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RESUMEN

Introduccidn: Las anormalidades cromosdmicas estructurales tienen una incidencia de 1:
400 RNV. La aberraciéon estructural mas frecuente son las translocaciones, que se
clasifican en balanceadas (no existe ganancia ni pérdida de material) y no balanceadas (se
generan segmentos trisdmicos y/o monosdmicos). Se han reportado 40 pacientes con
trisomia parcial del cromosoma 3, en el 60% de los casos causada por translocacién
balanceada de los padres. La trisomia 3q26 [MIM 122470] se caracteriza por dismorfias
faciales, alteraciones cardiacas, genitourinarias, retraso mental y del desarrollo.

Objetivo principal: Describir por clinica, citogenética, citogenética molecular y bioquimica
enzimdtica a una familia con translocacion reciproca t(3;13) identificada en una paciente
con Trisomia parcial 3q26-qter. Objetivos secundarios: 1. Establecer la correlacion entre
los fenotipos morfoldgico y bioquimico con el genotipo. Identificar los puntos de ruptura,
a través de multiples técnicas de analisis de cromosémico como bandas GTG, NOR y FISH.
2. Analizar y correlacionar los hallazgos citogenéticos de la propdsita con las alteraciones
metabdlicas encontradas. 3. Establecer la correlacion fenotipo-cariotipo en esta familia y
compararla con los casos publicados en la literatura. 4. Analizar la segregaciéon meidtica en
un portador balanceado de la translocacién. 5. Brindar asesoramiento genético a la
familia, establecer el manejo y seguimiento multidisciplinario requerido.

Justificacion: El estudio clinico, citogenético y bioquimico de esta paciente nos permitiod
determinar la relacion fenotipo clinico y bioquimico con el genotipo de la trisomia 3g26,
no reportado previamente con mucopolisacariduria. Planteamiento del problema: La
mayor parte de los casos de trisomia 3q son debidos a una translocacién balanceada de
los padres. En el caso descrito se presenta ademads con mucopolisacariduria.

Material y métodos: Previo consentimiento informado y autorizacién Institucional, se
realizdé estudio clinico, bioquimico (tamiz metabdlico en orina y actividad enzimatica),
citogenético con bandas GTG y microscopia electronica de transmision en sangre
periférica a la paciente. Se realizaron estudios citogenéticos (bandas GTG, NOR y FISH con
la sonda WCP 3 Cytocell®) en la madre de la propdsita y se realizé estudio citogenético a
los familiares de segundo grado.Resultados: La propdsita presenta trisomia 3g26-gter con
mucopolisacariduria sugestiva de sindrome de Sly con actividad enzimatica de f-
glucoronidasa debajo de los limites normales. La microscopia electréonica no demostrd
acumulacién de material en lisosomas. El estudio citogenético familiar identificé 2
individuos con un rearreglo desbalanceado y 6 portadores asintomaticos de la
translocacion balanceada.

Discusion: Este caso ilustra una trisomia parcial 3g derivada de una translocaciéon
balanceada t(3;13)(g26;p12)mat, con mucopolisacariduria tipo Sly por glicosaminoglicanos
en orina, caracteristica no descrita previamente. La segregacion de la translocacion
implica un riesgo de recurrencia de 16.31%. Se otorgd manejo integral y asesoramiento
genético a la familia.



1. INTRODUCCION

1.1 Aspectos moleculares v citogenéticos de la herencia

El Genoma Humano esta constituido por 3,200 millones de pares de bases de &acido
desoxirribonucléico (ADN), de los cuales Unicamente el 1.5-2% codifica para la sintesis de
proteinas. Las secuencias de ADN del genoma eucariote se clasifican en copia Unica y de
mas de una copia, estas Ultimas pueden ser de secuencias repetidas o ADN intragénico™.
Se ha calculado que existen cerca de 23 000 a 30 000 genes, Unicamente se conoce la
funcién de la mitad de estos’.

Los cromosomas son las unidades en las que se organizan las moléculas de ADN dentro del
nucleo celular. El nombre cromosoma, proviene del griego chromo color y soma cuerpo,
por lo tanto son los cuerpos coloreados>.

1.2 Niveles de Organizacién del ADN

El ADN se empaqueta en un complejo nucleoprotéico llamado cromatina®, esto se lleva a
cabo por la unién de diversos complejos protéicos. Las uniones dependen de si las
regiones son activas o inactivas transcripcionalmente, de acuerdo a la composicion de la
secuencia subyacente, el tiempo de replicacién y la posicién del cromosoma en el nucleo”.

El primer nivel de compactacién de la cromatina es el nucleosoma, el cual contiene =200
pares de bases, organizadas en un octamero de proteinas bdsicas. Estas son llamadas
histonas, forman un nucleo interior y el ADN se enrolla en su superficie. Cada nucleosoma
tiene dos moléculas de histona H2A, H2B, H3 y H4. Las histonas H3 y H4 son las proteinas
mas conservadas y su funciéon es similar en todos los organismos eucariotes. La histona H1
tiene una localizacidn externa y aparentemente se encuentra en el sitio donde entra y sale
el ADN? Los nucleosomas adyacentes estan conectados por un tramo de ADN
espaciador®. (Fig. 1.1.)



Nucleosoma

200 parss d= bases

Fig.1.1. Organizacion de cromatina en nucleosomas. Modificada de Cooper GM, 2nda

Edicién, 2000%3.

Existen diversas variantes de histona, las cuales son generadas por modificaciones
postraduccionales, por complejos remodeladores de cromatina o por el intercambio de
ciertas proteinas’. Como ejemplos de las variantes de la histona H2A se encuentran la
H2A.Z que se encuentra involucrada en la formacién de heterocromatina y la histona
H2A.X la cual se incorpora al nucleosoma cuando existe dafio al ADN y su pérdida se
encuentra involucrada en rearreglos cromosémicos y transformaciones oncogénicass.
Como se menciond, la familia de la histona H2A es la que presenta mayor diversidad y se
piensa que se encuentra involucrada en las modificaciones de la estructura del

nucleosoma.

El segundo nivel de organizacién es el empaquetamiento de los nucleosomas en una fibra
de cromatina de 30nm, la cual se encuentra en la cromatina en interfase y en la mitosis.
Se han propuesto dos modelos que pretenden explicar la estructura de la fibra de
cromatina’:

a) Modelo de solenoide: en el cual los nucleosomas se encuentran alineados en la
fibra de cromatina.

b) Modelo de Zigzag: como su nombre lo dice, se forman dos lineas de nucleosomas,
permitiendo la interaccion entre los nucleosomas adyacentes.



El tercer nivel de organizacién es el enrollamiento de la fibra de 30nm, formando asas,
esto se lleva a cabo a través de la union de las proteinas de andamiaje, las cuales son
proteinas acidas no histonas, esenciales para los niveles de organizacién subsecuentes®.

Las principales proteinas de andamiaje son las proteinas para el mantenimiento de la
estructura de los cromosomas (SMC) y la topoisomerasa Il. Las primeras tienen una
funcién estructural y son esenciales para la condensacién, la cohesién y la adecuada
segregacion cromosdmica. Las segundas liberan los ovillos generados por las SMC durante
la condensacién y en la replicacién del ADN.

Existen otras proteinas no histonas asociadas a la heterocromatina, como son la proteina
heterocromatica 1 o HP1, la cual media la formacidn de la heterocromatina o las proteinas
con grupo de alta movilidad (HMG), las cuales actian sobre la arquitectura de la
cromatina plegando el ADN regulando la transcripcién o otros procesos mediados por
ADN™,

Las asas de cromatina sufren un enrollamiento ulterior para formar una espiral de 700 nm
de didmetro, que se compacta alrededor de 10 000 veces para formar un cromosoma en
metafase® (Fig. 1.2.). Los cromosomas condensados presentan un patrén de bandas
especificas que pueden ser reconocidas, cada una de éstas contiene mas de un millén de
pares de bases. De acuerdo al contenido de GC, se determina la densidad génica de la
region. Las regiones que tienen mayor densidad génica son ricas en GC y las que tienen
poca densidad génica son pobres en GC.
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Fig. 1.2. Esquema de organizacion empaquetamiento del DNA. Modificado de
Passarge, E. 2001

1.3 Clasificacion de los cromosomas

Los cromosomas se clasifican de acuerdo a su tamafio y la posicidon de su centromero. El
centromero es la constriccion primaria del cromosoma, separando el brazo corto
designado como p, del francés petit pequefio y el brazo largo como q. (Fig. 1.3.)
. . s , ) 13
De acuerdo a la posicion del centrémero los cromosomas se clasifican en™:
1) Metacéntrico: posicionado en la parte media.

