (Evaluada por ultima vez en
30,2010) Noviembre 27,2013)
Genes PSD3, SH2D4A, GSGALNACT1y PSD3, SH2D4A y LOC100128993 PSD3, SH2D4A 'y
involucrados LOC100128993 GSGALNACT1

En ClinVar y DECIPHER se tienen registradas otras duplicaciones en 8p clasificadas como patoldgicas y que
traslapan tanto con la microduplicacion detectada en nuestro paciente como con las descritas en la tabla 6,

sin embargo ninguna esta delimitada a la region 8p22-21.3 y todas involucran a mas de 4 genes.
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7.3 Descripcion fenotipica de los pacientes con alteraciones cromosdmicas

Con ayuda del médico genetista, a continuacion se describen las caracteristicas fenotipicas de los pacientes
con alteraciones cromosomicas, en los que tomando en cuenta los resultados tanto del analisis citogenético

como molecular, se podra obtener una adecuada correlaciéon genotipo-fenotipo.

Paciente MP-46: Paciente femenino de 4 afios 10 meses de padres sanos no consanguineos que presenta

retraso psicomotor leve, mosaico pigmentario, dismorfias faciales menores y alteraciones digitales (Figura

19).
C) D)
l ’

naymn

A

Figura 19. Caracteristicas fenotipicas de la paciente MP-46. A) Dismorfias faciales (cejas separadas, puente nasal
aplanado y nariz bulbosa); alteraciones oftalmoldgicas (heterocromia y atrofia del iris); B) Clinodactilia del 5° dedo; C y D)
Lesiones hiperpigmentadas en la parte posterior de los muslos y en extremidades inferiores que siguen LB.

Paciente MP-53: Femenina de 10 afos 8 meses proveniente de casa hogar, no se cuentan con
antecedentes familiares, perinatales ni obstétricos y presenta dismorfias faciales leves, microcefalia,
discapacidad intelectual leve y mosaico pigmentario con lesiones hiperpigmentadas en extremidades que

siguen LB.

Paciente MP-52: Paciente femenino de 8 afios 8 meses de padres sanos no consanguineos que presenta
discapacidad intelectual, mosaico pigmentario, dismorfias faciales menores y cardiopatia. La madre niega

exposicion a agentes teratdgenos y toxicomanias (Figura 20).
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Figura 20. Caracteristicas fenotipicas de la paciente MP-52. A) Dismorfias faciales (asimetria facial con hipoplasia
derecha, cejas muy separadas, ptosis palpebral y puente nasal deprimido); B) Triple hilera de pestafas superiores bilateral;

C y D) Dermatosis diseminada a térax y extremidades con maculas hipercrémicas e hipocrémicas que siguen LB.

7.3.1 Correlacion Genotipo-Fenotipo

Con la informacion obtenida a partir del analisis molecular y considerando la descripcion fenotipica en los
pacientes MP-46 y MP-53, se obtuvo una lista de genes candidatos que estan involucrados tanto en la
delecion en 13g21.31932.1 como en la delecion en 4p16.1-p15.32, que de alguna manera pudieran

asociarse con los hallazgos fenotipicos de ambos pacientes (Tabla 7A y 7B) (54-57).

Tabla 7. A) Correlacion Genotipo-Fenotipo en el paciente MP-46

Locus Gen Caracteristicas fenotipicas en el paciente
13922.3 EDNRB Asociado a caracteristicas clinicas del Sindrome de Waardenburg-Shah como
heterocromia del iris.
13g32.1 GPR180 Asociado a Sindromes que causan atrofia de iris debido a su implicacién en el
desarrollo de las células del musculo liso.
13g31.3 MIR17HG Deleciones heterocigotas de este gen se asocian con caracteristicas clinicas del

Sindrome de Feingold 2: clinodactilia del quinto dedo.

2)) Correlacion Genotipo—Feotipo en el paciente MP-53

4p16.1 PPP2R2C La interrupcion de este gen se asocia con discapacidad intelectual.

Con respecto a la microduplicacién en 8p22p21.3, los genes involucrados en la alteracion no se relacionan

con alguna de las caracteristicas fenotipicas del paciente.

Para el paciente MP-52, al tratarse de una trisomia completa del cromosoma 12, donde varios o ninguno de
los genes en triple dosis de todo el cromosoma, podrian estar asociados con alguna de las caracteristicas
fenotipicas del paciente, se decidioé realizar una busqueda bibliografica de casos con trisomia 12 en mosaico
y concocer si las caracteristicas fenotipicas de los casos reportados en la literatura se comparten con las

que presenta el paciente (Tabla 8) (58-61).
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Tabla 8. Correlacidon genotipo-fenotipo en la paciente MP-52

