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INTRODUCCION

El sarcoma de tejidos blandos mas frecuente en nifios es el rabdomiosarcoma y representa del 5-10 %
de los tumores solidos en la infancia (1,2,3,4). Los dos tipos de rabdomiosarcomas son alveolar y embrionario.
El rabdomiosarcoma alveolar (ARMS) se caracteriza por la presencia de la t(2;13) y t(1;13). Esta translocacion
involucra los genes PAX3 (paired box), PAX7 que se localizan sobre el cromosoma 2 y 1, respectivamente.
Estos dos genes se sabe que son importantes en el desarrollo del musculo durante la embriogénesis. La
alteracion en la funcion de estos genes puede resultar en el desarrollo de musculo anormal. Ambas
translocaciones 1(2;13)(g35;914) y t(1;13)(p36;914) resultan de la fusién del dominio de unién al DNA de PAX3
y PAX7 con el dominio de activacién transcripcional de FKHR (fork head region) sobre el cromosoma 13 (Fig.
1). Los genes de fusion resultantes son expresados como transcritos quiméricos que codifican proteinas
quiméricas y activan la transcripcion de sitios de unién PAX con una alta potencia mas que la correspondiente
al tipo silvestre (5, 6,7). Ambos genes de fusién proporcionan un marcador diagndstico unico para ARMS razén
por la que se utilizan diversas técnicas moleculares como la técnica de FISH (hibridacion in situ fluorescente) y
la RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Ambas pueden utilizarse para determinar el tipo de
translocacién con una correlacién del 95 % con el diagnéstico histopatolégico (8). El diagndstico temprano y
una apropiada remisién a un centro especializado guian a un tratamiento oportuno que se refleja en mejor

calidad de vida para el paciente. En los ultimos 10 afios la supervivencia ha mejorado dramaticamente (9).
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Fig 1. Diagrama de las translocaciones cromosdmicas que resultan en la fusién de genes PAX3 y PAX7 con

FKHR.



MARCO TEORICO CONCEPTUAL

Los rabdomiosarcomas (RMS) pertenecen a la familia de sarcomas de tejidos blandos que muestran
evidencia inmunofenotipica y ultraestructural de diferenciacion del musculo esquelético. Este tipo de tumor
surge a consecuencia de la pérdida en el control del crecimiento y diferenciacion de células miogénicas. Las
translocaciones cromosoémicas son alteraciones genéticas consistentes y especificas en varios tipos de
sarcomas de tejidos blandos y de hueso. Las bases moleculares de las translocaciones en ARMS y en otros
sarcomas han revelado que en cada translocacion se yuxtaponen dos genes para crear un gen quimeérico que
codifica una proteina de fusion. El analisis funcional de estas nuevas proteinas ha demostrado su actividad
oncogénica. Los aspectos funcionales de las translocaciones en sarcomas son el centro de varias
investigaciones, sin embargo los mecanismos por los cuales el loci de cromosomas separados se yuxtaponen
y rearreglan en la tumorigénesis son aun desconocidos. Mediante el ensayo de transcripcion reversa-reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR) se ha demostrado que el exon 7 de PAX3 se fusiona consistentemente
con el exon 2 de FKHR en el transcrito quimérico PAX3-FKHR. En el caso de PAX7-FKHR se fusiona el exon

7 de PAX7 con el exon 2y 3 de FKHR (6,10).



