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1. RESUMEN

La Asociacion Americana de Discapacidades Intelectuales y del Desarrollo (AAIDD)
establece que un individuo tiene discapacidad intelectual o Retraso Mental (RM) cuando su
funcionamiento intelectual es inferior al promedio y presentan problemas motrices, de
aprendizaje, de lenguaje y de adaptacion y que se presenta antes de los 18 afios. La
Organizacion mundial de la Salud (OMS) ademas lo clasifica en leve, moderado y severo
basandose en el analisis del coeficiente intelectual. A los individuos menores de 5 afios que
presentan limitantes adaptativas y motoras se les diagnéstica como retraso global del
desarrollo o retraso psicomotor (RPM).

Entre el 1 y 3% de la poblacion tiene RM, el RM leve es mucho mas frecuente que el
RM moderado o severo. En México, el 0.23% de la poblacion tiene discapacidad mental
reconocida desde el nacimiento (XIlIl Censo General de Poblacién y Vivienda).

El abordaje de los pacientes con RM/RPM es multidisciplinario, se debe realizar una
buena historia clinica con un arbol genealdgico de por lo menos tres generaciones para
determinar si es de origen genético o ambiental, debe llevarse a cabo una exploracién fisica
detallada, incluyendo examenes neurologicos y evaluacion del coeficiente intelectual.

La etiologia del RM es muy compleja, se estima que las causas genéticas pueden
contribuir hasta con un 50%, constituyendo las alteraciones cromosémicas alrededor de 24%.
Estas pueden ser numéricas o estructurales e involucran la pérdida y/o ganancia de varios
genes, estos cambios pueden afectar la funcion e interaccién con otros genes. Cualquier
variacion en el cariotipo normal puede implicar un efecto fenotipico, cuyo grado dependera
del cromosoma implicado, la cantidad de material ganado o perdido y de los genes que
contenga.

Se estima que 1/165 recién nacidos vivos tiene alguna aberracién cromosomica de
autosomas o de cromosomas sexuales. La aberracion cromosémica que con mayor
frecuencia se asocia con RM es la trisomia 21 (Sindrome de Down), sin embargo, existen
muchas otras alteraciones tanto numéricas como estructurales relacionadas al RM y al
retraso psicomotor (RPM). Debido a que la mayoria de las alteraciones cromosémicas tienen
como consecuencia RM, éste constituye una de las principales causas de consulta en los
Servicios de Genética.

EL objetivo de este trabajo fue detectar y caracterizar aberraciones cromosomicas en
individuos con RM/RPM. En este tipo de pacientes es importante determinar o descartar una

alteraciéon cromosdémica como causa del padecimiento.
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Se procesaron 59 muestras de pacientes con RM/RPM que acudieron a consulta al

Servicio de Genética del Hospital General de México, 24 tenian indicacion diagnostica de
Sindrome de Down (SD), 24 indicacion de RM/RPM y 11 tenian diagnéstico de un sindrome
especifico relacionado a RM/RPM a los que se realizO cariotipo para confirmar y/o
complementar el diagndstico.

De los 24 pacientes con diagnéstico de SD en 20 se pudo confirmar la trisomia, y en el
resto el cariotipo resultdé normal, debido al nUmero de células contadas en estos ultimos, no
es posible descartar la presencia de mosaicismo en baja proporcion, por lo que deben
realizarse pruebas adicionales, como FISH o el cultivo de otros tejidos. De los pacientes con
RM/RPM, solo tres tuvieron cariotipo anormal, y a dos se les realizaron pruebas de
citogenética molecular para caracterizar el rearreglo. En estudios reportados en la literatura,
la incidencia de anormalidades cromosdémicas detectadas por citogenética convencional en
pacientes con RM es de alrededor de 10%, en nuestro caso fue de 12.5%. La mayoria de los
pacientes con sospecha de un sindrome en particular tuvieron cariotipo normal, excepto tres,
uno con sospecha de sindrome de Edwards en donde se confirmd la trisomia 18, y un caso
familiar con dos pacientes con sindrome de Wolf Hirshhorn, productos de un rearreglo
cromosomico en el padre, en estos dos Ultimos se realiz6 caracterizacidon por métodos
moleculares y gendémicos.

En suma, fue posible identificar 27 alteraciones cromosémicas (a cuatro se le
realizaron pruebas de citogenética molecular), en 3 casos se logré descartar la alteracion
cromosdmica como causa del RM, y en el resto de los casos, a excepcion de los pacientes
con diagndstico de SD y que tuvieron cariotipo normal, el resultado fue de ayuda para el
genetista clinico al descartar ganancias y pérdidas grandes de material genético, asi como
traslocaciones, inversiones y otros rearreglos cromosémicos balanceados. Sin embargo, en
los pacientes que no tienen un sindrome definido es necesario realizar otros estudios. Entre
estos, las técnicas moleculares como el FISH y el a-CGH nos permiten detectar ganancias y
pérdidas submicroscopicas que no pueden observarse por citogenética convencional. No
obstante, con ellas no es posible detectar rearreglos balanceados ni desbalances que
involucren los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos. Ademas, todas las
alteraciones que se identifiguen por microarreglos deben confirmarse por otras técnicas
moleculares como el FISH, por lo que la citogenética convencional aunada a una buena
resolucién y con un analisis adecuado de incluso dos o mas observadores sigue siendo la

primera indicacion para el estudio de pacientes con RM.
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2. MARCO TEORICO
2.1 RETRASO MENTAL

2.1.1 DEFINICION
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define al RM como un coeficiente de

inteligencia (IQ) menor de 70 puntos, caracterizado por un funcionamiento cognitivo
significativamente limitado, acoplado con limitaciones en habilidades adaptativas, en dos o
mas de las siguientes areas: habilidades sociales, vida cotidiana, salud, autodireccion,
trabajo y tiempo libre. El RM es generalmente dividido en: leve (IQ 50-70), moderado (1Q 35-
50) y severo (IQ 20-35); en los casos donde el IQ es menor de 20 se define como RM
profundo [Shaffer; 2005a /Gonzélez, et al; 2008].

En el afio 2002 la Asociacion Americana de Retraso Mental (AAMR) cambia de
nombre por Asociacién Americana de Discapacidades Intelectuales y del Desarrollo (AAIDD),
y propone cambiar el término de “Retraso Mental” por “Discapacidad Intelectual”; con este
concepto plantean una perspectiva ambiental que se centra en la interaccion de la persona
con el medio ambiente y reconoce que la aplicacion sistematica de apoyos individualizados
puede mejorar el funcionamiento humano [Schalock, et al; 2007].

La definicién de Discapacidad Intelectual propuesta por la AAIDD en 2002 ademas de
incluir las caracteristicas mencionadas anteriormente por la OMS menciona que ésta se
presenta antes de los 18 afios y lo resume en tres criterios principales: limitaciones
significativas en funcionamiento intelectual, en conducta adaptativa (concurrente vy
relacionada) y que se manifiesta durante el periodo del desarrollo [Schalock, et al; 2007].

El término de RM ha generado discusion debido a que muchos individuos afirman que
dicho termino no comunica dignidad y respeto; de hecho, frecuentemente resulta en la
devaluacion de tales personas, por otro lado, el término de Discapacidad Intelectual refleja el
cambio de la construccion de discapacidad propuesto por la AAIDD y la OMS, rectifica mejor
las practicas profesionales actuales que se enfocan en comportamientos funcionales y
factores contextuales, es menos ofensivo para las personas con la discapacidad y es
consistente con la terminologia internacional [Schalock, et al; 2007].

Para fines practicos aqui nos referiremos a esta entidad clinica como RM, para ser
consistentes, debido a que los pacientes son enviados con diagnostico de RM al Servicio de
Genética del Hospital General de México. Asimismo, la mayoria de las referencias

consultadas también consideran el empleo de este término, por lo que junto con
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Discapacidad Mental y Discapacidad Intelectual son considerados términos validos, aunque

el término actual sea Discapacidad Intelectual.

El rango de prevalencia de RM en la poblacion general se estima en aproximadamente
1% a 3%, con ocurrencia de RM leve de 7 a 10 veces mas frecuente que el RM severo o
moderado [Shaffer; 2005a]. En paises desarrollados el RM representa la causa mas
frecuente de discapacidad grave en nifios y una de las razones principales de referencia a la
consulta de Genética Clinica [Basel-Vanagaite; 2008].

Por otra parte, para aquellos individuos en los que no se puede definir con precision
un nivel de RM debido a su edad, como en los menores de 5 afos, en los que no se puede
realizar una evaluacion acertada de coeficiente intelectual, se les clasifica como un retraso
global del desarrollo (RD) [Moeschler, et al; 2006]. EI RD describe un retraso significativo en
dos o mas de las siguientes areas: cognitiva, discurso/lenguaje, habilidades motoras
finas/gruesas, habilidades sociales/personales y vida diaria [Shaffer; 2005a], por lo que
implica un déficit adaptativo y de aprendizaje que puede ser significativo y predecir una
discapacidad posterior cognitiva o intelectual. La prevalencia de RD en la poblacién general
también se estima de 1 a 3% [Gonzalez, et al; 2008].

La identificacién del tipo de RD es un paso preliminar importante, dado que influye
sobre la via de investigaciobn posterior. Su clasificacion respecto a la afectacion es
clinicamente subjetiva. A edades tempranas, los retrasos del desarrollo catalogados como
leves o0 moderados pueden ser transitorios y carecer de capacidad de prediccion respecto al
desarrollo posterior de un retraso mental u otras discapacidades cognitivas, en especial el
retraso del desarrollo de un solo dominio (retrasos motores o retrasos del lenguaje). Cuando
estos signos se presentan aislados de una forma grave, y en particular si se presentan
asociados con otras discapacidades, dismorfias y/o malformaciones congénitas, puede ser
importante llevar a cabo una reevaluacion clinica para decidir el mejor abordaje para el
diagnéstico [Gonzalez, et al; 2008 / Moeschler, et al; 2006].

Los pacientes que llegan al Servicio de Genética del HGM con RD presentan
discapacidad principalmente en las areas motoras, cognitivas y del lenguaje por lo que los

consideramos como pacientes con Retraso Psicomotor (RPM).
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2.1.2 ETIOLOGIA

En la practica médica el hallazgo de la etiologia de un diagnéstico especifico puede
traducirse en informacioén clinica util para el individuo y su familia, la cual puede proporcionar
informacion acerca de su evolucion, prondstico y riesgo de recurrencia, asi como la eleccion
de una terapia o0 manejo apropiados [Moeschler, et al; 2006]. Por otra parte, con el
reconocimiento de las causas se pueden organizar las pruebas de laboratorio que permitan
una evaluacién diagndstica menos invasiva y evitar gastos innecesarios [Battaglia, et al;
2003].

La etiologia del RM/RD es compleja, e incluye factores ambientales y genéticos, y al
establecer una etiologia definitiva estos factores pueden presentarse solos o en combinacion.

Las principales causas asociadas al RM se resumen en la tabla 1 [Gonzalez, et al; 2008].

TABLA 1. CLASIFICACION DE LAS ETIOLOGIAS DEL RETRASO MENTAL
Causas adquiridas y ambientales
Causas pre-, peri- y postnatales
Intoxicacion materna (ejemplo: alcohol, drogas)
Prematurez
Infeccién fetal (ejemplo: CMV, toxoplasmosis)
Trauma peri y postnatal, accidentes vasculares, asfixia
Infecciones postnatales.

Causas Genéticas

Anormalidades cromosomicas

(Detectables por técnicas de citogenética convencional 450-550 bandas)
Trisomia 21

Aneusomias del cromosoma X

Trisomias parciales (ejemplo: 4p, 5p,9p)

Monosomias parciales (ejemplo: 5p/cri du chat)

Traslocaciones o rearreglos cromosémicos desbalanceados

Anormalidades cromosOmicas cripticas

(No detectadas por métodos de citogenética convencional)

Rearreglos subteloméricos cripticos (ejemplo: deleciones, duplicaciones, traslocaciones)
Rearreglos intersticiales cripticos (ejemplo: deleciones, duplicaciones, inserciones)
Desordenes gendmicos (sindrome de Williams)

Desregulacién de la expresion genes improntados

(ejemplo: disomia uniparental, delecién, defectos de impronta)

Sindrome de Angelman

Sindrome de Prader Willi

Deso6rdenes monogénicos

Sindrome de X fragil (FMR1), Sindrome de Rett (MECP2), Otros

Modificado de Chelly, et al; 2006 y Gonzélez, et al; 2008

Las causas ambientales y teratogénicas aportan de 5 a 13% [Basel-Vanagaite; 2008] y
las causas relacionadas a prematurez el 2-10% de los casos. Se estima que las causas

genéticas podrian llegar a estar implicadas en el 50% de los casos de RM o RD [Gonzalez, et
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al; 2008]. En el RM severo las causas genéticas pueden constituir 25-50% de los casos
(figura 1) [Basel-Vanagaite; 2008].

Causas de Retraso Mental

Causas
metabdlicas
3%

Otros sindromes
conocidos
3%

X fragil
1%

Anormalidades
subteloméricas
6%

Anormalidades
cromosomicas
12%

Figura 1. Porcentaje de causas de RM (Modificado de Winnepenninckx, et al; 2003)

Otros estudios argumentan gque la causa del RM/RD puede ser identificada en 40 a
60% de los casos, sin embargo, el porcentaje de casos leves en donde la causa puede
establecerse es de soOlo 24%, lo cual es significativamente mas bajo. Se estima que
aproximadamente 5-6% del RM/RD puede atribuirse a anormalidades cromosdmicas en las
regiones subteloméricas [Shaffer; 2005a].

Con el advenimiento de nuevas técnicas genéticas, se han descubierto nuevas
aberraciones cromosomicas cripticas, y un nimero importante de casos de RM considerados
previamente como de origen idiopéatico ahora estan clasificados como fenotipos clinicamente
reconocibles. Las técnicas de microarreglos como los de Hibridacibn Genémica Comparativa
(arreglos-CGH) revelan aberraciones submicroscopicas en 5y 17% de pacientes con RM
gue cuentan con un cariotipo normal por métodos de citogenética convencional. Las
plataformas de alta densidad como los microarreglos de polimorfismos de un solo nucle6tido
(SNP) permiten incrementar el diagndstico 6% en relacién a los casos evaluados con
arreglos de baja densidad [Galasso, et al; 2010].

Ademas de la clasificacion establecida por la OMS, el RM de causa genética puede
subdividirse en sindromico y no sindromico. EI RM sindrémico se caracteriza por RM
acompafado de caracteristicas dismoérficas, malformaciones y/o anormalidades neuroldgicas,

y el RM no sindrémico por impedimento cognitivo sin alguna caracteristica adicional. Muchos
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sindromes genéticos se caracterizan por presentar RM combinado con caracteristicas

dismérficas especificas y un comportamiento caracteristico, por lo que pueden reconocerse
clinicamente. Si un sindrome en particular es clinicamente reconocido, las pruebas para
detectar la anormalidad cromosémica especifica 0 mutaciones en un gen determinado deben
llevarse al cabo para confirmar el diagndéstico [Basel-Vanagaite; 2008].

El exceso relativo de personas del sexo masculino en la poblacion con RM severo
(1.3-1.7:1) sugiere la contribucion de genes ligados al cromosoma X en la etiologia genética
de la enfermedad. Estudios recientes aplican técnicas de citogenética molecular, para excluir
anormalidades cromosoémicas, y sugieren que cuando dos hermanos del sexo masculino
tienen RM, en ausencia de anormalidades cromosdmicas, la probabilidad de que esto se
deba a anormalidades en genes ligados al X es tan alta como 80% [Raymond; 2004].

Si el RM ligado al cromosoma X (XLRM) monogénico tiene un exceso de 30% en
hombres sobre mujeres, se puede esperar que 20-25% del RM en hombres, incluyendo
casos esporadicos de RM, sean causados por genes XLRM. EI XLRM monogénico en
varones con RM esporadico puede aportar 8-10% de las causas genéticas de RM [Chelly, et
al; 2006].

La incertidumbre sobre la etiologia y la recurrencia del RM hacen que su prevencion
presente graves repercusiones de tipo terapéutico, social e incluso econémico. El objetivo
principal de los estudios genéticos es lograr un diagndstico preciso, probando una hipotesis
clinica mediante la realizacion de las pruebas genéticas adecuadas [Gonzalez, et al; 2008].

2.1.3 RETRASO MENTAL EN MEXICO
De acuerdo con el censo del afio 2000, se definié a una persona con discapacidad

como aquélla que presenta alguna limitacion fisica o mental, de manera permanente o por
mas de seis meses, que le impide desarrollar sus actividades dentro del margen que se
considera normal para un ser humano. Los resultados del XII Censo General de Poblacion y
Vivienda 2000 revelaron que, a nivel nacional, el 0.29% de la poblacion tenia discapacidad
intelectual (288 925 habitantes) [INEGI; 2004].

Ya en el 2010, el Censo capta la variable Limitacion en la actividad con una pregunta
incluida en el Cuestionario Basico que permite conocer el tipo de limitaciones que padece la
persona al momento de realizar sus actividades cotidianas, y se indaga sobre la causa de la
limitacion en la actividad, por lo que fue posible conocer el origen de las limitaciones.
Incluyéndose en ésta la “limitacion mental”, donde 0.23% de la poblacion tiene limitacion
mental reconocida desde el nacimiento (259 018 habitantes) [INEGI; 2010].
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2.1.4 ABORDAJE DEL PACIENTE CON RETRASO MENTAL
En la evaluacion de un individuo con RM la realizacién de una buena historia clinica y

exploracion fisica resulta de gran importancia. Un arbol genealdgico bien detallado de tres
generaciones puede revelar historia de pérdidas fetales, abortos o de problemas similares en
otros miembros de la familia, lo cual puede orientar hacia alguna etiologia. Detalles de la
salud materna, historia del embarazo y nacimiento, poniendo atencion a los valores de peso
y perimetro cefélico, un perfil de los acontecimiento del desarrollo e historial educativo
ayudaran a distinguir a los individuos con desarrollo lento de los que tienen regresion del
desarrollo asociado con condiciones neurodegenerativas [Raymond; 2004]. El abordaje de
los pacientes con RM/RD se explica a grandes rasgos en la tabla 2.

La asociacion de RM y malformaciones congénitas esté bien establecida, por lo que el
examen fisico exhaustivo para la busqueda de dismorfias es un componente necesario en la
evaluacion del nifio con retraso mental. En un estudio donde se evaluaron las anormalidades
menores en 50 nifios con RM de causa desconocida, comparando con 100 nifios sin retraso
mental como controles, encontraron que 42% de los nifios con RM/RD tenian tres o0 mas
anormalidades menores contra ninguna en los controles. Con ello concluyeron que la
etiologia del RM fue el desarrollo anormal del Sistema Nervioso Central (SNC) evidenciado

por la presencia de anomalias menores [Moeschler, et al; 2006].

Las pruebas genéticas deben indicarse cuando:
1. Se haya realizado una exploracion bésica.
2. Exista una historia familiar positiva de RM o RD, de abortos o de mortinatos sin causa
explicada.
3. El retraso del desarrollo o mental se asocie con rasgos dismorficos, fenotipo conductual
indicativo, regresion o consanguinidad.

4. Se hayan descartado por completo otras causas.

Incluso cuando estas pruebas puedan utilizarse como complementarias en el
establecimiento de una hipoétesis diagndstica, deben cumplir para su prescripcién con una
serie de criterios, que no solo estan consensuados por guias internacionales, sino que su
aplicacion también puede suponer un importante ahorro, tanto en el esfuerzo diagndstico

como en medios materiales [Gonzalez, et al; 2008].
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TABLA 2. PROTOCOLO DE EVALUACION CLINICA DEL PACIENTE CON RM/RD

g
Historia clinica

e Arbol genealdgico de tres generaciones y detalles sobre el desarrollo de todos los individuos afectados
posibles. La historia clinica debe estar acompafiada por la anotacién de la interpretacion del tipo de herencia,
si los antecedentes en la familia son suficientes o lo permiten.

e Historia clinica detallada de los progenitores: edades materna y paterna en el momento de la concepcion,
habitos y riesgos preconcepcionales.

e Historia prenatal: en ella pueden ser variables importantes si se tratd de una concepcion normal o asistida, las
anomalias ecogréficas o marcadores, como la presencia de pliegue nucal, infecciones prenatales y duracion
de la gestacion.

¢ Historia neonatal, incluyendo Apgar, sufrimiento fetal en el parto, hipotonia al nacimiento, peso, talla y
perimetro cefalico, asi como anotacion de posibles ingresos neonatales y causas de éstos.

¢ Resultados de Tamiz neonatal para fenilcetonuria e hipotiroidismo o ampliado.

¢ Evolucion del crecimiento y desarrollo.

e Historia educacional y sociocultural.

Exploracién Fisica

¢ Evaluacién del cociente intelectual (IQ) si el paciente es mayor de 5 afios, o indicacion de las areas de retraso
del desarrollo evaluando en cada una de ellas si el retraso es leve, moderado, grave o muy grave cuando el
paciente es menor de 5 afos.

e Examen de caracteristicas dismoérficas: teniendo en cuenta o anotando aquellos caracteres fenotipicos que
pueden ser compartidos por familiares parecidos.

e Examen de los signos neuroldgicos, incluyendo exploraciones sensoriales (capacidades visual y auditiva)

e Examen del fenotipo conductual del paciente.

e Tamiz metabdlico si la exploracion lo sugiere.

e Electroencefalograma (EEG) si existe historia positiva de crisis epilépticas.

Diagnéstico diferencial en el retraso mental o del desarrollo

e Los datos de la historia clinica, junto con la exploracién fisica del paciente y la investigacién de los datos
extraidos utilizando la bibliografia existente, u otras herramientas, deben conducir a un diagnéstico diferencial,
estableciendo una hipétesis diagnostica.

Elaboracion de una hipétesis diagndstica

1. En el proceso de llegar a elaborar una hipotesis diagnéstica clinica deben evaluarse todos los detalles
con una metodologia rigurosa, de ahi que diferentes consensos publiquen tablas y criterios de evaluacion
clinica en pacientes con retraso mental o del desarrollo. Esta hipétesis debera confirmarse disefiando un
panel de pruebas diagnosticas complementarias que deben aplicarse.

Pruebas complementarias y de confirmacién diagnéstica

elLas pruebas diagnosticas de las que se dispone actualmente son numerosas Yy variadas
(electroencefalograma, exploraciones de neuroimagen, cariotipo, blsqueda de mutaciones, entre otras); por
esta razon, dependiendo de la hipétesis diagnéstica establecida, se disefiard un plan secuencial para su
aplicacién. Existen en la bibliografia numerosos estudios que permiten estandarizar cémo, y con qué criterios,
deben solicitarse pruebas complementarias para abordar un diagnéstico diferencial concreto.

Confirmacién de la hipétesis diagndstica

Cuando ésta se confirma, se obtiene un diagndstico definitivo. Si esto no ocurre, es necesaria una revaluacion

clinica y establecer una nueva hipétesis.

Modificado de Gonzalez, et al; 2008

En la evaluacion del RM/RD de origen idiopatico las pruebas genéticas utilizadas
sistematicamente hasta el momento son las siguientes: la citogenética convencional
(cariotipo), la deteccidon de desérdenes genomicos (FISH de locus especifico) y el diagnodstico
de mutaciones del gen FMR1. Sin embargo, los avances en las técnicas de diagndstico
genético (FISH y/o MLPA subtelomérico y CGH-microarreglos) permiten acercarnos a mas

posibilidades de diagnéstico [Gonzalez, et al; 2008].
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2.2 CITOGENETICA

2.2.1 ESTRUCTURA DE LOS CROMOSOMAS
El término cromosoma fue acufiado por Waldeyer en 1888 y deriva de las palabras

griegas chroma y soma que juntas significan “cuerpo pintado” [Spurbeck, et al; 2004].

El centrdmero separa al cromosoma en un brazo corto (p) y un brazo largo (q). En el
cariotipo humano se pueden distinguir varios tipos de cromosomas:

1. Metacéntricos, en donde el centromero aparece a la mitad del cromosoma.

2. Submetacéntricos, el centromero esta méas cerca de un brazo del cromosoma.

3. Acrocéntricos, el centrdmero se encuentra muy cerca del final de un brazo del
cromosoma,; éstos, a menudo tienen satélites sobre el brazo p, los cuales tienen tallos que
contienen genes que producen RNA ribosomal y constituyen las regiones organizadoras
nucleolares (NOR) [Spurbeck, et al; 2004].

Los cromosomas corresponden al nivel mas alto de compactacion de la cromatina
[Trojer, et al; 2007]. Dentro del ndcleo, los cromosomas se encuentran decondensados,
estan estrechamente entrelazados y es dificil distinguir uno de otro. En la divisién celular
(mitosis) los cromosomas se contraen y pueden ser vistos como estructuras individuales bajo
el microscopio. En los organismos diploides como los mamiferos, los cromosomas estan en
pares. Cada par cromosémico lleva la misma informacion genética, ademas cada miembro
del par puede tener una variante diferente de cada gen. Por otro lado, durante la formacién
del 6vulo y el esperma, (meiosis), se asegura que cada gameto solo tenga una copia de cada
cromosoma. El nimero de cromosomas, tamafio y estructura difiere entre especies, el

namero diploide de los seres humanos es 46 [Warburton, 2005].

2.2.2 CROMATINA: HETEROCROMATINA Y EUCROMATINA
El DNA se encuentra empaquetado en varios niveles como cromatina dentro del

nacleo de las células [Staynov, 2008]. La cromatina esta constituida por el ensamblaje
complejo del DNA, con proteinas histonas, no histonas y pequefias cantidades de RNA
[Trojer, et al; 2007].

La clase morfolégica principal de cromatina distinguible dentro del ndcleo de las
células eucariotas es la heterocromatina, la cual estd mas compactada y generalmente es
transcripcionalmente inactiva, mientras que la forma menos visible corresponde a la
eucromatina, que estd menos compactada y generalmente es transcripcionalmente activa
[Basset, et al; 2009].
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La eucromatina corresponde a las regiones genomicas que estan decondensadas

durante la interfase y contiene genes activos para transcripcion y/o genes potencialmente
activos. Las secuencias reguladoras en estas regiones son accesibles a las nucleasas,
comunmente tienen islas CpG desmetiladas, y las histonas del nucleo del nucleosoma H3 y
H4 estan hiperacetiladas en los residuos de lisina de su N-terminal [Rampakakis, et al; 2009].

La heterocromatina se clasifica en facultativa y constitutiva. La estructura y actividad
de la heterocromatina facultativa esta sujeta a control, puede ser alternativamente funcional o
silenciada durante fases especificas del desarrollo [Dimitri, et al; 2008]. Molecularmente
puede definirse como una cromatina condensada (a través de diferentes mecanismos),
transcripcionalmente silenciada, con regiones que son decondensadas y permiten la
transcripcion dentro de los siguientes contextos: temporal (estados del desarrollo o etapas
especificas del ciclo celular), espacial (cambios en la localizacion nuclear, del centro a la
periferia o0 viceversa debidos a sefiales o factores exdégenos) e improntada
(materna/paterna/heredable, expresion génica monoalélica) [Trojer, et al; 2007].

