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Resumen: La prevalencia mundial de la discapacidad intelectual (DI) es del 3 %. Una de las causas mas
comunes de DI de origen genético son las aberraciones cromosomicas, las cuales resultan facilmente
detectables mediante un cariotipo. Sin embargo, muchas de estas pasan desapercibidas durante el analisis
citogenético convencional debido a su tamafo. Estas pequefias alteraciones se pueden localizar en los
subtelomeros y se ha observado que, cuando es asi, constituyen una razén importante de DI en pacientes
que carecen de un diagnostico de causalidad. En este estudio de tipo observacional, se utilizd la técnica
MLPA con el objetivo de determinar la frecuencia de aberraciones cromosdmicas submicroscopicas en los
subtelémeros en una poblacién infantil con DI de origen desconocido. Se examinaron 70 muestras de forma
exitosa y se obtuvo un caso con una microduplicacién en el subtelomero 17p, para una frecuencia del 1,4 %.
También, se realizé el analisis citogenético en 33 muestras y se encontré6 un caso con una aberracion
cromosémica detectable al microscopio, para una frecuencia del 3 %. El porcentaje de aberraciones
cromosdémicas subteloméricas fue menor al esperado en comparacion con estudios similares. Finalmente, se
concluyo que el cariotipo y la técnica MLPA se complementan para el abordaje de personas con DI de origen
desconocido.

Palabras clave: subtelomeros, MLPA, citogenética molecular, cromosoma marcador

Abstract: The prevalence of intellectual disability (ID) in the global population is 3%. One of the most
frequent cause of ID are chromosome aberrations, which are easily detected by a karyotype. However, many
of these maygoundetected during a conventional cytogenetic analysis because of their length.These small
alterations can be localized in the subtelomeres and it has been observed that when localized there, they are
an important cause of ID in patients without a causality diagnostic. In this observational study, we use the
MLPA technique for the purpose of identifying the frequency of submicroscopicsubtelomere chromosomal
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aberrations in a population of people with ID of unknown origin. 70 samples were successfully analyzed with
MLPA and we found one case with a microduplication in the 17p subtelomere for a frequency of 1,4%.
Also,the karyotype was performed in 33cases, and we foundone case with a chromosome aberration that can
be detect by microscope for a frequency of 3%. The subtelomeric chromosome aberration frequency was
lower than expected as we compare our results with similar studies. Finally, with this work we conclude that
the karyotype and the MLPA technique complement each other for approaching people with ID of unknown
origin.

Keywords: Subtelomeres, MLPA, molecular cytogenetics, marker chromosome
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_ 1. Introduccion

La poblacién infantil con discapacidad intelectual (DI) debe ser sometida a diversos estudios tanto
genéticos como no genéticos desde sus primeros afos de vida para determinar el posible origen.
Entre los mas relevantes, se encuentra el analisis citogenético o cariotipo, pues las aberraciones
cromosdmicas son una causa importante de dicha condicién. Por ejemplo, la trisomia 21 se puede
detectar facilmente en un cariotipo, sin embargo, diversos estudios han evidenciado la necesidad de
evaluar el genoma, de forma que, también se puedan hallar aberraciones submicroscépicas,
especialmente en las regiones subteloméricas, por ser propensas a sufrir rearreglos cromosémicos
asociados con la DI.

De ahi la trascendencia de implementar en el pais estrategias diagnodsticas al servicio de este
proposito y disponibles para pacientes costarricenses afectados y para el personal médico que les
atiende. En ese sentido, este trabajo contribuye a ampliar el repertorio de pruebas diagndsticas
alrededor de esta tematica.

