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RESUMEN

Introduccion

La hibridacién gendmica comparativa en una técnica que permite la exploracién de
las anormalidades cromosOmicas. Su utilidad en la aproximaciéon de los pacientes
con retraso global del desarrollo o fenotipo dismérfico, sin embargo, no ha sido

explorada mediante una revisién sistematica de la literatura.

Metodologia

Realiz6 una revisibn sistematica de la literatura. Se incluyeron estudios
controlados, cuasi-experimentales, de cohortes, de casos y controles,
transversales y descriptivos publicados en idiomas inglés y espafiol entre los afios
2000 y 2013. Se realizé un andlisis de la evidencia con un enfoque cualitativo y

cuantitativo. Se realizé un analisis del riesgo de sesgo de los estudios incluidos.

Resultados

Se incluyeron 4 estudios que cumplieron con los criterios de inclusion. La
prevalencia de alteraciones cromosomicas en los nifios con retraso global del
desarrollo fue de entre el 6 y 13%. El uso de la técnica permitié identificar

alteraciones que no fueron detectadas mediante el cariotipo.

Conclusiones
La hibridacion genémica comparativa es una técnica util en la aproximacion
diagnéstica de los nifios con retraso global del desarrollo y del fenotipo dismorfico

y permite una mayor deteccién de alteraciones comparada con el cariotipo.

Palabras clave: Hibridacion gendmica comparativa-array, fenotipo, retraso

global del desarrollo.
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1. JUSTIFICACION

Con los cambios dados con el proceso de transicion epidemiologica, las
enfermedad genéticas comienzan a adquirir un interés especial dado que su
contribucion a la morbimortalidad de la poblacién y carga de la enfermedad han
aumentado (1).

Alrededor de 1 de cada 120 nacidos vivos presentan algun tipo de anomalia
cromosOmica que se ve representada en alteraciones del fenotipo. La aparicion de
nuevas técnicas de evaluacion citogenética, entre ellas la hibridacibn gendmica
comparativa-array (HGC-a), ha mejorado el nivel de resolucion y a su vez,
aumentado la deteccion de alteraciones que anteriormente pasaban

desapercibidas (2).

A pesar de la importancia que ha adquirido esta técnica, ain no existe ningun
trabajo de recopilacion sobre su utilidad y comparacién contra otras técnicas en la
evaluacion del retraso global del desarrollo y del fenotipo dismérfico. Esta revision
es el primer referente en ese sentido. Por otra parte este trabajo permitira abrir
espacios de discusion sobre la utilidad del uso de esta técnica en el proceso de
evaluacion dismoérfico de los pacientes en edad pediatrica con sospecha de

alteraciones genéticas.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El problema que motiva el desarrollo de esta investigacion se fundamenta en la
importancia que tiene el diagndstico genético preciso de pacientes pediatricos con
retraso global del desarrollo, con el subsecuente beneficio social y econémico para
el afectado y su familia, ya que la identificacion y el conocimiento de estas
alteraciones se convierte en una de las herramientas mas importantes para ejercer

prevencion de la enfermedad a través del asesoramiento genético.

En la practica médica actual el abordaje diagnéstico de muchos de éstos
pacientes es realizado por el pediatra, quien emplea como primera y Unica medida
el analisis del cariotipo, pudiendo conllevar al subdiagndstico de alteraciones
cromosOmicas estructurales que no pueden ser detectadas a través de la
implementacién de ésta técnica. La implementacion de técnicas con mejor
resolucibn como la HGC-a permite la deteccion de ganancias o pérdidas
gendmicas por debajo de 5 Kb (pequefias), aun cuando el cariotipo inicial no

muestre ninguna alteracion (3).

La idea central del proyecto es mostrar a los pediatras y a los médicos en general
gue existen otras y nuevas técnicas (como la HGC-a) utiles en el diagndstico de
enfermedades de herencia cromosdmica, y que no siempre el cariotipo es el gold
standard para el estudio de las mismas (4). A través de esta revision sistematica

se intentd responderd a la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Qué utilidad tiene el uso de la HGC-a en la aproximacion diagnostica de los
pacientes con fenotipo dismorfico y retraso global del desarrollo?



3. OBJETIVOS

3.10BJETIVO GENERAL

Realizar una revision sistemética de la literatura sobre la utilidad de la
hibridacidn genémica comparativa-Array en pacientes con retraso global del

desarrollo y fenotipo particular.

3.2 0BJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar una busqueda sistematica de la literatura para identificar la
evidencia existente sobre el uso de la hibridacion genémica comparativa-
array en el diagnostico de pacientes con retraso global del desarrollo y
fenotipo particular.

Clasificar los estudios segun su disefio metodoldgico.

Realizar el andlisis de calidad de los estudios incluidos.

Analizar los indicadores de efecto del tratamiento y realizar el andlisis

combinado.



4. MARCO TEORICO

4.1 GENERALIDADES

El diagndstico de las enfermedades genéticas es sumamente importante para el
desarrollo de pautas de conducta médica frente a las mismas. Conocer las bases
genéticas y la herencia de estas enfermedades permite tener una aproximacion
pronéstica y predecir en términos de probabilidades el hecho de que determinada
afectacion pueda ser transmitida a la descendencia de una persona. Todo lo
anterior cobrando importancia en lo que globalmente se conoce con el nombre de
consejeria genética que llevan a cabo los especialistas en la materia, y que abarca
en la actualidad posibilidades diagndsticas a nivel prenatal y preimplantacional en

aras de prevenir que estas enfermedades sean manifiestas.

Por otro lado es importante saber que el diagnéstico de éstas entidades pueden
favorecer la instauracion de un tratamiento, y que estos podrian favorecer el
prondéstico y la evolucion de patologias que sin tratamiento tendrian un curso

clinico diferente e inclusive fatal.