Referencia Cariotipo® ' Caracteristicas clinicas
AP  DFM CP THPSB
Richer et al., 1977 SP: mos 47,XY,+12 [7%]/46,XY [93%] - - - -
Patil et al., 1983 SP: mos 47,XX,+12 [7]/46,XX [46] - + + -
English et al., 1994 PC: mos 47,XX,+12 [6]/46,XX [50] + + + -
Aughton et al., 1996 Piel’: mos 47,XX,+12 [19]/48 XX,+12, - + - -
+20 [2]/ 46,XX [29]

De Lozier-Blanchet PO: mos 47,XX,+12 [7]/46,XX [38] A iz + -
et al.,2000

Al Hertani et al., 2012 PO :mos 47,XX,+12 [4]/46,XX [17] + + + -
Paciente MP-52 PO :mos 47,XX,+12 [44]/ 46,XX [6] + + + +

a) Cariotipo en el tejido en donde se encontrd la linea celular trisémica.
b) Se desconoce el tipo de piel analizada.
- caracteristica ausente; + caracteristica presente; AP: Alteraciones pigmentarias;
DFM: Dismorfias Faciales Menores; CP: Cardiopatia; THPSB: Triple hilera de pestafias superiores bilateral

Hasta ahora no existe un estudio en el cual se asocien las caracteristicas fenotipicas de los pacientes con

trisomia 12 en mosaico con la triple dosis de genes ubicados en dicho cromosoma.

A nivel fenotipico, como puede observarse en la tabla 8, las alteraciones pigmentarias, las dismorfias
faciales menores y la cardiopatia, son caracteristicas presentes en la mayoria de los casos con trisomia 12
en mosaico que han sido reportados en la literatura, las cuales también se observan en el paciente MP-52.
Con respecto a la triple hilera de pestafas superiores bilateral, es una dismorfia que no se comparte con

ninguno de los casos reportados.

41



8 Discusion
8.1 Andlisis citogenético

El MP ha sido asociado a la presencia de MC y de acuerdo a lo reportado en la literatura, del 30-60% de
estos pacientes presentan alteraciones cromosoémicas, de las cuales hasta un 80% se presentan en forma
de mosaico (24,25,37); en nuestro grupo de estudio, el analisis citogenético reveld un 25% de pacientes con
alteraciones cromosomicas de los cuales, 2 pacientes presentaron deleciones intersticiales del cromosoma
13 y 4 en todas las células analizadas y en un paciente se detecté una trisomia completa del cromosoma 12

en mosaico, confinada a un solo tejido.

En la literatura existen reportes de pacientes con MP en los que se describen alteraciones del cromosoma
13 en mosaico, estas incluyen monosomias, trisomias completas, trisomias parciales asociadas a la
presencia de cromosomas marcadores, anillos y tetrasomias parciales asociadas a isocromosomas de
brazos largos, todas estas encontradas principalmente en pacientes con MP de tipo filoide (62-64). En
general, en pacientes con MP, las deleciones en 13q son un hallazgo poco comun. Existen 4 reportes: dos
casos con delecién en 13q11 (63,65), un caso con delecion en 13g13.3 (39) y un caso con cariotipo 45,XX,-
13,+frag (64), los cuales describen MP asociado a deleciones terminales del cromosoma 13 en mosaico,
pero hasta ahora no existen reportes de MP asociado a deleciones intersticiales del cromosoma 13 en todas
las células. La presencia de esta alteracion se ha asociado con otras anormalidades pigmentarias (p ej:
Sindrome de Waardenbug Shah) (54).

Las deleciones intersticiales en 4p son relativamente raras, hasta el 2015 se han descrito 36 casos (66-67).
Existen solo 2 reportes que describen alteraciones del cromosoma 4 en pacientes con MP: un caso en el que
se detectd material adicional en 4p y un caso con un anillo r(4)(p16.3q35.2), reportados por Thomas et al.,en
1989 y Sigurdarodottir et al., en 1999, sin embargo, no hay reportes que asocien MP con deleciones

intersticiales en 4p (38,70).

Con respecto a los mecanismos de origen de las alteraciones encontradas, para la delecién en 13921932
realmente se desconoce su mecanismo de origen, pero tomando en cuenta que los padres tienen cariotipo
normal, se asume que es de novo. En la literatura se mencionan diferentes mecanismos que pudieran dar
origen a este tipo de alteraciones, como la exposicion a ciertos agentes quimicos, fisicos o biolégicos (p ej;
vincristina, radiacion ionizante o algunos tipos de virus) que pueden producir rupturas de doble cadena en el
DNA, actuando como base molecular de las rupturas cromosémicas necesarias para originar una delecion
(71), ademés de esto, se sabe que eventos aberrantes de recombinacion entre regiones cromosémicas no
alélicas durante la meiosis, pueden originar cromosomas recombinantes portadores de deleciones (19).