_ 2. Referente tedrico

La DI se caracteriza por presentar limitaciones intelectuales y adaptativas y aparece antes de los 18
anos, (AAIDD, s.f.; Vissers et al., 2016). Su prevalencia en la poblacion mundial es del 2% al 3 %; no
obstante, a pesar de los avances en cuanto a técnicas diagnosticas, alrededor de la mitad de los
casos (50 % - 60 %) siguen sin explicacion a su causa (Medina et al., 2014; Vissers et al., 2016).
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Dentro de las condiciones genéticas de DI, se incluyen aquellas donde prevalece una mutacién en
un Unico gen (monogénicas) (Hamdam et al., 2014), alteraciones en los mecanismos epigenéticos
(Ramsden et al., 2010) y aberraciones cromosdmicas (Tomac et al, 2017). En afios recientes, las
variantes en el nUmero de copias se catalogaron como un nuevo factor genético, lo cual podria
justificar una proporcion importante de los casos clasificados como idiopaticos (de origen
desconocido). Estas alteraciones se conocen como aberraciones cromosomicas submicroscopicas,
porque comprenden deleciones o duplicaciones muy pequenas (<5Mb) que no pueden ser
detectadas mediante técnicas de citogenética convencional. Se ha estimado que entre el 5 % y el 7
% de los casos de DI idiopatico conllevan alteraciones subteloméricas submicroscopicas (Mohan et
al., 2016; Meyyazhagan et al., 2021).

Los subtelobmeros son regiones ricas en genes que pueden diferir en cuanto a tamafio y contenido
de informacién y esto aumenta la probabilidad de apareamientos errébneos durante la meiosis
(Mohan et al., 2016). Debido a lo anterior, se han utilizado diferentes técnicas moleculares para el
estudio de las microdeleciones y las microduplicaciones, entre ellas, la hibridacion in situ
fluorescente (FISH, del inglés fluorescence in situ hybridization) (Hyun-Kyung et al., 2008; Karnebeek
et al., 2002; Mohan et al., 2016; Meyyazhagan et al., 2021), la hibridacién genémica comparativa
(CGH, del inglés comparative genomichybridization) (Kirchhoff et al., 2005), la reaccidén en cadena de
la polimerasa cuantitativa (qPCR, del inglés quantitative polymerase chain reaction) (Auber et al.,
2009) y la amplificacién de sondas dependientes de ligacion multiple (MLPA, del inglés
multiplex ligation-dependent probe amplification) (Ahn et al.,, 2007; Boggula et al., 2014; Medina et
al, 2014; Rooms et al., 2006). De todas estas, la MLPA brinda la mejor relacidén costo-beneficio,
ademas, ya ha sido reconocida como una técnica confiable y sensible para detectar reacomodos
subteloméricos, incluyendo deleciones y duplicaciones (Ortiz et al., 2021; Santa Maria et al., 2016).

En Costa Rica, desde hace varias décadas, se diagnostican sindromes genéticos habitualmente
responsables de DI, como los causados por aberraciones cromosomicas (aneuploidias o
aberraciones de tipo estructural) (Castro et al., 2011) y el del cromosoma X fragil (SXF) (Vindas-Smith
et al, 2011). En el caso de los desbalances subteloméricos submicroscopicos, hasta ahora era
imposible identificarlos en nuestro pais, lo que dificultaba el abordaje de los pacientes e impedia
una estimaciéon de su frecuencia. Pese a los esfuerzos por determinar las causas de DI en la
poblacién costarricense, siempre permanece un porcentaje con DI idiopatica; en este ultimo
podrian ocurrir aberraciones cromosdmicas submicroscépicas, de las cuales las subteloméricas
tendrian una proporcion significativa.
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Con base en lo expuesto, este proyecto pretendid determinar la incidencia de aberraciones
cromosoémicas subteloméricas submicroscopicas mediante la aplicacion de la técnica MLPA en una
poblacion infantil costarricense con DI idiopatica.

_ 3.Metodologia

3.1 Enfoque

Este trabajo tuvo un enfoque cualitativo, observacional y transversal con alcance descriptivo, ya que
se realizé la busqueda de aberraciones cromosdmicas en una poblacion seleccionada de personas
con Dl idiopatica.

