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RESUMEN:

Introduccion: Las cromosomopatias, enfermedades derivadas de una aberracion numérica
o estructural en los cromosomas de un individuo, se presentan en 2-3% de los neonatos y
son una causa importante de morbimortalidad. El cariotipo con bandas GTG es la herramienta
diagnostica mas utilizada en nuestro pais para la identificacion de alteraciones cromosémicas
por su costo bajo y accesibilidad. EI cromosoma 18 es el segundo autosoma con menor
cantidad de genes, entre las anomalias reportadas para este cromosoma se encuentran la
trisomia 18, la monosomia parcial de su brazo corto o del brazo largo, anillos, inversiones y
tetrasomia 18p, ademas de ser uno de los cromosomas implicados con mayor frecuencia en
translocaciones balanceadas.

Objetivo: Identificar las alteraciones del cromosoma 18 reportadas en los resultados de los
cariotipos con bandas GTG realizados en el laboratorio de citogenética del Servicio de
Genética del Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga (HGMEL) durante el periodo
comprendido del 1 de enero de 1980 al 31 de diciembre de 2018.

Resultados: Durante los 39 afios compilados se presentaron 32 648 pacientes de primera
vez. A 9 467 (29.0%) de los pacientes de primera vez se les solicitd un estudio cromosémico,
se reportaron 7 781 cariotipos y en 25.3% (1 969 casos) se detectaron anormalidades
cromosOomicas numeéricas o estructurales. La principal causa de solicitud del estudio fue
retraso piscomotor con o sin discapacidad intelectual, seguido de alteraciones en el desarrollo
sexual. Las anomalias del cromosoma 18 representaron el 2.4% (48 casos) de todas las
aberraciones detectadas, siendo la mas frecuente la trisomia del cromosoma 18 con una
relacion mujer:hombre 2:1, seguida de la delecién 18p. No se reportaron inversiones o anillos
de este cromosoma.

Discusion: En el periodo 1980-2018 se detectaron 27 casos con trisomia 18 pura y 6 casos
en mosaico con una linea normal, siendo la anomalia mas frecuente, la deteccion de trisomia
18 en mosaico fue mayor que la reportada en la literatura. La relacion mujer:hombre no
concuerda con la literatura presentando més casos masculinos de los esperados, si bien para
el subperiodo 2007-2018 la tendencia se revirtid. La delecion del brazo corto es la segunda
de las anomalias del cromosoma 18 mas reportada con 8 casos, se presentaron dos casos
tanto de la delecion de brazo largo del 18, como de la tetrasomia 18p y de las translocaciones.
La aberracion menos frecuente fue la presencia de material adicional en el cromosoma 18,
con un solo caso. La frecuencia de las anomalias detectadas concuerda con lo reportado en
la literatura a excepcion de la delecion del brazo largo del 18 en la que se detectaron menos
casos de los esperados.

Conclusion: Este trabajo permitié detectar las alteraciones correspondientes al cromosoma
18, asi como la frecuencia de las mismas al demostrar la utilidad del cariotipo con bandas
GTG en el HGMEL.




1. ANTECEDENTES:
1.1 HISTORIA DE LA CITOGENETICA

La citogenética es el campo de la genética que comprende el estudio de la estructura y
funcién de los cromosomas. Los cromosomas fueron observados por primera vez a
finales del siglo diecinueve, su nombre deriva de las palabras griegas chrom (coloreado)
y soma (cuerpo). El término fue acufiado por el anatomista aleman Heinrich Wilhelm
Gottfried von Waldeyer-Hartz, quien observé algunos objetos coloreados en el nicleo de
las células que debian ser los responsables de la herencia de las caracteristicas
(McKinlay Gardner KJ, et al., 2012).

El estudio detallado de los cromosomas humanos fue posible en 1952, gracias al trabajo
de Hsu con soluciones hipoténicas, dicho tratamiento permite que los cromosomas en
metafase se dispersen y visualicen de manera individual. La contribucion de Tjio y Levan
en 1956, al establecer que el numero correcto de cromosomas humanos es de 46 (Figura
1), marcé un hito, pues diferia del reportado previamente de 48 como numero diploide
por Painter en 1923, quien tomaba al cromosoma 1 como dos cromosomas
independientes (Ruddle FH, 2004).

Figura 1. 46 cromosomas en metafase obtenidos de cultivo de fibroblastos de pulmén de embrién humano
(Tjio JH y Levan A, 1956).




El nacimiento de la citogenética clinica se da en 1959 cuando Lejeune y colaboradores
demostraron que el sindrome de Down es causado por una copia extra del cromosoma
21 (Lejeune J, et al., 1959), mientras que Jacobs y Strong mostraron que un cromosoma
X extra es responsable del sindrome de Klinefelter (Jacob PA y Strong JA, 1959). El
desarrollo de la citogenética clinica florecié a principios de la década de los 70 al
desarrollarse técnicas que permitian tefiir cada cromosoma con un patrén Unico de
bandas, llevando a su identificacion individual. La primera técnica utilizada fue la tincién
con quinacrina que produce un patron de bandas Q, Lore Zech trabajé en identificar cada
cromosoma individualmente con este patron (Liehr T, 2019). Con el paso del tiempo se
crearon nuevas técnicas para el bandeo cromosémico. La tincion diferencial de los
cromosomas permitio identificar desviaciones del patron normal, lo que llevo a identificar

anormalidades cromosOmicas estructurales pequefias (Martin CL y Warburton D, 2015).

Pardue y Gall fueron los primeros en realizar hibridacion in situ para mapear secuencias
de DNA, es decir para obtener informacion de la localizacion de los genes (Pardue ML y
Gall JG, 1969). Esta metodologia fue usada para asignar los genes ribosomales (rDNA)
a las regiones organizadoras nucleolares (NOR) de los brazos cortos de los cromosomas
acroceéntricos. Debido a que el marcaje con radiois6topos consumia una gran cantidad
de tiempo y era impractico, se remplazd6 con marcaje fluorescente y el uso de
microscopios con luz UV. La hibridacion in situ fluorescente (FISH) se convirtié en la
metodologia estandar para la deteccion de deleciones y duplicaciones muy pequefias,
incluso submicroscoépicas, responsables de des6rdenes genomicos, mediante la
utilizacién de sondas comerciales producidas para ello (Ferguson Smith MA, 2015; Liehr
T, 2019).

A partir de esa tecnologia se desarrollaron otras metodologias para facilitar la deteccion
de aberraciones, como el pintado reverso (reverse painting), SKY (spectral karyotyping)
0 MFISH (FISH multicolor) (Vorsanova SG, et al., 2010). En afios mas recientes, han
surgido nuevos meétodos conocidos como de cariotipo molecular que permiten identificar
deleciones y duplicaciones submicroscopicas, entre estas estan: la hibridacion genémica
comparativa sobre microarreglos (aCGH) que depende de la comparaciéon del genoma

de un paciente con el de un control normal o bien el uso de microarreglos de variantes




de un solo nucleétido (SNV) que tienen la capacidad para detectar también secuencias
especificas de variantes en el nimero de copias (CNV) ya que pueden contener mas de
un millébn de marcadores, esto permite encontrar desbalances muy pequefios en el
genoma (< 20 kb), asi como regiones con disomia uniparental y genotipificar para las
SNV (Emanuel BS y Saitta SC, 2007).

1.1.1 Citogenética clasica

Los cromosomas se condensan y se vuelven visibles al microscopio durante la mitosis,
tienen una apariencia lineal con dos brazos unidos por un centrémero. Actualmente,
reconocemos como un cromosoma en metafase a dos cromatidas hermanas unidas en
el centromero por proteinas de union (cohesinas) (Ferguson-Smith MA, 2015). Los
telébmeros, son las regiones que se encuentran en las zonas mas distales de los
cromosomas, se encargan de sellar los extremos y otorgan estabilidad al material
genético. Son estructuras altamente conservadas formadas por repetidos en tandem de

la secuencia TTAGGG en humanos (Turnepenny PE y Ellard S, 2012).

El término cariotipo describe los cromosomas de un individuo, tejido o linea celular y
puede ser normal o anormal, constitutivo o adquirido y es resultado del andlisis ordenado

y sistematizado de los cromosomas (ISCN, 2016).

Para su estudio, los 46 cromosomas humanos se asocian en 23 pares de homadlogos, un
cromosoma de cada par tiene origen materno, mientras que el otro es de origen paterno.
Para 22 pares cada miembro (homodlogo) tiene exactamente la misma morfologia en
ambos sexos, a estos se les conoce como autosomas; mientras que el par restante, el
par sexual, es diferente: en las mujeres es XX; mientras que los hombres tienen un

complemento XY (Nussbaum RL, et al., 2008).

En un cariotipo sin patron de bandas, los cromosomas se numeran en forma de acuerdo
a su tamafo decreciente del 1 al 22, X y Y. Por la posicion del centromero se clasifican
como metaceéntricos si el centrémero (cen) se encuentra a la mitad del cromosoma,

submetacéntricos si el centromero se localiza intermedio entre la mitad del cromosoma 'y
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el final y acrocéntricos si el centrémero se encuentra cerca de la zona terminal y presenta

satélites. Debido a la influencia francesa en la nomenclatura, el brazo corto se designa

con la letra p (por petit, pequeio) y el largo con la letra q (letra siguiente en el alfabeto)

(Nussbaum RL, et al., 2008). Los cromosomas se organizaron en siete grupos (A-G)

basados en: (1) el tamafio de cada cromosoma expresado como proporcion del tamafio

total de un haploide normal (22 autosomas y un cromosoma X); (2) el indice de brazos

de los cromosomas, expresado como la relacion entre la longitud del brazo mas largo y

la del brazo corto y (3) el indice centromérico, que expresa la proporcidén entre el tamafio

del brazo corto y el largo total del cromosoma, en un orden descendente del tamafio y la
posicion del centrémero (Tabla 1) (ISCN, 2016).

Tabla 1. Clasificacion de los cromosomas humanos (ISCN, 2016).

Grupo Caracteristicas
A (1-3) Cromosomas largos, el 1y el 3 son metacéntricos y el 2 es submetacéntrico.
B (4-5) Cromosomas largos, submetacéntricos.
C (612, X) Cromosomas de tamafio medio, submetacéntricos. El cromosoma X se
’ encuentra entre los cromosomas mas grandes de este grupo.
D (13-15) Cromosomas de tamafio medio, acrocéntricos con satélites.
E (16-18) Cromosomas relativamente  pequefios, metacéntrico el 16 vy
submetacéntricos el 17 y el 18.
F (19-20) Cromosomas pequefios metacéntricos.
Cromosomas pequefios, acrocéntricos con satélites.El cromosoma Y no
G (21-22,Y)

presenta satélites es submetacéntrico.

11




De manera convencional, para facilitar su analisis los cromosomas son capturados en
una fotografia y acomodados en pares por tamafio del 1 al 22 con el brazo p hacia arriba.
Este tipo de representacion se conoce como cariograma (Figura 2). A la representacion
esquematizada de un cariotipo se le llama idiograma y por lo general, representa el patron
de bandeo correspondiente a cada cromosoma (ISCN, 2016).
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Figura 2. Cariograma 46,XY con bandas GTG de un individuo masculino normal, cortesia de M. en C.
Adriana del Castillo Moreno, Servicio de Genética, HGMEL.

El cariotipo con bandas se realiza a partir de células en mitosis que se detienen en
metafase, por lo general linfocitos T de sangre periférica. Las metafases obtenidas
requieren un tratamiento para generar un patron de bandas caracteristico, siendo el mas
utilizado el bandeo GTG (bandas G, con tratamiento con Tripsina para desnaturalizar las

proteinas y tefiidas con colorante de Giemsa) (Turnepenny PE y Ellard S, 2012). Una
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banda se define como la parte de un cromosoma que es claramente distinguible del
segmento adyacente pues se observa mas clara o mas obscura (ISCN, 2016).

Los linfocitos presentan dos propiedades que los convierten en las células de eleccion
para realizar un estudio citogenético: su obtencion es sencilla, con minimo riesgo para el
paciente y es facil estimularlos, mediante un mitbgeno para que se dividan y bloquear la
division para detenerlos en metafase (ANEXO [). Los cromosomas del pequefio niumero
de linfocitos estudiados se consideran representativos de la constitucion de todas las

células del cuerpo (McKinlay Gardner RJ, et al., 2012).

Las técnicas citogenéticas se han utilizado para la identificacion de anormalidades
cromosOmicas en pacientes con retraso en el crecimiento y desarrollo, discapacidad
intelectual, alteraciones del espectro autista, malformaciones congénitas, dismorfias
faciales, epilepsia, infertilidad (amenorrea, azoospermia), pérdidas gestacionales

recurrentes, asi como en enfermedades neoplasicas (Hu J, et al., 2006).

1.1.2 Citogenética molecular

Durante la década de los noventa, se desarrollaron las técnicas de citogenética
molecular, estas se definen como la fusidn entre la citogenética clasica con las técnicas
de biologia molecular (Romana SP y Vekemans M, 2005). Tienen su fundamento en la
capacidad de una hebra sencilla de DNA con una secuencia particular o conocida,
llamada sonda, de unirse a una secuencia blanco, a la cuél es complementaria, en un
cromosoma en metafase, un nucleo en interfase o en una fibra de cromatina. A este
proceso se le conoce como hibridacion de acidos nucleicos (Turnepenny PE y Ellard S,
2012).