2) Submetacéntrico: si se localiza mas cerca de uno de sus extremos.

3) Acrocéntrico: si se localiza muy préximo a uno de sus extremos.
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Fig. 1.3. Esquema de clasificacion morfoldgica de los cromosomas. Modificado de
Rimoin DL et al, Sta Edicién. 2006™.

Los centrémeros estdan compuestos por ADN repetido en tandem o ADN a satélite y su
principal funcidon es permitir la adecuada segregacién de los cromosomas durante la
divisién celular a partir de la unién a los microtubulos (Fig. 1.4.). Existen varias proteinas
asociadas a los centromeros (proteinas CEN-P), las cuales estan involucradas en la

formacién del cinetocoro, el cual es un disco trilaminar que se ensambla antes y durante
. . . ’ 1
la mitosis al que se le unen los microtubulos®>.

Dentro de las principales proteinas asociadas a los centromeros encontramos:

a. La proteina CENP-A es una variante de histona H3, la se encuentra Unicamente en
centromeros activos, siendo esencial para la formacién del centromero y para el
.. . 14,1
mantenimiento del cinetocoro™ **.
b.

La proteina CENP-B es de unidn al DNA, pero no es un componente necesario ya
gue se ha descubierto que no se encuentra presente en los neocentromeros y los
ratones knock-out sobreviven sin ella, se cree que esté involucrada en evitar la

formacioén de nuevos centrémeros y pueda intervenir en la prevenir la insercion de
elementos méviles'®.

11
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c. La proteina CENP-C es la que se encuentra mayormente involucrada en la
segregacion cromosOmica, en los puntos de control de la mitosis y en el
ensamblaje a la placa interna del cinetocoro®’.

d. También existen otras proteinas que se asociacion de forma transitoria al

centréomero INCEP, las cuales participan en la segregacién cromosdmica y la
citocinesis™.

Brazo del cromosoma

" Microttbulos

T Cantrémero

Centromero
interno

Fig. 1.4. Estructura del centrémero. Modificada de Przewloka et al, 2009%.

El teldmero es un complejo de ADN y proteinas, que se encuentra en la regiéon terminal de
los cromosomas. Son necesarios para la replicacion completa del cromosoma y este le da
estabilidad estructural al protejerlo de la degradacién de sus extremos. Las secuencias de
ADN que conforman el teldmero se encuentran conservadas evolutivamente. En los
vertebrados consiste en una secuencia TTAGGG repetida en tdandem en una regién de
doble cadena®®. En su extremo 3’ tiene una seccién de DNA de cadena sencilla, la cual se
extiende entre 125-275 pares de bases, llamada saliente o asa t, se piensa que esta
interacciona con la region de doble cadena del teldmero, formando una triple hélice,
aislando la regién terminal del cromosoma. También se sabe que la regién telomérica de
doble cadena se une con dos proteinas, TRF1 y TRF2, la primera aparentemente
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involucrada en el tamano del telémero y su replicacidon y la segunda participa como
protectora del telémero y facilita la formacién del asa T*.

Los satélites citoldgicos constituyen el extremo distal de los brazos cortos de los
cromosomas acrocéntricos (13, 14, 15, 21 y 22), son polimérficos en cuanto a su tamanio,
pueden aparecer duplicados, en tdndem o separados, inclusive mostrar alguna delecién.
En los tallos se localizan los genes que codifican para el RNA ribosomal y proteinas
ribosomales que coalecen para formar el nucléolo, estas son conocidas como regiones
organizadoras nucleolares (NOR)™. (Fig. 1.5.)

e Tzlomero

=1 RMAr
—

21

Region subtelomérica (rica
o en genas)

Fig. 1.5. Estructura de los cromosomas. Modificado de Strachan T, Read A. 2nd edition
1999°,

1.4 Ciclo v Divisién Celular

El ciclo celular es el proceso a través del cual se forman dos células hijas con el mismo
material genético?®. Cuando la divisién celular no es aparente se dice que la célula se
encuentra en interfase. En el nucleo en interfase, la mayor parte de la cromatina se
encuentra descondensada, dispersandose en él. Este material es llamado eucromatina y
contiene a los genes transcripcionalmente activos que replican de forma temprana en la
fase S del ciclo celular’.
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Por el otro lado las regiones que permanecen condensadas o heterocromatina, son
inactivas y replican tardiamente. Existen regiones que permanecen inactivas en todos los
tipos celulares y estados de diferenciacién por lo que se consideran heterocromatina
constitutiva, los cuales incluyen a los centromeros y teldmeros. Asi mismo existen otras
regiones que pueden ser eucromaticas en ciertos tipos celulares o momentos del
desarrollo por lo que se conoce como heterocromatina facultativa®. Las caracteristicas de
la eucromatina y heterocromatina se comparan en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Caracteristicas de la eucromatina y heterocromatina. Modificada de Eissenberg
et al, 2005°.

Caracteristica Eucromatina Heterocromatina

Apariencia en interfase Descondensada (poco Condensada (fuertemente
tefiida) tefiida)

Localizacién cromosémica Brazos distales Regiones cercanas al

teldmero y centrémero

Replicacion Durante toda la fase S En la fase S tardia

Tipo de secuencias Secuencia Unica Secuencia repetitiva

Densidad génica Variable Pobre

El ciclo celular inicia posterior a la divisién celular, la cual genera dos células hijas. Se
divide en interfase y de divisidn celular. Cuando la célula sale de su estado de quiescencia
(G0), entra a la interfase la cual tiene 3 fases: la primera fase es donde se lleva a cabo el
crecimiento celular y realizan sus funciones especializadas (G1), después sigue la fase de
sintesis (S) donde se duplica el material genético, posteriormente la célula se prepara para
la division celular (G2)*.

Para llevar a cabo la division celular, el material genético tiene que duplicarse, lo cual
ocurre durante la fase S o fase de sintesis. La fase M, consiste en las diversas etapas de
division nuclear (profase, prometafase, metafase, anafase y telofase) y la citocinesis, que
se sobrelapa con la Ultima fase de la mitosis®.

Desde el punto de vista molecular, el ciclo celular es la actividad secuencial y ordenada de
diversos complejos protéicos. Los cuales se encuentran formados por una ciclina y su
subunidad catalitica, las cinasas dependientes de ciclinas. La actividad de los complejos
ciclina/cinasa se encuentran regulados por la induccién y degradacion de las ciclinas, la
fosforilacion o desfosforilacién de las cinasas y la unién a los inhibidores de las ciclinas?.
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La meiosis es el proceso de divisidon en el cual se presentan dos divisiones celulares con
una sola replicacién del ADN, es realizada unicamente por los gametos. La primera divisién
es donde ocurre el apareamiento y la recombinacién entre los cromosomas homdlogos,
redistribuyendo asi los alelos parentales generando variacion en los gametos. La
segregacion de los homélogos ocurre durante la primera fase del ciclo o fase reduccional y
en la segunda fase o ecuacional es similar a la mitosis con segregacion de las cromatides
hermanas a las células hijas con lo que se generan células haploides®*?*. (Fig. 1.6.)
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Fig. 1.6. Fases de la meiosis. Modificada de Cooper GM, 2000%.
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1.5 Alteraciones Cromosémicas

Las anormalidades cromosémicas se encuentran presentes en 50% de los abortos
espontaneos, en el 6% de los 6bitos y 0.5% de los recién nacidos vivos (RNV)**. Las
cromosomopatias se dividen en alteraciones numéricas y estructurales.

Las alteraciones numéricas se clasifican en euploidias, cuando son multiplos exactos del
numero haploide (letales) y las aneuploidias que son la presencia o ausencia de un
cromosoma especifico, se asocian a la edad materna avanzada por una no disyuncién
meidtica®. (Fig. 1.7.)
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Fig. 1.7. Cariotipo con bandas GTG, de una aneuploidia cromosdmica, trisomia 21. Imagen
proporcionada por QFB. Ana Aparicio Onofre.