Especificamente en Pediatria es muy importante el diagnostico de las
enfermedades genéticas, dado que la mayor parte de los pacientes afectados se
encuentran dentro del grupo pediatrico. Una proyeccién al 2025 estima que su
incidencia en nuestro medio oscila entre 37,3 y 52,8 por cada 1.000 habitantes
(incluyendo las malformaciones congénitas que corresponden al 50% del total) (5,
6).

La idea del presente trabajo es describir como la técnica conocida como
hibridaciébn gendmica comparativa - array puede ser superior a la técnica clasica
del cariotipo para el estudio de cromosomopatias estructurales, dado que posee

una mayor resolucion para la deteccion de rearreglos cromosémicos pequefios



que impliguen la ganancia o pérdida de informacién genética y que no serian

observables en el cariotipo.

4.2 CROMOSOPATIAS

La informacion genética de los seres humanos se encuentra contenida en una
doble hebra de &cido desoxirribonucleico (ADN) en los 23 pares de cromosomas
ubicados en los ndcleos celulares. Los cromosomas se clasifican en dos grupos,
los pares autosomicos, numerados del 1 al 22, y los sexuales (X e Y). El genoma
normal de los seres humanos es diploide, el cual se obtiene a través de la fusion
de células haploides (contienen una sola copia del genoma) provenientes del

padre y la madre (7, 8).

La funcién de los cromosomas se ejerce a través de la trascripcion del ADN en
una hebra de la molécula de acido ribonucleico (ARN) y su posterior traduccion en
los ribosomas del citoplasma celular. La porciéon del cromosoma que ejerce un

efecto sobre la célula es conocida como gen (7, 8).

La descripcion correcta del nimero de cromosomas en el ser humano se realizo
en 1956, y tres aflos mas tarde se identificaron las alteraciones numeéricas
conocidas como el Sindrome Down y Klinefelter. Actualmente se acepta que
alrededor del 8% de los embarazos clinicamente evidentes y 50% de los abortos

espontaneos del primer trimestre se asocian a alteraciones cromosémicas (7).

Las alteraciones cromosémicas se pueden clasificar en numéricas y estructurales,
pudiendo afectar a cromosomas autosomicos o0 sexuales. Las células que no
contienen un niamero de cromosomas multiplo de 23 se denominan aneuploides,
Se trata principalmente de monosomias (presencia de una sola copia de un
cromosoma) Yy trisomias (tres copias de un cromosoma). Poliploidia es la

presencia de un grupo completo de cromosomas extras en una célula. Mosaicismo



se define cuando son solamente algunas las células afectadas por esta

aneuploidia (7).

Las trisomias mas frecuentemente observadas en recién nacidos son la trisomia
21 o Sindrome Down (47,XX(Y),+21), trisomia 18 o Sindrome Edwards
(47,XX(Y),+18), y la trisomia 13 o Sindrome Patau (47,XX(Y),+13). La alteracion
monosomica clasica es el sindrome de Turner (45,X0), y las poliploidias se
subclasifican de acuerdo al nidmero de grupos cromosOmicos fusionados, en
triploides o0 molas (69,XXX 0 69,XXY), o tetraploide (92,XXXX) (7).

Las alteraciones estructurales son rearreglos cromosdmicos ocasionados por la
reparacion defectuosa de roturas en el DNA, o fallos en la recombinacién. Se
pueden clasificar en deleciones, denominadas como “del”, seguido del numero del
cromosoma comprometido entre paréntesis y por una descripcion de la region
comprometida por la deleciobn en otro grupo de paréntesis (e.g. 46,XY, del(4)
(p16.3). Otras alteraciones estructurales son la duplicacion, denominada como
“‘dup”, la cual es caracterizada por una porcidon extra de un segmento de otro
cromosoma (e.g.46,XX, dup(1) (q22925); las inversiones denominadas como “inv’
(e.g. 46,XY, inv(1l) (pllpl5), caracterizada por una reorganizacion de un
segmento del cromosoma que se invierte y puede subclasificarse como
paracéntrico (no incluye el centrdmero) o pericéntrico (incluye el centrémero); los
cromosomas en anillo, denominados como ‘" (e.g. 46,XY, r(7) (p22936)
caracterizados por la delecion de un teldbmero normal y fusion de las porciones
terminales para formar un cromosoma circular; las translocaciones, denominadas

como “t” (e.g.46,XX, 1(2;6) (q35;p21.3) que se caracterizan por una reagrupacion
intercromosOmica que puede ser balanceada (cantidad de material genético
normal pero con agrupacion estructural anormal) o no balanceada (la célula gana

o pierde material genético debido a la reestructuracion cromosémica) (7).

Finalmente, los sitios fragiles son otra alteracion estructural de los cromosomas y

se caracterizan por presentar ciertos espacios en la estructura cromosomica, la



cual puede subclasificarse en las comunes (universales) o de baja incidencia
(déficit de folato), siendo estas Ultimas heredables mendelianamente y causantes
de enfermedades como el sindrome X fragil (7).

4.3 ABORDAJE DEL PACIENTE DISMORFICO

Aproximadamente el 16% de los abortos espontaneos son causados por
anomalias cromosomicas. Entre un 2% y un 4% de los recién nacidos presentan
defectos congénitos; los graves son una causa importante de mortalidad vy
morbilidad posnatal, por lo que el enfoque diagnostico es de suma importancia ya
desde el periodo prenatal, pero especialmente en el recién nacido donde se
convierte en un reto para el pediatra y los médicos de las unidades neonatales (3,
9).

Los defectos congénitos se clasifican en mayores cuando tienen una repercusion
meédica, quirdrgica o cosmética importantes para el paciente; menores cuando no
tienen dicha trascendencia y afectan a menos del 4% de la poblacién, y variantes
de la normalidad cuando, sin tener trascendencia, afectan a un mayor nimero de
individuos. Estas ultimas pueden variar ampliamente de unas poblaciones o razas
a otras (4, 8).