En contraste, la heterocromatina constitutiva es cominmente encontrada en grandes
bloques como en los centrémeros y los teldmeros de los cromosomas, consiste en una gran
cantidad de secuencias de DNA altamente repetitivas en tandem y juega un papel importante
en las funciones celulares, organizacion de los cromosomas y herencia, ademas de contener

secuencias esenciales para la viabilidad y fertilidad [Dimitri, et al; 2008].

2.2.3 EMPAQUETAMIENTO DE LA CROMATINA
El empaquetamiento del DNA eucariotico debe cumplir con dos requerimientos: el

polimero debe estar lo suficientemente compacto para estar dentro del nicleo y el DNA de
los genes activos o transcripcionalmente competentes debe permanecer accesible a los
factores de transcripcion y a los complejos de las RNA polimerasas. Estos requerimientos
pueden ser sostenidos por la variacion en el nivel de empaquetamiento [Basset, et al; 2009].
La subunidad repetitiva fundamental de la cromatina es el nucleosoma, éste
constituye el primer nivel de compactacion y permite la transcripcion después de la
remodelacion y/o sustitucion/modificacién de las histonas [Staynov, 2008]. Consiste de un
ndcleo central de ocho proteinas histona, las cuales son proteinas basicas pequefias, muy
conservadas, de 102 a 135 aminoacidos. Cada octamero comprende dos moléculas de cada
una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, alrededor de las cuales se enrolla un tramo de
146pb de DNA de doble cadena en 1.75 vueltas. Otra histona (H1) se encuentra sobre la

molécula de DNA fuera de la parte central del nucleosoma. Los nucleosomas adyacentes
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estan conectados por un tramo corto de DNA espaciador o de unidon asociado a la H1

resultando en una fibra de cromatina de alrededor de 10nm de diametro. Los nucleosomas
compactan al DNA seis veces en su longitud [Strachan, 2006a].

El hilo de cuentas de unos 10nm, se enrolla a su vez en una fibra de cromatina de
30nm de diametro, que corresponde a un empaquetamiento de 40 veces. La formacion de
esta fibra requiere de las colas de histona, las cuales estan implicadas en el contacto
internucleosémico, y es facilitada por la presencia de las histonas de union o enlace (H1 y
H5). Esta fibra es el constituyente basico de la cromatina en interfase y de los cromosomas
mitoticos [Krebs, et al; 2010].

Los dos modelos principales de la fibra de 30nm son el “origen unico” o “solenoide”, el
cual corresponde a un arreglo helicoidal lineal simple y se enrolla sobre una cavidad central
probablemente ocupada por DNA de union (6 nucleosomas/11nm) y el “origen doble” o “zig-
zag” que consiste de una doble fila de nucleosomas, analogas a la estructura del DNA (10-12
nucleosomas/11nm). Este ultimo modelo esta sustentado por la observacion de un complejo

de tetranucleosomas en cristales de cromatina (Figura 2) [Wu, et al; 2007].

Fibra de 10nm (desplegada)

%\

Apilado de nucleosomas

.o,, 6‘,\0 9

v ‘ Fibra de 30nm (6 nucleosomas’/11nm)

Cambios en la onentacion de las Longitud de
histonas de union en las pilas

Enrollado + Empaquetado

Longitud 6ptima de union (‘»‘»(“»;

Fibra compacta (10-12 nucleosomas/11nm)

Figura 2. Modelos propuestos del plegamiento de la fibra de 10 nm. La fibra compacta muestra el plegamiento
en “zig-zag” que corresponde a la estructura enrollada de tetranucleosomas cristalizada por Schalch en 2005,
que en presencia de histonas de unién forma una estructura méas enrollada vista por Robinson en 2006. La
figura de la esquina superior derecha muestra la estructura clasica de la fibra de 30nm, una fibra menos
compactada. Las flechas indican la direccion aproximada del eje longitudinal de las fibras (Modificada de Wu, et
al; 2007)

Los niveles de plegamiento mas alla de la fibra de 30nm estdn muy poco entendidos,

pero es obvio que la compactacion de 40 veces que se obtiene de la fibra de 30nm esta
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todavia muy lejos de los niveles de compactacion requeridos en la interfase o el

empaguetamiento de los cromosomas mitoticos. Las fibras de cromatina con diametro de 60-
300 nm han sido observadas por microscopia de luz y electrénica. Se presume que tales
fibras consisten de fibras de 30nm plegadas que pueden representar el principal nivel de
compactacion, sin embargo, las subestructuras de estas fibras gruesas aun se desconocen
[Krebs, et al; 2010].

Sabemos que durante la divisidbn celular los cromosomas estan mucho mas
condensados. EI DNA en un cromosoma en metafase esta compactado alrededor de 1/10
000 en su longitud. Se encuentran asas de la fibra de cromatina de 30nm que contienen de
20 a 100 kilobases de DNA por asa, unidas a una estructura central integrada por proteinas
no histonas (Figura 3) [Strachan; 2006a].

Crométides
hermanas 80 Mb 80 Mb
N de DNA de DNA
2nm
N
600 nm 600 nm
30 nm
Nucleosomas »
! / \ e <5 10nm T e &
Asas de fibra de R Gg—— N\ { / Doble|
cromatina (~ 75 kb) - — e N hélice
2 LSS ~>Espaciador
~_ A= \{
L Fibra de {
Estructura crcl>r:vatina i
10 nm
central de 30 nm

Figura 3. Niveles de empaqguetamiento del DNA hasta llegar al nivel mas alto de
compactacion, el cromosoma metafasico (Modificada de: Strachan; 2006a)

La construccion de cariotipos (ordenamiento de los cromosomas de acuerdo a
tamafo, posicion del centromero y secuencia de bandas) de cromosomas metafasicos
humanos permite la identificacion de anormalidades citogenéticas en una perspectiva del
genoma completo. Cambios constitutivos y adquiridos de los cromosomas, pueden ser
detectados en preparaciones citogenéticas de rutina y alta resolucién, y una nomenclatura

especifica permite una comunicacion e interpretacion precisa de ellos [Shaffer; 2005b].

21



g
2.3 ALTERACIONES CROMOSOMICAS
Las anormalidades cromosOmicas son cambios que dan por resultado una alteracion

visible de los cromosomas y pueden ser numéricas o estructurales. Dependiendo del
momento en que éstas ocurran seran constitutivas o adquiridas, las primeras pueden
encontrarse en forma pura, como mosaicos o quimeras [Strachan; 2006a]

Errores en la segregacion durante la mitosis o meiosis pueden producir aberraciones
en el nUmero de cromosomas. Las alteraciones en la estructura de éstos pueden resultar de
su rompimiento y reparacion o surgir de los errores en apareamiento y recombinacion
durante la meiosis [Warburton, 2005]. El resultado puede ser una alteracion cromosomica
balanceada, cuando el contenido total de material genético se conserva, o desbanceada,
cuando se gana o pierde material.

Las anormalidades cromosomicas producen pérdida y/o ganancia de copias de
muchos genes, estos cambios en la dosis génica afectan la funcién y la interaccion con otros
genes. Si se presentan desde la concepcion, estos cambios son probablemente el resultado
del desarrollo anormal de muchas estructuras diferentes y de multiples cambios en la
fisiologia celular. Las estructuras complejas como el cerebro, el corazén y la anatomia facial
estdn frecuentemente afectadas. Cuando los autosomas estan implicados usualmente
ocurren abortos o nacimiento de un infante con multiples anormalidades, incluyendo
tipicamente RM [Warburton, 2005]. Los mecanismos patogénicos que surgen de las
anormalidades cromosOmicas pueden resumirse en cuatro puntos:

a) Un efecto de dosis génica, por exceso o ausencia de material cromosémico, que
puede ser por un cromosoma completo o sélo un fragmento de éste.

b) Un dafio directo, por interrupcion o rearreglo de un gen en el punto o los puntos de
ruptura de la alteracion cromosomica.

c) Un efecto en la expresion de genes improntados debido a alteraciones en un
cromosoma 0 un segmento cromosomico que los contenga.

d) Un efecto de posicion, mediante el cual un gen en un nuevo ambiente cromosémico,
funciona inapropiadamente [Gardner, et al; 2004a].

De hecho, cualquier variacion en lo que se considera como cariotipo normal (46,XX o
46,XY) puede implicar un efecto fenotipico, cuyo grado dependera del cromosoma implicado,
la cantidad de material ganado o perdido y de los genes que contenga. Por lo general,
cualquier ganancia o pérdida de material de un autosoma, principalmente si incluye regiones

eucromaticas, ricas en genes, tiene como consecuencia muerte fetal o del embrion,
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Generalmente los

anormalidades congénitas, RD y RM, fallas reproductivas y/o cancer.
cambios en los cromosomas sexuales son mejor tolerados [Warburton, 2005]. Se estima que
uno de cada 165 recién nacidos vivos tiene alguna aberracion cromosdémica de autosomas o

de cromosomas sexuales, ya sea numérica o estructural (Tabla 3) [Luthardt, et al; 2001].

TABLA 3. INCIDENCIA DE ANORMALIDADES

CROMOSOMICAS EN RECIEN NACIDOS

Tipo de anormalidad

| Incidencia aproximada

Anormalidades de los cromosomas sexuales en hombres

47 XXY 1/500 varones”
47 XYY 1/1000 varones”
Otros 1/1350

Total 1/385
Anormalidades de los cromosomas sexuales en mujeres

45,X

1/9000 Mujeres”

47 XXX 1/960 Mujeres®
Otras 1/2740
Total 1/660

Anormalidades nimericas autosémicas en infantes

Trisomia 21 1/800 nacidos vivos
Trisomia 18 1/8140

Trisomia 13 1/19000

Triploidia 1/57000

Total 1/695

Anormalidades estructurales en infantes (autosom

as y cromosomas sexuales)

Rearreglos balanceados:

Robertsonianos

1/1120 Nacidos vivos

Traslocaciones reciprocas balanceadas 1/500"
Otros 1/965
Rearreglos no balanceados 1/1675

Todas las anormalidades cromosémicas

1/160 Nacidos vivos

Modificado de Luthardt, et al;2001, 1. Ross, et al; 2009, 2. Rocco de Oliveira, et al; 2009, 3. Tartaglia, et al; 2010,
4. Gardner, et al;2004b.

2.3.1 ALTERACIONES NUMERICAS

Hay dos clases de anormalidades numeéricas: euploidias y aneuploidias, ambas
pueden existir en forma pura o como mosaicos. El término euploidia significa la presencia de
un numero cromosoémico que es multiplo exacto del nimero haploide, la poliploidia es la
presencia de 3 0 mas juegos completos de cromosomas (3n, 4n, 5n, etcétera). La
aneuploidia es la presencia o ausencia de uno o mas cromosomas individuales (2n+1, 2n-1)
[Strachan; 2006a].

2.3.1.1 Poliploidia
En lugar de las dos copias usuales de cada cromosoma (diploidia), las células

somaticas pueden contener tres copias (triploidia) o cuatro copias (tetraploidia) de todos los
cromosomas. Estos nimeros cromosomicos altamente anormales pueden ocurrir en tumores
o en lineas celulares en cultivo; la tetraploidia ocurre normalmente en algunos tejidos del

cuerpo, como megacariocitos y hepatocitos. Los productos poliploides rara vez llegan a
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término usualmente llevan a muerte embrionaria o fetal temprana. Los gametos normalmente

son haploides (s6lo una copia de cada cromosoma), pero como anormalidad pueden ser
diploides. La haploidia, ocurre raramente en tumores, y no es compatible con el desarrollo

de un producto mas alla de la primeras divisiones celulares [Warburton, 2005].

Se estima que las triploidias estan presentes en 1-3% de todos los embarazos
clinicamente reconocidos, en 6% de abortos espontaneos de primer trimestre y 0.5% de
mortinatos afectados [Robinson; et al; 2002]. Los estudios iniciales sugirieron que el 80% de
las triploidias son de origen paterno, usualmente resultan de la fertilizacion de un 6vulo por
dos espermatozoides (dispermia); sin embargo, estudios méas recientes muestran que 80-
90% de las gestas con triploidia son de origen materno, con errores que ocurren en la
primera (~22%) y segunda division meibdtica (~67%) [Robinson, et al; 2002 /Gardner, et al;
2004a].

La mayoria de los fetos triploides que resultan en abortos espontaneos son diandricos,
tipicamente, tienen un crecimiento relativamente normal, el tamafio de la cabeza puede ser
normal o pueden tener microcefalia, la placenta usualmente (pero no siempre) tiene la
apariencia de una mola parcial. En las triploidias diginicas, no se observa la mola parcial y
éstos fetos usualmente tienen retraso en el crecimiento, macrocefalia y la placenta es
pequefia [Devriendt; 2005].

La tetraploidia se ve mas a menudo en abortos espontaneos tempranos,
constituyendo aproximadamente el 2.5% de éstos. Tienen un retraso en el desarrollo severo
y muestran una amplia variedad de anomalias. Sin embargo, no parecen tener un fenotipo
distinguible como tetraploide. Los que sobreviven estdn severamente comprometidos,
usualmente mueren durante los primeros meses de vida. El andlisis de la proporcion de
cromosomas sexuales en los pocos casos reportados sugiere que muchos de los nacidos
vivos son el resultado de errores de division post-fertilizacion (ver figura 4) [Robinson; et al;
2002]
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Figura 4. Cariotipo tetraploide 92,XXYY de un paciente con mixoploidia del Hospital General de México.
2.3.1.1.1 Mixoploidia

La mixoploidia triploide (diploide/triploide) ha sido reportada en muy pocos pacientes.
Las células triploides se encuentran tanto en linfocitos como en fibroblastos, y en otros casos
la linea triploide esta limitada a fibroblastos. Los pacientes con este tipo de poliploidia estan
menos afectados, y tienen una sobrevida de alrededor de 10 afios. Las caracteristicas
clinicas incluyen retraso intrauterino, retraso psicomotor, crecimiento asimétrico, puente
nasal ancho, sindactilia, anomalias genitales, pigmentacién irregular de la piel [Gardner,et
al;2004c]

El origen del juego extra de cromosomas puede ser de origen paterno o materno. La
mixoploidia de origen paterno puede originarse por la incorporaciéon de un segundo esperma
en el pronucleo del blastomero y el origen materno por la fusién del segundo cuerpo polar
con el blastdbmero temprano [Devriendt; 2005].

La mixoploidia tetraploide (diploide/tetraploide) es menos frecuente que la mixoploidia
triploide. Las caracteristicas clinicas son similares pero son menos severas que en los
tetraploides no mosaicos [Gardner,et al;2004c]

Las mixoploidias pueden ser viables dependiendo del porcentaje de células anormales

y de su distribucién en los tejidos [Devriendt; 2005].

2.3.1.2 Aneuploidia
Normalmente, una copia de cada cromosoma se hereda de cada padre. Cuando el

cigoto recién formado posee tres copias de un cromosoma se denomina trisomia (Figura 5) y
si posee sOlo una copia corresponde a una monosomia [Moore, et al; 2007]. La trisomia y la

monosomia son las anormalidades cromosémicas mas comuUnmente encontradas tanto en
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los productos de la concepcion como en los tumores. Las trisomias y monosomias de todos

los cromosomas pueden ocurrir en la concepcion, sin embargo, la mayoria resultan en

muerte temprana del embrién [Warburton, 2005].
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Figura 5. Cariotipo de una célula trisémica (47,XX,+18). (Modificada de Warburton; 2005)

Las trisomias y monosomias ocurren por un error durante la division meiotica de las
células germinales que se convierten en 6vulos y espermatozoides. Durante este proceso,
los 46 cromosomas de las células iniciales deben segregarse y cada célula hija contiene 23
cromosomas. Los errores de segregacion pueden resultar en ovocitos 0 espermas con
cromosomas extras (disémicos) o perdidos (nulisémicos). En la mayoria de las concepciones

con aneuploidia el error ocurre en el ovocito (Ver Tabla 4) [Warburton, 2005].

TABLA 4. ORIGEN DE LAS TRISOMIAS HUMANAS
Meiosis Paterna Meiosis Materna Mitosis

Trisomia MI (%) MIl (%) MI (%) MIl (%) (%)
15 15 76 9
16 100
18 33 56 11
21 3 5 65 23 4
XXY 46 38 14 2
XXX 6 60 16 18

Modificado de Vekemans; 2005

En organismos experimentales, se ha demostrado que la no disyuncién es el resultado
de una variedad de causas, incluyendo un alineamiento inapropiado de los cromosomas
sobre el eje de division, fallas en las proteinas que sirven para que los cromosomas migren a

los polos opuestos, resolucion prematura de quiasmas, 0 separacion prematura de
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cromatidas hermanas. Se conoce muy poco sobre las causas de la no disyuncion en

humanos pero algunos datos sugieren que la separacion prematura de crométidas hermanas

debido a cromosomas aquiasmaticos a menudo puede estar involucrada (Ver Figura 6)

[Robinson, et al; 2002].
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Figura 6. Origen de las aneuploidias debido a errores en la Meiosis, en la figura A se muestra una
meiosis normal, en la figura B 1l hay una no disyuncién en meiosis |, dando origen a dos gametos disémicos y
dos nulisémicos observados en B Ill. En la figura C se muestra un error en la meiosis |l donde las cromatidas
hermanas no se segregan adecuadamente, y se observan dos cigotos normales, un cigoto disémico y un cigoto
nulisomico. A la fertilizacion, los gametos disémicos originaran trisomias y los nulisbmicos monosomias.
(Modificado de Fryns, et al; 2005)

Las trisomias causadas por la no disyuncién en la meiosis | pueden distinguirse de las
gue ocurren en meiosis Il por andlisis de los patrones de segregaciéon de marcadores
genéticos moleculares polimorficos proximos al centromero en células obtenidas de los
productos trisémicos. La no disyuncion durante la primera division resulta en una copia de
cada uno de los dos diferentes marcadores presentes en las dos copias del cromosoma en el
gameto anormal, cuando no hay disyuncién en meiosis Il resulta en dos copias del mismo
marcador. Para poder determinar el origen de la no disyuncion, deben estudiarse
marcadores cercanos al centromero para eliminar la ambigledad resultante de la

recombinacién meidtica (Figura 7) [Moore, et al; 2007].
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Figura 7. Origen de las trisomias debido a no disyunciéon en meiosis | y Il, mostrando en (b) y (c) las diferencias
que se observan en los polimorfismos cromosomicos (marcadores) cuando el error ocurre en Meiosis |
(marcador en estado heterocigoto) o en Meiosis Il (marcador en estado homocigoto) (Modificada de Moore, et
al; 2007).

Las monosomias de cromosomas completos son extremadamente raras tanto en
nacidos vivos como en abortos, muy probablemente debido a que son letales durante el
desarrollo temprano y esto resulta en abortos espontaneos no reconocidos. La Unica
monosomia de autosomas que ha sido reportada es la del cromosoma 21, sin embargo
pareceria que los casos que llegaron a término son mosaicos o rearreglos cromosomicos en
los que por métodos convencionales no puede identificarse el otro cromosoma 21. La
monosomia X o sindrome de Turner es la Unica monosomia que se ha reportado en recién
nacidos, aun cuando se aborta el 99% de estos productos y se ha postulado que estos
productos son o fueron mosaicos con un segundo cromosoma sexual [Fryns, et al; 2005].

La no disyuncibn meibtica es la causa mas comun de las anormalidades
cromosomicas de significancia clinica. Estas anormalidades cromosomicas son encontradas
en aproximadamente 35% de abortos espontaneos de primer trimestre, en 4% de mortinatos

y 0.3% de los nacidos vivos estdn afectados. La mayoria de las trisomias autosomicas
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resultan en fallas para producir el embarazo o en abortos espontaneos. Las trisomias de los

cromosomas 13, 18 y 21 pueden originar productos vivos e infantes con defectos al
nacimiento y retraso mental. Aproximadamente 1 en 333 nacidos vivos es aneuploide, siendo
la mas comun la trisomia 21 (SD). Las copias extras de los cromosomas X y Y son
compatibles con los nacimientos vivos, y sOlo una pequefia fraccion de las nacidas vivas

tienen monosomia X (Tabla 5) [Moore, et al; 2007]

TABLA 5. FRECUENCIA DE TRISOMIAS Y MONOSOMIAS EN ABORTOS ESPONTANEOS,
MORTINATOS Y NACIDOS VIVOS (%)

Tlempq fje 21 18 16 13 Cromosomas Monosomia X Todas las tr'|som|as y
deteccién sexuales extra monosomias del X
Abortos 2.3 11 | 75| 11 0.3 8.6 34.7
espontaneos
Mortinatos 1.1 1.2 - 0.3 0.7 0.25 4.25
Nacidos vivos 0.125 0.012 - 0.005 0.29 <0.01 0.3

Modificado de Moore, et al; 2007

La no disyuncién ha sido asociada con una variedad de factores de riesgo, los mas
consistentes son la relacion entre el incremento de la edad materna con el incremento en la
frecuencia de eventos de no disyuncién. El 30-40% de todos los ovocitos de las mujeres de
(Tabla 6). El efecto de edad

materna se ve tanto en meiosis | como en meiosis Il, pero la mayoria de estos eventos

mas de 40 afos tienen un ndmero cromosémico anormal

ocurren en meiosis I. La causa del efecto de la edad materna puede resultar del tiempo en el
que las células se encuentran en dictioteno. El decremento en la recombinacion durante la
meiosis también se correlaciona con el incremento en la no disyuncion. Hay una probabilidad
menor de que un cromosoma extra o de menos pueda surgir de un esperma anormal, o de
una divisién celular temprana anormal del embrion, sélo una pequefia proporcién de
aneuploidias es debida a errores en la meiosis masculina, y generalmente implica a los
cromosomas sexuales. Ademas, existe una pequefia correlacion con el incremento en la

edad paterna [Moore, et al; 2007].

TABLA 6. RIESGO DE TRISOMIAS POR EDAD MATERNA EN AMNIOCENTESIS
Edad Riesgo Riesgo Riesgo Riesgo Riesgo Riesgo para todas las
Materna para +21 para +18 para +13 para XXX para XXY trisomias
35 1/245 1/840 1/2600 1/2500 1/2000 1/120
37 1/150 1/510 1/2600 1/1450 1/1250 1/80
40 1/70 1/230 1/1700 1/700 1/555 1/40
44 1/20 1/70 1/220 1/275 1/185 1/17

Modificado de Moore, et al; 2007
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La contribucion paterna de no disyuncidon es pequefia para las trisomias (como se

observé en la Tabla 4), aproximadamente en 2-3% de espermatozoides de hombres

aparentemente sanos se encuentra aneuploidia [Moore, et al; 2007].

2.3.1.2.1 Mosaicismo y Quimerismo
El mosaicismo y quimerismo significan la presencia de dos o mas linajes celulares

diferentes en sentido genético en un mismo individuo. Las poblaciones celulares distintas
desde el punto de vista genético pueden originarse del mismo cigoto (mosaicismo) o surgir
de diferentes cigotos (quimerismo). El quimerismo puede surgir naturalmente de la fusion de
gemelos implantados cercanamente, de la migracion de células entre embriones de gestas
multiples o puede ser causado por el transplante de érganos o tejidos de donadores por
tratamientos médicos [Moore, et al; 2007].

Las anomalias que serian mortales de forma constitutiva pueden ser viables en forma
de mosaicos. Los mosaicos aneuploides son los mas comunes, éstos dan por resultado una
proporcion de células normales (diploides) y otra de células aneuploides [Strachan; 2006a] y
pueden ser el resultado de la no disyuncion de una célula normal después de la concepcion
normal con ganancia o pérdida de un cromosoma durante la embriogénesis o también puede
ser el resultado de una no disyuncion después de la concepcion trisomica con pérdida de uno
de los tres homdlogos, produciendo un “rescate trisémico” [Moore, et al; 2007].

En el caso del rescate trisbmico, aproximadamente una tercera parte de las veces,
resulta en la presencia de ambas copias de un cromosoma heredadas del mismo progenitor,
condicion referida como disomia uniparental (DUP), que puede ser por si misma perjudicial
para el feto cuando en el cromosoma implicado hay genes improntados. La frecuencia y
momento de los eventos de no disyuncién determinan la proporcion entre células
aneuploides y células normales y también los tipos de tejidos afectados. Para muchas
anomalias cromosémicas la proporcion de células anormales correlaciona con la severidad
de la expresion clinica. EI mosaicismo puede también afectar solo a la placenta y no al feto,
una condicidon conocida como “mosaicismo confinado a placenta” (MCP) y puede ayudar a
explicar porqué algunas concepciones trisomicas sobreviven hasta término, mientras que
muchas otras son abortos espontaneos. EI MCP es identificado prenatalmente en el curso de
las pruebas diagnésticas y puede sugerir la presencia de DUP en un feto con cariotipo

normal (Figura 8) [Moore, et al; 2007].
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Figura 8. Origen de una trisomia en mosaico por rescate trisdbmico y mosaicismo confinado a placenta. La
trisomia contiene dos copias maternas (rosa) y una paterna (azul), la pérdida de un cromosoma en el feto puede
dar lugar a una disomia uniparental, donde ambos cromosomas provienen de la madre. El feto contiene células
diploides y trisémicas. (Modificado de: Robinson, et al; 2002)

Los mosaicos son a menudo encontrados en anormalidades de cromosomas sexuales
y trisomias autosémicas. Mas de la mitad de los casos de trisomia 21 en mosaico son
resultado de la pérdida del cromosoma 21 extra en las divisiones mitéticas subsecuentes a
una concepcion trisémica; por el contrario, la trisomia 8 en mosaico, tipicamente es adquirida
durante las divisiones mitéticas después de una concepcion normal. Aproximadamente 5%
de los casos de trisomia 21 y otras trisomias autosémicas aparentemente en forma pura son
el resultado de una no disyuncion mitotica en la embriogénesis temprana [Moore, et al; 2007].

Los mosaicos se ven en aproximadamente 0.2% de los fetos, 1-4% de los pacientes
con SD, 10% de los pacientes con sindrome de Klinefelter (47,XXY) y cerca de 50% en los
pacientes con fenotipo de sindrome de Turner. La significancia clinica del mosaicismo
depende de la proporcién y de la distribucion en los tejidos de las células aneuploides
[Luthardt, et al; 2001/Devlin, et al; 2004].
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2.3.2 ALTERACIONES ESTRUCTURALES
Las anormalidades cromosOmicas estructurales surgen como resultado de un

rompimiento cromosomico y una reparacion del DNA. Los rompimientos pueden ocurrir
debido a la intervencion durante los procesos normales de replicacion, o a factores externos
como la radiacién y algunos agentes quimicos que causan dafio al DNA. Adicionalmente los
rearreglos pueden ocurrir durante el apareamiento y recombinacion de los cromosomas
durante la meiosis en las células germinales. Los genes comprenden solo una pequefa
proporcion de todo el DNA en los cromosomas, muchos rompimientos en los cromosomas no
ocurren en genes y por lo tanto no causan anormalidades clinicas, a menos que lleven a
pérdida o ganancia significativa de material cromosémico [Warburton, 2005].