Las alteraciones estructurales, como su nombre lo dice alteran la estructura cromosomica.
Entre las principales aberraciones cromosémicas intracromosémicas se encuentran: la
delecién o pérdida de un segmento cromosdmico (del), duplicacién (dup), inversiones peri
o paracéntricas (inv), cromosomas en anillo (r) y los isocromosomas (i). También pueden
generarse aberraciones intercromosémicas como: las inserciones (ins), translocaciones
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reciprocas balanceadas o no (t) o las translocaciones de tipo robertsoniano o fusiones
céntricas (rob)°. (Fig. 1.8.)
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Fig. 1.8. Principales aberraciones cromosdmicas estructurales. (a) cromosoma normal, (b)
delecién terminal, (c) delecién intersticial, (d) inversion paracéntrica, (e) inversiéon
pericéntrica, (f) duplicacion de un segmento directa (g) duplicacion de un segmento
invertido, (h) isocromosoma, (i) cromosoma en anillo, (j) translocacién de un fragmento
cromosémico: (k) translocacién balanceada, (l) translocaciéon robertsoniana. Esquema
modificado de Luthardt et al, 2002%*.
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1.6. Rearreglos cromosémicos

Los rearreglos estructurales involucran una ruptura cromosémica y unién en uno o mas
puntos. Se clasifican como balanceados cuando no hay cambio en el material genético y
no balanceado cuando hay ganancia o pérdida de material genético. La frecuencia de
anormalidades estructurales varia dependiendo de las diferentes poblaciones estudiadas,
encontrandose mas frecuentemente en los abortos (del 2 al 4%) y en los recién nacidos en
el 0.2% para las alteraciones balanceadas y de 0.05% para las desbalanceadas®.

Las translocaciones se consideran balanceadas si la disomia se mantiene para todos los
cromosomas implicados. Por otra parte cuando existe ganancia o pérdida de material, se
dice que es desbalanceada. Un rearreglo desbalanceado generalmente se asocia con
retraso mental, en el desarrollo y malformaciones congénitas, mientras que un rearreglo
balanceado en general no tiene efecto sobre el fenotipo o el desarrollo intelectual, sin
embargo ocasionan problemas reproductivos (infertilidad, abortos de repeticidon e hijos
con malformaciones congénitas)?®.

Las translocaciones reciprocas se caracterizan por intercambio de material entre dos
cromosomas no homoélogos, sin pérdida visual de cromatina. De forma constitutiva
generalmente son asintomdticas, pero pueden alterar un gen esencial, afectar la
expresion de un gen y si involucran al cromosoma X sesgar su inactivacién®. Cuando se
generan de forma somatica pueden ocasionar la reposicion de un protooncogen
generando la desregulacidn del ciclo celular formando tumores o leucemia®®.

El apareamiento de los homdlogos en meiosis se ve alterado en las translocaciones,
formando un cuadrivalente en paquiteno, pudiendo generarse tres tipos de
segregaciones™ (Fig. 1.9.):

1. Alterna: los dos cromosomas normales se van a un polo y los dos cromosomas
translocados a otro, generando gametos normales y balanceados respectivamente.

2. Adyacente 1: centrdmeros no homodlogos hacia el mismo polo, generando un
complemento cromosémico desbalanceado, resultado monosomia y/o trisomia
parciales.

3. Adyacente 2: centrémeros homaélogos se mueven hacia el mismo polo, resultado
en trisomias o monosomias casi completas.
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Fig. 1.9. Esquema donde se ejemplifican las segregaciones alterna, adjacente 1y 2.
Tomado de Passarge, E. 2001,

Existen otros dos tipos de segregaciones, la 3:1 en la que segregan tres cromosomas hacia
una célula y uno hacia otra, formando asi gametos con 22 y 24 cromosomas, que
dependiendo de los cromosomas involucrados y de la longitud de los segmentos pudieran
ser compatibles con la vida. Y la segregacion 4:0 en la que los cuatro cromosomas se irian
hacia una célula y ninguno a la otra, produciendo una doble trisomia o una doble
monosomia los cuales no son viables®’.

Las principales indicaciones para la realizacién de un estudio citogenético incluyen:

e Malformacion congénita mayor, definidas como aquellas que afectan la funcién.
e Transtorno de diferenciacién sexual.

e Retraso en el desarrollo psicomotor.

e Retraso en el desarrollo puberal.

e Crisis convulsivas de dificil control, sin causa aparente.

e Pérdida gestacional recurrente, con mas de tres abortos de repeticién.

e Infertilidad.

e Edad maternal avanzada.
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Por lo anterior las técnicas citogenéticas son un recurso importante en el diagnéstico de
un recién nacido o paciente en el que se sospeche una alteracién cromosdmica.

1.7. Técnicas de Citogenética

El andlisis citogenético se lleva a cabo mas comunmente en los linfocitos T, que son
estimulados con un agente mitégeno selectivo como es la fitohemaglutinina®®. Posterior a
un ciclo de replicacién, las células entran en mitosis, momento en el que los cromosomas
se encuentran en su maximo grado de compactacion y son visibles en el microscopio.
Después de 2-3 dias de cultivo se adiciona un inhibidor de los microtubulos para bloquear
la divisién celular®’.

Posteriormente se utilizan soluciones hipotdnicas para que la célula se tumefacte y se
torne fragil, de manera que al caer sobre una laminilla, la membrana celular se rompe
distribuyendo a los cromosomas en la superficie a partir de donde se tifien y se pueden
analizar a través del patron de bandeo®. Las bandas son regiones cromosdmicas que
pueden distinguirse de acuerdo a su intensidad en la tincién y éstas se subdividen en
subbandas. Las bandas claras son ricas en GC y las bandas obscuras son ricas en AT".

Las preparaciones cromosOmicas pueden ser tratadas con diferentes agentes quimicos
para generar patrones de bandeo especificos, como son las bandas G, R, C, T o NOR. Las
primeras o bandas G son las mas frecuentemente utilizadas. Las bandas C, T y NOR son
utilizadas para confirmacion de la estructura de centromeros, teldmeros y satélites,
respectivamentezs.

Las bandas Q son generadas al utilizarse mostaza de Quinacrina (Q), sustancia
fluorescente que al estimularse con una ldmpara de luz ultravioleta, pone de manifiesto
las regiones ricas en AT produciendo bandas intensas, y las regiones ricas en GC fluorescen
de forma menos intensa®.

Las bandas G utilizan el colorante Giemsa (G), permitiendo su andlisis en un microscopio
de luz, es la técnica mas frecuentemente utilizada. Las preparaciones cromosdmicas
reciben un pretratamiento con tripsina previo a su tincion con Giemsa. El patron de
tincidon es muy similar al de las bandas Q, correlacionando con las bandas G obscuras (Q
intensas) y las bandas G claras (Q menos intensas). Las bandas R generan un patrén de
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tincidon reverso al observado en las bandas G o Q, y permiten observar rearreglos
estructurales pequefios®.

Las bandas C ponen de manifesto la heterocromatina constitutiva, presente en los
centromeros, tifiéndolos de forma obscura y el resto de la cromatina permanece clara,
esto se logra tratando las preparaciones con soluciones acidas y basicas y tefiidas con
Giemsa.

Las regiones organizadoras nucleolares las cuales se encuentran en los tallos o
constricciones secundarias de los cromosomas acrocéntricos en el humano se analizan
con las bandas NOR (por las siglas en inglés). Estas regiones se ponen en evidencia al
impregnarlas con plata, su nimero normal es de 5 a 10. Tienen especial utilidad en las
translocaciones ya que estas regiones pueden perderse, incrementando de tamaiio las
restantes por una actividad compensatoria, identificando con mayor precisidén los puntos
de ruptura de rearreglos de cromosomas acrocéntricos®.

El FISH o hibridacion in situ con fluorescencia es una técnica de citogenética molecular que
utiliza una secuencia de nucledtidos marcada con fluorescencia, que sirve como sonda
para localizar un DNA complementario, puede realizarse en cromosomas metafasicos (Fig.
1.10.) o de células en interfase®.

Fig. 1.10. Ejemplo de analisis de FISH con sonda TUPLE1 para descartar microdelecién
22g11.2. Las senales en rojo corresponden a la regién 22q11.2 y las sefiales en verde a la
region 22q13 que se utiliza como control, por lo que en este ejemplo se descarta la
delecion 22g11.2. Imagen proporcionada por la Dra. Rocio Sanchez Urbina.
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Existen varios tipos de sondas utilizadas segin el segmento cromosémico que se
investigue, entre ellas las que reconocen centromeros especificos, cromosomas completos
o secuencias especificas, estas ultimas son utilizadas para identificar deleciones o
duplicaciones. Las sondas de pintado cromosémico o (WCP, por sus siglas en inglés) son
grupos de secuencias de ADN marcadas derivadas de un cromosoma especifico, sirven
para verificar una aberracion cromosémica permitiendo esclarecer rearreglos
estructurales complejos, excepto inversiones®'.

