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RESUMEN

MARCO TEORICO: La frecuencia de los defectos congénitos en la poblacion
general es de 2 a 3% y se relacionan con discapacidad intelectual y retraso
global del desarrollo (DI/RGD). La incidencia de discapacidad intelectual es 1 a
3% y su etiologia es heterogénea, una causa son las anomalias cromosomicas.
Las translocaciones entre un cromosoma X y un autosoma (t(X;A)) pueden ser
balanceadas o no; en las desbalanceadas hay un efecto de dosis génica y los
femeninos estan menos afectados que los masculinos. En las balanceadas, en
ambos sexos, pueden presentarse enfermedades monogenicas por
interrupcion o efecto de posicion; en algunos pacientes hay problemas de
fertilidad. El diagndstico de estas anomalias se hace mediante cariotipo con

técnicas de bandeo y/o molecular.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: Una indicacién para realizar cariotipo es
el retraso global del desarrollo/discapacidad intelectual de origen desconocido
con o sin malformaciones congénitas; se obtiene diagndstico en
aproximadamente 6% de los casos. En nuestro pais aun no existe estadistica

sobre RGD/DI con o sin malformaciones congénitas causada por t(X;A).

PREGUNTA DE INVESTIGACION: ;Cual es la prevalencia de alteraciones
cromosomicas del tipo t(X;A) en pacientes del departamento de Genética del
HIMFG con discapacidad intelectual con o sin malformaciones congénitas y

qué caracteristicas clinicas, citogenéticas y moleculares presentan?

JUSTIFICACION: Los defectos congénitos son causa frecuente de consulta y
se pueden presentar con discapacidad intelectual/retraso global del desarrollo,

asociados frecuentemente a anomalias cromosémicas.

OBJETIVOS: Determinar la prevalencia de las translocaciones entre un
cromosoma X y un autosoma en los pacientes con discapacidad intelectual con
o sin malformaciones congénitas atendidos en el departamento de Genética del
HIMFG y conocer las caracteristicas clinicas, citogenéticas y moleculares
implicadas. Los objetivos especificos fueron identificar en el periodo de 2008 a

2017, los pacientes que acudieron a la consulta de genética por discapacidad
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intelectual con o sin malformaciones y en quienes se identific6 una
translocacion balanceada o desbalanceada entre un cromosoma X y un

autosoma.

MATERIAL Y METODOS: Estudio descriptivo, transversal y retrospectivo, el
tamafno de muestra fue por conveniencia. Se revisaron las libretas de
resultados de cariotipos para identificar aquellos que presentaban una t(X;A) y
se seleccion6 un caso clinico para su abordaje en particular. Se excluyeron
aquellos con cariotipo normal o con otro tipo de alteracion cromosémica. Se
realizaron los cariotipos parentales y se analizd con hibridacion in situ

fluorescente (FISH) el caso estudiado en extenso.

RESULTADOS: En el periodo de estudio de 10 anos se realizaron 6315
cariotipos, de los cuales 1630 fueron anormales y s6lo seis correspondieron a
una t(X;A); todos ellos femeninos. En cuatro casos la translocacién fue
balanceada. Se escogié un caso con cariotipo 46,X,add(X)(q22) para su
estudio en extenso. La paciente acudié por amenorrea primaria y retraso en el
desarrollo puberal con antecedente de retraso global del desarrollo. El cariotipo
de sus padres fue normal y el analisis mediante hibridacion in situ fluorescente

demostré la presencia de un der(X)t(X;8)(q22;921)dn.

DISCUSION: Las translocaciones X-autosoma representaron el 0.095% del
total de estudios citogenéticos realizados en el periodo de estudio y el 0.4% de
aquellos que tuvieron una alteraciéon. Las cuatro pacientes con translocaciones
apararentemente balanceadas tuvieron datos clinicos, una de ellas con
t(X;1)(p22.13;921) presentd sindrome de Nance-Horan, al igual que su madre,
un sindrome monogénico cuyo gen responsable NHS se localiza en Xp22.13 y
fue interrumpido por la translocacion. Este caso ya fue publicado, la
enfermedad se presenta en estas mujeres por la inactivacion selectiva del
cromosoma X normal. Las otras tres pacientes con translocaciones
balanceadas de novo presentaron retraso global del desarrollo y diferentes
malformaciones congénitas por lo que deben estudiarse los puntos de ruptura
implicados en las translocaciones. De las dos pacientes con una t(X;A)
desbalanceada, una presentd un cariotipo 45,X,der(X)t(X;13)(928;912),-13dn
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con retinoblastoma unilateral, pie equinovaro y alteraciones renales. La otra,
descrita en extenso en esta tesis, correspondié a una paciente con cariotipo
46,X,der(X)(g22;921)dn, por lo que presenta una monosomia Xq22-Xqter y una
trisomia 8g21-8qter. La paciente presentd disgenesia gonadal por
haploinsuficiencia de los genes localizados en la regidn critica (Xq22-g26) para
el desarrollo ovarico. En ella no hay datos de la trisomia parcial de 8g21-qter,
que incluyen: discapacidad intelectual, crisis convulsivas, talla baja,
hipertricosis, cardiopatias congénitas, criptoriquidia e hipertricosis; sin
embargo, presenta la facies caracteristica. Esto podria explicarse por la
inactivaciéon preferencial del cromosoma X derivativo y su extension al
segmento del cromosoma 8 en la mayoria de las células, compensando la

trisomia parcial 8q.

CONCLUSIONES: La discapacidad intelectual con o sin malformaciones
congénitas asociada con t(X;A) balanceada o desbalanceada es de interés
especial por su incidencia baja, clinica heterogénea en hombres y mujeres y el
sesgo en el patrén de inactivacion del cromosoma X en las mujeres. En las seis
pacientes con t(X;A) identificadas, las causas por las que se realiz6é cariotipo
fueron: presentacién atipica de una enfermedad recesiva ligada al cromosoma
X, retraso global del desarrollo aunado a defectos, amenorrea primaria y
retraso en el desarrollo puberal, considerando que se trata de un hospital
pediatrico. En el caso particular de la paciente descrita en extenso, el analisis
con bandas GTG y el uso de hibridacion in situ fluorescente caracterizaron la
aberracién cromosomica de novo. La correlacion con su fenotipo se puede
establecer si asumimos la inactivacion preferencial del cromosoma X anormal.
La disgenesia gonadal se explica por la monosomia de los genes para la
formacion de ovario en Xq y la falta de datos clinicos de trisomia 8q por la
inactivacion de los genes autosomicos en el cromosoma X anormal. En esta
paciente se podria comprobar la inactivacion sesgada del comosoma X
mediante estudios de replicacion, asi como determinar con mayor precision la
cantidad de material ganado en 8q y aquél perdido en Xq mediante un cariotipo
molecular. En general, en los casos con una t(X;A) balanceada o no, es
importante realizar cariotipo a los padres para determinar si son heredadas o

de novo y usar microarreglos para determinar variantes de dosis génica y la
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secuenciacion de los puntos de ruptura citogenéticos para descartar la
interrupcion de genes particulares o un efecto de posicidn. Todo ello para poder
establecer un diagndéstico mas certero y brindar al paciente y su familia un

asesoramiento genético preciso y personalizado en cada caso.



1. MARco TEORICO
1.1. RETRASO GLOBAL DEL DESARROLLO Y DISCAPACIDAD INTELECTUAL

DEFINICION

El retraso global del desarrollo (RGD) se define como el retraso en dos 0 mas
de las areas del desarrollo de un nifio (antes de los 5 afios de edad), dentro de
las que se encuentran: motricidad fina y gruesa; lenguaje y habla; funciones
cognitivas; desarrollo personal y social y actividades de la vida diaria (Shoukier
et al., 2013).

La deficiencia intelectual (DIl) es una discapacidad caracterizada por las
limitaciones en el funcionamiento intelectual y del comportamiento adaptativo
que se manifiesta en las habilidades adaptativas conceptuales, sociales y
practicas. Esta discapacidad se origina antes de los 18 afos y es definida con
relacion a la inteligencia general que comprende el razonamiento, la
planeacion, la resolucion de problemas, el pensamiento abstracto, Ila
comprension de ideas complejas, el aprendizaje rapido y el aprendizaje por
experiencia (Puri et al., 2016; Oldham J, 2012).

En el dominio conceptual se afectan las habilidades del lenguaje, la lectura, la
escritura, el razonamiento, el conocimiento y la memoria. En el dominio social
incluye la carencia de empatia, el juicio social e interpersonal, habilidades para
la comunicacion y para hacer o mantener amistades. En cuanto al dominio
practico, se involucran aspectos como el cuidado personal, el trabajo, el
manejo del dinero y tareas escolares que necesitan organizacion (Oldham J,
2012).

El término discapacidad intelectual ha reemplazado al de retraso mental e
identifica un puntaje de coeficiente intelectual (IQ) menor a 70. En esta tesis
manejaremos el término deficiencia/discapacidad intelectual indistintamente
(Oldham J, 2012).



PREVALENCIA
La incidencia de retraso global del desarrollo se estima de la mano de la
discapacidad intelectual, y es de 1 a 3% en la poblacién general,

aproximadamente (Shoukier et al., 2013).

ETiOLOGIA

Las causas de DI pueden ser genéticas o ambientales y existe una gran
heterogeneidad clinica que en su mayor parte carece de diagndstico etioldgico
(Puri et al., 2016).

Entre las causas ambientales se encuentran las siguientes: prematurez,
hipoxia, traumatismo craneoencefalico, teratdégenos, infecciones congénitas e
hipotiroidismo (Puri et al., 2016).

De 30 a 50% de los casos de DI se deben a causas genéticas y pueden ser por
anomalias cromosdmicas observables al microscopio, por anomalias en
variantes del numero de copias (CNV) o por mutaciones tanto en genes
localizados en autosomas, como en aquéllos ligados al cromosoma X
(Moeschler, 2014).

Aproximadamente 700 genes han sido asociados a DI con un modo de
herencia autosémico recesivo, autosomico dominante o ligado al cromosoma X
(Vissers et al., 2015).