La citogenética molecular provee un analisis de alta resolucién y especifico, de la
estructura y comportamiento de los cromosomas en cualquier etapa del ciclo celular, es
usada con frecuencia para detectar desbalances cromosomicos y rearreglos balanceados
(Vorsanova SG, et al., 2010).
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Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Como ya se menciond la hibridacion in situ, se utilizé por primera vez en 1969 (Pardue
ML y Gall JG, 1969). Desde finales de 1980, las técnicas de FISH se han utilizado para
incrementar la sensibilidad en la deteccién de anormalidades submicroscépicas como
microdeleciones/microduplicaciones, rearreglos subteloméricos desbalanceados y en la

identificacion del origen de cromosomas marcadores (Martin CL y Warburton D, 2015).

En metafases, el FISH da informacion no solo del nimero de copias presente sino
también de la posicion de la sonda, volviéndose el método estandar para mapeo genético.
El limite de deteccidén para un FISH puede ser de hasta 50 kb en un andlisis de rutina
(Martin CL y Warburton D, 2015).

Los cromosomas artificiales de bacterias (BAC), cuyo tamafio aproximado esta en 100
kb son muy utilizados para crear sondas de FISH. Las sondas utilizadas para FISH estan
marcadas con un fluorocromo, por lo que una vez que hibridan con la muestra del
paciente, permiten que la region en estudio se observe en un microscopio de
fluorescencia que contenga el filtro adecuado para la visualizaciéon del fluorocromo
(Figura 3). Las sondas se pueden clasificar de acuerdo al tipo se secuencia de DNA que
tienen y al patrén de marcas que produciran, tales como: de secuencias repetidas
(centrémeros y telomeros), de secuencia especifica (para una secuencia de copia Unica
o subteloméricas para cromosomas especificos) y para pintado de un cromosoma

completo (Turnepenny PE y Ellard S, 2012; Vorsanova SG, et al., 2010).
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Desnaturalizado e
Hibridado

T Sonda de DNA

Marcado con una molécula fluorescente

Sonda de DNA

Figura 3. Fundamento de la técnica de Hibridacién in situ Fluorescente. Una molécula de DNA bicatenaria
conocida (sonda), es marcada por sintesis in vitro con un fluorocromo. Se desnaturaliza el DNA de la
muestra fijada en la laminilla a 70-72°C con la adicion de formamida y de la sonda. Se incuba a 37°C en
camara humeda para que la sonda que se encuentra en mayor cantidad que la cadena de DNA
complementaria se una a la secuencia blanco. Se realizan varios lavados modificando concentraciones de
sales y/o temperatura para eliminar el exceso de sonda y la hibridacion no especifica. Se analiza en un
microscopio de fluorescencia, la marca del fluorocromo se observa unida su blanco en el cromosoma

correspondiente o en los nucleos en interfase (modificado de Green ED, 2015).

Existe una gran cantidad de fluorocromos disponibles, cada uno se caracteriza por un
espectro de emision y uno de excitacion, el uso de un fluorocromo como sefial Unica o de
varios fluorocromos simultaneos depende de la distancia en el espectro y de la
instrumentacion (microscopio de epifluorescencia con los filtros correspondientes)
(Speicher MR, 2005).

A partir del FISH con sondas para pintado de cromosomas completos se han desarrollado

otras técnicas con el mismo principio. En el pintado reverso se clona y se marca el DNA
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de un cromosoma anormal y se hibrida contra metafases normales para revelar el origen
del DNA presente, por ejemplo, en un cromosoma marcador o en un derivativo que

presente material adicional (Ferguson Smith MA, 2015).

En otro método, el M-FISH se combinan sondas para el pintado de los 24 cromosomas
humanos; las sondas para cada cromosoma se marcan con una combinacién diferente
de 5 6 6 colorantes fluorescentes que absorben y emiten luz UV con distintas longitudes
de onda, su analisis se realiza mediante un programa especializado (Nussbaum RL, et
al., 2008).

Cariotipo molecular

El cariotipo molecular se realiza a partir de material genético que no se encuentra en
division celular, el DNA gendmico se extrae de la muestra problema. Se basa en dos
métodos: CGH sobre microarreglos y microarreglos que contienen SNV y CNV
especificas (Shah MS, 2017).

Las plataformas comerciales de placas o microarreglos estdn construidas en un
microarreglo bidimensional en el cual se fijan entre decenas de miles a mas de 1 millon
de SNV o sondas para secuencias especificas distribuidas a lo largo de todo el genoma.
Las sondas pueden ser BAC (80-200 kb) u oligonucledtidos (25-85 bp), el limite de
deteccion de un microarreglo estd dado por el nimero de sondas que contiene y la
distancia a la que se encuentran unas de otras en los cromosomas, para los arreglos de
SNV se tienen al menos dos sondas para el mismo locus que caracterizan a los alelos
conocidos (Emanuel BS y Saitta SC, 2007; Xin-Yan L, et al., 2012).

Microarreglos de CGH (aCGH)

Inicialmente, en la técnica de hibridacibn gendmica comparativa (CGH) se requeria
hibridar sobre metafases normales DNA gendmico del paciente marcado con un
fluorocromo verde y un DNA control marcado con fluorocromo rojo de manera

competitiva. Actualmente, la CGH se realiza sobre microarreglos para obtener un analisis
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del genoma con mayor resolucion, utilizando el mismo principio (Turnepenny PE y Ellard
S, 2012).

Al hibridar ambas muestras en la misma cantidad sobre la placa del microarreglo se
pueden observar pérdidas y ganancias de material genético por el color detectado. De
manera estandar si el nimero de copias entre el DNA control y el DNA del paciente es
igual el cromosoma se presentara de color amarillo o blanco (sobrelapamiento de misma
cantidad de rojo y verde) realizado por el programa, si el genoma del paciente presenta
ganancia se observara de color verde, debidoa que el material genético del paciente
hibrida preferentemente al estar en exceso el material de ese locus y si presenta pérdidas
se observa de color rojo, debido a que el DNA control marcado de rojo hibridara en mayor
proporcion (Figura 4) (Turnepenny PE y Ellard S, 2012; McKinlay Gardner RJ, et al.,
2012).

Los aCGH han demostrado ser una herramienta poderosa para detectar las CNV; sin
embargo, rearreglos balanceados como translocaciones e inversiones no son detectadas
usando esta metodologia. Aunque los aCGH proveen de un alto nivel de resolucion desde
una perspectiva diagnostica, la mayor dificultad con su interpretacion es asignar a las
CNV un significado clinico con relacién al fenotipo de la patologia en la que se detectan
(Emmanuel BS y Saitta SC, 2007).
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Figura 4. Fundamento de microarreglos de CGH. A) Se realiza a partir de dos muestras de DNA, las cuales
son fragmentadas y amplificadas, el DNA del paciente que se marca con un fluorocromo verde y el DNA
control que se marca con un fluorocromo rojo. Ambas muestras se colocan en la misma concentraciéon en
cada pocillo del microarreglo donde tiene fijado un DNA conocido. Si presenta una secuencia
complementaria el DNA hibrida, el equipo detecta la sefial emitida por el fluorocromo de la sonda que
hibrido. B) Ejemplo de resultado de un aCGH, las lecturas individuales para cada fluorocromo son
sobrepuestas por el equipo produciendo una grafica. C)Resultado de un microarreglo de SNV, presenta al
igual que el aCGH el nUmero de copias en una region y adicionalmente la variante alélica detectada.
(modificado de Salazar Montes AM, Sandoval Rodriguez AS y Armenariz Borunda JS, 2014; Martin CL y
Warburton D, 2015).
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Microarreglos de SNV

Los microarreglos de SNV detectan pérdidas y ganancias en el genoma completo igual
gue los aCGH, ademas genotipifican para los SNV incluidos. Utilizando un programa para
el analisis de los alelos, se puede detectar heterocigocidad, si se presentan dos alelos
diferentes, homocigocidad si la hibridacion se da en un solo alelo y la existencia de tres
alelos diferentes en un loci especificos (Figura 4C) (Martin CL y Warburton D, 2015).

La deteccion de homocigocidad puede ser aparente e indicar pérdida de DNA, como una
delecién y la presencia de tres alelos pueden indicar ganancia en el numero de copias
como una duplicacion o trisomia. Este tipo de arreglos tienen la ventaja de detectar
regiones con pérdida de heterocigocidad (como cuando los alelos presentes en los
cromosomas homologos provienen de un mismo cromosoma) lo que puede indicar la
presencia de regiones con disomia uniparental; que se define como la presencia de una
linea celular disbmica que contiene dos cromosomas (0 porciones del cromosoma)
heredados Unicamente de uno de los progenitores (Martin CL y Warburton D, 2015;
McKinlay Gardner RJ, et al., 2012).

1.2 ABERRACIONES CROMOSOMICAS

Las aberraciones cromosOmicas son cambios en el numero o estructura de los
cromosams producidos durante la meiosis o0 en las mitosis posteriores a la fecundacion
que provocan una anomalia constitutiva. En las numéricas el nimero diploide normal se
modifica, mientras que en las estructurales, por lo general, el nimero diploide se
mantiene, pero como su nombre lo indica la estructura de los cromosomas sufre cambios
como resultado de una o mas rupturas en su DNA de doble cadena y una incorrecta union
posterior (McKinlay Gardner RJ, et al., 2012).

1.2.1 Aberraciones numéricas y mecanismos de produccién

Las aberraciones numéricas se dividen en euploidias y aneuploidias. Las euploidias son
aguellas donde el numero de cromosomas en la célula es un multiplo exacto del nimero

haploide (n) diferente al numero normal de cromosomas de una especie, como aquellas
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en donde se gana uno o mas complementos haploides, conocidas como poliploidias
(triploidia 3n o tetraploidia 4n). En las aneuploidias, la célula presenta un numero
cromosomico diferente a un multiplo exacto del niumero haploide (Potapova T y Gorbsky
GJ, 2017).

Las triploidias resultan cuando se tienen 3 complementos haploides, mientras que las
tetraploidias constan de 4 complementos haploides. Las poliploidias por lo general
resultan en un aborto espontaneo de primer trimestre, y constituyen hasta 15% de los
abortos antes de la semana 12 de gestacion. De las triploidias de origen paterno (triploidia
androgénica), el 90% de los casos se da por fertilizacion dispérmica y solo el 10% se da
por la fertilizacion de un 6vulo haploide por un espermatozoide diploide. La triploidia por
diginia es resultado de la fertilizaciéon de un 6vulo diploide que se produjo por un error
durante la meiosis | 6 1l (Kubelka-Sabit K, et al., 2017).

En humanos, la aneuploidia durante la meiosis es la principal causa de infertilidad,
pérdidas gestacionales y defectos congénitos al nacimiento (Potapova T y Gorbsky GJ,
2017). Hasta 35% de los embarazos clinicamente reconocidos son aneuploides, y en
embriones preimplantacion la proporcion es sustancialmente mas alta (Capalbo A, et al.,
2017).

La pérdida de un cromosoma se denomina monosomia, mientras que la ganancia de un
cromosoma se conoce como trisomia. La Unica monosomia compatible con la vida es la
monosomia del cromosoma X o sindrome de Turner, sin embargo, el 98% se abortan
durante el primer trimestre del embarazo. Las trisomias compatibles con la vida son
aquellas que involucran al par sexual y a los autosomas 21, 18 6 13. Una trisomia pura
de otro autosoma resulta en un aborto espontaneo, si bien algunas pueden llegar a
sobrevivir cuando se presentan en forma de mosaico, como la trisomia 8 (Nussbaum RL,
et al., 2008).

Un mosaico se define como la presencia de dos o mas lineas celulares diferentes que
coexisten en un solo individuo y son provenientes de un solo cigoto; es decir son
genéticamente idénticas con excepcion de una aneuploidia o una mutacion (McKinlay

Gardner RJ, et al., 2012). Un mosaicismo cromosdémico general indica la presencia de
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dos o0 mas lineas celulares en todo el organismo, la aneuploidia en cuestion se deriva de
un evento mitdtico en los primeros dias del desarrollo embrionario, previo a la
diferenciacion celular. Un mosaicismo confinado es aquel que sélo se presenta en un
area o tejido en particular y se da mas adelante durante el desarrollo embrionario (Taylor
TH, et al., 2014).

La principal causa de aneuploidia en los humanos es la ocurrencia de errores en la
meiosis materna. Se estima que 20-25% de los ovocitos secundarios son aneuploides,
estos errores se incrementan dramaticamente conforme la edad avanza. Mientras que

sélo el 2% de los espermatozoides resultan aneuploides (Touati, SA y Wassman K, 2016).

La meiosis involucra dos divisiones sucesivas de la célula germinal sin una fase S
intermedia, en ellas los cromosomas homélogos (meiosis |) y las cromatidas hermanas
(meiosis 1) se separan para producir células haploides o gametos (Zanders SE y Malik
HS, 2015). Durante la meiosis | se da la recombinacion meiética, mediante la produccion
de rupturas de doble cadena y su posterior resolucion como entrecruzamientos. La
recombinacién resuelta como entrecruzamiento en el contexto del complejo
sinaptonémico, cumple dos funciones: incrementar la diversidad genética en la poblacion
y proveer una conexion fisica (quiasma) que mantiene a los cromosomas homélogos
unidos en una sola unidad bivalente, configuracion critica para una adecuada
segregacion durante la meiosis I. En la meiosis materna los quiasmas se establecen en
las etapas tempranas del desarrollo del ovocito durante la etapa fetal (MacLennan M, et
al., 2015; Capalbo A, et al., 2017).

