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Cytogenetic and molecular profile of genetic
diseases in Puerto Montt main hospital

Background: Chromosome aberrations (CA) are the main etiology of multiple
congenital malformations, recurrent abortions and intellectual disability (ID) speci-
fically of moderate and severe degree. They account for 0.3 to 1% of newborns (NB)
and 6 of 10,000 NB have chromosome imbalances with submicroscopic deletions or
duplications smaller than 10 MB that are overlooked by conventional cytogenetic
studies. Aim: To report the results of cytogenetic and molecular studies performed in
patients with a congenital malformation disease or ID with or without dysmorphic
features, attended in a regional hospital. Patients and Methods: One hundred and
eighty patients, 27 with a clinical diagnosis of Down syndrome, derived for the sus-
picion of a genetic disease, were studied. A karyogram was performed in all of them
and in 30 cases additional molecular studies, such as fluorescence in situ hybridization
(FISH) or polymerase chain reaction (PCR) were carried out. Results: Among the 153
patients without Down syndrome, 20 (13%) had a genetic abnormality responsible
for the altered phenotype. Sixteen had a chromosome aberration (structural and
numerical aberrations in 75 and 25% respectively) and four had genetic molecular
alterations. Additional studies were performed to confirm or better characterize the
chromosome aberration in 13 of the 30 patients in whom these were requested. Con-
clusions: Chromosome and specific genetic molecular studies in selected cases help
to characterize patients with genetic diseases. The collaboration between academic
and health care facilities is crucial.

(Rev Med Chile 2011; 139: 298-305).

Key words: Chromosome Abnormality disorders; Cytogenetic analysis; Molecular
genetics.

formaciones congénitas, presentdndose en 60%

Enegativamente en la sobrevida del embrion,
sin embargo, las aberraciones cromosémi-
cas (AC) son una de las mas significativas, ya que
alteran la expresion de muchos genes importantes
en etapas tempranas del desarrollo embriona-
rio. Las AC de tipo numérico o aneuploidias y
estructurales son las principales causas de mal-
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de los abortos espontaneos, 12% de las parejas
con infertilidad y en 6% de los nacidos vivos con
malformaciones. No es sorprendente entonces que
todas las pérdidas de cromosomas autosémicos y
la mayoria de las trisomias produzcan pérdidas
fetales tempranas'.

La prevalencia estimada de AC al nacimiento es
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de 0,3 al 1%y, en nuestro pais, entre recién nacidos
(RN) malformados es de 4,3%, con una distribu-
cién similar (cercana a 50%) entre aneuploidias
y anomalias estructurales®*. En algunos casos,
éstas son sugerentes de un sindrome conocido y
en otros, debido a la variabilidad del fenotipo y la
severidad de sus malformaciones, pueden ser tan
diversas como las posibilidades de reordenamien-
tos cromosdmicos existentes, incluso podrian estar
asociadas a enfermedades complejas y a cdncer™.

Se ha estimado que 0,5 a 1 en 10.000 de los
recién nacidos tienen una delecién cromosémica
constitucional visible al microscopio de luz, inclui-
dos los sindromes cromosdmicos cldsicos, como
las trisomias 21, 18 y 13; sin embargo, cerca de 6
en 10.000 RN tienen un desbalance cromosémico
que corresponde a deleciones o duplicaciones de
un tamano menor a 10 megabases (Mb) y que s6lo
es posible de detectar por métodos moleculares’.
Por esto, desde 1996, los estudios genéticos con
fines diagnosticos incluyen técnicas de genética
molecular, dotadas de una mayor sensibilidad, en
particular hibridacién in situ con fluorescencia
(FISH), reaccién de polimerasa en cadena (PCR),
secuenciacion de genes, hibridacién comparativa
del genoma (CGH) y microarrays”®. Estas metodo-
logias han permitido detectar un ntimero creciente
de anomalias cromosémicas cripticas, constitu-
yéndose asi el “cariotipo molecular” como una
estrategia complementaria que aporta mayor re-
solucién al andlisis del cariotipo convencional %',

La prevalencia del retraso mental o déficit
intelectual (DI) en la poblacién general es 2 a
3%, con variaciones entre 1 y 10% segun el tipo
de poblacién estudiada'>'>. Considerando que
las aberraciones cromosémicas son la principal
causa etioldgica de DI, especialmente en los grados
moderado a severo, es que el DI es otra de las prin-
cipales indicaciones para analisis cromosémico y
busqueda de mutaciones relativamente frecuentes,
como las responsables de los sindromes X fragil,
Prader Willi y Angelman, entre otros. Identificar
la etiologia de estas alteraciones permite el inicio
precoz del manejo clinico adecuado, la estimula-
cién sensorial y motora dirigida; ademas conocer
el prondstico y riesgo de recurrencia de la afeccion,
asi como también poder entregar asesoria genética
reproductiva oportuna a los padres y otros fami-
liares a riesgo!¢8.