La hibridacién gendmica comparativa o CGH, es una técnica de citogenética molecular
donde una muestra de ADN se extrae de un individuo con cariotipo normal, usado como
control y se compara con el ADN obtenido del sujeto en estudio®’. Estos ADN se marcan
con diferentes fluorocromos y se hibridan en cromosomas en metafase de un individuo
normal. Las diferencias en la intensidad de la fluorescencia representan ganancias o
pérdidas de ADN del sujeto de estudio en comparacion al control®. Una variante de esta
tecnologia son los microarreglos CGH, en donde se construyen superficies con ADN
blanco, permitiendo detectar simultdneamente aneuploidias, deleciones, duplicaciones y
amplificaciones**.

1.8 Errores Innatos del Metabolismo

El metabolismo es la red de procesos bioquimicos que presentan los organismos vivos
para mantener sus funciones celulares. Se dividen de acuerdo a vias metabdlicas
especificas, las cuales dependen de substratos y enzimas para su adecuado
funcionamiento™.

Los errores innatos del metabolismo (EIM) son enfermedades genéticas causadas por
alteraciones en una via bioquimica especifica, cuya consecuencia incluye la deficiencia de
un producto o acumulacion de un sustrato que puede generar toxicidad. Ambos
escenarios resultan en disfuncidn de una via metabdlica especifica36.

En 1908 Sir Archibald Garrod acufio el término EIM para describir estos defectos
metabdlicos hereditarios. Su incidencia es variable de acuerdo a la clase de alteracién
metabdlica y al grupo étnico, pero se calcula que tienen una prevalencia aproximada
como grupo de 15.7 por cada 100,000 nacimientos®’.

Los EIM incluyen mds de 500 enfermedades, en términos generales uno de cada 800
recién nacidos vivos nace con un EIM y el 50% de ellos desarrollara sintomas en el periodo
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neonatal®. La gran mayoria se hereda de forma autosémica recesiva, siendo ambos
padres heterocigotos para el gen mutado, sin expresar la enfermedad y sus descendientes

pueden ser homocigotos presentando clinicamente la alteracion™®.

Existen varias formas para clasificar a los EIM: de acuerdo al érgano afectado, al organelo
afectado, a la edad de presentacidn y si involucran moléculas grandes o pequeiias. Esta
ultima clasificacion engloba mejor la presentacién clinica, fisiopatoldgica y el manejo de
estas enfermedades®.

Las enfermedades de moléculas grandes se asocian a una aparicion gradual con
manifestaciones clinicas especificas y cambios histopatoldgicos, mientras que las de
moléculas pequefias su inicio es agudo, en un periodo de stress, pueden presentar
remisiones y recaidas vy las caracteristicas clinicas poco especificas*’. (Tabla. 1.2.)
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Tabla. 1.2. Ejemplo de la clasificacion de los EIM, el criterio considerado es si afectan o
implican a moléculas grandes o pequefias. Modificada de Lanpher et al. 2006*.

Moléculas grandes Moléculas pequeiias
Degradacion de acidos grasos Metabolismo de los aminodcidos
Mucopolisacaridosis Defectos en el ciclo de la urea

Enfermedades por depdsito de glucogeno Metabolismo de los acidos orgdnicos
Biogénesis de los peroxisomas Defectos en la oxidaciéon de acidos grasos

Metabolismo de los monosacdridos vy
disacardos.

Biosintesis del colesterol

Sintesis de purinas y pirimidinas
Transporte de los metales

Metabolismo de acidos piruvico y lactico

Metabolismo de las vitaminas

1.8.1 Abordaje de los pacientes con Errores Innatos del Metabolismo.

Los datos de sospecha de un EIM varian de acuerdo a si se trata de un paciente en etapa
de recién nacido, infancia o en la adultez. Debido a que las manifestaciones son
inespecificas (Tabla. 1.3.) se debe mantener un indice de sospecha de estas
enfermedades, haciendo diagnéstico diferencial de septicemia, enfermedad respiratoria,
cardiaca, gastrointestinal o neurolégica. Al haber sido descartadas las anteriores se debe
realizar un abordaje que incluya la posibilidad de consanguinidad, endogamia, abortos
previos, casos de muerte subita o presentacion familiar de cuadros similares*'.
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Tabla. 1.3. Principales manifestaciones clinicas de los EIM. Modificada de Gémez-Gémez
et al, 2006,

Respiratorias Neuroldgicas Gastrointestinales Organomegalia
Apnea Hipo/Hipertonia Vomito Higado
Dificultad Irritabilidad Problemas para la Bazo
respiratoria alimentacion
Taquipnea Letargo hasta coma  Diarrea Corazoén
Succion débil Ictericia
Crisis convulsivas Colestasis

Dentro de los exdmenes de laboratorio que se deben solicitar a estos pacientes se
incluyen: biometria hematica, examen general de orina, gasometria, electrolitos séricos,
glucemia, amonio, sustancias reductoras en orina, cetonas urinarias y lactato. También se
debe solicitar un tamiz metabdlico en orina cualitativo el cual se realiza en nuestra
Institucion e incluye las siguientes pruebas®:

1. Prueba de cloruro férrico: detecta en la orina sustancias aromaticas.

2. Dinitrofenilhidracina: detecta alfacetoacidos.

3. Nitrosonaftol: detecta la presencia de fenoles.

4. Cianuro de nitroprusiato: identifica moléculas con puentes disulfuro vy
aminoacidos azufrados.

5. Cloruro de cetilpiridino y azul de toluidina (Fig. 1.2.): detecta la presencia de
mucopolisacaridos o glicosaminoglicanos en orina.
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La positividad del rastreo significa sospecha de la enfermedad y requiere una confirmacién
diagnostica. De salir positivas algunas de estas pruebas con un cuadro clinico sugestivo de
EIM, se deben realizar estudios de cromatografia de aminodcidos, en capa fina, de liquidos
de alta resolucién o de gases acoplada a la espectrometria de masas, segun sea el caso.

En el caso particular de las mucopolisacaridosis (MPS), el tamizaje urinario cualitativo para
glicosaminoglicanos puede ser inespecifico con resultados falsos positivos, por lo que una
prueba negativa no debe descartar el diagndstico cuando la sospecha clinica apoya la
presencia de este tipo de enfermedad por almacenamiento lisosomal. Por lo anterior es
recomendado que se analice mas de una muestra de orina antes de poder ofrecer un
resultado definitivo™®.

Fig. 1.12. Prueba de azul de Toluidina para deteccion de glicosaminoglicanos. A es
negativa, B es ligeramente positiva y C es positiva. Fotografia proporcionada por la M. en
C. Patricia Baeza Capetillo, Genética HIMFG.
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1.9 Mucopolisacaridosis

Las MPS son un grupo de enfermedades de almacenamiento lisosomal causadas por la
deficiencia de una enzima encargada de la degradaciéon de glicosaminoglicanos. Estas
deficiencias enziméticas llevan a la acumulacién de glicosaminoglicanos en los lisosomas™.

Los glicosaminoglicanos se encuentran distribuidos en varios tejidos, particularmente en
el tejido conectivo. Estos compuestos incluyen la heparina, el acido hialurdénico, sulfatos
de coindritin, queratan, y dermatdn, los cuales contribuyen a funciones bioldgicas
importantes como la modulacién de la actividad enzimatica, regulacién del crecimiento
celular, ensamblaje y funcionamiento de la matriz extracelular a través de la unién no
covalente con proteinas™®.

Dependiendo de la enzima deficiente hay afectacion del metabolismo del sulfato de
hepardn, dermatan, queratan o coindritin, ocasionando disfuncion celular, tisular y de los
6rganos, ademas excretando el exceso por la orina®.

Las enzimas asociadas al catabolismo de los glicosaminoglicanos son hidrolasas
lisosomales, y aquellos pacientes que tienen una MPS tienen una actividad enzimatica
residual menor al 1%. Su incidencia como grupo esta calculada en aproximadamente en 1:
22, 500 recién nacidos®’.