El vinculo fisico entre los cromosomas homélogos, en combinacién con la mono-
orientacion de los centromeros hermanos, permite generar tensiéon cuando los
centréomeros homologos se unen a polos opuestos del huso y su alineamiento durante
metafase |I. Se requiere de al menos un quiasma entre cada par de cromosomas
homologos para asegurar una segregacion balanceada en meiosis | (MacLennan M, et
al., 2015). Existe una correlacion negativa entre el nimero de entrecruzamientos y la no
disyuncién de los cromosomas homologos. Las mutaciones que causan un decremento
en los entrecruzamientos también aumentan la frecuencia de no disyuncién (Radford SJ,

et al.,, 2016), la falla para completar entrecruzamientos en el ovocito contribuye a la
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formacion de un 6vulo aneuploide sin un efecto de edad materna (MacLennan M, et al.,
2015).

Durante la meiosis, la cohesion entre las cromatidas hermanas se libera en dos etapas.
En anafase I, la liberacidén de las cohesinas en las zonas distales permite la separacion
de los cromosomas homologos cuyos brazos han intercambiado segmentos mediante la
recombinacion. Durante la meiosis Il, las cohesinas centroméricas que mantienen los
cinetocoros hermanos unidos son degradadas, permitiendo a las cromatidas hermanas

moverse hacia polos opuestos (Potapova T y Grobsky GJ, 2017).

Cuando los cromosomas se replican en fase S, las cromatidas hermanas se unen por un
mecanismo llamado cohesion de crométidas hermanas, en mamiferos este mecanismo
esta mediado por cohesinas. El complejo cohesina esta formado por proteinas altamente
conservadas, posee tres subunidades que unen las dos moléculas de DNA (Figura 5).
Estas incluyen un nucleo heterodimérico formado por dos proteinas SMC (Structural
Maintanance of Chromsomes), SMC1 (SMC13 en meiosis) y SMC3 en forma de V, y una
subunidad de kleisina que cierra y estabiliza la estructura tipo anillo (REC8 y RAD21L en
meiosis) a la cual pueden asociarse otras proteinas (Figura 5) (MacLennan M, et al.,
2015; Ishiguro K, 2018).

Durante la anafase |, la separasa escinde la subunidad REC8 permitiendo la segregacién
de los cromosomas homologos. La proteina shugoshina (SGO) previene la escision de
RECS8 en la region pericentromérica, manteniendo a las cromatidas hermanas unidas
durante la meiosis | (Webster Ay Schuh M, 2017; Ishiguro K, 2018).

En mujeres la meiosis Il se completa posterior a la fertilizacién del 6vulo, es durante esta
etapa que las proteinas SGO se relocalizan en los cinetocoros permitiendo que las
cohesinas centroméricas sean degradadas por la separasa y las cromatidas hermanas
se segregan entre el évulo y el segundo cuerpo polar para completar la meiosis (Webster
Ay Schuh M, 2017).
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Figura 5. A) Esquema de la estructura de la cohesina meiética humana. Se forma un anillo con un
heterodimero de proteinas SMC (SMC3 y SMC1B) y REC8 (modificado de Ishguro K, 2018). B) Apertura
de cohesina provocada por la escisién de REC8 por la separasa, la presencia de shugoshina (SGO) impide

la accion de la separasa (modificada de Webster Ay Schuh M, 2017).

Existen dos sucesos que son los causantes de los errores en la segregacion
cromosomica en la meiosis, la no disyuncion (Figura 6B) y la separacién prematura de
crométidas hermanas (SPCH) (Figura 6C). Durante la no disyuncién, los cromosomas
homologos o las cromatidas hermanas fallan en separarse y segregan juntos; mientras
qgue en la SPCH la ganancia o pérdida es de una sola cromatida durante la meiosis | y
hay una segregacion independiente de las crométidas hermanas durante la meiosis |lI.
Los estudios en los cuerpos polares sugieren que los errores debidos a la SPCH son mas
comunes gue aguellos debidos a una no disyuncion verdadera (Webster A y Schuh M,
2017).
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Figura 6. A) Segregacién normal B) No disyuncion C) Separacion prematura de cromatidas hermanas y D)

Segregacion reversa. CP1 corpusculo polar 1 (modificada de Webster Ay Schuh M, 2017).

La segregacion reversa (Figura 6D) es un fendmeno que se presenta conforme la edad
de la mujer se incrementa. En ésta las cromatidas hermanas se separan durante meiosis
I manteniendo el nUmero de cromosomas correcto (Figura 6A) y durante la meiosis Il se
mantienen dispersos por lo que existen problemas al alinearse en el huso y la
segregacion puede resultar errbnea (Webster A 'y Schuh M, 2017). Las evidencias
sugieren que la cohesion entre cromatidas hermanas se ve comprometida por un efecto
de edad materna. Las cohesinas y sus reguladores como shugoshina 2 (SGO2) decaen
en los ovocitos de mamiferos con la edad, permitiendo una SPCH y una segregacion al
azar en meiosis Il (Potapova T y Grobsky GJ, 2017; Capalbo A, et al., 2017).

Alteraciones en la segregacion ocurren en proporcion similar en meiosis | y Il. Sin
embargo, las aberraciones en meiosis Il suelen tener una mayor presencia pues algunos
errores en meiosis | s6lo se vuelven aparentes en meiosis II. También existe la posibilidad
de un “rescate” durante la meiosis Il al balancearse los errores de la meiosis I, en donde

ambos cuerpos polares comparten alteraciones reciprocas (pérdida de cromosomas en
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un cuerpo polar y ganancia de cromosomas en el otro) por lo que el 6vulo correspondiente

tiene un nimero cromosomico correcto (Taylor TH, et al., 2014).

Si una célula presenta trisomia, un rezago en la anafase puede “corregir’ la trisomia,
regresando a una disomia, a este proceso se le llama rescate trisomico. Este rescate no
sucede en todas las células; sin embargo, las células euploides tienen una tasa de
crecimiento mejor que la de las células aneuploides, llevando a la formacién de un
mosaico. Otro mecanismo que puede producir un mosaico aneuploide/diploide puede ser
por un error en la segregacion mitdtica causando la formacion de una o dos lineas

celulares aneuploides (Taylor TH, et al., 2014).

1.2.2 Aberraciones estructurales y sus mecanismos de produccion

Los rearreglos estructurales de los cromosomas son resultado de rupturas cromosémicas
seguidas de una reunién con una configuracion diferente y pueden ser balanceados o
desbalanceados. Los rearreglos balanceados son aquellos en los que la cantidad de
material genético no cambia y los individuos portadores suelen tener un fenotipo normal.
Existe otro tipo de rearreglos en los cuales la cantidad del material genético ha cambiado
por delecién o duplicacion de fragmentos, estos son los rearreglos desbalanceados y
suelen producir un fenotipo anormal (Muss B y Schwanitz G, 2007). Las aneusomias
segmentarias, también conocidas como desordenes gendmicos, se dan cuando una
region del cromosoma se pierde, duplica o transloca de un cromosoma a otro (Figura 7)
(Potapova T y Gorbsky GJ, 2017).

La union del material genético posterior a una ruptura se da por medio de mecanismos
de reparacion del DNA. Los organismos han evolucionado para crear formas de proteger
su material genético de agentes nocivos (Spivak G, 2015). Los rearreglos recurrentes
suelen estar mediados por una recombinacion homaologa no alélica (NAHR de sus siglas
en inglés non allelic homologous recombination), los puntos de ruptura estan flanqueados
por secuencias repetidas de bajo numero de copias (LCR de sus siglas en inglés, low
copy repeats) en el genoma. En contraste los rearreglos esporadicos no recurrentes, se

caracterizan por puntos de ruptura localizados al azar y derivan generalmente de
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mecanismos como la unién de extremos no homoélogos (NHEJ non homologous end
joining) y otros asociados a errores en la replicacion como bloqueo de la horquilla y
cambio de templado (FoSTeS de sus siglas en inglés Fork stalling and template switching)
y replicacion inducida por ruptura y mediada por microhomologia (MMBIR,
microhomology-mediated break-induce replication) que pueden resultar en deleciones,
duplicaciones vy triplicaciones de segmentos, que pueden ser tan largos como brazos
completos de cromosomas (Kloosterman WP y Hochstenbach R, 2014; Nazaryan-
Petersen L, et al., 2016).

Translocaciones

Una translocacion se refiere a la transferencia de material genético de un cromosoma a
otro (Turnepenny PE y Ellard S, 2012). Durante el proceso de formacién de una
translocacion ocurre una ruptura en el brazo de un cromosoma y el material distal cambia
de posicién con otro segmento de DNA (Figura 7A), este rearreglo puede ser promovido
por la presencia en ambos segmentos de una secuencia de DNA similar. Los
cromosomas rearreglados se nombran cromosomas derivativos y el numero que lleva es
del centrémero correspondiente. El nimero de cromosomas suele mantenerse en 46 y
cada traslocacion resulta Unica por familia o individuo. Este tipo de rearreglos tiene una

incidencia de 1 en 500 recién nacidos vivos (McKinlay Gardner RJ, et al., 2012).
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Figura 7. Esquema de los rearreglos cromosémicos estructurales (modificado de Nussbaum RL, et al.,
2008).

Las implicaciones de las translocaciones balanceadas en el fenotipo se presentan debido
a su segregacion durante la meiosis. Los problemas para segregar durante la meiosis |
se producen debido a que se debe formar una estructura llamada cruz de paquiteno o
cuadrivalente, cuyo propésito es que cada cromosoma se alineé con su material
homologo para poder recombinar Pueden generar gametos balanceados o

desbalanceados (Figura 8) (Turnepenny PE y Ellard S, 2012).

Cuando los cromosomas en el cuadrivalente se separan durante la meiosis la
segregacion se puede dar de diferentes maneras. En una segregacion 2:2, si los
cromosomas alternos segregan a cada gameto, el gameto tendra un complemento
normal o un haplotipo balanceado. Sin embargo, si se produce una segregacion
adyacente invariablemente resultard en un haplotipo desbalanceado. En una
segregacion adyacente-l, los cromosomas con centrdmeros no homologos viajan a la
misma célula, esta es la segregacion erronea mas frecuente en la descendencia. En una

segregacion adyacente-2 los cromosomas con centromeros homologos van a la misma
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célula hija, en forma similar a una no disyuncion (Figura 8) (Turnepenny PE y Ellard S,
2012).

Cd W Quadrivalente
Cﬂ W en meiosis |
Division
/ celular \.
Célula hija | Célula hija Il
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Normal Balanceada
Adyacente |
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Figura 8. Segregaciones cromosémicas 2:2 posibles posteriores a la formacion de una cruz de paquiteno
en un portador de una translocacion reciproca balanceada (modificado de McKinley Gardner RJ, et al.,
2012).

Una segregacion de la traslocacion 3:1 tiene lugar por una no disyuncion en el
quadrivalente generando gametos con 24 y 22 cromosomas respectivamente, existen
cuatro posibles segregaciones 3:1. Y la segregacién 4:0 también llega a suceder. En
general, solo el cigoto con 47 cromosomas puede llegar a ser viable (McKinlay Gardner
RJ, et al., 2012).
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Translocaciéon robertsoniana

Una translocacion robertsoniana es el resultado de la ruptura en/o cercana del
centréomero en dos cromosomas acrocéntricos (grupos D y G), con la subsecuente fusion
de los brazos largos (Figura 7B). Los brazos cortos de cada cromosoma se pierden, sin
que esto tenga importancia clinica pues contienen genes para RNA ribosomal (rDNA),
gue se encuentran en copias multiples en los otros cromosomas acrocéntricos, en
secuencias de DNA satélite. EI numero total de cromosomas se reduce a 45, y ya que
solo existe pérdida de material genético redundante se considera un rearreglo
balanceado (Turnepenny PE y Ellard S, 2012).

Las translocaciones robertsonianas tienen una incidencia en la poblacion general de 1 en
1000 siendo la més frecuente la t(13q;14q) con una incidencia de 1 en 1300. Al igual que
en las translocaciones balanceadas, su importancia clinica se observa en la
descendencia, pues al segregar pueden formar gametos anormales que conducen a
abortos espontaneos o dependiendo del cromosoma acrocéntrico involucrado en la
translocacion pueden ocasionar trisomia 21 (sindrome de Down) o trisomia 13 (sindrome
de Patau). Actualmente también resulta relevante en el aspecto clinico la disomia
uniparental de los cromosomas 14 y 15, secundaria a una translocacion robertsoniana
entre homologos, debido a que estos cromosomas presentan impronta (McKinlay
Gardner RJ, et al., 2012).