1.2. DEFECTOS DEL DESARROLLO
DEFINICION
Los defectos congénitos (DC) o del desarrollo son anomalias estructurales o
funcionales, incluidos trastornos metabdlicos, que ocurren durante la vida
intrauterina y se detectan durante el embarazo, el parto o en un momento
posterior de la vida (OMS, 2010).

En recién nacidos vivos (RNV) la frecuencia de DC reportada es de 2 a 3%, la
cual aumenta si se toman en cuenta obitos y abortos puesto que se encuentran

considerados en 15 a 20% de las muertes fetales (Navarrete et al., 2013).

CLASIFICACION

Los DC pueden encontrarse de manera aislada (defecto unico) o en presencia
de otras anomalias (defectos multiples o sindrémicos). De acuerdo a su origen,
los defectos unicos pueden ser: malformaciéon (mayor o menor), variante

morfoldgica, displasia (no neoplasica), deformacion y disrupcion (OMS, 2010).

Los DC pueden dividirse en: malformaciones mayores y menores. Las
malformaciones o anormalidades mayores son defectos que de no ser
corregidos, comprometen significativamente el funcionamiento corporal o
reducen la expectativa normal de vida (p. €j. espina bifida y onfalocele). Las
anormalidades menores son alteraciones con importancia primariamente
cosmética, que no compromete la forma o funcionalidad corporal, se pueden
encontrar en cualquier parte del cuerpo, y pueden ser corregidas 0 no requerir
manejo médico (p. e€j. clinodactilia, pliegue palmar unico) (Avifia et al., 2008;
Van Esch et al, 2005).

ETiOLOGIA

El origen de los defectos congénitos puede obedecer a la presencia de
alteraciones monogénicas o cromosémicas, a la combinacion de factores
hereditarios, a teratdgenos presentes en el medio ambiente, o bien, a carencias
de micronutrientes (OMS, 2010).



La mayoria de las malformaciones mayores ocurren de manera aislada; el 20%
junto con otros defectos. Sin embargo, aunque las malformaciones menores no
ponen en riesgo la integridad de un 6rgano, se ha reportado que hasta el 90%
de los RNV con tres 0 mas malformaciones menores tiene alguna malformacion
mayor; asimismo, el 42% de los casos de discapacidad intelectual de origen
indeterminado, se asocia con tres o mas malformaciones, y de éstas, el 80%

son menores (Szczaluba et al., 2016; Hennekam et al., 2013).

10



1.3. VARIACION ESTRUCTURAL DEL GENOMA HUMANO

DEFINICION

La variacidon estructural (SV, structural variation por sus siglas en inglés) se
define como la variacion genética que incluye todos los rearreglos tanto
estructurales como cuantitativos a nivel cromosémico, es decir, aberraciones
neutrales en el numero de copias, tales como inversiones, inserciones y
translocaciones (rearreglos balanceados), asi como deleciones y duplicaciones
(rearreglos no balanceados) que corresponden a variantes en el numero de
copias (CNV, copy number variant por sus siglas en inglés); una CNV se define
como una variacidbn genética que se refiere solamente a rearreglos
cromosomicos cuantitativos tales como deleciones y duplicaciones; alteran el
estado diploide del DNA cambiando el numero de copias de los cromosomas o
de regiones cromosomicas (Spielmann M et al., 2018; Carvalho CMB et al.,
2016).

ANOMALIAS CROMOSOMICAS

Son alteraciones en el complemento cromosémico de una célula, ya sea en su
numero o debido a un cambio en su estructura (Luthardt et al, 2001; Preston,
2014). Por ello, pueden clasificarse en numéricas y estructurales e involucrar

uno o mas cromosomas (Luthardt FW, 2001).

Las anomalias numéricas a su vez se clasifican en:

e Aneuploidia: se refiere a la presencia de un cromosoma extra
(trisomia), o bien a la ausencia de uno (monosomia) en células
diploides; se asocia frecuentemente a la edad materna avanzada y
constituye una porciéon significativa de las anomalias cromosomicas
observadas en abortos espontaneos. Representa de 12 a 15% de los
casos de discapacidad intelectual (Luthardt FW, 2001; Puri et al., 2016).

¢ Poliploidia: se llama poliploide al complemento cromosdmico que
corresponde a un multiplo exacto del numero haploide. Por lo general,
las triploidias (69 cromosomas) o tetraploidias (92 cromosomas) son

condiciones letales en un cigoto. (Luthardt FW, 2001).
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¢ Mosaicismo cromosomico: se refiere a la presencia en un individuo de
dos o mas lineas celulares con complemento cromosomico diferente que
provienen de un mismo cigoto (Luthardt FW, 2001).

e Quimerismo cromosomico: se refiere a la presencia de dos o mas
lineas celulares con diferente complemento cromosémico que provienen
de mas de un cigoto (Luthardt FW, 2001).

Las anomalias estructurales involucran puntos de ruptura y union dentro de un
solo cromosoma o entre dos o0 mas cromosomas diferentes, que resultan en

cariotipos balanceados o desbalanceados (Luthardt et al, 2001; Preston, 2014).

REARREGLOS BALANCEADOS

Los rearreglos balanceados son las variaciones en las que no hay ganancia ni
pérdida de material genético, tales como inversiones, translocaciones
reciprocas o inserciones de numero neutral de copias (Spielmann M et al.,
2018; Carvalho CMB et al., 2016).

Los rearreglos balanceados incluyen a:

¢ Inversiones: son rearreglos dentro de un solo cromosoma que resultan
de dos rupturas que flanquean o delimitan el segmento involucrado que
se rotara 180° antes de reincorporarse. Se clasifican en pericéntricas y
paracéntricas. Las inversiones pericéntricas, provocadas por una ruptura
en cada brazo cromosémico (p y q), frecuentemente producen un
cambio relativo en su longitud y posicion del centrdmero. Las inversiones
paracéntricas, producidas por dos rupturas en un solo brazo, no
producen un cambio en la longitud, pero pueden ser identificados
mediante los cambios en el patréon de bandeo del cromosoma afectado

(Luthardt et al, 2001)
¢ Translocaciones: resultan del intercambio de segmentos cromosdmicos
entre dos o mas cromosomas no homologos. Existen tres tipos:
reciprocas (producidas por el intercambio de segmentos desprendidos
de dos cromosomas diferentes), Robertsonianas (involucran dos
cromosomas acrocéntricos que se unen cerca de sus centromeros para
formar un solo cromosoma) e insercionales (resultan de tres rupturas,
12



tales que el cambio no reciproco ocurre cuando el segmento de uno de

los cromosomas se inserta en otro cromosoma) (Luthardt et al, 2001).

Los portadores de rearreglos cromosomicos balanceados, por lo general, son

asintomaticos, siempre y cuando no se pierda material cromosomico esencial

y/o no se dafien genes durante el proceso de ruptura y unién. Pueden producir

gametos desbalanceados y tienen un riesgo aumentado para descendencia

con anomalias cromosémicas (Luthardt et al, 2001).

REARREGLOS NO BALANCEADOS

Los rearreglos no balanceados implican ganancia y/o pérdida de material

genético y se conocen también como variantes en el numero de copias o CNV
(Spielmann M et al., 2018; Carvalho CMB et al., 2016).

Los rearreglos no balanceados se clasifican en:

Deleciones: resultan en la pérdida de material genético de un solo
cromosoma. Las deleciones terminales resultan de una sola ruptura
dentro de un brazo del cromosoma, con pérdida de material distal a la
ruptura; las intersticiales involucran dos rupturas dentro del mismo brazo
del cromosoma con pérdida de material entre estos dos puntos de
ruptura (Luthardt et al, 2001; Preston, 2014).

Anillos cromosoémicos: son formados debido a la ruptura en cada
brazo de un cromosoma, con pérdida de material distal a las rupturas y
la subsecuente unién de los extremos terminales. Usualmente varian en
tamano, dependiendo de cuanto material se ha perdido. Suelen ser
inestables durante la division celular, y rara vez, son transmitidos de los
padres a su descendencia (Luthardt et al, 2001).

Duplicacion: ésta anomalia de los segmentos cromosomicos ocurre
usualmente mediante la recombinacion desigual entre cromosomas
homdlogos o cromatides hermanas. En general, son menos dafinas que
las deleciones pero, por lo general, se asocian a algunas anomalias
clinicas (Luthardt et al, 2001).
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¢ Isocromosoma: se refiere a un cromosoma que contiene dos copias
idénticas de un brazo de un cromosoma, mas la ausencia del otro brazo.
Probablemente resultan del intercambio entre cromosomas homologos
durante la meiosis, o mediante la ruptura y union de cromatides
hermanas cerca del centromero. Por otra parte, también se considera
que puede ser producto de la division incorrecta del centrdmero en
cualquier divisién celular, aunque esto es menos frecuente (Luthardt et
al, 2001; Preston, 2014).

VARIACION ESTRUCTURAL EN CONDICIONES PATOLOGICAS

En la actualidad, la patogenicidad de las SV que interrumpen o incluyen la
ganancia o pérdida de secuencias codificantes (CNV), se interpreta con base a
un efecto de dosis génica; ésta se refiere al numero de copias funcionales de
un gen en particular, incluyendo todas sus regiones reguladoras, presentes en

un genoma (Spielmann M et al., 2018).

El descubrimiento de que las SV pueden resultar patogénicas, aun sin cambiar
secuencias codificantes del genoma, indicé que las SV pueden afectar la
regulacion de la expression génica por efecto de posicion. Las SV producen
cambios en la expresion de un gen si éste es interrumpido o insertado en una
region diferente del genoma o si las SV conectan genes previamente no
conectados entre si 0o con sus elementos reguladores (Spielmann M et al.,
2018; Weischenfeldt J et al., 2013).

Las SV tienen una alta probabilidad de afectar la posicion y/o funcion de
elementos reguladores en cis, tales como promotores, potenciadores,
silenciadores y aislantes. Los efectos de posicion pueden ser explicados si se
toma en cuenta la tercera dimension de los cromosomas: el plegamiento de la
cromatina en el espacio tridimensional del nucleo (Spielmann M et al., 2018;
Pombo A et al., 2015).