3.2 Poblacion del estudio

La poblacién de estudio estuvo constituida por 77 individuos con una DI idiopatica. A todos se les
tomd una muestra de sangre periférica, a fin de detectar aberraciones cromosdmicas subteloméricas
submicroscopicas por medio de MLPA. Del total, 49 fueron remitidos al Instituto de Investigaciones
en Salud de la Universidad de Costa Rica (INISA-UCR) para el diagnostico molecular del SXF
indicado por el personal médico, a raiz del resultado negativo sobre la mutacién responsable de
esta enfermedad. Los restantes 28 eran pacientes con DI idiopatica reclutados de centros educativos
de ensefianza especial (Vindas-Smith et al., 2011) y con un resultado genético negativo para el SXF.

El flujo de trabajo consistio en efectuar un cariotipo a partir del cultivo celular de sangre periférica,
con el propdsito de identificar aberraciones cromosdmicas en aquellos casos con material bioldgico
disponible (n = 32 del total). Si el cariotipo resultdé normal o no informativo, se procedio a extraer el
ADN para la prueba de MLPA. En el resto de participantes, se aplico Unicamente la MLPA (n = 45 del
total). De uno de ellos, mas adelante referenciado como Caso 1, se obtuvo material biologico para el
cariotipo de forma posterior al analisis con MLPA, de tal modo, en total se realizaron 33 cariotipos.

En torno a la recoleccion de las muestras, se contd con el consentimiento informado, aprobado por
el Comité Etico-Cientifico de la Universidad de Costa Rica y firmado por cada paciente o por su
representante legal.
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3.3 Cultivo Celular

Se practicaron 33 cultivos celulares, provenientes de sangre periférica, a través de la inoculacion de
cinco gotas de sangre en medio de cultivo completo (PB-MAX de GIBCO), seguidamente, se
incubaron por 72 horas. Una vez transcurrido ese tiempo, se realiz el arresto mitotico con Colcemid
(GIBCO), el choque hipoténico con KCl 0,075 M y la fijacion con una solucion de Carnoy (3:1
metanol:acido acético).

3.4 Anélisis cromosdmico

Las células recuperadas después de la centrifugacion fueron resuspendidas y se extendié el material
sobre una lamina de portaobjetos. Se completé el conteo cromosémico en al menos 20 células y se
analizaron minimo tres metafases banda a banda para cada caso. Ante la sospecha de mosaicismo,
se estudiaron, por lo menos, 40 células. En este analisis se utilizd6 bandeo G por tripsina y giemsa
(bandas GTG).

3.5 Extraccion de ADN

El ADN se extrajo desde linfocitos de sangre periférica, usando el método de fenol-cloroformo
basado en el protocolo de Strauss (2001), con modificaciones o con ayuda del kit QlAamp DNA Mini
Kit (QIAGEN).

3.6  MLPA

Se recurrié al kit SALSA MLPA P070 Human Telomere-5 probemix (MRC-Holland, The Netherlands)
para trabajar las 77 muestras. Los genes diana de las sondas de este kit se pueden revisar en
www.mrc-holland.com. En referencia a la MLPA, se siguieron las instrucciones del fabricante con
pequefas modificaciones: se agregaron 4 plL de la muestra de ADN + 1 pL de Tris-HCl 50 mM (pH =
8,5). En la amplificacion de las sondas que fueron ligadas, se acato el procedimiento sugerido por el
fabricante.

Asimismo, en cada experimento se incluyé una muestra blanco (sin ADN) y se aplicaron de tres a
cinco controles consistentes en ADN de personas sin DI, extraido por el mismo método que las
muestras. Los productos de PCR fueron evaluados en un secuenciador ABI 3730XL (Applied
Biosystems) de la compafiia Macrogen Inc., empleando la siguiente mezcla: 0,5 pL de producto de
PCR, 0,2 pL del marcador molecular LIZ-500 (Applied Biosystems) y 9,5 pL de formamida. La
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electroforesis contempld las indicaciones de voltaje de inyeccion: 1,4 kV; tiempo de inyeccién: 15 s;
voltaje de corrida: 10 kV; tiempo de corrida: 2500 s. Los electroferogramas se analizaron utilizando el
programa Peak Scanner (Thermo FisherScientific).

