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1. INTRODUCCION

I.1.  BASES CROMOSOMICAS DE LA HERENCIA

La naturaleza hereditaria de cada ser se define por su genoma, que consiste en las secuencias de
acido nucleico que proveen la informacién necesaria para construir un ser vivo>. En el ser humano
estd conformado por 3.2 x10° pares de bases, y se conocen 21,257 genes codificantes para
proteinas’, es decir el 1.5-2% de la longitud total del genoma®. Fisicamente puede dividirse en un
numero de moléculas de ADN (acido desoxirribonucleico) diferentes, que poseen una estructura
compleja. Estas moléculas fueron llamadas cromosomas (del griego chroma-color, soma-cuerpo).
Un cromosoma es una molécula de ADN lineal de doble cadena con un alto grado de
compactacién, que contiene histonas y otras proteinas no histonicas que colaboran en su

estructuras.

En el ser humano existen 24 cromosomas diferentes, los cuales se clasifican en pares
correspondiendo 22 de ellos a autosomas y el par 23 o cromosomas sexuales, X o Y. Los
organismos diploides poseen dos copias de cada cromosoma, siendo cada una de éstas heredada

de uno de los padres”.

La teoria cromosdmica de la herencia, una de las piedras angulares de la genética actual, fue
descrita entre 1902 y 1904 por Boveri y Sutton, quienes identificaron a los cromosomas como las

particulas de la herencia descritas previamente por Gregorio Mendel en el siglo XIXZ.

En base a los experimentos realizados en 1956 por Tijo y Levan se establecié que el complemento
cromosémico normal de los seres humanos es de 46 cromosomas, 46,XX en el caso de las mujeres
y 46,XY en el caso de los varones, constituyendo el nimero diploide (el nimero haploide de 23
cromosomas se encuentra en los gametos). Este descubrimiento fue la base para que en 1959
fueran identificadas entre otras las alteraciones cromosdémicas del Sindrome de Down o trisomia
21, el sindrome de Turner o monosomia del X y el sindrome de Klinefelter (47,XXY), es decir, habia
nacido el campo de la citogenética’. En 1960 Nowell y Hungerford describieron el cromosoma

Filadelfia y en 1973 Janet Rowley demostré que era el producto de una t(9;22).



Tradicionalmente, el término “citogenética” se refiere al estudio de los aspectos celulares de la
herencia, especialmente la descripcion de la estructura cromosdmica y la identificacion de
alteraciones cromosémicas relacionadas con la enfermedad®. Durante los siguientes afos, la
citogenética humana se vio transformada por avances tecnoldgicos en los que convergen ademas

la quimica y la biologia molecular®’.

Algunos autores consideran que la resolucién y sensibilidad de los anadlisis citogenéticos ha
mejorado en mds de 10 mil veces cuando se compara con los primeros estudios reportados,
primero con la introduccién en 1960 de las técnicas de tincién desarrolladas por Caspersson,
posteriormente con la introduccién en 1980 de las técnicas de hibridacion fluorescente in situ
(FISH) por Pinkel y recientemente el uso de CGH-microarreglos. Estas Ultimas técnicas permiten
un analisis cromosdmico fino para detectar pérdidas o ganancias cromosdmicas en una resolucion
sin precedentes. Estos avances han tenido un enorme impacto en nuestro conocimiento acerca de
las bases moleculares de la enfermedad humana y de la estructura, funcién y evolucidon de

nuestros cromosomase.



1.2. ESTRUCTURA, ORGANIZACION Y CLASIFICACION DE LOS CROMOSOMAS

En las células eucariotas, el ADN gendmico se encuentra empaquetado, participando proteinas
histonas y no histdnicas para formar la cromatina. El material genético se organiza con diferentes
niveles de compactacion los cuales inician desde la doble hélice de ADN y la formacién del
nucleosoma, que contiene 200 pares de bases de DNA, enrollado en un octdmero de histonas®*%**.
El octdmero esta compuesto de dos dimeros de histonas H2A y H2B, y un tetrdmero compuesto
de 2 proteinas histdnicas H3 y H4™. Las histonas estan conectadas por una secuencia DNA
espaciadora, donde se encuentra la histona H1/H5 monomérica'®: esta secuencia estabiliza la
estructura del nucleosoma, y determina la trayectoria de entrada y salida del DNA®. Los tractos

polinucleosémicos se observan en el microscopio electrénico como “cuentas de collar”, donde los

nucleosomas serfan las cuentas y el hilo seria el DNA espaciador'****** (Figura 1.1).

Las enzimas modificadoras de histonas, los complejos remodeladores de la cromatina y la
metilacion del ADN son componentes de complejos mecanismos epigenéticos que ayudan a la
compactacién y la organizacién del genoma: esta organizacién también se relaciona con muchos
aspectos de la expresion de los genes contenidos en los cromosomas, asi como los procesos de

transcripcion, recombinacion y reparacion del ADN.
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Figura 1.1. Niveles de compactacion del material genético.
Imagen modificada de Nature Education, 2008*.

El siguiente nivel de compactacion de ADN corresponde a la fibra de 30nm; se han propuesto dos
modelos principales para explicar su estructura™. En el modelo del solenoide, los nucleosomas se
enrollan de forma circular alrededor del eje. El segundo modelo propuesto es llamado en zig-zag,

en donde el ADN espaciador conecta a los nucleosomas en lados opuestos de la fibra™**.

Ademas, se han propuesto varios modelos para el enrollamiento de la fibra de 30nm™. El modelo
del cromonema propone la formacidn de una estructura de orden superior a partir de la
compactacién progresiva de la fibra de 30nm hacia una fibra de aproximadamente 130 nm o fibra
de cromonema, que se une en zig-zag a un andamiaje proteico. Por otra parte, el modelo del asa
gigante sugiere que grandes asas de cromatina condensada, de 3 a 5 megabases, estan unidas al
azar a un esqueleto proteico dentro del nucleo. Dentro de este modelo se encuentra la propuesta

de asas multiples ancladas al andamiaje en forma de rosetas®.
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Figura 1.2. Modelos de compactacion de la fibra de 30nm.
Imagen modificada de Current Opinion in Structural Biology, 2006 .

Al microscopio de luz transmitida, los cromosomas se visualizan como estructuras individuales
durante la profase tardia o en metafase, conformados por un brazo corto (p), un brazo largo (q),

una constriccion primaria (centrémero) y dos extremos distales (telémeros).

Los elementos funcionales de los cromosomas son principalmente los telémeros y el centrémero.
El centromero es el sitio de ensamblaje para el cinetocoro, una compleja estructura proteica que
coordina el movimiento cromosdmico en la divisidn celular, tanto en mitosis como en meiosis.
También sincroniza la formacidon de heterocromatina y la cohesion de las cromatides hermanas,

asi como favorece la condensacién cromosémica y la unién de los cromosomas al huso™.

La region del centrdmero se clasifica en dos dominios funcionales proteicos que codifican
funciones de cromatina/cinetocoro y ensamblaje de heterocromatina. Los cinetocoros se observa
como una estructura trilaminar situada en lados opuestos de la heterocromatina centromérica en
el cromosoma mitdético. Cuando los microtubulos no estan anclados se observa la corona fibrosa,
que junto con la capa externa, contienen la mayoria de las proteinas de interaccion con los
microtubulos (CENP-E, dineina), asi como proteinas del punto de control del huso. La capa interna
estd inmediatamente adyacente y comprende también heterocromatina centromérica

especificada por la presencia de la variante de histona H3, CENP-A".



— Capas |
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Figura 1.3. Estructura del cinetocoro.
Modificada de Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2008,

Los teldmeros tienen dos funciones bioldgicas principales las cuales son proteger la integridad de

los cromosomas, y asegurar la replicacion completa de los extremos de la molécula de DNA, lo

2021 1| os telémeros estan formados de varios miles

cual es crucial para la supervivencia de la célula
de repetidos de doble cadena con secuencia TTAGGG, y terminan con una extensién unicadena en
el extremo 3’; en conjunto con otras proteinas especificas del telémero, participan en la formacidn

de una estructura terminal en asa, o Tloop20'21.

Las proteinas que se unen al ADN de doble cadena en los teldmeros son TRF1 y TRF2. La proteina
POT 1 (o de “Proteccion de los telémeros 1”) reconoce al ADN de cadena sencilla de los telémeros
en conjunto con la proteina TIN2 (o “proteina nuclear que interactia con TRF1”). El complejo

proteico sirve para formar y proteger el telémero y se denomina telosoma o shelterina™?*'.

|(TTAGGG),
[
UNNUUUD} I jpatcco),

Figura 1.4. Estructura propuesta para el complejo telomérico humano.
Modificada de Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2004%.
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De acuerdo a la posicién del centrémero los cromosomas se clasifican en:

a) Metacéntrico: El centromero se encuentra en la parte media del cromosoma vy los brazos
tienen la misma longitud.

b) Submetacéntrico: El centromero se sitlia mas cercano a uno de los extremos, lo que define
a un brazo corto (p) y uno largo (q).

c) Acrocéntrico: El centrdmero estd muy desplazado hacia uno de los extremos y el brazo

corto tiene una longitud muy reducida, incluyendo una estructura denominada satélite.

METACENTRICO SUBMETACENTRICO ACROCENTRICO

Telémero
v !

Brazo
corto (p)

Centromero ~

gTelémero : largo (q)

Satélite

Brazo

(ﬂll]lllll]ll}l{lllD
1 lljlll_b:ﬂ-o
§ & 11

Figura 1.5. Clasificacion de los cromosomas con referencia a su centrémero.
Imagen modificada de Oxford Desk Clinical Genetics, 2005 con imdgenes del Laboratorio de Citogenética, HIMFG.

Los satélites de los cromosomas acrocéntricos humanos estan formados por secuencias repetitivas
en tdandem de complejidad variable, que no presentan actividad transcripcional. En los tallos de
los cromosomas acrocéntricos se localizan los genes que codifican para el ARN ribosomal (rARN).
Es por ello que la pérdida de los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos debido a
rearreglos de este tipo de cromosomas no se relaciona con traduccién clinica®. Otras regiones
cromosdmicas que corresponden a heterocromatina constitutiva sin actividad transcripcional los
centrémeros y las constricciones secundarias de los cromosomas 1, 9 y 16 asi como la porcidn

distal del brazo largo del cromosoma Y.
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1.3. CICLO CELULAR: MITOSIS Y MEIOSIS

El evento mediante el cual una célula se reproduce y hereda su material genético es el ciclo
celular: sus puntos principales son los que conciernen al copiado y a la divisién del material
hereditario. El proceso por el cual una célula da origen a dos células hijas con igual nimero de
cromosomas se denomina mitosis, en la que de forma previa la célula debe duplicar su material
genético para obtener finalmente dos células hijas idénticas. Por otro lado, la meiosis permite la
reduccion del nimero de cromosomas por medio de dos divisiones celulares sucesivas con una
sola duplicacién previa de los cromosomas, y se lleva acabo Unicamente en las células germinales.
La meiosis es esencial para la reproduccién sexual y para la continuidad de los organismos

diploides.

La mitosis o fase M se divide en 5 fases sucesivas principales: profase, metafase, anafase, telofase

3,4,5
.L

y citocinesis. En cada divisién celular se asegura que se mantenga el nimero cromosdmico as

etapas se describen en la figura 1.6.

CITOCINESIS

INTERFASE PROFASE PROMETAFASE PROFASE ANAFASE TELOFASE o
3 x 7z T LIS
N - K . - sl . i, hh) R
2 7 )
: v VWY
- . .z - .z - 2 . - . . S .z - e KQ ‘le
Duplicacion Condensacién Pérdida de Alineamiento Separacion de Formacion de
de los de membrana de los las cromatides la membrana
cromosomas cromosomas, nuclear e inicio cromosomas hermanas y nucleary
inicia la de la interaccién en el plano desplazamiento desaparicién Dos células con
formacion del de los ecuatorial hacia extremos del huso

huso

cromosomas con
el huso

opuestos del
huso

Figura 1.6. Fases de la Mitosis. Modificada de Saltsman et al, 20057

idéntico numero y
tipo de
cromosomas que la
célula parental

En lo que respecta a la meiosis, los organismos sexuales deben reducir a la mitad su niumero
cromosdmico en los gametos. En esta divisidn celular, tras una sola ronda de replicacién del ADN
se llevan a cabo dos divisiones sucesivas (meiosis | y meiosis 11)*>?***. La correcta ejecucion de la
meiosis es esencial para la fertilidad, para mantener la integridad del genoma y asegurar el
desarrollo normal de la descendencia. Los errores pueden resultar principalmente en aneuploidias
(alteraciones cromosémicas numeéricas) y puede llevar a la muerte del producto o a alteraciones

en su desarrollo.
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Lo anterior es una causa importante de defectos congénitos en seres humanos®. El evento de
mayor importancia en la meiosis es la recombinacidon homdloga, que da origen a la variacién en los
gametos®. Es un aspecto del metabolismo del ADN altamente conservado y tiene otro importante

papel en la reparacion de las rupturas de doble cadena®.

Antes de la meiosis, la replicacién del ADN en la fase S premeidtica, normalmente mas larga que
en la mitosis, permite a las células tener un complemento cromosémico con 46 cromosomas

dobles los cuales pasaran por dos divisiones celulares que son?***>%%7.

e Meiosis | (fase reduccional): Separacion de los homdlogos.

e Meiosis Il (segregacion ecuacional): Separacién de las cromatides hermanas.

La profase de la primera division meidtica se divide a su vez en:

e Leptoteno- Los homdlogos no apareados se observan como cintas gruesas, que son las
cromatides hermanas, e inicia el proceso de apareamiento asi como el intercambio de
segmentos homodlogos entre dos de las cuatro cromatides.

e Cigoteno- Los homologos paternos y maternos inician el proceso de sinapsis para formar
los bivalentes.

e Paquiteno- Se completa la sinapsis, cada par de homdlogos forma un bivalente. Termina la
recombinacion.

e Diploteno- Acortamiento de cromosomas; comienza la separacion de los bivalentes. Los
cromosomas homoélogos solo estan unidos por quiasmas, resultado del entrecruzamiento.

e Diacinesis- Continua la condensacion cromosémica, los bivalentes son compactos.