La mayoria de las interacciones entre promotores y potenciadores ocurren en

dominios asociados topolégicamente (TAD, topologically associating domains
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por sus siglas en inglés), que son regiones gendmicas de megabases de
longitud que interactuan entre ellas mismas mas frecuentemente de lo que
interactuan con el resto del genoma; los TAD forman andamios gendmicos que
facilitan interacciones reguladoras mientras aislan la actividad reguladora de
dominios cercanos, ademas, los TAD delimitan las regiones genodmicas en las
que un potenciador puede actuar (Spielmann M et al., 2018; Bonev B et al.,
2016; Pombo A et al., 2015).

Estudios a gran escala han establecido un papel para las CNV de novo en la
etiologia de diversas enfermedades, incluyendo la discapacidad intelectual,
desordenes del espectro autista, cardiopatias congénitas, esquizofrenia y

malformaciones congénitas de extremidades (Spielmann M et al., 2018).

MECANISMOS DE VARIACION ESTRUCTURAL
La estructura del genoma humano permite que existan sitios inestables y
susceptibles a rearreglos gendmicos que puedan ser responsables tanto de

patologias, como de rasgos nuevos e incluso de evolucion (Lupski et al., 2005).

La variacion estructural puede producir variantes en el numero de copias. Las
CNV, como ya se mencioné anteriormente, son una clase de variaciéon
estructural que puede involucrar ganancias o pérdidas complejas de

secuencias homdlogas en multiples sitios del genoma (Krausz et al., 2015).

Un cambio en el numero de copias requiere asimismo de un cambio en la
estructura cromosomica, mediante la union de dos secuencias previamente
separadas. Estas uniones recurrentes de CNV son encontradas en repetidos
de numero bajo de copias (Low Copy Repeats o LCR por sus siglas en inglés)
que proveen sitios de recombinacion homologa no alélica (NAHR, Non Allelic
Homologous Recombination por sus siglas en inglés). Los LCR, también
llamados duplicaciones segmentarias, son secuencias que se encuentran dos o
varias veces en el genoma. Las CNV surgen de recombinacién homdloga no
alélica entre secuencias repetidas o mediante mecanismos de replicacion

alterados principalmente por la detencion de las horquillas por la presencia de
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rupturas de doble cadena, ambos mecanismos ocurren a través de todo el
genoma (Hastings et al., 2009; Carvalho CMB et al., 2016).

La recombinacién homdloga no alélica que toma como sustrato a los LCR
debido al alto grado de similitud en su secuencia (97% o mas) y que miden mas
de 10 kilobases, es responsable de la mayoria de los rearreglos gendomicos

recurrentes en el genoma humano (Startek et al., 2015).

Los dos LCR implicados pueden ser intercromosémicos, intracromosémicos o
intracromatides y estar orientados en forma directa o indirecta, uno con
respecto al otro. El rearreglo puede producir diferentes productos, por ejemplo:
duplicacion, delecién, inversién o translocacion (Carvalho et al., 2010; Carvalho
CMB et al., 2016).

Diferentes autores han pensado que el hecho de que la NAHR ocurra
particularmente en sitios con elementos LINE sea debido a que estos tengan
una estructura o motivo que facilite la recombinacion y que incluso los
transposones inactivos contribuyan a la inestabilidad gendmica a través de este

mecanismo (Startek et al., 2015).

Una unién de Holliday (HJ, Holliday Junction por sus siglas en inglés) es una
estructura de acido nucleico ramificada que contiene cuatro brazos de doble
cadena unidos entre si. Las uniones de Holliday son un intermediario clave en
diversos tipos de recombinacion genética, asi como en la reparacién de las
rupturas de doble cadena, que deben ser procesadas por disolucion (uniones
de Holliday dobles) o por resolucion para asegurar la estabilidad del genoma.
Las HJ son requeridas para una reparacion correcta del DNA, asi como para la
segregacion cromosomica. Estas uniones usualmente tienen una secuencia
simétrica y son moviles, haciendo que los 4 brazos individuales puedan
deslizarse a través de la union en un patrén especifico que conserva el
apareamiento de bases, por lo que la estructura cruciforme ayuda a resolver la
tension en las hélices con secuencias simétricas (Hastings et al., 2009;
Marsolier-Kergoat MC et al., 2018).
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La formacion de intermediarios de Holliday durante la reparacion de DSB
(Double Strand Break, rupturas de doble cadena por sus siglas en inglés) por
recombinacion homologa es un mecanismo que lleva a conversion génica o a
entrecruzamiento. Por otra parte, la correccion por sintesis dependiente de
alineamiento de cadena (SDSA, synthesis-dependent strand-annealing) no
genera entrecruzamientos; parece que la SDSA es un mecanismo adecuado
para evitar los entrecruzamientos y la pérdida de heterocigosidad, sin perder su
capacidad de producir cambios en el numero de copias cuando los templados
de DNA contienen repetidos directos (Krogh et al., 2004; Marsolier-Kergoat MC
et al., 2018).

Los mecanismos de variacion estructural minimizan los cambios cromosémicos
estructurales, incluyendo a las CNV, evitando apareamientos incorrectos, sin
embargo, en meiosis se requiere de la recombinacion homdloga por lo que se
considera que existe un mayor impacto en la frecuencia de aparicion de CNV

durante la misma (Hastings et al., 2009).

Ademas de los mecanismos de recombinacion homodloga, existen mecanismos
de reparacion de DNA que se basan en secuencias con homologia limitada o
sin ella. Cuando la homologia no es utilizada para asegurar que las moléculas
se vuelvan a unir en la posicion correcta, existe la probabilidad de que ocurran
cambios genéticos, entre ellos cambios en el numero de copias. Estos
mecanismos que no usan recombinacion homologa pueden ser divididos en

replicativos y no replicativos (Hastings et al., 2009; Stringer JM et al., 2018).

La union de extremos no homélogos (NHEJ, Non Homologous End Joining por
sus siglas en inglés) junta los extremos terminales de una ruptura de doble
cadena de manera precisa o bien, con delecion de 1 a 4 pares de bases y en
algunas ocasiones inserta DNA libre proveniente de mitocondrias o de
retrotransposones, por lo tanto, este mecanismo de reparacioén contribuye a los
rearreglos cromosomicos mediante la unién de secuencias no homdélogas, lo
cual puede ser observado en rupturas inducidas por endonucleasas o por dafo
provocado por agentes quimioterapéuticos, o bien, cuando dos asas de
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replicacion se encuentran en una ruptura del DNA (Hastings et al., 2009;
Rotger et al., 2007; Stringer JM et al., 2018).

Los eventos de recombinacion no homodloga que subyacen cambios en el
numero de copias, también permiten volver a colocar exones entre diferentes
genes mediante translocacion, insercidn o delecion, por lo que las proteinas
adquieren nuevos dominios y nuevas propiedades (Rotger et al., 2007; Stringer
JM et al., 2018).

Por ultimo, el mecanismo de detencion de la horquilla de replicacion/replicacion
inducida por ruptura mediada por microhomologia (FoSTeS/MMBIR, Fork
Stalling Template Switching/microhomology-mediated break-induced replication
por sus siglas en inglés) es un mecanismo de replicacion basado en
microhomologia en tramos cortos localizados en los puntos de ruptura; cuando
el asa de replicacion se detiene, el extremo 3’ de la cadena recién sintetizada
puede reanudar la sintesis de DNA sobre un templado diferente en una

segunda asa de replicacion cercana (Carvalho et al., 2010; Liu G et al., 2018).

ABORDAJE DE PACIENTES CON DISCAPACIDAD INTELECTUAL CON O SIN DEFECTOS
CONGENITOS

El abordaje de RGD/DI con o sin DC consta de anamnesis dirigida, exploracion
fisica y estudios de laboratorio, gabinete, citogenéticos y moleculares. Se
realiza una historia clinica detallada que incluya un arbol genealdgico de tres
generaciones como minimo. EIl interrogatorio va dirigido a descartar
antecedentes de consanguinidad que aumenten la posibilidad de una
enfermedad autosodmica recesiva, asi como a identificar varones afectados que
desciendan de un femenino aparentemente normal, como en el caso de las
enfermedades ligadas al cromosoma X (NOM-173-SSA1-1998; Miller et al.,
2010; Puri et al., 2016).

Se deben investigar detalladamente antecedentes prenatales y perinatales para
descartar dafo por hipoxia; ser exhaustivo en la valoracion del desarrollo

psicomotor, el inicio y la progresion de los sintomas, asi como documentar los
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diagnosticos previamente establecidos. En la exploracion fisica se debe hacer
hincapié en la somatometria, percentilar peso y talla, el perimetro cefalico, para
identificar micro o macrocefalia primaria o adquirida; posteriormente continuar
con el resto de la misma. La identificacion de variantes del desarrollo familiar
normal o de dismorfias faciales, asi como de otras partes del cuerpo que
orienten hacia algun diagnéstico especifico o bien, entidad que debera ser
estudiada. En cuanto a nifios de 5 afios o0 menores, se debera determinar si el
retraso en el desarrollo es global o selectivo, asi como si es progresivo o
estatico (NOM-173-SSA1-1998; Miller et al., 2010; Puri et al., 2016).

En todos los pacientes pediatricos se deben realizar las evaluaciones
especificas necesarias como: tamiz metabdlico en orina o ampliado en sangre,
potenciales evocados auditivos y visuales, electroencefalograma, resonancia
magnética de craneo, pruebas de funcion tiroidea, todo esto con el objetivo de
descartar la influencia de prematurez, desnutricion, agudeza visual y/o auditiva
disminuidas, asi como hipotiroidismo entre otras causas organicas. De igual
manera, se realiza cariotipo con bandas G a aquéllos pacientes que cumplan
las indicaciones para realizar este estudio; actualmente, el estudio de primera
linea en el abordaje de pacientes con discapacidad intelectual es el cariotipo
molecular basado en microarreglos, sin embargo, no es un estudio que se
encuentre al alcance en nuestro sistema de salud. El asesoramiento genético
se da de acuerdo a la valoracion de los hallazgos tanto de cariotipo
convencional como molecular (NOM-173-SSA1-1998; Miller et al., 2010; Puri et
al., 2016).