Para la delecién 4p16.1p15.3, se desconoce si se trata de una alteraciéon de novo o si fue resultado de algun
rearreglo cromosomico presente en alguno de los padres. Lo mas frecuente reportado en los casos con

deleciones intersticiales en 4p, son deleciones de novo (70). Pero por otro lado, si se asumiera que se trata

42



de una delecion asociada a un rearreglo cromosémico presente en alguno de los padres, esto podria
explicarse de la siguiente manera: los portadores de inserciones intercromosémicas contienen un homaélogo
normal de cada par cromosdmico involucrado en la insercion, un homélogo de un par cromosoémico con una
pérdida (cromosoma donador) y un homologo del otro par con una ganancia (cromosoma receptor), la
segregaciéon de ambos pares cromosoémicos durante la meiosis, podria producir gametos normales,
balanceados, con duplicaciones o con deleciones del segmento involucrado en la insercion, y de esta
manera, si uno de los progenitores del paciente fuera portador de una insercidon intercromosémica que
involucrara al segmento entre 4p16.1-15.3, este pudo haber aportado al cromosoma 4 donador del segmento
y en su descendencia, éste se observaria como un cromosoma 4 con una delecion intersticial en
4p16.1p15.3 (9).

Al hablar de pérdidas de material cromosdmico, es importante conocer el grado de desbalance genético que
producen estas deleciones y se debe considerar un enfoque cuantitativo y uno cualitativo.

1) En un enfoque cuantitativo, las deleciones intersticiales detectadas en los pacientes MP-46 y MP-53 son
deleciones heterocigotas, es decir, solo un homoélogo es portador de la delecion, lo que produce un estado
de hemicigocidad para los genes incluidos en el segmento delecionado. Si estos genes son incapaces de
funcionar en una sola dosis (haploinsuficientes), esto puede provocar un alto grado de desbalance (9,71,72).
Las deleciones visibles a nivel citogenético, incluyen gran cantidad de genes, pero su letalidad dependera
del tipo de material genético involucrado (71).

2) En un enfoque cualitativo, si el desbalance ocasionado por la delecién incluye genes con funciones que
no comprometen la viabilidad celular, como genes cuya secuencia de DNA esta repetida en otro cromosoma
o si incluye segmentos cromosémicos de baja densidad génica, podra ser tolerado. Asi, la densidad génica
de la cromatina delecionada, sera menor si involucra bandas G+ que bandas G- o regiones teloméricas, las

cuales se sabe que son regiones de alta densidad génica (71,72).

En el paciente MP-46, la delecién intersticial en el cromosoma 13 es visible a nivel citogenético e involucra 2
bandas G+ (1321 y 13g31) y 2 bandas G- (1322 y 13932). Las deleciones intersticiales del cromosoma 13
permiten la viabilidad debido a su baja densidad génica (72). El cromosoma 13 es el autosoma de menor
densidad génica con 3.6 genes por Mb, en comparacién por ejemplo con el cromosoma 19, el cual con 22.6
genes por Mb es el autosoma de mayor densidad génica (72,73). En la literatura existen reportes de
deleciones intersticiales a lo largo del cromosoma 13 en nacidos vivos (75-77), lo cual funciona como
evidencia de que este tipo de deleciones no comprometen la viabilidad, aunque si pueden provocar
manifestaciones fenotipicas severas dependiendo de la regién delecionada (75).

En el paciente MP-53, la delecién intersticial en el cromosoma 4, involucra una banda G+ (4p15.3) y una
banda G- (4p16.1); es una delecidon de menor tamafio, ademas de que después de los cromosomas 13 y 18,
es el siguiente autosoma con menor densidad génica, ya que contiene 4.17 genes por Mb (74). Debido a
estas caracteristicas es probable que la delecidn intersticial en 4p, detectada en el paciente MP-53 provoque

un desbalance menor y pueda ser tolerada; como evidencia, Tonk et al., en 2003 realizaron una recopilacién
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de 20 pacientes con deleciones intersticiales en el brazo corto del cromosoma 4 y todos presentan
caracteristicas fenotipicas variables, sin embargo ninguna compromete la viabilidad e incluso se conserva la

capacidad reproductiva (78).

La tercera alteracion cromosomica encontrada, corresponde al paciente MP-52, con una trisomia 12 en
mosaico confinada a un solo tejido. De los 8 casos con trisomia 12 reportados a la fecha, la mayoria la
presenta confinada a algun tipo de piel (58).

Como posible mecanismo de origen de las diferentes lineas celulares encontradas en el paciente, se
propone la hipétesis en la que como resultado de un evento de no disyuncion meidtica, se origind un cigoto
trisdbmico para el cromosoma 12, el cual sufre un rescate trisomico durante las mitosis post-cigéticas y

genera un embridon compuesto de celulas disémicas y trisémicas para el cromosoma 12 (9).