Lo anteriormente expuesto y la evidencia de
una tasa de mortalidad 11 veces mayor en pa-
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cientes portadores de una delecién cromosémica
constitucional que en la poblacién general, asi
como que las alteraciones genéticas ocupan en
este momento el segundo lugar como causa de
mortalidad infantil, después de la prematurez ex-
trema, avalan la necesidad de estudiar un nimero
creciente de pacientes para el diagnéstico de afec-
ciones genético-cromosdmicas®'»?, Esta realidad
ha motivado a los sistemas de salud publicos y
privados a implementar nuevos laboratorios de
citogenética con metodologias moleculares que
permitan encontrar la causa de un nimero tam-
bién creciente de afecciones genéticas, evitando de
esta manera la realizacién de otros estudios mds
invasivos y costosos?'.

Es dificil comparar el rendimiento de los labo-
ratorios de citogenética, medido en términos de
estudios cromosémicos alterados con respecto del
total de exdmenes. En las diferentes publicaciones
existen variaciones importantes segin los diagnds-
ticos de referencia, criterios utilizados al momento
de solicitar el examen, tipo de pacientes estudiados
y la metodologia utilizada. Ademads, la experiencia
demuestra que al disminuir la estrictez en los
criterios de selecciéon de los pacientes, aumenta
el diagnéstico de las anomalias cromosémicas
estructurales como deleciones, translocaciones,
isodicéntricos y otros”®.

Esta variabilidad también se observa al analizar
la experiencia publicada en Chile. Al respecto, dos
estudios realizados en las Regiones II y Metropo-
litana respectivamente, considerando muestras
similares, compuestas por recién nacidos con mal-
formaciones congénitas, lactantes, preescolares y
escolares con sindromes dismdrficos, ambigiiedad
genital y otras genopatias, excluyendo el sindrome
de Down (SD), mostraron alteraciones cromo-
sémicas en 9,5%%* y en 19,3%? respectivamente.
Otro estudio, realizado en la Regién Metropolitana
y menos restrictivo en la seleccién de los pacientes,
considerd pacientes adultos con pérdida repro-
ductiva, disgenesia gonadal o menopausia precoz
y otros diagnésticos, mostré 8,4% de casos altera-
dos*. En todos ellos se utiliz6 sdlo la citogenética
convencional en la obtencién de los resultados; la
seleccion de los pacientes fue establecida por un
genetista y la estrictez en la indicaciéon de examen
se relaciond con el costo y la disponibilidad de un
laboratorio especializado.

La poblacién atendida en el Hospital Base de
Puerto Montt (HBPM), en la X Regidn, incluidas
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las provincias de Llanquihue, Chiloé y Palena, se
ha caracterizado consistentemente por presentar
frecuencias inusualmente altas de pacientes con DI
cony sin dismorfias, en los cuales se sospecha una
afeccién genético-cromosémica (observaciones
no publicadas); sin embargo, en la mayoria de
los casos no se realizan los estudios que permiten
establecer el origen de la afeccién, por la imposi-
bilidad de contar en la zona con laboratorios con
la tecnologia y experiencia adecuada para este tipo
de diagnéstico.

Este trabajo pretende mostrar la importan-
cia de desarrollar estudios colaborativos entre
laboratorios de genética que permitan ampliar y
optimizar los recursos destinados al diagnéstico
de pacientes atendidos por el sistema publico de
salud. Esto es especialmente relevante cuando la
sospecha clinica, de ciertas enfermedades genéti-
cas, indica la realizacién de estudios citogenéticos
y genético-moleculares complementarios, para su
confirmacién diagndstica.

Pacientes y Métodos

Pacientes

Se estudiaron 180 pacientes derivados al La-
boratorio Clinico del HBPM: 92 hombres y 88
mujeres, distribuidos en los siguientes grupos
etarios: 58 recién nacidos y lactantes de 0 a 1
afio; 55 preescolares y escolares de 1 a 8 afos; 39
adolescentes de 8 a 14 afios y 28 mayores de 14
afios y adultos. Del total de pacientes, 27 tenian
diagndstico clinico de sindrome de Down; los 153
restantes fueron derivados por distintos especia-
listas, no genetistas, con diagndsticos clinicos de:
genopatia o multiples malformaciones congénitas
(N = 39); retraso mental y retraso del desarrollo
psicomotor con y sin dismorfias (N = 36); talla
baja en estudio, amenorrea primaria o ambos
(N = 34); abortos a repeticién e historia familiar
de aberraciéon cromosémica (N=10); sindrome
X fragil (N = 8); espectro DiGeorge (del 22q) (N
= 8) hipotonia neonatal (N = 6), sindromes de
Prader Willi y Angelman (SPW/SA) (N =6) y
otros (N = 6).