La etiologia de los defectos congénitos es compleja y diversa. Es por ello que sélo
una clasificacion patogénica nos permite una aproximacion eficaz a la posible
etiologia. Existe una interaccion entre factores ambientales y genéticos en todos
los defectos congénitos, y el peso de cada uno de los factores varia con el tipo de
defecto o defectos. Se estima que mas del 50% de los defectos tienen una
etiologia parcial o totalmente genética. La observacion detallada de los defectos
puede aportar informacion relevante acerca del momento en el que se inicio, el

mecanismo por el que se produjo y la potencial causa del mismo (9).



Los defectos estructurales de comienzo prenatal pueden ser de dos tipos
basicamente: los defectos primarios aislados del desarrollo, que afectan
originalmente una Unica estructura y son los mas frecuentes, y los que

representan anormalidades malformativas multiples (8 ,9).

Defectos primarios aislados del desarrollo

Malformacion: es un defecto morfoloégico que resulta de un proceso anormal del
desarrollo embriologico. La complejidad de la malformacion depende del momento
en que se produjo y el campo embrionario afectado. En general, entre més tarde
aparezcan en el desarrollo embrionario o fetal, mas simples seran. La causa es
con frecuencia incierta y el consejo genético dificil. El riesgo de recurrencia se
obtiene de forma empirica (a través del estudio epidemioldgico de familias con
este defecto concreto), y la incidencia y la recurrencia de estos defectos varian en
las distintas poblaciones y familias, poniendo de relevancia que distintos genes y

distintos factores ambientales confieren susceptibilidad para el defecto (8-10).

Deformacion: es una forma, configuracion o posicion anormal de una parte del
cuerpo normalmente diferenciada, producida por fuerzas mecanicas anormales,
pero no disruptivas. La gran mayoria afectan el sistema musculo-esquelético y
suelen estar producidas por moldeamiento intrauterino. Son de dos tipos:
extrinsecas, caracterizadas por un efecto mecéanico relacionado en su mayoria por
un conflicto de espacio o posiciones anormales dentro de la cavidad uterina; e
intrinsecas, que por el contrario son secundarias a hipotonia o hipoquinesia
prenatal ocasionadas por anormalidades en la funcion neuromuscular o
alteraciones primarias del sistema nervioso. La recurrencia de las deformaciones
de origen extrinseco dependera de que se haya o no solucionado la causa que dio
lugar a la compresién. Asi mismo, las deformaciones intrinsecas tendran el riesgo

de recurrencia que corresponda a la causa original (8-10).



Disrupcion: Una disrupcion es un defecto morfolégico de un érgano, de parte de
un érgano o de una regién mas extensa del cuerpo, que resulta de la lesion o
destruccion de una estructura normalmente formada. Se conocen 2 mecanismos
basicos etioldgicos: las bandas fibrosas amnidticas que ocasionan desgarro e
incluso amputacion de la parte afectada, y la interrupcion del flujo sanguineo con
isquemia, necrosis y/o reabsorcion de la zona distal a la region afectada. El
pronostico dependera de la zona afectada y de la extension del dafio, que suele
ser mayor cuanto mas precozmente se produjo en la gestacion. Suelen deberse a
causas de origen extrinseco (infeccion, teratbgenos como cocaina, talidomida o
misoprostol, traumatismos, etc.) o desconocido, como ocurre con muchas de las
anomalias presuntamente causadas por una interrupcion del flujo sanguineo a una
zona localizada del embrion o del feto. En muchas de estas anomalias de origen
vascular, la preeclampsia materna, la edad materna joven y la nuliparidad son

factores de riesgo (8-10).

Secuencia

Es considerada como una anomalia primaria simple o un mecanismo que actta
como factor para desencadenar una serie de eventos que conducen al paciente a
una situacion caracterizada por anomalias multiples, que se relacionan entre si por
un mecanismo de produccidon en cascada; en estos enfermos la causa es
desconocida, pero el desarrollo progresivo de las lesiones permite identificar, por
su cronologia, los mecanismos implicados en su patogenia. Es importante
diferenciarlo de los patrones de anomalias multiples, ya que el riesgo de
recurrencia de la secuencia es el de la anomalia original o primaria. Dicha
anomalia o defecto puede ser, a su vez, una malformacion, deformacion o
disrupcion. El ejemplo mas ilustrativo es la secuencia de Pierre-Robin, en la que el
defecto primario es una malformacion, la hipoplasia mandibular, que
secundariamente ocasiona que la lengua anormalmente elevada sélo pueda

alojarse impidiendo el cierre adecuado del paladar (8-10).



Anormalidades malformativas multiples

Sindrome polimalformativo (sindrome dismorfico): es un grupo de signos y
sintomas que colectivamente indican o caracterizan una enfermedad; en este
grupo las manifestaciones tienden a ocurrir juntas mas no en secuencia, y de
cierta manera reflejan la presencia de una condicion particular de causa conocida
cuyo mecanismo patogénico con frecuencia se ignora; generalmente tienen una
historia natural similar y el riesgo de recurrencia puede obedecer a las leyes de la
herencia; es decir las alteraciones suelen mostrar un patron de combinacién mas o
menos constante. El término espectro fenotipico sefiala el total de anomalias con
sus respectivas frecuencias dentro de la poblacion con dicho sindrome. En el
reconocimiento de un sindrome de causa monogénica (de herencia mendeliana)
hay que tener en cuenta los conceptos de penetrancia incompleta (falta de
anomalias fenotipicas en presencia de un gen andémalo) y de expresion variable
(manifestacion fenotipica de gravedad variable en los distintos pacientes
portadores de un gen dentro o fuera de una misma familia). Las causas de los
sindromes polimalformativos son multiples, y aunque muchos siguen teniendo una
causa desconocida, continuamente se producen progresos en el conocimiento de
Sus causas genéticas. Muchos tienen modelos de etiologia recientemente
conocidos, como sindromes por microdelecion, o patrones de herencia no

mendeliana (8-10).

