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RESUMEN
Introduccion: El retraso mental (RM) y el retraso en el desarrollo son la causa mas
frecuente de consulta en genética médica (46% de casos vistos en un afio en consulta
externa). Con frecuencia se acompafian de anomalias congénitas y el estudio clinico no
siempre integra un sindrome conocido. Dentro de las causas de retraso mental se
encuentran las anomalias cromosomicas, las entidades monogénicas y aquellos casos de
etiologia adquirida. Sin embargo en el 40-50% de casos no se identifi0,ca una causa
dado que el cariotipo convencional es normal. Con el avance en la resolucion de las
técnicas de citogenética molecular se identifican rearreglos cripticos en grupos de
pacientes con retraso mental hasta en el 16% de los casos, bien sea acompafiado o no de
malformaciones congénitas, con lo cual es posible asesorar a la familia con mayor
precision en cuanto a la causa y el riesgo de recurrencia.
Objetivo: Busqueda de rearreglos cripticos en pacientes del HP CMN S XXI con
retraso mental y dismorfias. Estudiar a las familias de los pacientes en los que se
identifiquen.
Hipotesis: Los pacientes con RM y defectos congénitos presentan rearreglos cripticos
con una frecuencia mayor al 5%. Estos pueden estar presentes en la familia en
aproximadamente el 10% de los casos.
Material y métodos: Utilizando 2 técnicas de citogenética molecular (CGH y CESH)
en la Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana se identificaran los
rearreglos criptico en nifios consecutivos en consulta externa de Mayo del 2005 a Abril
del 2006, con RM y mas de dos defectos congénitos, (que cuenten con evaluacion del
RM por parte de psicologia, estudio citogenético normal, y en los que no se haya
determinado causa secundaria de RM), de 6 meses hasta de 16 afios 11 meses. Se contd
con consentimiento bajo informacion por escrito a los padres o tutores y fue aprobado
por los Comités de Investigacion y Etica del Hospital.
Resultados: De 11 pacientes incluidos, se detectd un rearreglo criptico, correspondiente
a delecion de la region terminal del brazo largo del cromosoma 8 (q24.3), que
representa el 9%.
Discusion y Conclusion: La region cromosomica involucrada comprende una serie de
repetidos que incluyen a los asociados a telémero, sitios que favorecen Ila
recombinaciéon homodloga no alélica o la reparacion por unién de extremos no

homologos, mecanismos que favorecen los rearreglos cromosémicos. Comprende varios



genes que intervienen en desarrollo. Se continua con el mismo proyecto. Se realizara

estudio familiar para descartar que algunos de los padres sea portador.



ANTECEDENTES

El Retraso mental (RM) se refiere a la discapacidad humana permanente que inicia
antes de los 18 afios de edad, caracterizada por déficit en las habilidades adaptativas y
cognitivas. La Asociacion Americana de Retraso Mental lo define como una “limitacion
importante en el desempefio actual caracterizada por una funcién intelectual
significativamente por debajo del promedio, coexistiendo con limitacion en dos o mas
areas de habilidades adaptativas como son: comunicacion, autocuidado, vida en casa,
habilidades sociales, desenvolvimiento en la comunidad, autodireccion, salud y

seguridad, desempefio académico, pasatiempo y trabajo™".

Se determinan cuatro grados: profundo (0-20 puntos), grave (21-35), moderado (36-50)
leve (51-70) y el coeficiente intelectual limitrofe (71-85) segun los criterios de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y el Manual Estadistico de Enfermedades
mentales (DSM-IV) para coeficiente intelectual'.

Se considera retraso en el desarrollo a aquel que afecta el dominio de dos o mas
habilidades (area motora gruesa, lenguaje-discurso, cognicion, social-personal y
actividades cotidianas) sin ser sindnimo de retraso mental debido a que las pruebas para
determinar el coeficiente intelectual (CI) no son confiables en nifilos menores de cinco

afios' .

Si se toma en cuenta la gravedad del retraso, el porcentaje de la poblacion general
afectada por retraso leve se desconoce. La prevalencia del retraso puede variar
dependiendo del grupo humano, de las edades biologicas que se estudian y de la
presencia o ausencia de malformaciones asociadas®. En el servicio de genética médica,
el 46% de los pacientes evaluados presentan retraso mental, y en alrededor de 30
pacientes en forma anual, no se detecta la causa (comunicacidén personal Araujo,

Huicochea, Palacios).

La posibilidad de encontrar una explicacion de la presencia de RM en un individuo

puede asociarse al puntaje de CI que nos refleja el grado de discapacidad. Cuando es



leve, el 30% de casos muestran anomalias cromosémicas o factores ambientales

asociados; cuando es moderado a grave,

el 30-40% de ellos tienen anomalia cromosémica o monogénica. Por ultimo, en casi la
mitad de los
casos con retraso grave y hasta en el 70% de casos leves no se tiene un factor etioldgico

identificado®.

Como puede apreciarse, la causa del retraso es muy variada; puede ser adquirida
mediante insultos ocurridos durante el embarazo, parto o después del nacimiento, y por
lo regular existe el antecedente, el cual se investiga durante el interrogatorio dirigido.
Sin embargo no siempre puede confirmarse y en muchos casos surge la necesidad de
descartar las causas primarias, intrinsecas al producto y cuya influencia inicia desde la

concepcion.

El RM primario se convierte en un reto porque el espectro de posibilidades es muy

amplio y la investigacion necesaria para conocer la causa es extensa. Para determinar la

etiologia es 1til echar mano de todas las herramientas clinicas y paraclinicas que sean de
ayuda:

e La historia clinica, interrogando los antecedentes que puedan orientarnos a una
causa adquirida o hereditaria'®.

e La exploracion fisica, en busca de anomalias morfolégicas que con mucha
frecuencia nos hacen sospechar un sindrome conocido, ya sea cromosémico o
mendeliano. El examen dismorfologico es relevante ya que la asociacion entre RM y
anomalias morfologicas es frecuente. Se informa que un recién nacido con defectos
morfologicos tiene 27 veces mas riesgo de retraso mental comparado con recién
nacidos sin éstos defectos’. Por otra parte, entre el 39.4 al 81.9 % de los pacientes
con RM, presentan al menos dos dismorfias que orientan al diagnostico'.

e El examen neuroldgico, que proporciona pistas para sospechar una anomalia del
desarrollo del sistema nervioso central'.

e Los estudios neurorradiolégicos, que confirman o descartan dichas anomalias'.

e El tamiz metabodlico, que detecta los padecimientos metabolicos hereditarios y que

representan el 1% de los casos con retraso. Debido a la baja frecuencia de estos



padecimientos en la poblacion general, este estudio solo esta indicado en presencia

de datos que apoyen esta etiologia'.

e Los estudios moleculares para X fragil, que representan el 2% de casos con RM.

e El estudio citogenético, que puede reportar anomalias hasta en un 40 % de los casos.

Debido a que las alteraciones cromosomicas son frecuentes en los pacientes con

malformaciones congénitas, es obligado solicitar un cariotipo convencional como

parte de la estrategia de abordaje y estudio de primera eleccion en los pacientes que

.. e 1
acuden a un servicio de genética'.

En la figura 1, se muestra un esquema del abordaje diagndstico en los pacientes con

retraso mental.
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Figura 1. Ruta diagnostica en los pacientes con Retraso Mental.