Deleciones

Una delecién involucra la pérdida de material genético de un segmento de cromosoma y
resulta en una monosomia parcial del cromosoma implicado. Las deleciones pueden ser
terminales o intersticiales dependiendo de los puntos de ruptura (Figura 7C). Actualmente
se dividen en deleciones “grandes” que pueden ser observadas al microscopio en un
cariotipo con técnicas de bandeo y deleciones submicroscopicas que se identifican
mediante un cariotipo de alta resolucién o por medio de un estudio molecular como FISH

0 microarreglos (Turnepenny PE y Ellard S, 2012).
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Una delecion muy grande suele ser incompatible con la vida, en general cualquier pérdida
mayor al 2% del total del genoma haploide resulta letal (Turnepenny PE y Ellard S, 2012).
Las deleciones autosémicas citogenéticamente visibles, tienen una incidencia
aproximada de 1/7000 nacidos vivos. Las deleciones submicroscopicas son mas
frecuentes, por ejemplo, la delecién 22(q11.2g11.2) alcanza una frecuencia de 1 en 2,500
(Nussbaum RL, et al., 2008).

Inserciones

Una insercion ocurre cuando un segmento de un cromosoma se introduce dentro de otro
cromosoma Yy son dificiles de detectar mediante citogenética con técnicas de bandeo.
Una insercion simple es resultado de tres rupturas, dos rupturas que retiran un segmento
intersticial de un cromosoma que es insertado en un espacio creado por una tercera
ruptura, y se consideran rearreglos complejos por implicar 3 rupturas cromosémicas
(Figura 7D) (McKinlay Gardner RJ, et al., 2012).

Los portadores de una insercién tienen 50% de riesgo de producir gametos
desbalanceados, ya que el 25% de sus gametos tendran el cromosoma que carece de
un segmento (delecion) y 25% la ganancia de ese segmento al portar el cromosoma con

la insercion, pero no ambos (Turnepenny PE y Ellard S, 2012).

Inversion

Una inversién es una aberracién estructural de los cromosomas que resulta de dos
rupturas intracromosémicas y su posterior rearreglo. Posterior a los eventos de ruptura
en un cromosoma, el segmento entre ellos rota 180 grados y se reinserta en el
cromosoma (Figura 7E). El nuevo cromosoma consiste de un segmento invertido y esta
flanqueado por dos regiones distales no invertidas, en general este tipo de rearreglos
estructurales es balanceado. La mayoria de los individuos portadores de una inversion

cromosdmica son fenotipicamente normales. En inversiones complejas otros rearreglos
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del mismo cromosoma como translocaciones o deleciones/duplicaciones ocurren en

combinacion con la inversion (Muss B y Schwanitz G, 2007).

Las inversiones son de dos tipos: paracéntricas si ambas rupturas se producen en el
mismo brazo y no incluyen al centromero y pericéntricas en las que existe una ruptura en
cada brazo e incluyen el centromero. Las inversiones pericéntricas son mas faciles de
identificar pues cambian tanto el patrén de bandas como la longitud de los brazos del
cromosoma, mientras que las paracéntricas solo modifican el bandeo y a veces el cambio

no es notorio (Nussbaum RL, et al., 2008).

Durante la meiosis de una inversion pericéntrica ocurre frecuentemente una aneusomia
por recombinacion ya que se da un entrecruzamiento entre el cromosoma invertido y su
homologo normal en el segmento invertido. Las personas con una inversion paracentrica
solo tendran hijos con cariotipo normal o con la inversion balanceada; esto debido a que
si hay recombinacién en el segmento invertido se obtiene un segmento acéntrico o un
cromosoma dicéntrico, que por lo general producen cigotos o embriones no viables
(McKinlay Gardner RJ, et al., 2012).

Por lo general, durante la recombinacién en una inversion pericéntrica se forma un
modelo de asa reversa que permite a los alelos complementarios del bivalente aparearse
lo mejor posible entre el segmento invertido y su homadlogo normal. Cuando se produce
al menos un entrecruzamiento en el asa, se generan dos cromosomas recombinantes
(Figura 9). En los cromosomas resultantes se tiene una trisomia parcial del segmento
distal y una monosomia parcial del otro segmento distal. En general, el gameto que porte
el cromosoma que presente menor tamafio en su monosomia producird un cigoto viable.
(McKinlay Gardner RJ, et al., 2012)
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Figura 9. Recombinacidén y segregacién en una inversion pericentromérica del cromosoma 18 (modificado
de Villasefior-Dominguez A, 2016).

Anillos

Un cromosoma en anillo se forma cuando ocurre una ruptura en cada brazo dejando
extremos “pegajosos”, que se unen formando un anillo (Figura 7F), el material distal del
cromosoma se pierde, por lo que tendra efectos en el fenotipo de ese organismo. Otro
mecanismo implicado en su formacion es la fusion de los teldmeros del cromosoma. Los
cromosomas en anillo suelen ser inestables durante la mitosis, por lo que es comun
encontrar el anillo Unicamente en una proporcion de las células y en las otras puede haber
monosomias y trisomias para ese cromosoma, lo cual puede resultar en letalidad de esas
células. A esto se le conoce como mosaicismo dinamico (Turnepenny PE y Ellard S,
2012).
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Isocromosomas

Un isocromosoma muestra la pérdida de un brazo y la duplicacion del otro (Figura 7G).
El hallazgo mas comun es un isocromosoma del brazo largo del cromosoma X que se
encuentra presente hasta en 15% de las pacientes con sindrome de Turner (Turnepenny
PE y Ellard S, 2012). Se han descrito varios mecanismos para la formacion de un
isocromosoma: un error en la division del centromero en meiosis Il 6 mitosis, un
intercambio en la porcidon proximal, adyacente al centromero, en un brazo de un
cromosoma y su homdlogo, o su crométida hermana, formando cromosomas
isodicéntricos (Nussbaum RL, et al., 2008) y la reparacion por FoSTeS y MMBIR
(Koumbaris G, et al., 2011).

1.3 CARACTERISTICAS DEL CROMOSOMA 18 Y LOS SINDROMES SECUNDARIOS
A SUS ABERRACIONES

1.3.1 Caracteristicas del cromosoma 18

El cromosoma 18 pertenece al grupo E en la nomenclatura citogenética, es un
cromosoma submetacéntrico de 80,373,285 pares de nucledtidos y representa
aproximadamente 2.7% del genoma completo (www.ensembl.org, 29/07/2019; Van
Kessel AG y Silverman G, 2005).

Contiene 268 genes codificantes para proteina, 664 genes no codificantes y 260
pseudogenes, en la Figura 10 se observa su distribucion a lo largo de este cromosoma,
al igual que la proporcién y distribucién de repetidos CG que presenta. Tiene una
densidad aproximada de 4 genes/Mb siendo el cromosoma con menor densidad génica
de todos los autosomas y de 611 SNV/Mb (www.ensembl.org, 29/07/2019; Van Kessel,
AG y Silverman G, 2005).
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Figura 10. Distribucién de genes codificantes y no codificantes, pseudogenes y secuencias CG presentes
en el cromosoma 18 en relacion con un idiograma del cromosoma con bandas GTG, la longitud de las
barras representa la cantidad de genes en esa seccion del cromosoma (modificado de www. ensembl.org
consultado el 29/07/2019).

1.3.2 Sindromes asociados a aberraciones del cromosoma 18

Los sindromes cromosdmicos que implican al cromosoma 18 fueron descritos por de
Grouchy y colaboradores en 1964, en reportes de casos y series en nifios pequefios, por
ello sus datos y su prondstico era dificil de determinar (Soileau B, et al., 2015). Entre las
anomalias reportadas, se encuentran: la trisomia 18, el sindrome de delecién 18p (MIM
146390), el sindrome de delecion 18q (MIM 609334), la tetrasomia 18p (MIM 614293) y
el anillo del cromosoma 18 (chromosome18.0rg).
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Trisomia 18

El sindrome de Edwards o trisomia 18 (T18), se debe a la presencia de un cromosoma
18 adicional al complemento genético normal. Tiene una incidencia de 1/3,000 a 10,000
nacidos vivos, siendo la segunda trisomia de autosomas mas frecuente (0.18%) en
nacidos vivos después de la trisomia 21. Existe una diferencia debida al género con una
incidencia mayor en sujetos femeninos que masculinos de 4:1, el diagndstico se hace
con base a las caracteristicas clinicas y se confirma mediante un cariotipo con bandas G
(Imataka, G, et al., 2016). Menos del 5% de los pacientes presenta un mosaico para la
trisomia 18 con una linea celular normal (Cereda A y Carey JC, 2012; Fisher JM, et al.,
1995).

Cerca de 95% de las concepciones con trisomia 18 fallecen previo al nacimiento, en
abortos espontaneos del primer trimestre del embarazo (Toker A y Salzer L, 2012).
Aproximadamente 50% de los recién nacidos con T18 sobrevive menos de 1 semanay
mas de 90% no sobrepasa el afio de vida. Clinicamente se asocia con defectos
congénitos mayores y menores en multiples sistemas incluyendo el cardiovascular,
neurolégico, renal, gastorintestinal, respiratorio y malformaciones esqueléticas. Todos los
casos presentan desérdenes psicomotores y mentales severos (Imataka G, et al., 2016).

En 96% de los casos se debe a un error en la meiosis materna y tiene un riesgo de
recurrencia estimado de menos de 1% (Imataka G, et al., 2016). El riesgo de aneuploidias
se incrementa con la edad materna avanzada, es independiente de la etnia e incluye a
las trisomias 21, 18 y 13, por lo que el riesgo de recurrencia para aneuploidia se modifica
de acuerdo a la edad materna (Little BB, et al., 1995; Capalbo A, 2017).

Monosomia 18p

La monosomia 18p fue descrita por primera vez en 1964 por de Grouchy y colaboradores,
tiene una incidencia estimada de 1:50,000 nacidos vivos (Turleau C, 2008). Con una
proporcion femenino a masculino de 3:2 y los pacientes presentan pocas manifestaciones

clinicas al nacimiento. Cerca de 85% de los casos de dell18p se origina de novo, el resto
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tiene un origen familiar y son resultado de una segregacion desbalanceada de un

rearreglo estructural balanceado (Maranda B, et al., 2006).

Las principales caracteristicas fenotipicas reportadas incluyen: discapacidad intelectual,
talla baja, dismorfias faciales menores, ptosis y estrabismo. Aproximadamente 50% de
los pacientes con deleciones 18p presenta puntos de ruptura en la region centromérica,
la mitad restante tiene puntos de ruptura dispersos a lo largo de todo el brazo corto. No
se han reportado deleciones intersticiales grandes en 18p, solo algunas microdeleciones.
Aproximadamente la mitad de las deleciones, sin importar los puntos de ruptura ocurren
en el cromosoma materno, si bien entre 60 y 90% son deleciones de novo, los casos en
los que la delecidn se transmite de un progenitor, por lo general vienen de la madre (Hasi-

Zogaj M, et al., 2015). Su esperanza de vida es de 17.5 afios (Soileau B, 2015).

Monosomia 18q

La delecion del brazo largo del cromosoma 18 es una de las aneusomias humanas mas
comunes, se estima que ocurre en 1 en 40,000 nacidos vivos. El espectro fenotipico es
grande, desde nifios con una discapacidad intelectual severa y condicion médica precaria
a nifios relativamente sanos con inteligencia normal. Entre las caracteristicas recurrentes
se encuentran la discapacidad intelectual, un crecimiento disminuido debido a deficiencia
en la hormona del crecimiento, con dismorfias faciales y de las manos (Schaub RL, et al.,
2005).

La severidad del fenotipo esta relacionada con el tamafio de la delecion y su localizacion
en el cromosoma. Los puntos de ruptura en pacientes con delecion terminal 18q se han

mapeado en diferentes posiciones entre 18921.2-g22.1 (Kartz S, et al., 1999).

Anillo del 18

El anillo del cromosoma 18 es uno de los anillos de autosomas mas frecuentes y la
mayoria de los individuos que lo presentan muestran fenotipos resultantes de la delecion

distal de 18p y 18q. Entre las caracteristicas clinicas mas reportadas en los pacientes
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con r(18) se encuentran microcefalia, estatura baja, discapacidad intelectual, dismorfias
craneofaciales y anormalidades en las extremidades, si bien el fenotipo es
extremadamente variable y depende de la combinacién de los sindromes 18p-y 18g-. El
fenotipo puede ser modificado por el mosaicismo dinamico correspondiendo también al
sindrome del autosoma en anillo. Existen reportes de transmisién familiar del cromosoma
18 en anillo (Balci S, et al., 2011; Yao H, et al., 2016).

Trisomia parcial 18p

La trisomia 18p se ha reportado raramente. La mayoria de los pacientes presentan un
fenotipo aparentemente normal o anomalias menores y pueden o no tener discapacidad
intelectual. En su mayoria se asocian con trisomia proximal 18q o a otros cromosomas
desbalanceados resultado de una segregacion adyacente | de una translocacion parental.
Existen menos de 20 casos reportados de una trisomia parcial 18p (Marical H, et al.,
2007). Al igual que en la mayoria de las anormalidades cromosomicas, la variacion en el
fenotipo impide describir caracteristicas particulares, pues varia desde un fenotipo
asintomatico, hasta fenotipos con microcefalia y discapacidad intelectual severa (Binkert
F, etal., 1990).

Trisomia parcial 18q

La trisomia 18q es responsable de un sindrome que se comporta de manera similar al
sindrome de Edwards y presenta un fenotipo semejante con excepcion de las
caracteristicas faciales, al igual que el sindrome de Edwards presenta una diferencia de
género de 7:2 mujeres:hombres (Turleau Cy de Grouchy J, 1977; Truelau C, et al., 1980).