Terminalizacion de los quiasmas.

En la etapa de anafase | se lleva a cabo la separacién de los homdlogos, lo que resulta en dos
gametocitos secundarios: cada uno tiene un contenido cromosémico haploide, pero cada
cromosoma esta formado de dos cromatides. En la segunda division meidtica, o de segregacion
ecuacional, se lleva a cabo la separacion de las cromatides hermanas para dar origen a cuatro

gametos de contenido haploide®***.

13



PROFASE TEMPRANA | PROFASE MEDIA PROFASETARDIAI

Centrosomas

| . -, . . 3. Continta la condensacion.
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‘ e : e
] i .
o .‘ e » ' b
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ecuatorial
4. Los pares homdlogos se l 5.Los cromosomas 6. La célula original se divide.
alinean en el ecuador homdlogos se desplazan a Descondensacion.

los polos opuestos

Figura 1.7. Fases de la Meiosis I. Modificada de Nature Education, 2008%.
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PROFASE I METAFASE I ANAFASE I

“"Placa
ecuatorial
7. Inicia la condensacion, no 8. Alineamiento en las placas 9. Desplazamiento de las
replicacion previa ecuatoriales de centrosomas cromatides hermanas hacia polos
~ - homdélogos opuestos. El material genético

sera exclusivo de cada célula.
TELOFASE I PRODUCTOS

iw' ——— % X 4

10. Descondensacion y division 11. Cuatro células con nimero
celular cromosomico haploide

Figura 1.8. Fases de la Meiosis II. Modificada de Nature Education, 2008%.
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1.4. ALTERACIONES CROMOSOMICAS

Las alteraciones cromosdmicas son una causa importante de malformaciones congénitas y
alteraciones del desarrollo, y se presentan en el 0.8% de todos los recién nacidos vivos®. Pueden

clasificarse en:
Numeéricas: Pérdida o ganancia de cromosomas completos.

Estructurales: Alteraciones en la secuencia gendmica de cromosomas individuales. Estas
alteraciones pueden ser balanceadas (cuando no hay pérdida o ganancia de material en el
rearreglo cromosémico), o desbalanceadas (que resulta en alteracién de la dosis génica) (Tabla

1.1)%7°°,

Tabla 1.1 Clasificacion de las alteraciones cromosomicas. Modificada de Luthardt et al., 2001 z,

Numéricas _ Estructurales

e Euploidias e Inserciones
e Deleciones
Triploidia e Duplicaciones
Tetraploidia e Anillos
Pentaploidia e Isocromosomas
e Inversiones
e Aneuploidias e Translocaciones
e Robertsonianas
Monosomia e Reciprocas
Trisomia Balanceadas
No balanceadas

Para fines de esta tesis interesa en particular revisar aneuploidias y translocaciones.
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1.4.1 ALTERACIONES CROMOSOMICAS NUMERICAS

Como ya se ha mencionado, los errores en la disyuncién durante la meiosis y la mitosis pueden
dar lugar a cambios en el nimero cromosémico del individuo. Aneuploidia se refiere a la alteracion

35,36,37. Es la

gue es numéricamente mayor o menor al multiplo exacto del nimero haploide
alteracion cromosdmica clinicamente significativa mas comudn en el ser humano, y se presenta en
el 3-4% de todos los embarazos reconocidos médicamente. Usualmente es una trisomia que
resulta de no disyuncion meidtica. La monosomia autosémica se observa en menos del 1% de las

alteraciones cromosémicas en abortos espontaneos del primer trimestre® (Tabla 1.2).

Tabla 1.2. Incidencia de aneuploidias durante el desarrollo. Hassold, T., et al, 2001 37.

INCIDENCIA DE ANEUPLOIDIAS DURANTE EL DESARROLLO ‘

SEMANAS DE GESTACION
0 6 8 20 40

Espermatozoide Oocito Pre- Aborto Aborto Obito Recién

implantacion preclinico espontaneo nacido vivo
Icidencia de 1-2% +/-20% +/-20% ? 35% 4% 0.3%
aneuploidias

Aneuploidias Varias Varias Varias ? 45,X/t16 / t13/t18/ t13/t18/

comunes t18/ 121 t21 t21/Cr

sexuales

En la no disyuncion en meiosis |, ambos homadlogos de un cromosoma se mueven al mismo polo
durante la anafase | en lugar de moverse a polos opuestos, dando origen a una célula con dos
copias de un cromosoma y una célula sin copias del cromosoma. En meiosis Il, son las cromatides
hermanas las que presentan falla para la separacion. La no disyuncién puede también presentarse
en la meiosis Il, en la cual daria lugar a una aneuploidia en mosaico®®. Un mecanismo alternativo se
basa en la separacion prematura de las cromatides en la meiosis | por cromosomas aquiasmaticos,
con la formacidon de una estructuras univalentes y no una bivalente, que segregan de modo

independiente durante la anafase®.
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1.4.2. ALTERACIONES CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES

Las alteraciones estructurales son el resultado de una interrupcién de la continuidad de uno o més
cromosomas; las rupturas ocurren ya sea en respuesta al dafio al ADN, o como parte del
mecanismo de recombinacion y pueden involucrar una o dos cromatides de acuerdo al estadio del

ciclo celular en que se presenten.

Cuando se presentan dos rupturas en la misma célula, los mecanismos de reparacién pueden unir
los segmentos rotos originando una nueva configuracion cromosdmica. Estas alteraciones pueden

originarse a partir de un padre portador o presentarse de novo.

Los rearreglos balanceados originan (entre otros aspectos), infertilidad en el individuo o una
descendencia con rearreglos desbalanceados. Los rearreglos desbalanceados dan lugar a defectos

congénitos asi como a retraso del crecimiento y del desarrollo. Las alteraciones somaticas

adquiridas suelen relacionarse con neoplasias (Tabla 1.3)**%.

Tabla 1.3. Efectos de las alteraciones cromosomicas constitucionales. Modificada de Gardner et al., 2004%.

EFECTOS DE ALTERACIONES CROMOSOMICAS CONSTITUCIONALES

Interrupcidn de la blastogénesis, con implantacidon transitoria o no implantacion
del producto

Interrupcidon de la embriogénesis, con aborto espontaneo, usualmente en el
primer trimestre

Alteracion importante de la morfogénesis, con aborto tardio o muerte neonatal
temprana

Alteracion de la morfogénesis que permite la supervivencia extrauterina

Supervivencia extrauterina, sin efectos fenotipicos visibles

Los cromosomas se pueden romper en cualquier punto, pero hay sitios de ruptura preferente (hot
spots o sitios frdgiles)”. Estas rupturas pueden ser reparadas, pero se pueden reunir y dar origen a
multiples alteraciones estructurales. Una ruptura en un brazo en la que no se afecta el centrémero
origina un cromosoma corto con un fragmento acéntrico. Los fragmentos sin centrdmero son
inestables y generalmente se pierden durante la division celular generandonos un cromosoma

mas corto™.
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Si hay dos rupturas cromosdmicas dentro de una misma célula, enzimas reparadoras pueden
reunir los extremos rotos, originando una nueva configuracién de los cromosomas implicados. Los
cromosomas se pueden romper en cualquier punto y los extremos rotos se pueden reunir para

formar una variedad de nuevas combinaciones.

Los rearreglos cromosémcos pueden provocar: pérdida (delecién) o ganancia (duplicacién) del
material genético; dos rupturas en un cromosoma puede dar una delecidn intersticial, anillo
cromosémico o una inversidn o reunién de segmentos cromosdmicos interrumpidos en una
configuracién anormal sin pérdida o ganancia de material genético (translocacion balanceada o
inversién); dos rupturas en 2 diferentes cromosomas pueden incluir cambios estructurales

incluyendo translocaciones reciprocas y robertsonianas®**.
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Figura 1.9. Esquemas de las alteraciones cromosomicas estructurales y su prevalencia.
Imagen modificada de Luthardt et al, 20017,
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1.4.3. TRANSLOCACIONES

Una translocacién se origina por el intercambio de segmentos de cromosomas no homalogos. Si la
informacidn genética transferida entre los dos cromosomas es completa y no se asocia a pérdida o
ganancia o no afecta la integridad de la informacién del material genético, la translocacion es
reciproca y balanceada. Las translocaciones reciprocas son producto de un intercambio de los
segmentos terminales provenientes de dos cromosomas diferentes y representan la forma mas
comun de alteraciéon cromosomica estructural, con una frecuencia de 1 en 625 recién nacidos
vivos?’. Las translocaciones robertsonianas, originadas de la fusion céntrica de dos cromosomas

acrocéntricos, son menos comunes y se presentan en aproximadamente 1 en 1000 individuos®.

Los portadores de una translocacion familiar balanceada casi siempre son fenotipicamente sanos y
son diagnosticados cuando un miembro de la familia presenta infertilidad, abortos de repeticién, o
tiene descendencia fenotipicamente anormal, producto de un gameto desbalanceado. Cada
translocacion especifica dara origen a proporciones diferentes de posibles productos de

31,32

segregacion (Figura 1.10)

Durante la meiosis | los cromosomas reorganizados por la translocacién con sus homdlogos
forman un cuadrivalente y en la anafase | se separan de acuerdo a diferentes tipos de segregacion
2:2 (alterna, adyacente 1 o adyacente 2), segregacién 3:1 o menos frecuentemente segregacion
4:0. Estas diferentes posibilidades tienen un impacto importante en la fertilidad del portador, e

incrementan el riesgo para una descendencia con una alteracién cromosémica no balanceada®**>.

Las alteraciones cromosdmicas ya descritas pueden analizarse mediante diversas técnicas

citogenéticas y moleculares, que se describen brevemente en el siguiente apartado.
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Figura 1.10. Andlisis de la segregacién en Meiosis de una translocacion balanceada
Imagen modificada de Nature Education, 2008%.
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1.5. TECNICAS CITOGENETICAS

La caracterizaciéon cromosémica mediante métodos simples, rapidos y confiables, es uno de los
principales intereses en la citogenética humana y animal®®.  El cariotipo es utilizado de forma
rutinaria para la determinacidon de alteraciones en el nimero o la estructura cromosdmica. El
término se refiere al analisis organizado (apareamiento y alineamiento) del contenido
cromosdémico de una célula especifica, donde los cromosomas son ordenados y numerados de
acuerdo a su tamafio, del mayor al menor y de la posicién del centrémero. Se cuenta con una
nomenclatura estandarizada para la descripcién del complemento cromosémico normal o
alterado®. Es posible identificar cada cromosoma utilizando diferentes técnicas de tincién, en
base a la presentacion de franjas claras u oscuras (bandas) o la presencia, ausencia o la
anormalidad de algunas estructuras cromosémicas (centrdmero, satélites, etc.). Las principales

técnicas de bandeo se muestran en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Técnicas de tincion para cariotipo. Modificada de Miller, 2001°%:

TECNICAS DE TINCION PARA CARIOTIPO |

TECNICA CARACTERISTICAS

BANDAS G o GTG Los cromosomas se tratan con tripsina para desnaturalizar las proteinas
cromosomicas y luego se tifien con Giemsa. Cada par de cromosomas se tifie
con un patrdn caracteristico de bandas claras y oscuras.

BANDAS Q Los cromosomas se tifien con quinacrina y se examinan por microscopia de
fluorescencia. Los cromosomas se tifien en patrones especificos de bandas
brillantes y opacas. Las bandas brillantes corresponden casi exactamente a las
bandas G oscuras.

BANDASR Los cromosomas se calientan antes de colorearlos con Giemsa, también se
producen bandas claras y oscuras. El patron de bandas claras y oscuras es
opuesto o reverso al observado con bandas GTG.

BANDAS C Se tifie especificamente la regidon centromérica y otras regiones que
contienen heterocromatina constitutiva. Implica un tratamiento secuencial
con 4cido y alcali.

BANDAS NOR Se utiliza nitrato de plata, definiéndose los tallos de los satélites de los
cromosomas acrocéntricos, al tefiir complejos de ribonucleoproteina.

BANDAS T En esta técnica se utiliza naranja de acridina, tiféndose la regién telomérica.

ALTA RESOLUCION La técnica consiste en hacer bandas G o R en preparaciones cromosdmicas en
prometafase, cuando los cromosomas no estan tan condensados. El bandeo
en profase solo se utiliza cuando se sospecha una anomalia estructural.
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La técnica convencional de bandeo GTG (Bandas G con tripsina y tincidn por Giemsa) continda
siendo la regla o referencia de oro para el resto de técnicas citogenéticas, ya que se encuentra

adecuadamente estandarizada, es facil de realizar y su costo es (relativamente) bajo.

Sin embargo, presenta importantes restricciones técnicas, entre las principales se cuentan: a) el
analisis se hace de forma exclusiva observando los patrones de tincion y la morfologia de los
cromosomas; b) el origen del material adicional en un cromosoma a menudo se desconoce; c) la
capacidad de andlisis depende de la adecuada dispersion de la metafase®. Su nivel de resolucién

permite identificar alteraciones estructurales de entre 3 y 5Mb.

En los ultimos 25 afios se han desarrollado diversas técnicas con un poder de resolucion cada vez
mayor y en la actualidad existen dos plataformas esenciales para el desarrollo de técnicas

citogenéticas: la hibridacion con fluorescencia in situ, y la hibridacién genémica comparativa ****.

La hibridacion con fluorescencia in situ (FISH) puede utilizarse para estudiar intercambios
cromosdmicos y rearreglos complejos, amplificaciones y deleciones, desde un nivel basado en una
sola célula’’. En esta técnica una sonda ADN (secuencia de ADN conocida) marcada con un
fluorocromo es hibridada con sus secuencias complementarias en blancos citoldgicos como
cromosomas en metafase, nucleos en interfase, fibras extendidas de cromatina, o lo mas

recientemente desarrollado, microarreglos de ADN®’.

La mayoria de las sondas utilizadas en el laboratorio se encuentran disponibles comercialmente.
La mayor parte de las sondas caen en cuatro categorias: a) centroméricas; b) locus-especificas; c)
teloméricas y subteloméricas; d) especificas para pintado o marcado de un cromosoma

completo®’.