Asociacién: es la aparicibn de anomalias mdultiples que se asocian con mas
frecuencia de lo esperado por azar y de las que no se sabe que representen una
secuencia o un sindrome. A medida que aumentan los conocimientos, las
asociaciones pueden ser separadas en varios sindromes o secuencias. El ejemplo
mas tipico es la asociacion VATER o VACTERL, que incluye anomalias
vertebrales, atresia de ano, cardiopatias, atresia de eséfago, anomalias renales e
hipoplasia radial. Estas alteraciones pueden aparecer en cualquier combinacion de
dos 0 mas de ellas. Normalmente son esporadicas, su riesgo de recurrencia es

proximo a cero y la etiologia suele ser multiple en cada una de ellas. La utilidad de



su reconocimiento es la necesidad de descartar la presencia de otras anomalias

ocultas que se pueden asociar a una anomalia aparente (8-10).

Evaluacion clinica del paciente dismérfico y/o con alteracion cognoscitiva

Historia clinica: historia familiar de tres generaciones (consanguinidad, defectos
congénitos, retraso mental, abortos, edad de los padres, etc.), antecedentes

obstétricos, historia perinatal (teratdgenos, movimiento fetal, etc.) (9, 10).

Exploracion fisica: medidas antropométricas y comparacion con valores
normales estandarizados para la poblacion, y documentacion fotografica. Intentar

examinar a los familiares disponibles (9, 10).

Estudios complementarios: los estudios complementarios deben basarse en
criterios clinicos de sospecha objetivos. Hay que conocer su utilidad precisa y sus
implicaciones técnicas. El que se conozca el gen implicado no significa que exista
una prueba disponible comercialmente para analizar las mutaciones. Todos los
estudios genéticos y metabodlicos deben ser secuenciales, por su complejidad y
costo. Muchos requieren enviar muestras fuera del centro, y por ello, se requerira
un esfuerzo de coordinacion para hacerlas llegar en condiciones 6ptimas. Pueden
estar indicados estudios radiol6gicos o de otro tipo. En el neonato con defectos
congénitos que fallece o en el feto, el esfuerzo diagndstico debe ser tan intenso
como en el neonato vivo (necropsia, fotos, Rx, cariotipo, etc.). No hay que olvidar
gue la historia y la exploracion aportan el diagnéstico en la mayoria de los casos
(9, 10).

Atencién a la familia del paciente dismaorfico
Todo el proceso diagnéstico y asistencial del paciente con dismorfismo debe incluir

a la familia. La comunicacion debe ser precoz y continua, coherente y planificada,

multidisciplinaria pero sin informaciones contradictorias. El plan diagnostico debe



estar claro, y la posibilidad de no llegar a un diagndstico inmediato debe ser
compartida con la familia, asi como el hecho de que gran parte del plan
terapéutico y del apoyo psicosocial son independientes del diagnostico. Este

apoyo debe garantizarse a largo plazo, dentro y fuera del hospital (9).

4.4 DIAGNOSTICO

Cariotipo: es una técnica de citogenética en la que se obtiene el conjunto de
cromosomas correspondientes al nivel mas complejo de empaguetamiento de la
cromatina. Con este método los cromosomas son recortados y ordenados u
organizado; se colocan siempre de la misma manera: por tamaifio y por forma. Se
obtienen asi dos tipos de estructuras: autosomas o cromosomas somaticos no
sexuales (1-22) y cromosomas sexuales (X, Y). Es util en el diagnostico de
alteraciones cromosémicas numéricas y aquellas estructurales que estén por
encima de las 5 Kb (3, 7).

Los cromosomas metafasicos son estructuras bipartitas (2 partes), es decir,
constan de 2 cromatides, cada una de las cuales contiene exactamente la misma
informacion que la otra (copia de la misma cosa), por lo que lo que hay en una
cromatide es exactamente lo mismo que hay en la otra. Las dos cromatides se
encuentran dividas por la posicion del centromero en 2 brazos: brazo corto o “petit”

(brazo p) y brazo largo (brazo q) (7).

Segun la posicion del centromero los cromosomas se denominan (7):
- Metacéntricos: p = g (si las 2 croméatides tienen los brazos iguales o muy
similares).
- Submetacéntricos: p < q 6 q < p (si uno de los brazos de las cromatides
es mas pequefio que el otro).
- Acrocéntricos: p << g (cuando uno de los brazos cortos o p de una de

las cromatides es muy pequefio)



- Telocéntricos: g (no existe brazo corto). En humanos solo se veran

cromosomas telocéntricos en condiciones patoldgicas

Para identificar a los distintos cromosomas hace falta tefiirlos y segun las técnicas
de tincién se pueden apreciar distintas bandas. Los cromosomas se clasifican en
distintos grupos o letras por cuestiones histéricas (carencia de tinciones
especificas que impedian distinguir cromosomas dentro de un mismo grupo): A,
B, C, D, E, F Gy los sexuales; esta clasificacion hace referencia Unicamente a
la formay el tamafio de los cromosomas e impide distinguir cromosomas de un
mismo grupo o letra (no existian los bandeos). Antiguamente incluso el
cromosoma X se colocaba dentro del grupo C, porque sin las técnicas especificas

de tincién era imposible distinguir el CR sexual X de los CR del grupo C (7).

Entre las indicaciones del cariotipo se encuentran (3, 7):
- Sospecha de un sindrome genético conocido
- Mdltiples anomalias congénitas
- Retardo mental de causa no conocida
- Estatura baja
- Retardo en el desarrollo sexual
- Genitales ambiguos
- Infertilidad de pareja
- Aborto habitual
- Leucemias y tumores linfoproliferativos

- Cancer (algunos tipos)

FISH (Hibridacion Fluorescente en Situ): es una técnica molecular que puede
ser complementaria al cariotipo y permite localizar un determinado fragmento de
ADN de interés particular, y que no siempre es observable al microscopio. Esta
técnica pone de manifiesto la presencia o0 ausencia de secuencias génicas
especificas. Se puede aplicar sobre nucleos interfasicos de extensiones celulares

o cortes de tejido o directamente en cromosomas. La posibilidad de poder utilizar



las técnicas de FISH sobre células que ni estan dividiéndose es importante en
aquellas neoplasias con baja tasa de division celular, como en los sindromes
linfoproliferativos crénicos. Para ello utiliza sondas marcadas con fluorocromos.
Dependiendo del tipo de sonda utilizada es posible evaluar la presencia de
reordenamientos de los nucleos. Las sondas son pequefias secuencias de cadena
sencilla de ADN, que son complementarias a la secuencia de interés y asi son
dirigidas a un fragmento génico especifico. Se utilizan diferentes tipos de sondas
entre las que se encuentran: las sondas centroméricas o ADN satélite, las sondas

de pintado cromosdémico y las sondas de secuencia unica (4, 9).