La mayoria de anomalias cromosdmicas son visibles con un cariotipo convencional
(resolucion de 550 bandas), o bien, se cuenta con el cariotipo de alta resoluciéon que
cuenta con mayor resolucion (4-5 Megabases), sin embargo, hay reportes de rearreglos
que no se detectan, por lo que se les ha denominado cripticos (menores de 5 Mb). La
proporcion de rearreglos cromosoémicos detectados por técnica habitual esta en relacion
con el grado de retraso mental, de tal manera que a mayor grado, mayor es la
probabilidad de detectar rearreglos, y aumenta si se agregan mas de dos dismorfias, asi
como si hay antecedentes familiares '°. Esto quiere decir que el analisis de rearreglos
cripticos en pacientes con RM no seleccionados puede reportar un bajo niimero de
casos, pero incrementa de acuerdo con criterios de seleccion que incluyan la presencia

. , o 1
de dismofias, y aun mds con antecedente familiar de retraso mental .

En 1989, por medio de analisis de DNA e hibridacion in sifu, Lamb® informé por
primera vez la presencia de rearreglos cripticos no balanceados en dos hermanos con
RM y cuyo cariotipo de alta resolucion era normal. Los rearreglos resultaron estar
localizados en las regiones subteloméricas (justo por debajo de los extremos de los
cromosomas). Estas regiones se encuentran en el sitio de transicion entre los extremos
de los cromosomas llamados telomeros y las secuencias del resto del cromosoma, y
tienen una densidad génica alta. Es por ello que las anomalias en estos sitios producen
con mayor frecuencia alteraciones fenotipicas en comparacion con aquellas localizadas
en otras partes del genoma. El mecanismo de origen propone que los rearreglos
(duplicaciones, deleciones, translocaciones) ocurren con cierta frecuencia durante la
recombinacion (meiosis I), o por recombinacion mitotica (en caso de reparacion); y se
debe a la alta homologia que existe entre las secuencias subteloméricas de varios
cromosomas no homologos vy, al hecho de que el apareamiento durante la meiosis se
inicia en los telomeros’ 2. También hay que tomar en cuenta que el rearreglo puede ser
de novo en el paciente, o bien ser heredado en el caso de que uno de los padres sea

portador de un rearreglo balanceado.



Con el avance de los métodos de citogenética molecular, hay evidencia que muestra
pérdidas submicroscopicas (cripticas) en regiones subteloméricas hasta en el 17% de
aquellos casos en los que la etiologia del RM se desconoce. La gran mayoria de
pacientes con rearreglos subteloméricos, con o sin malformaciones asociadas, tienen un
cariotipo convencional normal, por lo que en los recientes algoritmos para diagnostico
etiologico de RM se ha propuesto la busqueda de anomalias en estos segmentos.
Algunos de los métodos de citogenética molecular que se han utilizado para este fin son
la hibridacién fluorescente in situ (FISH por sus siglas en inglés, Fluorescent In Situ
Hybridization) y la Hibridacion Gendémica Comparativa (CGH por sus siglas en inglés,
Comparative Genomic Hybridization)'®>. De las técnicas utilizadas para el estudio de
rearreglos cripticos, el cariotipo de alta resolucion es barato, reproducible y puede

detectar anomalias de hasta 4-5Mb pero no siempre es (til para detectarlos®'.

Un ejemplo es el estudio francés con técnica de FISH en 150 nifios con RM idiopatico
que mostré una proporcion de rearreglos del 10% (14 nifios) y en tres de los cuales se
observo delecion Ipter'™'®. Ademas, se han informado casos con rearreglos que tienen
agregada una trisomia o monosomia parcial en otro cromosoma, por lo que hay cada vez
mas evidencia de la necesidad de estudiar todo el genoma en busca de anomalias
asociadas a cualquier tipo de delecion subtelomérica'® 2.

. 2 . . yqe e .
Ghaffari y col.”?, demostraron su presencia mediante un analisis con CGH modificado

en 5 pacientes de 3 familias con el antecedente de RM.

La CGH es una técnica modificada del FISH que permite el andlisis de todo el genoma
y la deteccién de pérdidas y/o ganancias de secuencias de DNA entre un genoma
normal y uno anormal, con una resolucion de hasta 3 Mb cuando es de alta resolucion.
El analisis del patron de hibridacion determinado por la intensidad fluorescente, permite
definir pérdidas o ganancias de material hereditario y determinar con gran precision los
genes que se encuentran en el segmento afectado®™*. En el 2001, de Vries y cols.
utilizaron esta técnica para estudiar a 29 pacientes con RM y defecto subtelomérico ya
confirmado y concluyeron que su sensibilidad y especificidad aumenta en pacientes con

r S 7 . 7
anomalias congenltas cn numero mayor o 1gua1 a tres.

Una variante de la CGH es la hibridacion comparativa de secuencia expresada (CESH

por sus siglas en inglés, Comparative Expressed Sequence Hybridization), un método



abordaje de la expresion de genes en donde el principio es emplear como sondas de
hibridacion el RNA total. El andlisis de los resultados se realiza de igual forma a la
descrita en el CGH y su ventaja es que discrimina con mayor resolucion el segmento
anormal.”

Hasta el momento no hay estudios en donde se utilice esta técnica en casos con retraso

mental y sospecha de rearreglos subteloméricos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el trabajo diario del genetista se atiende un alto niimero de pacientes por retraso
mental y psicomotor, muchos de los cuales no se confirma una etiologia, esto hace
necesario conocer la frecuencia de rearreglos cripticos en esta poblacion, ademas del
numero de casos familiares y el estado de portadores de progenitores en los casos

detectados con rearreglos cripticos.



JUSTIFICACION

En el servicio de genética del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo
XXI, el retraso mental constituye hasta el 46% de los diagnosticos en los casos vistos en
consulta externa (Comunicaciéon personal Palacios, Huicochea y Araujo). Una
proporcion de estos pacientes tienen asociadas anomalias congénitas que no integran un
sindrome conocido y que a menudo hace sospechar de una etiologia cromosémica, pero
su cariotipo convencional es normal. Dado que el determinar la etiologia del retraso
mental tiene implicaciones en el individuo afectado, en la familia y en la sociedad y
que durante el asesoramiento genético una de las principales preocupaciones de los
padres de un nifio afectado es conocer el riesgo de recurrencia y la posible causa de la
afeccion, es importante contar con los beneficios de estudios detallados y especificos
que ayuden a conocer la etiologia del retraso mental del paciente, y como consecuencia
orientar el plan de intervenciones médicas de vigilancia de las posibles complicaciones
asociadas y la planeacion de la educacion sin el gasto en pruebas y valoraciones
innecesarias. Con el estudio se espera poder proporcionar informacion precisa y
confiable a los padres durante el asesoramiento genético respecto a riesgos de
recurrencia. Por otra parte, es de resaltar la trascendencia del estudio en funcién de la
oportunidad que brinda para la identificacion de rearreglos cripticos diferentes de los
encontrados en otros grupos humanos, que pudieran contribuir de manera importante en
la identificacion de nuevas regiones cromosdmicas y genes que no han sido asociados a

la etiologia del retraso mental.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

1.- (Existen rearreglos cripticos en pacientes pediatricos con retraso mental y anomalias

congénitas atendidos en la consulta externa de genética médica del HP CMN S XXI?

HIPOTESIS

Los pacientes de la consulta externa de Genética Médica del HP CMN S XXI, con RM
y defectos congénitos presentan rearreglos cripticos con una frecuencia mayor al 5%, y

el 10% de estos pueden estar asociados a rearreglos presentes en la familia.



OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Objetivo General
1- Determinar la existencia de  rearreglos cripticos en pacientes pediatricos

consecutivos con RM y con defectos congénitos mediante las pruebas de

citogenética molecular: CGH y CESH.

Objetivos Secundarios

1. Estudiar a las familias de los pacientes en los que se identifiquen rearreglos.



SUJETOS, MATERIAL Y METODOS

LUGAR

1. Laboratorio de Biologia molecular de la Unidad de Investigacion Médica en
Genética Humana del HP CMN S XXI.

2. Consulta externa del servicio de Genética Médica del HP CMN S XXI.

DISENO

Tipo de estudio

1. Por su maniobra: Observacional.
2. Por la medicion del fenémeno en el tiempo: Transversal.

3. Por la presencia de un grupo control: Descriptivo

Grupos De Estudio

Criterios de inclusion

1. Nifios y nifias de 6 meses a 15 afios 1 1meses.

Con RM idiopatico leve a severo.

Con defectos congénitos.

Evaluacion previa del grado de retraso por el servicio de Psicologia.
Previo estudio citogenético convencional sin alteraciones.

Tamiz metabdlico normal.

Nk wD

Consentimiento bajo informacién del progenitor o tutor.

Criterios de exclusion

1. Retraso mental secundario.

Criterios de eliminacion
1. Muestra inadecuada (coagulada o insuficiente), y que no sea posible obtener una
nueva muestra.

Tamaiio de la muestra

Se estimo estudiar a los pacientes que acudieran al servicio de genética durante el

periodo correspondiente a Mayo del 2005 a Abril del 2006. Se estudi6 a 11 pacientes.



Muestreo

Pacientes consecutivos de la consulta externa de Genética Médica.

Definicion de variables

Independientes:

1. Rearreglo criptico

Dependientes:

1. Retraso mental

En la tabla 1, se muestran las variables, la definicion conceptual y operacional, asi

como la clasificacion.

VARIABLE

DEFINICION Y TIPO DE VARIABLES

DEFINICION

CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

TIPO DE
VARIABLE

REARREGLO |Ganancia o pérdida de material |Ganancia: Proporcion de| CUALITATIVA
hereditario observado por diferencias|1.25 o mayor
en el color de la fluorescencia en|Pérdida: 0.75 o menor ORDINAL
cromosomas en metafase. Normal: Mayor de 0.75
y menor de 1.25
RETRASO |Discapacidad humana permanente que | LEVE CUALITATIVA
inicia antes de los 18 afios de edad,| CI 51-70 puntos
MENTAL caracterizada por déficit en las| MODERADO ORDINAL
0] habilidades adaptativas y cognitivas. CI 36-50 puntos
DEL Afeccion del dominio de dos o mas| GRAVE A
habilidades (4rea motora gruesa,| PROFUNDO
DESARROLLO |lenguaje-discurso, cognicion, social- CI 0-35 puntos
personal y actividades cotidianas) Leve, Moderado 'y

Severo de acuerdo a
evaluacion por
Psicologia.

Tabla 1. Definicion de variables, tipo y concepto.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

PROCEDIMIENTOS CLINICOS

Pacientes




Se inform¢ e invitd a participar en el estudio a los padres de los nifios, quienes firmaron
la carta de consentimiento informado. Se realizd una historia clinica y exploracion
fisica en forma detallada para determinar los defectos morfologicos presentes. Se

incluyeron a 11 pacientes.

PACIENTE CON RM Y
MAS DE DOS DEFECTOS
CONGENITOS

Historia Clinica
Exploracion fisica

Invitacion y
autorizacion

ONass g

Extraccién de i6
DNA nmmmmml  Extraccion de sangre e Extrs&cAl(()Dn de

<=

PCR y
marcaje

Marcaje Nic
translation

HIBRIDACION
GENOMICA
COMPARATIVA

Lectura y analisis

FIGURA 2. Diagrama de flujo de trabajo desde que se capta al paciente hasta el
analisis.
®En este trabajo, se obtuvieron las muestras de RNA pero no se procesaron en los siguientes pasos.

PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

SANGRE PERIFERICA

Transcripcion
reversa



Extraccion v coleccion de sangre periférica

A través de puncion en vena periférica se obtienen 8 ml de sangre periférica, y se divide
inmediatamente al colocarlo en tubos BD vacutainner TM K3 de etilen diamino tetra
acetato al 0.5% (EDTA) de 5 ml, (con 3ml y 5ml respectivamente). Se homogeniz6 la
sangre con el EDTA y se procedio al aislamiento de RNA y de DNA.

EXTRACCION DE DNA

Obtencion del DNA

A partir de 1 a 3 ml de sangre periférica colocados en tubos de Sml que contenian
500ul de etilen diamino tetra acetato al 0.5%(EDTA) como anticoagulante, la mezcla se
centrifugd por 20 minutos a 3.5 Krpm. por minuto . Se recuperé la capa de globulos
blancos de la fase intermedia mediante succion, se colocaron en un tubo Eppendorf y
se agregaron 500 ul de RCLB ( XX ) para lisar los eritrocitos mezclados con los
globulos blancos. La muestra se agitd y centrifugd 5 minutos a 4 Krpm. y se desecho el
sobrenadante; este proceso se realizd en total dos o tres veces hasta obtener la pastilla

blanca.

La pastilla se resuspendié con 180 ul de NaCl 5 mM, se agitdé vigorozamente, se
adicionaron 80 pl de SDS al 10 por ciento, para lisar la membrana nuclear de los
leucocito. La mezcla se agitdé suavemente por 5 minutos y se agregdé 615 ul de NaCl
saturado, se homogeneiz6 y centrifugd 10 minutos a 10 Krpm. Se recupero el
sobrenadante en un nuevo tubo Eppendorf, desechando la pastilla de con los restos
celulares. Se adicionaron al DNA de la fase acuosa dos volimenes de etanol al 100% y
se agitd suavemente, para precipitar el DNA. Se centrifugé 3 minutos a 10 Krpm., se

decant¢ el sobrenadante y se lavd dos veces con 500 ul de etanol al 70%, se agit6 hasta

separar la pastilla obtenida por la centrifugacion. Posteriormente se dejo secar la pastilla
a temperatura ambiente hasta evaporarse el etanol, para finalmente resuspender en 100

ul de agua hasta disolver en DNA. Se almacenaron las muestras a -20 °C hasta su uso.

Determinacion de la integridad del DNA




Se determind la integridad en gel de agarosa al 1% en TBE 1X (Tris-base 89 mM, acido
bérico 89mM y EDTA 2mM) con 5 ul de bromuro de etidio. Una vez terminada la
electroforesis se observd el gel en un transiluminador de UV de onda corta y se

tomaron las imagenes con el sistema de computo de Alphalmager 2000.

Se determind la concentracion de DNA por espectrofotometria para cada una de las
muestras obenidas, leyendose a longitudes de onda de 260 y 280 nm, asumiendo que

una densidad optica equivale a 50 pg/ml. (Figura 3)
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Figura 3. Gel de electroforesis del DNA integro obtenido de las muestras. El nimero se

refiere a la muestra por paciente.
*M: marcador de peso molecular.