3.7 Anélisis de datos

Para la MLPA, los datos se estudiaron con el programa Coffalyser (MRC-Holland) y, en adicién,
fueron corroborados en una hoja de calculo con el programa Excel (Microsoft Office), con el
propdsito, en ambos casos, de obtener un cociente de dosificacién (CD), donde CD = [(intensidad
de fluorescencia de la sonda analizada/intensidad de fluorescencia de cada una de las otras sondas)]
/ [(intensidad de fluorescencia de la sonda del control/intensidad de fluorescencia de cada una de
las otras sondas del control)]. EI CD permite comparar con los controles, de manera que, si una
persona presenta dos copias de la sonda analizada, se espera una razén 1:1 (CD cercano a 1), en las
microdeleciones, se espera un CD cercano a 0,5 y en las microduplicaciones, uno aproximado a 1,5.

3.8  Confirmacion de casos positivos

Los resultados positivos para la MLPA se confirmaron con el kit SALSA MLPA P249 Human
Telomere-8 (MRC-Holland) o el SALSA MLPA P365 Human Telomere-14 (MRC-Holland), los cuales
contienen varias sondas para el subtelémero de interés en cada caso particular (ver adelante).

_ 4. Resultados

4.1 Frecuencia de aberraciones cromosdmicas

Se calculd la frecuencia de aberraciones cromosomicas encontradas en la muestra bajo estudio. Los
resultados anormales para la MLPA se presentaron en dos casos, aunque el cariotipo posterior en
uno de ellos indicé que este no era submicroscépico; por consiguiente, el porcentaje de
aberraciones cromosomicas submicroscopicas exclusivamente fue 1/70 (1,4 %) y el de aberraciones
cromosomicas detectables al microscopio en el grupo de estudio fue 1/33 (3,0 %) (ver abajo).

4.2 Analisis cromosémico

ISSN-1659-0201

Melissa Abarca-Ramirez, Fernando Morales-Montero, Rebeca Vindas-Smith, Fernando Ortiz-Morales y Isabel Castro-Volio’ .
http://ccp.ucrac.cr/revista/



.ii Poblacion y Salud Doi: https://doi.org/10.15517/psm.v0i19.48088

M éri , . L
S 19, numero 2, Art. Cient. enero-junio 2022

Se logrd obtener el cariotipo en cada una de las 33 muestras incluidas para esta prueba. En 32 casos
el cariotipo fue normal, de los cuales, 12 correspondieron a mujeres (46,XX) y 20 a hombres (46,XY).
En un Unico caso de un vardn se detectd una aberracion cromosémica, cuyo cariotipo resultd ser
47, XY,+mar[32]/46,XY[11] (figura 1). Este sera referido como Caso 1.

Figura 1

Metafases analizadas del Caso 1.
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Nota. A. Linea celular con alteracion cromosdmica. Se observan 47 cromosomas con la presencia de un
cromosoma marcador supernumerario (flecha en color rojo). B. Linea celular normal. Se observan 46
cromosomas normales.

4.3 Analisis de la MLPA

De las 77 muestras de ADN de sangre periférica revisadas con la MLPA, 70 fueron concluyentes (91
%), de las cuales, 68 mostraron un resultado normal (97 %). En las dos restantes se constatd una
alteraciéon en cada probando que hacia suponer la presencia de una microduplicacién en cada una.

En el primer probando (Caso 1) la alteracion se halld en el subtelémero 15q, en la regién cercana al
centromero (llamada 15p6) (figura 2). El analisis del cariotipo a posteriori descartd que se tratara de
una microduplicacion, sino que, el resultado anormal se debié a la presencia del cromosoma
marcador. Con la prueba de MLPA fue posible corroborar que este corresponde a material genético

fLa compaiiia MRC-Holland incluye dos sondas en el kit SALSA P070 para los cromosomas acrocéntricos. Una es para el
subtelémero del brazo largo y la otra es una sonda que hibrida con una secuencia ubicada también en el brazo largo,
pero mas proximal. A esta Ultima le llaman «p», a fin de no confundirla con la de los subteldmeros en el brazo largo.
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del cromosoma 15. En el segundo probando, se observd una microduplicacion en el subtelomero

17p. De ahora en adelante este sera nombrado como el Caso 2 (figura 3).