Es importante mencionar que el hallazgo citogenético en el paciente MP-52, es un claro ejemplo de la
importancia de utilizar la estrategia de analisis citogenético que se propone en este trabajo: la lectura de 50
metafases de SP, PC y PO, permiti6 la deteccion del MC: mos 47,XX,+12,22pstk-ps- [44]/ 46,XX,22pstk-ps-
[6]. Como ya se ha mencionado, en los estudios reportados en la literatura (31,36,38,39), la caracterizacion
citogenética de los pacientes con MP incluye el andlisis en un numero reducido de metafases de SP y solo
un tipo de piel (PC o PO), lo que hubiera evitado la deteccion de la alteracion debido a las siguientes
razones:

1) Los pacientes con MP pueden presentar patrones de MCut muy extensos y poco delimitados, por lo que la
distincion entre la piel sana y afectada puede ser dificil (25), ademas, la distribucién de la clona celular
anormal en el organismo puede ser variable por lo que ésta podria encontrarse en ambos tipos de piel o solo
en uno (6). Debido a lo anterior, si en el paciente MP-52 la PC y SP hubieran sido elegidos para el estudio
citogenético, no se habria detectado la linea celular trisdbmica, ya que se encuentra confinada a la PO. Con
respecto al nUmero de metafases, de acuerdo con los criterios de Hook (41), en un analisis en 15 metafases
se excluye MC superior al 14%, por lo que si alguna de las clonas representa el 12% de las células
analizadas, como ocurre con la linea celular disémica en la PO del paciente, ésta podria haber pasado
desapercibida.

En este mismo paciente se detectaron tanto rupturas cromatidicas y cromosémicas, asi como una figura
radial entre los cromosomas 1y 10, todas en diferentes células de la PC y PO. Existen reportes en donde se
observan valores basales para estas alteraciones; Mozardani et al., en 2011, reportaron una frecuencia de
0.025 rupturas cromosémicas por célula en 50 metafases analizadas de individuos sanos (79), por lo que si
tomamos en cuenta estos valores, la frecuencia de rupturas detectadas en este paciente (PC: 0.04 y PO:
0.14), estan ligeramente por encima de los valores reportados para poblacidon sana. Se ha reportado también
que la exposicién a agentes quimicos, fisicos o biolégicos con actividad clastogénica, pueden generar un
incremento en la frecuencia de estas alteraciones (80-82), sin embargo en este paciente se descarta tanto a

nivel pre-natal como post-natal, la exposicion a agentes clastogénicos. A nivel fenotipico, no se observaron
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manifestaciones que pudieran dirigir a la asociacion con algun sindrome de inestabilidad cromosémica, que

de alguna manera podria explicar la elevada frecuencia de rupturas en este paciente.

Por ultimo, con respecto al grupo de pacientes con cariotipo normal, es importante considerar que al tratarse
de un grupo tan heterogéneo a nivel citogenético y fenotipico, cabe la posibilidad de que: 1) la alteracion se
presente en un numero muy bajo de células que no se descarte con el analisis de 50 metafases; 2) que se
presenten anormalidades citogenéticas no detectables mediante citogenética convencional y 3) que se

presente un mosaico a nivel molecular (mosaico génico o epigenético) (5,37).
8.2 Analisis molecular

En los estudios en los que se han aplicado las técnicas de citogenética molecular para el estudio de
alteraciones presentes en los pacientes con MP, se ha conseguido detectar mosaico de bajo nivel, de las
alteraciones encontradas se han obtenido puntos de ruptura exactos, se puede conocer el mecanismo de
origen y establecer correlaciones genotipo-fenotipo, por lo que el uso de estas metodologias representa una

estrategia valiosa en el abordaje de estos pacientes (41,42,63).

A nivel de citogenética convencional, el analisis de cromosomas de alta resolucion (700-850 Bandas), ayuda
de manera importante en la obtencién precisa de puntos de ruptura, sin embargo, en ocasiones no se
pueden obtener cromosomas con ese nivel de resolucion, por lo que el utilizar herramientas moleculares
como aCGH, sirve como una estrategia de apoyo para obtener con exactitud los puntos de ruptura y a la par

obtener informacion de las caracteristicas moleculares de la alteracion (genes involucrados) (44,83).

En los pacientes MP-46 y MP-53, mediante aCGH se caracterizaron a nivel molecular las alteraciones
detectadas con bandas GTG: se obtuvieron puntos de ruptura exactos para las deleciones intersticiales en
13q y 4p (Figuras 17 y 18), se determiné el tamafio exacto de ambas deleciones (32.7Mb y 7.5Mb
respectivamente) y ademas en el paciente MP-53, se pudo detecar la microduplicaciéon en 8p de 0.81Mb,

que por su tamafio, paso desapercibida a nivel citogenético.