EXTRACCION DE RNA

Obtencion de RNA total

Se extrajeron 4 ml de sangre periférica y previamente colocados en un tubo de Sml. que
contenia 500ul EDTA como anticoagulante. Se diluydé con 1 volumen de PBS 1X
(Phosphate Buffer saline). Se colocaron en un tubo de cristal de 13x10mm, 3ml. de
Fycoll_plaque ™ PLUSy cuidadosamente sobre este 5 ml de sangre ya diluida sin que
se mezclaran, se centrifugd por 30 minutos a 1.6 Krpm. con la finalidad de separar los
componentes de la sangre. Se extrajo el paquete de células de la capa intermedia entre

el plasma y los glébulos rojos para colocarlo en un tubo de microcentrifuga,

manejando todos los procesos a partir de este momento en hielo, se adicioné 1ml de
PBS, se homogenizo y se centrifugd por 10 minutos a 1.2 Krpm. a 4°C. Se decant? el
sobrenadante, se agregd 1 ml. de trizol y 12.5ml de glicogeno, posteriormente se

homogeneizo6 y se mantuvo a 4°C por 5 minutos. Se agregaron 20 pl de cloroformo, se



homogeneizod y se coloco a 4°C por otros 5 minutos. Se centrifugd por 15 minutos a 10
Krpm. Se recuperd en un tubo nuevo la fase superior, se agregaron 550ul de etanol, se
agitd y se coloco a 4°C por 15 minutos, para posteriormente centrifugar 15 minutos a
4°C a 1° Krpm. Se elimino el etanol y se agregaron 1000 pl. de etanol al 80%, se mezclo
y centrifugd por 5 minutos a 6 Krpm.. Se elimind el etanol, se coloco a 45°C por 3
minutos y posteriormente a temperatura ambiente hasta evaporarse todo el etanol. Se
agregaron 22 pl de agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y se homogeneizo. Se

almaceno a -20°C.

Determinacion de la integridad de RNA total

Se colocaron 50ul de TBE 1X (Tris-base 89 mM, éacido borico 89mM y EDTA 2mM) y
1 g. de agarosa grado molecular, se fundio la agarosa a 50°C aproximadamente. Se
agregaron 5 ul de bromuro de etidio (concentracion 1microg/ml) y se homogeniz6. Se
agregd amortiguador TBE hasta cubrir ligeramente los pozos, se cargan 2 pl de muestra
mezclada con 1 pl de azul de bromoxifeno (6X). Se separan los acidos nucleicos
mediante 70 volts durante 120 minutos. Se visualizo el gel a través del transiluminador

de luz ultravioleta de onda corta y se toman las imagenes con el sistema de computo de

Alphalmager 2000. (Figura 4)
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Figura 4. Electroforesis del RNA. El numero se refiere a la muestra por paciente.
*M: marcador de peso molecular.

Cuantificaciéon de RNA con espectrofotometro




Para todas las muestras obtenidas, se determind la concentracion de DNA por
espectrofotometria, leyéndose a longitudes de onda de 260 y 280 nm. asumiendo que
una densidad Optica equivale a 40 png/ml. Se partié de una alicuota de RNA total (2ul)

mezclada con 98 ul de agua y se coloco en una celdilla.

HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA

Marcaje (nick translation)

La reaccion se llevo a cabo combinando 1 pg de DNA, 2.5 pl dUTP-biotina de
SpectrumGreen (en el caso de DNA del paciente) o de dUTO-digoxigenina
SpectrumRed (en el caso del control) 0.2mM, 5Sul de dTTP 0.1 mM, 10ul de dNTPs 0-
ImM, 5 ul de buffer para nick translation 10X (Tris-Hcl 500mM, ph 7.2, MgSO4
100mM, DTT 1mM),7 ul de enzima (del kit para CGH 32-801023 de Vysys), ajustando
con agua un volumen de 50 pl. Esta mezcla se agit6é brevemente, y se incubd a 15°C por
40 minutos para generar las sondas de DNA. Se par6 la reaccion inactivando la enzima

con calor (70°C) por 10 minutos. Posteriormente se almacend a -20°C.

Se obtuvieron sondas de DNA de 400 a 1800 pb aproximadamente, que se corrobord

por electroforesis en gel de agarosa al 1%. (Figura 5)
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Figura 5. Detalle del tamafio de las sondas de DNA marcado.
R: Sondas de DNA de referencia (sano). M: Marcador de peso molecular.

Mezcla de sondas de referencia v del paciente




En un tubo para microcentrifuga, las sondas de DNA del paciente (prueba) y del control
(referencia) se mezclaron en igual concentracion, 200 ng de cada uno, y se mezclaron
con 10 pg de DNA-cotl humano, 0.1 volumen de acetato de sodio 3M, y 2.5
volumenes de etanol al 100%, se mezcld brevemente y se incubd en hielo durante 15
minutos para precipitar al DNA. Posteriormente se centrifugd por 30 minutos a 12
Krpm. Se decantd el sobrenadante y se secod la pastilla a temperatura ambiente. Se
resuspendid la pastilla en 3ul de agua bidestilada y 7 ul de buffer de hibridacion para
CGH (del kit para CGH 32-801023 de Vysis).

Hibridacién en metafases.

Se utilizaron laminillas con metafases de individuos sanos del sexo masculino,

adquiridas en Vysys.

En la laminilla se marco el area de la metafase con un lapiz con punta de diamante. Se
coloco en solucion desnaturalizante (49 ml. de formamida, 7ml de SSC 20X, y 14 ml.
de agua purificada mezclados) por 4 minutos a una temperatura de 73°C. Las laminillas
se pasaron posteriormente por 2 minutos en alcohol al 70, 85 y 100% en cada uno, para
deshidratarlas. Se aire6 y se dejo secar. Se agreg6 10ul de la mezcla de sondas sobre la
metafase y se colocd cubreobjetos se sello la periferia con cemento. Se colocaron en una

caja himeda y se mantuvieron a 37°C por 72 horas, hasta el lavado.

Lavado de laminillas

Se colocaron las laminillas en solucion de lavado (SSC0.4X/NP-40 0.3%) previamente
calentado en bafo maria a 74°C al menos 30 minutos. Se retird el cemento de las
laminillas, se coloco en esta solucion agitandolas 3-5 segundos y finalmente

permanecienco ahi dos minutos. Se coloco la

Iminilla en una segunda solucion de lavado (SSC2X/NP-40 0.1%) a temperatura

ambiente, agitando i



nicialmente 3-5 segundos y posteriormente se dejé 1 minuto en esa solucion. Se saco la
laminilla y sobre esta, se realizoé un goteo de agua inyectable con micropipeta, se aire6 y

se dejo secar a 40-50°C.

Visualizacion de la hibridacién

Finalmente se agregaron 13 ul de DAPI (diclorhidrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol) sobre
cada metafase, se coloc6 encima un cubreobjetos y se sell6 con cemento. Se

almacenaron a -20°C para su uso posterior uso.

Las laminillas se visualizaron con el microscopio de fluorescencia, inicialmente con el
objetivo 40X y posteriormente con el de 100X (con aceite de inmersion), teniendo
cuidado de no exponer la laminilla por tiempo prolongado a la luz. Con el software
Quips® Genetic Imaging se seleccionaron de 15 a 20 metafases por paciente, se capturd
la imagen con los filtros que permiten visualizar los fluor6foros usados en la
hibridacion, para ver la contratincion, el SpectrumRed y el SpectrumGreen.. Un cuarto

filtro permite simultdneamente detectar los tres colores.
Se clasificaron los cromosomas de cada una de las metafases de acuerdo al grupo
realizando un cariograma de acuerdo a la contratincion del DAPI II, que proporciona

un patrén de bancas GTG.