Figura 2

Resultado positivo de la MLPA para el Caso 1
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Nota. Resultado con el kit SALSA P070 donde se observa que el CD para la sonda 15p presenta
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corresponde al gen NDN.
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Figura 3

Resultado positivo de la MLPA para el Caso 2
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Nota. Resultado con el kit SALSA PO70 donde se observa un valor anormal del cociente de

dosificacion para la zona 17p. La sonda con resultado alterado corresponde al gen RPH3AL.

4.4 Analisis confirmatorios

Con respecto al Caso 1, mediante el uso del kit confirmatorio SALSA MLPA P365 Human Telomere-

14, se logro determinar que los genes MKRN3, MAGEL2 y SNRPN, ubicados en la region 15q11.2, se

encuentran duplicados en este probando (figura 4); asi se establecidé que este marcador incluye al

menos dicha banda. A efectos de saber si este hallazgo correspondia a una aberracién cromosémica

heredada o de novo, se extrajo una muestra de sangre de los padres del probando y se aplicaron las

mismas pruebas. En ambos padres, tanto el cariotipo como la MLPA resultaron normales (datos no

mostrados), por tanto, la alteracion genética en el probando fue de novo.
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Figura 4

Resultado positivo con el kit confirmatorio SALSA P365 para el Caso 1
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Distribution Type: Reference Samples | Exp: Confirmacin chr 15

Nota. Este kit contiene tres sondas para esta region, que corresponden a los genes MKRN3,
MAGEL2, SNRPN, respectivamente. Al evidenciar cocientes de dosificacion elevados, se confirma

el resultado.

Con el proposito de comprobar el hallazgo en el Caso 2, se usé el kit SALSA MLPA P249 Human
Telomere-8 para esta region y, efectivamente, el gen RPH3AL se encontraba duplicado (figura 5). En
este no fue posible contactar a los padres, entonces, se desconoce si esta alteracién es de novo o
heredada.

ISSN-1659-0201

Melissa Abarca-Ramirez, Fernando Morales-Montero, Rebeca Vindas-Smith, Fernando Ortiz-Morales y Isabel Castro-Volio’ .
http://ccp.ucrac.cr/revista/



:ii Poblacion y Salud Doi: https://doi.org/10.15517/psm.v0i19.48088

en Mesoamérica | ) o
19, numero 2, Art. Cient. enero-junio 2022

Figura 5

Resultado positivo con el kit confirmatorio SALSA P365 para el Caso 2
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Nota. Este kit ofrece 11 sondas para la regiéon 17p. Unicamente la sonda mas distal presenta un valor
alterado y responde al gen RPH3AL, lo cual confirma las copias extra de este. La hoja de analisis de
Coffalyser para este kit tiene un error, por eso, los nombres correctos de los genes se visualizan en

anaranjado sobre el nombre provisto por el programa (ver leyenda en letras naranja).

_ 5. Discusion

5.1 Frecuencia de aberraciones cromosdmicas subteloméricas submicroscopicas

En la poblacion de estudio del presente trabajo se observé que la frecuencia de aberraciones
subtelomeéricas submicroscépicas (1,4 %) era menor a la reportada en otros estudios (Ahn et al.,
2007; Charalsawadi et al., 2016; Koolen et al., 2004); no obstante, algunos grupos han reportado
prevalencias similares a las aqui descritas (Hyun-Kyung et al., 2008; Pickard et al., 2004) o inclusive
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menores (Karnebeek van et al., 2002). Estudios a gran escala han calculado que la aparicién real de
aberraciones cromosdmicas submicroscépicas en los subtelédmeros en personas con DI idiopatica es
cercana al 2,5 % (Ballif et al., 2007; Ravnanet al., 2006).