Isocromosomas 18q

Los pacientes con isocromosoma 18q son raros, y son considerados como parte de un

espectro del sindrome de Edwards. Las caracteristicas fenotipicas y de supervivencia no
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son uniformes pues dependen de la porcion del cromosoma que se duplicd, los
isocromosomas 18q estan formados por una delecion del brazo p y una duplicacién del
brazo q debido a una division erronea o una recombinacion anormal durante la meiosis
(Pal S, et al., 2007).

Estos pacientes presentan desde el fenotipo completo de sindrome de Edwards o un
fenotipo menos severo, cuando la trisomia es solo de la parte distal del brazo largo
presentan discapacidad intelectual menos severa y dismorfias menores. (Pal S, et al.,
2007)

Tetrasomia 18p

La tetrasomia 18p se observé primero como un pequefio cromosoma marcador
metacéntrico supernumerario, descrito por Froland y colaboradores en 1963 sin embargo,
cromosomas con una delecion grande de 18q o productos de translocaciones del 18 con
otro cromosoma pueden ser indistinguibles mediante citogenética con técnicas de bandas
(Callen DF, et al., 1990). Tiene una prevalencia de 1/180 000 nacidos vivos y afecta a

ambos géneros por igual (Plaiasu V, et al., 2011).

La mayoria de los casos con i(18p) son de novo. Las manifestaciones clinicas que
presentan incluyen dismorfias faciales, malformaciones congénitas y retraso en el
desarrollo. La formacién de la tetrasomia 18p de novo por un cromosoma marcador
supernumerario requiere de dos eventos: no disyuncién y error en la divisibn centromérica
(fisiobn del centrémero y fusién de brazos p), la teoria mas aceptada es que el error sucede
durante la meiosis Il. Este sindrome tiene una correlacion positiva con la edad materna

avanzada (Kolialexi A, et al., 2006).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las cromosomopatias se presentan entre 2-3% de los recién nacidos vivos y hasta en
50% de los abortos espontaneos. Son una causa importante de morbimortalidad en
neonatos y pueden causar sindromes dismorficos con o sin retraso psicomotor,
discapacidad intelectual, asi como alteraciones en la capacidad reproductiva de los

individuos que las presentan.

En los paises del primer mundo la tecnologia recomendada de primera instancia para la
identificacion de alteraciones cromosémicas es un estudio de cariotipo molecular por
microarreglos. Sin embargo, el alto costo de esta tecnologia dificulta su acceso en una
economia como la de nuestro pais. La primera herramienta diagndstica que utilizamos

en México es el cariotipo con bandas GTG por su costo menor.

En el Servicio de Genética del Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga (HGMEL)
se han realizado estudios de cariotipo durante mas de cuatro décadas, siendo un centro
de referencia de estudios genéticos para pacientes de todo el pais. El cariotipo con
bandas GTG brinda resultados de manera rapida y accesible, por lo que es el estudio
mas solicitado en el Servicio de Genética, el cual puede complementarse con otras

técnicas de bandeo e inclusive con hibridacion in situ con fluorescencia.

El cromosoma 18 es el segundo autosoma con menor cantidad de genes codificantes.
Se han reportado una gran variedad de anomalias que implican a este cromosoma
incluyendo: la trisomia 18 que es la segunda trisomia mas frecuente en recién nacidos
vivos después de la trisomia 21, las deleciones parciales de brazo corto (del18p), brazo
largo (del18q), inversiones, anillos, tetrasomia 18p; ademas es uno de los cromosomas

involucrados con mayor frecuencia en translocaciones balanceadas.

El realizar un analisis estadistico del numero y tipo de las alteraciones del cromosoma 18
detectadas mediante cariotipo con bandas GTG en los ultimos 39 afos, proporcioné
informacion respecto a su frecuencia, a los estudios adicionales necesarios para integrar
un diagndstico citogenético, asi como la causa de solicitud del estudio, la edad y otras

caracteristicas de los pacientes lo que permite otorgarles una mejor atencién.
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3. OBJETIVO

Identificar las alteraciones del cromosoma 18 reportadas en los resultados de los
cariotipos con bandas GTG realizados en el laboratorio de citogenética del Servicio de
Genética del HGMEL durante el periodo comprendido del 1 de enero de 1980 al 31 de
diciembre de 2018.

3.1 Objetivos particulares

o Establecer el numero de cariotipos realizados en el Servicio de Genética de 1980

a 2018 y las causas principales de solicitud del estudio.

¢ |dentificar las alteraciones numéricas y estructurales del cromosoma 18 reportadas
durante el periodo mencionado y clasificarlas de acuerdo al tipo de aberracién

presente.

¢ Determinar la frecuencia de los diferentes tipos de aberraciones del cromosoma

18 encontradas.

e Comparar los datos obtenidos con lo reportado en la literatura.

4. HIPOTESIS DEL TRABAJO

Las anomalias del cromosoma 18 corresponderan a cerca de 2% de los cariotipos con
bandas GTG anormales, y sera la trisomia 18 la aberracion mas frecuente, en el periodo

de tiempo estudiado.
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5. MATERIAL Y METODOS

Este trabajo consté de dos partes: una revision de archivo y un analisis de casos

individuales.

Para la primera parte, los datos de enero de 1980 a diciembre de 2006 se obtuvieron de
tesis previas (Villalpando M, 2010), para colectar la informacién sobre el nimero de
pacientes a quienes se les indicd un estudio citogenético, la causa de la solicitud y el
resultado del mismo. Se revisaron las libretas de registro de cariotipos y de expedientes
clinicos del Servicio de Genética de enero del 2007 a diciembre del 2018 para obtener
los mismos datos. A partir de esta ultima informacién recolectada se seleccionaron los
casos que presentaban alguna aberracién del cromosoma 18 y se obtuvo la informacion

correspondiente a ellos para su posterior analisis.

Para el estudio de casos particulares se buscaron casos recientes analizados con
aberraciones del cromosoma 18, se utilizaron metafases obtenidas a partir de un cultivo
de linfocitos T de sangre periférica con técnica de bandas GTG (Anexo |) y a algunos se

les realiz6 FISH con sondas especificas del cromosoma 18 (Anexo II).
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6. RESULTADOS

Los reportes de los cariotipos registrados en este trabajo fueron realizados por biélogos,
quimicos y médicos, todos ellos con entrenamiento como citogenetistas, que han
laborado o laboran en el Servicio de Genética del HGMEL durante el periodo de 39 afios
(1980-2018), como parte del servicio asistencial que presta esta institucion a la

comunidad.

La figura 11 muestra la distribucién de la cantidad de pacientes que se presentaron a
consulta de primera vez en el Servicio de Genética, el numero de cariotipos solicitados,
el numero de estudios reportados y cuantos de estos presentaron aberraciones
numeéricas o estructurales en el periodo de 1980 a 2018 agrupado por décadas y en la
Tabla 2 se muestran estos mismos datos por afio. Durante esos 39 afios se atendieron
32 648 pacientes de primera vez en el Servicio, se solicitaron 9 467 estudios, en 7 781
estudios se integré un resultado y 1 969 presentaron una anormalidad estructural o

numeérica identificada en el cariotipo con bandas GTG (Tabla 2).
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Figura 11. Namero de pacientes de primera vez, estudios de cariotipo solicitados, cariotipos reportados y
cariotipos cuyo resultado presenté anomalias en el Servicio de Genética, agrupado por décadas de 1980
a 2018.

42



Tabla 2. Compilacién de datos por afio de 1980 a 2018 del nimero de pacientes que acuden por primera vez a consulta al Servicio de
Genética HGMEL, el numero de cariotipos solicitados, estudios reportados y casos que presentaron aberraciones y el porcentaje que
representan respecto a la fila superior.
Afio 1980 1981 1982 1983 1984 1985 1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993
NUumero de pacientes 517 573 556 529 545 408 375 510 684 782 800 964 1208 1249
Cariotipos solicitados 283 296 272 233 315 215 130 217 189 272 211 237 256 252
Estudios reportados 256 271 249 216 303 195 121 201 169 222 182 163 168 214

Cariotipos con
51 55 46 50 90 56 41 45 49 48 34 41 42 56

aberraciones

Afio 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
NUumero de pacientes 1093 1141 807 712 818 756 641 780 948 796 741 795 832 935
Cariotipos solicitados 276 239 206 180 252 193 151 215 241 200 172 161 230 227
Estudios reportados 195 195 171 146 186 166 122 165 185 173 127 131 178 142

Cariotipos con
47 43 53 40 50 40 20 49 51 46 40 36 53 31

aberraciones

Afio 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 Total
Namero de pacientes 953 957 1069 1097 1104 1025 1041 986 981 952 989 32 649
Cariotipos solicitados 289 210 265 311 298 257 328 307 292 312 277 9467 (29.0%)
Estudios reportados 153 114 206 249 228 231 282 263 270 305 268 7781 (82.2%)

Cariotipos con
43 40 57 69 51 54 75 69 68 73 67 1969 (25.3%)

aberraciones
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En la Tabla 3 se muestra el periodo estudiado, incluyendo el total de pacientes de primera

vez atendidos en el Servicio, el total de estudios solicitados, el total de estudios

analizados, cuantos de éstos presentaron anormalidades y finalmente cuantos cariotipos

presentaron anomalias que involucran al cromosoma 18.

Tabla 3. Registro de atencion a pacientes en el Laboratorio de Citogenética del HGMEL, entre

paréntesis se muestra el porcentaje que representan respecto a la fila superior inmediata.

Periodo afos 1980-2018
Total de afios 39
Total de pacientes de 12 vez atendidos en el Servicio 32 648

Total de estudios solicitados

9 467 (29.0%)

Total de cariotipos reportados

7 781 (82.2%)

Total de cariotipos con aberraciones

1 969 (25.3%)

Total de cariotipos con anomalias del cromosoma 18

48 (2.4%)

En la Figura 12 se muestran las principales causas por las que se solicitd un estudio

citogenético a los pacientes que acudieron a la consulta de primera vez del Servicio de

Genética del HGMEL.
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Figura 12. Gréfica que presenta las principales causas de solicitud de un cariotipo en el periodo 1980 a

2018. DDS: Alteraciones en el Desarrollo Sexual, Sx. Down: probable sindrome de Down, RPM: Retraso

Psicomotor, PGR: Pérdida Gestacional Recurrente.
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En la Tabla 4 se observan las anormalidades del cromosoma 18, agrupadas de acuerdo
a su tipo, detectadas durante los 39 afios del estudio. La anormalidad cromosdmica mas
frecuente fue la trisomia del cromosoma 18, con 27 casos con trisomia pura y 6 casos
con trisomia en mosaico con una linea celular normal, seguida de la delecion 18p en 8

casos. En total se encontraron 48 casos con alteracion del cromosoma 18.

Tabla 4. Casos con anormalidades del cromosoma 18 ordenados por sexo y tipo de anomalia
detectados en el periodo de 39 afios, ordenados en pacientes masculinos (M) y femeninos (F),

en paréntesis se muestra el porcentaje del total.

Tipo de aberracibn cromosomica Totales
M (%) F (%)
(%)
Trisomia 18 9 (18.7) 18 (37.5) | 27 (56.2)
Mosaico trisomia 18 2 (4.2 4 (8.3) 6 (12.5)
delecién 18p 4 (8.3) 4 (8.3) 8 (16.6)
delecién 18q 1 (2.1) 1(2.1) 2 (4.2
Translocaciones 2 (4.2 0 2 (4.2
Tetrasomia 18p 0 2 (4.2 2 (4.2
Material adicional en el 18 1 (2.1) 0 1(2.1)
Totales 19 (39.6) 29 (60.4) | 48 (100)

En la Tabla 5 se muestran las aberraciones del cromosoma 18 encontradas en el
subperiodo 2007-2018, en este grupo de pacientes se incluye el rango de edades en que
acudieron para la realizacién del cariotipo y las causas por las que fue solicitado el

estudio.
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Tabla 5: Aberraciones del cromosoma 18 identificadas en el periodo de 2007-2018, edad, vy
motivo de solicitud de cariotipo, ordenados en pacientes masculinos (M) y femeninos (F), en

paréntesis se muestra el porcentaje del total.

Tipo de aberracion | M (%) F (%) Edad Causa de solicitud del
cromosomica estudio
Trisomia 18 1(4.5) 12 (54.5) Recién nacido- 2
Sindrome de Edwards,
meses
: S _ cromosomopatia
Mosaico trisomia 18 | O 3 (13.6) 20 dias-4 meses
delecion 18p 0 2(9.1) 5 afios Dismorfias, RPM
Translocaciones 2(9.1) 0 15-26 afios Sindrome de Silver-
Rusell y Sindrome de
Klinefelter
Tetrasomia 18p 0 1(4.5) 30 afos Retraso psicomotor
Material adicional en | 1 (4.5) 0 17 afos Sindrome de X-fragil
el 18
Totales 4 (18.1) 18 (81.7) Recién nacidos-
30 afios

RPM: retraso psicomotor

En las Figuras 13-19 se muestran resultados seleccionados de casos y los estudios de
cariotipo y FISH de algunas de las alteraciones del cromosoma 18 encontradas en el
periodo 2007-2018.
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En la Figura 13 muestra a un cariograma 47,XX,+18, donde se observa la presencia de
3 cromosomas 18 normales, de una paciente referida al Servicio de Genética a los 4 dias
de nacimiento por sospecha de sindrome de Edwards, corroborado por el cariotipo con
bandas GTG.
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Figura 13. Cariograma con bandas GTG 47,XX,+18 de un paciente femenino con trisomia 18 y la flecha

indica tres copias del cromosoma 18.
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La Figura 14 presenta un nucleo en interfase con trisomia 18 detectada mediante un FISH
con sonda centromérica del cromosoma 18 (aqua) y sonda centromérica del X (verde) de
una paciente remitida a los 2 dias de edad por sospecha de sindrome de Edwards. Se
observan 3 marcas de color aqua (sefialadas con flechas) que indican la presencia de 3
centromeros del cromosoma 18 y 2 sefales en color verde que representan dos

centromeros del cromosoma X.