Las sondas especificas de gen sefialan secuencias blanco de ADN presentes generalmente en una
copia en un cromosoma especifico. Son utilizadas para identificar translocaciones cromosdémicas,
inversiones, duplicaciones y deleciones, sindromes gendmicos, cromosomas marcadores y

. . . 1
amplificaciones, en cromosomas tanto en interfase como en metafase™*’.

Las sondas de secuencias repetitivas se unen a pequefios segmentos con multiples copias, como
por ejemplo las sondas centroméricas o teloméricas. Las sondas centroméricas se utilizan

principalmente para la identificacion de cromosomas marcadores y deteccidn de alteraciones del
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numero cromosémico en nucleos en interfase. Las sondas subteloméricas poseen la capacidad de
identificar translocaciones cripticas*. Las sondas para marcado cromosémico completo (o “whole
chromosome painting”) son sondas complejas de ADN que muestran afinidad por la totalidad del
cromosoma excepto las regiones centroméricas y teloméricas*’. Existen dos variantes de esta
técnica, el M-FISH (multicolor) y el SKY (cariotipo espectral) y difieren en la forma en que los

dispositivos de imagen son aplicados al analisis de las combinaciones de fluorocromos™.

La hibridacién gendmica comparativa, o CGH, es un método que proporciona un analisis general
del genoma completo y permite la detecciéon de cambios en el nUmero de copias en el ADN. Desde
su introduccién se ha convertido en un poderoso método alternativo: esta técnica permite el
tamizaje del genoma, para la bldsqueda de duplicaciones o deleciones, sin ser necesario el
conocimiento previo de la regién gendmica de interés, utilizando la comparacion del ADN a

1741 "En metafases, la resolucion del estudio de CGH es de 2-

estudiar con un control de referencia
5Mb. La tecnologia de CGH basada en microarreglos ofrece una resolucidon que varia desde 45 kb a

1 Mb, dependiendo de la densidad del arreglo®.

Estos métodos se utilizan ampliamente para el diagndstico clinico prenatal®y postnatal, el estudio
del cancer, y de forma mas reciente, para el andlisis de las variaciones en el nUmero de copias a fin
de estudiar su contribucién en enfermedades. Proveen también una herramienta para analizar la
organizacién tridimensional del genoma®. El uso de estas nuevas tecnologias forma un puente

entre los abordajes citogenético y molecular y su mayor ventaja es su alto poder de resolucidon®.

El adecuado diagnéstico de las alteraciones cromosdmicas tanto de tipo estructural como
numeéricas requiere del uso de técnicas de analisis citogenético, la técnica habitual corresponde a
la técnica de bandas GTG y el uso de otras técnicas dependerd de la indicacidn clinica que tenga el

paciente.
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1.6. INDICACIONES PARA LA REALIZACION DE ESTUDIOS CITOGENETICOS

Se estima que no menos de un milldn de andlisis citogenéticos y moleculares son realizados
anualmente en Estados Unidos y representan parte del abordaje convencional en distintos campos
médicos, asi como la primera linea de estudio para muchos pacientes que presentan
malformaciones congénitas, enfermedades mentales, cancer, o infertilidad. Ademas, Ia
investigacion biomédica bdsica contemporanea utiliza ampliamente las técnicas de citogenética

molecular®.

Una de las areas del hacer del médico genetista corresponde el diagndstico, identificacion y
manejo de pacientes con cromosomopatias, quienes se encuentran en estudio ya sea por
presentar sindromes bien definidos con etiologia cromosémica como alteraciones de tipo retraso
mental o aborto habitual, entre otras***. Las indicaciones clinicas para la realizacién de estudios
citogenéticos se presentan en la Tabla 1.5. En la figura 1.11 se describe la secuencia de

intervenciones que debe realizar el genetista clinico para la adecuada evaluacién del paciente.
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Tabla 1.5. Indicaciones para la realizacion de estudios citogenéticos. Modificado de Shaffer, 2005®.

INDICACIONES PARA ESTUDIO CITOGENETICO

ETAPA DATO CLINICO
Todas las etapas Retraso mental/Falla del crecimiento

Rasgos dismorficos compatibles con una cromosomopatia
particular
Malformaciones multiples

Crisis convulsivas cripticas o de dificil manejo

Historia familiar de alteracion cromosémica

Neoplasias

Prenatal Madre mayor de 35 afios o padre mayor de 40 afos

Triple marcador anormal

Sospecha ultrasonografica de cromosomopatia

Antecedente de cromosomopatia en progenitores

Neonatal Malformacién mayor o 3 o mds malformaciones menores

Genitales ambiguos

Obito de causa desconocida/Muerte neonatal inexplicable

Adolescente Ginecomastia

Falta del desarrollo puberal

Amenorrea primaria/secundaria inexplicada

Adulto Padres de niflos con alteracion cromosémica estructural

Abortos recurrentes/infertilidad inexplicable

Diagnéstico prenatal




Andlisis integral
del paciente:

Historia clinica

Estudio familiar

Indicacién
de Cariotipo

v w|
Resultado: Resultado:
Anormal

Bandas GTG
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I
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Estudios
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caso

Asesoramiento Genético

Figura 1.11. Diagrama de flujo que ilustra el abordaje del paciente en cuanto a realizacién de estudios de

citogenética convencional y molecular.
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I. 7. ESTRUCTURA DEL CROMOSOMA 22

El cromosoma 22 es el segundo mds pequeiio de los cromosomas autosémicos humanos,
comprende alrededor del 1.6% al 1.9% de la totalidad del ADN gendmico. Es uno de los cinco
cromosomas acrocéntricos, cada uno de los cuales comparte una importante similitud de
secuencias en sus brazos cortos, que contienen genes de rRNA repetidos en tdandem. Los estudios
de mapeo genético sugieren que el brazo largo del cromosoma 22 (22q) es rico en genes
comparado con otros cromosomas’®. Desde la descripcién original por Dunham et al. en 1999 se

ha sefialado que mas del 50% del cromosoma 22 esta ocupado por secuencias codificantes®’.

Las 936 estructuras gendmicas descritas para el cromosoma 22 comprenden 445 genes

codificantes para proteinas, 24 genes en estudio, 105 transcritos para ARN y 275 pseudogenes”’.

La longitud de los genes identificados en este cromosoma varia de 1 kb a 583 kb, siendo el tamafio
promedio de 19.2 kb. Numerosas estructuras génicas complejas parecen contener exones Unicos,
mientras que el mayor nimero de exones encontrados es de 54 (que corresponden al gen
PIK4CA). El nimero promedio de exones es 5.4. El tamafio promedio de los exones es 266 bp. El

exdn mas pequefio identificado tiene una longitud de 8 bp (Figura 1.12)*.

Genes
Known Genes

[ 3%

LONGITUD (pb) 51,304,566 |

GENES CODIFICANTES CONOCIDOS 445 rilz
GENES CODIFICANTES EN ESTUDIO 24

PSEUDOGENES 275 .
GENES miRNA 31 ati.zz
GENES rRNA 5
GENES snRNA 23 atz.2
GENES snoRNA 23 s
OTROS GENES RNA 23 L

q13.2

1351

al3.52 f§
1333

Figura 1.12. Ideograma del cromosoma 22 y su densidad génica
Imagen modificada de Ensembl, 2010".
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Alrededor del 41.9% de la secuencia del cromosoma 22 comprende familias de secuencias
repetidas, dispersas o en tandem®. La regién 22q11.2 es particularmente rica en repetidos de
bajo nimero de copias, o LCRs. Las secuencias LCR (low copy repeats o repetidos de bajo nimero
de copias) se definen como bloques de 1 a 200 kb que se encuentran duplicadas en una o mas
localizaciones cromosdmicas, parecen tener un origen evolutivo reciente ya que comparten una
marcada similitud de secuencias y estdn ausentes en las especies mas cercanamente relacionadas

al ser humano™.

Un total de 8 LCR han sido identificadas en la regién 22g11.2. Los LCR22 comprenden bloques de
secuencias gendmicas que contienen genes, pseudogenes y fragmentos génicos, cada uno de los
cuales comparte un 99% de similitud con su secuencia equivalente en otro repetido, aunque cada
LCR22 difiere en su tamafio y organizacion general®. Por ejemplo, cinco de los LCR22 contienen

copias de los genes codificantes para gamma-glutamil transferasas y genes relacionados*®. (Figura

1.13)
dup
Sindrome dup22q11.2
del 3Mb I | Sindrome del22q11.2
1.5Mb
TBX1

LCRs A l B c D E F G H 22q
¢ 22-2 22-3a— 22:3bf] 224 22-5! 22-6]] 22- : 22-8
cen : H tel

v v \ 4
del/dup del/dup 1.5Mb  del/dup 3Mb dup 4Mb dup 6Mb

Figura 1.13. Representacion esquemadtica de la region 22q11.2 que muestra la localizacion de los LCR22 y la mayoria
de los puntos de ruptura en deleciones y duplicaciones de 22q11.2 implicadas en sindromes.
Modifcado de Torres-Juan et al, 2007°°,

Se ha identificado una secuencia rica en repetidos A-T palindromicos (PATRR) en el cromosoma 22.
En la actualidad se reconocen tres regiones asociadas con rearreglos cromosémicos: PATRR11,
PATRR22 y PATRR17%. Los estudios in vitro indican que las regiones PATRR adoptan una
configuraciéon cruciforme inestable que podria contribuir a la ruptura cromosémica vy

recombinaciéon®®*,
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Varios desérdenes gendmicos constitutivos recurrentes, entendidos como alteraciones
citogenéticas que involucran un segmento cromosdmico que contiene mas de un gen”, se
relacionan con la estructura gendmica de la regién 22q. Estos incluyen los rearreglos implicados en
el sindrome velocardiofacial (VCFS) y el rearreglo que origina el sindrome de trisomia parcial del 22
derivada de la t(11;22) o Sindrome de Emanuel. Los puntos de ruptura de los rearreglos se
agrupan en la regién 22qll. Mientras que las deleciones son resultado de recombinacion
homéloga no alélica (NAHR) de las LCR22, la translocacién t(11;22) es el resultado de la

interaccién entre las regiones palindrémicas ricas en A-T (PATRR) de los cromosomas implicados™.
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1.8. SINDROMES POR ALTERACIONES ESTRUCTURALES DEL CROMOSOMA 22

Los sindromes que pueden asociarse a alteraciones de dosis génica del cromosoma 22 pueden ser

por ganancia o pérdida de regiones en este cromosoma.

En la actualidad, los dos sindromes genéticos que se atribuyen a incremento de la dosis génica de

22q11.2 son>*:

- El Sindrome de Cat-Eye (CES) (MIM 115470)
- El Sindrome de Emanuel (ES) (MIM 609029)

Los pacientes con Sindrome de Cat-Eye presentan una tetrasomia parcial de la regién del
cromosoma 22 que se expande desde el brazo corto hasta la regidon 22g11. Las copias extra de
esta regidn se encuentran en la forma de un cromosoma supernumerario, bisatelitado y
dicéntrico, aunque puede existir también la duplicacion intersticial. Las caracteristicas clinicas de
este sindrome incluyen coloboma del iris y otras caracteristicas asociadas también a duplicaciones

intersticiales de la regién 22q11%.

El segundo sindrome asociado con incremento de la dosis génica de la region 22q11 es el sindrome
del derivado del 22 de la translocaciéon entre los cromosomas 11 y 22 o sindrome de Emanuel (ES).
Se presenta en los descendientes de los portadores asintomdticos de la translocacién recurrente
1(11;22)(g23;922) que origina una trisomia parcial del cromosoma 11 y del cromosoma 22 por una
segregacion 3:1, principalmente en las madres®>. Muchas de sus caracteristicas clinicas son
similares a las encontradas en el sindrome de Cat-eye (cardiopatia congénita, principalmente
defecto septal atrial, malformacidn renal, alteraciones craneofaciales como apéndices
preauriculares, pits, y paladar hendido; alteracion del tracto genital masculino, estenosis o atresia

anal, defectos esqueléticos y retardo mental), aunque también presenta caracteristicas Gnicas®.

El sindrome hereditario asociado a la microdelecion 22q11.2 es:

- Sindrome velo-cardio-facial (MIM 192430)
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El sindrome de del22ql11.2 es el desorden gendmico de mayor frecuencia (1: 2500 - 1:4000 y
1:3800 para poblacién hispana®) y se encuentra entre los sindromes de mayor variabilidad clinica,
con mas de 180 caracteristicas asociadas. La delecién 22q11.2 puede ser heredada de forma

autosémica dominante o presentarse de forma esporadica™.

o o oo Do

O
1.2
(;:1"]'122?] ] Critical 4 Nig23
region ]
deleti =
eletion 0 lqter
inv dup(22) cer(22)t(11,22)
Chr22 22q01.2 del Chr22 Chr22 Chr22 Chr22
. A& s 25
- - ' -
L D .i !} . -
Sindrome Velocardiofacial Sindrome Cateye +der(22)t(11;22)

-

Figura 1.14. Ideograma y cariotipo parcial de anormalidades del cromosoma 22. La del22q11.2 estd indicada por la
flecha, asociada con el SVCF. La inv dup(22) es asociada con el sindrome de Cat eye y el der(22)t(11;22) es un derivado
del 22 generado por la translocacion entre los cromosomas 11y 22.

Modificado de Emanuel, 2001 e

Otras regiones del cromosoma 22 asociadas con enfermedades humanas son el locus de la
susceptibilidad a la esquizofrenia y las secuencias que se asocian con la ataxia espinocerebelosa
10 (SCA10). También se han relacionado con el cromosoma 22 procesos malignos, como el cancer
de mama, Sarcoma de Ewing, meningioma vy neurofibroblastoma®, asi como la translocacién
1(9;22)(g34;11.2) presente en mas del 95% de los casos de leucemia mieloide crénica y en 20-30%

de las leucemias linfoides agudas en el adulto.
Dada la frecuencia, relevancia y variabilidad fenotipica de los sindromes relacionados con el

cromosoma 22, se decidié estudiar sus caracteristicas en la poblacidon de nuestra Institucion en la

presente tesis.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Un porcentaje importante de pacientes que acuden a nuestra Institucidn requieren evaluacién con
analisis de cariotipo para descartar alteraciones cromosdémicas numéricas y estructurales. Uno de
los cromosomas que en afios recientes ha llamado la atencién al asociarse a sindromes clinicos
bien definidos es el cromosoma 22. Con este antecedente, nos propusimos determinar cual es la
frecuencia y qué tipo de alteraciones del cromosoma 22 se han reportado en la poblacion
atendida en el Departamento de Genética del Hospital Infantil de México Federico Gémez en el
periodo 1979 a 2009. Ademas, en base en este analisis nos propusimos identificar aquellos casos
que podrian beneficiarse de los estudios actualizados tanto de citogenética cldasica como

molecular. Por ello nos propusimos contestar las siguientes preguntas de investigacion:

1.- éCudl es la frecuencia de alteraciones del cromosoma 22 reportadas en estudios cromosdmicos
convencionales con bandas GTG en la poblacidon atendida en el Departamento de Genética del

Hospital Infantil de México Federico Gémez en el periodo 1979 a 2009?