ANTECEDENTES

En 1958 Horn y Enterline (11) hicieron la primera clasificacion basada en datos clinicos y de
histopatologia. Describieron los 4 patrones clasicos constituidos por el rabdomiosarcoma pleomérfico, alveolar,
embrionario y botrioides. Esta clasificacion es la base de todas las clasificaciones posteriores y es conocida
como el esquema convencional. Los términos embrionario y alveolar fueron introducidos en 1950 por Store y
Dargeon y en 1956 por Riopelle y Thérialt, respectivamente. Algunos autores demostraron que el patrén
histologico alveolar era de conducta biolégica mas agresiva que los rabdomiosarcomas embrionarios por lo
tanto con pronéstico de supervivencia menor en relaciéon a los mismos (12,13,14). El Grupo Interinstitucional
para el Estudio del Rabdomiosarcoma (IRS) en su primer informe mostré diferencias en la supervivencia de
los pacientes si se tomaba como base el sitio primario y estadio clinico, pero no se tomé como variable el tipo
histologico de los rabdomiosarcomas. A partir del segundo informe, se incluyd la variante histolégica que fue
de gran importancia pues en los resultados se encontrd supervivencia a los cinco afios de 95 % para la
variante botrioides, 88% para la variante de células fusiformes, 66% para la variante embrionaria y 54 % para
el patron alveolar (2). Actualmente se ha establecido claramente que el fenotipo de malignidad es determinado
genéticamente y la interaccién entre el medio ambiente y el desarrollo genético de la célula influye en el
desarrollo de neoplasias especificas. La investigacién en cancer ha progresado a partir de la consolidacién del
conocimiento y comprension de los procesos fundamentales asociados a estas enfermedades. De esta
manera la evolucion del estudio de las neoplasias se ha basado en teorias revolucionarias como la de
Knudsen en 1971 (15) apoyadas en mejores técnicas para demostrar las mismas como el estudio de los
cromosomas y posteriormente la reaccion en cadena de la polimerasa con sus variantes. El esfuerzo de
investigadores alrededor del mundo teniendo rigurosas reglas universales ha dado como resultado datos
certeros y nuevas hipétesis. Los rabdomiosarcomas alveolares han mostrado constantemente la presencia de
la translocacion t(2;13) o la variante t(1;13) que resultan en la fusién de productos oncogénicos PAX3-FKHR y
PAX7-FKHR, respectivamente. La t(2;13)(q35;914) se ha detectado en 70 % de casos de rabdomiosarcoma
alveolar, la variante t(1;13)(p36;914) en 10 % (14, 15), probablemente por la complejidad de completar la

fusion funcional de PAX7-FKHR, la cual requiere tres rupturas en vez de dos, para cambiar la orientacion de



uno de los genes (7). Sin embargo estos porcentajes varian de tal forma que Sorensen (2002) obtuvo un
porcentaje de 55 % con PAX3-FKHR, 22% PAX7-FKHR y en 23% la fusion fue negativa (17). Por su parte
Anderson (2001) reporté 40 % en PAX3-FKHR, 8.7% PAX7-FKHR y 50 % sin translocacion (18). Ambas han
sido asociadas Unicamente con rabdomiosarcomas alveolares por lo que hasta este momento parecen ser
marcadores moleculares especificos de esta neoplasia. Lo anterior se explica debido a la fusion de los genes
PAX con el gen FKHR, lo cual da como resultado una proteina muy similar en estructura, con una identidad
hasta del 97% entre los genes PAX3 y PAX7. Esta identidad sugiere que ambas proteinas de fusion
reconocen blancos similares y pueden regular un grupo de genes blancos involucrados en la patogénesis de
los rabdomiosarcomas alveolares. Ambos genes se expresan en el desarrollo de somitas al momento de la
formacién del dermomiotomo. La expresion de PAX3 ocurre antes de la migracién del mioblasto y la formacion
de la musculatura, y la expresiéon de PAX7 comienza pocos dias después y se mantiene durante la
diferenciacion de los musculos del tronco y extremidades. El hallazgo de la expresion de los genes PAX3 y
PAX7 en precursores de musculo esquelético es consistente con la actividad de sus promotores en el ARMS,

con diferenciacion a lo largo de la via del musculo estriado (10).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México no se han desarrollado técnicas moleculares que permitan la identificacion de los diferentes
subtipos bioldgicos presentes en el rabdomiosarcoma alveolar. En este momento en el laboratorio de biologia
molecular del departamento de patologia del HIM, estamos desarrollando la técnica de FISH para aplicarla de
forma rutinaria, con el resultado final de planificacion 6ptima en el tratamiento de pacientes con diagndstico de

rabdomiosarcoma.
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JUSTIFICACION