La mayoria de los errores ocurren durante la replicacién. Los genes que controlan el
ciclo celular usualmente reconocen los errores de replicacion y el dafio al DNA no reparado,
y previenen que las células entren en mitosis hasta que las enzimas reparadoras de DNA
corrijan el mal apareamiento o el dafio en el genoma. Algunos de los agentes que se conoce
que causan dafio en los cromosomas son los virus, agentes quimicos y radiacion ionizante
como los rayos X, los rayos gamma y la luz ultravioleta, estos agentes actlan causando
rupturas en las cadenas de DNA, o alterando la estructura fisica de las bases del DNA.
Cuando los puntos de control del ciclo celular fallan, las células con errores en el DNA entran
a mitosis 0 meiosis, y las aberraciones cromosémicas estructurales, surgen debido a errores
mecanicos durante la replicacién. Estos cromosomas estructuralmente alterados pueden
producir fallas a gran escala y cambios en el ambiente genético de las células, como cambios
en las caracteristicas de crecimiento de las células incluyendo retraso en el crecimiento,
desregulacion en el control del desarrollo celular, muerte celular y cancer [Moore, et al;
2007].

Este tipo de aberraciones pueden resultar en enfermedades genéticas debido a
trisomias y/o monosomias de segmentos cromosomicos, estas alteraciones pueden ser
eventos de novo o pueden ser heredados de padres portadores de rearreglos balanceados
[Moore, et al; 2001a].

Si en el mismo cromosoma ocurren una 0 mMAs rupturas, pueden ocasionar una
delecion o duplicacion del material cromosémico, o una inversion cuando el segmento
cromosomico es invertido en orientacion. Cuando los rompimientos ocurren en mas de un
cromosoma éstos pueden conducir a un intercambio de segmentos cromosoémicos, es decir,

una traslocacion. En una traslocacion balanceada hay intercambio de segmentos pero nunca
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una ganancia o pérdida significativa. En una traslocacion no balanceada hay una ganancia

y/o pérdida neta de material. El examen de los cromosomas en células en division algunas
veces revela la presencia de cromosomas rotos o rearreglos complejos como anillos y
cromosomas con multiples centromeros. Algunos de éstos pueden resultar en dafio celular
por delecion o traslocacion, mientras que otros seran incompatibles con la division celular o
la supervivencia de la célula [Warburton, 2005].

Los individuos con rearreglos aparentemente balanceados usualmente tienen un
desarrollo normal, sin embargo, hay un riesgo incrementado para las concepciones con
complementos cromosomicos no balanceados debido a dificultades en la segregacion de los
rearreglos en meiosis [Warburton, 2005]. Si se hereda un rearreglo estructural balanceado,
hay un riesgo bajo de impedimento fisico o mental resultante del rearreglo. Sin embargo,
cuando la anormalidad ocurre como un evento de novo, es decir, cuando los padres tienen
un cariotipo normal, el riesgo de enfermedad genética o efectos fenotipicos se incrementa,
aun cuando el rearreglo sea aparentemente balanceado. Esto puedo resultar en deleciones o
duplicaciones submicroscépicas en los puntos de ruptura o de cambios funcionales en los
genes cercanos, los cuales son causados por rompimientos dentro del gen o por cambios en
las regiones reguladoras de éste. Los Unicos problemas de un portador balanceado pueden
ser las dificultades en la reproduccién evidenciadas por infertilidad, abortos espontadneos o
hijos con anormalidades, estas dificultades surgen del apareamiento, recombinacién y
segregacion de los cromosomas implicados durante la primera profase meiética [Moore, et al;
2001a].

La frecuencia de anormalidades estructurales varia considerablemente en diferentes
poblaciones. La frecuencia més alta se observa en abortos espontaneos y la mas baja en
recién nacidos. Esta reduccion puede, en parte, ser explicada por pérdida fetal,
particularmente en los casos con rearreglos significativamente no balanceados (tabla 7)
[Luthardt, et al; 2001].

TABLA 7. FRECUENCIA DE ANORMALIDADES ESTRUCTURALES
Rearreglo Abortos espontaneos | Diagnostico prenatal Recién nacidos
estructural (%) (%) (%)
Balanceado 2.4 0.4 0.2
No balanceado 0.11 0.05

Fuente: Luthardt, et al; 2001

En las siguientes paginas se hara una descripcion breve de cada anormalidad

cromosdmica y en la figura 9 se muestra un diagrama de éstas.
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Figura 9. Tipos de anormalidades cromosomicas estructurales (Modificado de Luthardt, et al; 2001)

2.3.2.1 Deleciones
Son anormalidades en las que se pierde un fragmento de cromatina de un

cromosoma. Las deleciones resultan en monosomia parcial y son rearreglos no balanceados.

Un solo rompimiento causa una delecion terminal con la subsecuente pérdida del final del

cromosoma y regeneracion del telomero. Cuando ocurren dos ropimientos en el mismo brazo

del cromosoma se forma una delecion intersticial por pérdida de la cromatina entre las

rupturas y reuniéon de los segmentos remanentes (figura 9). Las deleciones que son lo
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suficientemente grandes para ser vistas usando microscopio de luz, representan la pérdida

de muchos genes que estan localizados fisicamente en la misma banda o regiéon del
cromosoma y resultan en una monosomia para esta porcién del genoma. Para muchos loci,
esto representa una haploinsuficiencia en funcion y es a menudo suficientemente severa
para causar la muerte del embrion. Las deleciones que sobreviven, al nacimiento estan
asociadas con alto riesgo de defectos e impedimento intelectual. Aquellas que involucran
genes supresores de tumores confieren un alto riesgo de cancer y/o leucemia [Moore, et al;
2001a].

Algunas deleciones intersticiales son dificilmente vistas por técnicas de citogenética
convencional, este tipo de deleciones submicroscopicas son recurrentes con puntos de
ruptura constantes, debido a las secuencias que las flanquean, secuencias repetidas de bajo
namero de copias y de numero de copias variables (LCR y CNV), dichos rearreglos tienen un
nombre particular, se les conoce como desérdenes gendmicos, debido a que ocurren por el
reordenamiento del genoma y no por cambios en la secuencia del DNA, debido a que la
arquitectura del genoma provoca inestabilidad cromosémica [Lupski, 2009].

Los desordenes gendmicos surgen a través de recombinaciones homologas no
alélicas inter o intracromosomicas (NAHR) causadas por errores en el alineamiento de las
duplicaciones segmentarias o en los LCR. Los LCR tienen una homologia del 95-97%, lo
cual, los hace propensos a interactuar y facilitar la NAHR que lleva a ganancia, pérdida o
inversion de la secuencia implicada. Las microdeleciones mediadas por LCR se han
identificado en todo el genoma. Para muchas de las regiones de microdelecion, se ha
identificado la duplicacién reciproca, pero con una frecuencia mas baja que la delecion
[Blennow, et al; 2008].

Los desérdenes gendmicos llevan a diferentes manifestaciones clinicas que son
importantes para reconocerlos e incluso pueden ser portados en estado heterocigoto por un

padre no afectado o muy ligeramente afectado [Moore, et al; 2001a].

2.3.2.2 Duplicaciones
Son rearreglos no balanceados que resultan en trisomia parcial. Comparado con las

deleciones, las duplicaciones tienden a ser mas leves en efectos, pero con caracteristicas
clinicas. Las duplicaciones segmentarias pueden estar orientadas de dos maneras: directa o
invertida. La duplicacién directa retiene el mismo orden de los loci y las bandas
cromosodmicas en relacion al centrémero, cuando las duplicaciones son invertidas exhiben a

los loci y a las bandas al revés (Figura 9) [Moore, et al; 2001a].
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La duplicacibn de un segmento cromosoOmico usualmente ocurre por un

entrecruzamiento desigual, entre cromosomas homodlogos o crométidas hermanas
(especialmente en las regiones del genoma donde se encuentran secuencias de DNA
repetido, como LCR o CNV). Las duplicaciones también pueden ser el resultado de una
segregacion meidtica anormal en una traslocacidon o un entrecruzamiento meiético en un

portador de una inversion [Luthardt, et al; 2001 / Moore, et al; 2001a].

2.3.2.3 Anillos
Se forman a partir de dos deleciones terminales cuando hay rompimiento en ambos

brazos del cromosoma y union de los extremos del segmento que contiene al centrdmero con
pérdida de los segmentos terminales (Figura 9). Los cromosomas en anillo representan una
forma de delecién terminal con la caracteristica adicional de ser mitéticamente inestables

debido a problemas mecanicos durante la replicacion y segregacion (Figura 10).
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Figura 10. Cariotipo 46,XX,r(15)(p12;926.3) de una paciente del Servicio de Genética. En el recuadro de la derecha
se muestran anillos de diferente tamafno de varias metafases, resultado de su inestabilidad durante la division celular.

Los individuos con cromosomas en anillos tienen muchas de las caracteristicas de los
pacientes con deleciones terminales, sin embargo, hay caracteristicas frecuentes en los
pacientes con cromosomas en anillos independientemente del cromosoma implicado, a esta
entidad se le denomina “Sindrome del anillo autosémico”, los afectados tienen retraso en el
crecimiento, caracteristicas dismorficas menores, RM moderado (suele ser variable, y

depende de la cantidad de material genético perdido), algunos pacientes pueden presentar
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areas de hipopigmentacion (lineas de Blaschko) como evidencia de mosaicismo [Rossi, et al;
2008].

Hay tres tipos de cromosomas en anillo relativamente comunes: los anillos grandes

que pierden solamente las secuencias teldmericas, anillos muy pequefios como
cromosomas extra en el cariotipo (anillos supernumerarios), y anillos de los cromosomas X y
Y, los cuales son generalmente encontrados en individuos con fenotipo de sindrome de
Turner coexistiendo con una linea 45,X. La replicacién de un cromosoma en anillo puede dar
anillos dobles dicéntricos o cromosomas en anillo adicionales (Figura 11) [Moore, et al;
2001a /Shaffer; 2005b].

Anafase

0O—0 —o-

3 O
—~ D
W= T2

Figura 11. Replicacion y segregacion de un cromosoma en anillo que resulta en dos anillos (arriba) o un anillo
dicéntrico y su posterior rearreglo (Modificado de: Shaffer; 2005b)

2.3.2.4 Isocromosomas

Los isocromosomas son cromosomas con brazos en “imagen de espejo”, es decir
poseen dos copias de un brazo corto o de un brazo largo (Figura 9). Los isocromosomas
pueden surgir de varios mecanismos, el modelo clasico de formacién es la “fisidbn céntrica”
que consiste en la divisién horizontal del centrémero produciendo dos isocromosomas el de
brazos p y el de brazos q [Gardner, et al; 2004b]. Otros mecanismos son el intercambio
entre los homélogos durante la meiosis o la ruptura y reunion de las cromatidas hermanas
proximas al centromero, en este Ultimo mecanismo se producen cromosomas isodicentricos.
Estos rearreglos se distinguen de las traslocaciones sélo a nivel molecular, en las que los
brazos de los isocromosomas son idénticos y derivados de un solo cromosoma y las
traslocaciones son derivados de los dos cromosomas homoélogos [Luthardt; et al; 2001].

Tipicamente los isocromosomas se encuentran en cariotipos no balanceados, aunque
se han reportado cariotipos balanceados con dos isocromosomas, (uno de brazos largos y
otro de brazos cortos del mismo cromosoma) [Shaffer, 2005b]. En una persona con 46

cromosomas, un isocromosoma, resulta en una monosomia parcial y una trisomia parcial

37



-

[Luthardt; et al; 2001]. Los que se observan muy a menudo son los del brazo largo del

cromosoma X y los de los brazos largos de los cromosomas acrocéntricos [Shaffer, 2005b].

2.3.2.5 Inversiones
Las inversiones se forman por dos rupturas en el mismo cromosoma, donde ocurre

una rotacion del fragmento y la posterior union de los dos extremos, donde también existen
secuencias LCR, son esencialmente formadas de la misma forma que las traslocaciones
excepto que las rupturas ocurren en el mismo cromosoma [Moore, et al; 2001a]; hay dos
tipos de inversiones (Figura 9):

A) Inversion pericéntrica. Ocurre una ruptura en cada brazo del cromosoma, incluyendo
al centrémero en el segmento invertido. Esto cambia los patrones de bandeo e incluso
cambia la apariencia del cromosoma debido al movimiento del centromero [Moore, et
al; 2001a/Shaffer, 2005b].

B) Inversion paracéntrica. Un cromosoma paracéntrico se forma cuando ambas
rupturas ocurren en el mismo brazo y el centrémero no esta incluido en el segmento
invertido. Esto altera el patrén de bandeo pero no la apariencia general del
cromosoma [Moore, et al; 2001b/ Shaffer, 2005b].

Ambas inversiones se presentan por lo general en estado heterocigoto. Los portadores
de éstas, generalmente no tienen efectos fenotipicos. Aqui, como en otros rearreglos
estructurales en estado heterocigoto, es dificil el apareamiento y segregacion, lo que origina
errores que surgen en la primera profase meiética durante paquiteno cuando los homélogos
se aparean y recombinan. En este proceso, los segmentos invertidos forman un “asa” para
maximizar el apareamiento de los homélogos. La estructura en asa de la inversion se forma
después de que los cromosomas se replican por lo que el bivalente estd compuesto por
cuatro cromatidas, dos normales y dos invertidas. Los gametos anormales se forman sélo
cuando ocurren eventos de recombinacién desigual dentro de la estructura en asa. Como
resultado del entrecruzamiento, las cromatidas recombinantes tienen un segmento duplicado
y otro deletado (Figura 12) [Moore, et al; 2001a].

La principal diferencia entre las inversiones pericéntricas y paracéntricas es si implican
o no la posicion del centrémero en los productos de la recombinacién. Las inversiones
pericéntricas pueden producir recombinantes con duplicacion y deficiencia de segmentos
cromosomicos. La viabilidad de estos productos recombinantes es dependiente del tamafio
de los segmentos desbalanceados. Los cromosomas recombinantes derivados de

inversiones paracéntricas son tipicamente acéntricos o dicéntricos y usualmente resultan en
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productos no viables, debido a que estos cromosomas son inestables durante la division
celular [Luthardt, et al; 2001/Moore, et al; 2001a].

Se han reportado inversiones en todos los cromosomas humanos, algunas inversiones
se encuentran mas frecuentemente que otras. La inversion mas recurrente en humanos es la
inversion pericéntrica asociada con la heterocromatina del cromosoma 9; alrededor de 2% de
la poblacién es portadora de la inv(9)(pl1gl2) y se considera un heteromorfismo
cromosomico [Shaffer; 2005b].
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Figura 12. Apareamiento y entrecruzamiento dentro del asa formada por (a) una inversion pericéntrica y (b) una
inversion paracéntrica, resultando en cromatidas anormales con duplicaciones y deleciones. Sélo dos de las
cuatro cromatidas hermanas participan en el evento de entrecruzamiento (Modificado de: Moore, et al; 2001a)

2.3.2.6 Traslocaciones
Implican el rompimiento de dos cromosomas diferentes con intercambio de

segmentos. En los humanos, hay dos tipos principales de traslocaciones: la traslocacion

reciproca y la traslocacion Robertsoniana.

A) Traslocacion reciproca
En las traslocaciones reciprocas ocurre un rompimiento en cada cromosoma, y los
segmentos no centroméricos son intercambiados sin pérdida visible de cromatina. Sin

embargo, los dos nuevos cromosomas derivados pueden tener una morfologia muy diferente
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dependiendo de los puntos de ruptura. El portador de una traslocacion reciproca

generalmente no tiene efectos fenotipicos debidos al rearreglo excepto por posibles
anormalidades reproductivas incluyendo infertilidad, abortos espontdneos e hijos con
anormalidades (Figura 9) [Moore, et al; 2001a].

En los portadores de las traslocaciones se altera el apareamiento de los homdlogos
durante la meiosis, éste es tetravalente, los dos cromosomas derivados y sus dos homadlogos
normales se aparean y forman una “cruz” en paquiteno, con cada segmento del homologo
apareado con su contraparte. La segregacion se realiza después de la replicacion de DNA,
por lo que cada cromosoma consiste de dos cromatidas, en cada punto de la cruz hay cuatro
cromatidas [Moore, et al; 200la]. Dependiendo de los puntos donde se realice la
recombinacién, puede haber tres patrones basicos de segregacion, 2:2 de una traslocacion

reciproca blanceada, ademas de las segregaciones 3:1y 4:0. (Figura 13):
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Figura 13. Segregacién en una traslocacion reciproca. (Modificada de Moore, et al; 2001a)
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1. Segregacion alterna: Los cromosomas normales se mueven a un polo y los cromosomas

traslocados al lado opuesto, todos los gametos formados de la segregacion alterna son
balanceados.

2. Segregacion adyacente I: Los centromeros de los cromosomas no homadlogos adyacentes
se mueven hacia el mismo polo, esto resulta en un complemento cromosOmico no
balanceado que resultara en un cigoto con trisomia parcial de un cromosoma y
monosomia parcial del otro cromosoma implicado cuando sea fertilizado por un gameto
haploide normal. Este patron de segregacion es a menudo viable.

3. Segregacion adyacente Il: Los centromeros de los cromosomas homélogos adyacentes
se mueven al mismo polo, usualmente resulta en una gran cantidad de cromatina no
balanceada, lo que es incompatible con la supervivencia del embrién.

4. Segregacion 3:1: Tres de cuatro cromosomas se mueven a un polo y sélo uno se mueve
al polo opuesto. Este tipo de segregacion ocurre a menudo cuando uno de los
cromosomas derivados es relativamente pequefio. Si es fertilizado por un gameto normal,
el cigoto tendr4 47 cromosomas, a menos que el cromosoma derivado sea muy pequenio,
el embrién no sera viable. En la figura 13 se muestra sélo una de las cuatro posibles
segregaciones 3:1 [Moore, et al; 2001a].

5. Segregacion 4:0 En este tipo de segregacion, los cromosomas homologos también
migran hacia un solo polo, pero en este caso, los dos pares involucrados migran hacia el
mismo, generalmente ninguno de estos productos es viable [Gardner, et al; 2004Db]

Las traslocaciones reciprocas ocurren en alrededor de 1 en 500 individuos en la
poblacion (tabla 3), la mayor parte de las traslocaciones reciprocas son consideradas como
“Unicas” debido a que éstas sblo se encuentran en miembros relacionados de una familia.
Una excepcion es la t(11;22)(g23;911.2), la cual es recurrente en la poblacion [Shaffer,
2005b]. Esta traslocacion es a menudo familiar, con fertilidad reducida en los hombres. Los
probandos no balanceados nacen casi siempre de un portador femenino y son generalmente
producto de una segregacion 3:1 que incluye los cromosomas 11y 22 normales y el derivado
del 22. El riesgo de recurrencia para la traslocaciéon no balanceada es de aproximadamente
2%. Debe enfatizarse que el riesgo de recurrencia es sustancialmente mas alto si el rearreglo
de los padres fue originalmente identificado a través de un nifio nacido vivo con el rearreglo
cromosémico no balanceado. En otros casos, se involucra un rearreglo estructural de novo
[Luthardt, et al; 2001].
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Las traslocaciones robertsonianas son intercambios entre los brazos cortos de los

B) Traslocacion Robertsoniana

cromosomas acrocéntricos, es el unico tipo de traslocacion de brazo completo que resulta de
una “fusién céntrica” de los brazos largos de dos cromosomas acrocéntricos con pérdida de
los brazos cortos. Los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22 son acrocéntricos y todas las posibles
combinaciones resultan en traslocaciones robertsonianas [Moore, et al; 2001la /Shaffer,
2005b].

La formacion de una traslocacion robertsoniana puede ser el resultado de
rompimientos en los brazos cortos, en los brazos largos o entre los centromeros de los dos
cromosomas que forman el producto de fusion. Dependiendo de la posicién del punto de
ruptura e intercambio de los segmentos cromosomicos, el cromosoma derivado resultante
puede ser monocéntrico o dicéntrico. Los cromosomas robertsonianos formados de dos
brazos largos homologos puede ser el resultado del intercambio en las cromatidas hermanas
o de dos cromosomas homologos, o pueden ser un isocromosoma (con brazos idénticos)
formados por una no division del centrémero (Figura 9) [Moore, et al; 2001a].

El individuo portador de una traslocacion robertsoniana generalmente no presenta
efectos fisicos hasta la reproduccion. Al haber solo tres cromosomas involucrados, se forma
en paquiteno un trivalente, la segregaciéon de éste, resulta en la produccion de seis tipos de
gametos (Figura 14). Dos de éstos son normales, y los otros cuatro producen trisomias o
monosomias cuando son fertilizados por gametos normales. El cigoto puede ser viable
dependiendo de qué cromosomas acrocéntricos estén involucrados. Las trisomias de los
cromosomas 13 y 21 son viables, mientras que las trisomias de los otros acrocéntricos se
perderdn como abortos espontaneos. Todas las monosomias se pierden prenatalmente
[Moore, et al; 2001a]. Este tipo de traslocaciones ocurren en 1 por cada 1000 individuos en la
poblacién general, y en alrededor de 5% de individuos con SD. Las traslocaciones entre los
cromosomas 13y 14 y entre el 14 y 21 son las mas comunes y constituyen alrededor de 85%
de todas las traslocaciones robertsonianas [Shaffer; 2005b]. En la tabla 8 se muestran los

riesgos empiricos de productos no balanceados de los portadores de estos rearreglos.
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Figura 14. Segregacién en un portador de una traslocacion robertsoniana
(Modificado de: Moore, et al; 2001a).

TABLA 8. RIESGO EMPIRICO DE NACIMIENTOS DESBALANCEADOS
EN PORTADORES DE REARREGLOS BALANCEADOS

Tipo de rearreglo Porcentaje de nacimientos
desbalanceados (%)

Inversion paracéntrica 6
Traslocaciones Robertsonianas
14/21 (femenino) 10-14
14/21 (masculino) 2-5
13/14 (ambos sexos) 1-2
21/22 (femenino) 10-15
21/22 (masculino) 1-2
21/21 (ambos sexos) 100
Traslocaciones reciprocas
En conjunto (ambos sexos) 6-12
Investigado por un nifio desbalanceado 20
Investigado por un nifio desbalanceado con un 50
segmento pequefio desbalanceado
Otras investigaciones 2-5
t(11;22)(923;911.2) 5-7
Riesgo de recurrencia t(11;22) desbalanceado 2

Modificado de: Luthardt, et al; 2001

43



-
2.3.2.7 Inserciones

Las inserciones ocurren cuando un segmento cromosémico es colocado dentro de otro
cromosoma o en una region diferente del mismo cromosoma (Figura 9) [Shaffer; 2005b]. Una
insercion es el resultado de tres rupturas, en donde ocurre un cambio no reciproco cuando el
segmento de un cromosoma es insertado dentro de otro cromosoma. Las inserciones son
relativamente raras ya que involucran tres rupturas. Los portadores de una insercidon
generalmente son clinicamente normales pero tienen un riesgo incrementado para productos

con monosomia o trisomia parcial de los segmentos insertados [Luthardt, et al; 2001].

2.3.2.8 Cromosomas marcadores
Por definicion tradicional, los cromosomas marcadores son pequefios cromosomas

estructuralmente anormales de origen no identificable. Una vez que el origen del cromosoma
marcador se ha identificado, el cromosoma anormal es entonces designado como derivado
(der). Los cromosomas marcadores mas comunes en la poblacion son los derivados de los
cromosomas 15, 22 y X [Shaffer; 2005b].

2.4 ALTERACIONES CROMOSOMICAS RELACIONADAS CON RETRASO
MENTAL

2.4.1 ALTERACIONES NUMERICAS

2.4.1.1Trisomia 21, Sindrome de Down
La trisomia 21 es la anormalidad cromosémica mas comUn en nacidos vivos, con una

incidencia de 1/600-800, en México la incidencia estimada de SD es de 1/650 [Atencion
integral de la persona con SD, SSA; 2007]. Se estima que 80% de todos los embarazos con
trisomia 21 terminan en abortos espontaneos 0 como mortinatos, aproximadamente 2% de
todos los abortos espontaneos y 1% de los mortinatos tienen trisomia 21. Mosaicos de
trisomia 21 pueden ocurrir en uno de los dos padres en el menor porcentaje de los casos. Se
debe esperar que tales parejas tengan un riesgo incrementado de hijos con trisomia 21,
aungue las familias con trisomia 21 recurrente son raras. Hay efecto de edad materna (Tabla
6) [Robinson, et al; 2002]

Aproximadamente 94% de los pacientes con SD tienen trisomia 21 como resultado de
una no disyuncion meidtica; en alrededor de 95% de los casos el cromosoma 21 extra es de
origen materno y de estos casos 80% se deben a errores durante la meiosis |I.
Aproximadamente 5% de los pacientes con SD tienen traslocaciones robertsonianas que

involucran al cromosoma 21. El 60% de estas traslocaciones implican el brazo largo de los
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cromosomas 13, 14 o 15, mas frecuentemente el cromosoma 14. El riesgo de recurrencia, al

igual que para las otras trisomias, es de 1%, aunque puede variar si es debido a una
traslocacion, como se observo en la tabla 8 y debe considerarse el efecto de la edad materna
[Luthardt, et al; 2001].

Los individuos con trisomia 21 tienen hipotonia muscular y una apariencia facial
dismérfica distinguible, con un perfil facial y occipital aplanados, fisuras palpebrales oblicuas
inclinadas hacia arriba, epicanto bilateral, puente nasal deprimido, lengua de fuera,
implantacion baja de pabellones auriculares pequefios y redondeados, manos cortas y
anchas con pliegue palmar udnico. Otros signos frecuentes son diastasis de rectos,
clinodactilia del quinto dedo e hiperlaxitud articular. Las malformaciones viscerales estan
representadas principalmente por las cardiacas (conducto auriculoventricular, comunicacion
interventricular, comunicacion intra-auricular, persistencia del conducto arterioso, etc.) que se
presentan en 40% de los casos y las intestinales (estenosis duodenal, pancreas anular,
atresia anal, megacolon). El retraso mental es constante. La pubertad es normal en ambos
sexos. La esperanza de vida al nacimiento es de 16.2 afos, y apenas 8% de los pacientes

sobrevive después de los 40 afos (Figura 15) [Figuera, et al; 2001/Robinson, et al; 2002]

Figura 15. Apariencia fisica de un individuo con Sindrome de Down,
notese la facies caracteristica y el pliegue palmar tnico.
(Tomado de: www.ayushveda.com/tipson/downs-syndrome)

Estos pacientes tienen un riesgo incrementado de desordenes mieloproliferativos,
incluyendo leucemia congénita. El riesgo de Alzheimer estd también incrementado, se
presenta mas tempranamente que en la poblacibn cromosémicamente normal [Robinson, et
al; 2002]. En la trisomia 21, durante el periodo fetal se observan algunas de las

caracteristicas fenotipicas que se ven en los nifios, incluyendo las caracteristicas faciales
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(aunque usualmente menos evidentes), anomalias cardiacas (caracteristicamente el defecto

del canal atrioventricular) y la atresia duodenal. Adicionalmente, los fetos con trisomia 21
pueden presentar edema generalizado (hidrops), el mecanismo de éste no estd muy claro.
Muchas de estas anormalidades pueden detectarse al realizarse el ultrasonido durante las
semanas 17-18 de gestacion [Robinson, et al; 2002].