Figura 14. FISH 47,XX,+18.nuc.ish (CEP18x3) en un nucleo en interfase de linfocito de sangre periférica
de paciente femenina con trisomia 18. Se observan dos marcas verdes en la periferia del nicleo que
corresponden al centrémero de X y 3 marcas color aqua al centro del nicleo que marcan el centrémero del
cromosoma 18 (CEPX en verde, CEP18 en aqua, Vysis Abott, Abott Park, lllinois, EUA).
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En la Figura 15 se observa un cariograma con bandas GTG de un paciente femenino con
delecion distal del brazo corto del cromosoma 18, sefialado por la flecha. Remitida a los

5 afios de edad al Servicio de Genética por retraso en el desarrollo psicomotor.
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Figura 15. Cariograma 46,XX,del(18)(p11.2) con bandas GTG que corresponde a un paciente femenino

con una delecion distal del brazo corto del cromosoma 18, indicada con una flecha.
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En la Figura 16 se presenta el cariograma de un paciente femenino con delecién completa
de brazo corto del cromosoma 18, solicitado a los 5 afios de edad por presentar un

sindrome dismorfico.
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Figura 16. Cariograma con bandas GTG: 46,XX,del(18)(p11) de un paciente femenino con una delecién

casi completa del brazo corto del cromosoma 18 sefialada con una flecha.
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La Figura 17 muestra un cariograma de bandas GTG correspondiente a un paciente
masculino con una translocacion de brazos completos entre los cromosomas 8 y 18
aparentemente balanceada, sefialada mediante flechas, cuyo cariotipo fue solicitado por

sospecha de Sindrome de Klinefelter a los 26 afios de edad.
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Figura 17. Cariograma 46,XY,1(8;18)(p10;910) con bandas GTG, correspondiente a un individuo masculino
con una translocacion de brazos completos entre los cromosomas 8 y 18, aparentemente balanceada, los
cromosomas derivativos estan sefialados con flechas, la flecha sélida sefiala el brazo corto del cromosoma

18 y la flecha abierta sefiala el brazo largo del cromosoma 18.
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La Figura 18 muestra un cariograma de bandas GTG correspondiente a una paciente femenina

con un cromosoma marcador extra, en el cual no se puede determinar su origen Unicamente con

I I T I 1

el cariograma de bandas GTG.
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Figura 18. Cariograma 47,XX,+mar con bandas GTG correspondiente a un paciente femenino que presenta
un cromosoma marcador supernumerario. Cortesia de Biol. Karem Nieto Martinez, Facultad de Médicina,
UNAM en Servicio de Genética, HGMEL.
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La Figura 19 muestra el FISH en metafase del cariograma de la Figura 18, esta marcado
con sonda subtelomericas para el cromosoma 11 en color verde 11p y en color rojo 11q
como sondas control y en verde y rojo que se observa como amarillo para 18p y en aqua
el centrdmero del cromosoma 18. Se aprecia un cromosoma pequefio con marca para
18p en ambos extremos y una marca aqua que representa el centromero de 18 (sefialado
con una flecha) esto representa un isocromosoma de 18p como el cromosoma marcador

observado en el cariograma de bandas GTG.

Figura 19. FISH en metafase con sondas subteloméricas 47 ,XX,+mar.ish i(18)(p10)
(D18S552+,CEP18+,CEP18+,D18S552+) en rojo para 11q, verde para 11p (como control), en amarillo 18p
y en aqua centrémero de 18 (Sondas Totel vysion mezcla 11, Abott, Abott Park, lllinois, EUA). Se observan
3 sefiales para centrémero de 18 y 4 sefiales para 18p, en dos cromosmas 18 normales y dos en el
cromosoma marcador supernumerario (centrémero de 18 y sefiales para 18p amarillo en ambos extremos)
isocromosoma 18p, indicado con una flecha. Cortesia Biol. Karem Nieto Martinez, Facultad de Médicina,
UNAM en Servicio de Genética, HGMEL.
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7. DISCUSION

Las cromosomopatias se presentan en 2-3% de la poblacién siendo una causa
importante de morbimortalidad, de sindromes dismoérficos y/o retraso psicomotor y
discapacidad intelectual en neonatos e infantes y problemas reproductivos al llegar a la
edad adulta (Turnpenny PE y Ellard S, 2012). Un diagndstico oportuno permite brindar el

mejor servicio al paciente.

El HGMEL recibe pacientes de toda la republica mexicana teniendo una poblacién
heterogénea tanto en rango de edad como en lugar de origen. En los 39 afios compilados
se presentaron 32 648 pacientes de primera vez al Servicio de Genética, de estos a
29.0% de los pacientes se les solicité un cariotipo de bandas GTG como herramienta
diagnostica. Para 82.2% de los cariotipos solicitados, el personal capacitado logré realizar
la lectura de suficientes metafases para reportar un resultado al paciente, 25.3% de los
cariotipos analizados presentaron una anomalia cromosdmica detectable mediante esta
técnica y 2.3% de los casos tuvieron una anomalia estructural o numérica del cromosoma
18.

El nUmero de cariotipos realizados en el Servicio de Genética se ha mantenido en niveles
constantes a través de las décadas (Figura 11). El numero de pacientes que acuden a
consulta de primera vez ha aumentado década a década, manteniéndose con un
promedio de 900 pacientes por aino en la ultima década, y de igual manera, el nimero de
cariotipos reportados se incrementd, si bien no tanto como los pacientes de primera vez.
Esto indica que las causas por las que se considera necesario realizar el cariotipo son
claramente reconocidas y que el numero de pacientes que son atendidos por dichas

causas se mantiene constante a través de los afos.

Al 17.1% de los pacientes a quienes se les solicitd cariotipo durante el periodo de tiempo
estudiado no se les entregd un resultado (Tabla 2). Durante los ultimos afos la diferencia
entre los estudios reportados y los cariotipos solicitados ha disminuido, llevando a un

mayor numero de pacientes beneficiados (Figura 11). Entre las causas por las que un
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cariotipo solicitado no puede ser y reportado se encuentran: que la muestra fuera
inadecuada o se encontrara contaminada, que el cultivo no creciera en forma adecuada
0 que no se contara con cantidad suficiente de metafases para su analisis. En la ultima
década se ha logrado que los pacientes acudan a repetir la toma de muestra en estos

casos, aumentando el porcentaje de cariotipos reportados respecto a los solicitados.

En tesis realizadas en la Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana del
Hospital de Pediatria “Silvestre Frenk Freund” del Centro Médico Nacional Siglo XXI
(Esparza Garcia E, 2016) perteneciente al IMSS y en el Laboratorio de Citogenética del
Centro Médico Nacional “20 de noviembre” (Lépez Martinez MS, 2017) del ISSSTE,
ambas instituciones mexicanas al igual que el HGMEL, se reportan datos referentes al
numero de cariotipos analizados de pacientes durante determinados periodos de tiempo
y las frecuencias de alteraciones encontradas. Estos datos se compararon con los
nuestros (Tabla 6). Estos servicios presentan casi el doble de casos que el HGMEL en un
mismo periodo de tiempo (Tablas 2 y 6). Estos hospitales prestan sus servicios a
beneficiarios asegurados, por lo tanto, los estudios no tienen un costo para el paciente
siendo parte de las prestaciones de ley, lo cual podria ser la causa de que realicen un
mayor numero de estudios y reporten mayor numero de alteraciones cromosomicas.
Mientras que la poblacion que se atiende en el Hospital General de México, son quienes
que no cuentan con seguridad social, muchos de los pacientes que acuden al HGMEL lo
hacen en etapas avanzadas de la enfermedad hasta que alguna discapacidad les impide
continuar con su vida cotidiana y pueden llegar muy tardiamente por un diagnostico
genético, ademas no continuan con la atencion pues algunos no radican en la Ciudad de

México o su situacion econdmica les impide continuarla.
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Tabla 6. Comparacion entre series internacionales y nacionales en otras unidades de tercer nivel de los datos obtenidos en este trabajo.

Institucion Periodo Namero Frecuenciade Trisomia Frecuencia Otra Referencia
de anormalidades 18 (# deTl8 enla anomalia
cariotipos (%) casos) poblacion del 18 (#
(%) casos)
Unidad de Citogenética,
Hospital Escuegla Dicle,  2000-2009 5688 16.1 4 0.07 5 Balkam M, et
N . al., 2010
Diyairbair, Turquia
Departamento de Genética Aboussair N
Médica, Instituto Nacional @ 1993-2010 5572 27 23 0.41 1 '
de Salud, Rabat, Marruecos etal., 2012
Division de Genética,
Departamento de Pediatria, Polipalli SK
Colegio Médico Maulana  2010-2015 859 43 2 0.23 NR ’
Azad y Hospital Lok Nayak, il AUTE
Nueva Delhi, India
Unidad de Investigacion
Médica en Genética
Humana del Hospital de Esparza
Pediatria “Silvestre Frenk  1986-2015 10329 29.2 81 0.78 NR Garcia E,
Freund”, Centro Médico 2016
Nacional Siglo XXI, CDMX,
México
Laboratorio de ,
Citogenética, Centro L,opez
L g . 2009-2011 1067 25.7 2 0.19 NR Martinez MS,
Médico Nacional “20 de 2017
noviembre”, CDMX, México
Servicio de Genética, 1500 5018 7781 25.3 33 0.42 15 Este trabajo

HGMEL, CDMX, México
NR: no reportado
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En promedio, en 25.3% de los cariotipos analizados se detecté una anomalia estructural
o numérica en el HGMEL. Este promedio se encuentra en el rango de lo alcanzado por
las series nacionales siendo un poco menor que lo reportado por Esparza Garcia (2016)
y Lépez Martinez MS (2017) (Tabla 6). El cariotipo con bandas GTG detecta
anormalidades en un cuarto de los pacientes que se les solicito, esta proporcion aumenta
cuando las indicaciones de solicitud del estudio son por cromosomopatia y
malformaciones y suele disminuir con otros diagndsticos clinicos (autismo, infertilidad,

talla baja, etc.).

Comparando el numero de cariotipos del Servicio de Genética del HGMEL (Tabla 2)
durante los mismos periodos de tiempo en un ambito internacional (Tabla 6) el HGMEL
presenta pocos casos reportados solo mayor a la descrita por Polipalli y colaboradores
(2016) donde se reportaron en el HGMEL cerca de 40% mas cariotipos. El porcentaje de
anomalias detectadas por cariotipo en este trabajo es mayor que el reportado en un
Hospital Escuela de Turquia (Balkam M, et al., 2010), similar a lo detectado por el
Departamento de Genética Médica en Marruecos (Aboussair N, et al., 2012) y menor a
lo hallado en la Division de Genética, del Hospital Lok Nayak en India (Polipalli SK, et al.,
2016) (Tabla 6). El alto porcentaje encontrado en el trabajo de Polipalli y colaboradores
(2016) se puede deber a una seleccion mas orientada a un fenotipo clinico de

cromosomopatia en el paciente al que se le realiza el cariotipo.

En el HGMEL al 23.8% de los pacientes que se presentan por primera vez se les solicitd
un cariotipo con bandas GTG. Las causas de solicitud se observan en la Figura 12 y
coinciden con lo reportado en la literatura (Hu J, et al., 2006; Balkam M, et al., 2010;
Pasquier L, et al., 2016; Esparza Garcia E, 2016). La principal causa por la cual se solicita
un cariotipo en el Servicio de Genética es discapacidad intelectual y retraso psicomotor
(27.6% considerando que 14.2% de las solicitudes son por sindrome de Down y el 13.4%
por retraso psicomotor), la segunda causa son las alteraciones en el desarrollo sexual,
entre las que se encuentran, el sindrome de Turner, el sindrome de Klinefelter, la

presencia de ambiguedad genital, y la amenorrea primaria o secundaria.
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La trisomia 18 es la segunda trisomia mas frecuente en la poblacion, tiene una incidencia
de 1/3000- 1/8 000 nacidos vivos (Toker Ay Salzer L, 2012; Kirby RS, 2017); siendo la
anormalidad del cromosoma 18 que mas se presenta y es concordante con lo encontrado
en este estudio (Tabla 4). Se detectaron 33 casos con trisomia 18 en 39 afos en el
HGMEL con una frecuencia de 0.42% en la poblacion con cariotipo. A nivel nacional es
menor que la detectada en el trabajo de Esparza Garcia (2016) (Tabla 6) que es la
frecuencia mas alta de deteccion de trisomia 18 en comparacién con las series
internacionales (Tabla 6). Por otra parte, en un estudio realizado en el Hospital Infantil de
México “Federico Gomez” (HIMFG) en 10 afos (1998-2008) se detectaron 23 casos
(Zuniga Rodriguez FG, 2010). La deteccion de esta trisomia en el HGMEL es de las mas
altas en la poblacion seleccionada para un estudio de cariotipo ya que los casos
detectados aqui nacen principalmente en el Servicio de Ginecologia del Hospital y son
detectados de manera temprana, la solicitud del cariotipo es antes de la semana de vida
o bien son remitidos por centros hospitalarios que presentan convenio con el HGMEL
para el estudio por presentar malformaciones congénitas al nacimiento. La fraccion de
trisomia 18 en el HGMEL es superada en casos por el Hospital Infantil de México y la
Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana del Hospital de Pediatria “Silvestre
Frenk Freund” del Centro Médico Nacional Siglo XXI, que atienden a pacientes
pediatricos, por lo que es esperado que detecten mas casos con anormalidades del

cromosoma 18.