Los rabdomiosarcomas alveolares (ARMS) se caracterizan por presentar translocaciones reciprocas y
especificas que generan la fusion del gen PAX3/PAX7 — FKHR estas alteraciones representan eventos
fundamentales en el desarrollo de estas neoplasias, ademas de ser marcadores utiles para el diagnostico y
blancos potenciales para intervencion terapéutica, la mayoria de estos tumores son diagnosticados
correctamente usando histologia convencional e inmunohistoquimica, sin embargo, el papel pronéstico de las
translocaciones hace necesario el uso de herramientas moleculares. La implementaciéon de estas técnicas
aumentara el conocimiento sobre la presentacion de los diferentes subtipos biolégicos de ARMS de tal forma
que la presencia de determinado tipo de translocacién se relacione con la supervivencia de los pacientes.
Ademas estos tipos de tumores tienen una rapida diseminacién a otros érganos por lo que un diagndstico

certero y temprano es fundamental para el desarrollo de tratamientos terapéuticos adecuados.
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OBJETIVOS

Desarrollar el método de hibridacion in situ fluorescente (FISH), para demostrar las translocaciones presentes

en los rabdomiosarcomas alveolares.

- Obtener cultivos de bacterias E. coli transformadas con el vector recombinado.

- Obtener sondas de un tamario adecuado para el FISH que es de 200- 800 pb.

- Marcar las sondas mediante la técnica “nick translation”.

- Realizacion del FISH sobre células en metafase para comprobar que las sondas correspondan con

los genes involucrados en las translocaciones del ARMS.

HIPOTESIS

Las translocaciones (2;13) y la variante t(1;13) presentes en el rabdomiosarcoma alveolar pueden ser

demostradas en forma precisa utilizando la técnica de FISH.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio: Observacional y transversal.
Muestra: Por conveniencia
Criterios de inclusion
a) Pacientes menores de 18 afios
b) De uno u otro sexo
c) Con diagnéstico histopatolégicos de rabdomiosarcoma realizado en el Departamento de Patologia del
Hospital Infantil de México Federico Gomez
d) Contar con bloques de parafina en el archivo de Departamento de Patologia del Hospital Infantil de

México Federico Gomez

Criterios de exclusion
a) No contar con bloques de parafina en el archivo de Departamento de Patologia del Hospital Infantil de
México Federico Gémez
b) Tejido necrotico en 90% de la superficie tumoral

c) Cambios por mala fijacion en el tejido tumoral

13



DESARROLLO EXPERIMENTAL

Manejo de clonas
Las clonas fueron obtenidas de una genoteca humana BACPAC Resources Center at Children’s Hospital
Oakland Research Institute (WWW.bacpac.chori.org). La cepa hospedadora es E coli DH10 con vectores BAC
(cromosoma artificial bacteriano) y PAC (cromosoma artificial derivado de P1) que albergan las regiones de los

genes PAX3, PAX7 y FKHR. (tabla 1)

Nombre de clona y | Vector Tamaiio Tamaiio de | Gen
locus vector (kb) inserto (kb) recombinado
RP1-93P18 pCYPAC2 18.754 110 PAX7

(1p35.2-1p36.23)

RP11-71J24 pBACe3.6 11.612 174 PAX3

(2935-2936.2)

RP11-89L15 pBACe3.6 11.612 174 FKHR

(13912.13-13g21.1)

Tabla 1. Caracteristicas de las clonas y vectores utilizados para la identificaciéon por FISH de los genes

involucrados en las translocaciones de los ARMS.

Recuperacién de colonias bacterianas de cultivos almacenados en agar
- Con un asa bacteriolégica se tomo un inéculo de bacterias y se disemind sobre un plato de agar
Luria-Bertani (LB) fresco suplementado con kanamicina (25 ug/ml) para PAC y cloranfenicol (12.5
pg/ml) para BAC.

- Incubar el plato a 37 °C de 12 a 24 hrs hasta que las colonias se desarrollen.
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Precultivo

- Con el asa bacteriolégica se tomd una colonia bien aislada y saludable y se inoculé en 3 ml de LB
suplementado con kanamicina para PAC y cloranfenicol para BAC. Se utilizaron tubos de polipropileno de 12
a 15 ml de capacidad.

- Las bacterias se dejaron crecer toda la noche (hasta 16 hrs), con agitacion de 225 a 300 rpm a 37 °C.

- Se guarddé un concentrado de bacterias en glicerol al 3%.
Cultivo

- En un matraz Erlen Meyer de 1.5 litros se prepararon 500 ml de medio LB suplementado con el
antibiotico correspondiente.

- Se tomd 1 ml de precultivo y se inoculdé en medio LB.

- Se dejo6 el cultivo en crecimiento durante toda la noche, con agitacion de 225 a 300 rpm a 37 °C.