Tienen un curso progresivo y crénico, su edad de inicio, gravedad e involucro del sistema
nervioso central son variables. La mayor parte de estas enfermedades se presentan con
involucro multisistémico, facies anormal, organomegalia y disostosis multiple.

Existen siete grupos principales de MPS los cuales se distinguen dependiendo del tipo de
deficiencia enzimatica, de los glicosaminoglicanos almacenados y sus manifestaciones
clinicas*’, como se muestra en la Tabla. 1.4.
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Tabla. 1.4. Clasificacién Bioquimica de las MPS. Modificada de Muenzer 2004

Eponimo

Deficiencia enzimatica

Glicosaminoglicano almacenado

MPS | Hurler-Schie o-L-iduronidasa Sulfato de dermatdn y heparan.

MPS I Hunter Iduronato sulfatasa Sulfato de dermatdn y heparan.

MPS IlIA  Sanfilippo A Heparan N-sulfatasa Sulfato de heparan.

MPS 1lIB Sanfilippo B a-N-acetil-glucosaminidasa Sulfato de heparan.

MPS 1IIC Sanfilippo C Acetil-CoA-a-glucosaminidasa Sulfato de heparan.

MPSIIID  Sanfilippo D N-acetilgalactosamina 6- Sulfato de heparan.

sulfatasa

MPSIVA  Morquio A Galactosa 6 sulfatasa Sulfato de queratan y coidrintin 6
sulfato.

MPS IVB Morquio B B-galactosidasa Sulfato de queratan.

MPS VI Marateaux-Lamy  Arilsulfatasa B Sulfato de dermatan.

MPS VII Sly B-glucoronidasa Sulfato de dermatan, heparan,
coindrintin 4y 6.

MPS IX Hialuronidasa Hialuronano.
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El diagndstico de las MPS se basa en el cuadro clinico, apoyado por los estudios
radioldgicos, los cuales muestran disostosis multiple. La determinacién cuantitativa en
orina determina el tipo y concentracion de glicosaminoglicanos excretados®. La
microscopia de luz y la electréonica de una biopsia de permiten visualizar el material de
depdsito (Fig. 1.13), posteriormente se realiza la confirmacién del diagnéstico con la
determinacién enzimética especifica®.

T

Fig.1.13. Las flechas muestran diversas células sanguineas con vacuolas citoplasmaticas, A:

Eosindfilo, B: Neutrdfilo, C: Linfocito y D: Monocito. Fotografia tomada de Carrillo-Farga
ro,
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El manejo de estos pacientes es multidisciplinario (genetistas, cardiélogos, neurdlogos,
neumologos, otorrinolaringolos, oftalmélogos, ortopedistas, rehabilitadores) debido a que
es una afecciéon multisistémica.

El trasplante de células madres fue el primer tratamiento utilizado para las MPS, con esto
las células del donador producen enzima lo que genera reduccién del almacenamiento
lisosomal; este tratamiento es util para algunos tipos, particularmente la tipo I, sin
embargo, presenta un riesgo incrementado de mortalidad’".

El remplazo enzimdtico es una alternativa que sigue en desarrollo, donde una enzima
recombinante es dada de forma exégena. Actualmente Unicamente existe tratamiento
para la tipo |, Il y VI, sin embargo su uso y disponibilidad es limitado. Otras terapias que se
encuentran en investigacion son la terapia génica, el uso de chaperonas y la deprivacién
de sustrato>.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen pocos casos reportados del sindrome de duplicacién 3q, aproximadamente
el 60% son debidos a una translocacidon balanceada presente en alguno de los
padres. En ninguno de los casos descritos hasta ahora en la literatura, se ha
reportado alteracidn bioquimica del tipo de glicosaminoglicanos asociada al
sindrome. En el caso de nuestra propdsita se describieron alteraciones fenotipicas,
morfolégicas y bioquimicas que corresponden al sindrome por duplicacién 3q, sin
embargo presenta ademds mucopolisacariduria. Ya que la paciente tiene una
aberracién cromosémica, se debié descartar que esta fuese de novo o derivada de
un padre portador, lo que dio inicio al estudio familiar para en base a la historia
familiar, descartar la presencia de individuos portadores y afectados, lo cual es un
requisito indispensable para establecer el diagndstico, manejo y asesoramiento
genético.
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3. JUSTIFICACION

El estudio clinico, citogenético y bioquimico de esta paciente nos permitira
establecer una explicacién acerca de la relaciéon entre los fenotipos clinico y
bioquimico con el genotipo, determinar el estado de portadores de Ia
translocacién balanceada y desbalanceada en los integrantes de la familia y
establecer los riesgos de recurrencia para la descendencia de los portadores
balanceados de la t(3;13) y asi brindar un asesoramiento genético adecuado a los
miembros de dicha familia.



4.1 Principal:

4.2 Secundarios:
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4. OBJETIVOS

Describir por clinica, citogenética convencional y molecular vy
bioquimica enzimatica a los miembros de una familia con translocacién
reciproca t(3;13) identificada a partir de una paciente trisomia 3q26-
gter y fenotipo de sindrome por duplicacion 3q asi como
mucopolisacariduria.

Establecer si existe relaciéon entre el fenotipo morfolégico y bioquimico
de la paciente con la alteracién cromosdmica identificada.

Identificar los puntos de ruptura de la alteracion cromosémica
utilizando las técnicas de analisis cromosdmico con bandas GTGy NOR
asi como analisis de FISH.

Analizar y correlacionar los hallazgos citogenéticos de la propdsita con
las alteraciones metabdlicas encontradas.

Establecer la correlacidon fenotipo-cariotipo en esta familia y compararla
con los casos publicados en la literatura.

Analizar la segregacion meidtica en un portador balanceado de la
translocacion para brindar asesoramiento genético adecuado.

Brindar asesoramiento genético a la familia asi como establecer el
manejo y seguimiento multidisciplinario requerido.
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5. MATERIAL Y METODOS

Como se describe en la Fig. 5.1. previo consentimiento informado, con autorizacién
Institucional y del Comité de Tesis, se incluyd a esta familia en el protocolo
“Determinacién de puntos de ruptura por técnica de FISH en casos de rearreglos
cromosémicos complejos en 9 pacientes del Hospital Infantil de México Federico Gomez”
registro HIM/2007/011, cuyo investigador responsable es la Dra. Rosa Isela Ortiz de Luna.
(Anexo 1)

Se realizé estudio clinico, bioquimico (tamiz metabdlico en orina y actividad enzimatica),
citogenético (con bandas GTG, NOR y FISH, a partir de cultivo de linfocitos de sangre
periférica), asi como andlisis por microscopia electrénica de transmision en sangre
periférica a la paciente. De acuerdo a los lineamientos internacionales y posterior a
consentimiento informado, se propuso realizar estudio citogenético con bandas GTG en
sangre periférica a los padres. Posteriormente, se realizd andlisis con técnica de bandas
NOR y FISH utilizando una sonda para pintado completo del cromosoma 3 (Whole
Cromosome Painting, WCP 3 Cytocell®) en las preparaciones cromosémicas obtenidas a
partir de cultivo de linfocitos de sangre periférica de la madre. En los anexos Il se
describen las técnicas de laboratorio empleadas.

A partir de los resultados obtenidos del estudio cromosdmico a los padres, se decidié
realizar estudio citogenético y tamiz metabdlico cuantitativo en orina a los familiares de
segundo grado por rama materna.
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5.1 Presentacidn del caso clinico (individuo IV.6 en la Fig.6.6.)

La paciente acudid a nuestra Institucion habiendo sido previamente valorada en otra
Institucion en donde se habia determinado presencia de glicosaminoglicanos urinarios.
Acude al HIMFG solicitando manejo integral por presentar sindrome dismoérfico y
sospecha de error innato del metabolismo. Se realizé evaluacién integral de la paciente e
historia clinica, iniciando estudio por sindrome dismodrfico y retraso en el desarrollo
psicomotor.

5.1.1 Descripcidén clinica del caso 1

Paciente femenino conocida en nuestra institucién en el departamento de Genética a los
13 meses de edad. Es producto de la tercera gesta de padres jévenes, originarios del
Estado de México, no consanguineos, ni provenientes de una comunidad endogdmica,
aparentemente sanos, con antecedente de un aborto en primer trimestre del cual se
desconoce la causa. Tiene dos hermanas de 6 y 2 afios aparentemente sanas (Fig. 6.6.). Tio
materno de 30 anos de edad, con retraso mental, no conocido por nuestro Departamento,
descrito en fotografias como con fenotipo similar a la paciente. Dos primos hermanos, por
rama materna, de 7 afios (Fig. 6.6. individuo IV.2) y 6 afos de edad (Fig. 6.6. individuo 1V.3)
descritos como con RDPM. Uno de ellos fue conocido en nuestra Institucion desde los 2
meses de edad por sindrome colestasico, siendo manejado por el Departamento de
Gastroenterologia, y el cual no fue referido al Departamento de Genética para
evaluacion.