Algunos factores que dan cuenta de las diferencias surgidas de los estudios recaen en las diferentes
técnicas utilizadas, si se confirma la anomalia encontrada o no, si se excluyen posibles variantes
genéticas y, sobre todo, los criterios de seleccién de las personas (Charalsawadi et al., 2016; Hyun-
Kyung et al., 2008; Karnebeek et al., 2002; Mohan et al., 2016). En este trabajo no se contempld
ningun criterio de inclusion mas que el diagndstico de DI idiopatica y se planted que las altas
frecuencias de aberraciones submicroscopicas en los primeros estudios se deben a una historia
familiar positiva de DI, lo cual podria ser un sesgo a favor de encontrar dichas alteraciones
(Karnebeeket al., 2002). Igualmente, la incidencia de las aberraciones podria variar dependiendo del
grado de DI (Hyun-Kyung et al., 2008).

Segun Breman y Stankiewicz (2021), la técnica de microarreglos ha desplazado al cariotipo como el
primer método de eleccidon para el diagnéstico de desérdenes del desarrollo, aunque tiene un costo
muy elevado; por ende, el estudio citogenético sigue siendo importante para el analisis genético y
genomico y en la actualidad puede considerarse como una técnica complementaria en muchos
escenarios diagnosticos, especialmente en paises donde no se cuenta con la técnica de
microarreglos. Por esta razon, otros métodos de citogenética molecular sensitivas, como FISH
(Mohan et al,, 2016) o MLPA (Boggula et al.,, 2014), se recomiendan junto con el cariotipo, cuando
no sean asequibles los microarreglos. En ese sentido, con este estudio se sustentd la importancia del
cariotipo en el Caso 1 (posterior a la MLPA), pues se logré identificar que se trataba de un
cromosoma extra estructuralmente anormal bisatelitico en mosaico y no una microduplicacién.

5.2 Andlisis del Caso 1

El caso con cariotipo 47,XY,+mar/46,XY corresponde a un adolescente varon de 14 afios al momento
del analisis. Entre las caracteristicas clinicas detectadas por el personal médico se citan: trastorno de
conducta, hiperactividad, escaso contacto visual y retraso del desarrollo psicomotor, ademas de
facciones como orejas grandes y paladar ojival; con esto, se diagnosticd un posible caso de autismo
o de sindrome de Asperger. El paciente fue remitido al INISA para ser evaluado mediante
diagnostico molecular para el SXF, sin embargo, el resultado fue negativo.

Conforme a lo anterior, se incluyo en este estudio, se le realizd la MLPA y, posteriormente, un
analisis de cariotipo, en este Ultimo se encontrd el cromosoma marcador extra. Los cromosomas
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marcadores poseen estructuras anormales y no pueden ser identificados solo con técnicas de
citogenética convencional (Sun et al, 2020). Los cromosomas extra estructuralmente anormales
(CEEA), es decir, presentes como material adicional, tienen una incidencia del 0,02 % en los recién
nacidos vivos y son 4 veces mas comunes en personas subfértiles y 10 veces mas en personas con
DI, si se comparan con la poblacion general (DiStefano et al., 2020).

La mayoria de los CEEA se originan a partir de los cromosomas acrocéntricos y los mas frecuentes
son los derivados del cromosoma 15 (DiStefano et al., 2020), los cuales se relacionan con edad
materna avanzada al momento de la concepcion (Kurtas et al., 2019; Wu et al, 2020). Estos
usualmente se derivan de una duplicacién invertida de una region variable del brazo largo, que
puede ir desde 15q11 a 15q14 y donde se han identificado 5 puntos de fractura recurrentes (BP1-
BP5) (Distefano et al, 2019; Lusk et al., 2016). En este caso, el CEEA cumple con lo descrito, se
observo en la forma de un cromosoma isodicéntrico con satélites en cada uno de los extremos
(bisatelitico) (figura 1).