Metodologia

Estudios citogenéticos: En los 180 casos se
determind el cariotipo a partir del analisis cromo-
sémico con bandeo GTG, en cultivo de linfocitos
de sangre periférica. La obtencién de cromosomas
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se realiz6 en el Laboratorio Clinico del HBPM; el
recuento, microfotografias y anélisis del cariotipo
se realizaron en el Laboratorio de Citogenética
del INTA, utilizando metodologia previamente
publicada'®.

Estudios moleculares complementarios: Del
total de casos estudiados, en 30 de ellos el diag-
noéstico clinico presuntivo sugirié los siguientes
andlisis moleculares complementarios: estudio de
sindromes de microdelecién por FISH de secuen-
cia Unica, en 16 pacientes; por sospecha clinica
de sindrome de Prader Willi (SPW) y Angelman
(SA) se realiz6 test de metilacidn en 6 casos; por
sospecha clinica de sindrome X fragil (SXF) se
realiz6 PCR especifico en 4 pacientes; 2 casos de
DI inespecifico se estudiaron con FISH de regiones
subteloméricas; se realizé andlisis del gen SRY por
PCR en 1 paciente con fenotipo Turner; se realizé
PCR multiple con STRs de la regién 15q11-13,
para determinar SPW por disomia uniparental
(DUP) en 1 caso con test de metilacion alterado y
FISH normal. En todos ellos se utilizé metodologia
establecida en el laboratorio del INTA. Brevemen-
te, los estudios de FISH de secuencia tinica para
cromosomas 7,15, 22, X e Y, asi como de regiones
subteloméricas se realizaron en metafases obte-
nidas de cultivos de linfocitos, utilizando sondas
fluorescentes especificas (Vysis) y visualizadas al
microscopio de fluorescencia (Olympus). Para
los tests de metilacién y PCRs se aislé ADN del
paciente utilizando un kit de extraccién (Wi-
zard® Genomic DNA Purification, Promega) y se
procedio a realizar los estudios respectivos segtin
protocolos establecidos y adaptados en el labo-
ratorio del INTA?; para el test de metilacién se
utiliz6 el protocolo establecido por Kosaki y cols,
1997*y para el diagndstico del SXF los protocolos
de Saluto y cols” y Tassone y cols®.

Resultados

Citogenéticos

Delos 180 pacientes estudiados, 135 resultaron
normalesy en 45 (25%) de ellos se diagnosticé una
enfermedad genético-cromosémica. En la Tabla
1 se detalla el tipo de aberracién cromosémica
numérica o estructural y las alteraciones molecu-
lares detectadas.

Del total de pacientes, 27 (15%) tenian diag-
nostico clinico de sindrome de Down. En 24 (88%)

Rev Med Chile 2011; 139: 298-305
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Tabla 1. Tipos de alteraciones cromosomicas y moleculares detectadas en los 180 pacientes,
segun rango de edad

Alteraciones estructurales

Resultados alterados

n =45

Alteraciones
moleculares

46,XX,add(14)(pter— g32::?)dn

46,XY,add(16)(pter— q24::2)*

46,XY,+21,der(21;21)(q10;q10)dn

46,XY,der(2)t(2;15)(q37;922)pat

Edad n
(anos)
Alteraciones
numéricas
0al 58 47 XX,+21(n=13)
47 XY, 421 (n=9)
>1a8 55 45X
47 XY, 421 (n = 2)
47 XXY
47 XYY

>8al4 39 mos
47 XY, +21[2]/ 46,XY[48]

46,XY,1(1;12)(p31;912)dn
47,XY,dup(18)(q21.2)+mar[11)/
46,XY,dup(18)(q21.2)[10]°

SPW ( DUPmat)*P<

mos 45,X[15]/46,X,i(Y)(q10)[43]><<
mos 45,X[42]/46,X,i(X)(q10)[8]?