Purificacion del plasmido (Maxiprep)
La extraccion de DNA del vector recombinado se llevé a cabo segun protocolo Plasmid Maxi kit de Quiagen

(cat. 12163) con algunas modificaciones. A continuacion se detalla el método:

Se colectaron las células bacterianas por centrifugacion a 6000 rpm (rotor Sorvall GSA) por 15 min a

4 °C.

- Se resuspendio la pastilla bacteriana en 10 ml de buffer P1. Resuspender completamente por pipeteo
hasta que se observe una suspension homogénea.

- Se agregaron 10 ml de buffer P2, se mezclé gentilmente invirtiendo el tubo de 4-6 veces y se incub6 a
t.a (15-25 °C ) por 5 min.

- Se agregaron 10 ml de buffer P3 frio, se mezclé inmediatamente invirtiendo el tubo de 4 a 6 veces y se
incubd por 20 min. El material precipitado contiene DNA gendmico, proteinas, detritos celulares y KDS.

- Se centrifugd a maxima velocidad (10,000 a 13,000 rpm, rotor Sorvall SS-34) por 30 min. a 4 °C. El

sobrenadante que contiene DNA del plasmido se colocd en un tubo limpio y se eliminé cualquier

particula suspendida que obstruyera la columna.

15



Se equilibré una columna Quiagen-tip 500 aplicando 10 ml de buffer QBT, permitir que drene
completamente.

El sobrenadante que contiene el plasmido recombinado se deposité en la columna y se dejé que
fluyera por gravedad.

La columna se lavd 2 veces con 30 ml de buffer QC en cada ocasion.
Se eluyé el ADN 3 veces con 10 ml en cada ocasion de buffer QF a 65 °C. Se colecté el eluido en
tubo limpio.

El ADN se precipitd agregando 0.7 volimenes (21 ml por 30 ml de buffer de elusion) de isopropanol a
temperatura ambiente. Se mezclé y centrifugé inmediatamente a 10,000 rpm por 30 min. Decantar
cuidadosamente el sobrenadante porque la pastilla puede ser transparente y estar ligeramente unida a
la pared del tubo.

Se lavo la pastilla de ADN con 15 ml de etanol al 70 % y centrifugar a 10,000 rpm por 10 min.

Decantar cuidadosamente el sobrenadante. El etanol al 70 % remueve las sales precipitadas y el
isopropanol haciendo que el ADN sea mas facil de disolver.

La pastilla se secé abriendo el tubo de 5 a 10 minutos y se redisolvié el ADN en 200 ul de buffer TE
pH 8.0 (10 mM Tis-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA). Evitar pipetear el ADN para evitar que se rompa. Para
construcciones muy grandes la resuspension puede tomar mas de 1 hora.

Se cuantifico la concentracion de ADN en un NanoDrop (ND 3300 Roche)
Se hizo una digestion de 5 pyl de ADN con Not | 10 U/ul (Promega, cat. R6435) para liberar el inserto.

Utilizar de 2 a 10 veces un exceso de enzima con respecto al DNA. El sustrato de ADN va de 0.2-1.5

Mg. Colocar en un tubo estéril en el siguiente orden:

16



H,O estéril desionizada | 3.65 pl
Buffer 10 X RE 1ul
BSA acetilada 10 pg/pl 0.1l
ADN 1 pg/ul 5l
Enzima Not | 10 u/pl 0.25 ul
Vol final 10 ul

- Incubacién a 37 °C de 1 a 4 horas.

- Se verifico el tamano de inserto y cuantifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.7 %, en

buffer TAE1X y se tifio con bromuro de etidio

15612-013).

Tamaino de sondas

- Se llevaron a cabo ensayos con enzima DNasa y ADN para obtener

800 pb

Marcaje de sondas-“nick translation”

0.5 pg/ul. Se utilizé lambda DNA ladder 0.5 pg/ul (invitrogen

sondas con tamafo de 200 a

El ADN de PAX3 y PAX7 se marco con dUTP naranja y FKHR dUTP verde (Vysis, cat. 30-803200). La

reaccioén se llevé acabo de la siguiente manera:

Reactivo i
H,O no
Buffer 2, 10x 5
dNTP 5
dUuTP 1
ADN 33

Polimerasa (5U/ul) | 5

DNasa 1

Vol. final 50

17



Incubar la reaccion a 15 °C por 1 hora.