DIAGNOSTICO

De manera general, el diagnostico de la DI depende de si se cuenta con una
sospecha diagnoéstica o no. Cuando no se cuenta con un diagndéstico especifico
se deben descartar alteraciones organicas que incluyen potenciales evocados
visuales y auditivos, electroencefalograma e imagen de resonancia magnética
de craneo (NOM-173-SSA1-1998; Miller et al., 2010; Puri et al., 2016).
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¢ METODOS PARA LA DETECCION DE VARIACION ESTRUCTURAL
Desde 1959, las preparaciones cromosémicas de tejidos humanos han sido
usadas para detectar cambios en el numero de cromosomas o en su estructura
(Martin CL et al., 2015).

La discapacidad intelectual de origen desconocido con o sin defectos
congénitos es una indicacion para realizar un cariotipo ya sea por meétodos
basados en la observacion directa de los cromosomas o bien, por métodos

moleculares o genomicos (Puri et al., 2016).

El cariotipo se define como la caracterizacion morfolégica del complemento
cromosomico de un individuo tomando en cuenta el numero, la forma y el
tamano de los cromosomas mediante el analisis de los mismos en metafase o
prometafase tefidos con técnicas que permiten obtener un patrén caracteristico
para cada uno de ellos y su homologo, por ejemplo: con las bandas GTG; tiene
una resolucion de 5 a 10 Mb y permite detectar aneuploidias, asi como
deleciones y duplicaciones mayores a 5 Mb, y rearreglos balanceados como
translocaciones e inversiones y marcadores en mosaico (Merel et al., 2012;

Gongalves et al., 2016).

El cariotipo con bandas G con una resolucion mayor a 550 bandas no ha
resultado muy util para el uso clinico en pacientes que no cuenten con una
sospecha diagndstica. Por ello ha sido necesaria la introduccion de métodos
moleculares como la hibridacioén in situ con fluorescencia (FISH, Fluorescense
In Situ Hybridization por sus siglas en inglés) que es una técnica que utiliza
sondas de DNA marcadas con fluorescencia para detectar ganancias, pérdidas
o reubicaciones de segmentos especificos de DNA y puede ser utilizada para
una mayor certeza en la evaluacion citogenética (Merel et al., 2012; Martin CL
et al., 2015).

En la actualidad es posible realizar un cariotipo molecular empleando métodos
gendémicos como la hibridacidn gendmica comparativa sobre microarreglos
(aCGH). Esta prueba es considerada como la prueba diagnéstica de primera

linea en individuos con discapacidad intelectual/retraso global del desarrollo y
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anomalias congeénitas; cuenta con una resolucion cien veces mayor comparada
con el cariotipo con bandas GTG; permiten detectar ganancias o pérdidas mas
pequeias que lo posible por técnicas convencionales y solo necesita una
cantidad de DNA muy pequena (50 ng). Ademas de que no se requiere cultivar
la muestra del paciente, mientras que en el cariotipo esto tarda 3 dias. Sin
embargo, los métodos de cariotipo basados en aCGH-microaarreglos no
detectan rearreglos cromosomicos balanceados. El uso de sondas SNP (Single
Nuclotide Polimorfism o polimorfismo de un solo nucleétido), permite detectar
un genotipo especifico (alelo) en el lugar de la sonda, siendo posible identificar
también la pérdida de heterocigosidad y la disomia uniparental. (Shoukier et al.,
2013; Miller et al., 2010; Martin CL et al., 2015).

Ademas, el uso de microarreglos como estudio de primera linea para el
abordaje de discapacidad intelectual acompanado o no de malformaciones
congénitas tiene una tasa diagnostica de 15 a 20% a diferencia del cariotipo
convencional que solo permite establecer un diagndstico en 6%. (Miller et al.,
2010).

Por otra parte, algunos autores utilizaron un algoritmo que proponia utilizar -en
casos de DI aislada- aCGH como prueba diagndstica inicial y en caso de que
fuera necesario se realizaria un panel génico o la secuenciacién de exoma
completo (WES: Whole Exome Sequencing por sus siglas en inglés) que forma
parte de las técnicas de Secuenciacion de Segunda Generacion (NGS, Next

Generation Sequencing por sus siglas en inglés) (Anazi et al., 2016).

La NGS es un término colectivo que engloba las técnicas de secuenciacién en
la era post-Sanger que en la ultima década ha sido util para identificar nuevos
genes candidatos asociados a DI de origen monogénico y debido a la gran
heterogeneidad genética de esta entidad, probablemente llegue a ser la prueba
diagndstica de primera linea para la discapacidad intelectual de origen

desconocido (Vissers et al., 2015).
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1.4. CROMOSOMA X
CARACTERISTICAS GENERALES
Se trata de un cromosoma submetacéntrico que mide 156 millones de pares de
bases; contiene 843 genes codificantes, 640 genes no codificantes y 872

pseudogenes (www.ensembl.org).
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Figura 1. Idiograma del cromosoma X. Al lado izquierdo se muestra el idiograma
con bandas GTG, asi como la representacion grafica del porcentaje general de los 843
genes codificantes (rojo), 640 no codificantes (azul) y 872 pseudogenes (negro).
Imagen tomada de www.ensembl.org, abril 2018.

El cromosoma X es pobre en genes y tiene bajo contenido en G+C (39%),
comparado con el promedio en el genoma humano (41%), este cromosoma
contiene el gen mas grande del genoma humano: DMD, que codifica para la
distrofina. Asimismo, los repetidos interespaciados derivados de

retrotransposones representan 56% de la secuencia eucromatica del
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cromosoma X, comparado con el promedio del genoma que es 45% (Ross M et
al., 2005).

De los 700 genes asociados a DI, ya sea con modo de herencia ligada al
cromosoma X o bien de origen autosomico (dominante o recesivo), alrededor
de 100 genes causan DI ligada al cromosoma X y del 10 al 13% de la DI en

varones es debida a mutaciones en estos genes (Puri et al., 2016).

INACTIVACION DEL CROMOSOMA X

Los cromosomas sexuales, X e Y de los mamiferos, se originaron de un par
autosomico. EI cromosoma X conserva mas del 95% de los genes ancestrales,
mientras que el cromosoma Y sélo conserva el 2%, esto ocasiona un
desbalance genético para los genes ancestrales entre los individuos femeninos
y masculinos, por lo que existe una estrategia para la compensacion de dosis
desarrollada en los mamiferos; consiste en que los femeninos inactivan
transcripcionalmente uno de sus dos cromosomas, en un proceso conocido
como la inactivacion del cromosoma X (ICX) (Finestra et al., 2017; Pinheiro et
al., 2017).

La ICX se inicia durante el periodo embrionario, cuando se encuentran de 10 a
20 células del epiblasto. A pesar de las multiples investigaciones, los
mecanismos de transcripcion o asociados a cromatina, responsables para la
iniciaciéon de la silenciacién génica mediada por XIST aun faltan de definir y ser
clasificados (Lee JT et al., 2013; Pinheiro et al., 2017).

Sobre la expresion de XIST, los genes a lo largo del cromosoma X inactivo (Xi)
empiezan a ser silenciados progresivamente, con genes que son silenciados en
etapas tempranas, medias o tardias de la inactivacion del cromosoma X. Se ha
sugerido que el silenciamiento pueda ser un proceso con un gradiente lineal de
XIST dentro del centro de inactivacion del cromosoma X (Xic), silenciando

primero los genes mas cercanos a él mismo (Pinheiro et al., 2017).
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Durante el desarrollo embrionario femenino, mantener dos cromosomas X
activos es letal, indicando que la regulacion estricta de la expresion de genes

ligados al cromosoma X es esencial (Finestra et al., 2017).

A pesar de la complejidad del proceso, del 12 al 20 % de los genes ligados al X

escapan a la ICX en el humano (Finestra et al., 2017; Pinheiro et al., 2017).

En los modelos murinos, que son los mejores estudiados para el tema de la
ICX, se ha visto que la inactivacion se lleva en 2 eventos principales. El primer
evento corresponde a la inactivacion del cromosoma X de origen paterno en los
primeros 2 a 4 dias de la embriogénesis, lo cual se revierte en las células de la
masa interna. Ya que se ha implantado el cigoto, se inicia la inactivacién del
cromosoma X al azar (ICXa), la cual sera transmitida a toda la clona en un

numero infinito de divisiones celulares (Finestra et al., 2017).

Por dltimo, en tejidos adultos, la expresidn génica, la organizacion
tridimensional y el estatus epigenético general de Xi son esenciales para
mantener el silenciamiento de Xi. En el caso de los humanos, la ICX se
completa en el periodo de preimplantacion del embrion cuando el epiblasto
apenas consta de 10 a 20 células y ya que se establecio, el patron de ICX se
propaga establemente en el cuerpo, con el mismo cromosoma X mantenido
como Xi en divisiones mitéticas subsecuentes (Lee JT et al., 2013; Finestra et
al., 2017).
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TRANSLOCACION ENTRE UN CROMOSOMA X Y UN AUTOSOMA

La translocacion entre un cromosoma X y un autosoma es un rearreglo que
resulta del intercambio de segmentos entre un cromosoma X y uno de los
autosomas. Se estima que se presentan en uno de cada 30 000 recién nacidos
vivos (Luthardt et al., 2001; Dhanlaxami L et al., 2014).

Las portadoras de una translocacion balanceada X;autosoma pueden tener un
fenotipo normal, es decir no tener alteraciones fenotipicas e incluso ser fértiles;
sin embargo, llegan a ser detectadas ya que acuden a atencién médica debido
a pérdidas gestacionales recurrentes, o por infertilidad. Por otra parte, el cuadro
clinico se puede asociar a: amenorrea primaria o secundaria, hipogonadismo y
a anomalias congénitas multiples y discapacidad intelectual, tanto para
portadoras balanceadas de translocacion X; autosoma, como para las
portadoras no balanceadas de la misma, aunque mucho depende del material

cromosomico que se encuentre perdido o ganado (Dhanlaxami L et al., 2014).