El diagnéstico prenatal para SD involucra la aplicacion de técnicas no invasivas,
(ultrasonidos y pruebas sanguineas) que se realizan durante los primeros meses de
embarazo [Reynolds; 2006].

Los estudios de diagnostico prenatal que se realizan en la actualidad para la deteccion
de SD son tamiz bioquimico, ultrasonido y analisis cromosémico de células fetales. Estos
estudios se realizan tanto en el primer como en el segundo trimestre del embarazo. Los
estudios no invasivos se deben ofrecer a todas las mujeres embarazadas
independientemente de su edad, con el fin de proporcionarles un riesgo individualizado de
afectacion fetal.

Es posible sospechar la presencia de una alteracion cromosOmica a través de
marcadores bioquimicos en suero materno o marcadores ultrasonograficos sugestivos de
cromosomopatia:

Primer trimestre. La cuantificacion en sangre materna de la proteina plasmatica
asociada al embarazo (PAPP-A) y la subunidad beta de gonadotropina coriénica (B hCG)
entre la semana 11 y 13 de la gestacion aunada a la medicion de la traslusencia nucal,
considerando la edad materna y las semanas de gestacion, permiten estimar el riesgo de SD
con una tasa de deteccién cercana a 85% [Atencion integral de la persona con SD, SSA;
2007].

Segundo trimestre. Se utiliza para la busqueda de alteraciones fetales y en especial
para definir o modificar riesgo de aneuploidias. Es conveniente emplear el cuadruple
marcador, ya que al incorporar una cuarta determinacion bioquimica permite elevar la tasa de
deteccion. Los marcadores que se emplean son: alfafetoproteina (AFP), gonadotrofina
coriénica humana (hCG), estriol no conjugado (UE3) e inhibina A dimérica [Atencién integral
de la persona con SD, SSA; 2007].

Cuando los marcadores bioquimicos en suero materno resultan alterados y existe un
riesgo aumentado para aneuploidias, se debe realizar el estudio cromosémico confirmatorio
durante primer o segundo trimestre mediante biopsia de vellosidades coriales o

amniocentesis [Atencion integral de la persona con SD, SSA; 2007].
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2.4.1.2 Trisomia 18, Sindrome de Edwards
La trisomia 18 es mas comun en nacidos vivos que la trisomia 13, pero también es

rara ya que ocurre en 1/8000 a 10000 nacidos vivos. Como con las otras trisomias
autosomicas, la mayoria de las trisomias 18 termina en abortos espontaneos (95%) v,
ocasionalmente, en mortinatos. Aproximadamente 1% de los abortos espontaneos y 1% de
los mortinatos tienen trisomia 18 [Robinson, et al; 2002].

Los infantes con trisomia 18 tienen a menudo retraso en el desarrollo y deficiencia
mental severa, tienen una cara pequefia con apariencia triangular, fisuras palpebrales
pequefias, orejas malformadas de implantacion baja, ojos pequefios, boca y nariz con
apariencia élfica, micrognatia y pueden tener retrognatia leve. Las manos se caracterizan por
estar empuiadas, con el segundo y quinto dedo sobrelapados sobre el tercero y cuarto
respectivamente. El pie puede presentarse en “mecedora” con talén prominente y planta
redondeada. El onfalocele y los defectos en el diafragma son anormalidades comunes. Las
alteraciones cardiacas (valvulas cardiacas displasicas con engrosamiento de los tejidos,
comunicacién interventricular, conducto arterial, comunicacion intra-articular y otros) se
observan en mas de 95% de los casos. Las anormalidades del sistema genitourinario son
frecuentes e incluyen transformacién glomeruloquistica. La malformacién gastrointestinal
mas frecuente es el diverticulo de Meckel, las anormalidades renales (rifién en herradura,
megauréter, uréter doble) también son comunes. La criptorquidia es comudn en el varén
mientras que en las niflas se observa hipertrofia del clitoris, Utero bicorne e hipoplasia de
labios mayores (Figura 16) [Figuera, et al; 2001/Luthardt, et al; 2001/Robinson, et al; 2002].
Alrededor de 80% son mujeres, se encuentran en proporcion 4:1. La esperanza de vida es de
2 a 3 meses para el varén y de 10 meses para la nifia [Figuera, et al; 2001/Luthardt, et al;
2001].

La trisomia 18 surge mas frecuentemente debido a un error en la meiosis Il materna
(ver tabla 4), aunque pueden observarse también en la meiosis | y errores en las células
somaticas. [Robinson, et al; 2002]. Muchas caracteristicas clinicas de trisomia 18 se han
reportado en pacientes con traslocaciones desbalanceadas que involucran todo o casi todo el
brazo largo del cromosoma 18. Con base en datos limitados, el riesgo de recurrencia para la

trisomia 18 es aproximadamente del 1% [Luthardt, et al; 2001].
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Figura 16. Fenotipo de un nifio con trisomia 18, nétese la micrognatia, los pies en mecedora y la posicion de los
dedos de las manos. (Modificado de Oyedeji, et al; 2007)

2.4.1.3 Trisomia 13, Sindrome de Patau
La trisomia 13 se presenta en aproximadamente 1/20000-25000 recién nacidos, es la

menos comun de las principales trisomias autosdmicas y estd asociada a edad materna
avanzada. Representa solo 1-2% de todas las concepciones, aproximadamente 98%
terminan en abortos espontaneos o mortinatos. Incluso cuando nacen vivos, la trisomia 13 es
considerada una condicion letal y la mayoria de los afectados muere en la infancia temprana.
Cerca de 80% de las trisomias 13 se deben a una no disyuncion, y la mayoria de estas
(80%) resulta de un error en la meiosis materna. Alrededor de 20% de los casos resultan de
traslocaciones siendo algunas de éstas heredadas. Los portadores de la traslocacion
robertsoniana 13/14 tienen menos de 2% de riesgo de tener hijos vivos desbalanceados con
trisomia 13. La trisomia 13 en mosaico es rara y puede asociarse con menos anomalias
clinicas [Robinson, et al; 2002 / Luthardt, et al; 2001].

La proporcion de sexos presenta un ligero sesgo hacia las mujeres 1:1.2, las nifias y
los de raza negra presentan una sobrevida mas alta, lo que sugiere que la etnia y el género
afectan la supervivencia de estos pacientes [Duarte, et al; 2004 /Hsu, et al; 2007/Vekemans;
2005].

El fenotipo de la trisomia 13 esté caracterizado por una serie de anormalidades siendo
las tres principales: microftalmia o anoftalmia, labio y paladar hendido y polidactilia postaxial.
Pueden tener otras anormalidades cerebrales, incluyendo ausencia de cuerpo calloso y
holoprosencefalia (arrinencefalia, cebocefalia y ciclocefalia). Hay anormalidades faciales
como hipotelorismo y ciclopia. Las anomalias cardiacas son frecuentes, se manifiestan en
80% de los casos, y pueden incluir tronco arterioso y tetralogia de Fallot. Hay retraso en el

desarrollo intrauterino en casi la mitad de todos los infantes con trisomia 13, presentan bajo
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peso al nacer, deficiencia mental severa, defecto caracteristico en cuero cabelludo, pies en

baston de alpinista, 50% de los casos presenta anormalidades genitourinarias (rifiones
poliquisticos o duplicaciones y la anormalidad digestiva mas comun es la malrotacion del
colon. En el nifio se observa criptorquidia y anormalidad escrotal, en las nifias puede haber
Gtero bicorne y vagina doble (Figura 17) [Figuera, et al; 2001/ Hsu, et al; 2007/Luthardt, et al;
2001/Robinson, et al; 2002].

Figura 17. Fenotipo caracteristico de la trisomia 13, obsérvese la anoftalmia
y la polidactilia, también se muestra en bandas GTG los tres cromosomas 13.
(Modificado de: Chan, et al; 2007)

2.4.2 ALTERACIONES ESTRUCTURALES

Las alteraciones estructurales (incluidos los desérdenes gendémicos) mas frecuentes
que cursan con RM/RPM se enlistan en las siguientes tablas en orden de acuerdo al nimero
cromosomico.

Aungue muchos de los hallazgos clinicos no son especificos, su integracion en un
patrén dado de alteraciones puede permitir la sospecha de un sindrome en particular. La
gran mayoria de los casos representan deleciones de novo, siendo el cromosoma deletado
frecuentemente de origen paterno. Sin embargo, se ha observado que los padres pueden ser
portadores de rearreglos cripticos como inversiones y traslocaciones [Fryns, et al; 2005]. Por
lo que es importante realizar cariotipo a los padres para descartar que la alteracion
cromosOmica encontrada sea de caracter hereditario.
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TABLA 9. DELECIONES QUE CURSAN CON RETRASO MENTAL

Sindrome de

Banda
cromosémica

Caracteristicas

del(1p36.3pter)

(1)(p36.3pter)

RM severo, hipotonfa, fontanelas grandes, sordera, cardiomiopatias, hipotiroidismo®. Tiene una incidencia de
1/5000". El diagnéstico confirmatorio se realiza por FISH?. La mayoria son de novo®.

del(2923.1)

(2)(g23.1923.1)

Fue identificado por microarreglos de CGH en pacientes con RM severo y discapacidad en el lenguaje, el
fenotipo incluye microcefalia, cara de aspecto tosco, baja estatura y epilepsia, también pueden presentar
comportamiento estereotipado y patron alterado del suefio, que puede confundirse con Sindrome de Angelman,
de Rett3o Smith Magenis, la haploinsuficiencia de los genes MBD5 y EPC2 pueden ser los responsables del
fenotipo

del(2g37)

(2)(g37qter)

Dismorfias faciales, RD, hipotonia obesidad, estatura baja, braquidactilia, autismo, en 25% de los casos pueden
presentar epilepsia y malformaciones mayores en 30% 3,

Wolf-Hirshhorn

del 4p
Region critica:
4p16.3*

Retraso severo en el crecimiento y mental, hipotonia, convulsiones, facies caracteristica (en forma de yelmo
griego), defectos faciales de linea media, nariz aguilefia, filtrum corto, boca hacia abajo, hipertelorismo,
estrabismo, puente nasal deprimido, frontal prominente, labio y paladar hendido, orejas displasicas de
implantaciébn baja, micrognatia, microcefalia, defectos cardiacos, criptorquidia, hipospadias, escoliosis, pie
equinovaro, dedos hiperconvexos y defectos del tabique auricular*®. Tiene una incidencia de 1/50000° y en 45%
de los casos se hereda de una traslocacion balanceada, generalmente criptica7.

cri du chat

del 5p
Region critica:
5p15.2*

Hipotonia, llanto muy agudo parecido al de un gato, ojos separados, micrognatia, microcefalia, cara redonda,
retraso mental y psicomotor severo, fisuras palpebrales de implantacion baja, estrabismo, hipertelorismo,
epicanto, puente nasal amplio, micrognatia, pabellones auriculares pobremente formados. El fenotipo tiende a
variar con la edad’, en la edad adulta, cara larga, macrostomia, escoliosis y problemas de comportamiento“‘s .
Tiene una incidencia de 1/15000-1/50000°, cerca de 90% de las deleciones son de novo® y en 80-90% de los
casos el cromosoma implicado es el paterno®.

del(6)(g25qter)

(6)(g25qter)

Baja estatura, hipotonia, microcefalia, atrofia cerebral con hidrocefalia, convulsiones, estrabismo, anormalidades
en retina, epicanto, nariz prominente y en punta, filtrum largo, labio paladar hendido, anormalidades en las
orejas, micrognatia, cuello corto, criptorquidia, hipoplasia genital, defectos cardiacos congénitos”.

Williams

(7)(q11.2q11.2)

Tienen un defecto cardiaco particular (estenosis supravalvular aodrtica), un patrén especifico de anomalias
faciales menores y comportamiento caracteristico. Ademas de la estenosis supravalvular, también pueden ocurrir
la estenosis valvular pulmonaria y el defecto septal atrial. La facies se caracteriza por una region periorbital llena,
mejillas y labios, (con labio inferior invertido), iris azulado con un patrén estelar y una nariz corta y hacia arriba.
Hay retraso en el crecimiento y retraso mental moderado. La voz es ronca y profunda. Los pacientes tienden a
tener desdrdenes de personalidad, se acercan facilmente a los extrafios, son elocuentes y tienen un coeficiente
social marcadamente mas alto que el coeficiente intelectual*®. Tiene una incidencia de 1/20000°. EI 96% de los
pacientes tienen el gen de la elastina (ELN) deletado, el cual produce una proteina necesaria para la elasticidad
de los vasos sanguineos, piel y otros 6rganos. La delecion de novo es de origen materno en 61% de los casos, y
39% de origen paterno®.

del(8)(p23.1pter)

(8)(p23.1pter)

Alteraciones en el comportamiento durante la infancia. Tienen cambios extremos de comportamiento sin
agresividad, que mejora en la adolescencia, cursa con defectos cardiacos debido a la delecion del gen GATA4®,
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TABLA 9. DELECIONES QUE CURSAN CON RETRASO MENTAL

Sindrome de

Banda
cromosémica

Caracteristicas

Langer-Giedion

(8)(q24.11g24.13)

Microcefalia, cabello escaso, nariz bulbosa, baja estatura, multiple crecimiento cartilaginoso sobre la superficie
del hueso®®. Esta Ultima condicion es debida a la delecién del gen del sindrome trico-rino-falangico tipo 1, un gen
de control de crecimiento del hueso (EXT1)°.

del(9)(p22pter)

(9)(p22pter)

Trigonocefalia, occipucio plano, cejas altas arqueadas, ojos prominentes, epicanto, fisuras palpebrales oblicuas,
puente nasal deprimido, nariz corta, filtrum Iargo, boca pequefia, orejas pobremente formadas, hernias,
hipogenitalismo. 2/3 de las deleciones son de novo.

Di George Il

(10)(p13p13)

Hipoparatiroidismo, problemas cardiacos, inmunodeficiencias de células T Y dismorfias faciales”, adicionalmente
los afectados tienen ptosis, pérdida de augoicién y alteraciones renales®.Se han encontrado mutaciones en
GATAS3 que correlacionan con este sindrome™".

del(10)(g25qter)

(10)(g25qter)

Retraso en el crecimiento, microcefalia, cara triangular, estrabismo, hipertelorismo, puente nasal prominente,
orejas displasicas de implantacién baja, defectos cardiacos, criptorquidia, anomalias anogenitales, defectos en
manos y pies, comportamiento anormal e hiperactividads.

Potocki—Shaffer

(11)(p12p12)

Exéstosis, foramina parietalia“.

WAGR

(11)(p13p13)

Tumor de Wilms, Aniridia, defectos Genitales y Retraso Mental.
La haploinsuficiencia de PAX6 causa aniridia, y la de WT1 tumor de Wilms®

Jacobsen

(11)(g23qter)

Retraso en crecimiento, trigonocefalia, blefaroptosis, estrabismo, hipertelorismo, epicanto, puente nasal
deprimido, boca en forma de carpa, micrognatia, displasia de pabellones auriculares, anomalias digitales,
defectos cardiacos. El 90% son deleciones de novo debido a la presencia de un sitio fragil raro°.

del(13ql4qter)

(13qgl4qter)

Retraso en el crecimiento, micro/trigonocefalia, ptosis, microftalmia, coloboma, retinoblastoma, hipertelorismo,
epicanto, puente nasal prominente, micrognatia, pabellones auriculares prominentes de implantacién baja, cuello
corto, pulgares pequefios o0 ausentes, clinodactilia, primer ortejo de los pies grandes, hipospadias, criptorquidia,
ano imperforado, defectos cardiacos, holoprosencefalia®.

15g13.3

(15)(q13.3913.3)

Esta delecion tiene una incidencia de 0.3% en pacientes con RM “idiopatico”, el RM es de medio a moderado, se
ha asociado a autismo, esquizofrenia y otros desoérdenes psiquiatricos, tienen epilepsia y los EEG son
anormales.3 Los pacientes presentan hipertelorismo, fisuras palpebrales oblicuas ascendentes vy filtrum
prominente”.

a-talasemia y
retraso mental

(16)(p13.3pter)

Ademas de los indicados en el nhombre, los pacientes tienen esclerosis tuberosa y enfermedad de los rifiones
poliquisticos. Las deleciones pequefias de 2.7 a 268Kb solo tienen alfa talasemia®.

Rubistein-Taybi

(16)(p13.3pter)

La delecién de este sindrome es mas proximal que la mencionada anteriormente, tienen facies y pulgares
caracteristicos, una décima parte de los casos corresponde a la delecién del gen CBP, lo que lleva a una
desregulacion generalizada de la expresion de varios genes involucrados en la embriogénesisz.

16p11.2

(16)(p11.2p11.2)

Esta delecion también estd asociada con autismo, el fenotipo es variable, tienen un severo impedimento
cognitivo, anormalidades congénitas menores, la facies es plana, ojos hundidos, implantacién baja de las orejas,
los labios son delgados. Las infecciones en el oido son frecuentes al igual que los defectos cardiacos, los
pacientes pueden presentar dislexia’.
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TABLA 9. DELECIONES QUE CURSAN CON RETRASO MENTAL

Sindrome de

Banda
cromosémica

Caracteristicas

Miller-Diecker y
lisencefalia
aislada

(17)(p13.3p13.3)

La delecién del gen LIS1 produce lisencefalia causando un retraso mental profundo con ataques intratables, y
estd asociado con anormalidades menores variables causadas por la delecion del gen MDCR (98%) y genes
contiguos, las dismorfias faciales como hipertelorismo, nariz y mandibula cortas, polidactilia, retraso en el
crecimiento pre y postnatal, y a menudo la muerte postnatal temprana®'°. Una delecion es observada en cerca
del 50% de los pacientes con Sindrome de Miller-Diecker. El analisis por FISH identifica una microdeleciéon en el
90% de todos los pacientes empleando como sonda LISI, en pocos casos el rearreglo no incluye este gen’.

Smith Magenis

(17)(p11.2p11.2)

Dismorfias y su comportamiento es malhumorado, tienen alteraciones del suefio, disminucion de la sensibilidad
al dolor, tienden a la automutilacion y pueden desarrollar onicotilomania. Mas de 90% de los pacientes tienen una
delecion de 3.7Mb?. La cara se caracteriza por una hipoplasia unilateral, ojos profundos con fisuras palpebrales
oblicuas hacia abajo con epicanto e hipertelorismo, filtrum corto, los dedos de las manos son cortos y anchos y

la voz es ronca®. Tiene una incidencia de 1/25000**2,

17g21.31

(17)(921.31921.31)

RPM severo, asociado a hipotonia, una cara larga, fisuras palpebrales hacia arriba, frente ancha, orejas
antevertidas y grandes, una nariz tubular, dedos largos, voz nasal, criptorquidea, epilepsia, pectus excavatum,
defectos cardiacos y anomalias en el rifidn. Tiene una prevalencia de 1 en 16000°.

del(18)(p)

(18)(p)

Retraso en el crecimiento, hipotonia, microcefalia, cara redonda, ptosis, epicanto, estrabismo, puente nasal bajo,
hipertelorismo, boca amplia y hacia abajo, caries dental, orejas sobresalientes, pectus excavatum, anomalias en
genitales, manos y pies anormales, holoprosencefalia, son inquietos y 2/3 de las deleciones son de novo °.

del(18)(gq21qter)

(18)(g21qter)

Retraso en el crecimiento y mental, hipotonia, convulsiones, microcefalia, hipoplasia media facial, ojos hundidos,
boca en forma de carpa, paladar estrecho, sordera, manos largas, dedos afilados, implantacion anormal de
dedos de los pies, hipogonadismo, hoyuelos en la piel, defectos cardiacos, comportamiento autista®.

Velocardiofacial

(22)(q11.2911.2)

Tiene una incidencia de 1/3000-5000”°° y se estima que en 5-10% de los casos la delecién es heredada, siendo
el resto deleciones de novo. Este sindrome representa diferentes aspectos de un gran espectro variable que no
puede ser claramente diferenciado uno de cada uno. Los principales hallazgos son defectos cardiacos,
especialmente la interrupcion aértica y la atresia pulmonar con tetralogia o pentalogia de Fallot. Un hallazgo
clinico importante es un velo palatino que conlleva a un habla hipernasal, con o sin paladar hendido abierto o
submucoso. Los afectados tienen nariz bulbosa, orejas prominentes y dismoérficas, y dedos de manos y pies
largos. Alrededor de un tercio de los adolecentes y adultos desarrollan esquizofrenia. Se ha propuesto el
acrénimo inglés CATCH 22 para tratar de describir los signos més frecuentes (defectos Cardiacos, Anomalias
faciales, hipoplasia de Timo, paladar hendido e Hipocalcemia) Las deleciones se ven por citogenética

convencional en 30% de los casos, y en 90% se encuentra deletado el gen HIRA, lo cual se corrobora por FISH
12,3469

del(22)(q13)

del(22)(g13qter)

Inexpresivos, alta tolerancia al dolor, ligeras dismorfias®.

Referencias:

1.Feenstra, et al;2006, 2.Gardner,et al;2004d, 3. Galasso, et al; 2010, 4. Moore; 2001a, 5. Fryns, et al; 2005, 6. Luthardt , et al; 2001, 7. Avifa, et al;
2008, 8. Cerruti; 2006, 9. Schinzel, et al; 2005, 10. Daw, et al; 1996, 11. Fukami, et al; 2011, 12. Elsea, et al; 2009, 13. Moreno, et al; 2009.
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TABLA 10. DUPLICACIONES QUE CURSAN CON RETRASO MENTAL

Sindrome de

Banda
cromosémica

Caracteristicas

El RM es de medio a severo, retraso en el lenguaje, filtrum corto, labios delgados, cejas gruesas, defectos

7911.3 (7)(q11.3911.3) cardiacos, hernia diafragmatica, criptorquidismo, y ligeras habilidades espacio-visuales, pueden llegar a
tener un comportamiento autista *
. La duplicacién es derivada de una inversion en el cromosoma 8 materno, esta inversion esta presente en
invdup(8)(p23) (8)(p23) 26% de la poblcion europeaz.
RetranCiJS)r/ng;thiI:SmO sin (15)(q11913) Impedimento intelectual moderado o severo, algunos desarrollan autismo®
Sobrecrecimiento y
discapacidad (15)(g26qter) Hay un sobrecrecimiento asociado al gen IGFR1, macrocefalia, y discapacidad intelectual®.
intelectual
Es el mas comun de los cromosomas marcadores supernumerarios, esta en 40% de todos los casos. Los
invdup(15) (15)(9?) individuos tienen retraso mental, convulsiones, comportamiento autista, dermatoglifos anormales %/
estrabismo, este tipo marcadores se han observado en pacientes con Sindrome de Prader Willi y Angelman
dupl7pll (17)(p11.2p11.2) Facies normal y retraso mental moderado, hiperactividad, déficit de atencién®
Ojo de Gato (22)(q11.2911.2) Defectos en los ojos, manchas en piel, frente y orejas, ausencia de orificio anal, caracteristicas faciales,

anormalidades renales, esqueléticas y genitales, retraso mental’. El sindrome de Ojo de Gato resulta de la
duplicacién de las porciones proximales del brazo largo del cromosoma 22. El mas comun de esta
duplicacién es un cromosoma 22 supernumerario dicéntrico y bisatelitado designado como una inv
dup(22)(q11.2), Este proceso de duplicacién invertida requiere un rompimiento en 22q11.2 en cada una de
las dos crométidas hermanas o no hermanas y produce un cromosoma que contienen dos copias de la
regién critica para el sindrome del ojo de gato (CESCR) o un total de cuatro copias para el paciente. Estos
pacientes tipicamente tienen 47 cromosomas debido a la presencia del supernumerario

Microduplicacién de
22g11

(22)(q11)

Defectos cardiacos, insuficiencia velofaringea con o sin paladar hendido, habla hipernasal, anomalias
urogenitales, desoérdenes neuroldgicos incluyendo retraso en ellenguaje, retraso mental, impedimentos
motores, ansiedad, y depresion™?.

Referencias:

1. Galasso, et al; 2010, 2. Emanuel, et al; 2007, 3. Gardner, et al;2004d, 4. Luthardt , et al; 2001
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TABLA 11.SINDROMES ASOCIADOS A DUP (DISOMIA UNIPARENTAL) E IMPRONTA

Sindrome de

Banda cromosémica

Caracteristicas

Es una condicién clinicamente heterogénea caracterizada por severo retraso en el crecimiento intrauterino, pobre
crecimiento postnatal, caracteristicas craneofaciales tales como cara triangular y frente amplia, asimetria de cuerpo y
malformaciones menores™?.

Las alteraciones genéticas y eplgenetlcas se pueden detectar en aproximadamente el 50% de los pacientes con fenotipo

Silver Russell 7(1}:)11(2?;)4) tipico de sindrome de Silver Russel’. La frecuenua de estas alteraciones son:
P Mutaciones en la reglon improntada 11p15 40%°
DUP (7) materna 10%°
DUP 11p15 materna 1- 2%?
Alteraciones cromosémicas que involucran al cromosoma 7 o al 11 1%
Es un desorden de sobrecrecimiento involucrando una predisposicion a desarrollo de tumores. Los datos clinicos son
altamente variables, se presenta frecuentemente onfalocele, macroglosia, hemlhlpertrofla gigantismo y visceromegalia.
El 30-50% de los casos presenta hlpoglucemla la cual si no se trata a tiempo lleva a RM3,
La etiologia de este sindrome se debe a alteraciones genéticas y epigenéticas que desregulan los genes improntados
del cromosoma 15p15.5 y se ha asociado el incremento en la frecuenma con las técnicas de reproduccion asistida. La
Beckwith 11(p15) frecuencia de alteraciones genéticas y epigenéticas son las siguientes®:

Wiedemann P Hipermentilacién en el centro de la impronta H19 2-7%
DUP paterna 20%
Alteraciones cromosomicas <2%
Mutaciones en CDKN1C 10%
Hipometilacion en KvDMR 50%
Desconocido 13-15%°
Pérdida de la actividad fetal, peso al nacimiento moderadamente reducido, hipotonia severa postnatal, causando
inhabilidad para succionar y tragar durante el periodo postnatal temprano, genitales masculinos hipoplasicos, miembros
distales pequefios y delicados y comienzo temprano de obesidad debido al hambre insaciable y permanente y una
excesiva ingesta de alimentos. Se piensa que esto se debe a la disfuncion del hipotalamo. A menudo se desarrollo

Prader Willi 15(q11q13) diabetes e insuficiencia cardiaca durante la adolescencia y la edad adulta. Estos pacientes a menudo tienen mal humor,
disturbios severos de comportamlento y hay pérdida de pigmentacion™
75% por Delecién Paterna

25% DUP materna®

1% Mutaciones en el Centro de Improntal
RM profundo con ataques de dificil control, microcefalia, y una actitud feliz con arranques de risa sin motivo. Su andar es
ataxico. Los pacientes son pequefios, con microcefalia y muestran una boca grande con labio superior delgado, frente
baja, ojos profundos e hlpopIaS|a maxilar®®.

