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Resumen

Introduccién: La trisomia del cromosoma 8, conocida como sindrome de Warkany, es una rara
enfermedad genética que cursa con un fenotipo muy variable. Su principal caracteristica clinica
es la discapacidad intelectual, facies dismorficas y pliegues plantares profundos. Presentamos
el caso de un paciente de 10 anos de edad, con facies gargoloides, retraso mental y rigidez en
las articulaciones. El estudio inicial del cariotipo, en el que se analizaron 20 metafases, fue
normal. Se solicito array de polimorfismos de nucleoétido Gnico (SNPs) al laboratorio.
Resultados: Se detecto una ganancia completa del cromosoma 8, que se interpreté como una
trisomia 8 en mosaico de aproximadamente un 20%, y que era compatible con la clinica que
presentaba el paciente.

Discusion: Este caso muestra las limitaciones que tiene el analisis de solo 20 metafases en
el cariotipo en pacientes con aneuploidias en mosaico. En estos casos estaria recomendado
ampliar el estudio a al menos 30 metafases de cara a detectar mosaicismos en baja proporcion.
© 2019 AEBM-ML, AEFA y SEQC-ML. Publicado por Elsevier Espafna, S.L.U. Todos los derechos
reservados.

Casual finding using single nucleotide polymorphisms arrays: Warkany syndrome

Abstract

Introduction: Chromosome 8 trisomy, known as Warkany syndrome, is a rare genetic disease
that has a very variable phenotype. Its main clinical characteristic is intellectual disability,
dysmorphic facies, and deep plantar folds. The case is presented of a 10-year-old patient with
gargoyle-like facies, mental retardation, and joint stiffness. The initial study of the karyotype,
in which 20 metaphases were analysed, was normal. A single nucleotide polymorphisms (SNPs)
array was requested from the laboratory.
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Results: A complete gain of chromosome 8 was detected, which was interpreted as a mosaic
trisomy 8 of approximately 20%, and which was compatible with the clinical presentation of the

patient.

Discussion: This case shows the limitations of the analysis of only 20 metaphases in the kar-
yotype in patients with mosaic aneuploidies. In these cases it would be recommended to extend
the study to at least 30 metaphases in order to detect mosaicisms in low proportion.

© 2019 AEBM-ML, AEFA y SEQC-ML. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

La trisomia del cromosoma 8 en mosaico (T8M), conocida
también como sindrome de Warkany, es una alteracion cro-
mosomica rara caracterizada por la presencia de 3 copias del
cromosoma 8 en algunas células del organismo. Se produce
como consecuencia de un evento poscigoético, normalmente
por un error en la segregacion de los cromosomas durante la
mitosis en un feto con cariotipo normal, o por una correc-
cion espontanea de una trisomia 8 total. La trisomia total
del cromosoma 8 es normalmente letal y esta provocada
por una anomalia en la segregacion de los cromosomas en la
meiosis’.

La T8M tiene una prevalencia de 1:25.000-1:50.000 naci-
dos, siendo 5 veces mas prevalente en hombres que en
mujeres’. Tiene una gran variabilidad fenotipica que puede
ir desde individuos sanos a otros con severas malforma-
ciones. El fenotipo incluye facies anormales, alteraciones
oculares, discapacidad intelectual, retraso en el creci-
miento, disminucion de la movilidad articular, clinodactilia,
pliegues plantares profundos, enfermedades cardiacas, mal-
formaciones renales, asi como un mayor riesgo con respecto
a la poblacién pediatrica general de desarrollar leucemia
y sindrome mielodisplasico. En ausencia de malformaciones
graves, la esperanza de vida de estos pacientes es normal®.

El diagnostico se basa habitualmente en la determinacion
del cariotipo. El asesoramiento genético es alentador, ya que
la trisomia 8 es practicamente siempre un incidente de novo,
con un bajo riesgo de recurrencia.

Presentamos el caso de un paciente de 10 anos con
discapacidad intelectual y fenotipo peculiar, que fue diag-
nosticado, tras varios anos de incertidumbre para sus
familiares, de sindrome de Warkany.

Caso clinico

El paciente fue fruto de la primera gestacion de padres sanos
y no consanguineos, de 25 y 29 afnos de edad. La gestacion
se llevd a término sin incidencias, siendo un parto natural
en el que el nifo peso6 3.600g.