La propdsita es producto de embarazo con hipomotilidad fetal, obtenida por via
abdominal a término por desproporcién céfalo-pélvica. Peso 4500gr (2p.95), talla 51 cm
(p.75), Apgar 8/9. Presentd cianosis al 4to dia de vida, se realizd ecocardiograma
descartandose cardiopatia.
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A la exploracion fisica a los 13 meses de edad presentd peso de 12kg (p.97), talla 73cm
(p.25) y perimétro cefalico 46cm (p.75). Se describié braquicefalia, cara con hipertricosis
en frente, sinofris, fisuras palpebrales oblicuas hacia arriba, pestafias largas y abundantes.
Puente nasal ancho, narinas antevertidas, comisuras labiales hacia abajo, fosetas
preauriculares. Cuello corto y ancho, teletelia, cardiopulmonar sin agregados. Abdomen
blando depresible, borde hepatico 3-2-2, la columna y extremidades integras. Genitales
acorde a edad y sexo. Se iniciaron valoraciones y manejo multidisciplinario en los servicios
de Genética, Gastroenterologia y Pediatria.

La Fig. 5.2. muestra una fotografia de la propésita a los 3 afios edad donde se aprecia
engrosamiento de pliegues nasogeneanos, puente nasal ancho, filtrum largo, foseta
preauricular y cuello corto. Estas alteraciones fueron descritas desde su primera consulta.

Fig. 5.2. Fenotipo de la propdsita a los 3 afios 3 meses (A) y a los 3 afios con 5 meses (B)

respectivamente.
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Debido al fenotipo de la paciente y con el antecedente del estudio previo de tamiz
metabdlico en orina cualitativo descrito como positivo a glicosaminoglicanos, se
determiné confirmar la presencia de alteracién metabdlica.

Se realizdé estudio de tamiz metabdlico cualitativo en orina en el departamento de
Genética del HIMFG (M. en C. Patricia Baeza Capetillo) el cual fue negativo, sin embargo
con el antecedente de un resultado externo positivo para glicosaminoglicanos, se solicitd
cuantificacion de glicosaminoglicanos en orina (Dra. Patricia Gallegos Arreola, CIBO IMSS).
Se determinaron enzimas lisosomales iduronato 2 sulfatasa y arilsulfatasa B. (Dra. Paula
Rosemberg, Universidad La Plata, Argentina) y B-glucoronidasa en dos ocasiones (Instituto
de Hematopatologia, México).

Como parte del abordaje de nuestra paciente se le realizé estudio citogenético con bandas
GTG a la paciente y de acuerdo al resultado se solicitd el estudio a otros miembros de la
familia (QFB. Ana Aparicio Onofre, Departamento de Genética HIMFG).

Debido a los hallazgos citogenéticos, se realizd cariotipo con bandas NOR a la madre de la
propdsita (M. en C. Roberto Guevara Yafez, Laboratorios Biogen) y FISH con la sonda WCP
3 Cytocell® (Dra. Rocio Sanchez Urbina, Departamento de Genética HIMFG). Se realizo
frotis sanguineo y analisis microestructural con microscopia electrénica de transmisién
buscando cuerpos de inclusién (Dr. Pedro Valencia Mayoral y Biol. Alejandra Rodriguez
Departamento de Patologia HIMFG).
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6. RESULTADOS

6.1. Andlisis Bioquimico.

Se realizd estudio de tamiz metabdlico cualitativo en orina en donde se obtuvo una
relacion acido urdnico/creatinina compatible con mucopolisacaridosis. Se cuantificd
glicosaminoglicanos en orina en tres ocasiones, la primera de tipo cualitativo (ANEXO V),
fue negativa para la prueba de azul de toluidina (negativo para glicosaminoglicanos). Sin
embargo, ante el fenotipo de la paciente se decidid llevar a cabo nuevamente el estudio
de manera cuantitativa para determinar la presencia y en su caso tipo de MPS,
obteniéndose los siguientes resultados (Tabla. 6.1.):

Tabla. 6.1. Resultados del analisis de glicosaminoglicanos en orina.

Analisis en orina Resultados

Tamiz en orina cuantitativo (2009) Dermatan Sulfato (+), Heparan sulfato (+), Condroitin

4y 6 sulfato (+++).
Dra. Patricia Gallegos Arreola CIBO,

IMSS.

Tamiz en orina cuantitativo (2010) Heparan sulfato (+), Condroitin 4 y 6 sulfato (++).

Dra. Patricia Gallegos Arreola CIBO,
IMSS.

Con base en los resultados anteriores, se determind realizar el estudio de actividad
enzimatica para enzimas implicadas en el metabolismo de los glicosaminoglicanos. El
analisis de actividad enzimatica fue realizado para 3 enzimas lisosomales: iduronato 2
sulfatasa, arilsulfatasa B y B-glucoronidasa de acuerdo al patrén especifico de
glicosaminoglicanos urinarios encontrado. (Tabla. 6.2.)
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TABLA. 6.2. Resultados de la determinacion de la actividad de enzimas lisosomales.

Enzima analizada Resultado Rangos
2009

Iduronato 2 sulfatasa 100.47nmol/l.h 57.39-149.47nmol/l.h.
Diagndstico e Investigacion de Enfermedades
Lisosomales, Argentina (DIEL).

Aril-sulfatasa B 9.81nmol/l.h 7.01-21.07nmol/l.h.
Diagndstico e Investigacion de Enfermedades
Lisosomales, Argentina (DIEL).

B- glucoronidasa. 52 pmol/disco*h 59-275.4pmol/disco*h.
Instituto de Hematopatologia, México.

Debido a que los valores reportados en el estudio enzimatico de B-glucoronidasa se
encontraron por debajo de los limites normales, se repitié para confirmar este dato con
resultados por debajo de los rangos de normalidad determinada. Sin embargo, se reporto
gue la muestra estaba degradada por lo que se tomd una tercera determinacion, la cual
se encontraba en limites normales. Tabla.6.2.

Tabla. 6.2. Resultados de actividad enzimatica para B-glucoronidasa realizado por el
Instituto de Hematopatologia, México.

B-glucoronidasa. 52 pmol/disco*h 59-275.4pmol/disco*h
(Nov 2009) 14 pmol/L*h

B-glucoronidasa. 40 pml/disco*hr 59-275.4pmol/disco*h
(Jun 2010) 11 pmol/L*h Muestra degradada.
B-glucoronidasa. 173 pmol/disco*h 59-275.4pmol/disco*h

(Jun 2010) 49 pmol/L*h
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Se realizé frotis de sangre periférica con la técnica de Wrigth, encontrando linfocitos
vacuolados (Fig. 6.1.), sin embargo, por las condiciones de la muestra se decidid
complementar el estudio, por lo que se buscaron intencionadamente alteraciones
microestructurales por microscopia electrénica de transmision. No se encontraron
acumulaciones sugestivas de enfermedad por almacenamiento lisosomal en linfocitos.
(Fig. 6.2.)

Fig. 6.1. Frotis de sangre periférica tenido con Wright, la flecha sefala vacuolas
citoplasmaticas en un linfocito.

Fig. 6.2. Microscopia electrénica de transmisién de dos linfocitos de sangre periférica (Ay
B). Ambos son negativos para la acumulacién de material lisosomal.
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6.2. Andlisis Cromosémico

6.2.1. Andlisis Cromosdmico de la propésita

Se realizd andlisis cromosdmico con técnica de bandas GTG en sangre periférica a la
paciente, se revisaron 25 metafases y se encontré el siguiente complemento cromosdmico
(Fig. 6.3.):

46,XX,add(13)(p12)

El cual corresponde a un individuo femenino con material adicional en los brazos cortos
del cromosoma 13.