Interpretacion v Analisis

Se conjuntaron los datos de cada una de las metafases analizadas de cada paciente,
realizandose por medio del software un promedio de la proporcion de la hibridacion
entre las sondas marcadas con SpectrumGreen (DNA del paciente) y SpectrumRed
(DNA de referencia): Esto se basa en un a proporcion del color verde/rojo, con valores
en un intervalo menor a 1.25 y mayor a 0.75 para lo normal, un proporcién mayor a
1.25 para ganancias de material cromosdmico (predominio del

verde sobre el rojo) y una proporcion menor de 0.75 para pérdidas del material

cromosomico (predominio del rojo sobre el verde).



A continuacion se ilustran imagenes de la interpretacion y analisis de la CGH.

Al iniciar el andlisis se observaron las metafases de las laminillas. En la figura6, se
muestra un ejemplo de las metafases, con un patréon de bandeo GTG (que se obtuvo a

partir de contratefiir con DAPI), para poder realizar la clasificacion de cromosomas.

Figura 6: Metafase con patron de bandas GTG. Esta imagen corresponde a metafases
hibridadas con DNA del paciente 4.

El sistema de filtros del microscopio, permite visualizar la hibridacion en forma
independiente para las diferentes sondas, en este caso del DNA del paciente en color

verde y en rojo para el DNA del control sano. (Figura 7)






Figura 7. Metafases ya hibridadas con el DNA de control y de referencia. A: Con filtro
para detectar el SpectrumGreen (DNA del paciente). B: Con filtro para detectar el
SpectrumRed (DNA control ). C: Con DAPI II. D: Imagen compuesta. Esta metafase
corresponde al paciente 4.

Se realizo un cariograma para cada metafase analizada, el cual puede visualizarse con
los diferentes filtros. A continuacién se muestra uno que corresponde al paciente 4, en la
figura 8. Finalmente, se muestra en las figuras 9 y 10, la proporcion del total de
cromosomas analizados, especificindose el numero de cromosoma y el total de cada
uno de ellos en la primera imagen, y en la segunda podemos observar la proporcion
obtenida del promedio de todos los cromosomas analizados (para cada uno de ellos). Lo
que podemos apreciar es que la proporcion promedio, dada por la linea azul, se

encuentra dentro del rango normal.



T T TN [imninnl IMD
Figura 8. Cariograma de una de las metafases del paciente 4, mostrando la imagen el
patron compuesto. En este caso, se eliminaron de la metafase algunos cromosomas
(1,2,4,11,20,21,22) por no alteraciones en su disposicion). Podemos observar la
presencia del cromosoma Y, ya que la hibridacién se realizé sobre metafases de
individuos masculinos.
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Figura 9. Anélisis de la proporcion de la hibridacion para cada uno de los cromosomas,
del total de analizados. Las lineas rosas corresponden a valores para cada metafase
analizada. N: Numero total de cromosomas clasificados de acuerdo al tipo.
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Figura 10. En esta figura podemos apreciar el promedio total para todos los
cromosomas analizados (en forma particular), que se muestra en el rango normal.



Analisis de datos

Los hallazgos se analizaron mediante estadistica descriptiva.

FACTIBILIDAD Y ASPECTOS ETICOS

Fue posible realizar el estudio, ya que en la consulta externa del servicio de Genética
Médica se cuenta con pacientes que cubren los criterios.

El protocolo fue evaluado por el Comité de Investigacion y la Comision de Bioética del
Hospital de Pediatria. Por ser una investigacion con riesgo minimo contd con carta de
consentimiento bajo informacion. Por el hecho de llevarse a cabo en nifios, se les
inform6 a los padres o tutores y estuvieron de acuerdo. Los resultados obtenidos se

manejan en forma confidencial.

RECURSOS

Materiales: En la Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana del Hospital de
Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, se cuenta con el equipo minimo
necesario, para la realizacion del presente proyecto. Se dispone de un microscopio y el
software necesarios para el analisis de CGH y CESH.

Humanos: Se contd con el personal humano minimo para realizar el proyecto.
Financieros: Se dispuso de financiamiento parcial por parte de CONACYT para el
desarrollo de la Citogenética Molecular (Salud-2003-C01-74) y financiamiento de parte
del Fondo para el Fomento de la Investigacion (FOFOI) del IMSS.



RESULTADOS

En este estudio, se incluyeron 11 pacientes. A continuaciéon se muestran graficamente
algunas de sus caracteristicas como el género (figura 11), el grupo de edad (figura 12) y

grado de retraso (figura 13).

45%

55%
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Figura 11. Proporcion de pacientes por género.

La edad de los pacientes, se situ6 al momento de la recoleccion de datos, de 3 a 15

aflos, con una media de 7.

9%
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Figura 12. Porcentaje de pacientes incluidos por grupo de edad.



La mayoria de los pacientes padecen un grado leve de retraso mental o del desarrollo.

9%

M leve Emod sev-prof

Figura 13. Porcentaje de pacientes incluidos agrupados de acuerdo al grado de retraso.
Leve en azul. Rojo en moderado. Grave a profundo en amarillo.

El nimero de defectos congénitos observados en los pacientes fue desde 13 hasta 23,

con un promedio de 15.8 por paciente, con la media y mediana de 17

DEFECTOS CONGENITOS Y OTRAS CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES.

Paciente Menores Mayores Total *P y **T bajos Otra caracteristica
al nacer
1 14 1 15 P Hiperqueratoris Hiperelasticidad cutanea
2 12 1 13 NO Hiperlaxitud articular
3 17 3 20 NO ---
4 15 2 17 PyT ---
5 16 2 18 PyT ---
6 13 2 15 PyT
7 16 1 17 PyT Hipertricosis lumbar importante
8 15 2 17 T Crisis convulsivas en control
9 17 6 23 PyT Hiperlaxitud articular
10 10 1 2 T Crisis convulsivas

Tabla 1. Numero de anomalias congénitas por paciente.
*P (peso), **T (talla ) .



En cuanto a los rearreglos cripticos, se muestran imagenes de las metafases que
reportaron alteracion. En la figura 14 observamos la metafase con el patron de bandas

GTG correspondientes al paciente 11.

Figura 14. Metafase con patron de bandas GTG, que corresponde al paciente 11.

Posteriormente, se muestra la misma metafase con los patrones de hibridacion para los

diferentes filtros, en la figura 15.

En la figura 16, podemos observar el cariograma, donde clasificamos todos los
cromosomas disponibles de esta metafase. Se realizdO para cada metafase.
Posteriormente, en la figura 15 y 16 se muestra el analisis con el perfil de la proporcion
entre el DNA del paciente y el de referencia, se muestra pérdida de la region terminal
del brazo largo del cromosoma 8 (qter), asi como el numero de cromosomas analizados,

el nimero de metafases incluidas.






Figura 15. Metafases ya hibridadas con el DNA de control y de referencia. A: Con
SpectrumGreen (DNA del paciente). B: SpectrumRed (DNA control ). C: Con DAPI II.
D: Imagen compuesta. Corresponde al paciente 11.

Finalmente, el andlisis de cada una de las metafases, y del promedio del total de
cromosomas analizados de cada una de ellas (para cada muestra), las podemos observar

en las figuras 20 y 21.




Figura 16: Cariograma donde observamos los cromosomas con la imagen compuesta.
Corresponde a la paciente 11. En este caso observamos clasificados el total de
cromosomas (46).