Angelman 15(q11q13) 60-70% por DeIeC|on Materna®

5% por DUP Paterna’
2-4% por Mutaciones en el Centro de Impronta®
10-15% Mutaciones en UBE3A"

Referencias:1. Gardner,et al;2004e, 2. Eggermann, et al; 2010, 3. . Weksberg, et al; 2010, 4. Luthardt , et al; 2001, 5. Schinzel, et al; 2005
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2.5 TECNICAS DE CITOGENETICA CONVENCIONAL
El cariotipo convencional ha sido durante afios la Unica herramienta para abordar las

causas genéticas del retraso mental o del desarrollo, ademas, permite realizar un rastreo del
genoma completo, pero esta limitado a la deteccion de anomalias superiores a 3-5 Mb.
Dependiendo de la resolucion obtenida, la frecuencia de anomalias cromosdmicas detectadas
puede variar entre 9y 36% [Gonzalez, et al; 2008].

La citogenética convencional usa el microscopio de luz para examinar cromosomas en
metafase o prometafase, los cuales estan tefiidos o tienen un patron de bandeo caracteristico
para cada cromosoma. Para hacer este estudio se requieren células en division, las muestras
mas empleadas son leucocitos de sangre periférica, médula ésea, amniocitos y fibroblastos
[Sharkey, et al; 2005]. La técnica de cultivo, cosecha y preparacion de cromosomas es la base
de todas las demas técnicas citogenéticas. Los cromosomas pueden cosecharse de células en
tejidos directamente sin cultivo o después de crecerlas en un cultivo celular. La cosecha de
cromosomas involucra generalmente un bloqueador de la divisién, seguido de un tratamiento
con solucién hipotonica y fijacion. Después de la fijacion, los cromosomas se expanden sobre
una laminilla de vidrio y se secan al aire. La calidad de las preparaciones cromosomicas es
crucial para el andlisis posterior de la estructura cromosémica por bandeo o técnicas de
hibridacién. Estas preparaciones pueden ser tratadas por varios quimicos para generar distintos
patrones de bandeo. Cada banda se designa con un numero especifico que repesenta su
ubicacion sobre los cromosomas. El analisis del patrén de bandeo constituye el aspecto mas
importante para los citogenetistas y requiere de entrenamiento y experiencia [Hsieh; 2001].

Desarrolladas en los setenta, las bandas GTG y otras técnicas de bandeo de
cromosomas permiten la identificacion de bandas claras y oscuras en cada cromosoma para la
deteccién de aneuploidia, y la identificacion de aberraciones estructurales microscopicamente
aparentes, incluyendo deleciones y traslocaciones. El nivel de resolucion de las bandas GTG de
rutina esta en el intervalo de 400-550 bandas por juego haploide, sin embargo, para pacientes
con RM o RD, deben realizarse con niveles de bandas superiores a 550 [Shaffer; 2005b].

Existen métodos para generar bandas a lo largo de los cromosomas que representan el
arreglo de las secuencias individuales de cada par cromosomico (bandas Q (Quinacrina), G
(Giemsa), R (Reversa)), y métodos para observar regiones especiificas de los cromosomas
(bandas C (Centromero), bandas NOR). Las bandas que muestran una tincion fuerte se les
denomina bandas positivas, y las que estan pobremente tefiidas son bandas negativas
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[Bickmore; 2001]. A continuacién, se describen brevemente las técnicas citogenéticas mas

empleadas y su aplicacion.

2.5.1 Bandas Q
A finales de los sesenta Caspersson postulé que las diferencias en la composicion de los

nuclétidos del DNA podian producir diferentes patrones de intensidad a lo largo de todo el
cromosoma cuando eran tefiidos con un colorante fluorescente. Este bandeo fue demostrado
en cromosomas de plantas en 1968 usando mostaza de quinacrina y en 1971 se report6 el
patrén de bandeo con quinacrina (Q) en cromosomas humanos. Las regiones del genoma en
donde los nucleotidos de adenina y timina son abundantes producen una intensa fluorescencia,
mientras que las regiones ricas en guanina y citosina fluorescen ligeramente. De manera
importante, pueden identificarse por primera vez, inequivocamente los 24 cromosomas, el brazo
largo del cromosoma Y tiene una fluorescencia particular, y es usualmente visible en nucleos y
espermas como un cuerpo Y fluorescente. El bandeo con quinacrina (bandas QFQ) es
relativamente simple, aunque requiere de un microscopio de fluorescencia. Otros colorantes
fluorescentes producen patrones similares a los de la quinacrina, incluyendo el Hoescht 33258
(bandas QFH), DAPI (4’,6’-diamidino-2-fenilindol) y di-imidazolino-fenil-indol (DIPI). Se pueden
sobretefiir los cromosomas con un segudo colorante como distamicina A o actinomicina D, o la
simple manipulacién del pH para potenciar la presencia de las bandas Q mas claras [Moore, et
al; 2001b / Miller, et al; 2001a]

2.5.2 Bandas G
Este segundo método consiste en la utilizacion del colorante Giemsa después de varios

tratamientos quimicos y/o enziméaticos de las preparaciones cromosémicas. Este método ofrece
la ventaja de producir laminillas permanentes que pueden estudiarse bajo un microscopio de
luz, lo que lo hace mas accesible. El patrén de tincién en las bandas G es similar al de las
bandas Q. Las bandas G son producidas por el pretatamiento de los cromosomas con tripsina
antes de tefiir con Giemsa (bandas GTG). Otros colorantes como el Wright y el Leishman
pueden usarse en presencia del Giemsa para producir un patron idéntico al obtenido con
Giemsa (bandas GTW y GTL respectivamente), pero con un ligero contraste entre las bandas.
Las bandas que son oscuras generalmente corresponden a regiones del genoma de replicacion

tardia. Estas bandas tienden a contener pocos genes activos y son ricas en AT. Las bandas
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claras corresponden generalmente a regiones de replicacion temprana y son ricas en genes y
tienen un alto contenido de GC [Moore, et al; 2001b/ Spurbeck, et al; 2004]

2.5.3 Bandas R
Es un patron de bandas aproximadamente opuesto a las bandas G o Q y es referido

como un bandeo reverso (R). Los patrones de bandas R fluorescentes son producidos por
colorantes con afinidad por las bases GC como la cromomicina A3, olivomicina y mitramicina.
Estos patrones a menudo pueden ser potenciados por sobretincién con un segundo colorante
como la distamicina A, actinomicina D o netropsina. Las bandas R se producen al tratar las
laminillas a altas temperaturas por varios minutos seguidas de la tinciébn con Giemsa (bandas
RHG) o Naranja de Acridina (bandas RFA). Las bandas R tienen la ventaja de tefiir las regiones
de eucromatina ricas en genes, esto permite la visualizacibn de pequefios rearreglos

estructurales que resultan frecuentemente en anormalidades fenotipicas [Moore, et al; 2001b].

2.5.4 Bandas C
Los centrémeros de los cromosomas estdn compuestos de heterocromatina constitutiva,

replican tardiamente en el ciclo celular y exhiben caracteristicas especiales de estabilidad bajo
condiciones extremas de calor y exposicidn quimica. Utilizando estas propiedades se puede
producir un patrén de bandeo unico (bandas C) en el que la heterocromatina constitutiva se tifie
intensamente y el resto de la cromatina permanece tenue. Las bandas C se producen por el
tratamiento de la cromatina con soluciones &cidas y basicas seguidas por la tincién con
Giemsa. Estas bandas se limitan a la identificacion de pequefios cromosomas marcadores de
origen desconocido y para el estudio de polimorfismos cromosémicos en la poblacion como los
brazos cortos y satélites de los cromosomas acrocéntricos, hetrocromatina pericéntrica de los
cromosomas 1,9, 16 y el brazo largo del cromosoma Y, asi como para el reconocimiento de
cromosomas dicéntricos y pseudodicéntricos [(Moore, et al; 2001b].

Un método comudn involucra el tratamiento de las laminillas con &cido clorhidrico,
hidroxido de bario y solucion salina a altas temperaturas seguido de tincion de los cromosomas
con Giemsa (bandas CBG). Otro método involucra la tincién de los cromosomas con colorantes
fluorescentes como la distamicina A y el cloruro de 4’,6-diamidino-2-fenilindol [Spurbeck, et al;
2004]
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2.5.5 Bandeo de alta resolucion

El bandeo de alta resolucion fue disefiado para permitir un analisis mas detallado de las
bandas cromosomicas a través de todo el cariotipo. EI nUmero de bandas identificables esta
relacionado al grado de condensacion de los cromosomas, del tipo de célula y el método de
bandeo. El grado de dificultad del andlisis del cariotipo esta directamente relacionado al nUmero
de bandas que pueden identificarse, la alta resolucion permite tener preparacion de mas de
1000 bandas por juego haploide de cromosomas [Moore, et al; 2001b/Shaffer; 2005b].

Este tipo de técnica puede realizarse por varios métodos, las células deben fijarse en
profase o0 en metafase temprana donde la cromatina esta minimamente condensada y tiene una
resolucibn maxima. La sincronizacion de cultivos celulares seguidos por una corta exposicion a
colcemida produce preparaciones celulares con un grado muy bajo de condensacion
cromosomica dando un alto nivel de resolucion de bandas. Resultados similares se obtienen
usando una variedad de aditivos al cultivo que se intercalan dentro de la molécula de DNA,
inhibiendo la condensacion cromosomica en el proceso, el bromuro de etidio, la naranja de
acridina y la actinomicina D se usan frecuentemente de esta manera. Un tercer método se basa
en la utilizacién de analogos de base, como BrdU, que actuan sobre las bandas de replicacion
temprana, este método llamado “bandeo de replicacion” produce preparaciones cromosomicas
de un nivel mas alto como 1400 bandas por genoma haploide [Moore, et al; 2001b].

Estas técnicas son muy sensibles a la identificacion de rearreglos subteloméricos, pero
se reservan generalmente para su uso en casos clinicos con una sospecha alta de
anormalidades subteloméricas. A menudo, un fenotipo clinico (como los desérdenes
gendmicos) sugiere areas especificas del cariotipo que pueden estudiarse a detalle en el
bandeo de alta resolucién [Moore, et al; 2001b/ Shaffer; 2005b].

2.5.6 Otras técnicas especiales
Una variedad de técnicas especiales han sido descritas, como las que tifien diferencialmente

los telomeros (bandas T), la region pericentrdmerica del cromosoma 9 (bandas G-11), el brazo
corto del cromosoma 15 (bandeo con distamicina A/DAPI), regiones organizadoras nucleolares
activas (NOR o tincion con plata). Cada uno de estos métodos tiene una aplicacion muy
estrecha y puede identificarnos una variedad de anormalidades citogenéticas y polimorfismos.
Sin embargo, muchos de estos métodos han sido desplazados en la citogenética clinica por
meétodos de citogenética molecular, los cuales permiten una identificacion concluyente de

muchas regiones del genoma [Moore, et al; 2001b].
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2.6 TECNICAS DE CITOGENETICA MOLECULAR

2.6.1 Hibridacion in situ con fluorescencia (FISH)
El analisis cromosémico de rutina puede resultar aparentemente normal, los rearreglos

cripticos son tan pequefios que no pueden ser detectados por bandas GTG debido
principalmente a que son regiones claras y s6lo pueden ser identificadas usando sondas
fluorescentes especificas de DNA gendmico [Raymond; 2004/ Sharkey, et al; 2005]

La técnica de FISH es un proceso en donde segmentos de los cromosomas estan
marcados con moléculas fluorescentes que se alinean a regiones especificas (Figura 18). Esta
técnica se ha usado ampliamente en el mapeo de genes, para la identificacion de
anormalidades cromosémicas y la identificacion del origen de marcadores. Se utilizan tres tipos
de sondas: las de genes especificos, de secuencia repetititiva y las de tincibn completa de

cromosomas (WCP) [Salman, et al; 2004].

Marcaje

\fLuorescente e

cromosomico

Sefial de la sonda
en el cromosoma

Figura 18. En la Hibridacion in situ con fluorescencia el DNA cromosémico se encuentra en las metafases de las
laminillas de vidrio y la sonda de DNA se adhiere por hibridacion. Después de los pasos de lavado para remover la
sonda que no hibridé, se coloca un colorante de contratincion (DAPI) y las laminillas se estudian bajo el
microscopio de fluorescencia (Modificada de Smeets; 2004)
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2.6.1.1 Sondas de secuencia repetitiva
Estas sondas se unen a regiones cromosOmicas que estan representadas por

secuencias de pares de bases presentes en mudiltiples copias, como los centromeros y
telomeros. Las sondas centroméricas son usadas frecuentemente para el estudio de
cromosomas marcadores y para detectar anormalidades cromosomicas numéricas en nucleos
en interfase. Las sondas teloméricas se usan frecuentemente para identificar traslocaciones

cromosOmicas que involucran estas regiones [Salman, et al; 2004].

2.6.1.1.1 Sondas para centrémeros de cromosomas especificos
Aunque muchas regiones centroméricas de cromosomas humanos consisten de DNA a-

satélite altamente repetitivo, existen secuencias especificas uUnicas de DNA a-satélite para
muchos cromosomas. Este tipo de sondas hibridan sobre centrémeros de cromosomas
especificos. En muchos casos los centromeros de los cromosomas 13 no pueden distinguirse
de los centromeros de los cromosomas 21, y los del par 14 de los centromeros del 22, debido a
la alta homologia en sus secuencias. Estas sondas pueden usarse para detectar anomalias
numeéricas, verificando la presencia del centromero en el cromosoma anormal y también sirven

como control interno en otros ensayos de FISH [Spurbeck, et al; 2004].

2.6.1.2 Sondas de genes especificos
Estas sondas son de secuencias de DNA presentes en una sola copia por cromosoma.

Se usan para identificar traslocaciones cromosomicas, inversiones, duplicaciones y deleciones,
desdrdenes gendmicos, cromosomas marcadores y amplificaciones cromosémicas en nudcleos
en interfase y en cromosomas en metafase. Las secuencias pueden obtenerse de plasmidos (1-
10 kb) o de vectores grandes como cromosomas artificiales de bacterias (BAC) o de levaduras
(YAC) donde el tamafio va de 80kb a 1Mb dependiendo del tamafio de la secuencia blanco
[Salman, et al; 2004].

2.6.1.3 Sondas de Regiones subteloméricas
En 1995 Flint et al, aplica la metodologia de FISH para desarrollar una estrategia en la

busqueda de anormalidades hereditarias y de polimorfismos de DNA de las regiones
subteloméricas en individuos con RM. Ellos encontraron que 3/99 pacientes tenian
anormalidades en las regiones subteldmericas. Desde entonces, se ha aplicado esta tecnologia
para brindar servicio clinico a los pacientes candidatos. Actualmente, el rendimiento de

diagnéstico es aproximadamente de 3.5 a 11%. [Raymond; 2004/ Shaffer; 2007]
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Recientemente el estudio de las regiones subteloméricas de los cromosomas parece

estar siendo de particular utilidad en el ambito del analisis de las causas genéticas del RM/RD.
Aunque existen diferencias debidas a los distintos criterios de inclusion en los estudios, se
estima que aproximadamente 5-10% de los casos podrian llegar a ser diagnosticados mediante
este tipo de estudios. Técnicamente se estudian mediante amplificacion multiple dependiente
de ligamiento (MLPA) subtelomérico o FISH subtelomérico. Ambas técnicas tienen una
resolucion mucho mayor incluso que el estudio citogenético de alta resolucion, pero no permiten
el analisis de todo el genoma ya que estan limitadas a regiones muy concretas y terminales de
los cromosomas. Las técnicas FISH y MLPA son diez veces mas sensibles que las técnicas de
citogenética convencional. El grado de RM/RD es el principal factor predictor en este tipo de
estudios. Los RD o RM moderados o graves asociados con dismorfia facial, anomalias fisicas
menores en manos y pies, talla baja y/o microcefalia tienen mayor porbabilidad de estar
asociados a anomalias subcromosomicas. La presencia de una historia familiar positiva de
RM/RD o fenotipo peculiar incrementa la probabilidad de ser portadores de este tipo de
rearreglos [Gonzalez, et al; 2008].

Dentro del RM/RD idiopético, una proporcién significativa de casos, aproximadamente
40% presenta RM/RD severo y 45-65% moderado; ademas, muchos de estos casos no
presentan un fenotipo caracteristico de un sindrome de microdelecién, el abordaje de
confirmacion genética no siempre es posible utilizando FISH con una sonda especifica de locus
0 regiébn cromosodmica [Gonzalez, et al; 2008].

2.6.1.4 Sondas WCP
Las sondas de tincion completa son mezclas de sondas de DNA que tienen una alta

afinidad por todo el cromosoma en cuestion, a excepcién del centromero y las regiones
teloméricas. Estas sondas se utilzan ampliamente para identificar desbalances genémicos en
células en metafase, especialmente rearreglos complejos observados en muchos tipos de
cancer. Las limitaciones de las sondas WCP es que son costosas, se requiere saber la
anormalidad genética para poder seleccionar adecuadamete la sonda, y la resolucién es
limitada para detectar deleciones/amplificaciones muy pequefias y traslocaciones debido a que

tienen una resolucion de 2-3 Mb [Salman, et al; 2004].
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2.6.2 M-FISH (Multi-FISH) y SKY (Cariotipo espectral)
Estos dos métodos difieren en el andlisis, uno es secuencial (M-FISH) y otro concurrente

(SKY). Especificamente, estas dos técnicas difieren en los dispositivos de imagen aplicados al
analisis de la combinacion de los fluorocromos. El andlisis del M-FISH involucra la captura de
los fluorocromos de manera individual usando filtros especificos. Por otra parte, el SKY usa la
exposicidn sincronizada de la imagen a través de la combinacion de una camara acoplada a un
dispositivo que aplica modelos matematicos de espectrometria para analizar la combinacién de
los fluorocromos (Figura 19) [Salman, et al; 2004].

Las sondas de tincibn completa del genoma han sido desarrolladas para poder
diferenciar los brazos de todos los cromosomas, excepto los brazos cortos de los cromosomas
acroceéntricos, por lo que puede ofrecer la deteccion simultanea de cada brazo en una sola
hibridacién. Esto se realiza etiquetando la region con diferentes fluorocromos variando en la
combinacion de colores resultando en un patron Unico. Esta sefial de color Unico para cada
brazo cromosomico revela aberraciones cromosOmicas complejas incluyendo rearreglos
intracromosémicos, mapeo de puntos de ruptura cromosémicos, deteccion de rearreglos
subteloméricos e identificacion de cromosomas marcadores, regiones homogéneamente
tefidas y minutos dobles. Esta técnica es usualmente usada en conjunto con técnicas de
bandeo cromosdmico para una identificacion precisa de la aberracion cromosémica [Salman, et
al; 2004]. Con esta técnica, en alrededor de 7% de los pacientes con RM idiopatico se han
encontrado anormalidades cromosémicas que eran indetectables con otras técnicas

citogenéticas [Trask; 2002]

2.6.3 Hibridacion Genédmica Comparativa (CGH)
Es una técnica de citogenética molecular que surge de la citogenética estandar y del

FISH para observar amplificaciones y deleciones de DNA en todo el genoma, asi como posibles
desérdenes cromosOmicos. Esta técnica tiene la ventaja de no requerir células en division.
Puede realizarse extrayendo DNA de tejidos fijados en formalina o embebidos en parafina y de
especimenes frescos. Los cambios en el nUmero de copias de las secuencias de DNA pueden
detectarse sin tener que realizar un FISH para una secuencia cromosémica especifica. Sin
embargo, el CGH no puede usarse para detectar traslocaciones, inversiones o identificacion de
algun otro rearreglo cromosomico balanceado. De manera general, el CGH involucra la
hibridacion de dos especimenes, el DNA problema y un DNA de referencia, a una metafase

normal. Para prevenir la hibridacién no especifica, las muestras se etiquetan diferencialmente,
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se mezclan junto con DNA Cot-1 (que contiene las secuencias mas repetidas del genoma), se

hibridan y se capturan las metafases con los filtros correspondientes a cada fluorocromo
(Figura 20). Los cambios en el numero de copias son evaluados en base a las diferencias entre
la intensidad de fluorescecia a lo largo del cromosoma. Esta técnica tiene la limitante de tener
una resolucién de 3-10Mb, las reacciones de hibridacion se realizan manualmente y tienen un
alto costo. [Salman, et al; 2004].
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Figura 19. Metodologia general de la Técnica de SKY (Modificado de McNeil, et al; 2000)
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DNA control marcado DNA del problema
con redamina (rojpo) marcado con FITC

e

Adicion de DNACot-1 |

1

Hibridacion de las muestras marcadas diferenciaimente
sobre una metafase normal

Lz pardida de DNA s ‘
observa de color rojo L ganancia de DNA se
observa en color verde

Figura 20. Esquematizacion de la técnica de CGH (Modificada de: McNeil, et al; 2000)
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2.6.4 MICROARREGLOS

2.6.4.1 Arreglos de BAC
La hibridacion sobre arreglos de BAC permite la deteccién de ganacias y pérdidas de

secuencias de copia Unica. La aplicacién de los BAC a la tecnologia de microarreglos incluye la
identificacion, el diagnéstico y pronostico de aberraciones cromosOmicas en defectos al
nacimiento, RM y cancer. Un estuche comercial contiene alrededor de 2632 BAC distribuidos
uniformemente a un espacio aproximado de 1Mb en todo el genoma. Cada clona contiene por
lo menos una secuencia blanco que esta mapeada en la secuencia del genoma humano. El
estuche estd compuesto de BAC colocados por duplicado, lo que brinda una mayor precision de
los resultados. La resolucidén esta limitada por la distancia entre cada clona [Salman, et al;
2004].

2.6.4.2 Arreglos de oligonucleotidos
Los arreglos basados en oligonucledtidos han ganado cierta popularidad en la

comunidad cientifica, estos monitorean la expresion cuantitativa de genes para mRNA en
poblaciones de células y tejidos, y mas recientemente han sido aplicados a la deteccion de
secuencias de DNA, polimorfismos de un solo nucléotido (SNP) y CNV. Estos arreglos
contienen oligonucledtidos silvestres y oligonucleétidos con SNP. EI DNA a prueba es
amplificado por PCR, marcado y después hibridado sobre el microarreglo. La hibridacién es
leido como una serie de sefiales fuertes que pueden incluir ambos alelos en un sitio polimoérfico.
La intensidad de la sefial en el sitio es proporcional al nimero de copias de la secuencia
complementaria en el genoma [Salman, et al; 2004 / Trask; 2002]. La resolucion esté limitada
por la densidad de los arreglos de oligonucleétidos. La limitacion de los microarreglos consiste
en la incapacidad para detectar traslocaciones balanceadas, inversiones, o identificar rearreglos
de cromosomas especificos a menos que se disefien o0 contengan sondas especificas que
indiquen el punto de ruptura [Trask; 2002].

La interpretacién de los microarreglos en los pacientes con RM es complicada debido a
la presencia de CNV, las cuales estan asociadas a fenotipos con patologias cuando uno o mas
genes sensibles a dosis se encuentran en estas regiones. Si embargo, las CNV no se
consideran patologicas en todos los casos. En un individuo normal, es posible detectar mas de
1000 CNV, por lo que es necesario comparar con controles no afectados y contra los padres del

sujeto a investigar. La deteccion de CNV de novo en pacientes afectados es un fuerte indicador
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de significancia patologica, y estan presentes en 10% de los pacientes con RM con cariotipo

normal. Una CNV puede considerarse como causa de RM si:

1) Estd sobrelapada con regiones conocidas donde se ha identificado un sindrome
relacionado a RM.

2) Esta incluida en la region critica de un sindrome o de los genes relacionados.

3) El fenotipo del paciente es consistente con las caracteristicas del sindrome.

[Galasso, et al; 2010]

Otros estudios confirman que con esta aplicacion podrian diagnosticarse 10% mas de
casos de retraso mental o del desarrollo [Gonzéalez, et al; 2008]. En individuos con RM no
diagnosticado, el andlisis de CNV basados en el uso de microarreglos ha facilitado la deteccién
de desbalances cromosoémicos cripticos en 10% de los pacientes, con un intervalo de 4.2% a
17% en diferentes estudios [Basel-Vanagaite, et al; 2008].