Para localizar la secuencia de interés, la sonda debe hibridar con la secuencia de
ADN de la muestra. El primer paso es desnaturalizar las moléculas de ADN
(separar las hebras complementarias de la estructura en doble hélice del ADN),
tanto de la sonda como la de la muestra de estudio. Después se hibridan la sonda
con su region complementaria en el ADN de la muestra colocandose a 37°C, y por
complementariedad de las bases se presenta el apareamiento entre las mismas y
la formacion del hibrido. Con un microscopio de fluorescencia se observan las

sefales de la sonda marcada (4, 9).

Esta técnica es Util para cuantificar alteraciones numéricas, tanto si se presentan o
no en clones de baja expresion o baja capacidad proliferativa y para monitorizar
clones hiperdiploides en leucemia linfoblastica aguda. Otra aplicacion de la FISH
es en el seguimiento de pacientes con trasplante alogénico de distinto sexo

mediante el uso de sondas centroméricas para los cromosomas sexuales (4, 9).

La FISH, como complemento de la citogenética convencional, puede ser de
utilidad diagnostica y pronostica en el estudio de las neoplasias hematoldgicas.
Ambas metodologias tienen limitaciones y ventajas. La citogenética requiere que
las células del clon neoplasico se estén dividiendo. Cuando los cromosomas son
de mala calidad su interpretacion es dudosa. Se analizan pocas células y tiene

una baja sensibilidad. Por el contrario la FISH se puede utilizar sobre nucleos en



interfase y sobre células en matafase, pudiendo analizarse mas células que con la
citogenética, siendo ademas una técnica con mayor sensibilidad. La informacion
brindada por la FISH est4 limitada al reordenamiento buscado, es decir a la sonda
utilizada. Por eso la importancia en ocasiones de ser complemento del cariotipo
con el que tenemos informacién de todos los cromosomas. La técnica FISH es

mAas costosa que la citogenética convencional (4, 9).

MLPA (Amplificacion Mdaltiple Dependiente de Sonda): ésta técnica es una
variante de la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) que permite la
amplificacion de mdultiples dianas con un uUnico par de primers, evitando con esto
las limitantes de la PCR multiplex que emplea mas de un par. En ésta técnica cada
sonda consta de 2 oligonucleétidos (uno derecho y otro izquierdo) que hibridan
con el ADN de la muestra estudiada hasta encontrarse uno con el otro, momento
en el que se complementa el analisis con la ligadura de una ligasa termoestable,
para la posterior amplificacion a través de PCR, y el posterior analisis del producto
mediante electroforesis y comparacion con un control normal. La técnica
relativamente nueva descrita en el 2002 por Schouten es de importancia
diagnéstica para un gran numero de problemas genéticos que van desde un
namero anormal de cromosomas (aneuploidias), deleciones, duplicaciones y
expansiones de genes, siendo descrita inclusive con mayor sensibilidad que el

cariotipo y el FISH para lesiones pequefias (4, 9).

4.4.1 HGC-a (Hibridaciéon Gendmica Comparativa — array)

La hibridacion gendmica comparativa mediante el uso de microarrays (“microchips
de DNA”), esta revolucionado la genética humana en las areas de diagndstico
clinico e investigacion. Esta relativa nueva técnica permite la exploracion
simultdnea de multiples areas del genoma. Originalmente fue disefiada para el
analisis de aberraciones cromosémicas y ha tenido una amplia aplicacion en
estudios de tumores, siendo actualmente importante en el diagnéstico simultaneo

de alteraciones estructurales cromosomicas de relevancia clinica importante (3, 4).



Esta técnica se emplea basicamente para detectar la presencia de ganancias
(duplicacion o amplificacion) o pérdidas (delecién o nulisomia) de segmentos del
genoma. El método se basa en el analisis cuantitativo que evalla diferencias
regionales de fluorescencia, a lo largo de los cromosomas, identificando regiones
anormales del genoma. La HGC detecta solamente cambios desbalanceados en
los cromosomas; no detecta anomalias estructurales de los cromosomas

balanceadas como translocaciones o inversiones (3, 4, 11, 12).

Cada region incluida en los microarrays esta representada por 3 o0 4 clones, y es
estudiada en duplicado. Las muestras de los pacientes estudiados son procesadas
para extraccion de DNA 'y luego mezcladas con una muestra control de DNA de un
individuo normal. La combinacion de ambas muestras en cantidades equimolares
es previamente marcada con fluorocromos que permiten su deteccion posterior. La
muestra es luego hibridizada en el microarray. El microarray utilizado contiene los
clones de interés que han sido adheridos a la superficie del vidrio mediante un
proceso de siliconizacién. Luego de la hibridacién y lavado, la deteccion de la
sefal fluorescente es efectuada por una escaneadora automatica. Los datos
obtenidos son analizados con un programa que permite la normalizaciéon de los
clones con respecto a la muestra del paciente y el control. Se establecieron rangos
de variacién para facilitar el andlisis y determinar la presencia de deleciones,

duplicaciones o variantes polimorficas (4, 11, 12).