A nivel molecular, las alteraciones que involucran ganancia o pérdida de material genético mayor a 1Kb, se
les conoce como variantes del nimero de copias (CNV's) y de acuerdo con esta definicion, las alteraciones
en 13q, 4p y 8p detectadas mediante aCGH, pueden ser consideradas como CNV’s (44). Al conocer la
presencia de una CNV, es de gran importancia conocer su significado clinico y saber si se trata de una
variante normal o un cambio que puede generar consecuencias en el fenotipo del paciente (84). En las
bases de datos no existen reportes de deleciones con las mismas caracteristicas que las encontradas en los
pacientes MP-46 y MP-53, por lo que no existe un registro que las defina como patoldgicas, sin embargo,

presentan algunas caracteristicas que pueden hacerlas compatibles con una CNV de este tipo:
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e Son CNV's de tipo delecion

e En ClinVar se traslapan con CNV's clasificadas como patolégicas

e Son de alta densidad génica (111 y 30 genes) y contienen genes cuya haploinsuficiencia se asocia a
un fenotipo patolégico

e Contienen genes para los cuales OMIM reporta un fenotipo asociado a las caracteristicas clinicas
del paciente (54-57).

En el caso de la CNV de tipo microduplicacién detectada en la paciente MP-53, Clinvar reporta dos CNV's
de tamaio similar y con los mismos puntos de ruptura, una clasificada como benigna y una de significado
desconocido (Tabla 6); tomando en cuenta que ambas son similares a la detectada en dicho paciente, se
puede considerar de caracter benigno, ademas de cumplir con criterios compatibles con una CNV de este
tipo (84):

e Esuna CNV de tipo duplicacion

¢ No contiene genes que en triple dosis provoquen un fenotipo patologico
e Existen reportes de CNV similares en individuos sanos

e Es heterocigota y de baja densidad génica (3 genes)

¢ No contiene genes relacionados con las caracteristicas clinicas del paciente

Para completar su perfil como CNV benigna, la microduplicacién detectada deberia estar presente en alguno

de los progenitores o parientes sanos, sin embargo este dato se desconoce.

Debido a que en la mayoria de los pacientes con MP no se lleva acabo una técnica molecular que permita la
deteccion de CNV's de tipo microduplicacion o microdelecion, es complicado conocer la frecuencia de este
tipo de alteraciones en estos pacientes. En nuestra poblaciéon de estudio, no se descarta que este tipo de
alteraciones pueda estar presente en los pacientes con cariotipo normal (9/12 pacientes) y que puedan
funcionar como base patogénica del MP. Debido a esto, la indicacion del clinico en cuanto a la existencia de
una fuerte relacién entre el fenotipo del paciente y una cromosomopatia, puede ayudar a la busqueda de
este tipo de alteraciones en pacientes con el cuadro clinico de MP.

A pesar de las ventajas que ofrece el microarreglo de aCGH, es importante considerar que no permite la
deteccion de alteraciones a nivel génico (p ej: mutaciones puntuales) (44), las cuales han sido reportadas en
pacientes con MP (37), por lo que no puede descartarse la presencia de mutaciones en nuestro grupo de
pacientes. Tampoco permite la deteccidon de reareglos cromosémicos balanceados, por lo que no puede
utilizarse como una técnica de andlisis independiente al cariotipo con bandas GTG, ya que existen reportes

de alteraciones de este tipo en pacientes con MP (31,37,44).
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8.3 Correlacién Genotipo-Fenotipo

Las alteraciones de pigmentacion en la piel y extra-cutaneas observadas en pacientes con MP en los que se
detectaron alteraciones citogenéticas, pueden relacionarse con la expresion alterada de genes involucrados
en la pigmentacién y/o en el funcionamiento normal de células del SNC, del sistema musculo esquelético y
del oftalmolégico (37). En combinacion con la informacién fenotipica de los pacientes, los resultados
moleculares y la informacion bibliografica, se intentd obtener una certera correlaciéon genotipo-fenotipo en el

grupo de pacientes en los que se detectaron alteraciones citogenéticas.

En el paciente MP-46, la regién delecionada en 13q incluye genes asociados a alteraciones oftalmoldgicas,
pigmentarias y digitales (Tabla 7).

1) En 13g22.3 se encuentra el gen EDNRB, que codifica un receptor acoplado a proteinas G, cuyo ligando
es la endotelina 3(EDN) (20913.2q13.3); estas proteinas activan la via de sefializacion END3/EDNRB
encargada de la migracion de melanoblastos y de células nerviosas a partir de la cresta neural durante la
embriogénesis (28). Las mutaciones homocigotas se asocian con manifestaciones clinicas del Sindrome de
Waardenburg-Shah (SWS) (OMIM#277580), el cual se caracteriza por hipopigmentacion de piel y cabello,
heterocromia del iris, megacolon agangliénico y sordera congénita (85-88). En la paciente MP-46, la
heterocromia del iris es una caracteristica compatible con el SWS (Figura 19A). Tuysuz et al., en 2009,
reportaron 3 pacientes con manifestaciones del SWS y deleciones intersticiales en 13q, donde hay pérdida
del gen EDNRB, por lo que sugieren que la haploinsuficiencia de este gen se relaciona con este sindrome
(54).