2.- {Cudl es el tipo de alteraciones del cromosoma 22 reportadas en el periodo bajo estudio?

3.- éCudles son los sindromes clinicos que pueden asociarse a estas alteraciones?
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Ill. JUSTIFICACION

El HIMFG es un centro referencia de tercer nivel de atencién, en donde se atiende a pacientes
provenientes de todo el pais. Una parte importante corresponde a pacientes con criterios clinicos
qgue requieren la aplicacion de estudios citogenéticos, ya sea por presentar caracteristicas clinicas
de sindromes cromosdmicos bien conocidos, malformaciones congénitas multiples o retraso
mental. Se ha reportado una alta frecuencia de alteraciones tanto numéricas como estructurales
de diferentes cromosomas y en particular del cromosoma 22. Entre estas ultimas, el sindrome
Velo-cardio-facial (sindrome por microdelecién mas frecuente en el ser humano), sin embargo no
es ésta la Unica alteracion descrita de este cromosoma. Conocer el perfil epidemioldgico en
relacion al tipo y frecuencia de alteraciones de este cromosoma, nos permitird conocer sus
caracteristicas en nuestra poblacion, los sindromes clinicos o alteraciones del desarrollo asociados
a anomalias del cromosoma 22 y ademads nos permitird identificar casos de pacientes que podrian

beneficiarse de técnicas actualizadas de citogenética clasica y citogenética molecular.
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Iv. OBIJETIVOS

IV.1 General

e Identificar las alteraciones cromosémicas estructurales y numéricas del
cromosoma 22 reportadas por cariotipo con técnica de bandas GTG en el

laboratorio de Citogenética del Departamento de Genética del HIMFG durante el

periodo de 1979 a 2009.

IV.2 Especificos

e Determinar la frecuencia de las alteraciones del cromosoma 22 reportadas en el
periodo mencionado.

e (lasificar el tipo de alteraciones identificadas del cromosoma 22.

e I|dentificar los casos de pacientes quienes pudiesen beneficiarse de los avances de

técnicas citogenéticas moleculares.
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V. MATERIAL Y METODOS

Diseino del estudio

Se trata de un estudio retrolectivo y descriptivo y de revisién de casos.

V.1 DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA

El analisis que se presenta se realizé en dos fases:

Fase A. Se identificaron los casos reportados por el laboratorio de Citogenética del HIMFG para
alteraciones del cromosoma 22, en el periodo de 1979 a 2009, se analizaron los datos obtenidos y

se compararon los tipos y la frecuencia encontrados con lo reportado en la literatura.

Fase B. Se seleccionaron aquellos casos de pacientes reportados con alteracién cromosdmica,

quienes podrian beneficiarse del empleo de otras técnicas citogenéticas actualizadas.

La fuente de obtencidn de datos de los estudios de citogenética fueron las libretas de reporte de
resultados de cariotipo del Laboratorio de Citogenética del Departamento de Genética en el
periodo de 1979 a 2009. Una vez identificada la alteracién cromosémica, se procedié a revisar el
expediente clinico correspondiente (en el caso de encontrarse disponible) y en su caso decidir

quiénes podrian beneficiarse de estudios complementarios.
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V.2 CRITERIOS

V.2.1. CRITERIOS DE INCLUSION

FASE A.

* Reporte de cariotipo con bandas GTG que identificara alteraciones numeéricas o
estructurales del cromosoma 22, realizada en linfocitos de sangre periférica.
* Reporte de cariotipo registrado entre 1979 y 2009.

* Reporte de cariotipo legible y sin ambigliedad en su nomenclatura.

FASE B.

* Caso clinico con expediente disponible.

* Paciente con alteracion numérica o estructural del cromosoma 22 cuyo analisis se pudiese
beneficiar de técnicas de citogenética molecular.

* Que se contara con consentimiento informado del paciente y su familia para el analisis del

Ccaso.
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V.2.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

FASE A.

FASE B.

Reporte de resultado no legible.

Expediente clinico incompleto o no disponible.
Casos en los que no se considerd factible la realizacion del estudio por no ofrecer
beneficio.

Casos en que los pacientes o sus familias no desearan participar en el estudio.
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V.2.3. CRITERIOS DE ELIMINACION

FASE A.

FASE B.

Resultado registrado con férmula cromosdmica no concluyente.

Registro hospitalario del expediente clinico del paciente no correspondiente con el
registro en la libreta de resultados.

No hubo posibilidad de obtener muestra o esta fuese insuficiente para los anélisis.
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V.3 ANALISIS DE LA INFORMACION

Fase A. De los reportes identificados como con alteraciones del cromosoma 22, se analizaron las
férmulas cromosémicas correspondientes y se clasificaron de acuerdo a la nomenclatura
internacional y (en los casos necesarios) se actualizaron de acuerdo a la nomenclatura del ISCN
2009%. Se realizd andlisis de estadistica descriptiva y porcentajes identificindose los tipos de
alteraciones ya fuesen numeéricas o estructurales y en este Ultimo caso, los tipos de alteraciones

estructurales encontradas.

Fase B. Se identificaron a los pacientes que pudieran beneficiarse del uso de otras técnicas
citogenéticas, con expediente clinico disponible y que continuaran asistiendo a nuestra Institucion.
Con consentimiento informado, aprobacidn institucional y del comité de tesis se analizaron dichos
casos y se ofrecieron técnicas citogenéticas moleculares disponibles. Cada caso se analizé y se

proporciond consejo genético.
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VL. RESULTADOS

VI.1 Fase A. Revision de la frecuencia y el tipo de alteraciones del cromosoma 22

La presente revision fue realizada en las libretas del laboratorio de citogenética y permitié la
identificacion un total de 16,128 estudios solicitados correspondientes a las muestras procesadas
para cariotipos con técnica de bandas GTG, realizados a pacientes que acudieron a nuestra

Institucidn en el periodo de 1979 a 2009.

Se obtuvo un resultado en 13,294 de los casos de solicitud. De estos, fue posible identificar algun
tipo de alteracion citogenética en 3,664 casos. Asimismo se identific6 que 3,092 casos
correspondian a alteraciones numéricas, siendo el resto (572 estudios) alteraciones de tipo
estructural (Tabla 6.1). Del grupo de casos con alteraciones cromosémicas, diez pacientes
presentaron una alteracion del cromosoma 22 detectada por bandas GTG, siendo todas éstas de

tipo estructural.

Tabla 6.1. Cariotipos realizados en el periodo 1979-2009 y alteraciones del cromosoma 22.

CARIOTIPOS TOTAL PORCENTAIE
REALIZADOS 16,128 100%
REPORTADOS 13,294 82.42%
CARIOTIPOS SIN ALTERACION 9,630 59.7%
CARIOTIPOS ANORMALES 3,664 22.71%
ALTERACIONES NUMERICAS 3,092 19.17%
ALTERACIONES 572 3.54%
ESTRUCTURALES

ALTERACIONES DEL 22 10 0.062%

(sin considerar
polimorfismos)

La informacién descrita, se presenta concentrada en la Grafica 6.1 en la que se especifica por afo

el nimero de resultados de cariotipos reportados con las alteraciones asociadas.

Se encontraron 33 alteraciones de tipo estructural del cromosoma 22, incluyendo polimorfismos.
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Grdfica 6.1. Cariotipos realizados en el Departamento de Genética con alteraciones numeéricas y estructurales.

En el andlisis de las alteraciones reportadas del cromosoma 22 incluyendo polimorfismos, se
identifica que hubo 9 cromosomas 22 descritos como bisatelitados, el resto correspondié a casos
con alteracidn estructural. Se consideraron 10 casos relevantes para el andlisis ya que fue posible
establecer en base a la nomenclatura y sin ambigliedades la alteracidn relacionada: estos 10 casos
se muestran en la tabla 6.2. De éstos, dos casos fueron reportados como cromosomas derivados
(que correspondieron a trisomia 22 parcial o sindrome de Emanuel). Un caso correspondié a una
probable tetrasomia 22 o sindrome de Cat-Eye. Dos casos se reportaron con cromosoma
marcador. En cinco casos se identificé una translocacidn cromosémica que involucraba a
diferentes cromosomas (incluyendo en un caso al cromosoma 22 homdélogo). Los cromosomas
implicados en la translocacion fueron el 5, 12, 18, 17 y 22. El sexto caso identificado como
translocacion, en el andlisis con bandas GTG solo fue posible identificar una del22q, sin embargo
por andlisis de FISH fue posible determinar que se trata de una translocacién reciproca balanceada

t(11;22). Este caso corresponde a la madre del paciente registrado en la Tabla 6.2 con el nimero 9.
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Por lo anterior se concluye que los casos con translocacién fueron 6, uno de ellos con presentacion

familiar.

CARIOTIPOS REPORTADOS CON ALTERACION ESTRUCTURAL DEL CROMOSOMA 22

Tabla 6.2. Cariotipos reportados con alteraciones del cromosoma 22.

1979 A 2009
CASOS EDAD FORMULA CROMOSOMICA
CASO 1 N/R 45 XY,1(17;22)
CASO 2 N/R 45,XX,t(22;22)(q10;q10)
CASO 3 1la 10m 46,XY,dup(22)(q ?)
CASO 4 22a 46,XX,der(22)t(18;22)
CASO 5 la2m 45,XY,der(5)t(5;22),-22
CASO 6 6 afios 46,XX,der(22)t(?;22)
CASO 7 15 afios 45,XX,der(12)t(12;22)(q24.2;911.2),-22
CASO 8 3 afios 47,XY,+der(22)t(11;22)(923;q11.2)mat [25]
CASO9 35 afios 46,XX,t(11;22)(923;911.2)
CASO 10 1 ano 47,XX,+der(22)(pter-q12)

En relacidn a sus caracteristicas epidemioldgicas, las edades de los pacientes estuvieron entre los

12 meses y 35 afios. Seis pacientes fueron de sexo femenino y 4 de sexo masculino.

El motivo de consulta mds frecuente fueron las cardiopatias congénitas. El caso nimero 4 tuvo

indicacidn para estudio el ser la madre de un paciente con cromosomopatia, pero no fue posible

identificar con los datos disponibles en los registros al paciente, su férmula cromosdémica o la

impresion diagndstica.

De los casos anteriores, se considerd factible que dos de ellos, que corresponden a los casos 7 y 8

de la tabla 6.2, podrian beneficiarse de estudios actualizados con técnicas citogenéticas

moleculares o se encontraban en proceso actual de estudio. Estos casos fueron estudiados en

extenso y se revisan a continuacién en la Fase B de esta tesis.
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V1.2 CASO 7

Antecedentes prenatales y perinatales.

Paciente femenino actualmente de 15 afios de edad, producto de primer embarazo de padres
jévenes, no consanguineos (Figura 6.1). Padre de 34 afios a la concepcidén con antecedente de
hiperuricemia. Madre de 32 afios con diagndstico de arritmia cardiaca desde la infancia, de causa
no especificada. Hermano de 8 afios sano. Embarazo con control prenatal desde el primer mes, se
diagnosticé preeclampsia en el tercer trimestre. Obtenida a las 37 SDG mediante cesarea indicada
por hipertension materna. Pesd 2450gr (p3), talla se desconoce, Apgar 7/8, aparentemente

presentd asfixia perinatal moderada.

A

PROPOSITUS NO CONSANGUINEOS

Figura 6.1. Arbol genealdgico del caso 7.

Antecedentes personales patoldgicos.

Se egreso a los 9 dias de vida y se diagnosticé estenosis valvular pulmonar. A los dos afios de edad
se identific6 que presentaba hipoacusia conductiva moderada bilateral. Cursé con reflujo
gastroesofagico los primeros meses de vida. Fue conocida en nuestra Institucion a los cinco afios
de edad en que acude por cardiopatia, erosién dental anormal y microtia bilateral grado I.

Presentd dificultades del aprendizaje e hiperactividad desde los 6 afios, asi como retraso
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importante en el lenguaje, secundario a insuficiencia velofaringea. Se diagnosticé nevo de Ota
derecho a los 12 afios. Presentd menarca a los 10 afios de edad. Tiene un coeficiente intelectual de

70 puntos.

A la exploracién fisica presenta: Talla de 145cms (<p5), peso 49.6 kgs (<p50). Craneo braquicéfalo,
frente estrecha, cejas escasas, fisuras palpebrales horizontalizadas, puente nasal ancho vy alto,
punta nasal bulbosa, nariz de base ancha. Filtrum corto y mal definido, labio superior delgado,
paladar alto. Pabellones auriculares pequefios, dismdrficos, asimétricos y de baja implantacion
(Figuras 6.2, Ay B). Cuello corto y ancho. Térax ancho con soplo sistélico Grado Ill/VI. Manos con

pulgares largos. Tanner pubico llI-1ll, Tanner mamario lll.
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Figura 6.2. Fenotipo de la paciente.

Figura A:

Nétense las fisuras palpebrales
horizontalizadas, puente nasal ancho y alto,
punta nasal bulbosa, nariz de base ancha.
Filtrum corto y mal definido, labio superior
delgado. Nevo de Ota en regién periorbitaria
derecha.