El cromosoma 15 es de gran interés por sus caracteristicas especiales: 1- posee varios puntos con
duplicaciones segmentales que lo hacen propenso a rearreglos, como translocaciones, inversiones,
deleciones y duplicaciones y 2- posee regiones sujetas a impronta genémica (DiStefano et al., 2020;
Makoff y Flomen, 2007). Todo ello lo vincula en gran proporcién a condiciones patoldgicas
involucradas principalmente con el neurodesarrollo (Tanet al., 2014; Fu et al., 2021).

De ahi, un diagnostico probable para este probando seria el sindrome del cromosoma isodicéntrico
del 15 (sindrome idic[15]), reconocido por sus manifestaciones clinicas, las cuales incluyen la
hipotonia, el retraso del desarrollo motor, el retraso en el habla y ciertas caracteristicas faciales
dismorficas menores, que ocurren, por lo general, junto con DI y epilepsia. Aun asi, muchas veces
este sindrome no es facil de identificar, debido a que los rasgos dismérficos no estan presentes o
son muy sutiles (por ejemplo, orejas grandes) y las malformaciones son raras, por tal motivo, el
personal médico no solicita un cariotipo (Lusk et al.,, 2016). Adicionalmente, no se present6 edad
materna avanzada al momento de la concepcion, en ese momento era de 32 afios, entonces, no se
sospecho de un riesgo genético.

Las personas con una duplicacion del cromosoma 15 exhiben un comportamiento caracteristico que
se describe como de espectro autista y en muchos casos también hay hiperactividad (Battaglia et al.,
2010). El cuadro clinico esbozado en la literatura coincide con el fenotipo clinico de este probando.
En lo comun, los casos en mosaico manifiestan un fenotipo menos severo, aunque esto varia,
dependiendo del porcentaje de células afectadas (Li et al, 2018). En este contexto, el cariotipo
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indicé un mayor porcentaje de células con presencia del marcador (74 %), en consecuencia, se
esperan algunas o todas las manifestaciones clinicas del sindrome idic(15).

Mediante el ensayo de MLPA, se encontro que al menos los genes NDN (figura 2), MKRN3, MAGEL2
y SNRPN (figura 4) estaban duplicados. La regién cromosdmica involucrada (15q11-g13) esta sujeta
a impronta genomica, conocida como la regién critica del Sindrome de Prader Willi/Sindrome de
Angelman (PWS/AS, del inglés Prader Willi Syndrome/Angelman Syndrome) y también incluye al gen
UBE3A. Las duplicaciones aqui, principalmente de origen materno, se asocian con fenotipos que
suponen hipotonia, trastornos del espectro autista, retraso del desarrollo, DIy convulsiones (Lusk et
al., 2016; Sun et al, 2020). Se ha mencionado en la literatura que el gen UBE3A podria ser el
principal responsable del sindrome idic(15), por cuanto la mayoria de los pacientes afectados
comparten una duplicacion materna — ya sea trisomia o tetrasomia- en relacion con ese gen. De
acuerdo con estos datos, la dosis génica de los genes expresados del alelo materno en dicha region
es critica para el adecuado desarrollo del cerebro (Battaglia et al., 2010).

Tanto la madre como el padre de este adolescente fueron evaluados a través de un cariotipo y una
MLPA, dirigidos a descartar que el marcador fuera heredado. Cuando un marcador es heredado de
un progenitor con un fenotipo normal, se considera que este no es el responsable del fenotipo
observado en la descendencia (Milleret al., 2010; Watson et al., 2014). En este caso, el marcador
ocurrié de novo, por lo cual, su presencia en mosaico podria ser la causa del cuadro clinico en el
probando. El mecanismo propuesto para su formacion es una no disyuncion durante la meiosis de
uno de los padres (presumiblemente en la oogénesis), sequido de un rescate de trisomia parcial
(Kurtas et al., 2019; Sun et al., 2020).