2) En 13931.3 se encuentra el gen MIR17HG, el cual codifica para un RNA policistronico que da origen a un
cluster de 6 miRNA's (MIR18A, MIR19A, MIR19A1, MIR19B, MIR20 y MIR92), que juegan un papel
importante en el desarrollo de extremidades durante la embriogénesis (55). Las deleciones heterocigétas se
asocian con el Sindrome de Feingold 2 (OMIM#614326), el cual se caracteriza por la presencia de
malformaciones digitales (braquidactilia, sindactilia y clinodactilia) y retraso del crecimiento (55). De Pontual
et al., en 2011, reportaron 3 pacientes con deleciones en 13931.3 con pérdida de MIR17HG. Mediante RT-
gPCR, observaron 50% de expresion de los 6 miRNA’s codificados por MIR17HG en comparaciéon con
individuos sanos, por lo que sugieren que las malformaciones digitales pueden deberse a la
haploinsuficiencia del gen (89). Por otro lado, Sharaidin et al., en 2013, describieron a un paciente con una
delecion en 13g31.3 (MIR17HG) con clinodactilia del quinto dedo (55) y Hemmant et al., en 2014, reportaron
un paciente con retraso del crecimiento y clinodactilia del cuarto y quinto dedo asociado a una
microduplicacion en 13931.3 que involucra al mismo gen (90). En ambos estudios se considera que la
haploinsuficiencia o la dosis extra del gen, es la causa de las malformaciones digitales. En el paciente
reportado en este trabajo, la pérdida de MIR17HG podria asociarse con la clinodactilia del quinto dedo
(Figura 19B), lo cual ha sido reportado en pacientes con MP y alteraciones del cromosoma 13 que involucran
la pérdida de la region 13q31.3 (30).
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3) En 13g32.1 se encuentra el gen GPR180, que codifica para una proteina G involucrada en la regulacion
del crecimiento de las células del musculo liso. Mutaciones y deleciones que involucran todo el gen o
interrumpen el marco abierto de lectura, se asocian con el sindrome de microcoria congénita (MCOR)
(OMIM#156600), caracterizado por la incapacidad del iris de dilatarse a causa de la ausencia o atrofia del
musculo dilatador de la pupila (56). Faries-Taie et al., en 2015, analizaron mediante aCGH a seis familias
originarias de Francia, Japén y México, en quienes se detectaron microdeleciones en 13q32.1 que
provocaban la pérdida o interrupcidn del gen (56). La haploinsuficiencia podria relacionarse con el sindrome
MCOR, por lo que esta hipotesis permite pensar que existe una relacion entre haploinsuficiencia de GPR180
y atrofia del iris, la cual se presenta en el paciente MP-46, sin embargo esto tendria que comprobarse

mediante alguna técnica molecular que permitiera evaluar su integridad.

A nivel de pigmentacion, la region delecionada en 13q, contiene 2 genes pigmentarios, EDNRB (13922.3) y
DCT (TYPP2) (13932.1). En pacientes con deleciones en 13q y caracteristicas del SWS no se observan
alteraciones de pigmentacién en la piel con patron de LB (54,88), por lo que es poco probable que la
haploinsuficiencia del gen EDNRB sea la causa del MP en el paciente (Figura 19 C y D). Para el gen DCT,
no existe evidencia de haploinsuficiencia, por lo que también se considera poco probable que esté
involucrado en esta entidad. Es importante considerar que el MP no representa un desorden cromosémico
aislado, es una entidad en la que podrian estar involucradas diferentes tipos de anormalidades genéticas
(25). Happle en 2006 y Taibjee et al., en 2004, propusieron que esta entidad podria ser resultado de
mutaciones puntuales en genes de pigmentacion o por la presencia de mosaico epigenético (activacion o
silenciamiento de genes por transposones de tipo LINE1) (5,37). Existen mas de 100 loci que contienen
genes relacionados con la pigmentacién que podrian ser blanco de las alteraciones genéticas asociadas al
MP (91).

Los pacientes con delecidon en 13q pueden presentar un fenotipo muy variado dependiendo de la region
delecionada, todas estas caracteristicas se asocian como sindrome de deleciéon 13q y pueden incluir retraso
psicomotor, dismorfias faciales (presentes en MP-46), alteraciones musculo-esqueléticas y oftalmolégicas,
entre otras (73-77). A la fecha, existen solo 9 reportes de pacientes en los que las caracteristicas del
sindrome de delecién 13qg coexisten con manifestaciones del SWS, como es el caso del paciente MP-46
(54).

Las deleciones proximales en 4p son un hallazgo poco comun y constituyen un sindrome clinico que no se
traslapa con las caracteristicas clinicas del sindrome de Wolf-Hirschhorn (OMIM #194190). El sindrome de
delecion proximal 4p se caracteriza por dismorfias faciales menores, niveles variables de retraso mental y en

algunos casos se presentan crisis convulsivas y anormalidades cerebrales (66,78).