Ademas de ser de utilidad en analizar células tumorales, la CGH esta indicada en
la evaluacion de nifilos con dismorfismo facial y corporal, malformaciones
multiples congénitas, retardo mental y del desarrollo de causa no especificada,
autismo y en la definicion detallada de alteraciones cromosémicas como delecion
o duplicacion previamente observadas en el cariotipo convencional, e incluso de
aguellas no observables por técnicas de citogenética convencional dado que
permite, junto con el andlisis bioinformatico, evaluar los genes y las regiones

cromosomicas involucradas (11, 12).



El grupo de Genética Humana y Molecular del Texas Children’s Hospital en
andlisis de muestras a la que aplicaron estudios preliminares con HGC-a,
demostraron la deteccion de mas de un 6 % de anomalias en pacientes que tenian
estudios cromosoémicos previos normales; proponiendo con ello que la HGC-a es
una técnica superior a la citogenética convencional para la deteccion de

microarreglos gendmicos hasta de 1 Kb (4, 11, 12).

En conclusién HGC-a permite (3, 4, 11, 12):

Deteccion simultanea de un gran numero de alteraciones

cromosOmicas de alta relevancia clinica incluyendo deleciones vy
duplicaciones.

- ldentificacibn de anomalias que dificilmente son detectadas con
técnicas de analisis convencional como en el caso de las
microduplicaciones que son raramente visibles aun con FISH en
células en metafase y que requieren estudios de FISH en células de
interfase.

- Efectuar correlaciones genotipo-fenotipo en alteraciones de regiones
gendmicas conocidas.

- Delineacion de nuevos fenotipos.



5. METODOLOGIA

En esta seccion se presentan los métodos que se emplearon para la realizacion de

esta revision sistematica.
5.1CRITERIOS PARA LA INCLUSION DE LOS ESTUDIOS
5.1.1 Tipos de estudios

Se incluyeron estudios realizados en seres humanos de cualquier disefio
metodologico: estudio descriptivo, estudio de corte transversal, estudio de
cohortes, estudio de casos y controles, estudios cuasi experimentales y ensayos
clinicos controlados. Los estudios debian estar publicados entre el primero de
enero del 2000 y el 31 de enero del 2013. Se incluyeron estudios en idiomas
inglés y espafiol.

5.1.2 Tipos de participantes

Pacientes con retraso global del desarrollo o fenotipo dismérfico con edades entre

1 mesy 18 afios, de cualquier raza o pais de procedencia.

5.1.3 Tipos de comparaciones

Se incluyeron estudios que realizaran cualquier comparacion de la técnica contra

otros métodos diagndsticos.
5.1.4 Desenlaces
Desenlaces primarios

- Numero de imbalances cromosémicos en pacientes con retraso

global del desarrollo



- Numero de imbalances cromosOmicos en pacientes con fenotipo

dismorfico

Desenlaces secundarios
- Marcadores genéticos de la enfermedad
- Caracterizacion de las anomalias cromosémicas en estas
poblaciones
- Descripcion de genotipos y fenotipos

- Genes candidatos implicados en el desarrollo de estas anomalias

5.2 METODOS PARA LA BUSQUEDA DE LA INFORMACION

5.2.1 Bases de datos

Para la busqueda de la informacion se emplearon las siguientes bases de datos:

e Pubmed
e Embase
e Bireme
5.2.2 Estrategia de busqueda y palabras clave

Se emplearon los descriptores MeSH:

Poblacion: 1. phenotype, 2. Child Development Disorder

Intervencion: 3. Array Based Comparative Genomic Hybridization
Desenlances: .4. Chromosome Disorders, 5. Chromosome Aberrations

Con base en estas palabras clave se construyeron las estrategias de blsqueda:

PUBMED: 1 AND 3 AND 4, 1 AND 3AND 5, 2 AND 3 AND 4, 2 AND 3 AND 5.



OVID: 1 AND 3AND 4, 1 AND 3AND 5, 2 AND 3 AND 4, 2 AND 3 AND 5.
EMBASE: 1 AND 3AND 4, 1 AND 3AND 5, 2 AND 3 AND 4, 2 AND 3 AND 5.
BIREME: 1 AND 3 AND 4, 1 AND 3AND 5, 2 AND 3 AND 4, 2 AND 3 AND 5.

5.2.3 Otras fuentes de busqueda

Se realiz6 una busqueda a través de la base de datos de ensayos clinicos del
Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos. Se realizé la revision de

referencias de los estudios incluidos.

5.3 RECOLECCION Y ANALISIS DE LA INFORMACION

5.3.1 Seleccion de los estudios

Se realiz6 revision pareada de los titulos y resimenes de los articulos que arrojé
la busqueda. Se identificaron los criterios de inclusidbn y se descargaron los
articulos que los cumplian. En caso de existir dudas sobre si un articulo cumplia
con los criterios de inclusion se obtuvo el documento completo para evaluar si se

incluia. Se clasificaron los estudios segun su disefio metodoldgico.

5.3.2 Extraccion y manejo de lainformacion

Las variables a tener en cuenta fueron: revista, afio de publicaciéon, numero de
participantes, edad promedio de los participantes, sexo, criterios de inclusion y
exclusion en el estudio, diagndstico de los pacientes, dosis y esquema de manejo,
grupo control, desenlaces clinicos y paraclinicos.

Para el manejo de la informacion se emplearon los programas Microsoft Excel

version 2007 y Review Manager version 5.0 para Windows.



5.3.3 Calidad y riesgo de sesgo

Se planteo la aplicacion de las recomendaciones para la evaluacion del riesgo de
sesgos propuestas por la colaboracibn Cochrane. Los pardmetros que fueron
tenidos en cuenta por la Colaboracion son:

- Método de aleatorizacion

- Enmascaramiento o cegamiento de la asignacion

- Cegamiento de los participantes

- Pérdidas y seguimiento de los sujetos de estudio

- Reporte de los desenlaces presentados

- Otras fuentes de error

Para cada articulo se revisarian cada uno de los items anteriores y se calificaron
de acuerdo a tres categorias: si, cuando el item era descrito y el método utilizado
era adecuado (en el caso del seguimiento correspondera a pérdidas de sujetos
menores al 20%), no, cuando no se mencionaba o el método era inadecuado (para
el item seguimiento fueron pérdidas mayores al 20%) o sin claridad.