Con 3 anos de edad, el paciente fue derivado al ser-
vicio de Pediatria por retraso psicomotor y retraso en la
adquisicion del lenguaje, tanto a nivel expresivo como a
nivel comprensivo; en primer lugar se sospechoé un retraso
madurativo del paciente. Pesaba 12,3 kg (P10) y presentaba

una talla de 86,5cm (P3). En la exploracion fisica se puso
de manifiesto un craneo dolicocefalico, frente abombada,
implantacion baja del cabello, orejas grandes que pre-
sentaban una implantacion también baja, labio inferior
grueso con paladar ojival, hiperlordosis, hipertricosis en la
region lumbar, hernia umbilical y discreta rigidez articular.
A nivel neuroloégico presentaba discreta hipotonia general,
sialorrea constante y una marcha torpe. Se realizaron
diversas pruebas complementarias: perfil bioquimico de
alteraciones musculares, estudio de mucopolisacaridosis,
muestreo de metabolitos organicos y cariotipo en sangre
periférica, siendo todo normal, por tanto se descartaban
enfermedades metabdlicas que cursasen con la clinica
del paciente. En el cariotipo se estudiaron 20 metafases,
obteniendo un resultado cromosomico 46, XY.

A los 8 anos de edad se realiz6 electromiograma para
valoracion de la conduccion nerviosa, no detectandose
ninguna alteracion. Un afio después se solicitd resonan-
cia magnética nuclear (RMN), en la cual se objetivd un
area de gliosis-encefalomalacia en la sustancia blanca peri-
trigonal y frontal que tenia un aspecto cronico. Para
descartar enfermedad lisosomal se solicitaron nuevas prue-
bas complementarias: deteccion de glucosaaminoglicanos,
oligosacaridos, sulfatidos en orina y linfocitos vacuolados,
estando todo dentro de la normalidad.

Mediante un mapeo 6seo y una telecolumna se evidencio
una escoliosis. En la exploracion fisica seguian observandose
las caracteristicas fenotipicas anteriores, mas otras como
clinodactilia leve del dedo menique de la mano izquierda,
leve engrosamiento de las articulaciones de las manos, len-
gua con tendencia a la protusion, caninos incisivos centrales
prominentes, labio inferior grueso y algo evertido y una
lesion hiperpigmentada de bordes mal definidos en el abdo-
men. A nivel neuroldgico, el paciente presentaba un ligero
retraso mental con retraso en el desarrollo del lenguaje. Se
decidid realizar array de polimorfismos de nucleétido Unico
(SNPs) buscando alguna alteracion genética que permitiera
establecer un diagnostico definitivo en el paciente.

Se realizo array de SNPs CytoScan® 750K, de Affymetrix®,
a partir de ADN obtenido de leucocitos de sangre periférica.
El analisis de los resultados se llevo a cabo con el software
Chromosome Analysis Suite (ChAS) v.3.1.0.15 de Affymetrix”
con el método CytoScan750K_Array Single Sample Analysis:
NA33. Los filtros aplicados fueron 100 Kb de tamafno minimo
para reportar variaciones en el nimero de copias y de
5Mb de tamafo minimo para regiones con pérdidas de
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Vista del genoma completo del paciente en el array de SNPs, en el que se observa una ganancia parcial del cromosoma

8. El eje X representa los cromosomas y el eje Y la dotacion cromosomica.

heterocigosidad. La referencia del genoma humano que se
empled fue NCBI37 (hg19). Se detectd una ganancia del
cromosoma 8 completa, que se interpreté como T8M de
aproximadamente el 20%, que confirmaba el diagnostico
de sindrome de Warkany (fig. 1). Una vez obtenidos estos
resultados se repitio el cariotipo, en esta ocasion analizando
50 metafases, y se obtuvo la siguiente formula cromoso-
mica: mos47,XY,+8[4]/46,XY[46]. Esto indicaba la presencia
de un mosaicismo del cromosoma 8 en una proporcion baja,
de un 8%. Se realiz6 cariotipo a los padres analizando 50
metafases, la madre con una formula cromosomica 46, XX
y el padre 46, XY, ambos normales. Todos los cariotipos se
realizaron en leucocitos de sangre periférica.

Discusion

Los pacientes con T8M se caracterizan por la presencia
de una dismorfia facial caracteristica. No obstante, dado
que es una entidad rara, el diagnostico clinico puede ser
dificil. A nivel craneofacial, los pacientes pueden pre-
sentar macrocefalia con frente alta y prominente, cara
alargada, hipertelorismo, ptosis, estrabismo, nariz ancha,
labio inferior grueso y evertido, retromicrognatia y ore-
jas prominentes. El cuello suele ser corto y ancho, toérax
con cifo-escoliosis dorso-lumbar, pecho en embudo y pelvis
hipoplasicas. En las extremidades se puede observar cli-
nodactilia y braquidactilia y son caracteristicos los surcos
palmo-plantares profundos. En nifios se ha descrito criptor-
quidia, hipoplasia testicular y pubertad retrasada, asi como
oligospermia grave en la edad adulta. En el momento del
nacimiento pueden no encontrarse anomalias, pero con la
edad pueden aparecer deformidades graves en las articula-
ciones. Las malformaciones internas suelen ser raras, siendo
las cardiacas y renales las mas importantes. Neuroldgica-
mente los pacientes pueden presentar retraso mental, no
destacando por su gravedad®. En la tabla 1 se hace una revi-
sion del fenotipo del paciente comparado con el de otros
2 pacientes.