Figura 17. Analisis del total de metafases analizadas para la pacientel 1. Las lineas en
color rosa muestran la proporcion de hibridacion entre el DNA del paciente con el de
referencia en cada cromosoma. La linea azul es el promedio del total de cromosomas
analizados. N: Numero de cromosomas. Los niimeros se refieren al cromosoma que esta
analizando.




=
-]
1]
=
[ KIIE:)
[— [} ==}
5@ 5 S = e =
It 1] 1] 1]
= = = =
I TTNETITID IIHNNTD KD OHOIND
[~ - oo ™ [ et P
la} - T Lo M
It 1] 1]
- = =
TN (AT I
[~ = o -4
iy ™ -y ™ o
1] 1] 1]
= = =
I HEITHD I iHID
=
-t T
ﬁcﬁ o O
1] 1]
= =
I REIITELT AHID
L7 [ =
= \Ew = -
It 1] 1]
= = =
(I I T (NNHIINTN T i D
— — =]
EN Nh‘ o T o O
It 1] 1] 1]
- = = =
(AT KT AT 1 NILIN [N NN I H I MID
o =2}
§ Shs 5 e = o
It 1] 1] 1]
= = = =
I THHINT I i I dHI

Figura 18. Analisis completo que muestra el promedio del total de cromosomas
analizados. Se muestra con una linea roja (indicada con una flecha), la alteracion que
indica una pérdida de material cromosomico. N: Numero de cromosomas. Los niimeros
se refieren al cromosoma que esta analizando.



Es en esta ultima figura (18), donde observamos el promedio de la proporcion, el cual
esta fuera del rango normal (menor a 0.75), que corresponde a una delecion en la parte
distal del brazo corto del cromosoma 8, especificamente en la banda 8q24. Ademas, se
sefiala con una flecha un punto rojo localizado a la izquierda de la region alterada,

indicativo que corresponde a una pérdidas de material cromosdmico.

De tal manera, del total de pacientes, se encontrd un rearreglo, que corresponde a una
delecion de 8q24.3-qter.. En la figura 19 se muestra la proporciéon que guarda con

respecto al total de muestras analizadas.

El paciente con la delecion, es una nifia de 5 afios de edad, que presentd retraso en el
crecimiento intrauterino, presenta dismorfias faciales, discreto coloboma palpebral
izquierdo, presentd persistencia del conducto arterioso e hipertension arterial pulmonar,
hidrocefalia no comunicante que amerité derivacion ventriculoperitoneal, actualmente

con retraso del desarrollo leve.

9%

91%
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Figura 19. Porcentaje de rearreglos encontrados en los pacientes incluidos.



DISCUSION

El tamafio de muestra planteado inicialmente en el estudio, fue mediante un método de
muestreo de casos consecutivos en el periodo de mayo del 2005 a abril del 2006
(calculado en 30 pacientes aproximadamente). Durante este periodo, el total de
pacientes que cumplieron con los criterios establecidos sumaron 28, dentro de éstos,
predomind el género masculino en una proporciéon 2.5:1, dato similar a lo reportado en
la literatura donde la frecuencia de RM es mayor en los nifios que en las nifias. Sin
embargo, de los resultados procesados, solo se incluyd a 11 pacientes, con una
proporcion de 1:1.1, predominando el género femenino, debido a que a los pacientes

que no se localizaban se eliminaban del estudio y se incluia al siguiente.

Cabe hacer notar sobe las caracteristicas clinicas del primer paciente incorporado al
estudio, compatibles con el sindrome de delecion 1p36, el cual se considera el rearreglo
criptico mas frecuente reportado en la literatura (frecuencia:1 en 5000). De ahi que
intencionadamente se realizd FISH para 1p36 en el laboratorio, cuyo reporte fue
negativo. Esto puede deberse a diversas causas, una de ellas es que en este rearreglo, la
region perdida no se presenta siempre en el mismo sitio y el sitio de ruptura se da en
sitios diferentes de la secuencia con alteracion de segmentos de tamafio variable y la
region afectada puede ser intersticial, por lo que pueden requerirse otras sondas
(intersticiales) y no solo sondas terminales. Otra posibilidad, es la resolucion de la

técnica, ya que pueden estar presentes alteraciones no detectables con esta técnica”.

En este estudio, la presencia de un rearreglo del total de analizados, representa una
proporcion del 9%, que se situa dentro de lo reportado en la literatura. Sin embargo, no
podemos inferirlo como una frecuencia, ya que para determinarla se requiere de una
muestra mas grande de pacientes, representativa de acuerdo a la frecuencia de retraso

mental en la poblacion, lo cual se sigue realizando en el laboratorio.



En los pacientes en los que no se detectaron rearreglos, no se puede descartar alguna
alteracion de menor cantidad de material cromosomico, debido a la resolucion de la
técnica de la CGH, ya que la méxima descrita es de hasta 2 Mb. En estos casos, lo mas
recomendable es realizar la busqueda de rearreglos cripticos, mediante técnicas de
mayor resolucion, tanto de citogenética molecular como de biologia molecular y otras

técnicas genomicas, que puedan detectar alteraciones de segmentos mas pequefios’.

La arquitectura del genoma humano, comprende elementos repetitivos que pueden estar
dispersos o agrupados. Dentro de los primeros, se encuentran los repetidos de bajo
numero de copias (LCR por sus siglas en inglés) y los repetidos asociados a telémero
(denominados TARs por sus siglas en inglés), entre otros. Los segundos comprenden a
los elementos interespaciados largos (LINEs por sus siglas en inglés), y los
interespaciados cortos (SINEs por sus siglas en inglés). Dentro de los LINEs se
encuentran los elementos Alu, los cuales representan al 10% del genoma,
constituyendo 1 millon de copias. Estos elementos, se localizan principalmente en
secuencias con alta densidad génica, en uniones de genes y pseudogenes, y en

secuencias con alto contenido de GC.

Estos repetidos, favorecen los mecanismos mas comunes en la generacion de rearreglos
cromosomicos, procesos alterados durante el proceso de recombinacion en la meiosis o
bien por un mecanismo de reparacion andémalo. Estos incluyen a la recombinacion
homologa no alélica (NAHR por sus siglas en inglés) y la union de extremos no

homologos (NHEJ por sus siglas en inglé€s).

En el caso de deleciones que abarcan mas de 1 Mb de material genémico, generalmente
se generan a partir de NAHR entre repetidos de bajo numero de copias (LCR) que van
de 10 a 100 Kb, con homologia mayor al 95% y que flanquean un segmento de

secuencia unica.

Los subtelomeros, son ricos en repetidos y tienen una alta densidad génica, estos
repetidos tienen una alta homologia entre las regiones subteloméricas de diversos
cromosomas no homologos, hasta el grado de compartir secuencias similares de mas de

100kb>>7.



En la figura 20, se aprecia parte de la region de 8q24.3, hasta 8qter, donde se observan
repetidos practicamente a lo largo de toda la region, y justo a 2 Mb un sitio de
secuencia Unica de aproximadamente 100kb, regiones importantes que pudieron haber
intervenido durante el mecanismo de la delecion (para la primera) y para el fenotipo (la

segunda region).

Cuando la delecion y duplicacion son de un segmento grande, generan cambios de
dosis génica para multiples genes, por lo que los cambios fenotipicos se deben a
haploinsuficiencia en el caso de deleciones o a exceso de expresion para las
duplicaciones. Dado que la densidad génica de estas regiones es alta, se calcula que
existe 1 gen cada 30 Kb aproximadamente, por lo que la ganancia o pérdida de esa

region tiene potencialmente un efecto fenotipico™.