Se consideraron tres categorias de estudios segun el riesgo de sesgos: baja
probabilidad de sesgos cuando en todos los items anteriores se obtuviera una
calificaciéon de Sl, probabilidad moderada de sesgos cuando en uno o mas de los
items fueran rotulados como SIN CLARIDAD Yy alta probabilidad de sesgos cuando

uno o mas items se hayan rotulado como NO.

534 Efecto del tratamiento

Para desenlaces dicotémicos se presentaron los resultados como riesgos relativos
con intervalos de confianza del 95% o diferencias de riesgos con sus intervalos de
confianza al 95%. Para desenlaces continuos se utilizé la diferencia del promedio

con sus intervalos de confianza al 95% o diferencia promedio del peso del estudio



con sus intervalos de confianza al 95%. La diferencia promedio estandarizada se

utilizé cuando se mida el mismo desenlace con técnicas diferentes.

5.3.5 Manejo de los datos perdidos

La informacion de los datos perdidos fue conseguida a través del contacto a los
autores del estudio por correo electronico, se esperd la respuesta por un plazo de

hasta 15 dias. Se empleo para el andlisis el principio de intencion de tratar.

5.3.6 Heterogeneidad

Cuando existiera heterogeneidad clinica entre los ensayos se realiz6 un analisis
por subgrupos. Se planteo el uso del test Chi cuadrado y el calculo del estadistico
| cuadrado para cuantificar la heterogeneidad de los ensayos incluidos en la
revision. Se consideré que existia heterogeneidad si el resultado del | cuadrado
era mayor del 50% o la prueba Chi cuadrado fuera significativa. Cuando no
existiera evidencia de heterogeneidad se realizé el meta-analisis usando el modelo
de efectos fijos. Cuando existié heterogeneidad significativa se empleé el modelo
de efectos aleatorios.

5.3.7 Evaluacion del sesgo de publicacién

Se planted la realizacién del analisis del sesgo de publicacion mediante la

construccion de una grafica de embudo.

5.4 CRITERIOS DE EXCLUSION

Estudios de baja calidad metodoldgica en los cuales se pierda mas del 50% de la

informacion sobre los resultados de los desenlaces.



5.5 CONSIDERACIONES ETICAS

La resolucion 8430 del afio 1993 establece el marco de normas cientificas,
técnicas y administrativas para la investigacion en salud en Colombia, clasifica
este estudio de revision sistematica de la literatura como una INVESTIGACION
SIN RIESGO dado que es un estudio que utiliza fuentes de informacion
secundaria (articulos ya publicados) y por ende, el investigador no modifica ni
interviene sobre variables biologicas, fisioldgicas, sicolégicas y/o sociales en

sujetos de estudio.



6. RESULTADOS

Se realiz6 una revision sistematica de la literatura para identificar la evidencia
cientifica existente sobre el uso de la HGC-a en el diagndstico de pacientes en
edad pediatrica con fenotipo dismorfico y retraso global del desarrollo.

A través de la busqueda en bases de datos se obtuvieron en total de 2926
resultados y en otras fuentes de busqueda (registro de ensayos clinicos) se
documentaron 4 resultados adicionales. De estos, 4 estudios cumplieron con los
criterios de inclusion y fueron tenidos en cuenta dentro del analisis de la revision

sistematica. La figura 1 presenta el diagrama de flujo de la revision sistematica.

2926 resultados a 4 resultados por otras fuentes
través de bases de datos De busqueda

2927 resultados luego de
Eliminar duplicados

2927 evaluados por 2923 no cumplieron criterios
Criterios de inclusion De inclusion

4 articulos incluidos en
Andlisis cuali-cuantitativo

Figura 1. Diagrama de flujo de la revision sistematica.

La descripcion de resultados distribuidos segun la estrategia de busqueda y la

base de datos se presenta en la tabla 1.



Tabla 1. Resultados de la busqueda sistematica.

Estrategia bisqueda

Phenotype AND Array Based comparative genomic hybridization AND Chromosome disorders
Phenotype AND Array Based comparative genomic hybridization AND Chromosome aberations
Child development disorcer AND Array Based comparative genomic hybridization AND Chromos
Child development disorder AND Array Based comparative genomic hybridization AND Chromos

Pubmed ~ Embase  Bireme

281 218
819 956
ome disorders 103 15
ome aberrations 183 157

14

Como puede apreciarse Pubmed y Embase fueron las bases de datos con mayor

cantidad de resultados. Bireme tuvo la menor cantidad de resultados y estos se

dieron en revistas de habla inglesa, no se documentaron resultados en el tema en

revistas latinoamericanas.

6.1 IDENTIFICACION DE LOS ESTUDIO

S

En total se incluyeron 4 estudios. Las caracteristicas de estos estudios se

presentan en la tabla 1.

Tabla 2. Identificacion de los estudios incluidos

Autor ’Aﬁo ’Tipo de disefio n

Shevell Ml 2008 Estudio descriptivo 94

Desenlaces Ref

Presencia de anomalias 13

cromosomicas.

Newman 2007 Estudio descriptivo 36
WG

Shaw- 2006 Estudio descriptivo 3
Smith C

Ness GO 2002 Estudio descriptivo 66

Prevalencia de anomalias 14

cromosomicas

Prevalencia anomalias 15

cromosémicas

Prevalencia de 16
anormalidades

cromosomicas



No se documentaron estudios de cohortes o estudios de prueba diagnostica que
compararan la prueba HGC-a con otros métodos diagnosticos para estas

alteraciones.

6.3EVALUACION DEL RIESGO DE SESGOS

Se realiz6 una evaluacion del riesgo de sesgos en los estudios incluidos. De
entrada, por no tratarse de estudios controlados, se presume la posibilidad de
introduccién de sesgos importante en la informacién, no obstante, debe tenerse en
cuenta, que por el tipo de intervencion objeto de estudio, es evidente que las
primeras aproximaciones serian a través de estudios descriptivos.
Lamentablemente no se documenté la presencia de estudios de prueba
diagnodstica para esta técnica que permitiera estimar su utilidad directa como

prueba diagnéstica.