Los a-CGH son incapaces de detectar rearreglos balanceados (traslocaciones
reciprocas, inversiones), las cuales estan presentes en aproximadamente el 0.75% de todos los

pacientes con RM [Galasso, et al; 2010]

El advenimiento de nuevas técnicas, junto con la optimizaciébn y mejoramiento de las
técnicas de rutina, nos permiten la deteccion y caracterizacion de alteraciones cromosomicas
qgue en otros tiempos nos hubiera sido imposible identificar, sin embargo, debemos mencionar
que la citogénetica convencional aunada a una buena resolucion y con un analisis adecuado de
incluso dos o mas observadores, es de suma importancia para dirigir los estudios posteriores
del individuo afectado, con el fin de brindar un asesoramiento genético adecuado. En la tabla 12

se presenta una breve comparacion de las técnicas mencionadas anteriormente.
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TABLA 12. TECNICAS CONVENCIONALES DE CITOGENETICA MOLECULAR Y MICROARREGLOS

Técnica Resolucion Deteccién de Reqqerlmlentos Tiempo COS'.[O
Adicionales Relativo
Aneuploidia +
Inserciones/deleciones ++
; Personal
Bandeo Trasloce_mlones balanceadas + capacitado para _
e 5-8Mb Traslocaciones desbalanceadas + 1-10 dias Bajo
cromosomico - una correcta
Cromosomas marcadores ID Limitada interoretacion
Progresion enfermedad/monitoreo +/+ P
Deteccion de mosaicismo (%) 1
Aneuploidia + .
: . Requiere de una
Inserciones/deleciones ++ indicacion clinica de
Traslocaciones balanceadas + un posible locus
FISH 0.5-100kb Traslocaciones desbalanceadas + post : 1-7 dias Medio
Se requiere de un
Cromosomas marcadores ID + : .
! . microscopio de
Progresion enfermedad/monitoreo +/+ fluorescencia
Deteccion de mosaicismo (%) >20
Aneuploidia * Requiere una
Inserciones/deleciones -[+ indicgcién clinica
Traslocaciones balanceadas + revia o sospecha Alto
M-FISH/ SKY 2-3Mb Traslocaciones desbalanceadas + P P 1-7 dias
de alguna
Cromosomas marcadores ID + .
! . anormalidad y un
Progresion enfermedad/monitoreo +/+ equino adecuado
Deteccién de mosaicismo (%) 10 quip
Aneuploidia +
Inserciones/deleciones ++ Personal
CGH Traslocaciones balanceadas - capacitado y equipo
. 3-10Mb Traslocaciones desbalanceadas + sofisticado, debe 5-7 dias Alto
Convencional )
Cromosomas marcadores ID + confirmarse por
Progresion enfermedad/monitoreo  Limitada FISH
Deteccién de mosaicismo (%) >50
Aneuploidia +
Inserciones/deleciones +/+ Requiere un equipo
CGH Traslocaciones balanceadas - sofisticado,
microarreglos 1kb-1Mb Traslocaciones desbalanceadas + personal capacitado | 1-4 dias Muy alto
BAC Cromosomas marcadores ID + y un soporte
Progresion enfermedad/monitoreo  Limitada estadistico.
Deteccion de mosaicismo (%) >30 BAC
Aneuploidia +
Inserciones/deleciones +/+ Requiere un equipo
CGH Traslocaciones balanceadas - sofisticado,
. ) 100kb-1Mb Traslocaciones desbalanceadas + personal capacitado | 1-4 dias | Muy Alto
oligonucleotidos
Cromosomas marcadores ID + y un soporte
Progresion enfermedad/monitoreo  Limitada estadistico.
Deteccién de mosaicismo (%) depende
Aneuploidia +
Inserciones/deleciones +/+ Requiere un equipo
Microarrealos Traslocaciones balanceadas - sofisticado,
de SNIg 10-250kb Traslocaciones desbalanceadas + personal capacitado | 1-4 dias | Muy Alto
Cromosomas marcadores ID + y un soporte
Progresion enfermedad/monitoreo  Limitada estadistico.
Deteccién de mosaicismo (%) depende

Abreviaturas: ID, Identificacién
Referencias: Salman, et al; 2004 y Feenstra, 2006
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3. OBJETIVOS

3.1 General

= Detectar y caracterizar aberraciones numéricas y/o estructurales en individuos con
RM/RPM.

3.2 Particulares

X2\ Caracterizar las aberraciones encontradas con ayuda de Citogenética Molecular.

T Correlacionar las alteraciones cromosomicas encontradas con las caracteristicas clinicas

gue presenta el paciente.

4. JUSTIFICACION
La mayoria de las alteraciones cromosOmicas tienen como consecuencia RM, cuyo

grado dependera del cromosoma implicado, de la cantidad de material ganado o perdido y de
los genes involucrados. Por estas razones, en necesario realizar cariotipo a los pacientes con
RM, con el objetivo de determinar o descartar una aberracion cromosémica como causa del
fenotipo.

El detectar una alteracion cromosémica en este tipo de pacientes nos obliga a realizar
otro tipo de estudios citogenéticos y moleculares que complementen la informacion
proporcionada por el cariotipo convencional, con el fin de brindar un diagndstico adecuado, asi

como poder proporcionar un asesoramiento genético a la familia.
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5. METODOLOGIA®

5.1 SELECCION DE MUESTRAS
Se procesaron 59 muestras de sangre periférica de pacientes que acudieron a la consulta

del Servicio de Genética del Hospital General de México O.D. con indicacion diagndstica de
RM/RPM o con sospecha de RM/RPM relacionado a cromosomopatia. Se tomaron de 3 a 5
mL de sangre periférica bajo condiciones de asepsia en jeringa con heparina de sodio como

anticoagulante o con tubo vacutainer de tapa verde.

5.2 SIEMBRA DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA
Todas las muestras se sembraron por duplicado. En condiciones de asepsia estrictas y en

campana de flujo laminar, se adicionaron 5mL de medio RPMI 1640 suplementado (ver
anexo I) a un tubo cénico® de 15mL. Se adicionaron 100pL de fitohemaglutinina® cuidando
que la punta no tocara las paredes del tubo. La muestra se resuspendié gentiimente, se
desprendié de manera cuidadosa la aguja o el tapdn y se procedio a colocar en el tubo de
10 a 12 gotas de la muestra. Se tap6 cada tubo cuidadosamente y se agité lentamente para
homogenizar. Se incubaron en posicion inclinada (45° aproximadamente) a 37°C por 72
horas.

5.3 COSECHA
Alrededor de las 70 horas de cultivo se adicionaron 8uL de bromuro de etidio s6lo al tubo B,

se homogeniz6 y se incub6 1 hora a 37°C. Transcurrido el tiempo se adicioné a cada cultivo
10 gotas de colchicina® al 0.02%, con jeringa de insulina con aguja, se homogenizé y se dejé
incubar media hora a 37°C. Pasado el tiempo se centrifugaron a 3000rpm por 4 minutos, se
desecho el sobrenadante, se disgregé el boton en vortex y se agregaron 10mL de solucién
hipoténica® (KCI 0.075M) a 37°C, se homogeniz6 asegurando que el boton se desintegrara
por completo y se incubo nuevamente a 37°C por 30 minutos. Se agregaron a cada cultivo
10 gotas de fijador (metanol-acido acético glacial 3:1) recién preparado y frio, a este proceso
se le conoce como prefijacion, es un paso clave en el proceso pues permite el
acondicionamiento gradual de las células de nuestro interés a un cambio de temperatura y

pH, comenzando la deshidratacion de las células y desnaturalizacion de proteinas celulares.

# Todos los procedimientos excepto el FISH fueron adaptados de Verma, Babu; 1995a
® Los tubos fueron marcados legiblemente con el nimero de caso, fecha de siembra y cultivo A o B respectivamente.
¢ Funciona como antigeno inespecifico estimulando a los linfocitos T para que entren a division celular (Verma, Babu; 1995a)
4 Para interrumpir la polimerizacién del uso mitético y obtener células en metafase (Verma, Babu; 1995a).
¢ La solucion hipotonica provoca un transporte pasivo de agua al interior de la célula provocando que éstas se hinchen aumentado el volumen
intracelular y por lo tanto la separacién de los cromosomas condensados (Verma, Babu; 1995a).
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El cultivo se agité lentamente para homogenizar. Se centrifugé a 3000rpm por 5 minutos, se
eliminé cuidadosamente el sobrenadante, se disgreg6 el botén y se adicionaron durante la
agitacion en vortex 6 mL de fijador gota a gota. Se centrifugd a 3000rpm por 5 min, se
elimind el sobrenadante, se disgregé el boton y se agregaron nuevamente 6 mL de fijador.
Se repitid el paso anterior varias veces hasta que se obtuvo un sobrenadante transparente y

un botén blanco.

5.4 ELABORACION DE LAMINILLAS

Se usaron laminillas limpias y desengrasadas, contenidas en un frasco con agua destilada.
El botdbn se resuspendié en una cantidad adecuada de fijador (entre 0.5mL y 1mL,
dependiendo de tamafio del boton).

En un bafio con agua destilada a 73-75°C se colocé cuidadosamente una laminilla y se
colocaron 3 gotas de fijador distribuidas a lo largo de ésta, se tomo una cantidad adecuada
de muestra con una micropipeta (35uL aproximadamente) y se dejé caer en gotas sobre la
laminilla a una distancia considerable, se soplo sobre la laminilla, se dejé unos 30 segundos
mas sobre el vapor y se dejo secar. La laminilla se marco con el nimero de caso y cultivo A
o B.

Una vez seca la laminilla se verificd crecimiento en el microscopio en contraste de fases, se
observo la presencia de metafases, nUmero de metafases por campo, efecto de hipotonia,
tamafo de los cromosomas y presencia de citoplasma.

Se gotearon de 4 a 8 laminillas segun la cantidad de metafases presentes por cada caso.

Las laminillas se dejaron madurar a 37°C por dos dias.

5.5 BANDAS GTG y ANALISIS CITOGENETICO

A.

Las laminillas se sumergieron en el siguiente tren de vasos coplin en el tiempo indicado":
50 mL de solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.2 con 0.03g de tripsina?, de 5 a 10
segundos.

50 mL de solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.2, 1 minuto.

. 46mL de solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.8 mas 4 mL de colorante Wright" filtrado,

2 minutos

" Modificado de Verma, Babu;1995b

9 La tripsina es una proteasa pancreatica que actla sobre residuos de argininia y lisina de las histonas (Verma, Babu; 1995b).

" Los colorantes Wrigh y Giemsa son de composicion basica, por lo que tienen afinidad por compuestos acidos como el DNA (Verma, Babu;
1995b).
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D. 46mL de solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.8 mas 4 mL de colorante Giemsa

filtrado, 3 minutos.
E. 50mL de agua destilada, las laminillas se enjuagaron con agitacion constante.

Una vez secas las laminillas se colocaron dos gotas de resina al 70% y se colocé sobre
éstas un cubreobjetos limpio y desengrasado evitando la formacion de burbujas. Se
procedio al analisis citogenético revisandose alrededor de 30 metafases por cada caso.

5.6 Bandas NOR
En un tubo de ensayo se agregaron 2 mL de AgNO3 al 50% (ver anexo I) y 1 mL de

solucién de albumina. Se deja reposar unos 5 minutos y se tomé con cuidado la segunda fase
que contiene al AQNO3 y se colocaron 3 gotas sobre el portaobjetos. Con cuidado se coloc6 un
cubreobjetos y se dejo la laminilla sobre una plancha a 70°C hasta que se observd una

coloracién café, se enjuagé con abundante agua y se montoé la laminilla con resina al 70%.

5.7 FISH (HIBRIDACIéN IN SITU CON FLUORESCENCIA)i
A. Pretratamiento de la muestra

Se observaron las laminilla en contraste de fases, y se seleccion6 un campo de 22 por 22 mm
donde se encontraran metafases y nucleos libres de citoplasma. La laminilla se coloc6 en un
coplin que contenia 50mL de la solucién de maduracién 2X SSC por 45 min a 37°C.
Transcurrido el tiempo se pasé a otro coplin que contenia 50mL de acido clorhidrico (HCI)
0.01N y 15pL de pepsina, se incubd 7 minutos a 37°C.

La laminilla se deshidraté gradualmente en etanol (EtOH) al 70%, 85% y 100% (absoluto) por 2
minutos en cada uno y se dejo secar al aire.

B. Preparacion de la Sonda

Los viales que contenian la solucion amortiguadora de hibridacion, la sonda y el agua
inyectable, fueron sacados de congelacién y se dejaron a temperatura ambiente durante 10
minutos, posterior a esto se agitaron en vortex por 15 segundos y se ultracentrifugaron por 10
segundos.

En un microtubo de 1mL se colocaron las siguientes cantidades:

3.5 pL de solucion amortiguadora

0.5uL de agua inyectable

: Adaptada de la metodologia de Vysis & Col.
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1pL de sonda
La mezcla se homogeniz6 en vortex y se ultracentrifugd 10 segundos.
C. Hibridacién
Se colocé la mezcla de hibridacion cuidadosamente sobre el area previamente seleccionada y
se puso el cubreobjetos’ de 22x22 mm evitando la formacién de burbujas. El area se sellé con
cemento IRIS® asegurandose que todo estuviera perfectamente sellado®.
Se codesnaturalizaron la preparacion cromosémica y la sonda en la laminilla por 2 minutos a
71°C y se dejo hibridando toda la noche a 37°C en una camara humeda.
D) Lavados Posthibridacion
Con mucho cuidado se quité el pegamento de la laminilla y se sumergié en un tren de vasos
coplin con las soluciones y tiempos siguientes:

A. 50 ml de solucién de 2XSSC a temperatura ambiente por 3 minutos.

B. 40ml de solucion de 0.4XSSC-0.3% NP40, 2 minutos a 73°C.

C. 40 ml de solucién de 2XSSC 0.1%, NP40, 1 minuto a temperatura ambiente.

D. 50 ml de agua destilada a TA por 3 segundos.
La laminilla se dej6 secar en la oscuridad.
Se agregaron 5uL de mezcla 1:1 de DAPI ll/Antifade Il, se colocd un cubreobjetos limpio y

desengrasado y se realizo el analisis al microscopio de fluorescencia.

5.8 REVISION EN EXPEDIENTES
Adicionalmente al procesamiento y lectura de las muestras se realizé una revision del

expediente para obtener las edades de los casos indice y las de sus padres, ademés de datos

clinicos e historia familiar.

TEl cubreobjetos se limpié anticipadamente con alcohol al 70% y se sec6 cuidadosamente con una gasa.
¥ Para evitar la evaporacién de la sonda durante la codesnaturalizacion.
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6. RESULTADOS

6.1 MOTIVO DE TOMA DE MUESTRA PARA CARIOTIPO
Se procesaron 59 muestras de las cuales 24 tenian indicacion de RM/RPM, 24 de SD y 11

tenian indicacion de sindromes relacionados con RM (ver figura 21).

INDICACION DIAGNOSTICA DE PACIENTES CON RETRASO MENTAL QUE
ACUDIERON A CONSULTA AL SERVICIO DE GENETICA DEL HOSPITAL GENERAL

DE MEXICO O.D.
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Figura 21 Total de pacientes con RM que fueron procesados. En el eje de las abcisas se observa el
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diagnostico, todos se refieren a sindromes excepto la primera barra que corresponde a RM/RPM, y en el eje de
las coordenadas al nUmero de pacientes con la indicacion diagnéstica

6.2 ANALISIS CROMOSOMICO
El analisis cromosomico de las muestras procesadas se realizé en un microscopio de

campo claro, analizandose en promedio 30 metafases por caso a una resolucién de 450-650

bandas. Es importante mencionar que por estandares de calidad los cariotipos fueron revisados

por al menos dos citogenetistas. Los hallazgos citogenéticos encontrados se enlistan en la

siguiente tabla de acuerdo a la indicacion diagnéstica.

TABLA 13. HALLAZGOS CITOGENETICOS DE ACUERDO A LA INDICACION DIAGNOSTICA

INDICACION DIAGNOSTICA CARIOTIPO NUMERO | TOTAL
47 XX, +21 10
Sindrome de Down 47XY,+21 9 24
46,XX,+21,1(21;21)(q10;q10) 1
46,XX 3
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TABLA 13. HALLAZGOS CITOGENETICOS DE ACUERDO A LA INDICACION DIAGNOSTICA
INDICACION DIAGNOSTICA CARIOTIPO NUMERO TOTAL
46,XY 1
46,XX 10
46,XY 9
46,XY,Yqgh+ 1
RM/RPM 46,XY,Ygh- 1 24
47 XYY 1
47 XX,+mar 1
46,XX,add(17)(p13.3) 1
Sindrome de Edwards 47,XX,+18 1
Sindrome de Patau 46,XX 1
. . 46,XX,der(4)ins(15;4)(p12;p16.1p16.3)pat 1
Sindrome de Wolf-Hirschhorn 46,XY ,der(4)ins(15;4)(p12:p16.1p16.3)pat 1
Sindrome de X-fragil 46,XY 2
Slndr\c;vr?eedcei?ngﬁﬁkwnh 46.XY 1 11
Sindrome de Prader-Willi 46,XY,9gh+ 1
Sindrome de Angelman 46,XX 1
Sindrome de Aicardi 46,XX 1
Sindrome de Marden-Walker 46,XX 1
TOTAL 59

La proporcion de cariotipos anormales y cariotipos normales de acuerdo al diagndéstico se

ilustra en la siguiente figura.
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Figura 22. Proporcidn de cariotipos anormales con respecto a la indicacion diagnostica
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6.3 EDADES

El promedio de edades de los pacientes y de los padres se muestran en la siguiente tabla. El
rango de edad de los pacientes va de Recién Nacidos (RN) a 49 afos. Los promedios de

edades se representan en la figura 23.

TABLA 14. PROMEDIO DE EDADES DE LOS DE LOS PACIENTES CON RM/RPM Y
DE SUS PADRES AL NACIMIENTO
DIAGNOSTICO Edad l~\/laterna Edad f’aterna E_dad de Io~s
(afos) (afios) pacientes (afios)

General (SD,RM y RPM) 29 30.5 5.81
Sindrome de Down (trisomia 21) 30.7 33.4 3.51

RM/RPM Cariotipo normal 27.9 28.8 8.3
RM/RPM_ y Otros sindromes con o5 8 285 8.17

cariotipo normal y anormal

PROMEDIO DE EDAD DE LOS PADRES Y
DE LOS PACIENTES CON RM/RPM
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Figura 23. Promedio de edad de los padres y pacientes RM/RPM

Es importante mencionar que hay una diferencia significativa en la edad entre los
pacientes que acuden con diagnostico de SD y los pacientes con RM/RPM, la mediana en los
pacientes con SD es de 0,17 afios que son los primeros meses de vida (2 meses) y en los

pacientes con RM/RPM la mediana es de 7 afos.
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6.4 CORRELACION FENOTIPO CARIOTIPO
6.4.1 Pacientes con sindrome de Down

6.4.1.1 Cariotipo normal
De cada uno de los cuatro casos con cariotipo normal, se leyeron alrededor de 25

metafases. En cuanto al fenotipo los pacientes tuvieron menos de 25% de todas las
caracteristicas que sugieren SD, cabe destacar que se solicitd el analisis cromosémico para
descartar un probable mosaico y la existencia de éste no puede descartarse sin analizar un

mayor numero de metafases y sin cultivar otro tejido.

6.4.1.2 Cariotipo anormal
a) Trisomia regular. En la figura 24 se muestran las frecuencias de las caracteristicas

clinicas encontradas en los pacientes con diagndstico confirmado de SD por trisomia libre
regular (s6lo se pudieron recuperar 18 historias clinicas de los 20 pacientes). Se leyeron
alrededor de 25 metafases por cada caso y en ninguno de éstos hubo historia familiar
presuntiva de SD ni de otras aneuploidias. El promedio de edad materna fue de 30.7 afios, de
edad paterna 33.4, y el rango de edad de los pacientes fue de recién nacidos a 16 afios, con un

promedio de 3.51 afios.

b) Caso con cariotipo 46,XX,+21,t(21;21)(g10;q10). El expediente de esta paciente no
pudo recuperarse, lamentablemente no contamos con los datos clinicos, aunque se infieren
que éstos corresponden en frecuencia similar a los de la trisomia regular, pues en la libreta de
registro de cultivos sdlo se indica como SD. Por las mismas razones, tampoco se pudo obtener

el cariotipo de los padres.
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CARACTERISTICAS CLINICAS

FRECUENCIA DE CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS
PACIENTESCON TRISOMIA 21 REGULAR
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Figura 24 Hallazgos clinicos de los pacientes con trisomia 21 regular.

Todos los pacientes presentaron RM 0 RPM dependiento de la edad al diagndstico.

6.4.2 Pacientes con diagnéstico de RM/RPM

6.4.2.1 Cariotipo normal

100.00

Se analizaron entre 20 y 30 metafases por caso, obteniéndose 21 pacientes con cariotipo

normal, 12 fueron del sexo femenino y 9 del sexo masculino, dos de éstos presentaron
polimorfismos en el cromosoma Y. El promedio de edad materna fue de 27.9 afios y la paterna
de 28.8. Los pacientes tuvieron un rango de edad de 2 meses a 14 afios y el promedio fue de
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Se pudieron revisar 18 expedientes de los 21 pacientes con cariotipo normal, los datos

prenatales se muestran en la tabla 15 y la frecuencia de las caracteristicas clinicas en la figura
25. Es importante mencionar que la suma de pacientes no es de 18 y la del porcentaje no

resulta en 100% debido a que algunos pacientes presentaron dos o mas caracteristicas o

ninguna.
TABLA 15. HISTORIA FAMILIAR Y DATOS PRENATALES
Datos Pacientes Porcentaje (%)
Antecedentes de Aborto 9 50
Infeccién vaginal 3 16.67
Infeccion de las vias urinarias 2 11.76
Amenaza de aborto 4 22.22

CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES CON RM/RPM Y
CARIOTIPONORMAL
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Figura 25. Hallazgos clinicos en los pacientes con RM/RPM vy cariotipo normal.
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6.4.2.2 Cariotipo anormal y estudios adicionales
a) Paciente con cariotipo 47,XYY. La edad del paciente al momento de la consulta fue

de 5 afnos, ademas del RPM, tenia como caracteristicas principales: retraso en el lenguaje,
hipertelorismo, implantacion baja de pabellones auriculares, dos hernias inguinales vy
desproporcion de segmentos corporales. No hay historia familiar presuntiva de RM/RPM, ni
antecedentes de amenaza de aborto, la madre tenia 24 afos y el padre 25 al nacimiento del
propésitus. Los citogenetistas del Servicio de Genética realizaron Bandas CBG para confirmar

que el cromosoma extra corresponde aun Y ynoauncromosoma marcador.

b) Paciente con cariotipo 46,XX,+mar. La madre tenia 31 afios y el padre 21 al
nacimiento del propdsitus, la paciente tenia 3 afilos 11 meses cuando acuden al Servicio de
Genética, las caracteristicas clinicas de la paciente fueron:

- Puente nasal deprimido, paladar alto, soplo cardiaco, hiperlaxitud articular, luxacion
congénita de cadera y escoliosis. Sin marcha y convulsiones.

Se realizé FISH con sondas subteloméricas 11q (D11S1037) y 11p (D11S2071) del
estuche TotelVysion de Vysis® para descartar sindrome de Emmanuel. El resultado del analisis
de 100 nucleos y 20 metafases fue el siguiente:

nuc ish subtel(11)(D11S1037X2)

47, XX,+mar. ish(11)(D11S1037-)

d) Paciente con cariotipo 46,XX,add(17)(p13.3). La paciente lleg6é al Hospital General
por una cardiopatia congestiva y se solicitd una interconsulta al Servicio de Genética. La
paciente de 49 afios presentdé RM, no hablaba, tenia un comportamiento ligeramente agresivo,
tetralogia de Fallot, estenosis pilérica, cardiomegalia, ausencia de menarca y caracteres
sexuales secundarios, hipoplasia uterina y ausencia de casi todas las piezas dentales, la madre
tenia 30 aflos y el padre 32 al nacimiento del propésitus. El arbol genealégico de la familia se

muestra en la figura 26.
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Figura 26. Historia familiar de la paciente con add17p13.3, n6tese las muertes tempranas de sus hermanos
1.1y Il. 6, ademas de sobrinas (1.2 y 11.4) con RM.

Al realizarse el estudio citogénetico en la paciente, se solicitd cariotipo a los padres, pero
nunca regresaron a la consulta al Servicio de Genética, sin embargo, se realizé FISH con sonda

17p13.3 (LIS 1) (D17S379) y se confirmd la presencia de su sefial en el derivado del 17.

6.4.3 Pacientes con sindromes relacionados a RM
6.4.3.1 Cariotipo normal
Los 8 pacientes con sindromes relacionados a RM y que tuvieron cariotipo normal seran

analizados brevemente durante la discusién de este trabajo.

6.4.3.2 Cariotipo Anormal y estudios adicionales
Pacientes con sindrome de Wolf Hirschhorn (WHS). El propdsitus (Figura 27A) de 9.9

afios y su hermana de 7.5 afios (Figura 27B) coincidian en datos clinicos sugestivos de WHS

adicionalmente la hermana presentaba anomalias del tracto urinario (Tabla 16).
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Figura 27. Pacientes con diagndstico de WHS

TABLA 16. DATOS CLINICOS DEL PACIENTE Y SU HERMANA
Datos clinicos Propdésitus Hermana
Retraso en el crecimiento intrauterino + +
Deficiencia en el crecimiento y RM + +
Microcefalia + +
Frente amplia con glabella prominente + +
Hipertelorismo + +
Paladar hendido + +
Orejas malformadas y sordera + +
Convulsiones +
. Defecto ventricular y Comunicacion
Defectos cardiacos . ; X
estenosis pulmonar interauricular
Anomalias del tracto urinario + -

Se realiz6 cariotipo con alta resolucion a los nifios, encontrandose la delecién en 4p en

ambos (figura 28).
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Figura 28. Cariotipo en bandas GTG del propdsitus la flecha indica la delecion en 4p.
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Posteriormente se efectud el estudio citogenético a sus padres y a su hermana sana.

Observandose lo siguiente:

e Padre: Un rearreglo entre los cromosomas 4 y 15, aparentemente una traslocacion
reciproca balanceada con formula cromosomica: 46,XY,t(4;15)(p16.1;p12?)

e Madre: cariotipo normal 46,XX

e Hija sana: con el mismo rearreglo que su padre, 46,XX, t(4;15)(p16.1;p127?)
Con estos datos el cariotipo del propdsitus y su hermana afectada serian:

e 46,XY,der(4),t(4;15)(p16.1;p12)pat

e 46,XX,der(4);t(4;15)(p16.1;p1l2)pat

Para confirmar los hallazgos citogenéticos se realiz6 FISH con sondas LSI de la region
critica de WHS vy region subtelomérica del brazo corto del cromosoma 4 y para el cromosoma
15 se usaron sondas de region subtelomérica de 15g y sonda LSI PML. Las imagenes se

mostraran mas adelante.

Al observar las metafases del padre al microscopio se observo que el derivado del
cromosoma 15 se encontraba frecuentemente asociado a los otros cromosomas acrocéntricos y
el derivado del cromosoma 4 nunca se encontraba asociado (figura 29), por lo que se sospecho
una insercion del fragmento del cromosoma 4 en el cromosoma 15.

Al realizar bandas NOR (figura 30) en el padre, se observaron regiones organizadoras
nucleolares en el derivado del 15 lo que confirm6 que se trataba de una insercion y no de una

traslocacion. Por lo que la férmula para la aberracién detectada quedo de la siguiente manera:

e Padre: 46,XY,ins(15;4)(p12;p16.1p16.3)

e Hija portadora de la insercion: 46,XX,ins(15;4)(p12;p16.1p16.3)pat
e Hija con WHS; 46,XX,der(4)ins(15;4)(p12;p16.1p16.3)pat

e Propoésitus: 46,XY,der(4)ins(15;4)(p12;p16.1p16.3)pat
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Figura 29. Metafase del padre donde se sefiala al cromosoma 15 anormal asociado a otros cromosomas
acrocéntricos y el par cromosomico 4 no se encuentra asociado. No es posible distinguir el cromosoma 4 anormal

debido a la resolucién de la metafase.
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Figura 30. Bandas NOR en una metafase del padre donde se observan todos los cromosomas acrocéntricos del
grupo D (cromosomas 13,14 y 15) con bandas NOR positivas y bandas NOR negativas en los cromosomas del
grupo B que corresponde a los cromosomas 4 y 5. Se indican los probables cromosomas 15 que no pudieron

confirmarse debido a la ausencia de patron de bandeo.
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En las figuras 31, 32 y 33 se muestran: (A) las bandas GTG del padre y de los hijos con

el derivado del cromosoma 4 y (B) el FISH donde se confirma que la region subteldmerica del
cromosoma 4 del padre se encuentra en el cromosoma 15, y la delecion de 4p en los hijos con
WHS. Es importante mencionar que en todas las figuras se ha escrito la nomenclatura correcta.