En el ambito prenatal, el diagnostico se puede sos-
pechar ante la presencia de agenesia de cuerpo calloso,
alteraciones cardiacas congénitas (presente en el 25% de
los pacientes), malformaciones a nivel renal tales como
reflujo uretral e hidronefrosis y también se han descrito
malformaciones congénitas a nivel hepatico como atresia
biliar extrahepatica y derivacion portocava extrahepatica.
Algunos autores establecen la alfafetoproteina como uno

de los marcadores en suero materno que esta marcada-
mente elevado cuando hay una T8M. Por ello, una elevacion
importante de la alfafetoproteina y alteraciones ecograficas
caracteristicas pueden orientar hacia el diagndstico de esta
patologia®. No obstante, la alfafetoproteina es una proteina
que no se determina normalmente en las embarazadas, Uni-
camente en el cribado bioquimico combinado del segundo
trimestre. En nuestro paciente, no se solicitd el estudio
de alfafetoproteina ni se detectaron anomalias ecograficas
sugestivas.

En el laboratorio, la deteccion de trisomias en mosaico,
como la T8M, puede ser todo un reto, ya que en la mayoria de
los casos no hay sospecha de mosaicismo y por tanto las téc-
nicas elegidas no son las correctas. Las técnicas de eleccion
para detectar cromosomopatias en mosaico son el cariotipo
y si se conoce o se sospecha el cromosoma implicado en la
aneuploidia, la hibridacion in situ fluorescente (FISH). La
Asociacion Europea de Citogenetistas (ECA) recomienda que
cuando hay sospecha de alteraciones numéricas en mosaico,
el nimero de metafases estudiadas debe ser suficiente para
descartarlas, siendo 30 el minimo. Cuando no exista tal sos-
pecha, se recomienda para muestras posnatales el estudio
de 20 metafases obtenidas a partir de leucocitos de sangre
periférica®.

Ademas, el diagnodstico genético de T8M es complicado
ya que normalmente la linea celular anormal, es decir, la
portadora de la trisomia 8, tiende a desaparecer con la
edad de las células sanguineas’. En muchas ocasiones es
necesario, ante la sospecha clinica, realizar el cariotipo de
un cultivo de fibroblastos obtenido de una muestra de piel
del paciente para confirmar el diagnéstico. Es importante
recordar que los mosaicismos cromosomicos se relacionan
con alteraciones en la pigmentacion de la piel. Nuestro
paciente presentaba una zona cutanea hiperpigmentada en
el abdomen que podria haber hecho sospechar la presencia
de alguna alteracion genética en mosaico®.

En el caso que presentamos, el diagndstico se realizd de
manera accidental mediante array de SNPs de 750K, debido
a que en nuestro laboratorio se estaba evaluando la efec-
tividad de este tipo de array en muestras posnatales. Sin
embargo, las recomendaciones sitUan el array CGH de 180K
como la prueba de eleccion en pacientes con discapacidad
intelectual y/o anomalias congénitas’. Los arrays de SNPs
presentan la ventaja que permiten detectar mosaicismos de
menor grado que los arrays de CGH, hasta de un 5%'°. Esto
es asi debido a que las sondas de SNPs del array permiten
obtener el genotipado (fig. 2).
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Tabla 1 Comparativa fenotipica de 3 casos

Caracteristicas Caso 1

Caso 2 Caso 3

Fecha de nacimiento 05/09/09
Edad materna 33 anos
Sexo Masculino
Edad gestacional 38
Cariotipo 47,XY,+8

Cabeza
Cabalgamiento de suturas
Hipertelorismo +
Blefarofimosis
Micrognatia
Orejas displasicas

Cuello
Corto y redundante +

Térax
Hipertelarquia +

Extremidades
Clinodactilia
Hiponiquia
Dorsiflexion primer dedo del pie
Separacion hallucal
Surcos plantares profundos

o+ o+ 4+ o+

Cardiovascular
Auricula Unica
Hipoplasia ventricular izquierda
Canal auriculoventricular total
Atresia mitral
Regurgitacion tricuspidea
Ductus arteriosus persistente
Soplo sistolico