En este trabajo no fue posible determinar el origen parental del cromosoma marcador, al respecto,
se recomienda aplicar una PCR especifica de metilacién o la genotipificacion de marcadores
microsatélites. Asi mismo, la técnica FISH podria contribuir a determinar los puntos de fractura del
marcador con mayor resolucion. Estos analisis adicionales permitirian confirmar el diagnostico
genetico. La determinacion de un marcador de novo también tiene implicaciones en cuanto al
asesoramiento genético, particularmente, en la estimacion del riesgo de recurrencia, que para los
idic(15) no heredados se presume bajo (aunque se debe recomendar un diagnostico
preimplantacional en futuros embarazos, pues no se puede descartar mosaicismo germinal) (Lusk et
al., 2016).

Finalmente, cabe destacar que, gracias al cariotipo se logroé detectar que el material adicional en la
region 15q no correspondia a una microduplicacion, sino a un CEEA, al mismo tiempo, sin la MLPA
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no hubiera sido posible identificar con certeza la procedencia de ese CEEA, aspectos indispensables
para el diagnostico y para brindar asesoramiento genético acerca del riesgo de recurrencia.

5.3 Analisis del Caso 2

En el Caso 2, el gen RPH3AL estaba duplicado. Dado que no fue posible evaluar a los progenitores
de este probando, fue imposible saber si dicho rearreglo es de novo o heredado y eso dificultd la
determinacion de su patogenicidad. Tampoco se tuvo la informacion sobre sus manifestaciones
clinicas, lo cual impidi6 establecer una relacién genotipo-fenotipo. Sobre este gen se sabe que esta
involucrado en los procesos de exocitosis tanto en células endocrinas como exocrinas y en el
transporte de vesiculas (Putchaet al., 2015; Varshney et al., 2021).

La duplicaciéon de dicho gen ha sido reportada en personas con DI de novo y heredada de padres
con fenotipo normal (Wellcome Trust Sanger Institute, s.f.), de tal modo, el desbalance detectado en
la dosis génica del gen podria ser la causa de la DI del Caso 2. En la base de datos DECIPHER, una
base de registro de desbalances cromosomicos y sus fenotipos, se considera esta duplicacion como
posiblemente patogénica (Wellcome Trust Sanger Institute, s.f.). Cuando es heredada de padres con
fenotipo normal, es probable que las diferencias fenotipicas observadas se deban a que los puntos
de fractura no sean idénticos por penetrancia incompleta o a que un alelo recesivo con una
mutacidén patégena se exprese por la pérdida de su homdlogo (Sarquis et al., 2011). Otras causas
potenciales atafien a la interaccion con otros genes, el bagaje genético de cada individuo, los
factores epigenéticos, genéticos o no genéticos desconocidos (Costanzo et al., 2019; Ravnanet al.,
2006). En esta situacion particular, es necesario evaluar a los padres y conocer el fenotipo detallado
para definir el posible origen de la DI.

_ 6. Conclusiones

El elevado porcentaje de casos de DI sin diagnostico de causalidad plantea el requerimiento de
explorar nuevas técnicas de diagndstico complementarias a las ya existentes. La técnica de MLPA es
sensible y especifica en la deteccion de aberraciones cromosomicas, las cuales son causas comunes
de DI, como microdeleciones y/o microduplicaciones, asi como marcadores supernumerarios.

El analisis citogenético, junto con la MLPA, es la mejor estrategia para el abordaje de personas con
DI idiopatica en paises donde no se cuenta con la posibilidad de emplear la técnica de
microarreglos, por su elevado costo o imposibilidades técnicas. Se recomienda establecer criterios
de inclusion mas estrictos para el estudio de pacientes, por ejemplo, el tener dos o mas rasgos
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dismorficos, malformaciones congénitas o historia familiar de DI positiva; esto, con el objetivo de
aumentar la probabilidad de detecciéon de microdeleciones o microduplicaciones.

En definitiva, identificar una aberracién cromosomica con potencial patogénico en pacientes con DI
idiopatica permitiria al médico tratante prever posibles complicaciones a futuro y evitaria someter al
paciente a analisis adicionales innecesarios, dolorosos y/o con un costo econémico alto para este o
para el sistema de salud publica. Incluso, la deteccion de un CEEA generaria un alivio emocional en
la familia de la persona afectada, al conocerse la probable causa de la DI.
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