Las anomalias cromosomicas ocurren en 8.8 al 33% de las mujeres con falla
ovarica prematura y del 10 al 15% de los casos son anomalias del cromosoma
X, ya sean numericas o estructurales, dentro de las cuales se encuentran las
translocaciones entre un cromosoma X y un autosoma balanceadas y

desbalanceadas (Baronchelli S et al., 2012).

Los rearreglos estructurales que involucran a un cromosoma X pueden
interrumpir la recombinacién normal en meiosis llevando a su arresto, sobre
todo en masculinos, en femeninos no es frecuente la detencidén de la meiosis
(Baronchelli S et al., 2012).

Las translocaciones desbalanceadas entre un cromosoma X y un autosoma
proveen un sistema unico para el estudio de la propagacion de la ICX; en el
90% de estos rearreglos, el cromosoma X anormal se inactiva para evitar la
nulisomia funcional de un segmento del cromosoma X y la trisomia parcial del
autosoma (Schluth C et al., 2007).
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Exactamente como ocurre en el cromosoma X, se ha demostrado que varios
genes autosomicos encontrados en cis con el Xi se vuelven inactivos, mientras
que otros escapan a la ICX, asimismo, la propagacién de la sefial de
inactivacion generalmente es menos eficiente en la cromatina autosémica en
comparacion con el cromosoma X y esta relacionada significativamente con la
densidad de repetidos L1. Tanto L1 como L2 son las unicas clases de repetidos
que se encuentran enriqueciendo significativamente las zonas alrededor de los
genes translocados en el tipo de anomalia cromosdmica estructural antes
mencionada y que rodean genes autosomicos silenciados por la ICX (Tannan
NB et al., 2014).
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1.5.CROMOSOMA 8

CARACTERISTICAS GENERALES

El cromosoma 8 es un cromosoma submetacéntrico perteneciente al grupo C.

Este cromosoma mide 145 millones de pares de bases aproximadamente, tiene

670 genes codificantes y 1041 no codificantes, asi como 629 pseudogenes

(www.ensembl.org).
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Figura 2. Idiograma del cromosoma 8. Al lado izquierdo se muestra el idiograma
con bandas GTG, asi como la representacion grafica del porcentaje general de los 670
genes codificantes (rojo), 1041 no codificantes (azul) y 629 pseudogenes (negro).

Imagen tomada de www.ensembl.org, abril 2018.

El cromosoma 8 es el primer autosoma y uno de los Unicos dos cromosomas

(siendo el otro el cromosoma X) para los cuales su secuencia se extiende a

toda la regién pericentromérica (Nusbaum et al., 2006).
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Cerca del 8% de los genes del cromosoma 8 participan en el desarrollo y
funcién cerebral, asi como cerca de 16% estan involucrados en cancer
(Tabarés-Seisdedos R et al., 2009).

Algunos ejemplos de enfermedades monogénicas relacionadas con el
cromosoma 8 son: anemia de Blackfan-Diamond (MIM #105650), sindrome de
Werner (MIM #277700), de Pfeiffer (MIM 101600), de Jackson-Weiss (MIM
#123150), retinitis pigmentosa-1 (MIM #181000) y sindrome de Cohen (MIM
#216550) (www.omim.org; Tabarés-Seisdedos R et al., 2009).
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TRISOMIA PARCIAL 8¢

La trisomia parcial 8q es una aneuploidia causada por la presencia de material

extra del brazo largo de un cromosoma 8 (Luthardt FW, 2001).

La duplicacion en 8qg22-qter (como una forma de trisomia parcial) ha sido
reportada en mas de 30 pacientes, la mitad de ellos cuentan con el
antecedente de un padre o madre portador de la inversidn pericéntrica del
cromosoma 8 (Khalifa OA et al., 2011).

Los pacientes con duplicacion de 8g22-qter tienen un espectro clinico amplio.
Las manifestaciones comunes incluyen discapacidad intelectual, crisis
convulsivas, talla baja, facies caracteristica (cara amplia, fisuras palpebrales
descendentes, hipertelorismo, puente nasal deprimido, narinas antevertidas,
filtrum largo, micrognatia y pabellones auriculares largos), hipertricosis,
cardiopatias congénitas y criptoriquidia (Concolino D et al., 2012; Sohn YB et
al., 2013).

La trisomia 8 completa, o sindrome Warkany, tiene efectos severos en el feto
en desarrollo y casi siempre es letal en la etapa perinatal. EI mosaico de
trisomia 8 es menos severo, su cuadro clinico presenta gran variabilidad
fenotipica, incluyendo: discapacidad intelectual moderada a severa, retraso en
el crecimiento, dismorfias craneofaciales (frente prominente, occipucio plano,
facies triangular, hipertelorismo, telecanto, filtrum largo y pabellones auriculares
de implantacién baja), anomalias esqueléticas (especialmente alteraciones
costovertebrales), disminucién de la movilidad articular, camptodactilia,
cardiopatias, agenesia del cuerpo calloso y pliegues palmares y plantares
profundos; también se ha asociado a enfermedades hematolégicas y
neoplasias (Sohn YB et al., 2013; Giraldo G et al., 2016; Ozcan U et al., 2015).

El diagndstico de esta trisomia, como en cualquier otra, es mediante técnica

citogenética (cariotipo) demostrando la presencia de un cromosoma 8 extra (o
segmento del mismo) (Giraldo G et al., 2016).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Una de las principales indicaciones para realizar cariotipo es el retraso global
del desarrollo/discapacidad intelectual de origen desconocido con o sin
malformaciones congénitas; el porcentaje de pacientes que se ven
beneficiados con  diagndstico citogenético  convencional es de
aproximadamente 6% y una de las alteraciones cromosdmicas encontradas en
los pacientes atendidos en el Departamento de Genética del HIMFG es una
translocacion entre un cromosoma X y un autosoma. En nuestro pais aun no
existe estadistica sobre RGD/DI con o sin malformaciones congénitas

causadas por dicha alteracion.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢, Cual es la prevalencia de alteraciones cromosdmicas del tipo translocacion
entre un cromosoma X y un autosoma en pacientes del departamento de
Genética del HIMFG con discapacidad intelectual con o sin malformaciones
congénitas y qué caracteristicas clinicas, citogenéticas y moleculares

presentan?
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4. JUSTIFICACION
Los defectos congénitos son motivo de consulta diaria en nuestra institucion, en
particular en el departamento de Genética;, estos se encuentran
frecuentemente asociados con discapacidad intelectual/retraso global del
desarrollo, sin olvidar que se ha calculado su prevalencia mundial en hasta el 1
al 3%, por lo que este problema no sélo concierne a la Salud Publica mexicana
sino mundial. Si bien muchas de las alteraciones cromosémicas causan DI con
malformaciones congénitas, en particular cuando nos encontramos ante una
translocacion entre un cromosoma X y un autosoma, balanceada o no, es muy
importante el estudio citogenético y molecular de esta anomalia para poder

conocer las implicaciones que tiene en el fenotipo.
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5. OBJETIVOS
5.1.OBJETIVO GENERAL
Determinar la prevalencia de las translocaciones entre un cromosoma X y un
autosoma en los pacientes con discapacidad intelectual con o sin
malformaciones congénitas atendidos en el departamento de Genética del
HIMFG y conocer las caracteristicas clinicas, citogenéticas y moleculares

implicadas, con revisién de un caso en particular con un der(X)t(X;8).

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar en un periodo de 10 afios, de 2008 a 2017, los casos de
pacientes con discapacidad intelectual, con o sin malformaciones
congeénitas y alteracion cromosomica del tipo translocacion balanceada o
no balanceada entre un cromosoma X y un autosoma.

e Determinar la prevalencia de las translocaciones entre un cromosoma X
y un autosoma dentro de la poblacion atendida en el servicio de
Genética del HIMFG.

e Reportar el tipo de translocacion, balanceada o no, presente en los
pacientes y la causa por la cual se les solicité un cariotipo, asi como sus
caracteristicas clinicas.

e Describir y analizar clinica, citogenética y molecularmente el caso de
una paciente con un derivativo del cromosoma X producto de una
translocacion de novo entre un cromosoma X y un autosoma 8.

e Comparar los datos obtenidos con lo reportado en la literatura.
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6. MATERIAL Y METODOS
Se revisaron las libretas de los registros de los resultados de los cariotipos
realizados en el periodo de enero de 2008 a diciembre de 2017.
Se registré6 el numero total de cariotipos realizados en ese periodo, y se
determindé el porcentaje de los mismos que presentd alguna aberracion
cromosoémica.
Se registraron los datos citogenéticos y clinicos, incluyendo causa por la que se
les solicito cariotipo, de las pacientes en cuyo cariotipo se encontré una
translocacion entre un cromosoma X y un autosoma.
Se realizd cariotipo con bandas GTG (Anexo |) a los padres de los pacientes
con t(X;A) para determinar si el rearreglo presente ocurrié de novo o fue
heredado de alguno de sus progenitores.
Se analizo6 el caso particular de una paciente con translocacion desbalanceada
entre un cromosoma X y un cromosoma 8. Se realizé una nueva evaluacion
clinica y se completoé el estudio citogenético con un analisis empleando FISH
(Anexo II).

6.1. TIPO DE ESTUDIO
Descriptivo, transversal y retrospectivo. ElI tamafo de la muestra fue por

conveniencia.

6.2. CRITERIOS
DE INCLUSION
Pacientes femeninos o masculinos con translocacién balanceada o
desbalanceada entre un cromosoma X y un autosoma.

DE EXCLUSION
Férmulas no legibles.
DE ELIMINACION
Pacientes que no aceptaron participar en el estudio

Muestra insuficiente para continuar los estudios moleculares.
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7. RESULTADOS
7.1. ANALISIS ESTADISTICO DE LA BUSQUEDA DE PACIENTES CON CARIOTIPOS

CON TRANSLOCACIONES ENTRE UN CROMOSOMA X Y UN AUTOSOMA

En el periodo de 2008 a 2017 se realizaron un total de 6315 cariotipos en el
Laboratorio de Citogenética del Departamento de Genética del HIMFG. En
25.8% de ellos (1630 casos) se reporté una aberracion cromosomica; de estos,
sélo en 0.4% (6 casos) se encontré una translocacion entre un cromosoma X'y
un autosoma (ver tabla 1). No se encontrd en el registro ningun paciente varon

con translocacion X;autosoma.