6.2.2. Analisis cromosémico de la madre de la paciente (Individuo I11.4, Fig. 6.6.)

Siguiendo el algoritmo de abordaje de pacientes con una anormalidad cromosdmica, se
solicitaron estudios citogenéticos con técnica de bandas GTG a los padres. El cariotipo del
padre fue normal, 46,XY. El cariotipo de la madre (individuo IIl.4, Fig. 6.6.), fue
46,XX,t(3;13)(g26;p12), con lo que se determind que el material cromosdémico adicional
encontrado en el cromosoma 13 de la paciente era proveniente del cromosoma 3
materno. (Fig. 6.4.A. y Fig. 6.4.B.)
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Fig. 6.3. Cariotipo de la propdsita con técnica de bandas GTG. La flecha sefiala el material adicional
en los brazos cortos del cromosoma 13.
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Fig.6.4.A. Cariotipo la madre de la paciente 46,XX,t(3;13)(g26;p12) con técnica de bandas
GTG (individuo 111.4). La flecha de color azul muestra los satélites del cromosoma 13 en el
extremo qgter del cromosoma 3 y la flecha de color rojo muestra el material adicional en
13p que corresponde a una region proveniente de 3q, por lo que se trata de una

translocacion reciproca aparentemente balanceada.
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P 4
Fig. 6.4.B. Cariotipo parcial con bandas GTG del individuo I1l.4 donde se demuestra la

1(3;13)(g26;p12). Obsérvense los satélites del cromosoma 13 (flecha azul) y el material

adicional en 13p (flecha roja).

La férmula desarrollada del complemento cromosdmico materno es:

46,XX,t(3;13)(3pter>3q26::13p12—>13pter;3qgter-3q26::13p12->13qter).

Se realizé tincidn con técnica de bandas NOR en los cromosomas de la madre, en donde
se observd impregnacién argéntica en el cromosoma 3 con satélites y su asociacion con
los cromosomas acrocéntricos. (Fig. 6.5.A)
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Fig. 6.5.A. Metafase tefiida con técnica de bandas NOR obtenida a partir de la muestra de sangre

periférica materna. La flecha sefiala la regién organizadora nucleolar en la regién telomérica del
cromosoma 3q.

Ademas, se realizd estudio citogenético molecular en muestra de sangre periférica de la
madre de la propésita para lo cual se utilizé pintado cromosémico tipo Whole Cromosome

Painting con la sonda WCP 3 Cytocell®, demostrando translocaciéon de material del
cromosoma 3 (Fig. 6.5.B.).
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Fig. 6.5.B. Metafase de la madre con FISH con WCP3 Cytocell®, donde se demuestra o se
observa material del cromosoma 3 en el 13.

La férmula cromosdmica después del analisis con la sonda WCP es:

46,XX,t(3;13)(g26;p12), ish der(13)t(3;13)(q26;p12)(wcp3+)
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6.3..Andlisis Familiar

6.3.1._Anadlisis Citogenético Familiar

Se completd el estudio familiar por medio de andlisis de cariotipo con técnica de bandas
GTG en sangre periférica en los familiares (Fig. 6.6.), encontrando varios portadores de la
translocacidn balanceada (individuos 11.2, 1I.3, 1Il.4, 11I.5, IV.4 y IV.9) y tres individuos
desbalanceados (IV.2, V.3 y IV.6), todos <con el der(13)t(3;13)(g26;p12).
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Fig. 6.6. Arbol Genealdgico de la familia estudiada. El individuo 1ll.2 comparte las
caracteristicas clinicas de la propésita (revisado en fotografia), no fue posible realizar
estudio citogenético. El individuo 1.2 tuvo 3 parejas, la segunda pareja, padre del
individuo IlIl.3, se omite por no ser relevante para el analisis del caso.
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6.3.2 Descripcion del Caso 2 (Individuo IV.3 en la Fig. 6.6.)

Paciente masculino, conocido a los 2 meses de edad en nuestra Institucion por sindrome
colestasico. Padre de 34 afios a la concepcidn, originario de Puebla, fuera del nucleo
familiar por lo que se desconocen antecedentes por rama paterna. Madre de 24 afios a la
concepcion, alfabetizada, empleada doméstica, sin toxicomanias. G3P2Cl. Medio
hermano materno de 10 afios aparentemente sano. Hermana de 7 afios con retraso en el
desarrollo psicomotor y soplo cardiaco (Caso 3, individuo I1V.2 en la Fig.6.6.).

Producto de la tercera gesta, control prenatal regular, ingesta de multivitaminicos a partir
del segundo mes. Embarazo aparentemente normoevolutivo. Obtenido a término por via
abdominal por desproporcion cefalopélvica, peso 4kg (p.90), talla 56 cm (p.98). Se
desconoce perimetro cefadlico y Apgar. Presentd succién adecuada y retraso en el
desarrollo psicomotor de predominio en el area del lenguaje.

A los dos meses acude a valoracién al HIMFG por presentar sindrome colestasico, debido a
una probable atresia de vias biliares, siendo atendido por el Departamento de
Gastroenterologia hasta los 20 meses de edad. Durante su atencién se realizod
colangiografia transoperatoria descartando atresia de vias biliares. Se realizé6 toma de
biopsia hepatica donde Unicamente se determind hepatitis neonatal en resolucién. Se
realizaron dos estudios de tamiz metabdlico cualitativo en orina y un tamiz ampliado,
ambos negativos. Se completéd abordaje infeccioso como causa de la colestasis,
Unicamente encontrando IgM dudoso para Citomegalovirus, dejando de acudir a sus
consultas. No fue referido a lo largo de su atencién al departamento de genética.

A los 4 afios 9 meses de edad inicia con crisis convulsivas tonico-clénicas generalizadas,
con una frecuencia de 1-2 al mes, manejado de forma externa con fenitoina por 6 meses,
posteriormente fue modificado a acido valprdico, ha continuado convulsionando a pesar
del tratamiento.

Acude nuevamente a los 6 afios para realizacidn de estudio citogenético familiar en donde
se encuentra a la exploracion paciente masculino con peso de 20kg (p.50) vy talla 108.5cm
(p.10) con retraso global del desarrollo, hirsutismo generalizado, normocefalia, fisuras
palpebrales oblicuas hacia arriba, puente nasal ancho, narinas evertidas, boca en forma de
carpa, prognatismo, paladar alto, tendencia a mantener la boca abierta, pabellones
auriculares con fosetas preauriculares y concha prominente, cuello corto. Térax con
pectum excavatum, ruidos cardiacos ritmicos, sin fendmenos agregados. Abdomen
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blando, no doloroso, peristalsis normoactiva, extremidades integras con clinodactilia del
5to dedo bilateral y braquidactilia en pies. (Fig. 6.7.A-D.)

Fig. 6.7.A. Fenotipo del individuo 1V.3, donde se aprecia hirsutismo, fisuras palpebrales
oblicuas hacia arriba, nariz base ancha, boca en cara, cuello corto. B. Vista lateral, donde
se observa pectum excavatum. C. Clinodactilia. D. Braquidactilia en pies.

El resultado del analisis cromosomico con bandas GTG fue
46,XY,der(13)t(3;13)(g26;p12)mat. (Fig. 6.8.).

Se solicitd tamiz metabdlico cuantitativo en orina y se obtuvieron los siguientes
resultados: Glicosaminoglicanos en orina de 0.223mg/ml con un patrén especifico de
coindritin 4 y 6 sulfato (++) y Hepardn sulfato (+).
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Fig. 6.8. Cariotipo con técnica de bandas GTG del individuo IV.3. La flecha sefala el
material adicional en los brazos cortos del cromosoma 13.
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6.3.3. Descripcidén del Caso 3 (Individuo IV.2 de la Fig. 6.6.)

Paciente femenino de 7 afios de edad conocida a partir del estudio familiar de
t(3;13)(q26;p12) y quien presenta retraso en el desarrollo psicomotor y soplo cardiaco.

Producto de G2 materna, percepcion de embarazo al mes, con adecuado control prenatal.
Ingesta de multivitaminicos a partir de los 3 meses. 2 ultrasonidos reportados dentro de
limites normales. Embarazo normoevolutivo, obtenida a término. No lloré ni respird al
nacer. Pesd 3,350gr (p.50). Se desconoce talla y Apgar, pero requiri6 maniobras de
reanimacion avanzadas.

Presenta retraso en el desarrollo psicomotor de predominio en el lenguaje. No acude a la
escuela. Padecié varicela al afio y medio de edad, sin complicaciones.