Adicionalmente se realizaron microarreglos de SNP, Mapping 500K (Affymetrix, Santa
Clara, California) para establecer el tamafio de la delecion en ambos nifios, como parte de la
validacion de un protocolo de investigacibn en pacientes con RM idiopético (coordinado y
realizado por los Dres. Susana Kofman, Carlos Venegas y Fernando Fernandez del Servicio de
Genética del Hospital General de México, Ver Anexo Il). Estos microarreglos contienen sondas
de 25 nucledtidos que pueden identificar alrededor de 500 000 SNP. La distancia entre SNP es
de 2.5 kbp y tienen en promedio una distancia de 5.8kb. El Estudio de Asociacion del Genoma
Completo (GWAS) en los dos nifios afectados y sus padres permitido confirmar los CNV en los
dos nifios usando diferentes programas para obtener una mejor definicibn de la aberracion
cromosOmica presente en los pacientes. Los datos obtenidos de los microarreglos fueron
analizados tanto para la determinacion del numero total de copias de los alelos como de su
especificidad con la Herramienta de Analisis del Niumero de Copias (CNAT). Este analisis
confirmé que ambos mostraban sdlo los alelos maternos en 4p, del nucleétido O al 6 626 861,
por lo que tenian una delecién terminal de ~6.6Mb (Figuras 34 a la 37).

Cabe sefnalar que el empleo de esta metodologia no permitié detectar el rearreglo
cromosomico en el padre de los pacientes, debido a que se trata de un rearreglo
aparentemente balanceado y esta metodologia sélo identifica ganancias o pérdidas de material
genético y en caso de que hubiera una ganancia o pérdida criptica, ésta tampoco se
identificaria ya que los microarreglos empleados no incluyen secuencias de los brazos cortos de
los cromosomas acrocéntricos, por lo que no se puede determinar si hay pérdida de cromatina
en el brazo corto del cromosoma 15 debido a la insercion del segmento del cromosoma 4 en la

region antes mencionada.
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Figura 31. En la figura A se muestra una metafase de alta resolucion en Bandas GTG del padre del propésitus y en
el recuadro rojo se observan los dos derivados indicando las regiones involucradas en cada cromosoma. En la
figura B se observa una metafase en FISH donde la region subtelémerica del brazo corto del cromosoma 4 se
encuentra en el brazo corto del cromosoma 15.
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Figura 32. En la figura A se muestra una metafase de alta resolucién con Bandas GTG del propésitus y en el
recuadro rojo se observan el cromosoma derivado, indicando la delecién en el brazo corto del cromosoma cuatro y
los dos cromosomas 15 normales. En la figura B se observa una metafase con FISH donde la region subtelomérica
y la sonda de la regién critica de WHS en el brazo corto del cromosoma 4 se encuentran deletadas.
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Figura 33. En la figura A se muestra una metafase de alta resolucién con Bandas GTG de la hemana del
propdsitus, en el recuadro rojo se observan el cromosoma derivado, indicando la delecion en el brazo corto del
cromosoma cuatro y los dos cromosomas 15 normales. En la figura B se observa una metafase con FISH donde la
region subtelomérica y la sonda de la regioén critica de WHS en el brazo corto del cromosoma 4 se encuentran
deletadas.
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Figura 35. Resultados de los microarreglos del propdsitus, se observa el microarreglo del cromosoma 4 donde se observa claramente la pérdida de material
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Figura 36. Resultados de los microarreglos de la hermana del paciente, se muestran los resultados del microarreglo de todos los cromosomas, la flecha
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Figura 37. Resultados de los microarreglos de la hermana del paciente se observa el microarreglo del cromosoma 4 donde se observa claramente la
pérdida de material genético en la porcion distal del brazo corto del cromosoma 4 en la banda p16.1.
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7. DISCUSION

Las anormalidades cromosémicas constituyen 12% de todas las causas genéticas de
RM. La aneuploidia més frecuente es la trisomia 21 [Winnepenninckx, et al; 2003]. En los casos
estudiados en el presente trabajo la alteracion cromosdémica mas frecuente fue la trisomia 21
(19/59) y ademés se detectaron otras 6 aberraciones cromosomicas, dos numericas y cuatro
estructurales, en el resto de los pacientes (33/59) el cariotipo fue normal. Se obtuvo una mayor
frecuencia a lo reportado debido a que la mayoria de los pacientes estudiados tenian fenotipo
caracteristico de algun sindrome en particular, principalmente SD (ver figura 21), pero si
consideramos solo aquellos pacientes con RM/RPM no asociado a algun sindrome (ver tabla
13) se encontré6 que solo 3 de 24 pacientes presentaron alteraciones cromosémicas que
corresponde a 12.5%.
En un paciente con RM/RPM las pruebas genéticas estan indicadas si:
+ Existe una historia familiar positiva de retraso mental o del desarrollo, de abortos o de
mortinatos sin causa explicada.
% El retraso del desarrollo o mental se asocie con rasgos dismorficos, fenotipo conductual
indicativo de alguna alteracion cromosomica en particular.

% Se hayan descartado por completo otras causas [Gonzalez, et al; 2008]

Es importante realizar estudios citogenéticos bajo estas circunstancias para confirmar o

descartar una aberracion cromosomica en un individuo con fenotipo anormal con RM/RPM.

El andlisis de los resultados obtenidos se muestra por rubros de acuerdo a lo mencionado

durante la presentacion de los resultados.

7.1 MOTIVO DE TOMA DE MUESTRA PARA CARIOTIPO
Como se mencion6 anteriormente es de esperarse que de las 59 muestras procesadas,

40% (24/59) corresponda a pacientes con diagndéstico probable de SD (ver figura 21). Debido a
su alta incidencia, constituye la causa mas frecuente de RM [Winnepenninckx, et al; 2003], por
otra parte, existe la ventaja de ser de facil reconocimiento por médicos de otras especialidades
y de la poblacion general. EI SD es uno de los casos en donde el genetista clinico puede
establecer un diagndstico clinico y usa las pruebas genéticas para confirmarlo y poder brindar

un asesoramiento genético adecuado [Moeschler, et al; 2006].
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El otro 40% corresponde a pacientes con RM/RPM idiopéatico a los que se realizo

cariotipo con el fin de atribuir o descartar alguna causa cromosomica, dato que concuerda con
lo reportado [Gonzalez, et al; 2008].

El resto (20%) corresponde a pacientes cuyo diagnostico se basa en la sospecha de un
sindrome genético en particular (figura 21) o un sindrome cuyas causas se atribuyen a aspectos
genéticos, pero aun no se ha elucidado la causa especifica. En ellos se realiza cariotipo para
descartar alguna aberracion cromosémica que pudiera correlacionarse con los datos clinicos
del paciente. Estos ultimos, en conjunto, contribuyen con un porcentaje menor debido a la baja

frecuencia con la que se presentan cada uno de estos sindromes en la poblacién [Knight; 2008].

7.2 ANALISIS CROMOSOMICO
De acuerdo a la tabla 13 y a la figura 22 en los pacientes con SD confirmado, la mayoria

(95%) corresponde a trisomia 21 libre, tal como se ha reportado en otros estudios [Devlin, et al;
2004/ Luthardt, et al; 2001], el otro 5% correspondi6 a una traslocacién (21;21), en los pacientes
analizados no hubo evidencia citogenética de mosaicos, lo que se discutira mas adelante.

El andlisis cromosémico en pacientes con RM debe realizarse a una resolucion de 650
bandas y en casos especificos, 850 bandas [Gonzélez, et al; 2008], en nuestro caso el andlisis
se realiz6 con una resolucion promedio de 650 bandas. Se leyeron alrededor de 30 metafases,
y en algunos casos, se llegaron a analizar menos, debido a las condiciones de cultivo y de
procesamiento que impidieron tener una cantidad de material adecuada para el andlisis.

Como se observa en la tabla 13 y en la figura 22, se procesaron 24 muestras de
pacientes con RM/RPM, encontrandose en 3 anormalidades cromosomicas, lo cual es
concordante con la bibliografia en donde se reporta que la frecuencia de anormalidades
citogenéticas en la evaluacién de pacientes con RM es de aproximadamente 10% [Moeschler,
et al; 2006/ Winnepenninckx, et al; 2003]

En la figura 22 se observa que en aquellos pacientes donde hubo sospecha de un
sindrome en particular como resultado de una alteracion cromosomica, el cariotipo resulté con
la anomalia cromosOmica esperada, como es el caso de los pacientes con SD, sindrome de
Edwards y sindrome de Wolf Hirschhorn, lo cual demuestra que la elaboraciéon de una buena
historia clinica lleva a un diagndstico clinico certero [Moeschler, et al; 2006/ Gonzalez, et al;
2008].
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7.3 EDADES

En la tabla 14 y en la figura 23 se observa de acuerdo al diagndstico y al resultado del
cariotipo, las edades materna y paterna que en todos los casos es muy similar, y corresponde
a la edad reproductiva, generalmente no se reporta un efecto de edad paterna avanzada [Basel-
Vanagaite; 2008].

En cuanto a la edad materna, es bien sabido que hay efecto de edad avanzada en el SD
[Robinson, et al; 2002], se observa claramente en la tabla 14 y en la figura 22 que la edad
materna al nacimiento de los pacientes con SD es ligeramente mas alta que la de los pacientes
con RM/RPM, en donde no se ha reportado efecto de edad materna avanzada, tanto en
pacientes con cariotipo anormal como cariotipo normal con RM/RPM [Basel-Vanagaite; 2008].

El rango de edad de los pacientes estudiados es muy variado, pues va de RN a 49 afios,
sin embargo, existe una concordancia en el promedio de edades con el diagndstico clinico. El
promedio de edad de los pacientes con SD (Tabla 14 y figura 23) es de 3.51 afos, lo que
significa que los pacientes fueron referidos a la consulta al Servicio de Genética para un
diagnostico confirmatorio de SD, y que fueron captados desde el nacimiento o durante otras
revisiones clinicas por los pediatras, lo que puede confirmarse por el resultado de la
mediana,que fue de 2 meses, en cambio, el promedio de edad de los pacientes con diagnostico
de RM/RPM fue 8.17-8.3 afios, es decir en edad escolar (mediana 7afios), donde se observé un
retraso significativo en el lenguaje, en el aprendizaje y/o en el mismo comportamiento del
paciente, y fueron referidos bajo ese diagnéstico a la consulta de Genética donde fueron
revisados por un especialista y a partir de la elaboracién de la historia clinica y la revision del
paciente se establecid la sospecha de un sindrome en particular realizaandose el cariotipo para
confirmar y en el resto de los pacientes se realiz6 el cariotipo para descartar alguna aberracion

cromosomica como causa del RM/RPM.
7.4 CORRELACION FENOTIPO CARIOTIPO

7.4.1 Pacientes con sindrome de Down

7.4.1.1 Cariotipo normal
El 16% de los casos con diagnéstico de SD tuvieron cariotipo normal, los cuales

presentaban menos de 25% de todas las caracteristicas que sugieren SD, siendo la mas
frecuente las fisuras palpebrales oblicuas ascendentes, por lo que se sospechd de un probable

mosaico y se solicitd cariotipo para descartarlo. En un estudio previamente reportado, se
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estudiaron 208 pacientes con sospecha de SD, y 28.7% de los pacientes estudiados resultaron

con cariotipo normal, (una proporcion mas alta debido al nUmero de casos seleccionados y
analizados), 49.5% de estos pacientes tuvieron una o mas de las siguientes caracteristicas
pliegue palmar transverso, epicanto, hipotonia, fisuras palpebrales oblicuas ascendentes y
lengua sobresaliente [Devlin, et al; 2004]

Existen pocos reportes de proporcion de sexo en los mosaicos, en algunos estudios se
indica que hay un exceso de femeninos [Mutton, et al 1996], en nuestro caso, los pacientes con
cariotipo normal con sospecha de SD la proporcién femenino masculino es de 3:1 (Tabla 13), lo
que nos hace sospechar aun mas la probable presencia de mosaicismo, sin embargo, el
andlisis de cariotipo nos sugiere que si éste estuviera presente, seria en muy baja proporcion,
ya que con el analisis de 30 metafases se detectan mosaicos de 10%.

Los mosaicos son mas comunes que lo que previamente se pensaba, y pueden no
presentar caracteristicas clinicas significantivas, ademas el diagndstico que casi siempre se
considera en estos pacientes es el retraso en el aprendizaje y cursan sin un diagnostico
definitivo [Devlin, et al; 2004]. En los casos estudiados, el porcentaje de caracteristicas clinicas
es muy bajo, sin embargo no se puede descartar el mosaico para SD pues se leyeron solo 25
metafases por paciente, se requiere un analisis de mas células, junto con otras técnicas como
FISH para la region critica de SD para descartar mosaicos en muy baja proporcion y para
descartar microduplicaciones, e incluso analisis de otros tejidos ya sea por citogenética
convencional o por citogenética molecular, donde la proporcion de células trisémicas puede ser
variable. Por otra parte, el mosaicismo para trisomia 21 puede encontrarse en muy baja

proporcién (2.3%) incluso en sujetos con fenotipo normal.

7.4.1.2 Cariotipo anormal
a) Trisomia regular. En nuestro estudio, las caracteristicas clinicas mas frecuentes

fueron: puente nasal acho y deprimido, fisuras palpebrales oblicuas, braquicefalia, clinodactilia,
diastasis entre 1 y 2 ortejo, cuello corto, paladar alto, pliegue palmar transverso y lengua
protuyente, las cuales estuvieron en mas de 40% de todos los casos estudiados (Figura 24) y
que coinciden con las manifestaciones mas frecuentes [Robinson, et al; 2002 / Devlin, et al;
2004]. Se leyeron alrededor de 25 metafases por cada caso y en ninguno de estos hubo historia
familiar presuntiva de SD ni de otras aneuploidias, por lo que suponemos cromosoma 21 extra
es de origen materno por un error durante la meiosis | debido a ocurre en cerca de 90% de los
casos [Luthardt, et al; 2001].
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b) Caso con cariotipo 46,XX,+21,t(21;21)(q10;q10).

En un estudio de SD por traslocacion, de 157 casos, la proporcion de herencia materna:
paterna: de novo fue de 42:9:106. De estos, 51 casos fueron de t(21;21) o i(21), siendo solo un
caso de origen materno y los otros 50 de novo [Mutton, et al 1996]. Por lo anterior, podemos
inferir que en nuestro caso, el origen de la t(21;21) muy probablemente fue de novo, sin
embargo, se debe realizar cariotipo a los padres para descartar una traslocacién (21;21) en
alguno de ellos y poder dar un asesoramiento genético adecuado. Para los portadores sanos de
este tipo de rearreglo, solo serian viables los productos trisomicos para el cromosoma 21, por

lo que el riesgo de recurrencia seria 100%.

7.4.2 Pacientes con diagnéstico de RM/RPM

7.4.2.1 Cariotipo normal
Aunque se ha reportado que la proporcién de varones con RM es mayor en relacion a la

mujeres debido al RM ligado al cromosoma X [Gonzalez, et al; 2008/ Basel-Vanagaite; 2008];
en nuestro estudio tuvimos una proporcion menor de hombres con RM y cariotipo normal (tabla
13). En la revision de la historia familiar de los pacientes, no se observa ningun tipo de herencia
en particular, por lo que es de esperarse que en la poblacion estudiada la proporcidon no sea
sesgada hacia el sexo masculino, sin embargo, cabe mencionar que en la consulta de Genética
los pacientes con RM de sexo masculino son mas frecuentes que las mujeres con RM. En
cuando a los pacientes que tuvieron polimorfismos en el cromosoma Y, son considerados
como variantes normales en la poblacion [Moore, et al; 2001]. Sin embargo, se requiere
comprobar que el material adicional o faltante sea sélo heterocromatina constitutiva y no
incluya material genético que pudiera estar implicado en el fenotipo. Esto puede hacerse
mediante unas bandas CBG, debido a que el cromosoma Y corresponde a una herencia
holandrica y se puede realizar cariotipo al padre, con el fin de verificar si realmente
corresponden a un polimorfismo.

En la tabla 15, se observa que la mitad de las madres de los pacientes estudiados con
RM/RPM tienen antecedentes de abortos (1 a 3), lo que las haria candidatas a algunas de ellas
a estudios citogenéticos como parte del manejo de las parejas con problemas de fertilidad. El
hecho de que ademas tengan hijos con RM permite suponer que éstos pudieran ser el
resultado de la segregacion de una aberracién cromosémica balanceada en alguno de los
padres. El 22% de las madres de los pacientes presentaron amenaza de aborto, sin embargo,

en ninguna de sus historias clinicas se indica el manejo que se di6, o si lo atribuyen a un factor
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ambiental o teratogénico. En una proporcidon menor de los expedientes se indica que las

madres de los pacientes tuvieron infecciones durante el embarazo, lamentablemente no se
marca el tiempo de duracién de la infeccion, el tratamiento ni el agente etiologico, para que
pudieran correlacionarse como causa del RM/RPM en el paciente.

En la figura 25 se muestran las caracteristica clinicas presentes con mas frecuencia en
los pacientes con RM vy cariotipo normal y se observa que 55% tuvieron alteraciones oculares
principalmente hipertelorismo. El examen de las anomalias menores puede sugerir la etiologia o
contribuir al reconocimiento de un sindrome en particular, lo que lo convierte en un factor
importante en el diagnéstico [Moeschler, et al; 2006]. Ninguno de estos pacientes tuvo rasgos
caracteristicos de algun sindrome genético en particular; sin embargo, se observa que dos
pacientes tuvieron hipoglicemia al nacimiento, por lo que si no se manejé adecuadamente pudo

ocasionar el RM/RPM en estos pacientes.

El uso de tecnologias basadas en microarreglos, permite caracterizar CNV y SNP
responsables de RM/RPM de origen idiopatico [Marilyn, et al; 2009], en un estudio retrospectivo
de 36 199 pacientes con RM idiopéatico y con cariotipo normal 2703 (7.46%) mostraron
desbalances cromosémicos detectados por a-CGH, por lo que este tipo de tecnologias aunado
a un cariotipo de alta resolucién, nos permitirdn detectar mas anormalidades cromosomicas en
este tipo de pacientes [Hochstenbach, et al; 2009].

Muchos nifios que tienen RM y dismorfias a menudo no tienen malformaciones mayores,
simplemente tienen una apariencia inusual comparada con la poblacion general. En particular,
las formas leves de RM carecen de rasgos clinicos sugestivos, resultado de la interaccion de
multiples genes y factores no genéticos. Durante el desarrollo, el cerebro es méas susceptible a
la accion de agentes téxicos que en la edad adulta, debido a que durante la vida prenatal
ocurren la mayoria de los procesos de organizacion y maduracién. Por otra parte, la barrera
hematoencefalica no estd formada completamente hasta el sexto mes del desarrollo
intrauterino, por lo que el cerebro en desarrollo esta expuesto a la accion de toxinas y otros
agentes. Adicionalmente, mutaciones en un gen pueden llevar a desregulacién epigenética,
modificando la transcripcidn o el silenciamiento de otros genes necesarios para el desarrollo de
las funciones cerebrales. Los mecanismos epigenéticos juegan un papel muy importante en las
funciones cerebrales, participando en la capacidad para modificar, reorganizar y remodelar la

plasticidad sinaptica durante el aprendizaje, la formacion de la memoria, y en la respuesta al
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dafio. La implementacion de nuevas tecnologias y herramientas bioinformaticas para la

“secuenciacion de ultima generacion” (que permite el analisis del genoma completo, el
transcriptoma y el interactoma) puede llevarnos a la deteccion de mutaciones y variaciones
estructurales, y ampliar las posibilidades en el diagndstico de casos de RM idiopatico. Entender
las vias patoldgicas que estan presentes en el RM inexplicable representa un reto a futuro para

incrementar tanto la prevencion como posibles terapias [Galasso, et al; 2010].

7.4.2.2Cariotipo anormal y estudios adicionales
a) Paciente con cariotipo 47,XYY

La prevalencia de nifios con cariotipo 47,XYY es de 1 por cada 1000 de estos el 95%
tiene un 1Q de 73-129 [Stochholm, et al; 2010]. El fenotipo en este tipo de pacientes va de
normal a una inteligencia ligeramente disminuida, con impedimento verbal que requiere terapia
de lenguaje. En la etapa escolar tienen problemas con lectura y escritura, suelen tener
hiperactividad, con deterioro de las funciones motoras y talla alta. Los niveles de testosterona
son frecuentemente normales y usualmente son fértiles [Ross, et al; 2009]. El paciente de
nuestro estudio, presenta retraso en el lenguaje, probablemente como consecuencia del
cromosoma Y extra, el resto de las caracteristicas clinicas no se relacionan con el fenotipo
47,XXY, por lo que podrian deberse a otros factores genéticos. En este caso se realizaron
bandas C para corroborar rapidamente la presencia de 2 cromosomas Y al tefiir la regién de

heterocromatina constitutiva del cromosoma'Y.

b) Paciente con cariotipo 46,XX,+mar
La t(11;22) es la unica traslocacién no robertsoniana recurrente, los portadores tienen
fenotipo normal, y son identificados después de tener hijos con un der(22) como cromosoma
supernumerario o por tener problemas de fertilidad. El tipo de individuos anormales mas
frecuentes  asociados a esta traslocacion presentan cariotipo 47,XX o0
47,XY,+der(22)t(11;22)(923;911.2), conocido como sindrome de Emanuel, el derivado es
producto de una segregacion 3:1. Los pacientes con este sindrome tienen fenotipo
caracteristico que incluye RM severo, malformaciones faciales y defectos cardiacos, ademas
los pacientes masculinos presentan anomalias en genitales. Los cariotipos desbalanceados con
46 cromosomas, producto de la segregacion adyacente |, con el derivado del cromosoma 11 o
el derivado del cromosoma 22 generalmente no son viables. El riesgo minimo de recurrencia de
nacimientos con cariotipo desbalanceado es de 1.8-5.6% y varia dependiendo del portador de la
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traslocacion, el riesgo es mayor si el portador es la mujer. En este rearreglo, los puntos de

ruptura estan situados en regiones palindromicas ricas en repetidos de AT, sugiriendo la
inestabilidad genémica como mecanismo de formacion de éste lo cual hace que el rearreglo sea
recurrente [Emanuel, et al; 2008].

La paciente con cariotipo 46,XX,+mar vista en este estudio, tenia RPM, defectos
cardiacos, sin marcha, convulsiones, puente nasal deprimido, paladar alto, hiperlaxitud articular,
luxacion congénita de cadera y escoliosis. La abuela paterna contaba con el antecedente de un
aborto posterior al nacimiento del padre. Debido a estos antecedentes y a la morfologia del
marcador, se sospeché de un probable der(22)t(11;22) vy se realizé FISH con sondas
subteloméricas 11q (D11S1037) y 11p (D11S2071) del estuche comercial TotelVysion de
Vysis® para descartar sindrome de Emanuel, el resultado del analisis de 100 ndcleos y 20
metafases fue el siguiente:

nuc ish subtel(11)(D11S1037X2)

47, XX,+mar.ish (11)(D11S1037-)

Lo que nos indica que el marcador no contiene secuencias para el brazo largo del

cromosoma 11.

Sin embargo, debido a la constitucibn gendmica del cromosoma 22 no se puede
descartar que el cromosoma marcador no sea un rearreglo de esa region cromosoémica con otro
cromosoma. Se han reportado marcadores pequefios supernumerarios del cromosoma 22
relacionados a abortos espontaneos y RM, uno donde el padre tenia cariotipo
47,XY,+der(22)mat, la madre de éste habia tenido 5 abortos y contaba con hermanos sanos
[Balkan, et al; 2010] y el segundo es un individuo con un der(22)t(8;22)(p22;q11.2)mat, los
rasgos clinicos sobresalientes son: puente nasal deprimido, fisuras palpebrales hacia arriba,
clinodactilia, RM, e historia familiar de RM [Mundhofir, et al; 2010]. Lamentablemente, no se
pudo realizar cariotipo a los padres para confirmar esta hipotesis y no contamos con toda la
informacion preconcepcional de nuestros pacientes, pero declararon no haber tenido abortos
antes del nacimiento del propositus, sin embargo al tratarse de desbalances gendomicos, los
abortos pueden producirse durante las primeras semanas de gestacion lo que seria
clinicamente indetectable si la madre no sospecha de embarazo y lo considera como un retraso

menstrual.

98



-

d) Paciente con cariotipo 46,XX,add(17)(p13.3)

Esta paciente de 49 afios, acudi6 al Hospital General de México por una cardiopatia y los
especialistas pidieron una interconsulta al Servicio de Genética donde se elaboré un arbol
genealdgico (Figura 26), encontrandose los siguientes hallazgos:

e Los padres de la paciente tuvieron 11 hijos, dos de los cuales fallecieron por
causas desconocidas los primeros meses de vida (11.1 y 11.6).

e El padre presenta cardiopatia, al igual que la propdésita y dos de sus sobrinas (111.3
y 111.9).

e Hay un familiar con SD (lIl.2), pero no se conoce el cariotipo.

e Y existe otro familiar que tiene RM Yy crisis convulsivas (lll.4), con dos hijas
aparentemente normales.

La paciente presentd RM, no hablaba, tenia un comportamiento ligeramente agresivo,
tetralogia de Fallot, estenosis pil6rica, cardiomegalia, ausencia de menarca y caracteres
sexuales secundarios, hipoplasia uterina y ausencia de casi todas las piezas dentales, la madre
tenia 30 afios y el padre 32 al nacimiento del propositus.

En la mayoria de los casos, las anormalidades cromosOomicas aparentemente
balanceadas no estan asociadas a fenotipos anormales y pueden transmitirse a través de varias
generaciones sin deteccion, sin embargo, los portadores de este tipo de traslocaciones tienen
un riesgo alto de fallas reproductivas [Gribble, et al; 2005], debido a estas condiciones se
solicitd estudio citogenético a la paciente. El cariotipo arroj6 el siguiente resultado:

46,XX,add(17)(p?),

Se solicité cariotipo a los padres, pero nunca regresaron a consulta, sin embargo, se
realizé FISH con sonda 17p13.3 (LIS I) (D17S379) y se confirmé la presencia de la sefial en el
derivado del 17. Por lo que se comprueba que existe casi en su totalidad el cromosoma 17 con
un fragmento de material genético extra de origen desconocido. Se puede descartar ademas, la
probabilidad de ser un isocromosoma de 17q o una duplicacién de 17p ya que si fuera un
isocromosoma la paciente tendria fenotipo de sindrome de Smith Magenis y de Mieller Diecker,
y si se tratara de una duplicacion presentaria estigmas de sindrome de duplicacion de 17p.