En la paciente MP-53, la regién delecionada en 4p contiene genes asociados a alteraciones de SNC.
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1) En 4p16.1 se encuentra el gen PPP2R2C, el cual codifica para la subunidad regulatoria  de la proteina
fosfatasa A, la cual esta implicada en la plasticidad sinaptica y la diferenciacion neuronal. Las interrupciones
de este gen se han asociado con discapacidad intelectual y problemas de conducta (Tabla 7) (57). Backx et
al., en 2010, reportaron una familia con una t(4;6)(p16.1;922) con interrupcién del gen PPP2R2C, asociada a
discapacidad intelectual leve, epilepsia y problemas de conducta, por lo que sugieren que la
haploinsuficiencia de este gen, podria ser la causa de la discapacidad intelectual (57). La delecién en 4p16.1
en el paciente MP-53 puede estar asociado a la interrupciéon del gen y ser causa de la discapacidad
intelectual, lo cual tendria que comprobarse mediante alguna técnica molecular que permitiera evaluar su
integridad.

2) En 4p15.31 se encuentra el gen SLIT2 relacionado con migracién neuronal; en 4p15.3-p15.2 se encuentra
el gen KCNIP4 el cual codifica un canal de potasio que contribuye a propagar el potencial de accion en las
neuronas y en 4p15.2 el gen LGI2 relacionado con la comunicacion de las neuronas con otras células
nerviosas. Moller et al., en 2007, sugirieron que la haploinsuficiencia de estos 3 genes en pacientes con
deleciones intersticiales en 4p es responsable de las alteraciones de SNC (retraso mental, crisis convulsivas,
malformaciones cerebrales y discapacidad intelectual) (66). Asociado esto a la microcefalia presente en el
paciente MP-53, se sabe que los huesos del craneo crecen en relacién al desarrollo del cerebro por lo que
este sintoma podria ser secundario a alteraciones de SNC (92).

En los casos reportados en la literatura con deleciones intersticiales en 4p, no se describe la presencia de

MP por lo que es probable que esta entidad sea causada por otro tipo de alteraciéon genética (67-69,78).

Como se pudo observar en la tabla 8, los pacientes con trisomia 12 en mosaico (confinada ademas a un solo
tejido), presentan alteraciones pigmentarias (AP), dismorfias faciales menores (DFM) y cardiopatia (CP).
Esta alteracion ha sido reportada en varios casos de diagnéstico prenatal (93) y a la fecha existen solo 6
casos en los que esta alteracion se ha encontrado en nacidos vivos (58-61). En estos reportes, se observan
diferencias en cuanto al tejido en el cual se encontré la alteracion, la proporcién de células anormales y a
nivel clinico, la presencia o ausencia de caracteristicas fenotipicas (Tabla 8). Se ha considerado que la
presencia de células trisomicas en ciertos tejidos y en cierta proporcién, puede provocar alteraciones
fenotipicas muy severas y hasta comprometer la viabilidad, por lo que eventos de presién selectiva durante
el desarrollo embrionario, podrian permitir que la linea celular trisémica quede confinada a secciones del
feto que puedan soportarla (3,4,8,9,23).

En 4 de los 6 casos reportados y en la paciente MP-52, se presenta la linea celular trisémica confinada a

piel y AP, lo cual puede explicarse de la siguiente manera:

e A nivel pigmentario, en el cromosoma 12 existen 6 genes relacionados a la biogénesis de los
melanosomas, por lo que la sobreexpresion de alguno de estos genes debido a la ganancia en el
numero de copias, podria explicar el MP en estos pacientes (37).

e A diferencia de los pacientes con trisomia 12 cofinada a SP que no presentan AP, es probable que

el mecanismo que dio origen a la trisomia 12 haya ocurrido en etapas diferentes de la diferenciacion
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mesodérmica ya que, aunque ambas células (piel y SP), pertenezcan a esta capa germinal, los
fibroblastos de piel surgen exclusivamente del mesodermo paraxial mientras que los linfocitos de SP
surgen del mesodermo lateral (12,32).

Con respecto a la presencia de DFM y CP en los casos con trisomia 12, puede explicarse de la siguiente

manera:

e Enrelacion a la CP, en el cromosoma 12 se localizan aproximadamente 31 genes relacionados con
alteraciones cardiacas (94). Tanto las DFM como la CP, se han asociado a la presencia de dosis
extra de genes del cromosoma 12 en pacientes con el sindrome de Pallister-killian y sindrome de
duplicacion 12p, por lo que la trisomia 12 en mosaico podria relacionarse también con estas
manifestaciones (95).

e Al igual que los fibroblastos de piel y los linfocitos de SP, las células del musculo cardiaco, musculo
esquelético y tejido 6seo son de origen mesodérmico, por lo que es probable que la trisomia 12 se

presente en este tipo de células y sea la causa de las DMF y la CP (12,32).