Se presentan a continuacién los puntos criticos que pueden afectar la calidad de
los estudios y ser fuente de sesgos en la informacién. Debe tenerse en cuenta que
por tratarse de estudios no controlados son susceptibles a una fuente de sesgos

importante.

¢ No aleatorizacion: Ninguno de los estudios fue aleatorizado. Se aumenta el
riesgo de sesgo de confusién por introduccion de variables de confusion.

e Grupo comparador: Dos estudios (Shaw-Smith C y Ness GO) realizaron
una comparacion de la técnica con hallazgos en cariotipo y método FISH.

e Calculo de tamafio de la muestra: no se emplea en ningun estudio, una
técnica para la estimacién del tamafio muestra lo cual podria comprometer
el poder estadistico del estudio. Debe tenerse en cuenta que por tratarse de
estudios sobre condiciones clinicos no tan frecuentes la consecucion de

pacientes para los mismos es dificil.



e Reporte de informacién de los desenlaces: No se encontré evidencia de
sesgo por reporte selectivo de la informacion sobre los desenlaces.
¢ Inclusién de participantes: En todos los estudios se describe claramente los

criterios de inclusiéon y de exclusion de los individuos.

6.3USO DE LA HGC-a

En el estilo de Shevell Ml se incluyeron 94 nifios con retraso global del desarrollo.
A estos ademas se les realizaron estudios de cariotipo y neuroimagenes asi como
la confirmacion con FISH de las anormalidades cromosOmicas detectadas por la
técnica. De todos los niflos 5 presentaron anormalidades cromosdmicas no
detectadas previamente lo cual representa una prevalencia del 6.4%. En tres
casos se aprecio una localizacién subtelomérica de los mismos. La presencia de
perfil dismorfico era predictora de hallazgos patoldgicos en la HGC-a, la severidad

del retraso sin embargo no mostro ser un factor predictivo.

En el estudio de Newman WG et al se incluyeron 36 casos de nifios con retraso
del desarrollo. En cinco de es8%tos casos se encontraron anomalias
cromosomicas lo cual representa una prevalencia del 13.8%. Al realizar el analisis
de costos se encontr6 que la intervencion era econdmicamente viable cuando
previamente se aplicaron criterios clinicos de seleccion de los casos clinicos con

mayor probabilidad de alteracion.

En el estudio de Shaw-Smith se incluyeron tres nifios con alteracién del
crecimiento en los cuales se detecté una delecién a nivel del cromosoma 17q21.3,

con un tamario de entre 500 y 650 kb.

En el estudio de Ness GO se incluyeron 66 niflos con retraso del desarrollo
psicomotor con o sin rasgos de fenotipo dismérfico y malformaciones congénitas.

En de 5 de 50 nifios con cariotipo normal se detect6 una anormalidad



cromosomica. En uno de siete casos con aparente translocacion balanceada, se
detect6 en realidad una delecion. En nueve casos en los cuales la deteccion de
alteraciéon de cromosoma era dificil por otra técnica, a través de la HGC-a fue

realizada de manera precisa.



7. DISCUSION

Se realiz6 una revision sistematica de la literatura para identificar los estudios en
humanos sobre uso de la HGC-a en la deteccién de anormalidades cromosomicas

en nifios con retraso global del desarrollo o rasgos dismorficos.

Se incluyeron 4 estudios todos de disefio descriptivo. Ya que es la primera revision
sistematica que se realiza en este campo, no existen referentes previos que
permitan identificar si la cantidad y calidad de la evidencia que se reporta es

concordante.

Los estudios incluidos mostraron una prevalencia de entre el 6 y 13% de
alteraciones cromosomicas en pacientes con retraso global del desarrollo. La
presencia de rasgos dismérficos mas no el grado del retraso del desarrollo, fue
predictor de la deteccion de estas alteraciones. Estos hallazgos resaltan la
potencial utilidad del uso de la técnica en la aproximacién diagnéstica de los nifios
con retraso del desarrollo. Futuros estudios deberan indagar por aspectos como el
costo o la frecuencia de aparicion de ciertas anomalias cromosdmicas en la
poblacién colombiana. Otros estudios deben estar dirigidos a caracterizar la
prevalencia de las anormalidades genéticas en nifios con retraso global del
desarrollo. La informacion derivada de estas pruebas ademas puede servir para
ilustrar el pronéstico del paciente durante la consulta de asesoria genética.

Una limitacion de este estudio deriva del tipo de estudio incluido. El tipo de disefio
de los estudios incluidos podria permitir la introduccion de sesgos de confusion sin
embargo por la naturaleza de la intervencion en estudio se considera que este
riesgo es minimo. Otro inconveniente deriva de los limites para el tiempo e idioma
de busqueda, sin embargo cuando de se realiz6é la busqueda bibliografica no se

encontré evidencia fuera de los parametros de los criterios de inclusion.



8. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Existe evidencia sobre el uso de la HGC-a en el proceso diagnéstico de los nifios

con retraso del desarrollo o con fenotipo dismorfico.

La prevalencia de anormalidades cromosomicas en nifios con retraso global del
desarrollo es de entre el 6 y 13%. Es necesario realizar estudios en la poblacion
colombiana para caracterizar esta prevalencia asi como los sitios de afectacion

mas frecuente.

La HGC-a es una técnica util en la aproximacion diagndstica de pacientes con
retraso del desarrollo y fenotipo dismorfico por cuanto permite la identificacién de

anormalidades cromosémicas no detectadas mediante el cariotipo.

En el futuro deben desarrollarse estudios que permitan identificar la costo-utilidad
o el costo-beneficio de la aplicacion de la HGC-a de rutina en la evaluacion de los

nifios con retraso global del desarrollo.
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