Cultivo de leucocitos

Se obtuvieron 3 ml de sangre periférica con jeringa heparinizada.

Los siguientes pasos se realizan en condiciones de esterilidad.

En un tubo Falcon con capacidad de 15 ml se colocaron 5 ml de medio de cultivo RPMI 1640 con L-
glutamina a 37 °C y 100 ul de mitégeno fitohemaglutinina. Agitar por inversion.

Se agregaron 0.5 ml de la muestra de sangre y se agitd por inversion.

Se incubd por 72 hrs a 37 °C.

Después de la incubacion se agregaron 30 pl de colchicina al 0.02 % y se incubd durante 30 min a 37
°C.

En los siguientes pasos no son necesarias las condiciones de esterilidad.

Se centrifugd a 1500 rpm durante 10 min. y se elimino el sobrenadante. La pastilla se resuspendié con
vortex.

Se agregaron 8 ml de solucion hipotonica de cloruro de potasio 75mM y se incub6 por 30 min a
temperatura ambiente.

Se colocaron 0.5 ml de metanol-ac. acético 3:1 como pre-fijador. Se centrifugé a 1500 rpm durante 10
min y se eliminé el sobrenadante. Repetir este paso una vez mas.

Se colocaron 3 gotas de fijador (metanol-ac.acético) sobre un porta-objetos y se agregaron 3 gotas de
cultivo de leucocitos.

Se coloco otra gota de fijador y se coloco el porta-objetos sobre una platina a 37 2C por 1 min.

Se coloco el porta-objetos en un vaso de Coplin conteniendo SSC 2X y se incubd por 20 min a 37 °C.

Procedimiento de FISH en sangre periférica

Se realizé la técnica de FISH sobre leucocitos en metafase para identificar los genes involucrados en las

translocaciones del ARMS. El procedimiento fue el siguiente:

Se deshidraté la muestra en etanol al 70%, 85% y absoluto 2 min en cada uno. Retirar y dejar secar.

18



- Se colocoé en un microtubo 0.5 pl de sonda control marcada con dUTP verde (CEP X alpha, Vysis) y
se mezcld con 17 pl (400 ng aprox.) de la sonda PAX3, PAX7 y FKHR. Se hizo por separado con cada
uno de los genes involucrados en las translocaciones. Las sondas se mezclaron y centrifugaron.

- Hibridacion: sobre la muestra se colocaron 17 yl de la mezcla de sondas, se colocé el cubre-objetos y
se sellé con rubber cement (Vysis, cat ROS 00044) para evitar que se seque la sonda.

- Se co-desnaturaliz6 en platina caliente a 71 °C por 2 min.

- Seincubd a 37 °C toda la noche.

- Con pinzas se procedio a retirar el pegamento y se quito el cubre-objetos deslizandolo.

Lavados posthibridacion (lavados de astringencia para eliminar el exceso de sonda:

- Se lavaron los porta-objetos 2 min en la siguiente mezcla que debe estara 73°Cy pH 7.0

SSC 04%
NP-40 0.3 %
H.0
- El segundo lavado se realiz6 a temperatura ambiente, durante 30 segundos.
SSC 2X
NP-40 0.1%
H.0
- Transferir las muestras a un vaso de Coplin con agua destilada para eliminar las sales.

- Las muestras se dejaron secar en la obscuridad.

- Se agregaron 10 ul de DAPI 11l (42 ng DAPI/mI en antifade mounting solution), colocar cubreobjetos
y sellar.

- Se analizaron las muestras al microscopio para lo cual se utilizé el software de FISH  Applied

Imaging Cytovision, y microscopio Leica DMRX.
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Cultivo cepa  Extraccion DNA Marcar sonda
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Fig. 2. Esquema simplificado del método

Desnaturalizacion
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RESULTADOS

El crecimiento de la poblacion bacteriana de las clonas RP1-93P18, RP11-71J24 y RP11-89L15 fue
determinado mediante métodos turbidimétricos siendo en promedio para las tres clonas de 1x10°® bacterias/ml.
A partir de este numero de bacterias se obtuvo en la maxiprep 50 ug aprox. de ADN del vector recombinado.
Se obtuvieron sondas con tamafo de 200 a 800 pb utilizando una concentracién de DNAsa para la clona Jy P
de 0.0035U/ pl, y para L de 0.008 U/ pl. (Fig. 3)