El cromosoma 8, ha sido implicado en diversos rearreglos cripticos, aunque en su
mayoria localizados en el brazo corto y asociado al sindrome de Kabuki. La region
implicada en este rearreglo, ya se ha reportado en una paciente con retraso mental y
crisis convulsivas, sin embargo la alteracion se debe a duplicacion de la region, y en
este estudio corresponde a una pérdida. La alteracion que se encontr6 en este estudio,
corresponde a una nifia de 5 afios de edad, que presenta 17 defectos congénitos (3

mayores y 14 menores), y retraso mental leve® .

Los genes localizados en la region 8q24.3-qter regidon son diversos, varios de ellos
asociados a enfermedades autosdémico recesivas, hasta el momento ninguno asociado a
un fenotipo particular por haploinsuficiencia. También se localizan diversos genes que
acttian durante el desarrollo, particularmente en la diferenciacion y regulacion del ciclo

celular. En la tabla 2 se muestran algunos genes.

También abarca a varios factores de transcripcion del tipo dedos de zinc y se describen
numerosos marcos de lectura abiertos que si bien, todavia no se conoce su funcién, no
se puede negar que pudieran tener cierta funcidon en el desarrollo. Por tanto, la suma de

varios genes podria explicar el fenotipo de la paciente™.



En este caso, queda por delimitarse el sitio de ruptura y el tamafio de la pérdida de
material hereditario para buscar la correlacion del fenotipo observado con el genotipo,
lo cual es importante para la caracterizacion clinica de los casos y ofrece un nuevo tema

de tesis de especialidad.



*310/[qQUIASUY MMM

op opewo [, ‘sopriadar so[ BYoS[J BUN UOD B[EUAS oS "U0I3aI B[ 9p 03Ie O]

Larsgih 550 OF Kb -
1
Chi. B tand a4 _=|
14410 Mb 144 20 Mbs 430 Mib 14440 Mb
DiBdii i) : :
NT Conligs
Markers AFOT 145 DAS b4 DES3TI AFDZ 1137
] - ] r | ] | | [ B N
L{CYP11E L YRE LPsa udagena NP EISEEE 1 “ZNFESE
Ensambl Lisnos LevP1A2 LA LaLM Liap
EE'IGHFI:I. | | L yﬂllﬂ [ 1] 1] I . II |
repeas_y. LI LI L LT
14,00 Mb 144 10 M 144 20 Mbs 430 Mib 14440 Mb
Laregit -=ui SHOT Eb Rareirss winmnd —
B EST gare
ol Pt W I Ensemibl Bovnl Praudogeng Il Ensembl Knvam Prosin Coding
I Ensemibl Mol Prowsin Coadeng I g BOnavam FPeosin coding

Thers ans cursarily 36 irecks swilched ofl, uss The manus abovs the image o um ham on.

& sopnadal sof 1ea1esqo sowopod su3 ug "¢ 'zbg ' opuodsariod anb ugi3ay oz vIndIg




GENES LOCALIZADON EN 8q24.3 CON PROBABLE FUNCION EN SISTEMA
NERVIOSO

GEN NOMBRE FUNCION ' EXPRESION
LY6H Complejo Antigeno 6 de | No conocida. SNC
linfocito, locus H Perteneces a la familia de
glicoproteinas asociadas a

glicosilfosfatidilinositol

LYG6E Complejo Antigeno 6 de | Alta homologia con la familia de --

linfocito, locus E receptores de crecimiento, con
probable funciéon en transduccion de
sefales.
FOXH]I | Forkhead Box H1 Transductor de sefiales de la activina --

en conjunto con SMAD?2 y el ligando
similar a factor de crecimiento
transformante 3, que conducen

finalmente a procesos de
morfogénesis ya probados en modelo
animal.
GPAAIl | Proteina 1 de union a a | Cataliza la union de GPI a proteina | Todos los tejidos
glicosilfosfatidilinositol | con el péptido sefial de uniéon fetales y del
(GPI) adulto
SCRIB | Homologo de Scribble | No conocida --
de drosofila La ausencia en ratones causa
raquisquisis.

Tabla 2. Algunos genes localizados en 8q24.3-qter.

La mayoria de los rearreglos se presentan de novo, generalmente por alteraciones
durante la meiosis en el proceso de recombinacion. Los eventos de recombinacion son
mas frecuentes en el espermatozoide, y se presenta en mayor grado hacia los telomeros,
a diferencia del género femenino en el cual el indice de recombinacion es menor a lo
largo de todo el cromosoma, aunque hay variaciones con respecto a los loci que se
tomen en cuenta. La determinacion del origen parental en el que se presento la delecion,
podria aportar datos para conocer el mecanismo del rearreglo aunado al conocimiento

de la arquitectura cromosomica.

La translocaciones balanceadas se presentan de novo en aproximadamente 1 en 1200

concepciones, y 1 de cada 500 individuos es portador de una translocacion balanceada.



Por este hecho, en un individuo portador se requiere un segundo evento de intercambio
de material genético intercromosdmico para que pueda favorecerse una alteracion con

: 33-36
el riesgo de que se afecten sus gametos™ .

Aproximadamente el 10% de los casos de deleciones/duplicaciones se atribuyen a
rearreglos balanceados en los padres, por lo que se ofrecido a los progenitores de la
paciente la blisqueda intencionada de estos. El aportar un diagndstico preciso a los
padres y el integrar un estudio familiar para determinar si se trata de un evento ocurrido
de novo es la base para otorgar un asesoramiento genético con riesgos de recurrencia

confiables.



CONCLUSION

El porcentaje de pacientes afectados en este estudio, que es del 9 %, aunque si bien no
es representativo de la poblacion diana, da pie a seguir trabajando, para llegar a conocer
la frecuencia de rearreglos cripticos dentro de la poblacion diana. Asi también, para
lograr que la busqueda de estos rearreglos sea una herramienta diagnostica ofrecida de
forma asistencial en nuestra institucion debido a que ocupa un lugar importante en el

abordaje del paciente con retraso mental.

Hasta el momento, la deteccion de una delecion de 8q24.3, es una aportacion
sumamente valiosa para poder hablar a los padres de la posible causa, durante el
asesoramiento genético. Los genes contenidos en la region 8q24.3 y los marcos de
lectura abiertos, potencialmente pueden ser genes asociados a Retraso mental y al
desarrollo ya que la haploinsuficiencia de éstos ha repercutido en el desarrollo de la

paciente.

La CGH, es una técnica gendomica util en el abordaje diagnostico del retraso mental,
tiene la ventaja de estudiar en forma global a todo el genoma de los pacientes con
retraso mental idiopatico. Sin embargo, es importante mencionar el surgimiento rapido
de nuevas técnicas moleculares de mejor resolucion, por lo que sera conveniente

comparar su utilidad desde diferentes aspectos de tiempo y costos.

Los resultados de este estudio esperamos seran la base para comparar los hallazgos de

otros estudios con poblaciones similares.

Los rearreglos cripticos también se han descrito en pacientes con retraso mental sin
defectos congénitos, por lo que la busqueda de estos rearreglos puede ampliarse en

nuestra poblacion a casos con retraso mental en ausencia de defectos congénitos.

El diagnoéstico que se realizo, tiene utilidad para el asesoramiento genético, donde se
informa de los portadores (en caso de que existan) con el respectivo riesgo de

recurrencia.
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ANEXO 1 CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
HOSPITAL DE PEDIATRIA, CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI,
IMSS.