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

Sistema nervioso central
Agenesia de cuerpo calloso
Colpocefalia
Ventriculomegalia
Malformacion vascular cerebral

+ o+

Genitourinario
Criptorquidia bilateral +

Gastrointestinal
Ano imperforado +
Supervivencia 19 dias

23/06/16
33 anos 29 anos

Masculino Masculino

38 40

47,XY,+8 mos47,XY,+8 [4]/46,XY[46]

03/09/06

+ 4+ + o+ o+
+ 4+ o+ o+ o+

+ o+ o+ +

De alta a los 19 dias

Los casos 1y 2 son descritos por Talavera Vargas Machuca et al.'"; el caso 3 es el que se describe en este trabajo.

No obstante, el array de CGH de 180K, que habria sido el
recomendado en este caso, también hubiese podido detec-
tar en teoria la T8M, ya que este tipo de array es capaz de
detectar mosaicismos mayores de un 10%. Sin embargo, no
fue posible comprobarlo.

Por ultimo, resulta curiosa la discrepancia en el porcen-
taje de mosaicismo que se vio entre el cariotipo (8%) y el
array (20%). Esto se puede deber a que el array permite estu-
diar todo el ADN de la muestra, que comprende células en
todos sus estadios de division, mientras que con el cariotipo
solo se visualiza el ADN de un nimero pequefio de células

que se encuentran en metafase (en este caso, 50 células).
Probablemente el grado de mosaicismo seria mas similar si se
hubiesen contado mas células en el cariotipo o si se hubiera
realizado FISH utilizando una sonda centromérica del cromo-
soma 8. Con el FISH también se analizan los leucocitos en
todos los estadios de division, no solo los que estan en meta-
fase. La discrepancia observada también se puede deber al
recambio propio de las células sanguineas, que da lugar a
que no siempre haya la misma proporcion de células con la
alteracion genética en sangre periférica. La extraccion de
sangre para estos 2 estudios no se realiz6 el mismo dia.
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Figura 2 En el esquema de la parte superior de la figura, se representa como se sitlian las lineas de la grafica del genotipado de
SNPs a medida que aumenta el grado de mosaicismo de una trisomia. En el eje X, CN explica el nimero de copias, seguido del % que
expera el % de mosaicismo. En el eje Y, la dotacion cromosomica. Los posibles genotipos para cada SNP son «A» 0 «B» y las posibles
combinaciones: homocigoto A (AA), heterocigoto (AB) u homocigoto B (BB). El software de analisis asigna al genotipo A un valor de
+0,5 y al B un valor de —0,5, por lo que las lineas se localizan en +1 (AA=0,5+0,5), 0 (AB=0,5-0,5)y -1 (BB=-0,5-0,5).

En la muestra 1, las 3 lineas indican las combinaciones posibles que se corresponden con la existencia de 2 alelos, y por lo tanto,
de 2 copias del cromosoma.

En la muestra 2, la existencia de 4 lineas situadas en valores intermedios (entre +1,5y +1; entre +0,5y 0; entre 0y —0,5; entre —1
y —1,5) indica la existencia de una trisomia en mosaico de, aproximadamente, el 50%.

En la muestra 3, las 4 lineas indican las combinaciones diferentes que se corresponden con la existencia de una trisomia del
cromosoma, siendo los posibles genotipos «A» 0 «B» como siempre para cada SNP y las posibles combinaciones: AAA, AAB, ABB y
BBB. En este caso las lineas de sitian en +1,5 (AAA=0,5+0,5+0,5), +0,5 (AAB=0,5+0,5-0,5), —0,5 (ABB=0,5-0,5-0,5)y —1,5
(BBB=-0,5-0,5-0,5).

Conclusiones pacientes con alteraciones numéricas en mosaico, la prueba
de eleccion es el cariotipo, con la salvedad de que el niUmero

El diagnéstico genético de las cromosomopatias en mosaico ~ de metafases a estudiar debe ser mayor, recomendandose al

es complicado debido a que en muchas ocasiones no hay menos el estudio de 30 metafases.

sospecha clinica, y por ello, no se elige en el laboratorio la

metodologia idonea para su deteccion.

Nuestro paciente fue diagnosticado de T8M mediante ~ Financiacion

array de SNPs, que no es la prueba de eleccion para el

diagnéstico de aneuploidias en mosaico, ya que mosaicismos  Los autores declaran que no han recibido ningin tipo de

de bajo grado pueden no ser detectados. Para diagnosticar financiacion.
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