Figura B:

Se observa pabellon auricular pequeiio,
dismérfico, y de baja implantacion.
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A los 5 afios edad fue valorada por el Departamento de Genética y se considerd un diagndstico
clinico de sindrome Velo-cardio-facial (SVCF). Se solicité estudio cromosémico con bandas GTG.
Continda su atencidn en nuestra Institucién hasta la actualidad y ha sido valorada por los
Departamentos de Adolescentes, Audiologia y Foniatria, Cardiologia, Dermatologia y Pediatria.
Psiquiatria diagnostico trastorno de déficit de atencidon a los 5 afios, tratada farmacoldgicamente
hasta los 14 anos. No ha requerido intervenciones quirdrgicas u otra medicacién. Presenta

hipoacusia profunda bilateral. Tiene escolaridad primaria y colabora en las tareas del hogar.

Estudios de laboratorio de citogenética.

Estudio cromosdmico con técnica de bandas GTG.

El estudio de cariotipo con bandas GTG realizado a los 5 afios de edad (Biol. Elda Lucia Gonzalez
Rivera) demostré una formula cromosdmica de 45,XX,der(12)t(12;22)(g24;q11),-22. El estudio
cromosémico de ambos padres fue normal. La madre de la paciente se embarazé por segunda
ocasién y fue referida a Institucién especializada de tercer nivel de atencidn, no se realizé
amniocentesis y se obtuvo producto masculino sano. Se tomd nueva muestra de sangre periférica
en 2008 para analisis cromosdmico con el objetivo de descartar un mosaico y también para
realizar andlisis de FISH para definir los puntos de ruptura. La indicacién de este estudio se debid a
que la banda 1224, implicada en el rearreglo cromosdmico de esta paciente de acuerdo al analisis
citogenético convencional, es locus para Sindrome de Noonan, y la paciente presenta algunos
datos craneofaciales y estenosis valvular pulmonar que podrian ser compatibles con este
diagndstico. Todos los anteriores son aspectos de gran trascendencia para el asesoramiento

genético.

El analisis de 100 metafases confirmd la alteracion cromosdmica y demostré que no existia

mosaicismo (Biol. Mdnica Quintana Palma) (Fig. 6.3).
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Figura 6.3. Cariotipo de la paciente del caso 7 con bandas GTG. Se observa un tinico cromosoma 22.
El derivado del cromosoma 12 es sefialado por la flecha.
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Estudio por FISH.

Se realizé analisis por FISH (Dra. Rocio Sanchez Urbina y M. en C. Roberto Guevara Yanez) con
sonda para la regién subtelomérica de 12q (Telvysion 12q, Vysis®) y sonda LSI TUPLE1 (Vysis®)
para la regién 2211 asociada a sindrome Velo-cardio-facial. El andlisis demostré pérdida de sdlo
los teldmeros del cromosoma 12 y que el punto de ruptura en el cromosoma 22 se encuentra en
la regidn 221l pero estd ausente la regién para el sindrome Velo-cardio-facial, lo que se

demostré por medio del estudio de FISH. La férmula cromosdmica del andlisis por FISH fue:

45,XX,der(12),t(12;22)(qter;q11),-22.ish der(12)t(12;22)(q24.33,q11.2)(VIJyRM2196+,TUPLE1-, ARSA+).
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Figura 6.4. Andlisis por
FISH con sonda Telvysion
12q, Vysis® (sefial color
naranja). Se identifican
dos seriales (flechas
blancas) que
corresponden a ambos
cromosomas 12. Se
observa la ausencia de la
region distal en uno de
los cromosomas 12.

Figura 6.5. Andlisis por FISH con
sondas LSI TUPLE1 Vysis®(sefial
color naranja para 22q11.2 y
senal verde para region control
22q13.) Se observa solamente
una sefal naranja, por lo que se
concluye que el punto de
ruptura en la region 22q11.2
debe estar por debajo de
TUPLE1 ya que no estd en el
derivado del 12. La flecha
amarilla seiiala el cromosoma
22 normal. La flecha blanca
indica el derivado con ausencia
de sefial 22q11.2
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Figura 6.6. Andlisis por FISH utilizando las sondas Telvysion 12 y LSI TUPLE1 22q11.2 (Vysis®).
Se observa la region subtelomérica del cromosoma 12 normal (flecha blanca). Se identifica el
cromosoma 22 normal (flecha roja). El cromosoma 12 derivado presenta una sefial para 22q13
y 12q, asi como ausencia de la region 22q11.2 (flecha amarilla).
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Discusion del caso.

Para el anadlisis del caso de nuestra paciente con translocacion t(12;22) consideramos que deben
ser considerados tres aspectos principales. El primero de ellos es el diagndstico clinico, el segundo
las caracteristicas y diagndstico del estudio citogenético tanto convencional como molecular y

finalmente las implicaciones para el asesoramiento genético de la paciente y su familia.

En relacién al primer punto, el diagnéstico clinico de la paciente fue desde el principio un SVCF.
Una parte de la evaluacién de este diagndstico es la realizacion del estudio cromosémico. El
analisis citogenético por bandas GTG demostrd una translocacion t(12;22), afectando los puntos
de ruptura identificados en este rearreglo a la regidon 22q11.2, lo que por una parte apoya el
diagndstico de SVCF y en un inicio, con las técnicas disponible en la época, se considerd que
involucraba a la regién telomérica del cromosoma 12 y afectaba la region q24, lo que podria
orientar a un diagndstico diferencial con el Sindrome de Noonan. Al ser los cariotipos de ambos
padres considerados como sin alteraciones por citogenética convencional, se concluyd que la
presentacion de esta alteracién era de novo. La revision clinica de la paciente fue cuidadosa para
identificar cualquier anomalia y en particular orientada a descartar dismorfias o malformaciones

que pudiesen estar asociadas a SVCF y/o a alteracién del cromosoma 12.

El sindrome de delecion 22q11.2 o SVCF es el desorden gendmico que con mayor frecuencia se
diagnostica en los seres humanos, con una frecuencia de 1: 2500 - 1:4000 recién nacidos vivos®®®2,
Se considera entre los sindromes de mayor variablidad clinica ya que a la fecha se han descrito
mas de 180 caracteristicas asociadas. Los datos clasicos reportados incluyen dismorfias faciales,
defectos cardiacos troncoconales, hipoparatiroidismo e hipocalcemia, inmunodeficiencia por
deplecién de células T, asi como alteraciones del paladar®. Es un espectro fenotipico muy amplio
con variabilidad de expresion, que va desde alteraciones faciales o cardiacas aisladas (como serian
algunos casos de tetralogia de Fallot, 6% segun Krieger y colaboradores, 2007) hasta

>3 por lo anterior, el

presentaciones muy severas que incluyen al Sindrome de DiGeorge
establecimiento del diagndstico clinico de este sindrome abarca a un gran nimero de pacientes
pero se considera que sélo en los que por analisis de FISH se identifica la del22g11.2 corresponden

a este diagndstico.
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En cuanto a los rasgos dismorficos faciales pueden incluso ser poco evidentes; lo mas destacado es
una nariz caracteristica, prominente y tubular, con la raiz nasal ancha y aplanada y surco subnasal

corto, y los ojos con hendidura palpebral estrecha, asi como retrognatia®>°.

Las orejas suelen ser
pequefias, asimétricas y con implantacidon baja®. Nuestra paciente presentaba todos los datos

clinicos anteriores. (Tabla 6.3).

Tabla 6.3. Caracteristicas reportadas en pacientes con SVCF y presentadas por la paciente 5662

CARACTERISTICAS REPORTADAS EN PACIENTES CON SVCF

Y PRESENTA POR LA PACIENTE

Fascies hipotdnica Retraso del desarrollo
Hipoplasia de esmalte y/o caries Retraso de lenguaje
Retrognatia Hipernasalidad
Insuficiencia velofaringea Falla en el crecimiento
Retraso leve del desarrollo/ Talla baja Hipoacusia neurosensorial
Falla en el crecimiento Alteraciones del aprendizaje
Puente nasal prominente, ancho IQ bajo en edad escolar
Punta nasal bulbosa Deficit de atencidn / Hiperactividad
Fisuras palpebrales estrechas Pabellones auriculares dismdrficos

Otros defectos asociados son las cardiopatias conotroncales: nuestra paciente presentaba
estenosis valvular pulmonar, la cual corresponde a este grupo y ademas Ilama la atencién que es
uno de los tipos de alteracién menos frecuentes™. Se han diagnosticado defectos renales y

musculoesqueléticos, los cuales no presentaba nuestra paciente.

Por lo anterior, la evaluacion de la paciente demostrd que presentaba criterios para considerar el
diagnéstico de SVCF, lo cual fue confirmado por el andlisis de FISH. La literatura internacional,
indica que no existe correlacién entre el tamafio de la delecidn y el cuadro clinico, este puede ser

muy variable inclusive dentro de la misma familia®®®.

En la esfera neuropsicolégica pueden presentar retraso mental habitualmente leve, retraso en el
desarrollo motor y del lenguaje, problemas de aprendizaje, déficit de atencion y dificultades en las
relaciones sociales. Recientemente se ha descrito también su relacion con trastornos psiquiatricos,
entre los que se incluyen autismo, trastornos afectivos, trastorno por déficit de atencion e

hiperactividad y esquizofrenia, que es una manifestacion tardia que puede aparecer hasta en un
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30% de los casos™”". Consideramos que la alteracion del aprendizaje y de la atencién asi como del

lenguaje que presenta nuestra paciente se asocia al diagndstico de del22q11.2.

Por otra parte, se ha reportado que alteraciones subteloméricas se relacionan con retraso
mental® (Sistermans y colaboradores, 2004), al tener nuestra paciente la alteracidn identificada
por FISH en el cromosoma 12 si bien es en la regidén telomérica, no podemos descartar que esta
situacién se sume al cuadro clinico ya que para ello se requeriria de analisis del tipo CGH-

microarreglos.

En relacion a la region cromosémica afectada, en los pacientes con del22q11.2 y a pesar de la
presentacién clinica heterogénea, se encuentran deleciones marcadamente homogéneas y sélo se
han reportado un pequefio nimero de deleciones atipicas. Aproximadamente 90% de los
pacientes tienen una region deletada (RTD) de 3Mb, que contiene alrededor de 45 genes, mientras
que el 8% presenta una delecion de 1.5Mb, que contiene aproximadamente 24 genes®. Se han
caracterizado secuencias repetidas cortas en la regién 22q11 (LCR22), que flanquean la Regidn
Tipica Deletada (RTD) y la regidn de 1.5Mb. Los eventos de recombinacion desigual entre las LCR
flanqueantes explican la recurrencia de deleciones de tamafio uniforme (Figura 6.7). Se estima

que en el 5-10% de los casos la delecién es heredada, siendo el resto deleciones de novo® .

> —_—
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Figura 6.7. Representacion esquemdtica de rearreglos cromosémicos por recombinacion homéloga no alélica basada
en la alineacion entre repetidos en bajo nimero de copias (flechas amarillas). La figura describe los LCR de forma
horizontal acorde a la orientacion y estructura. A) Recombinacion intercromosomica B) Recombinacion
intracromosomica. C) Recombinacién intracromdtide. Modificada de Lupski, 2006.
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La region 22q11.2 contiene al menos 8 LCR22s cuatro de las cuales se localizan en o flanquean las
deleciones mas frecuentes (Figura 1.14). Estas LCR22s han sido nombradas en orden secuencial,
de centroméricas a teloméricas: LCR22-2 (o LCR22-A); LCR22-3a (o LCR22-B); LCR22-3b (o LCR22-
C); y LCR22-4 (o LCR22-D) (Figura 6.8)%".

Dublicacién 4Mb L ] duplicacién
Duplicacién 3Mb [ 22q11.2

Duplicacign6Mb.. [
b | Sindrome de

Punto de ruptura duplicacion 6Mb

Punto de ruptura t(9;22) |

Punto de ruptura del 1.5Mb
Punto de rupturat(11;22)
Punto de ruptura t(17;22)
Otras tr no recurrentes

Delecién 3Mb !
= Sindrome
Delecién 1.5Mb L del22q11.2
g & el g3 K 2 & g8 8§ § 88
= = ) e e & & &8 88 8§ &8 8%
m [|[tcrsa] FH [s] [¢] [71 [&l
e TUPLE1 L
Punto de ruptura 3Mb del/dup Punto de ruptura 3Mb del/dup Punto de ruptura
Punto de rupturadel 1.5Mb Punto de ruptura CES tipo || duplicacién 6Mb
Punto de ruptura CES tipo |
Punto de ruptura duplicacién 4Mb

Punto de ruptura duplicacion 4Mb |

Figura 6.8. Puntos de ruptura recurrentes en las deleciones germinales y somadticas, duplicaciones y translocaciones
que han sido descritas dentro de la region 22q11.2. Las lineas amarillas muestran la longitud de las deleciones y las
azules muestran la longitud de las duplicaciones.

Imagen modificada de Heine-Suier, 2007%.

La gran mayoria de los pacientes que presentan la delecion (97%-98%) presentan un punto de
ruptura proximal dentro de LCR22-2 (o LCR22-A), mientras que el punto de ruptura distal puede
variar, y en el 90% de los pacientes cae dentro de LCR22-4 (o LCR22-D), lo que produce una
delecidon de 3Mb (Regidn Tipica Deletada o RTD); o en el 7% de los pacientes se presenta dentro de
LCR22-3a (o LCR22-B), produciendo una delecién de 1.5 Mb®’. Para el diagnéstico definitivo de
SVCF para las alteraciones de la dosis de la regidn22q11.2 se utiliza la hibridacion fluorescente in
situ y generalmente se utilizan dos sondas comerciales conocidas como LS| TUPLEL o N25%. La
sonda TUPLE1 consta de 110kb y abarca los segmentos D22S553, D22S609 y D22S942 en la region

22q11.2. La localizacidn precisa se indica en la figura 6.8.
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Entre los genes localizados en la region 22g11.2 se considera que el de mayor relevancia para el
fenotipo de los pacientes con SVCF es TBX1. Este gen pertenece a la familia de factores de
transcripcidon T-box, los miembros de esta familia estan implicados en el desarrollo del mesodermo
y endodermo, en el desarrollo del corazén y en la morfogénesis de las extremidades. Jerome y
Papaioannou en el 2001 reportaron el fenotipo de ratones homocigotos y heterocigotos para
mutaciones en Tbx1°!. Los homocigotos morian en el periodo perinatal y mostraban caracteristicas
compatibles con el sindrome por delecion 22q11 como defectos cono-troncales, dismorfias
faciales, paladar hendido e hipoplasia de timo y paratiroides. Los heterocigotos sélo presentaban
alteraciones del arco aértico y aunque no mostraban todo el fenotipo, los resultados muestran

que TBX1 es determinante en el fenotipo del SVCF*®.