PKU + MPS

46,XX,dup(1)(g2?)dn

> 14 28 45X

mos 46,X,dic(X),(pter— g25::cen—pter)
[43]/45,X[7] 2

46,XY (mujer) S.I.A
S.A (del(15)(q11-13))>>

mos 45,X[141/46,X,i(X)(q10)[36]
46,XY,1(2;15)(937,922)*

Total 180 29 12

4

*Falta el estudio de los padres; dn = de novo (nueva mutacién); DUPmat = Disomfa uniparental del cromosoma 15 de origen
materno; PKU+MPS= Paciente con ambas mutaciones: fenilquetonuria y mucopolisacaridosis; S.I.A= Sindrome de insensibilidad
androgénica; S.A= Sindrome de Angelman. Estudios Moleculares: 2FISH; *PCR Test de Metilacion; <PCR Mdltiple con STRs del

cromosoma 15; 9PCR gen SRY; ¢FISH Subtelomérico.

de ellos se diagnostic6 una trisomia 21 libre, en
un caso habia una trisomia 21 por translocacién
(21521) de novo, en otro caso la trisomia 21 estaba
en mosaico y sélo en 1 caso se descart6 el sindrome
de Down, por presentar un cariotipo normal.

De los 153 pacientes restantes, no Down, en
20 casos (13%) se identificé una alteracién: 12
(60%) aberraciones cromosémicas estructurales,
4 (20%) aneuploidias y 4 (20%) alteraciones
genético-moleculares.

Entre las 16 AC diagnosticadas, 12 (75%)
correspondian a alteraciones estructurales, inclu-
yendo translocaciones reciprocas, cromosomas de-
rivativos, isocromosomas, cromosoma dicéntrico
y una duplicacién (Figura 1). En los 4 casos con
translocaciones reciprocas se estudiaron ambos
padres, en 3 de ellos la alteracién era de novo (dn)
yen 1 caso ésta era heredada del padre. Las 4 (25%)
alteraciones numéricas correspondieron a aneu-
ploidias de los cromosomas sexuales (Tabla 1).

Rev Med Chile 2011; 139: 298-305

Moleculares

De un total de 30 estudios de genética mole-
cular realizados, 17 fueron normales y 13 (43%)
permitieron confirmar o a caracterizar mejor la
aberracién cromosémica.

En 6 pacientes con caracteristicas clinicas de
sindrome de Turner, el andlisis por FISH permitié
en 3 casos caracterizar las alteraciones estructu-
rales del cromosoma X (Figura 2); en 2 casos pre-
cisar la constitucién del mosaico y en un caso fue
posible caracterizar un derivativo del cromosoma
Y, como un isocromosoma del brazo largo del Y
(Tabla 1, Figura 3).

El test de metilacién confirmé en 2 casos los
diagndsticos clinicos de sindromes de Angelman
y Prader Willi. En el caso con SA el FISH de-
terminé una delecién en 15q11-13 y en el caso
con SPW el FISH resulté normal; en este caso el
PCR multiple con STRs de la regién 15q11-13
determiné una disomia uniparental 15 materna.
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Estructurales Numeéricas
75% 25%
Translocaciones . Dicéntrico
B 1socromosomas [ 45,
D Cr. Derivativos D 47 XXY
[ Duplicacién [ 47,xvy

Figura 1. Distribucién de alteraciones cromosémicas estructurales y numéricas en 16 casos, excluyendo el Sindrome de Down.

*

A% &F . B

Figura 2. Andlisis citogenético y FISH del caso
mos 45,X[7]/46,X,der(X)[43]. A: Cariotipo par-
cial con bandeo GTG. B: Bandeo CBG; las flechas
muestran un X normal y un der(X). C: FISH de
una metafase parcial con sonda centromérica
(CEPX): se observan células con una y con 3
sefales centroméricas para X. D: FISH con sonda
subtelomérica. El cromosoma X normal muestra
1 sefial amarilla en la regién p subtelomérica y 1
sefal verde centromérica (X cen). El cromosoma
der(X) muestras 2 sefales amarillas en la region
p subtelomérica y 2 sefales centroméricas verde,
permitiendo reconocer en el der(X) 2 centréme-
ros, dos brazos p y delecién parcial del brazo
largo desde Xg25 a Xq terminal.

Figura 3. Andlisis citogenético y FISH del caso mos45,X[15]/46,X,der(Y)
(g10)[43]. A: Cariotipo parcial con bandeo GTG: las flecha muestran un
X normal y el derivativo Y. B: FISH de una metafase parcial con sonda de
la region subtelomérica Yq; el der(Y) muestra 2 sefiales amarillas para la
regién Yq terminal (ambos extremos) y 2 bloques de heterocromatina
DAPI positivo (interior), permitiendo caracterizar el der(Y) como isocro-
mosoma Yq.
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Discusién

El andlisis de los resultados de este estudio
demuestra que de un total de 180 pacientes, en 45
(25%) de ellos se determind una afeccién cromo-
sémica o de genética molecular; en los casos en que
los estudios resultaron normales y se descartaron
las AC estudiadas, fue posible enfocar la busqueda
a otros factores etioldgicos.