La técnica de FISH se desarrollé tres veces sobre preparaciones de leucocitos en metafase para cada una de

las clonas obteniendo hibridacion de las sondas con los genes PAX3, PAX7 y FKHR. (Figura 4)
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Fig. 3. Ensayos con DNasa y DNA blanco de los genes PAX3, PAX7 y FKHR para obtener sondas de 200 a

800 pb, mismas que se han marcado mediante la técnica “nick translation”.
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Fig. 4. Hibridacion in situ fluorescente de:
A PAX7 cromosoma 1 (sefal roja). B. PAX3 cromosoma 2 (sefal roja). En Ay B la sonda control es color

verde (cromosoma X). C. FKHR (cromosoma 13) sefial verde.
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DISCUSION

La clasificacion histologica de los rabdomiosarcomas del IRS representd un gran paso para predecir la
supervivencia de los pacientes. El estudio molecular de estos tumores demostré diferencias importantes en la
conducta bioldgica, en particular, de los rabdomiosarcomas alveolares. La presencia de la translocacién t(2;13)

6 1(1;13) especificas del rabdomiosarcoma alveolar, tienen implicacion prondstica.

El resultado de los transcriptos de fusion PAX3-FKHR y PAX7-FKHR se pueden detectar en material fresco
congelado o en material fijado en formol e incluido en parafina. En 10 a 30% de los casos de
rabdomiosarcoma alveolar no se demuestra alguna de estas dos translocaciones, porcentaje que se reduce si
se utilizan diferentes métodos de biologia molecular, o se estudian otros genes involucrados en la patologia
del rabdomiosarcoma alveolar. En nuestro laboratorio podemos practicar RT-PCR y ahora FISH para
demostrar las translocaciones mencionadas. Los vectores BAC y PAC son adecuados para realizar este tipo
de estudios debido a su capacidad para albergar genes completos lo que redunda en la obtencién de una
sefal intensa. El grupo de sondas disefiadas en vectores BAC y PAC utilizadas para aplicar la técnica de FISH
son confiables para llevar a cabo la determinacién de translocaciones de ARMS en tejido fresco e incluido en
parafina. Estas técnicas se utilizan como auxiliares para la clasificacién y tratamiento de los pacientes, en
casos en los cuales los rabdomiosarcomas alveolares son poco diferenciados, con reacciones de
inmunohistoquimica no concluyentes, el demostrar la presencia de las translocaciones especificas de los
tumores sélidos de los niflos son una herramienta invaluable para el patélogo, el oncélogo y el paciente.

La vigilancia de los nifios con rabdomiosarcoma alveolar incluye el estudio de la médula ésea, los métodos de
biologia molecular permiten demostrar la recaida de la enfermedad aun antes de que sea posible evidenciarla
con el estudio de microscépico.

Este estudio sirve como base para realizar una serie de trabajos prospectivos con respecto al pronéstico y
supervivencia de los pacientes con diferente translocacion. Asi como apoyar el uso de métodos no invasivos
como las biopsias por aspiracion con aguja fina para un diagnostico y tratamiento oportuno de los pacientes

con rabdomiosarcomas.

24



CONCLUSIONES

La utilidad de los métodos de biologia molecular como parte integral del diagndstico, prondstico y tratamiento
de los pacientes con diagndstico de rabdomiosarcoma alveolar ha sido demostrada. Aplicar estos métodos en
un centro de tercer nivel es necesario por la alta especificidad y sensibilidad del método, y su importancia en la
planificacion optima del tratamiento, la supervivencia y vigilancia de los pacientes. La presencia de metastasis
es uno de los factores prondsticos mas significativos en los pacientes con diagndstico de rabdomiosarcoma
alveolar. La médula 6sea es uno de los sitios mas frecuentes de diseminacion, lo que hace invaluable el
estudio molecular el cual tiene una sensibilidad y especificidad mas alta que el estudio histologico o citoldgico.
En el laboratorio del Departamento de Patologia del Hospital Infantil de México es posible aplicar técnicas de
biologia molecular como reversa transcriptasa de la reaccién en cadena de la polimerasa (RT_PCR) e

hibridacion in situ fluorescente (FISH).
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