Si bien lo mas frecuente en los pacientes con SVCF es identificar por FISH la del22g11.2, se
considera que el analisis de cariotipo por bandas GTG sigue siendo relevante ya que permitira
descartar otros rearreglos cromosdmicos que pudiesen contribuir al fenotipo. Por otra parte, estas
alteraciones también tendrdn un impacto en el asesoramiento genético. La mayoria de los casos

de SVCF, como se ha comentado, son de novo y existen pocos casos familiares reportados.

Excepto por los rearreglos que incluyen a los cromosomas 11 y 17, la base molecular de otras
traslocaciones reciprocas que involucran a 22q11.2, a la fecha se desconoce’. En este contexto,
Morrow y colaboradores (2003)”° reportaron 14 individuos, en cinco de los cuales los puntos de
ruptura ocurrieron en el mismo LCR22 que en la translocacion (11;22) mencionada anteriormente.

(Tabla 6.47°).

Entre los rearreglos cromosdmicos menos frecuentes en esta regidn, se han reportado a la t(1;22)
y t(4;22) en pacientes con SVCF. Estas translocaciones, de manera interesante, comparten el
mismo punto de ruptura dentro de LCR22B, en una regién alin no completamente secuenciada’.
Se ha descrito una regidn rica en repetidos A-T en el punto de ruptura dentro de LCR22B asi como
en los puntos de ruptura de los otros cromosomas implicados en estos rearreglos. Lo anterior es
relevante ya que su naturaleza palindrémica se ha relacionado con la formacién de estructuras
cruciformes o en asa, lo que promoveria los rearreglos mediante la produccidn de rupturas de

doble cadena seguidas de reparacién mediante unién de extremos no homdlogos®.
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Tabla 6.4. Casos reportados en la literatura de rearreglos cromosémicos que involucran la regiéon 22q11.2.
Modificado de Morrow et al, 2003,

TRANSLOCACIONES QUE INVOLUCRAN

LA REGION 22q11.2
46,XY,t(10;22)(q26;q11.2)

FENOTIPO

Normal. Hijo con translocacion no balanceada y
diagndstico de Sindrome de DiGeorge

46,XY/46,XY,t(14;22)(q32.2;q11.2)

Poliposis adenomatosa de colon

46,XX,t(15;22)(q26.1;q11)

Malrotacién del duodeno, agenesia renal derecha

46,XX,t(16;22)(q24.2;q11.2)

SVCF

46,XX,t(16;22)(p13.31;q11.2)

Normal. Hija con translocacién no balanceada y
anoftalmia, cardiopatia congénita, pabellones de
situacidn asimétrica, pliegue palmar transverso

46,XX,(17;22)(p13;q11)

Normal

46,XX,inv(5),t(17;22)(p13;q11)

Normal

45,XY,-1,-22,+t(1;22)(p36;q11)

SVCF

45,XY,-3,-22,+t(3;22)(q29;q11)

Ausencia de timo y paratiroides, labio y paladar
hendido, cardiopatia

45,XY,-4,-22,+t(4;22)(q35;q11)

DiGeorge parcial

45,XX,-11,-22,+t(11;22)(q25;q11)

SVCEF, retraso del desarrollo, anemia persistente, talla
baja, microcefalia, pabellones de baja implantacién,
nariz aplanada, estenosis pulmonar, doble arco
aodrtico, retardo mental

45,XY,-13,-22,+t(13;22)(q34;q11.2)

No disponible

45,XY,-18,-22,+t(p11.3;q11)

SVCF

25,XX,-21,-22,+t(q22;q11)

Peso bajo para la edad gestacional, pulmones
hipoplasicos, hidrocéfalo, cardiopatia congénita.

De acuerdo a las estimaciones de Morrow y colaboradores (2003), en estudios de amniocentesis

se ha demostrado existe una frecuencia de 1:2000 casos en que los productos son portadores de

una translocaciéon reciproca de novo”. En relacién a los puntos de ruptura, en el caso del

cromosoma 22, estos ocurren cerca de los LCR22. Se

ha encontrado que el 57% de las

translocaciones de 22g11.2 involucran las bandas mas terminales de los demas cromosomas

involucrados. (Morrow®, Warburton

79).

También se ha reportado que en un andlisis de portadores de translocaciones reciprocas,

diagnosticados en 200 casos de amniocentesis, 39% tenian uno de los puntos de ruptura en su

banda mas telomérica. Por lo anterior se ha sugerido que existe un incremento en la frecuencia

de rearreglos que involucran bandas teloméricas y la regién 22ql1.2, y que esto no sea

precisamente una situacion al azar®. Existe la posibilidad de que estos rearreglos sean viables e
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incluso que la monosomia de pequefios segmentos teloméricos de los cromosomas sea mejor
tolerada (en relacidn a la viabilidad de los productos) que aquellas alteraciones que ocurran en
puntos de rupturas mas proximales, ya que éstas resultarian en un mayor desbalance

cromosémico’®.

Aunque no es la intencidn de esta tesis, debe mencionarse por su frecuencia la translocacién
1(9;22)(q34;11.2) presente en mas del 95% de los casos de leucemia mieloide crdnica asi como en
20-30% de las leucemia linfoide aguda en el adulto, y cuyo punto de ruptura en el cromosoma 9 es
de localizacién distal. Esta translocaciéon es usualmente reciproca, y el cromosoma 22 derivado del
rearreglo es llamado cromosoma Philadelphia. El mecanismo molecular de este rearreglo esta
comenzando a ser estudiado y se ha relacionado con recombinacion homdloga no alélica mediada

por duplicaciones segmentales en ambos cromosomas®>.

En nuestra paciente se considerd que el mecanismo de translocacion ocasiond una del22g11.2 con
manifestacion fenotipica de SVCF. A la fecha y en las diversas bases consultadas, no existen otros

casos reportados en la literatura que incluyan especificamente la t(12;22).

Al tener la paciente una traslocacidn, es importante para el proceso de asesoramiento genético el
considerar el impacto que tiene en la posible segregacidn de los cromosomas afectados. En este
respecto debe tomarse en consideracién que existe la posibilidad de 3 tipos de segregacion:

alterna, adyacente 1 y adyacente 2.

En caso de presentarse la fecundacion de gametos derivados de la segregacién alterna, los
posibles productos serian un producto con cariotipo normal y por ende fenotipo normal y un
producto con el derivado del 12 de la translocacidn t(12;22), al cual faltaria el derivado del 22 y
por ende tendria delecion desde la regidon centromérica del cromosoma 22 hasta la region

22q11.2, lo que corresponderia al tipo de alteracién vista en la paciente.

Para los productos de la segregacion adyacente 1, las posibilidades serian una monosomia del 22

y una trisomia parcial del cromosoma 22.

59



En el caso de presentarse una segregacion de tipo adyacente 2, se obtendria un producto con
trisomia practicamente completa del cromosoma 12 y una monosomia parcial del cromosoma 22
con delecién de laregidn 22q11.2. La otra posibilidad en este tipo de segregacién es un producto

con monosomia completa del cromosoma 12.

En relacién a estas posibilidades, en principio solamente los productos de la segregacion alterna
son los que podriamos considerar como viables, uno siendo cromosémicamente normal y el otro
con la t(12;22), lo que corresponde a un riesgo del 50% de presentar la delecidon de la region

22q11.2 y por ello presentar el fenotipo de la paciente.

Estas posibilidades de ilustran en la Fig. 6.9.

Es importante recordar que en el caso de nuestra paciente, desde su primer abordaje clinico
genético se establecié el diagndstico de SVCF y también se determind la t(12;22) por técnica de
bandas GTG. La posibilidad de aplicar técnicas citogenéticas actualizadas pone de manifiesto que
puede proporcionar informacidon importante para el conocimiento y mejor entendimiento de los

fenotipos.

También se aporta informacién valiosa sobre los sindromes y su relacién con las diferentes
alteraciones citogenéticas. Es importante también destacar la importancia del estudio integral de
los pacientes ya que si bien el fenotipo estaba bien establecido, al realizarse el protocolo de
abordaje de este tipo de pacientes se identifica (como en este caso), rearreglos poco frecuentes,

aspecto relevante para el asesoramiento genético.
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Figura 6.9. Andlisis de la segregacion meidtica.
Ideogramas de los cromosomas modificados de Stratchan, 2004°.
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V1.3 CASO 8
Antecedentes prenatales y perinatales.

Masculino de tres afios y tres meses de edad, producto de la segunda gesta de padre de 44 aiios,
diagnosticado con vitiligo. Madre de 35 afios, con antecedente de alergia a la proteina del huevo y
probable miomatosis. Antecedente de un aborto previo del primer trimestre de causa no
especificada. Abuelo materno con diagndstico de cancer dseo no especificado y diabetes mellitus,
abuela materna con hipertension arterial. Abuelo paterno con hipertensién arterial, abuela
paterna con artritis reumatoide, tio paterno con esquizofrenia. Niegan consanguinidad (Figura

6.10).
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Figura 6.10. Arbol genealdgico del caso 8.

Producto de embarazo que cursé con cervicovaginitis por candida durante el primer trimestre,
tratamiento no especificado. Hipertensidn arterial a partir del sexto mes sin tratamiento
farmacoldgico. Se realizd ultrasonido prenatal a la semana 26 de gestacién en el que se
diagnosticd hernia diafragmatica izquierda. Fue obtenido a las 36 semanas de gestacién por
trabajo de parto prematuro, se realizd cesarea indicada por antecedente de malformacidon mayor.
Presentd llanto y respiracién espontanea al nacimiento, peso 2900 gr (p75), talla 48 cm (p50),

Apgar 8/9 y Capurro de 36 semanas de gestacion.
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Antecedentes personales patoldgicos.

Requirid de intubacién al nacimiento, se realizé cirugia correctiva de hernia diafragmatica
izquierda a las 32 horas de vida. Durante su estancia hospitalaria requirié de apoyo ventilatorio
por 6 dias asi como de nutricién parenteral por una semana. Se realizé tamiz metabdlico ampliado
gue fue reportado como normal. Se egresé al mes de edad, inicidndose tratamiento antirreflujo.

Continud en revisiones periddicas con médico pediatra particular.

Al mes de vida cursé con polipnea, por lo que es valorado por cardiélogo pediatra quien indica
ecocardiograma el cual demostré datos de hipertensién pulmonar. Se inicié manejo diurético con

captopril, furosemide y espironolactona.

A los dos meses de vida es valorado por médico oftalmdlogo quien descarta retinopatia. A los seis
meses se realizd nueva valoracidon cardioldgica, encontrdandose presién normal de la arteria
pulmonar. Cursé con neumonia que ameritd manejo intrahospitalario en dos ocasiones, alos 5y 7
meses de edad. Es valorado a los siete meses de vida por nutridloga pediatra por peso bajo y

pobre ganancia ponderal, se inicia manejo dietético.

Fue enviado a nuestra Institucion al afio y cinco meses de edad para evaluacidon integral con los
siguientes diagndsticos: defecto congénito mayor corregido, pobre ganancia ponderal a pesar de
manejo nutricional, retraso del desarrollo psicomotor y perimetro cefalico por debajo de la p3 con
estudio de imagen por resonancia magnética normal. Tiene antecedente de realizacion de

cariotipo realizado en el lugar de origen del paciente, en el cual se reporta una trisomia 22.

En nuestra Institucidon fue valorado inicialmente por el Departamento de Gastroenterologia, se
indico tratamiento por reflujo gastroesofagico y desnutricién. Fue referido al Departamento de
Genética al afio y 10 meses de edad. Presenta retraso del desarrollo psicomotor y del lenguaje. A
los 2 afios 3 meses requirid reseccion intestinal de 50 cm, secundaria a enterocolitis aguda

realizada en hospital de segundo nivel.

A la exploracién fisica a los 2 afios y 10 meses de edad presentaba una talla de 83.6 cm, peso de

8,150 grs. Se encontré integro y reactivo. Frente amplia, cejas pobladas, ojos simétricos, fisuras
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palpebrales oblicuas hacia abajo. Nariz pequeifa con puente nasal deprimido y narinas
antevertidas, filtrum largo y prominente. Boca con paladar integro, alto y estrecho, mentdn
triangular con retrognatia. Pabellones auriculares prominentes, dismérficos, de baja implantacién
y con fosetas preauriculares bilaterales. Térax con pezones de baja implantacién y red venosa
aparente. Campos pulmonares con adecuada transmisién de murmullo vesicular, ruidos cardiacos
ritmicos. Abdomen blando depresible, sin visceromegalias. Criptorquidia izquierda.
Extremidades integras con tono disminuido. Actualmente el paciente tiene 3 afios y 10 meses de

edad, su fenotipo no ha mostrado cambios mayores (Fig.6.11).
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Figura 6.11. Fenotipo del paciente.

A, Se observa frente amplia, cejas
pobladas, ojos simétricos, fisuras
palpebrales oblicuas hacia abajo, nariz
pequefia con narinas antevertidas,
filtrum largo, prominente, menton
triangular.

B. Pabellones auriculares prominentes,
dismérficos, de baja implantacion.
Retrognatia.
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Estudios de laboratorio de citogenética.

Estudio cromosomico con técnica de bandas GTG.

Ante el antecedente del reporte de estudio cromosdmico, se solicitd nuevo cariotipo del paciente
a fin de corroborar el diagndstico de envio y realizar el estudio familiar para otorgar

asesoramiento genético.

Se realizé de cariotipo con técnica de bandas GTG en linfocitos de sangre periférica, el cual
demostré el diagnéstico de trisomia parcial del cromosoma 22 con una férmula 47,XY,+der(22)
(Biol. Mdnica Quintana Palma) (Figura 6.12). Por lo anterior se realizd estudio citogenético a

ambos padres.