CASO SEXO DIAGNOSTICO CLINICO CARIOTIPO
1 Mujer Retinoblastoma derecho, RGD, 45,X,der(X)t(X;13)(q28;912),-13dn[25]
secuelas de PEVAC derecho,

ectopia renal cruzada (2010).

2.1 Mujer Sindrome de Nance-Horan @46,X,t(X;1)(p22.13;922)mat[25]
(2011).

2.2 Mujer Sindrome de Nance-Horan @ 46,X,t(X;1)(p22.13;922)[25]
(madre) (2012).

3 Mujer RGD, atrofia optica bilateral = 46,X,t(X;1)(p11;921)dn[15]
(2015).

4 Mujer Amenorrea primaria, retraso en  46,X,der(X)t(X;8)(q22;921)dn[ 25]

el desarrollo puberal vy
antecedente de RGD (2015).

Mujer RGD y DDC (2017). 46,X,t(X;2)(922;931)dn[25]
Sindrome dismorfico, RGD y  46,X,t(X;10)(p22.1;922.1)dn[25]
DDC (2017).

Tabla 1. Pacientes en los que se encontré una translocacion entre un
cromosoma X y un autosoma en el periodo 2008 a 2017. Se ordenaron de
acuerdo con el afo en que se realizo el estudio citogenético. DDC: displasia del
desarrollo de la cadera. PEVAC: pie equinovaro aducto congénito. RDG:
retraso global del desarrollo.

Como parte del protocolo de estudio, a todos los padres de las pacientes se les
realizd estudio citogenético con bandas GTG. Este resultd normal en 5 de los 6
casos, solo el caso 2 resulté ser familiar, al estar presente el mismo rearreglo
en su madre. En cuatro de las pacientes las translocaciones fueron

aparentemente balanceadas y so6lo en dos pacientes se encontré un
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der(X)t(X;A), casos 1 y 4. Esta ultima fue objeto de analisis detallado en esta
tesis.

7.2.PRESENTACION DEL CASO CLINICO

Se trata de paciente femenino de 16 afos de edad originaria de Oaxaca, al
igual que su ascendencia. No presenta antecedentes heredofamiliares de

importancia (figura 3).

Figura 3. Arbol genealégico de la paciente.

Producto de la segunda gesta de padres jovenes, no consanguineos, sanos,
sin control prenatal, sin ingesta de ningun tipo de medicamentos, ni de
exposicidon a teratdgenos; se desconoce edad gestacional, atendida en
domicilio por partera. Desarrollo psicomotor inicial aparentemente retrasado,
sin embargo, se refiere que termind la escuela secundaria. En cuanto a los
antecedentes personales patoldgicos: hospitalizada a los 2 afos de edad por
neumonia, presenté COMBE positivo. En abril de 2014 fue referida a Genética
del HIMFG por retraso puberal, amenorrea primaria y algunas dismorfias, para
descartar sindrome de Turner.
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A la exploracion fisica: somatometria peso 48kg (p10-25), talla 153cm (p3-p10).
Adolescente aparentemente integra, sin facies caracteristica, de edad biolégica
similar a la cronolégica, con braquicefalia, frente amplia, hipertelorismo ocular,
pabellones auriculares en retroposicion y de implantacién baja, linea folicular
posterior de implantacién baja, cuello corto, teletelia, Tanner mamario I,
genitales externos femeninos Tanner |, fosetas sacras. Miembros superiores
con cubitus valgus y clinodactilia bilateral y miembros inferiores con hallux

valgus. Vello abundante en miembros superiores e inferiores (figuras 4, 5y 6).

En su abordaje inicial, el servicio de Endocrinologia solicitd: perfil hormonal
(FSH y LH) el cual mostré datos compatibles con hipogonadismo primario; los
paraclinicos solicitados por genética, fueron los siguientes: en el estudio
radiografico de columna vertebral se encontré escoliosis dextroconvexa
lumbar y hemivértebra en T3. Edad 6sea de 13 anos. USG pélvico: utero de

23.3mm x 4.6mm x 8.9mm, no se identificaron ovarios.
Endocrinologia inicié terapia hormonal sustitutiva desde 2016 y en su ultima

consulta de seguimiento se registré discreto crecimiento mamario, sin embargo,

dejo de acudir a la institucion ese mismo ano.
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Figura 4. Propédsita en posicion de pie frontal y dorsal. Se observa
femenino sin desarrollo mamario, abundante tejido adiposo en abdomen;
miembros toracicos con asimetria escapular y cubitus valgus, los pélvicos con
genu valgo bilateral.
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Figura 5. Imagen frontal y lateral de cara. Se observan las caracteristicas
faciales de la paciente: braquicéfala, implantacién anterior folicular adecuada,
frente amplia, cejas delgadas, fisuras palpebrales horizontales, nariz amplia de
raiz a base, filtrum corto, labios gruesos, cuello corto con implantacién folicular
posterior baja y pabellones auriculares de implantacién baja.

Figura 6. Manos y pies de la propédsita. A la izquierda se
observan las manos con clinodactilia del 5° dedo bilateral; a la
derecha se observan los pies con camptodactilia del 3er ortejo
izquierdo y hallux valgus bilateral.
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7.3. ANALISIS CITOGENETICO
Como parte del protocolo de estudio de amenorrea primaria y ante sospecha
de sindrome de Turner, se realizd cariotipo con bandas GTG que detectd

material adicional en el brazo largo de uno de los cromosomas X (figura 7).

=

Figura 7. Cariotipo de la paciente: 46,X,add(X)(q22)[25]. Se sefala el
material adicional en uno de los cromosomas X (flecha). (QFB. Ana Yolotl
Aparicio Onofre, Lab. de Citogenética, Depto. De Genética, HIMFG).

El cariotipo de los padres resulto ser:
e Madre: 46,XX[25] que corresponde a un femenino normal.

o Padre: 46,XY[25] que corresponde a un masculino normal.
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El analisis del patron de bandas GTG en el der(X) y su comparacion con el
resto de los cromosomas hizo sospechar que el material extra correspondia al
cromosoma 8, por lo que se procedi6 a realizar FISH con sondas
subteloméricas para ese cromosoma (mezcla 8, ToTelvysion, Vysis, Abbott,
Abbott Park Ill, USA) y con sonda centromérica del cromosoma X.

El resultado final fue:

46,X,der(X)t(X;8)(q22;921)dn.ish der(X)t(X;8)(TelXp+ DXZ1+,Tel8q+)[10]

que corresponde a un cariotipo femenino con un derivativo del cromosoma X
resultado de una translocacion entre el cromosoma X y el autosoma 8; con
puntos de ruptura en el brazo largo del cromosoma X, region 2 banda 2 y en el
brazo largo del cromosoma 8 region 2 banda 1. El estudio con FISH indicé que
existia la translocacion referida ya que el der(X) positivo para el centromero del
cromosoma X mostro la sefial para la region subtelomérica del brazo q del
cromosoma 8 en 10 metafases (Figura 8); por ello, la paciente presenta una

monosomia de Xg22-Xqter y una trisomia de 8921-8qter.
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Figura 8. Metafase parcial con FISH de la paciente con sondas para regién
subtelomérica 8p en espectro verde, subtelomérica 8q en espectro naranja y
region centromérica de cromosoma X en espectro verde (mezcla 8,
ToTelvysion, Vysis, Abbott, Abbott Park Il USA). Se observan dos
cromosomas 8 (flechas rojas) con ambas sondas subteloméricas y un
cromosoma X normal con sonda de la regién centromérica del cromosoma X
(flecha verde); en el derivativo del cromosoma X (flecha blanca) se observa la
sefal de cen(X) en verde y la regidn subtel 8q en naranja. La flecha morada
sefiala a uno de los cromosomas 17 con sonda para centromero en Aqua y
subtel 17p en naranja, sondas que forman parte de la mezcla 8 (Biol. Ariadna
Berenice Morales Jiménez, Lab. de Citogenética, Depto. De Genética, HIMFG).
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8. DISCUSION

Las translocaciones entre un cromosoma X y un autosoma son infrecuentes, se
estima que ocurren en 1 de cada 30 000 recién nacidos vivos y estan
asociadas con un fenotipo donde se incluye: amenorrea, hipogonadismo,
anomalias congénitas multiples y DI/RGD. Estas han sido de particular
importancia para su estudio por parte de genetistas, ya que no sélo son raras y
presentan una clinica muy heterogénea, sino que también son de especial
interés debido a que proveen informacion sobre el patrén de inactivacion del
cromosoma X y los genes que contiene (Dhanlaxami L et al., 2014; Sills ES et
al., 2012).

En la poblacién atendida en la consulta externa del servicio de Genética del
HIMFG durante el periodo de 2008 a 2017, se encontraron seis casos
femeninos de translocacién entre un cromosoma X y un autosoma, en donde el
motivo de estudio varid y sélo un caso (que es de especial atencion en esta
tesis) se presentd por primera vez a la consulta por amenorrea primaria y

retraso del desarrollo puberal para descartar sindrome de Turner.

En el caso 1, el cariotipo mostré una translocacion entre el cromosoma X y el
autosoma 13; se ftrat6 de un paciente femenino con un rearreglo
desbalanceado de novo en el que el punto de ruptura involucré una regidn
cercana al gen RB (locus 13q14), que al presentar inactivacion sesgada del
cromosoma X derivativo, podria extenterse al gen RB y estar implicada con la
presencia de retinoblastoma derecho, y que, ademas, presenté RGD vy
defectos congénitos (ectopia renal cruzada y pie equinovaro), las cuales son
anomalias que podrian corresponder a la monosomia proximal de 13g11-q12
que presenta la paciente y que como se menciond al inicio de esta seccion se
han reportado asociadas con las translocaciones X;autosoma (Sills ES et al.,
2012).