Se me ha informado que el servicio de Genética Médica realiza el proyecto de
investigacion “Deteccion de rearreglos cripticos en pacientes con retraso mental y
del desarrollo mediante pruebas de citogenética molecular”

Se me invita a participar y me informan que se realizara en colaboracion con la Unidad
de Investigacion en genética humana de esta Hospital. El interés del estudio consiste en
conocer si los pacientes con retraso mental que acuden a consulta tienen como causa
una anormalidad que no es visible al microscopio de luz que se utiliza en la prueba de

cariotipo.

Se buscaran pérdidas o ganancias de material hereditario mediante pruebas especiales
que no se realizan rutinariamente en los pacientes. Estas pruebas necesitan una muestra
de sangre. Una parte servira para separar el material hereditario de los glébulos blancos
y la otra se utilizara para observar al microscopio los estuches del material de la
herencia. En caso de que sobre sangre de la muestra proporcionada, sera desechada si no
se necesita para continuar el estudio familiar, que puede ser necesario en caso de
descubrir una alteracion que podria ser hereditaria. En caso de necesitar un estudio
familiar, se solicitard muestra de sangre al papa y a la mama del paciente con el fin de
saber si la alteracion observada en el paciente es hereditaria o no lo es.

Procedimiento

Se tomaran 8 mililitros de sangre de una vena utilizando jeringa y aguja estériles para
cada paciente.

Informacion al paciente

Al término del estudio el investigador (Dra. Ma. Antonieta Araujo y Dra. Maria del
Carmen Palacios) proporcionara la informacion completa de acuerdo a los resultados.
Beneficios

El estudio puede constituir una herramienta diagndstica de la causa de las
anormalidades de mi hijo(a), sin embargo, no representa un beneficio directo para su
tratamiento.

Confidencialidad



El estudio sobre la busqueda de anormalidades en el material de la herencia, incluyendo
registros clinicos y/o del hospital serdn manejados en forma confidencial, se podran
presentar en congresos y revistas estrictamente de interés médico y no sera revelada la
identidad del paciente y su familia a ninguna persona sin su consentimiento.

Potenciales dafios secundarios al estudio.

Al ser un estudio de laboratorio que requiere la extraccion de una muestra de sangre,
pueden presentarse molestia secundaria al piquete de la aguja, puede ser necesario mas
de un intento en la toma de muestra y puede aparecer un moretdon que desaparecera por
si solo.

Participacion / suspension

La participacion de su hijo en este estudio es voluntaria. Usted est4 en libertad de retirar
a su hijo del estudio en cualquier momento. La decision de rehusarse a participar no
afectara la calidad ni la disponibilidad de la atencion médica.

Consentimiento

La Dra. Maria del Carmen Palacios Reyes, la Dra. Ma. Antonieta Araujo Solis y el Dr.
Diego Arenas se encargaran de explicarle personalmente cualquier informacion que no
est¢ bien entendida por usted y contestaran cualquier pregunta que surja durante el
estudio. Si tiene alguna duda puede comunicarse al Hospital de Pediatria del Centro
Meédico Nacional Siglo XXI en horario de labores y de lunes a viernes al teléfono 56-
27-69-00 extension 22281 o a la Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana
al 56-27-69-45. Al firmar este documento, usted accede voluntariamente a participar en

este estudio.

México, D.F. A de de 2005.

Nombre del paciente:

Firma del padre o tutor: Firma de la madre:
Nombre del testigo: Firma del testigo:

Relacion del testigo con el paciente y su familia:

Nombre del testigo: Firma del testigo:

Relacion del testigo con el paciente y su familia:




ANEXO 2 HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
No. Consecutivo:

No. Expediente:

Nombre del nifio(a) Edad:

Afios  Meses

Nombre de la madre:

Edad

Nombre del padre:
Edad

Direccion:
Colonia: Mpio: Estado:
C.P.
Teléfono:
Historia familiar de :
Malformaciones congénitas: Positiva  Negativa
Retraso mental: Positiva  Negativa
Antecedentes perinatales
Exposicion a:
Radiaciones Si( ) No( ) Cual Periodo:
Quimicos Si( ) No( ) Cual Periodo:
Bioldgicos Si( ) No( ) Cual Periodo:

Retraso en el crecimiento de inicio prenatal/peso bajo al nacer:  Positivo
Negativo

Exploracion fisica:

1.- Peso: Percentil:




2.- Talla: Percentil:

Perimetro cefalico (cm): Percentil

3.- Microcefalia: Si() No()

4.- Macrocefalia: Si( )No ()

5.- Cabello
Implantacion anormal Si() No()
Consistencia anormal Si() No()

6.- Fisuras palpebrales

Orientacion: Hacia arriaba  Hacia abajo Normal
Tamafio: Corto Largo Normal
Medicion: cm. P:

Distancia intercantal interna (cm)  Distancia interpupilar (cm)

Distancia intercantal externa (cm)
Hipertelorismo: Si() No()
Hipotelorismo Si( )No ()

7.- Anomalias en pabellones auriculares:

Fosetas: Si() No()

Displasia: Si() No()

Fistulas: Si() No()

Atresia C. AE:Si( ) No()

Microtia: Si() No( )Tipol:  TipolIl:  TipoIll
Hélix anormal Si No Descripcion:

Trago anormal: Si No Descripcion:

Antitrago anormal:  Si No Descripcion:

Rotados: Si No Descripcion:

8.- Anomalias en nariz:

Piramide nasal: Pequefia:  Grande:  Ausente:

Base de piramide:Ancha:  Angosta:

Puente nasal: Prominente:  Deprimido:  Ancho Alto Bajo
Punta de la nariz:Surco medio:  Bifida:  Bulbosa:  Aplanada:
Narinas:Antevertidas:  Hipoplasicas:

9.- Cavidad oral



Paladar: Alto Angosto Hendido

Dientes: Adoncia-hipodoncia supernumerarios alteracion
esmalte
Lengua
10.- MaxilarSuperior: Hipoplasia mediofacial
Inferior: Micrognatia y/o Retrognatia
11.- Cuello: Corto Pterigium
Toérax: Asimetria Teletelia
Abdomen: Defectos de pared Visceromegalias
Cadera: Displasia
Genitales: Criptorquidia Hipoplasia ambigiiedad
Extremidades superiores: Acotamiento: segmento

Hiperlaxitud articular articulacion

limitacion articular articulacion
Manos: tamafio
12.-Anomalias en manos:
Dermatoglifos anormales: Si() No ()
Sindactilia: Si() No ()
Braquidactilia: Si() No ()
Oligodactilia: Si() No ()
Hipodactilia: Si() No ()
Camptodactilia: Si() No ()
Braquimetacarpalia: Si() No ()
Polidactilia: Si() No ()
Limitacion articular Si() No ()
Hiperlaxitud articular Si() No ()
Otros
Anomalias en pies:
Sindactilia: Si() No ()
Braquidactilia: Si() No ()
Oligodactilia: Si() No ()
Hipodactilia: Si() No ()
Camptodactilia: Si() No ()



Braquimetacarpalia: Si()
Polidactilia: Si()
Separacion entre primero y segundo dedos: Si()
Primer dedo ancho

13.- Extremidades inferiores: Acortamiento Segmento

No ()
No ()
No ()

Limitacion articular Si()

Hiperlaxitud articular Si()

No ()
No ()
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