Existe un reporte de trisomia parcial de 9922.3 por microduplicacion donde el afectado
presenta estatura baja, discapacidad intelectual, microcefalia, estenosis pilorica, dismorfias
faciales y defectos cardiacos, con una historia familiar de tres miembros con RM, retraso en el

crecimiento y dismorfias faciales, asociando al gen PTCH1 y otros genes al fenotipo del
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paciente [lzumi, et al; 2011]. Existen otras regiones cromosémicas relacionas con la estenosis

pilérica como 16p13pl2, 16924, que son de caracter monogeénico, y también se ha encontrado
asociacion en 11914922 y Xq23 [Everett, et al; 2008], lo que podria sugerirnos algin probable
rearreglo con estos cromosomas relacionados a estenosis pilérica. No se han reportado casos
con anormalidades cromosOmicas relacionadas con hipoplasia uterina y estenosis pil6rica. Aun
cuando se hubiera realizado cariotipo a sus padres el rearreglo pudo ser de novo, por lo que
en esta paciente seria importante aplicar otras metodologias, para poder determinar el origen

del material adicional, como aCGH o microarreglos de SNP.

7.4.3 Pacientes con Sindromes Relacionados a RM

7.4.3.1 Cariotipo normal
Sindrome de Patau. La paciente de dos meses de edad tenia labio y paladar hendido,

dextrocardia e insuficiencia aortica. Al no tener todos los rasgos clinicos caracteristicos de la
trisomia trece se sospechaba de un mosaico, el cual fue descartado al resultar el cariotipo
normal analizandose 30 metafases. Por lo que las malformaciones presentes pudieron ser el

resultado de otras causas como sindromes monogénicos o multifactoriales.

Sindrome de X fragil. Se realiz6 cariotipo convencional en dos pacientes con
diagnéstico de X-fragil, solo se conté con un expediente, los antecedentes familiares indican un
primo hermano con RPM y una tia ambos por rama paterna con trastorno mental, sin embargo,
la historia familiar no es sugestiva de RM ligado al X y por el lado materno no habia
antecedentes de RM.

La prueba citogenética para diagnosticar el Sindrome de X fragil consiste en someter la
muestra a un cultivo deficiente de folatos para que se expresen los sitios fragiles FRAXA y
FRAXE, sin embargo, esta técnica es tardada, tiene un alto riesgo de falsos negativos y puede
no detectar portadoras [Steiner, et al; 2005]. El método actual para descartar el sindrome de X
fragil consiste en el estudio molecular de la expansion CGC en el gen FMR1 (Xq27.3)
[Gonzdalez, et al; 2008]. Sin embargo, se debe realizar cariotipo con bandas GTG como parte
del protocolo para descartar una alteracion cromosomica relacionada con el RM.

El sindrome de X-fragil es la causa heredada mas comun de RM en varones y la
segunda de causa genética, solo después del sindrome de Down. Aproximadamente 2% de
todos los pacientes con RM (de ambos géneros) tiene una mutacién en este gen (con una

prevalencia en el rango de 0 a 28.6%), por lo debe ser considerado en pacientes con retraso
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mental inexplicable en presencia de una historia familiar positiva, un fenotipo consistente y

ausencia de anormalidades cromosomicas aparentes [Moeschler, et al; 2006].

Los dos pacientes estudiados tuvieron cariotipo normal, lo que era esperado, debido a
que no se realizé la técnica con medio deficiente de folatos para la expresion del sitio fragil, se
leyeron solo 30 metafases para descartar alguna otra aberracibn cromosomica. A ambos
pacientes se les realizaron las pruebas moleculares para el diagnéstico del sindrome, pero

lamentablemente desconocemos los resultados.

Sindrome de Beckwith Wiedemann. El sindrome de Beckwith Wiedemann se
caracteriza por sobrecrecimiento de musculos, lengua, corazoén, higado vy rifion. En 50% de los
casos se deben a alteraciones en la regulacién epigenética de genes improntados en la regién
11p15.5. En 30-50% de los pacientes se presenta hipoglucemia, o que da por consecuencia
RM si no se atiende a tiempo [Miller, et al; 2001b], del caso que ingreso con este diagndstico,
no contamos con expediente clinico, sin embargo, el analisis citogenético se realizé con el fin
de descartar una alteracion cromosémica relacionada con el brazo corto del cromosoma 11 en
la regidn pl15.5, ya sea una delecién o una duplicacion o incluso un rearreglo balanceado que
altere la regulacion de los genes improntados en esa region. El cariotipo fue normal, lo que no
descarta mutaciones o microdeleciones en el centro de impronta, alteraciones epigenéticas ni

DUP que nos lleve a este fenotipo.

Sindrome de Prader Willi. Para la confirmacién del diagnéstico se deben realizar
estudios de metilacién, con lo cual se corroboran 99% de los casos, Sin embargo para poder
brindar un asesoramiento genético adecuado debe establecerse la causa del sindrome. Debido
a que 70% de los pacientes presenta delecién del cromosoma 15g11.2 paterno [Gardner, et al;
2004e€], se realiza el FISH para la region critica, cuando los estudios de FISH son normales,
deben indicarse estudios para descartar tanto la disomia uniparental (en el 28% de los casos)
como mutaciones o alteracioes en el centro de impronta (1%) [Gonzalez, et al; 2008]. En
nuestro caso, se realizaron los estudios de metilacion, sin embargo desconocemos los
resultados. En paralelo se realizd cariotipo convencional para descartar una probable causa
cromosomica relacionada al fenotipo. El paciente estudiado de 11 afos, con abdomen globoso
y RM tuvo cariotipo normal.
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Sindrome de Angelman. El sindrome de Angelman tiene un retraso mental severo,

convulsiones, ausencia del habla y risas inapropiadas [Miller, et al; 2001b], el 70% de todos
casos son debidos a deleciones en el cromosoma materno y 10-15% se deben a mutaciones
en el gen UBE3A [Buggenhout, et al; 2009].

Otras condiciones clinicas que pueden ser similares a las caracteristicas clinicas del
sindrome de Angelman, en especial durante la infancia, son el sindrome de Rett, la delecion
terminal 22q13.3, el sindrome de Mowat-Wilson, el sindrome de retraso mental ligado al
cromosoma X con alfa talasemia (ATR-X), el sindrome de Lennox-Gastaut, la encefalopatia
estatica con retraso mental, el autismo infantil y la pardlisis cerebral no especifica [Gonzélez, et
al; 2008]

En el caso estudiado, la paciente ingresé por sindrome de Angelman y se le realizd
cariotipo bajo el mismo procedimiento que en el caso del paciente con sindrome de Prader Willi.
Sin embargo, debido a la edad de la paciente (3 afios) y a los datos clinicos presentes, se
decidio realizar el diagnéstico diferencial de sindrome de Rett. Estas pacientes a partir de los 6
a los 18 meses, cursan con una desaceleracion del crecimiento de la cabeza, tienen
comportamiento autista y movimientos caracteristicos de las manos. El diagnostico se hizo por
busqueda de mutaciones en el gen MECP2 las cuales se encuentran en aproximadamente 70-
80% de todos los casos de sindrome de Rett clasico [Ballestar, et al; 2005]. El diagndstico fue

positivo a mutacion en MECP2 y como era de esperarse el resultado del cariotipo fue normal.

Sindrome de Aicardi. Las caracteristicas principales de este sindrome son
encefalopatia, lupus eritomatoso, problemas neuronales, microcefalia y RPM. Se han
identificado mutaciones en los genes AGS1, AGS2, AGS3, AGS4, y AGS5, que codifican para
una endonucleasa, y que se encuentran en los cromosomas 3p21, 13ql14, 11913, 19p13 y
20911 respectivamente [Crow, et al; 2009]. Al paciente que ingreso con este diagndstico, cuyas
caracteristicas clinicas incluian: hernia umbilical, sepsis, esplenomegalia e insuficiencia
respiratoria, se le realiz6 cariotipo para descartar alguna aberracion cromosomica que implicara

alguna de las regiones cromosémicas antes mencionadas, sin embargo, el cariotipo fue normal.

Sindrome de Marden Walker. Se caracteriza por micrognatia, paladar hendido, orejas
de implantacion baja, contracturas articulares congénitas, disminucion de la masa muscular y

retraso psicomotor, aungue hay muy pocos pacientes reportados, se cree que la herencia de
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este sindrome es autosdmica recesiva [Garavelli, et al; 2000]. En nuestro caso, al paciente se

le realiz6 cariotipo para descartar alguna aberracion cromosoémica que implicard genes
relacionados al fenotipo, el cariotipo también fue normal.

Cabe sefialar que la realizacion de cariotipo en algunos pacientes con sindromes
monogénicos ha llevado a la localizacion de los genes implicados al detectar en ellos
principalmente rearreglos cromosémicos que implican rompimientos en los loci de los genes
implicados [Strachan; 2006Db].

7.4.3.2 Cariotipo anormal y estudios adicionales
Sindrome de Edwards. Aunque no fue posible revisar el expediente de esta paciente,

era de esperarse que el cariotipo resultara anormal, dadas las caracteristicas clinicas que
describen esta aneuploidia. El cariotipo resulté 47,XX,+18, alrededor del 80% de los nacidos
vivos con esta aneuploidia son mujeres y la esperanza de vida es de 10 meses [Figuera, et al;
2001]

Pacientes con Sindrome de Wolf Hirschhorn (WHS).

El propdsitus y su hermana (Figura 27A y 27B respectivamente) tenian fenotipo clinico
de Sindrome de Wolf Hirshhorn (Tabla 16). Por lo que se realiz6 cariotipo de alta resolucion
para confirmar la delecion. Se ha comprobado que 45% de los casos son producto de una
traslocacion criptica [Avifia, et al; 2008] por lo que también se les realizé cariotipo a los padres
para corroborar (dado que se trata de un caso familiar) si alguno de ellos era portador de un
rearreglo cromosémico balanceado. Los resultados de las pruebas citogenéticas y gendmicas
(Figuras 28-37) demostraron que el padre era portador de una insercion, en la cual, la region
distal del brazo corto del cromosoma 4 se encontraba en la region NOR de uno de sus
cromosomas 15, con cariotipo, 46,XY,ins(15;4)(p12;p16.1p16.3), por lo que los hijos afectados
presentan solamente la monosomia 4p al haber recibido los cromosomas paternos der(4) y 15
normal, con cariotipos 46,XY,der(4)ins(15;4)(p12;p16.1p16.3)pat y
46,XX,der(4)ins(15;4)(p12;p16.1pl16.3)pat respectivamente como producto de una segregacion
adyacente | (Figura 38). La hija con fenotipo normal recibi6 ambos derivados paternos por lo
gue su cariotipo es: 46,XX,ins(15;4)(p12;p16.1p16.3) siendo una portadora balanceada al igual
gue su padre producto de una segregacion alterna (figura 38). Los riesgos de recurrencia para
el padre y para la hija portadora es de: 25% de productos con cariotipo normal, 25% portadores
balanceados como ellos, 25 % con WHS y 25% con trisomia de 4p. Otro tipo de segregaciones
como la adyacente 2, 3:1 0 4:0 darian productos no viables.
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46,XY,ins(15;4)(p12;p16.1p16.3)

Cromosomas 4 Cromosomas 15
4 normal | i 15 anormal
h
4 anormal 15 normal

Segregacion

Alterna Adyacente Adyacente 11

Figura 38. Diagrama de las segregaciones de los portadores de la insercion, la figura | muestra ambos
pares cromosémicos del lado izquierdo el cromosoma normal indicando los puntos de ruptura y del lado derecho el
cromosoma anormal. La figura Il corresponde a la cruz de paquiteno que se forma durante la meiosis. La figura Ill
corresponde a las posibles segregaciones. El gameto A da origen a un individuo normal, el B a un portador de la
insercion, el C corresponde a un individo con trisomia parcial de 4p, el D a un individuo con delecién de 4p y
presentaria WHS. Las figuras E y F corresponden a gametos que al fecundarse darian productos con trisomias y
monosomias casi completas, por lo que no serian viables, al igual que las segregaciones 3:1 y 4:0 que no se
muestran en la figura.
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Existen escasas publicaciones de familias con recurrencia de WHS, los casos publicados

principalmente son derivados de traslocaciones entre el brazo corto del cromosoma 4 y otros
cromosomas, algunos detectados por citogenética convencional y otros detectados y
caracterizados a partir de los resultados de aCGH (tabla 17). Generalmente no nace otro nifio
con WHS cuando se detecta como potador a alguno de los padres debido al diagndstico
prenatal.

TABLA 17. ALTERACIONES CROMOSOMICAS RELACIONADOS A WHS DETECTADAS A PARTIR DE
CASOS FAMILIARES Y DEL USO DE MICROARREGLOS
Alteracién cromosomica Historia Familiar
46;XX,der(4)t(4;10)(p16.3;p15)mat
(. 4)(q37(;p)1(5) )(p16.3,p15) WHS por TAR y FISH
46,XY,der(4),t(4;8) (p15.32;p22)
46,XY,der(4),t(4;8) (p15.32;p22)

Referencia
Goodship,et al; 1992

Wheeler, et al;1995
Wheeler, et al; 1995

2 afectados WHS, 4 generaciones
Caso familiar WHS
Tres afectados trisomia parcial 21 y

der(4)t(4;21)(p16.3;922.1)

monosomia parcial 4

Sebastio, et al; 1996

t(1;4) (q44,;p16.3)
t(4;8)(p16.2;p23.1)

Historias familiares con deleciones

Partington, et al; 1996

1(4;21)(p16.3,q22.3) y duplicaciones

Hermanos

45 XXIXY der(4)t(4:22)(p16.3:q11.2)mat,-22 | WHS con VCF Reddy, et al; 1996
. . Cinco generaciones, varios , .
46,XX,der(4)t(4;11)(p16.3;p15.5)pat afectados WHS Reid, et al; 1996

t(4;11)(p16.1;923.3)

46,XX, der(4)t(4;15)(p16.3;p11.2)
46,XY,der(4)t(4;15)(p16.2; p11.2)
46,XY,der(4)t(4;14/22)(p16.1;14/22)
der(4)t(4;11)(p16.1;923.3)

4 abortos, una hija WHS Panasiuk, et al; 2007

WHS, casos familiares South, et al; 2008

Iwanowski, et al;2011

WHS y otras malformaciones

A la fecha, solo hay un caso publicado con insercion del cromosoma cuatro
(46,XY,ins(2;4)(p24;p15.3p13))[Asamoah, et al; 1998], sin embargo, el paciente no esta
afectado con WHS debido a los puntos de ruptura del rearreglo cromosémico de este caso.

En un estudio de 33 pacientes por aCGH se encontr6 que 15 fueron producto de
traslocaciones desbalanceadas, que fueron detectadas por una trisomia parcial de otro
cromosoma y monosomia parcial de 4p, los brazos cortos de los cromosomas 8,11 y 15 fueron
los mas frecuentes, 5/15 fueron heredados y el resto de novo [Panasiuk, et al; 2007].

El uso de aCGH para caracterizar sindromes de delecion como el WHS presenta ciertas
ventajas, caracteriza la monosomia en los pacientes que previamente se ha detectado la
delecién, ya sea por cariotipo o por FISH, ademas, puede revelar traslocaciones cripticas
desbalanceadas. Por otra parte, brinda informacion adicional del tamafio aproximado de la
delecion y duplicacion en el caso de traslocaciones desbalanceadas que no pueden

caracterizarse usando FISH de regiones subteloméricas. Esta metodologia ha permitido
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demostrar que las traslocaciones en los pacientes con WHS son mas frecuentes que lo que

previamente se reportaba [Panasiuk, et al; 2007].

Se ha buscado una correlacion entre las manifestaciones clinicas y el tamafio de la
delecién en el WHS, de algunas caracteristicas, si ha sido posible hacer la correlacion. Sin
embargo, hay reportes de pacientes atipicos que parecen tener manifestaciones mayores o
menores que las predichas por el tamafio de la delecion. La hipotesis que se plantea en
algunos de estos casos, es que puede ser debido a traslocaciones desbalanceadas no
reconocidas, donde el material trisbmico puede ser el responsable de la desviacién en las
manifestaciones clinicas [South, et al; 2008].

Por otra parte, el aCGH no reconoce traslocaciones desbalanceadas que involucran los
brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos, estas regiones no estan presentes en las
plataformas de aCGH, lo que se considera como una desventaja, ya que como se sefialo
anteriormente, estas traslocaciones no son raras (alrededor del 20%) [South, et al; 2008].

En otro estudio, de un total de 11688 individuos con discapacidad mental y cariotipo
normal, a quienes se les realizé6 FISH con sondas subteloméricas, 15 pacientes presentaron
delecibn de 4p y en 7 de éstos (46.6%) la delecion fue parte de una traslocacion
desbalanceada [Panasiuk, et al; 2007]. En otra serie, de 145 traslocaciones identificadas, 17
(11.7%) involucran brazos cortos de cromosomas acrocéntricos translocados en otros
cromosomas [South, et al; 2008].

Por otra parte, se han reportado estudios de diagnéstico prenatal usando microarreglos a
partir de la deteccion de alteraciones cromosomicas en los fetos. Asi se reporté un producto con
WHS por edad materna avanzada, el resultado del microarreglo y el cariotipo fue
46,XY,der(4)t(4;10)(p16.1;p15.3),dup(8)(p21.3p22), el cariotipo convencional y los microarreglos
de los padres resultaron normales [Chen, et al; 2011]. Sin embargo, se deberian realizar otras
pruebas citogenéticas para descartar que los padres sean portadores de un rearreglo
balanceado.

La no deteccion de rearreglos balanceados y desbalances en brazos cortos de
cromosomas acrocéntricos se convierte en una limitacion de los microarreglos en la
caracterizacion de los rearreglos gendmicos en pacientes con WHS y otras patologias. Por ello,
es fundamental que se realice cariotipo junto con otras técnicas convencionales y analisis con
FISH tanto en el afectado como en los padres, los cuales pueden ser portadores de

traslocaciones cripticas que pueden conferir un riesgo de recurrencia significativo.
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Es importante sefialar, como se demostré en los casos estudiados, que una revision

clinica exhaustiva y la integracién de un diagndstico presuntivo, es indispensable para que el
empleo de las técnicas citogenéticas, moleculares y gendémicas puedan hacerse de manera
adecuada y obtener un diagnostico preciso en los pacientes con RM con o sin defectos
congénitos asociados. Esto permitié otorgar un asesoramiento genético a los pacientes y a sus

familias.

Los padres de pacientes con RM, frecuentemente preguntan por un riesgo de recurrencia
en un futuro hijo. Si el paciente tiene un sindrome conocido y caracterizado o si los padres son
portadores de algun rearreglo cromosémico, el riesgo de recurrencia puede ser dirigido e
incluso ofrecerles diagnostico prenatal. Para pacientes con RM no sindromico en quienes no se
ha detectado una alteracién genética, y no hay historia familiar positiva, el riesgo empirico de

RM para un proximo hijo es de 8% [Tzschach, et al; 2007]
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% La elaboracion de una buena historia clinica y el analisis exaustivo de las caracteristicas

8. CONCLUSIONES

fenotipicas del paciente con RM son fundamentales para establecer un diagnéstico
presuntivo y para realizar pruebas genéticas dirigidas hacia la confirmacion de dicho

diagnéstico.

% De 59 pacientes estudiados 27 (45.7%) tuvieron cariotipo anormal, de éstos, 77.7% (21/27)
corresponde a pacientes con Diagndstico de sindrome de Down, 11.1% (3/27) a pacientes
con diagnéstico de RM/RPM no sindrémico, 7.4% (2/27) a pacientes con diagnéstico de
sindrome de Wolf Hirshhorn y 3.7% (1/27) a sindrome de Edwards.

% Es importante realizar el cariotipo a los pacientes con diagnéstico de SD para confirmar la
trisomia 21 libre y poder descartar alteraciones cromosémicas y mosaicos en este tipo de
pacientes ya que el resultado de cariotipo repercute directamente en el asesoramiento
genético. Cuando se detecta una alteracion cromosOmica es necesario realizar cariotipo a
los padres para identificar a un probable portador y dar asesoramiento para riesgos de
recurrencia de la alteracibn encontrada. También es importante contar un ndamero

significativo de células para poder descartar mosaicos y dar el asesoramiento adecuado.

% Los pacientes con diagndstico de SD con cariotipo normal, requieren de pruebas adicionales
como FISH para la regién critica de SD, y el analisis de un mayor nimero de metafases y de

otro tejido para descartar un probable mosaicismo que este relacionado con el fenotipo.

+ Se pudieron identificar dos rearreglos cromosomicos en los pacientes con RM/RPM, en uno
un rearreglo desbalanceado y en el otro un cromosoma marcador. A estos se les realizaron
pruebas adicionales para caracterizar el rearreglo, sin embargo, aunque fueron informativas,

no fueron concluyentes para determinar el origen del material genético extra.

% Los pacientes con Diagndéstico de RM/RPM que tuvieron cariotipo normal, requieren pruebas
adicionales, como técnica de alta resoluciéon (mas de 650 bandas), FISH para regiones
subteloméricas, aCGH y/o microarreglos para SNP o CNV para descartar ganancias y/o

pérdidas submicroscopicas, o desbalances genomicos.
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% EIl resultado de cariotipo normal en los pacientes con sospecha de algun sindrome

monogénico en particular, resulta informativo para el genetista clinico, pues se descartan
alteraciones cromosomicas adicionales al diagndstico del paciente o permiten la

identificacion de alguna asociada al padecimiento.

% El caso familiar de WHS es un ejemplo claro de la complementacion de todas las técnicas y
tecnologias con las que contamos actualmente para identificar y caracterizar rearreglos

cromosomicos determinando el tamafio de las regiones implicadas.

% Las técnicas de citogenética convencional, son herramientas primordiales para el estudio de
pacientes con RM, ya que nos permiten identificar ganancias y pérdidas de material

genético, traslocaciones, inversiones y otros rearreglos cromosémicos balanceados.

% Las técnicas de citogenética molecular como el FISH, aCGH y aSNP nos permiten detectar
ganancias y pérdidas submicroscépicas de material genético, que no pueden observarse por
citogenética convencional, sin embargo, no pueden detectar rearreglos balanceados ni
rearreglos que involucren brazos cortos de cromosomas acroceéntricos, por otra parte, todas
alteraciones que se encuentren por microarreglos, deben confirmarse por otras técnicas

moleculares como el FISH.
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ANEXO I

PREPARACION DE REACTIVOS

1. ACIDO CLORHIDRICO 0.01N.
Se miden 8mL de HCI concentrado (37%) y se aforan a 1L con agua destilada, la solucién
se almacena en un recipiente de vidrio a temperatura ambiente.
2. ALBUMINA BOVINA.
Se disuelven 0.1g de Albumina bovina (GIBCO) en 5 mL de agua destilada, una vez
disuelto se agregan 50uL de acido formico (MERCK).
3. BROMURO DE ETIDIO.
Pesar 1mg de Bromuro de Etidio y disolver en 10mL de agua inyectable.
4. COLCHICINA AL 0.02%.
Pesar 2 mg de colchicina (GIBCO) y diluir en 10mL de agua inyectable.
5. ETANOL AL 70%
Se miden 35mL de etanol absoluto y se agregan 15 mL de agua destilada, la mezcla se
mantiene cerrada.
6. ETANOL AL 85%
Se miden 42.5mL de etanol absoluto y se agregan 7.5mL de agua destilada.
7. MEDIO RPMI 1640 SUPLEMENTADO.
Adicionar en condiciones de asepsia, a un frasco de 100mL de medio RPMI 1640, 10mL
de suero fetal bovino.
8. NITRATO DE PLATA (AgNOs) al 50%
Se pesan 2.5g de AgNOg; y se disuleven en 5mL de agua destilada.
9. SOLUCION 0.4XSSC-0.3% NP40
Se miden 20mL de solucion 20XSSC, 3 mL de NP-40 y se afora a 1L con agua destilada
evitando la formacién de espuma. La solucion se guarda a 4°C en un recipiente de vidrio.
10. SOLUCION 2XSSC 0.1%, NP40
Se miden 100mL de solucion 20XSSC, 1 mL de NP-40 y se afora a 1L con agua destilada

evitando la formacién de espuma. La solucion se guarda a 4°C en un recipiente de vidrio.
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11.

12.

13.

14.

-
SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS pH 6.8.
Pesar 7.08g de Na;HPO, (MERCK) y disolver en un matraz aforado de 1L con agua
destilada, agregar poco a poco 6.74g de KH,PO, (MERCK) y aforar a 1L, medir pH y
ajustar.
SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS pH 7.
Pesar 8.65g de Na,HPO, (MERCK) y disolver en un matraz aforado de 1L con agua
destilada, agregar poco a poco 5.26g de KH,PO, (MERCK) y aforar a 1L, medir pH vy
ajustar.
SOLUCION DE MADURACION 2XSSC.
Medir 5 mL de solucién 20XSSC vy diluir con 45mL de agua destilada
SOLUCION HIPOTONICA (KCI 0.075M)
Pesar 5.5912¢g de KCI (MERCK) y aforar con agua destilada a 1 L
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ANEXO 11
2?3 Egﬁ:t HosPITAL GENERAL DE MEXxiIco O.D.
de MEXICO SERVICIO DE GENETICA

México DF. 13 de diciembre de 2011

M. en C. Alicia Beatriz Cervantes Peredo
Investigador en Ciencias Médicas
Presente.

Estimada M. en C. Cervantes:

Los abajo firmantes participantes en el Proyecto de Investigacion No.
DIC/11/310/04/42 de la Direccion de Investigacion del Hospital General de México y
Proyecto CONACYT “Estudio multicéntrico y multidisciplinario para el diagnéstico
clinico-molecular y manejo -de niflos mexicanos con Retraso Mental” con Clave no.
2005-c01-13947, autorizamos el uso de los datos obtenidos del analisis con
microarreglos 5.0 de Affymetrix de un caso familiar de Sindrome de Wolf-Hlirshhorn en
la tesis "DETECCION Y CARACTERIZACION DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS
EN INDIVIDUOS CON RETRASO MENTAL QUE ACUDEN AL SERVICIO DE
GENETICA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO" que para obtener el titulo de
Quimica Farmacéutica Bidloga presenta la alumna de la Facultad de Quimica, U.N.A.M.
Luz Maria Gardufio Zarazta y de la cual Ud. es asesora. El empleo de estos datos
contribuira a mostrar la forma en que actualmente se deben estudiar los pacientes con
Retraso Mental.

Atentamente
4 / ) \
Al 7 7 £ 1 y \
“Dra. Susana H. Kofman Ebstein Dr. Carlos A. Venegas Vega
Consultor técnico Médico Especialista

Dr. Fernando Fernandez Ramirez
Investigador en Ciencias Médicas

UNIDAD 311-A  TeEL 27892000 EXT 1278 Y 1279
DRr BALMIS 148
CoLDoctores CP 06726
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