El caso 2, es de especial importancia, ya que el fenotipo corresponde al de
una enfermedad monogénica recesiva ligada al cromosoma X, el sindrome de

Nance-Horan, que afecta sobretodo a varones. Aqui se trata de un caso caso
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madre-hija  portadoras de la misma translocacion  balanceada
46,X,t(X;1)(p22.13;022) que presentaron el cuadro clinico completo de la
enfermedad; el punto de ruptura comprometia al gen NHS (locus Xp22.13) y
se demostré6 en la madre una inactivacion preferencial del cromosoma X
normal, lo que hace que en ellas no exista ninguna copia funcional del gen
NHS y que presenten un fenotipo que normalmente no se observa en las
mujeres heterocigotas. Este es un ejemplo de como las translocaciones
balanceadas pueden producir cambios en la expresion de un gen si éste es
interrumpido, aunque no haya ganancia ni pérdida de material genético
(Gomez-Laguna L et al., 2017; Spielmann M et al., 2018).

El tercer caso se trata de un paciente femenino con una translocacion
balanceada de novo entre un cromosoma X y un autosoma 1, en el que el
motivo de estudio fue RGD (rasgo compartido con el resto de las pacientes con
una translocacién X autosoma aparentemente balanceada) y atrofia optica
bilateral; si bien en el cromosoma 1 existen genes relacionados con patologia
ocular como GLCT1A (locus1924.3) o USH2A (locus 1qg41), el cariotipo
convencional no brinda informacion que permita explicar los padecimientos de

la paciente (www.omim.org).

El caso 5 se tratdé de un paciente femenino con una translocacién balanceada
de novo entre un cromosoma X y un cromosoma 2 cuyo motivo de estudio
fueron el retraso global del desarrollo y la displasia del desarrollo de cadera; si
bien se ha asociado el primer diagndstico al rearreglo X;autosoma, la DDC no
parece estar asociada con esta anomalia cromosomica; lo mismo en cuanto al
caso 6 que se tratd también de otra translocacidon balanceada, de novo, entre
un cromosoma X y en este caso el cromosoma 10. En este ultimo caso se
agrega al diagnéstico: sindrome dismorfico y llama la atencion que el punto de
ruptura en el cromosoma X parece estar en la misma region que en el caso 2;
sin embargo, el punto de ruptura molecular debe ser diferente porque la
paciente no presentaba datos sugestivos de Sindrome de Nance-Horan como
catarata congénita, microftalmia, microcérnea o alteraciones dentales (Gémez-
Laguna L et al., 2017).
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Solo uno de los 6 casos (caso2) se traté de un rearreglo familiar, ya que, en el
resto de ellos se les realizd estudio citogenético a los padres, como parte del
protocolo de estudio, y se descarté que fueran heradados. En los otros 3 casos
en que se tratd de translocaciones aparentemente balanceadas, se deberia
complementar el estudio con cariotipo molecular por aCGH-microarreglos para
descartar microdeleciones o microduplicaciones que pudieran explicar los
cuadros clinicos, asi como la secuenciacion de los puntos de ruptura
citogenéticos para ver si se interrumpen genes o hay un efecto de posicion
(Martin CL et al., 2015).

El caso 4, que recibidé especial atencion en esta tesis, se tratdé de una paciente
cuyo motivo de presentacion a la consulta fue amenorrea primaria, retraso en el
desarrollo puberal y antecedente de RGD. Llamé la atencion que, si bien no
mostraba facies caracteristica de sindrome de Turner ni talla baja, a la
exploracion fisica presentaba dismorfias menores que se encuentran en él,
tales como: cuello corto con implantacidon folicular posterior baja y cubitus
valgus bilateral. El estudio citogenético mostré6 una translocaciéon no
balanceada de novo entre un cromosoma X y un cromosoma 8, por lo que

presentd una monosomia de Xq22-Xqgter y una trisomia de 8g21-8qter.

Entre la poblacién general, la amenorrea se detecta en 2 a 5% de mujeres en
edad fértil y las anomalias cromosomicas pueden ser hasta en 63% de ellas la
causa de la amenorrea primaria. Las translocaciones entre un cromosoma X y
un autosoma se relacionan frecuentemente con falla ovarica primaria o
secundaria y, en algunos casos, sobre todo cuando esta implicado el brazo
corto del cromosoma X o la presencia de una linea celular 45,X pueden
presentar rasgos similares a los del sindrome de Turner (Dhanlaxami L et al.,
2014).

En cuanto a las mujeres con una translocacion X; autosoma desbalanceada,
los segmentos autosémicos adyacente pueden ser inactivados como resultado
de ICX del derivativo del cromosoma X, mitigando cualquier potencial adverso
fenotipico derivado del desbalance autosémico. A pesar de esta inactivacion no

al azar, en la mayoria de las heterocigotas para un der(X)t(X;A) se presentan
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defectos congénitos, retraso global del desarrollo y/o disgenesia gonadal. Por
otra parte, las portadoras de translocacion desbalanceada entre un cromosoma
Xy un autosoma, usualmente presentan rasgos de sindrome de Turner debido
a monosomia parcial del brazo corto del cromosoma X o por la presencia de un
mosaico con una linea 45,X (Sills ES et al., 2012; Chen CP et al., 2014).

La translocacion en este caso involucré una ruptura en el brazo largo del
cromosoma X. Los genes esenciales para el desarrollo ovarico normal se
localizan tanto en brazo corto como en el largo del cromosoma X. La paciente
presentd amenorrea primaria debido a disgenesia gonadal, y debido a
monosomia de la regién Xq22-q27 donde se encuentran genes necesarios en
doble dosis para la formacién de los foliculos y para la funcion ovarica
adecuada (Venkateshwari, 2015). Existen genes como PGRMC1 (OMIM
300435) localizado en Xq24 y que codifica para el componente 1 del receptor
de membrana para progesterona que tiene un papel en el crecimiento del
foliculo ovarico. La disminucion de la expresion de PGRMC1 se ha asociado
con falla ovarica prematura (FOP) y sindrome de ovario poliquistico; no
obstante, la sobreexpresion de este mismo gen se ha asociado también con
desarrollo folicular incompleto mediante la disrupcion de la interaccion del huso
mitético de las células de la granulosa e inhibiendo las mitosis de estas mismas
(Chen CP et al., 2014; Mansouri et al., 2008).

En Xq27.3 se encuentra FMR1 (OMIM 309550) que codifica para la proteina
FMR1 que ha sido asociada con falla ovarica prematura. Chen, et al (2014)
menciona que las deleciones terminales en Xq han sido asociadas con FOP y
que las translocaciones desbalanceadas X-autosoma se relacionan con reserva
ovarica disminuida (Chen CP et al., 2014).

Por otra parte, el caso de esta paciente es ejemplo de una alteracion en la
dosis y en la estructura del cromosoma X que resulta en la disrupcién del
proceso normal de la diferenciacién del fenotipo sexual. Asi, el fenotipo
anormal es consecuencia de la haploinsuficiencia de genes criticos para la
formacion de ovario localizados en Xq (Cotton AM et al., 2014; Sills ES et al.,
2012).
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A pesar de presentar ciertas dismorfias relacionadas con sindrome de Turner,
la paciente en cuestion no presenta talla baja, esto debido a que el brazo corto
del cromosoma X esta integro y con esto, el gen SHOX si se encuentra en

doble dosis, por lo que la talla es normal (www.omim.org). Los estigmas

encontrados de sindrome de Turner podrian deberse a mosaicismo con una
linea 45,X la cual en 25 metafases en linfocitos de sangre periférica no fue
detectada (Sills ES et al., 2012)

Por otra parte, la paciente presentd trisomia parcial 8g21-qter. Los pacientes
con duplicacién de 8q tienen un espectro clinico amplio. Las manifestaciones
comunes incluyen discapacidad intelectual, crisis convulsivas, talla baja,
dismorfias faciales (cara amplia, fisuras palpebrales descendentes,
hipertelorismo, puente nasal deprimido, narinas antevertidas, filtrum largo,
micrognatia y pabellones auriculares largos), hipertricosis, cardiopatias
congénitas y criptorquidia (Concolino D et al., 2012). En nuestro caso la
paciente presenta solo las dismorfias faciales y la hiperticosis de los datos
asociados a la duplicacion 8qg. La ausencia de malformaciones mayores en la
paciente puede explicarse por una inactivacién preferencial del der(X); este
cromosoma debe estar inactivo en la mayoria de las células con extension de
la heterocromatizacién al segmento translocado del cromosoma 8 y por ello
presentar un fenotipo leve. Durante la inactivacion del cromosoma X, la
inactivacion de los genes autosémicos translocados en el der(X) puede que no
sea completa, por ello, es posible que nuestra paciente presente
anormalidades fenotipicas menores asociadas con rearreglos desbalanceados
y que, de la misma manera, se explique el antecedente de RGD (Sills ES et al.,
2012; Chen CP et al., 2014).

Después de revisar la literatura internacional, se encontraron 4 casos de
translocacién entre un cromosoma X y un autosoma 8 con puntos de ruptura
diferentes en cada caso en ambos cromosomas (tabla 2); tres de los 4 casos
corresponden a translocaciones aparentemente balanceadas por lo que no es
posible hacer una comparacion entre los datos clinicos en ellas y los presentes

en nuestra paciente. En el caso reportado por Cox y colaboradores (2003) se
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tratd de un rearreglo desbalanceado, ya que al realizar analisis molecular con
FISH y PCR, se identific6 una duplicacién de aproximadamente 650 kb en el
punto de ruptura; este caso se tratd de un paciente femenino con una
translocacion 46,X,t(X;8)(q28;912), estudiada por DI de origen desconocido, sin
embargo, no se reportaron otros defectos congénitos y el punto de ruptura no
afecta genes involucrados en el desarrollo ovarico, por lo que tampoco
presenta datos de amenorrea primaria o retraso del desarrollo puberal como

nuestra paciente (Cox J et al., 2003).