Mas de la mitad de los casos (56.2%) en los que se detecté una anomalia del cromosoma
18 correspondieron a una trisomia completa, mientras que los casos con un mosaicismo
representaron 12.5% de las anomalias detectadas. La presencia de trisomia 18 en
mosaico encontrada en nuestro estudio fue mayor (18.2%) que el 5% reportado por
Cereda y Carey (2012), esto puede relacionarse con la esperanza de vida de los
pacientes que presentan la trisomia 18 en mosaico, la cual es mayor que para los que la
presentan en todas sus células aumentando su posibilidad de que les sea solicitado un
estudio de cariotipo. Por otra parte, el niumero de metafases analizadas también influye
en la deteccion de mosaicismo, a mayor numero de células analizadas es posible detectar

mosaicos con lineas celulares en baja proporcién. En los cariotipos reportados en el
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Servicio de Genética del HGMEL se analiza un promedio de 25 metafases lo que permite
detectar mosaicos cuya linea en menor proporcion se encuentra en 17% con una
confianza de 99% (Hook EB, 1977). En un estudio de 10 afios en el HIMFG (1998-2008)
se reportaron 22 casos con trisomia 18 y solo un caso de trisomia 18 en mosaico (Zufiga
Rodriguez FG, 2010), presentando menor proporcion de deteccion en trisomia 18 en

mosaico, probablemente porque analizaron un numero menor de metafases por paciente.

Se ha reportado que la trisomia 18 tiene una incidencia 4:1 mujeres:hombres (Imataka
G, et al., 2016), en este analisis encontramos una relacién 2:1 mujeres:hombres para el
periodo de 1980 a 2018 tanto en la trisomia pura como en mosaico, que no concuerda
con lo reportado en la literatura. Sin embargo, para el periodo entre 2007 y 2018 se tiene
una relacién 12:1, mujeres:hombres para la trisomia 18 pura y sélo 3 pacientes femeninas

con trisomia en mosaico.

La esperanza de vida de estos pacientes es de 2 a 70 dias (Toker ASalzer L, 2012) por
lo que su deteccion debe ser temprana para obtener un diagnostico. La edad de los
pacientes a los que se les solicitd un cariotipo por sindrome de Edwards fue de recién
nacido a 2 meses, la mayoria antes de la semana de vida, los que presentaron una

trisomia regular y hasta los 4 meses los que tuvieron la trisomia en mosaico.

Los cultivos de células de sangre periférica con trisomia 18 tienen dificultad para crecer
y en ocasiones el cultivo no es adecuado para leer metafases con bandas GTG por ser
de mala calidad, insuficientes o nulas. En estos casos, el uso de FISH en interfase con
sonda especifica para el cromosoma 18, por lo general centromérica (Figura 14), permite
obtener un resultado a partir de esos cultivos, incrementando las probabilidades de un
diagndstico, sin necesidad de repetir la toma de muestra. Para realizar este tipo de
estudio es necesario que el médico tratante tenga sospecha del sindrome y lo indique en
la solicitud del estudio citogenético, debido a que el FISH es un estudio dirigido y sdlo se
obtendra informacién especifica para las sondas utilizadas.
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La delecion 18p fue la segunda anomalia del cromosoma 18 detectada con mayor
frecuencia en este estudio (8 casos/39anos), tiene una incidencia de 1/50,000 nacidos
vivos, la cual es mucho menor que la presentada por la trisomia 18. Zuiiga Rodriguez
(2010) encontrd solo un caso en 10 anos en el HIMFG. En la literatura se reporta una
proporcion femenino a masculino 3:2 (Maranda B, et al., 2006), en nuestra serie

encontramos una proporcion 1:1 mujeres:hombres.

Cerca de 50% de las rupturas que producen delecién 18p ocurren en la zona
centromérica (Hasi-Zogaj M, et al., 2015), un ejemplo de este tipo de rupturas se observa
en la Figura 16; en el resto presentan rupturas al azar en cualquier punto del brazo corto,
como se aprecia en la Figura 15. El tamano de la delecidn se encuentra directamente
relacionado con las caracteristicas clinicas que manifiesta el paciente, en este caso el
individuo con delecién completa de brazo corto fue referido por un sindrome dismérfico,
mientras que el individuo con una delecién parcial lo fue por presentar discapacidad
intelectual. A menor tamario de la delecion se pierde una menor cantidad de genes y por
lo tanto, se producen una menor cantidad de alteraciones durante el desarrollo del
individuo, la alteracion mas frecuente que se manifiesta en las deleciones 18p es el

retraso en el desarrollo psicomotor e intelectual (Hasi-Zogaj M, et al., 2015).

La monosomia 18q se estima que ocurre en 1/40 000 nacidos vivos, siendo una de las
aneusomias mas frecuentesen humano (Schaub RL, et al., 2005). Encontramos el reporte
de 2 casos de delecion en 18q en los 39 anos de estudio. En los ultimos 10 afios no se
han presentado casos de delecion 18q. Ya que la frecuencia reportada es mayor que la
de la delecién de 18p, se esperaba encontrar un mayor numero de casos de este
sindrome. Nuestros resultados difieren con la literatura tanto para la frecuencia publicada
por Schaub y colaboradores (2005) como con lo reportado por Zufiiga Rodriguez (2010)

de tres casos en 10 afos.

En este trabajo se reportan dos translocaciones aparentemente balanceadas que
implican al cromosoma 18, ambas en pacientes masculinos. El cromosoma 18 es uno de

los cromosomas que participa con mayor frecuencia en las translocaciones reciprocas
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balanceadas, entre los cromosomas con los cuales se reportan translocaciones mas
frecuentes se encuentran el 8 y el 11, seguidos de los cromosomas 1, 3 y 13 (Paththinige
CS, et al., 2019). La edad de solicitud de estudio para los pacientes que presentaron
translocaciones reciprocas balanceadas suele ser en la adolescencia o en la edad adulta
debido a que estos pacientes pueden presentar trastornos en el desarrollo sexual,
azoospermia o pérdida gestacional recurrente (Paththinige CS, et al., 2019). Los
pacientes en quienes se detectd una translocaciéon fueron enviados a edades mayores

que la mayoria de los pacientes con los sindromes antes descritos (Tabla 4).

La primera translocacion encontrada en esta serie ocurrio se da los cromosomas 1y 18,
consistente con lo reportado por Paththininge y colaboradores (2019). Sin embargo, no
se tiene reporte de los puntos de ruptura, esta translocacion fue detectada en un paciente
masculino de 15 afios, al cual se le solicitd el estudio por sospecha de sindrome de Silver-
Russel, que se -caracteriza por crecimiento restringido pre y post-nacimiento,
macrocefalia relativa, frente prominente y asimetria corporal, con o sin discapacidad
intelectual (Mackay DJG, et al., 2019).

La segunda translocacion detectada fue una translocacion de brazos completos (Figura
17) en un cariotipo 46,XY,t(8;18)(p10;p10), el cromosoma 8 es el cromosoma con el cual
el cromosoma 18 presenta mas frecuentemente una translocacién (Paththininge CS, et
al., 2019). La solicitud de estudio fue presentada en un paciente de 26 afios por sospecha
de sindrome de Klinefelter, el cual presenta problemas del desarrollo de caracteres
sexuales incluyendo ginecomastia. Se realizd cariotipo a la madre y a la hermana del

paciente y ambas presentaron un cariotipo normal.

Para la generacion de espermatozoides, es necesario que durante la meiosis | se forme
una cruz de paquiteno (Figura 20) permitiendo la recombinacién y las segregaciones 2:2
gue derivan de ella. En caso de ser fértil, los gametos derivados de la segregacion alterna
produciran cigotos viables, pues contienen el material balanceado, en gameto 1 ambos
cromosomas son normales y la célula hija 2 contendra la translocacion balanceada. Para

la segregacion adyacente | la célula hija 1 presentara disomia 8q y nulisomia 18p, la
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célula hija 2 con disomia 18p y nulisomia 8q. En la segregacion adyacente Il la célula hija
1 deriva en un gameto disémico para 8p y nulisomico para 18q y la célula hija 2 es
disdbmica para 189 y nulisémica para 8p. Los cigotos formados a partir de los gametos
derivados de las segregaciones adyacentes no son viables pues presentan un
desbalance gendmico importante, formando cigotos con trisomias parciales y
monosomias parciales de brazos completos. Es probable que el paciente con esta
translocacion presente problemas reproductivos que varian desde azoospermia hasta

pérdida gestacional recurrente derivada de las segregaciones adyacentes.

(riélu;a Célula Célula Célula Célula Célula
ija hija 2 hija 1 hija 2 hija 1 hija 2

Alterna Adyacente | Adyacente Il

Figura 20. Esquema del tetravalente o cruz de paquiteno que se debe formar durante la profase | entre los
cromosomas derivativos como resultado de la traslocacion de brazos completos entre los cromosomas 8
(morado) y 18 (verde) (Figura 17), formando un derivativo con los brazos cortos de ambos cromosomas y

el otro derivativo con los brazos largos de los cromosomas 8 y 18 y los productos de las segregaciones 2:2.
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Balkam y colaboradores (2010) reportaron tres pacientes con translocaciones en el
cromosoma 18 asociadas con infertilidad o pérdida gestacional recurrente, mostrando
una frecuencia mas elevada de esta anormalidad que la encontrada en este trabajo. En
la tesis de Zufiiga Rodriguez (2010) se reportaron 5 translocaciones, 3 no balanceadas y
2 balanceadas que involucran al cromosoma 18. Algunas de estas fueron detectadas por
la llegada de un paciente pediatrico que presenta una anomalia del cromosoma 18 y
como parte del procedimiento en este tipo de hallazgo se les realiza un cariotipo a los
padres detectando una translocacion balanceada. Por lo general, los cigotos derivados
de la segregacion adyacente | en la cruz de paquiteno son los que producen las
anomalias (Figura 20).

Las translocaciones son las anomalias cuya deteccion resultd sido mas dificil. Las
translocaciones descritas en este trabajo fueron detectadas posteriores a 2007 y pueden
estar subdiagnosticada ya que los pacientes con este tipo de anomalias balanceadas no
presentan sintomas caracteristicos debido a que no existe pérdida y ganancia de material
genético. La causa de consulta de estos pacientes, suele ser por sospecha de un

sindrome monogénico, problemas de fertilidad o por estar presente un familiar afectado.

En este trabajo, al igual que para la monosomia 18q, se detectaron dos pacientes
femeninas con una tetrasomia 18p, originada por la presencia de un isocromosoma 18p
adicional. Esta alteracion tiene una prevalencia de 1/180 000 nacidos vivos y afecta a
ambos géneros por igual (Plaiasu V, et al., 2011; Silmani W, et al., 2019). Es uno de los
cromosomas marcadores supernumerarios pequeiio mas detectado. Balkam vy
colaboradores (2010) encontrada dos casos en su serie y un caso reportado en el

Departamento de Genética Médica en Marruecos (Aboussar N, et al., 2012).

Por lo general la deteccidn de un isocromosoma 18p se inicia con un cariotipo con bandas
GTG donde se presenta un cromosoma marcador metacéntrico supernumerario de
tamano pequefio (Figura 18). En este trabajo para caracterizar al cromosoma marcador,
con sospecha de material correspondiente al cromosoma 18, se realizé un FISH con
sondas subteloméricas del cromosoma 18p, la sonda utilizada fue la mezcla 11 del
paquete comercial Totel vision (Vysis, Abott, Abott Park, lllinois, EUA). Se observaron dos
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cromosomas 18 normales; en el extremo 18p hibridd la sonda subtelomérica en amarillo
y la sonda para centromero del cromosoma 18 en aqua en ambos. Y el cromosoma
pequeio marcador, tenia ambos extremos con hibridacidén para la sonda subtelomérica
18p y al centro se observa la sefial para centrdmero en aqua (Figura 19). Tanto el cariotipo
de bandas GTG como el FISH con sonda subtelomerica 18p se realizan de manera

rutinaria para la deteccion de un i(18)(p) (Silmani W, et al., 2019).

A la paciente con tetrasomia 18p, encontrada en el periodo 2007-2018, le fue solicitado
el cariotipo por presentar retraso psicomotor a los 30 afios de edad. Se han reportado
pacientes con este padecimiento mayores de 30 afios (Bawazeer S, et al., 2018), si bien
la esperanza de vida reportada para estos pacientes es de 14 afios (Soileau B, et al.,
2015). La mayoria de los casos descritos son anomalias de novo, sin embargo, existen
casos familiares heredados por rama materna (Takeda K, et al., 1989) indicando una
posibilidad reproductiva para la paciente aqui presentada con riesgo de hasta 50% de

transmitir el isocromosoma 18p.