El cariotipo del padre fue normal. El cariotipo de la madre presentd una delecién en el cromosoma
22, con formula cromosémica 46,XX,del(22)(gq13) (M. en C. Judith Villa Morales) (Fig. 6.13). El
cariotipo de la abuela materna fue normal. Es importante destacar el polimorfismo de los tallos

de los satélites en el cromosoma 22 con el rearreglo, que se observa en la madre y el paciente.
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Figura 6.12. Cariotipo con bandas GTG realizado al paciente. El cromosoma
derivado se sefiala con una flecha.
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Figura 6.13. Cariotipo de la madre (caso 9) con técnica de bandas GTG.
Las flechas sefialan los cromosomas 11 y 22 implicados en la translocacion.
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Estudio por FISH.

Considerando las caracteristicas clinicas del paciente y de los hallazgos citogenéticos, un
diagndstico diferencial a considerar fue el de Sindrome de Emanuel. Para ello se realizé analisis
por FISH utilizando la sonda TUPLE1 (Vysis®) la cual identifica a las regiones 22q11.2 y 22q13 (Dra.
Rocio Sanchez Urbina) (Figuras 6.14 y 6.16.) Asi mismo, se realizé FISH con la sonda dual LSI MLL
(Vysis®) para la regién 11923 (M. en C. Roberto Guevara Yaiiez). Estos analisis fueron realizados al
paciente y a su madre (Figuras 6.15 y 6.17). En el caso del paciente, el andlisis por FISH demostrd

un complemento cromosémico:

47,XY,+der(22),t(11;22)(q23;q13)mat [25].
El andlisis en el caso de la madre del paciente fue:

46,XX,t(11;22)(923;913)[25].
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Figura 6.14. Andlisis con FISH
realizado al paciente utilizando la
sonda TUPLE1 (Vysis®).

La serial naranja indica la region
22q11.2 y la seiial verde a 22q13.

Se observan tres serales para
22q11.2 en tres cromosomas
diferentes. Dos sefiales estdn en los
cromosomas 22 que presentan
ademads la region 22q13 (flechas en
verde).

El cromosoma derivado presenta
solamente la sefial para 22q11.2
(flecha amarilla).

A la izquierda, se observa un ntcleo
en interfase con dos sefiales para
22q13 y tres sefnales para 22q11.2.

Figura 6.15. Andlisis por FISH en el
paciente con la sonda LSI MLL
(Vysis®). Se observan tres seiales de
hibridacién para la region 11q23
(flechas blancas), lo que indica que la
region estudiada, que abarca 500kb
de 11q23, se translocé integra al
derivado del cromosoma 22.
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Figura 6.16. Andlisis de FISH
realizado en la madre del paciente
con sonda TUPLE1 (Vysis ©).

Se observa el cromosoma 22 normal
(fecha roja). Existe una sefial naranja
y una verde en dos diferentes
cromosomas (region 22q11.2 flecha
verde en el cromosoma 22 y 22q13
flecha amarilla en el 11).

En el nucleo en interfase en la parte
inferior derecha de la imagen se
observan dos sefales para 22q11.2 y
dos sefales para 22q13. Dos de ellas
juntas y las otras dos muy separadas
entre si.

Figura 6.17. Andlisis de FISH realizado
en la madre del paciente con la sonda
LSI MLL (Vysis®). Se observan dos
senales de hibridacion para la region
11q23 (flechas blancas).
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Discusion del caso.

El caso presentado corresponde a un paciente referido por malformaciones multiples, falla del
crecimiento y retraso en el desarrollo. Se le habia realizado un estudio cromosémico previo
descrito solamente como trisomia 22 por lo que se decidid realizar nuevo estudio de cariotipo al
paciente. El analisis por cariotipo con bandas GTG diagnosticd una alteracién en el cromosoma 22,
mismo que fue definido por el estudio de FISH como trisomia parcial del cromosoma 22 o
sindrome de Emanuel, derivado de una translocacién t(11;22) en la madre del paciente quien era

portadora asintomatica.

La discusién del caso la enfocaremos al andlisis del cuadro clinico, los hallazgos de citogenética

molecular y las implicaciones para el asesoramiento genético.

En primer término, el paciente fue referido como afectado por trisomia 22, aparentemente
completa. Existen varias consideraciones a este respecto ya que el fenotipo del paciente no
correspondia totalmente a este diagndstico y por otra parte es sabido que este sindrome tiene
una alta mortalidad al nacimiento. Si bien la incidencia de trisomia 22 completa ha sido reportada
en 1 en 30 mil a 50 mil recién nacidos vivos®’, sélo se han descrito en los Gltimos 20 afios

8182 En veintidds casos, la

aproximadamente 30 pacientes, los cuales no eran mosaicos en sangre
sobrevida fue en promedio de cuatro dias y solo nueve pacientes vivieron mas alla de las dos
primeras semanas. La supervivencia de los pacientes se ha descrito desde casos que solo vivieron
unos minutos posterior al nacimiento hasta aquéllos que alcanzaron los tres afos de edad como

maximo®",

Esta alteraciéon cromosdémica es la segunda mas frecuente descrita en abortos espontaneos

808L82 -on una frecuencia estimada de diagndstico en 2.5 al 5% de los

(después de la trisomia 16)
casos de aborto. Los estudios realizados en productos de abortos espontdneos sefialan que la
mayoria de los casos de trisomia completa del cromosoma 22 son resultado de un error en la
meiosis | materna®. El hallazgo de trisomia 22 en estudios de amniocentesis es de 1 en 2,833
fetos, lo que indica que la viabilidad de los productos con trisomia 22 se reduce drasticamente

3 .z 2
después de la semana 12 de gestacion®.
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En cuanto a su diagndstico, es posible realizarlo de manera prenatal ya que puede sospecharse in
utero con los siguientes hallazgos ultrasonogréficos: retraso del crecimiento intrauterino,
oligohidramnios, microcefalia, cardiopatia congénita, rifiones displasicos o ectdpicos, pliegue nucal

prominente, y arteria umbilical Unica®*

, ¥ es corroborado por un analisis de amniocentesis. Al
nacimiento el fenotipo incluye microcefalia, fontanelas amplias, pabellones auriculares anormales
de implantacion baja y presencia de fosetas o apéndices preauriculares, proptosis, hipertelorismo,
epicanto, coloboma, puente nasal deprimido, filtrum largo, paladar alto o fisurado, genitales
hipoplasicos, criptorquidia, alteraciones renales, atresia o estenosis anal, displasia de cadera y

displasia ungueal®®.

Ante la duda diagndstica planteada por el reporte cromosdmico inicial, el estudio citogenético
molecular permitié establecer el diagndstico de trisomia parcial del cromosoma 22 o sindrome de
Emanuel (OMIM 609029), que también se conoce como sindrome por derivado supernumerario

der(22)t(11;22).

El fenotipo clinico del sindrome de Emanuel se deriva de la duplicacion de 22q10-g11 y la
duplicacidon de 11g23—-11qter. Esta translocacion no balanceada usualmente se origina de una
alteracion en la segregacion en meiosis |, de 3:1, generalmente materna, como ha sido descrito
anteriormente en la literatura’>”>’*”. En mas del 99% de los casos, uno de los padres del
probando es un portador balanceado de una t(11;22) y es fenotipicamente sano’®. La
translocacion constitucional balanceada t(11;22) es la translocacién no robertsoniana mas

recurrente en los seres humanos’"’%7>747>,

El caso estudiado corresponde a un Sindrome de Emanuel y la madre es portadora asintomatica.

Se han reportado mas de 100 casos de pacientes con Sindrome de Emanuel aunque la prevalencia

tanto de afectados como de portadores de la translocacion t(11;22) sanos no esta descrita”>’®. S

e
caracteriza por presentar multiples malformaciones congénitas, dismorfias craneofaciales vy
retraso cognitivo. En el estudio realizado por Carter TM et al.”® en relacién a las caracteristicas
clinicas fenotipicas referidas en 63 pacientes, se encontré que las mas frecuentes eran hoyuelos

preauriculares, micrognatia, cardiopatia y paladar hendido. También se describieron alteraciones
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de la audicidén, crisis convulsivas, falla del crecimiento e infecciones recurrentes, particularmente

la otitis media.

En otros estudios se ha descrito que los pacientes con sindrome de Emanuel muestran
alteraciones fenotipicas como dismorfias faciales consistentes en microbraquicefalia, frente
prominente, pliegues epicanticos, fisuras palpebrales oblicuas hacia abajo, puente nasal ancho y
aplanado, filtrum largo y pronunciado, microrretrognatia, asi como alteraciones variables de
pabellones auriculares, a menudo asociados a apéndices o pits preauriculares’. El paladar
hendido se presenta en 50% de los casos. Los defectos cardiacos se encuentran hasta en el 60% de
los pacientes, y contribuyen a la morbimortalidad. Las alteraciones renales se encuentran en
aproximadamente 30% de los pacientes y pueden asociarse en varones a criptorquidia, escroto
hipoplasico y micropene. Se ha descrito hernia diafragmdtica, hipoplasia del diafragma,

eventracion, y alteraciones anales’®.

Son caracteristicos la aracnodactilia o los dedos espatulados. Es comun la poca ganancia ponderal,
a menudo asociada a reflujo gastroesofagico o dificultades para la succién o la deglucién. Los
pacientes frecuentemente presentan hipotonia y escoliosis. El retraso global del desarrollo se
presenta practicamente en todos los casos’®. El cuidado de estos pacientes requiere un abordaje
multidisciplinario, y el prondstico a largo plazo se encuentra en relacion directa con las
malformaciones congénitas asociadas. La mayor mortalidad se encuentra en los primeros meses

de vida’®’8,

En relacidn al fenotipo del paciente, la descripcidon de sus caracteristicas permitio establecer que

comparte varias alteraciones descritas en el sindrome de Emanuel como se muestra en la Tabla

6.5.
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Tabla 6.5. Datos clinicos presentados por el paciente y su frecuencia en el Sindrome de Emanuel”.

DATOS CLINICOS PRESENTADOS POR EL PACIENTE Y

SU FRECUENCIA EN EL SINDROME DE EMANUEL

DATO CLiNICO FRECUENCIA

(%)

Fosetas preauriculares 76
Dismorfia de pabellones 30
Micrognatia 60
Hernia diafragmatica 8
Neumonia frecuente 48
Hiperlaxitud 48

Falla del crecimiento 62
Reflujo gastroesofagico 54

Retraso del desarrollo 100

psicomotor

Microcefalia 23

Cuando se considera las bases citogenéticas y moleculares que sustentan la etiologia del sindrome
de Emanuel, se debe realizar el andlisis por estudios citogenéticos cldsicos por bandas GTG y de
citogenética molecular. Los puntos de ruptura de la translocacion t(11;22) de los portadores se
localizan dentro de los repetidos palindrémicos ricos en A-T (PATRRs) en 11923 y 22q1ll. Este
rearreglo parece presentarse de forma exclusiva durante las divisiones meidticas en la

gametogénesis’>’>",

En la actualidad se reconocen tres regiones en diferentes cromosomas, asociadas a rearreglos
cromosomicos, las cuales son: PATRR11, PATRR22 y PATRR17. Estas regiones comparten las
siguientes caracteristicas: 1) son palindromes casi perfectos ricos en A-T, con varios cientos de
pares de bases de longitud; 2) Poseen regiones pobres en A-T en ambos extremos; y 3) muestran

una regidn cercana también rica en A-T en uno de los extremos de la PATRR™”.

La regidn central rica en A-T de la PATRR puede contribuir al inicio de la separacion de las cadenas,
mientras que las secuencias palindrémicas casi perfectas se relacionarian con la formacion de la
estructura cruciforme. El tamafo de estas regiones podria jugar un papel en el grado de
estabilidad de esta estructura. Ademads, las regiones A-T flanqueantes pueden facilitar el

desenrrollamiento del ADN cromosdémico. Las variantes en el tamafio de las regiones AT
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flanqueantes en la PATRR22 podrian afectar el grado de susceptibilidad a rearreglos®. El tamafio
total de la PATRR22 tipica es de 595 pb, 150 pb mayor que la PATRR11 y muestra una similitud
entre sus extremos del 98.7%, confiriéndole una estructura palindrémica casi perfecta. La similitud
estructural entre la PATRR11 y la PATRR22 es del 58%; sin embargo, las secuencias cercanas al
punto de ruptura en los cromosomas derivativos de la t(11;22) son muy similares. El mecanismo
sugerido para la formacién de esta translocacién seria la unién de extremos no homélogos o el

alineamiento de cadena Unica, mds que la recombinacién homo’Ioga49'73.

En la madre se encontrd una translocacién balanceada 46,XX,t(11;22)(q23;911.2) y es
aparentemente portadora asintomatica, si bien presenta el antecedente de un aborto espontaneo
previo a la concepcién del paciente y debemos recordar que en la literatura se describe que los
portadores de la t(11;22) han sido identificados posterior a abortos de repeticion, infertilidad y
como en el caso que nos ocupa por tener un producto afectado por sindrome de Emanuel’®.

El punto de ruptura del cromosoma 11 no pudo identificarse con exactitud, sin embargo hay dos
consideraciones en relacién a esta situacién. La primera es el analisis de FISH realizado en el
paciente para la regién 11q23 se realizd con la sonda para el gen MLL. La sonda de color dual LSI
MLL (Vysis ®) es utilizada para detectar el rearreglo en 11923 asociado con el gen MLL, que se
encuentra entre las alteraciones citogenéticas mds comunmente reportadas en las neoplasias
hematopoyéticas. Consiste en un segmento de 350kb centromérica al agrupamiento de puntos de
ruptura para MLL o bcr (verde) y un segmento distal de 190kb (naranja). En células sin el rearreglo
se observa una sefial de fusion de color o amarilla. En las células que presentan alguna

translocacion, el patrén observado es una sefial verde y una naranja.

En nuestro paciente se observaron dos sefiales de fusidn en los cromosomas 11 normales y una
tercera en el cromosoma derivado de la translocacidon materna. Esta informacidn nos indicaria que
posiblemente la ruptura se presentd en una region por arriba o centromérica a la region 11922.3
identificada por la sonda, que abarca sélo 500kb de longitud. Se esperaria entonces que nuestro
caso correspondiera al punto de ruptura previamente reportado en los casos de Sindrome de

Emanuel, mismo que se encuentra arriba del punto identificado con la sonda.