Tanto la proporcion de células trisémicas como su distribucion en los diferentes tejidos, puede asociarse con

el grado de severidad en el fenotipo (3,4).

Por ultimo, al existir la posibilidad de un rescate trisobmico como mecanismo de formacion de la trisomia 12
en mosaico, es posible que existan células rescatadas con disomia uniparental (UPD) para el cromosoma 12
y esto ser la causa de ciertas caracteristicas fenotipicas en estos pacientes. En nuestro paciente, hasta

ahora no se ha realizado un estudio que permita descartar la presencia de UPD (59).

El hallazgo de la triple hilera de pestafias superiores bilateral es una caracteristica que no se compartié con
ninguno de los casos reportados (Figura 20 A-D). Esta caracteristica, se ha asociado a enfermedades
genéticas que no involucran al cromosoma 12, y también puede no ser de etologia genética (96,97), lo que

podria explicar el hecho de que no sea un rasgo caracteristico de los pacientes con trisomia 12 en mosaico.

50



9. Conclusiones

» La estrategia de analisis citogenético utilizado en este trabajo ha probado ser de gran utilidad para la
caracterizacion de pacientes con MP ya que permiti6: 1) descartar la presencia de alteraciones
cromosomicas; 2) conocer la diferente proporcion de las lineas celulares existentes; 3) hacer evidente ya sea
la alteracién o la linea celular normal en uno de los tres tejidos analizados.

» El apoyo de las técnicas moleculares permitid: 1) caracterizar de manera precisa las alteraciones
cromosomicas; 2) conocer los genes involucrados en la alteracion; 3) detectar alteraciones que pasaron
desapercibidas a nivel citogenético y 4) en los pacientes con fuerte sospecha clinica de cromosomopatia,
permitiria descartar la presencia de alteraciones.

» La caracterizacion precisa de las alteraciones encontradas en pacientes con MP, es una estrategia
valiosa que permite al médico genetista llevar acabo un diagnéstico integral basado en una mejor correlacion
genotipo-fenotipo, al poder realizar una asociacién entre los genes involucrados en las alteraciones vy las
caracteristicas fenotipicas de los pacientes.

» Los resultados de este estudio permitieron describir alteraciones citogenéticas que no se han reportado
previamente o que se han descrito en un numero limitado de pacientes con MP, por lo que su hallazgo
podria contribuir a describir un nuevo fenotipo de pigmentacién anormal.

» Por ultimo, el MP es una entidad en la que podrian estar involucrados diferentes tipos de anormalidades
genéticas, por lo que el estudio de alteraciones génicas y epigenéticas en genes de pigmentacion, en
combinacion con la estrategia de analisis citogenético y molecular utilizada en este estudio, permitiria

conocer con mayor precision las causas de esta enfermedad.
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10. Anexo 1

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
México, D.F.a__ de de 20 .

Por medio de la presente hacemos constar que nuestro hijo, el paciente:

con registro INP y con diagnéstico clinico de mosaicismo pigmentario, participe en el proyecto

“CARACTERIZACION DE ALTERACIONES CITOGENETICAS Y MOLECULARES EN PACIENTES CON
MOSAICISMO PIGMENTARIQO®, que se desarrolla en el Instituto Nacional de Pediatria. Se me ha explicado
que a mi hijo (a) se le tomara una muestra de 5 a 10ml de sangre periférica, asi como biopsias de piel sana y
pigmentada, tomada por personal calificado y bajo todas las medidas de seguridad, como son el uso de
equipo estéril y desechable para la obtencion de la muestra. Se nos ha informado que al tomar estas
muestras puede haber dolor leve o0 molestia en el sitio de la toma y complicaciones como: hematoma, dolor o
infeccion del sitio de la toma. De igual forma, nos han informado que el material genético obtenido, servira
para realizar la determinacién de alteraciones cromosémicas en linfocitos de sangre periférica y fibroblastos
de piel, pudiéndose extender el analisis a otras técnicas moleculares como FISH y/o hibridacién genémica
comparativa en microarreglos por medio de polimorfismos de nucleétido sencillo (SNP array) con la finalidad

de obtener un diagndstico de certeza en nuestro hijo.

Se nos ha informado que dicho estudio se realizara sin costo alguno y seremos informados del resultado en
la consulta de Genética, asimismo que estos resultados seran confidenciales y que nuestra participacion es
completamente voluntaria, por lo que si no deseamos participar, ello no repercutira en la atencion de mi hijo
(a). estamos de acuerdo en su difusion en congresos y revistas médicas con finalidad
exclusivamente cientifica y con respeto a nuestra privacidad. estamos de acuerdo en que se

almacenen las muestras sobrantes para nuevos estudios

Hemos tenido la oportunidad de hacer preguntas que fueron contestadas. La direccion y teléfono para
nuestra localizacion son;

Direccion Teléfono
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