Finalmente, se presenta un caso en el cual se detecté material adicional en el cromosoma
18, el origen de este material es desconocido. La solicitud de estudio fue por sospecha
de sindrome de discapacidad intelectual y X fragil en un masculino de 17 afios de edad.
Para detectar el origen del material adicional es necesario realizar un cariotipo a los
padres para conocer si la anomalia es heredada, derivada de una translocacién u otro
rearreglo balanceado en los padres o si ocurrié de novo. Si es derivada de una anomalia
gue presentan los padres resulta mas sencillo determinar el origen del material extra 'y se
puede comprobar mediante un FISH con una sonda especifica que contenga una
secuencia localizada en la region de interés. La otra forma de comprobar el origen del
material es la realizacion de un cariotipo molecular en el cual se presentara trisomia para
alguna region cromosomica y se puede delimitar el tamafio del material adicional y si
existe probable pérdida de material del cromosoma 18 o si corresponde a la duplicacién

de una regién del cromosoma 18.

En este trabajo no se reportan pacientes con anillo del cromosoma 18 a pesar de ser uno

de los anillos de autosomas mas frecuente (Balci S, et al., 2011), tampoco se encontraron
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inversiones pericéntricas del cromosoma 18 ni las recombinaciones derivadas de su
segregacion meibtica como la documentada por Villasefior-Dominguez (2016), de la cudl
se han reportado 21 casos (Lee MJ, et al., 2019).

El cromosoma 18 tiene una densidad génica baja y es el segundo cromosoma con menor
cantidad de genes, después del cromosoma 21. Esto explica porque es posible la
sobrevivencia de los pacientes con las anomalias antes descritas, aunque implican una
gran cantidad de material genético como en la trisomia 18 que involucra al cromosoma

completo, la cantidad de genes que se presentan en triple dosis es pequefa.

El cromosoma 18 y el cromosoma 17 tienen un tamafo similar, pero el cromosoma 17
tiene 4 veces mas genes que el cromosoma 18 (www.ensembl.org consultado
29/07/2019). La densidad génica alta del cromosoma 17 influye en que se hayan descrito
4 veces mas sindromes de microdelecion y microduplicacion que en el cromosoma 18 y
este Ultimo no presenta puntos de ruptura recurrentes, que generen un desorden

gendmico definido (Weise A, et al., 2012).

Durante los ultimos afos, se han generado nuevas tecnologias para el analisis de
aberraciones cromosémicas. Las recomendaciones internacionales sugieren como
estudio de primer nivel para deteccidn de aberraciones cromosdémicas un cariotipo
molecular por microarreglos en caso de discapacidad intelectual 6 de un desorden del
espectro autista sin algun signo que dirija a un diagndstico especifico (Martin CL y
Warburton C, 2015; Pasquier L, et al., 2016). Sin embargo, el alto costo de estas
tecnologias dificulta su acceso en muchos paises con economias poco desarrolladas

como México.

El cariotipo con bandas GTG sigue siendo la primera herramienta para el diagndstico de
anomalias cromosomicas, debido a que es una técnica sencilla y de bajo costo que
permite obtener una observacion rapida del genoma completo. Igualmente existen
aberraciones cromosomicas balanceadas en las que no se presenta pérdida o ganancia
de material genético por lo que estudios como a-CGH y SNVa no son capaces de
detectarlas (Dutta UR, 2016). El cariotipo y la técnica de FISH pueden ser utilizados para

la deteccion de cromosomas marcadores supernumerarios pequefos y rearreglos
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balanceados especialmente cuando las manifestaciones clinicas evocan un sindrome
especifico (Silmani W, et al., 2019).

Este trabajo se realiz6 tomando los reportes de cariotipos en pacientes de edades
variadas, desde recién nacidos hasta adultos. Sin embargo, en la actualidad se ha
incrementado la deteccién de anomalias cromosémicas en la etapa prenatal. Esta
deteccion puede realizarse por métodos de tamizaje no invasivos, como analisis de
marcadores en suero materno y ultrasonidos, o por métodos invasivos, como
amniocentesis. La deteccion temprana de fetos con cromosomopatias como la trisomia
18 permiten a la pareja tomar decisiones importantes al respecto, incluyendo la

terminacion del embarazo (Cereda Ay Carey JC, 2012).
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8. CONCLUSIONES

Las anomalias del cromosoma 18 representaron el 2.4% (48 casos) de todas las
aberraciones detectadas, siendo la mas frecuente la trisomia del cromosoma 18, seguida
de la delecion 18p.

A 9 467 de los pacientes de primera vez se les solicito cariotipo, esto representa el 29%
de los pacientes. Se analizaron y reportaron 7 781 cariotipos en los 39 afios incluidos en
este trabajo, de estos resultados de cariotipo 1 969 casos, el 25.3% presentaron
anormalidades cromosOmicas numéricas 0 estructurales. Estos porcentajes son
semejantes a los reportados en otros centros mexicanos y series internacionales
revisados.

Las causas mas frecuentes por las que se solicitd un cariotipo fueron retraso psicomotor
y/o discapacidad intelectual, incluidos los pacientes con sindrome de Down (27.6%),
alteraciones del desarrollo sexual (23.5%), pérdida gestacional recurrente (10.1%),
probable cromosomopatia (9.7%) y defectos congénitos (9.6%).

Las frecuencias de los diferentes tipos de anomalias del cromosoma 18 encontradas
concuerdan con lo reportado en la literatura con excepcién de la delecién 18g cuya
frecuencia fue menor que la esperada. No se encontraron inversiones pericéntrica ni sus
recombinantes, ni anillos del cromosoma 18, a pesar de ser anormalidades relativamente
frecuentes.

Para la trisomia 18 en los 39 aflos de estudio, la incidencia por género (2:1
mujeres:hombres) no concuerda con lo reportado en la literatura, si bien aun se tiene
mayor proporcion de casos femeninos que masculinos, los casos masculinos son mas de
los esperados. Para el subperiodo de 2007 a 2018 se tiene una mayor proporcion
femenina (12:1 mujeres:hombres) de la esperada tanto en trisomia pura como trisomia
en mosaico.

En el Servicio de Genética del HGMEL el cariotipo con bandas GTG sigue siendo el
estudio mas solicitado para la detecciéon de cromosomopatias, como lo ha sido durante
las ultimas décadas, por su bajo costo y facilidad para realizarse. Este trabajo permitio
corroborar su utilidad para detectar y analizar las alteraciones correspondientes al
cromosoma 18.
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ANEXO I. Técnica de Cariotipo con Bandas GTG
Cultivo, cosecha y preparacion de laminillas

El cariotipo con bandas GTG se realizé por cultivo de células a partir de una muestra de
sangre periférica heparinizada, 0.5ml de sangre completa se siembra en un tubo estéril
de 15ml con 4.5ml de medio RPMI 1640, un medio enriquecido para crecimiento de
células de mamifero. Se utilizé fitohemaglutinina (FHA) como mitdégeno, una lectina que
se une a la membrana celular de los linfocitos T estimulando la division celular. El cultivo

se realiza por duplicado y se incuba 72 horas a 37°C.

Pasadas las 72 horas se procede a la cosecha. Se agregé colchicina en concentracién
0.02%, que produce un arresto mitético de las células en divisién durante la metafase
interfiriendo con la organizacién de microtubulos, en particular con la formacién del huso
mitético. Se incubo a 37°C durante 30 minutos, terminado el tiempo se centrifugd a 3000
rpm durante 5 minutos y se decant6 el sobrenadante. El botdén se resuspendié en una
solucién hipoténica 0.075M de cloruro de potasio (KCI), de igual manera se incubé a 37°C
durante 30 minutos y se procedio a la prefijacion agregando lentamente 2ml de fijador de
Carnoy (metanol absoluto-acido acético glaciar 3:1). Se centrifugd de nuevo a 3000 rpm
durante 5 minutos y se decantd, al boton se le agrega mas fijador y este ciclo de lavado
se repitio 2-3 veces hasta que el botdn se observo limpid. Y se prepararon las laminillas
mediante el goteo y secado al aire. Para su deshidratacion se gurardaron a temperatura
ambiente de 1-3 dias o en incubadora a 37°C durante una noche (Figura 21) (modificado
de Verma RS y Babu A, 1995).
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Técnica de Cariotipo

Sangre completa

Medio RPMI 1640 Colchicina Sol. Hipoténica Fijador Fijador
/ FHA / 0.02% / 0.075M / /
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———— s e 4 /

N7 Portaobjetos limpio

Figura 21. Técnica de cultivo y cosecha de linfocitos para cariotipo utilizada en el Servicio de Genética,
HGMEL. PHA Fitohemaglutinina.

Para la técnica de tincion de bandas GTG, las laminillas se sumergieron en una solucion
de tripsina 0.02% en amortiguador de fosfatos pH 7 (amortiguador de Sorensen 0.06M)

durante 7-10 minutos.

Se enjuagaron con solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.8 (2-30 seguntos) y
posteriormente se tifieron con colorante de Giemsa durante 2-5 minutos. Se lavaron con
agua corriente y se dejaron secar al aire. Finalmente, las laminillas se montaron con 3
gotas de resina sobre la muestra tefiida y se coloca un cubreobjetos evitando la formacién
de burbujas (modificado de Verma RS y Babu A, 1995).
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Figura 22. Técnica de tincién de bandas GTG utilizada en el Servicio de Genética, HGMEL.

REACTIVOS
Amortiguador de Sorensen pH 6.8 (Na2HPO4 7.08g, KH2PO4 6.72g por litro)
Amortiguadorr de Sorensen pH 7.0 (Na2HPO4 8.65¢g, KH2P045.269 por litro)

Medio RPMI 1640 Gibco, Thermo Fisher Scientific, Third Avenue, Waltham, MA, EUA
Fitohemaglutinina (FHA) Gibco, Thermo Fisher Scientific, 168 Third Avenue, Waltham,
MA, EUA

Colchicina Sigma, Spruce Street, San Louis, Missouri, EUA

KCI Merck, KGaA, Darmstadt, Alemania

Na:HPO4 Merck, KGaA, Darmstadt, Alemania

KH2PO4 Merck, KGaA, Darmstadt, Alemania

Colorante de Giemsa, Hycel Zapopan, Jalisco, México

Acido acético glacial Grupo Internacional ICR, Iztapalapa, CDMX, México

Metanol Grupo Internacional ICR, Iztapalapa, CDMX, México
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ANEXO Il. Técnica de Hibridacion in situ Fluorescente

Para esta técnica el cultivo de linfocitos de sangre periférica y su cosecha se realizé de
acuerdo a lo descrito en el Anexo |I. Para la preparacion de las laminillas se utilizé en un
portaobjetos limpio, en el cual se coloca fijador de Carnoy, suficiente para forma una capa
sobre él portaobjetos y el goteo de la preparacion se realiz6 con la punta de la micropipeta
pegada a la laminilla y con una inclinacién de 45° y se deja secar al aire. Se colocaron
10uL del botén celular concentrado, para asegurar que se tuviera el material suficiente
para su analisis. La hibridacion se realizé en el primer dia y al dia siguiente se procedio
al lavado, montaje y observacion de acuerdo a las del fabricante de la sonda utilizadas
(modificado de Vysis, Abott, Abott Park, Illinois, EUA).

Dia 1. Hibridacion

Se coloca la laminilla en una solucion salina citratada doble (2x SSC) con pH 7.0 a 37°C
durante 30 minutos. Posteriormente se pasa la laminilla a bafios de etanol al 70%, 85%
y 100% durante dos minutos en cada uno, de menor a mayor concentracion para

deshidratar el material y se deja secar al aire.

Evitando la exposicién a la luz se prepara la mezcla de hibridacion en un tubo para
microcentrifuga colocando 0.5uL de cada sonda a utilizar y completar con solucion
amortiguadora de hibridacién para 5 pL. Se microcentrifuga de 1-3 segundos y se coloca
sobre la laminilla, en la zona donde se localiza el material y se cubre con un cubreobjetos
de 18x18mm, limpio, evitando la formacién de burbujas y se sella para evitar la
evaporacion. Se procede a la co-desnaturalizacion sobre una platina caliente (71°C

durante 2 minutos). Se incubd a 37°C en camara humeda (24-48 horas).

Dia 2. Lavados

Se sacar la laminilla de la cAmara humeda, y se retira el cubreobjetos con cuidado para
evitar rallar el material. Sumergir en la solucion amortiguadora de lavado 1 doble a 65° C

por 10 minutos. Pasar la laminilla a la solucién amortiguadora de lavado 2 a temperatura
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ambiente durante 1 minuto. Posteriormente se coloca la laminilla en bafos de etanol al
70%, 85% y 100%, 2 minutos en cada uno. Para finalizar se colocan con 6uL de
contratincion DAPI con solucién antidesvanecedora, y se cubre usando un cubreobjetos

de 22x22mm evitando la formacién de burbujas.

En ese momento se puede observar al microscopio de fluorescencia utilizando el filtro
correcto segun la marca de la sonda a observar (de acuerdo a las indicaciones del

fabricante del fluorocromo con que se encuentra marcada la sonda).

REACTIVOS
Solucién amortiguadora de lavado 1. Solucién de citratos doble (2X SSC)/0.1% NP-40
Solucion amortiguadora de lavado 2. Solucién de citratos (1X SSC)/0.3% NP-40
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