La segunda consideracidn es que el fenotipo del paciente es compatible con sindrome de Emanuel,
en el cual se considera que tanto las regiones 22q11.2 y 1123 estan implicadas, por lo cual no

puede descartarse que la regién 11923 se encuentre alterada en el punto de ruptura cldsicamente
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reportado en la literatura, pero no sea posible identificar su falta de integridad con el poder de
resolucidn del estudio de FISH, ya que para ello se requeririan estudios de mayor resolucion, por

ejemplo CGH-microarreglos o uso de BACs (Bacterial artificial chromosome).

La translocacion materna resulté en el paciente en la presencia de un cromosoma 11 y 22
normales, asi como el cromosoma 22 derivado, lo que implicé una férmula cromosdmica

47,XY,+der(22)t(11;22)(923;q11.2)mat.

Esta situacion es fundamental en el asesoramiento genético ya que debe tomarse en cuenta las
posibles segregaciones en meioisis para productos derivados de esta translocacién: en este
sentido existen tres posibilidades a considerar dependiendo de los productos obtenidos de la
segregacion. Si bien pueden ocurrir productos de la segregacion alterna, adyacente 1 y adyacente
2, los productos resultantes de la primera serian portadores de la translocacién o sanos. En

relacidn a las adyacentes serian productos de aborto.

Es importante subrayar que la probabilidad para portadores de la translocacién femeninos es de
5.7-6.1% y para portadores masculinos de 2.2-5%”® (Figura 6.18). Algunos autores han sugerido
que el riesgo puede ser variable, dependiendo del género del portador de la translocacion,

estando incrementado para las mujeres portadoras, como se describe en la Tabla 6.6.

Tabla 6.6. Cdlculo de los riesgos de recurrencia para portadores de la translocacion balanceada t(11;22).
Modificado de GeneReviews, 2007”7,

~ PORTADOR FEMENINO  PORTADOR MASCULINO

RNV con trisomia parcial del 5.7-6.1% 2.2-5%
cromosoma 22 y del 11
RNV portador de t(11;22) 55.4% 41.2%
balanceada
Aborto espontaneo 23-37%
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Figura 6.18.
A. Cromosomas observados en la madre,

B. Cromosomas en el paciente,
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B. Segregacion meidtica 3:1 responsable del rearreglo”.

4

Ideogramas de los cromosomas modificados de Stratchan, 2004".
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ALTERNA ADYACENTE 1 ADYACENTE 2

Figura 6.19. Andlisis de la segregacion meidtica del caso 10 (madre del paciente) con t(11;22).
Ideogramas de los cromosomas modificados de Stratchan, 2004°.

Un aspecto final a considerar en el asesoramiento es que se ha sugerido que las portadoras de la
translocacion balanceada parecen mostrar un riesgo incrementado para cdncer de mama

premenopausico’™’® si bien esta asociacién no esta totalmente demostrada, podria recomendarse

el seguimiento de este aspecto a la madre”®.
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VIl.  CONCLUSIONES.

La presente tesis tuvo como objetivo principal identificar las alteraciones del cromosoma 22
reportadas en los estudios citogenéticos con técnica de bandas GTG, realizados a pacientes en el
laboratorio de Citogenética del Departamento de Genética del HIMFG, durante los afios de 1979 a

20009.

El andlisis de las libretas con los reportes de resultados de cariotipo, fue posible establecer que
durante este periodo de tiempo que comprende 21 afios, hubo diez casos reportados con
alteraciones del cromosoma 22. Es importante aclarar que en este analisis fueron excluidos los
casos correspondientes a sindrome de delecidén 22q11.2, diagnosticados por FISH y cuyo resultado
con bandas GTG fue normal para esta regidn asi como también se excluyeron polimorfismos. De
los diez casos identificados, siete correspondieron a pacientes que presentaban indicacién clinica
para descartar la sospecha diagndstica de cromosomopatia principalmente por la asociaciéon que
hubiese con la presencia de malformaciones congénitas y en dos casos se realizé el estudio por
antecedente de aborto habitual y por diagndstico citogenético previo de un hijo con

cromosomopatia, respectivamente.

La frecuencia de alteraciones cromosdmicas estructurales en la poblacidn general es de 1:625%.
Hasta donde sabemos no existe en la literatura un reporte de la frecuencia de este tipo de
alteraciones especifico para el cromosoma 22, si bien sabemos que ciertas alteraciones como la
del22g11.2 son sindromes bien conocidos, este en particular con una incidencia de 1:2500 —

1:4000°%%2,

En la presente revision se determind que de 13,294 cariotipos reportados por el laboratorio de
citogenética de nuestra Institucién, 3,643 estudios que corresponden al 27.4% del total,
presentaban alguna alteracidon cromosdmica, siendo en 3,092 (es decir el 84.8%) correspondian a
casos de alteraciones numéricas y en 572 casos (15.7%) se identificd alguna alteracion de tipo
estructural. Debe sefialarse que el nimero de estudios de cariotipo no es igual al nimero de
pacientes atendidos, ya que por diversas circunstancias se puede tener mas de un estudio para un

paciente. Asimismo, el nimero de estudios de cariotipo realizados no es igual al nimero de
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estudios reportados, ya que en ocasiones el estudio no ofrece resultados, debido a multiples

factores (muestra insuficiente, no crecimiento, etc.).

Analizando en su conjunto la informacién anterior, los diez casos reportados con alteraciones del
cromosoma 22 representan entonces el 0.27% de todos los cariotipos realizados identificados con
alguna alteracidn cromosdmica y a su vez corresponden al 1.74% de todas las alteraciones de tipo

estructural reportadas durante este periodo.

Considerando la frecuencia en poblacidn general de alteraciones tanto numeéricas como
estructurales, que dependiendo de la poblacién que se trate y en particular considerando el rubro
del grupo etario, se conoce que en la poblacién son mas frecuentes las alteraciones numéricas que
las estructurales, y la frecuencia de las estructurales varia dependiendo del tipo de alteracion que
se trate, por ejemplo las translocaciones robertsonianas tienen una frecuencia de 1:500-1000%. Lo
anterior indicaria que los resultados observados en nuestra poblacién concuerdan con lo
reportado en la literatura cldsica en particular para el tipo de poblacion que acude a nuestra

Institucion que corresponde principalmente a la edad pediatrica.

El segundo objetivo de la tesis fue el identificar aquellos casos que susceptibles de complementar
su estudio en base al avance de las técnicas citogenéticas moleculares y que pudiesen los
pacientes y sus familias beneficiarse con estos estudios y fue posible realizar estos analisis en dos

pacientes, los cuales fueron discutidos en las secciones correspondientes.

Dada la complejidad de los dos casos estudiados se comprobd que se requiere de la aplicacion de
técnicas citogenéticas moleculares ademds de las de bandas GTG para completar el andlisis y
ofrecer un manejo integral. En ambos casos podrian emplearse otras técnicas como CGH-
microarreglos, uso de CNVs (Copy number variants) o BACs para determinar con precisidon los

puntos de ruptura para una mejor correlacidn clinico-molecular.

Se considera que la revision de los casos descritos en esta tesis complementa adecuadamente el
diagndstico y el asesoramiento genético de los pacientes y sus familias. Se desprende asimismo la
importancia de realizar estudios de citogenética molecular en pacientes con rearreglos

cromosomicos, en especial el estudio de FISH, o en su caso, estudios con mayor poder de
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resolucidn. Esto evidencia que el avance de la ciencia y el desarrollo de nuevas tecnologias nos
permiten una ventana para contestar incognitas sobre casos para los que anteriormente no
tendriamos una explicacion completa, lo cual aporta conocimiento nuevo y una comprensién de su
etiopatogenia citogenética y molecular y abre posibilidades de analisis en beneficio de nuestros

pacientes.

Asi, de la informacidn analizada en este trabajo podemos considerar:

1. Se determind la frecuencia de las alteraciones cromosdmicas estructurales y
numéricas del cromosoma 22 reportadas por técnica de bandas GTG en el

laboratorio de citogenética del HIMFG durante el periodo 1979-2009.

2. Se identificaron 10 casos en el periodo mencionado, que representan el 0.27% de
los cariotipos con alteracidon cromosémica, y el 1.74% de las alteraciones de tipo

estructural reportadas.

3. Se aplicaron técnicas de citogenética molecular en dos casos, que permitieron

complementar el diagndstico y asesoramiento de los pacientes y sus familias.

4. Queda evidenciada la importancia de realizar estudio integral clinico, citogenético

y moleculares en los casos de rearreglos citogenéticos complejos para integrar

esta informacién en el asesoramiento genético.
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X. ANEXOS.
Técnica de Cariotipo bandas GTG
Preparacion de Soluciones:
e Solucién de Carnoy o fijador
3 porciones de Metanol absoluto por 1 porcién de Acido acético glacial.
e Solucién Hipotdnica de KCI 0.075M

Cloruro de Potasio 5.6g 1L
Agua destilada 1L

a. Se obtienen 1.5ml de muestra de sangre periférica, en una jeringa con 0.1ml de
heparina sédica de 1, 000 U.|

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

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

d. Se incuba por 72 horas a 37-37.5°C.

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

f. Se centrifuga por 10min a 2, 500 rpm.

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

h. Se incuba 30min a 37-37.5°C.

i. Centrifugar 10min a 2, 500 rpm.

j. 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 8ml.

k. Se refrigera por 20 min.

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

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

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

0. Las laminillas obtenidas se incuban en estufa a 60°C por espacio de 24hr.

p. Se realiza técnica de bandeo GTG

g. Se monta tren de bandeo.

r. Se utilizan 5 vasos Koplick, en el primero se colocan 98ml de amortiguador de fosfato
pH7+2ml de tripsina, en el segundo 100ml de amortiguador de fosfato pH7, en el tercero
96ml de amortiguador de fosfato pH 6.8 + 4ml de tincién de Wright, en el cuarto 96ml de
amortiguador de fosfato pH6.8 + 4ml de colorante Giemsa y en el ultimo agua destilada.

s. Se estandariza la técnica para tiempos en tripsina y colorantes.

t. Se fijan las laminillas y se observan al microscopio.

u. Se analizan 25 metafases.

Referencia

Barch MJ, Knutsen T, Spurbeck JL. En: The AGT Cytogenetics Laboratory Manual. Third Edition.
Lippincott-Raven. Philadelphia. 1997.
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TECNICA PARA FISH
(HIBRIDACION IN SITU CON FLUORESCENCIA)

e De acuerdo a la metodologia propuesta por Vysis (Vysis, 2001) modificada por Guevara-

Yafiez y col.

1.- PREPARACION DE LA MUESTRA

e Las laminillas para FISH se preparan en laminillas desengrasadas, pulidas y mantenidas en
agua destilada helada, asegurandose que al gotear la muestra se forme el espejo de agua.
La dilucién de la muestra sera de acuerdo a la concentracion celular antes observada por

una técnica habitual o bajo contraste de fase. Enjuagar en agua destilada.

e Se selecciona el drea de hibridacion bajo el microscopio en el objetivo de 40X, marcar la

zona elegida utilizando un lapiz con punta de diamante.

e Los viales que contienen el buffer y la sonda son sacadas de congelacion y se dejan a
temperatura ambiente durante 10 a 15 minutos. Posteriormente bajar la sonda vy el buffer

por ultracentrifugacién por 10 segundos. Protegerlas de la luz.

2.-MEZCLA DE HIBRIDACION

e Buffer 3.5ul

Agua 1pl

Sonda 0.5ul

Volumen final 5ul homogenizar y centrifugar en microfuga 20 segundos.

3.- HIBRIDACION

e Las laminillas se secan a temperatura ambiente (TA). Ya secas se pone una por una la

sonda en el area previamente seleccionada, y se coloca el cubreobjetos de 18 x 18 mm.
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Anticipadamente se limpié con agua destilada y se pulié con la ayuda de un lienzo de
algoddén, evitando que queden burbujas; en caso de que se formaran se sacan

presionando suavemente el cubreobjetos con una pinza.

La laminilla es sellada con cemento “IRIS” el cual se aplica con una jeringa sin aguja

alrededor del cubreobjeto.

Se pone a coihibridar al poner la laminilla sobre una platina por 5 minutos a una

temperatura de 75°C.

Las laminillas se ponen a hibridar en una cdmara humeda, en la oscuridad a 37°C, durante

24 a 48 hrs.

4.-LAVADO POSTHIBRIDACION

Pasadas 48 hrs se quita cuidadosamente el cemento con ayuda de pinzas de punta muy

fina, evitando mover el cubreobjetos.

Introducir la laminilla en una solucién de 2xSSC ph 7.0 a TA con el objeto de resbalar el

cubre y no dafiar la preparacion.

Se introduce la laminilla en una solucion 0.4 SSC-Tween (20 u 80) al 0.3%, pH 7.0 a una
temperatura de 75 #1°C, durante 5 minutos, se agita moderadamente para que el

cubreobjetos se deslice lentamente y no dafie la muestra.

Pasado el tiempo se lava en solucion 2XSSC- Tween al 0.1% pH. 7.0 a TA por 2 minutos.
Se enjuaga la laminilla 10 segundos en a agua destilada a TA.

Se deja secar a TA en la oscuridad.

A temperatura ambiente y sobre el drea hibridada se ponen 5 pl de solucién de DAPI II
(contracolorante), en solucidon antidesvanecente (Vectashield Antifade) asegurando que

no se formen burbujas en proporcién de uno a uno.

Se pone el cubreobjetos que se limpid y pulid anticipadamente.
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5.- ANALISIS CROMOSOMICO

e Se observa bajo el microscopio de epifluorescencia, con filtros para DAPI, se observan 25
metafases, cambiando el filtro de triple banda, con el cual es posible ver 3 colores

diferentes, rojo, azul y verde.

e Se seleccionan algunas metafases hibridadas y mas representativas del caso, las cuales son

digitalizadas y analizadas en la computadora con ayuda del “Software” Quips Imaging.

e En caso de que hubiera mucho ruido de fondo se lava nuevamente con una solucién de
2XSSC-Tween al 0.1 % con un pH de 7.0 a temperatura ambiente durante 2 minutos,

agitando nuevamente para volver a poner el contra colorante y el cubreobjetos.

e Se observa nuevamente en el microscopio.

e Se seleccionan las mejores metafases hibridadas y mas representativas del caso.

Babu y Verma (1994) modificado por Guevara y col.
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