Llama la atencion que en la revision de los casos en que se una t(X;A) ninguno
de los sujetos identificados fue hombre. Por lo general, los portadores
masculinos de translocaciones balanceadas acuden a consulta por infertilidad
(azoospermia) por problemas en la recombinacion meidtica, sobretodo si no es
posible la formacién del cuerpo X-Y, debido a que el control de paquiteno
durante la espermatogénesis es estricto. La interaccion entre los derivativos
autosdmicos y las vesiculas sexuales llevan a errores meioticos con el
consecuente arresto gametogénico (Perrin A et al., 2009; Szvetko A et al.,
2012). Por otra parte, en los masculinos portadores de una translocacion
balanceada X;autosoma puede presentarse un sindrome monogénico recesivo
ligado al X o autosdmico, si hay interrupcién de un gen o genes en los puntos
de ruptura o efectos de posicion. La presencias de derivativo del X de una
translocacion X;autosoma desbalanceada en un individuo masculino puede ser
letal por la nulisomia de genes del cromosoma X, ademas del efecto de los
genes autosdmicos en estado trisomico. Si llegan a sobrevivir sus fenotipos son
mucho mas graves que los de una mujer con la misma alteracion (Répke A et
al., 2017).
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Paciente Bolton P et al., 1995. Cox J et al., 2003. Egemen A et al., 2005. Di Gregorio et al.,
2013.

Férmula 46,X,der(X)t(x;8)(q22:q21)dn | 46,X,1(X;8)(p22.13:922.1) | 46,X,1(X;8)(q28:q12) | 46,X,t(X;8)(p11.2;q24.3) | 46,X,1(X;8)(q25;q24.3)

cromoso-

mica

Género Femenino Femenino Femenino Femenino Femenino
Motivo de | Amenorrea primaria, retraso Autismo, DI, exostosis DI de origen Sindrome de Cornelia RGD e hipoplasia
estudio en el desarrollo puberal y multiple y talla baja. desconocido de Lange cerebelar

antecedente de RGD.

Tabla 2. Casos reportados de translocacién entre un cromosoma X y un autosoma 8. No se pudo documentar el caso
de Egemen a et al; 2005 ya que se descontinué la revista. NR: no registrado.
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9. CONCLUSIONES
En esta tesis se determind la prevalencia de las translocaciones entre un
cromosoma X y un autosoma en pacientes con discapacidad intelectual con o
sin malformaciones congénitas atendidos en el departamento de Genética del
HIMFG, los cuales fueron identificados mediante la revision de libretas que
contienen los resultados de los cariotipos para después revisar su expediente y

hacer el analisis clinico, citogenético y molecular correspondiente.

En un periodo de 10 afios (2008 a 2017), se encontraron 6 casos de
translocacién entre un cromosoma X y un autosoma, representaron el 0.095%
de todos los cariotipos realizados en ese periodo y fueron el 0.4% de los
cariotipos alterados; en relacion al sexo, el 100% de los sujetos con t(X;A)

fueron femeninos.

De los 6 casos identificados, 5 fueron de novo, 4 fueron translocaciones
aparentemente balanceadas y 2 desbalanceadas. Las indicaciones para
realizar cariotipo fueron: retraso global del desarrollo aunado a defectos
congénitos como ectopia renal cruzada y retinoblastoma (caso 1), presentacion
atipica de una enfermedad recesiva ligada al cromosoma X (caso 2), atrofia
Optica bilateral (caso 3), amenorrea primaria y retraso en el desarrollo puberal

(caso 4), DDC (casos 5y 6) y sindrome dismoérfico (caso 6).

El caso 4 fue de especial interés debido a su naturaleza infrecuente; la paciente
tiene un cariotipo 46,X,der(X)t(X;8)(922;921)dn, por lo que presenta una
monosomia Xq22-Xqgter y una trisomia 8qg21-8qter. La ausencia de
malformaciones mayores y de DI en ella, pueden explicarse por la inactivacion
preferencial del der(X), el cual debe estar inactivo en la mayoria de las células
con extension de la heterocromatizacion al segmento translocado del
cromosoma 8. Por otra parte, las dismorfias menores y la hipertricosis que
presenta corresponden a las descritas en la trisomia 8qg. La disgenesia
gonadal, causa de la amenorrea primaria y retraso en el desarrollo puberal por
los que acudié a consulta esta paciente, puede explicarse por la monosomia de
Xqg22-Xqter que produce haploinsuficiencia de genes de la region critica de Xq

para el desarrollo ovarico.
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En la literatura internacional, s6lo se encontraron 4 casos de translocacion
entre un cromosoma X y un cromosoma 8 en pacientes femeninas; tres de ellos
fueron translocaciones aparentemente balanceadas y sélo en una se identifico
una microduplicacion en el punto de ruptura del cromosoma X, por ello los
datos clinicos reportados en ellas no pueden ser comparados con los presentes

en nuestra paciente que presenta monosomia de Xq y trisomia de 8q.

En nuestra paciente fue posible integrar un diagnostico citogenético mediante
cariotipo con bandas GTG y FISH, lo que permitié establecer una correlacién
genotipo-fenotipo. Sin embargo, hubiera sido deseable comprobar el patrén de
inactivacion preferencial del cromosoma X anormal y la extension de la
heteroctomatizacion al segmento trisobmico del cromosoma 8, asi como realizar
cariotipo molecular (aCGH-microarreglos). Si bien éste ultimo no fue necesario
para identificar el rearreglo cromosdmico presente en la paciente, contribuiria a
una caracterizacion mas precisa de la cantidad de material perdido del

cromosoma X y ganado del cromosoma 8.

El abordaje de todo paciente con discapacidad intelectual asociado o no a
defectos congénitos se basa en una detallada anamnesis y exploracion fisica
ya que estos determinaran los estudios de laboratorio e imagen precisos para
su protocolo de estudio. En ellos es esencial realizar estudio citogenético
molecular o por técnicas de bandeo, segun sea posible. En el caso de DI y
malformaciones congénitas asociadas a rearreglos cromosomicos del tipo
translocacion X;autosoma, es de especial interés debido a su presentacion
infrecuente y clinica muy heterogénea. En estos casos, se debe completar su
estudio con métodos moleculares para poder establecer un diagnostico mas
certero, investigar si son heredados o de novo y realizar estudios de replicacion
para determinar el patron de inactivacion del cromosoma X. Todo ello, con el
objetivo de brindar al paciente y su familia el asesoramiento genético preciso y

personalizado que requiera cada caso.
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10.LIMITACIONES DEL ESTUDIO
El cariotipo convencional presenta una tasa de rendimiento diagnodstico de 6%,
en pacientes con discapacidad intelectual con o sin malformaciones
congeénitas, lo cual es bajo si se compara con aquélla que se considera el
estudio de primera linea (aCGH-microarreglos) que es de 15%
aproximadamente. Asimismo, en los tres casos donde se encontré una
translocacion aparentemente balanceada, no se pudo descartar si tenian una
variacion estructural del tipo microdelecion o microduplicacion o la interrupcidn
de un gen o un efecto de posicion que pudiera explicar el origen de la

patologia.
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ANEXOS

ANEXO |. CARIOTIPO CON BANDAS GTG

Procedimiento:

1) Se obtienen 1.5 ml de sangre periférica por puncion directa, en jeringa
previamente impregnada con 0.1 ml de heparina sodica de 1 000 UlI.

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

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

4) Se incuba por 72 horas a 37-37.5° C

5) A las 72 horas se agregan 20 ul de colchicina, a una concentracion de
0.5 gr, a cada tubo, se agita y se incuban a 30 min mas a 37-37.5° C.

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

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

8) Se incuba 30 minutos a 37-37.5° C.

9) Centrifugar 10 minutos a 2 500 rpm.

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

11)Se refrigera por 20 minutos.

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

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

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

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

16)Sumergir de 10-30 segundos una laminilla en el primer coplin, (con
tripsina para la digestién de proteinas).

17)Sacar la laminilla al término del tiempo y enjuagarla en el segundo coplin

(con buffer a pH 7 para detener la actividad de la tripsina).
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18)Sumergir la laminilla en el siguiente coplin 2 minutos (tincion con Wright).

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

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

21)Secar.

22

23

24)Dejar secar a temperatura ambiente.

Montar inmediatamente con 3 gotas de entellan y cubreobjetos.

Revisar la calidad de las bandas.

)
)
)
)
)
)

25)Analizar al microscopio.
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ANEXO Il. FISH (HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA)

Procedimiento:

1)
2)

3)

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

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

Se resuspende el botén con la cantidad de solucion fiajdora para tener la
concentracion de metafases adecuada.

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

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

Se procede a la maduracion de la muestra.

Las preparaciones celulares se incuban a 37° C en SSC 2X por 30 min,
al término de ésta, se deshidratan en series de etanol al 70%, 85% vy
100% por 2 minutos en cada uno y se deja secar.

Se procede a la co-desnaturalizacion.

Las sondas previamente mezcladas con el amortiguador se colocan
sobre la laminilla madurada en el area de mejor calidad celular, se
coloca un cubreobjetos limpio de 22x22 mm, se sella con cemento de
goma. La co-desnaturalizacién se realiza en el HyBryte (casa comercial)
a 71° C por 2 minutos, se realiza un control estricto de la temperatura y

tiempo de desnaturalizacion.

10)Se procede a la hibridacion.

11)Se colocan las laminillas en una camara humeda protegida de la luz a

37° C por 16 a 24 horas.

12)Veinticuatro horas después, se remueve con cuidado el sellador y se

retira el cubreobjetos, las laminillas son lavadas en 40 ml de SSC
0.4X/NP-40 al 0.3% a 73° C por 2 minutos y posteriormente en 40 ml de
SSC 2X/NP.40 al 0.1% a temperatura ambiente en un tiempo no mayor
a 1 minuto, se deja secar la laminilla al aire en la obscuridad y se agrega

como contratincion 8 ul de DAPI/Antifade, se coloca un cubreobjetos, se
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sella con cemento de goma para su analisis en un microscopio de

epifluorescencia con el programa Isis de Carl Zeiss ®.
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ANEXO lll. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TOMA DE

FOTOGRAFIAS

65



ANEXO |V. FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TOMA DE MUESTRA

DE SANGRE
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