De acuerdo a lo esperado, entre los casos con
clinica de sindrome de Down, se detecté mayori-
tariamente (88%) una trisomia 21 libre; las otras
alteraciones como las trisomias en mosaico y por
translocacién, apoyan la importancia de estudiar
todo paciente con fenotipo de SD, ya que ademas
de confirmar la alteracién, detecta translocaciones
que pueden ser heredadas. Esta situacién hace
necesario estudiar a los padres para entregar una
asesoria genética adecuada.

A pesar que 90% de los pacientes aqui estu-
diados no fueron referidos por un genetista, es
importante destacar el alto porcentaje de casos
(13%) con alteraciones genéticas, no sindrome
de Down. Al comparar estos resultados con otras
dos experiencias realizadas en Chile, se observan
importantes diferencias: 13% vs 8,4% y 9,5%
respectivamente??*, Asi también llama la aten-
cién una distribucién distinta a lo esperado de
alteraciones estructurales y numeéricas (75% vs
25%), (Figura 1); siendo las aneuploidias de los
cromosomas X las unicas detectadas entre las
numéricas. En estudios previos se ha establecido
que la proporcién de anomalias estructurales y
numéricas es cercana a 50% y que las trisomias
de los autosomas, incluida la trisomia 21 son las
mas frecuentes*”?.

Estas diferencias podrian deberse a una se-
leccién estricta de los pacientes aqui estudiados,
ya que en su mayoria cumplian con las caracte-
risticas clinicas mas sugerentes de los sindromes
que configuran las indicaciones del estudio
cromosémico®*. Este hecho se traduce en un
mayor rendimiento de estos estudios, sin embargo,
conlleva el riesgo de subdiagnosticar anomalias
cromosémicas y genéticas en pacientes que pre-
senten caracteristicas menos evidentes; los cuales
podrian ser pesquisados si se cuenta con mayor
facilidad de acceso a estos exdmenes, al momento
de indicar el estudio a los pacientes.

Existen estudios previos que relacionan el
aislamiento, ruralidad y consanguinidad de

Rev Med Chile 2011; 139: 298-305

poblaciones chilenas como la de Chiloé con la
apariciéon de afecciones raras monogénicas del
tipo autosémicas recesivas®*”2. Sin embargo, en
este estudio se observa una distribucién inusual
de aberraciones numéricas y estructurales, espe-
cialmente ocurridas “de novo” (Figura 1); esto
permitiria postular que en esta zona geografica
existirfan factores ambientales o genéticos que
podrian estar influyendo en la etiologia y un ries-
go mayor de afecciones genético-cromosémicas,
como ha sido descrito para otras poblaciones y
que deberian ser estudiados®*.

En este estudio se observaron diferencias con
respecto a las alteraciones visibles s6lo a nivel
molecular (N = 4), las cuales no fueron pesqui-
sadas en los estudios anteriormente realizados en
Chile; debido a que no se disponia entonces del
uso habitual de metodologias moleculares com-
plementarias?*?2, Este es el primer estudio en Chile
que muestra alteraciones detectadas con estudios
moleculares, en un ndmero importante de casos,
todos ellos atendidos en el sistema publico de sa-
lud de la X Regién; ademads avala la importancia
de hacer andlisis mds resolutivos en pacientes con
fenotipos sugerentes de afecciones genéticas, tal
como habfia sido descrito recientemente'®!'"%,

Los resultados de este estudio avalan la impor-
tancia de este tipo de trabajos colaborativos como
el que se ha establecido entre el INTA de la Univer-
sidad de Chile y el Hospital Base de Puerto Montt.
Esto ha permitido facilitar el acceso al diagndstico
etioldgico de enfermedades genéticas complejas,
evitdndose el traslado del paciente a otro centro
asistencial, muchas veces del sistema privado, para
su estudio. Este estudio también ha significado un
enorme beneficio tanto para los pacientes de la
regioén como para el equipo médico del HBPM, por
la posibilidad de iniciar tempranamente terapias
de estimulacién, evitdndose el costo de realizar
otros exdmenes innecesarios asi como entregar
asesoria genética adecuada y oportuna a la familia.
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