A la exploracidn fisica se encuentra con peso y talla en la p.50 para su edad. Normocefalia
PC 52.5cm (p.25), hirsutismo generalizado, fisuras palpebrales oblicuas hacia arribla,
pestaiias largas, puente nasal ancho, narinas antevertidas, paladar alto, boca en carpa,
fosetas preauriculares, pabellones auriculares grandes con concha prominente. Cuello
corto, pectum excavatum. Soplo sistdlico eyectivo Il/IV. Abdomen blando depresible, no
doloroso. Hernia umbilical reductible de 1 cm. Genitales femeninos acorde a edad y sexo.
Extremidades integras con arcos de movilidad conservados. Clinodactilia del 5to dedo
bilateral (Fig.6.9.A-C). Sera valorada por Cardiologia por soplo cardiaco.

El resultado del andlisis cromosémico por cariotipo con bandas GTG fue
46,XX,der(13)t(3;13)(g26;p12)mat. (Fig. 6.10.)
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Fig. 6.9.A. Fenotipo del individuo IV.2, donde se aprecia fisuras palpebrales oblicuas hacia
arriba, nariz base ancha, boca en carpa, prognatismo, cuello corto, pectum excavatum .B.
Vista del perfil, donde se observa pabellones auriculares grandes con fosetas
preauriculares. C. Clinodactilia.

Se solicité tamiz metabdlico cuantitativo en orina obteniéndose: glicosaminoglicanos en
orina de 0.158mg/ml con un patrdn especifico de coindritin 4 y 6 sulfato (++).
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Fig. 6.10. Cariotipo con técnica de bandas GTG del individuo IV.2. La flecha sefiala el
material adicional del cromosoma 3 en los brazos cortos del cromosoma 13.
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Debido a la presencia de mucopolisacariduria en los pacientes (casos 1, 2 y 3) se realizd

determinaciéon cuantitativa de glicosaminoglicanos en orina al resto de los integrantes de

la familia. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla.6.3. El rango de normalidad de

los glicosaminoglicanos (GAGs) es de 0.130 +/- 0.035mg/ml. Como se muestra en la Tabla

6.3 los 10 individuos analizados fueron positivos para condroitin 4 y 6 sulfato.

Tabla.6.3. Determinacién de Glicosaminoglicanos en orina en la familia de la propésita.

GAG: glicosaminoglicanos, CPC: cloruro cetilpiridinio, Ch-4-S (condroitin 4 sulfato), Ch-4-S

(condroitin 6 sulfato), HS (heparan sulfato) y DC (dermatan sulfato).

NOMBRE CPC ALBUMINA GAGs TIPO
ACIDA
Individuo IV.6 (propésita, huellas huellas 0.215mg/ml Ch-4-S(++),Ch-
Caso 1) 6-S(++),HS(+)
Individuo 1V.3 (Caso 2) huellas huellas 0.223mg/mll Ch-4-S(++),Ch-
6-S(++),HS(+)
Individuo 1V.2 (Caso 3) huellas huellas 0.158mg/ml Ch-4-S(++),Ch-
6-S(++)
Individuo 11.2 positivo positivo 1.212mg/ml Ch-4-5(+++),Ch-
6-S(+++),HS(+),
DS(+)
Individuo 111.2 positivo positivo 0.620mg/mll Ch-4-5(+++),Ch-
6-S(+++),HS(+),
DS(+)
Individuo 111.3 positivo positivo 0.325mg/mll Ch-4-S(++),Ch-
6-S(++),HS(+)
Individuo 1.5 positivo positivo 0.363mg/ml Ch-4-5(+++),Ch-
6-S(+++),HS(+)
Individuo IV.1 positivo huellas 0.254mg/mll Ch-4-S(++),Ch-
6-S(++),HS(+)
Individuo 1V.8 positivo huellas 0.233mg/ml Ch-4-5(++),Ch-
6-S(++),HS(+)
Individuo IV.9 positivo positivo 0.387mg/ml Ch-4-S(+++),Ch-

6-S(+++),HS(+),
DS(+)
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7. DISCUSION

En esta tesis se describe el caso de una paciente con trisomia 3q26-qter producto de la
segregacion adyacente | de la translocacion balanceada t(3;13)(q26;p12)mat, quien
presentd ademds un perfil de mucopolisacaridos positivos en orina. En este caso nos
encontramos con varios aspectos clinicos, fenotipicos, cromosémicos y bioquimicos que
deben ser considerados tanto para el diagndstico y el manejo de la propdsita, como para
los familiares afectados y el asesoramiento genético de la paciente y su familia.

La paciente fue conocida a los 13 meses de edad en nuestra Institucion y contaba con un
tamiz metabdlico previo, el cual era positivo para glucosaminglicanos en orina. Sin
embargo, el estudio era cualitativo y de esta manera no era posible saber que
glucosaminoglicanos estaban presentes y de acuerdo con ello determinar el diagndstico,
en su caso, del tipo de MPS. Otra consideracién fue que el andlisis fenotipico asi como la
historia familiar de la paciente si bien recordaban a una MPS, no tenia todos los datos
clinicos cldsicos de estos sindromes y en ese momento sélo con la historia clinica y el arbol
genealdgico de la familia, no podia integrarse un diagndstico ni un patrén de herencia.

Por las consideraciones anteriores se determind iniciar el abordaje de la paciente con la
confirmacién de la presencia de mucopolisacariduria e identificacién de los
glicosaminoglicanos en orina, asi como realizando un analisis cromosdmico.

Posterior a la identificacidon de la alteracidon cromosdmica estructural como derivada de
una translocacion reciproca aparentemente balanceada en la madre, se realizé el estudio
familiar como parte del algoritmo diagndstico de las cromosomopatias. A partir de éste se
encontraron otros familiares afectados con el mismo desbalance cromosémico (casos 2 y
3), asi como también seis portadores balanceados de la translocacion cromosdmica (Fig.
6.6.). En relacion al tio de la paciente (individuo 111.2, Fig. 6.6), no ha sido posible valorarlo
directamente en el departamento de Genética y por ello hasta este momento no se
descarta que el retraso mental que presenta (descrito por los familiares) sea causado por
la misma aberracion cromosdémica o que por otra parte, se deba a alguna otra causa ya
sea cromosdmica, genética o ambiental.

A partir de la revision de la literatura, sabemos que la trisomia completa del cromosoma 3
es incompatible con la vida. Se ha reportado que esta presente en el 1% de los abortos
espontaneos del primer trimestre®. Por otra parte, las trisomias parciales del cromosoma
3 son viables, teniendo una variacion amplia en la expresion fenotipica dependiendo de la
region implicada en el segmento trisémico y de su extensidn, en aproximadamente 60%
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de los casos es derivada de una translocacion balanceada presente en alguno de los
padresss, como en la familia que se describe.

Las caracteristicas clinicas del sindrome por duplicacién 3g (MIM 122470) incluyen: una
facies caracteristica con microcefalia, cara tosca, redondeada, hirsutismo, sinofris, puente
nasal ancho, narinas antevertidas, comisuras labiales hacia abajo, pabellones auriculares
de baja implantacion, alteraciones cardiacas y genitourinarias, con retraso mental y del
desarrollo®. (Fig. 7.1.A.)

Al comparar el fenotipo de la propdsita con las fotografias clinicas publicadas de pacientes
con duplicacién 3q podemos observar (Fig. 7.1.B) que nuestra paciente presenta el
fenotipo asociado a esta patologia.

Fig. 7.1.A. Fenotipo de un paciente publicado por Faas BHW et al, 2002 con sindrome por
duplicacion 3g°* y B. Fenotipo de la propdsito, donde se puede apreciar la similitud de las

dismorfias faciales.

Las caracteristicas clinicas que presenta la propdsita corresponden al diagnostico de
sindrome por duplicacién 3q puro, a pesar de que sea derivada de una translocacion
familiar, lo que es debido a que la delecion del brazo corto de un cromosoma acrocéntrico
ocasiona monosomia de 13p. Sin embargo, la pérdida de la regién organizadora nucleolar
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(NOR) del cromosoma 13 no afecta el fenotipo, pues su funcién es realizada por el resto
de las NOR presentes en los demas cromosomas acrocéntricos.

En la tabla 7.1. se resumen las caracteristicas clinicas descritas en los pacientes
previamente publicados con sindrome por duplicacidon 3qg puro, los cuales comparten la
region critica de 3926.3-q27 y gran parte de las caracteristicas clinicas. Asi mismo se
compara a los tres pacientes identificados en esta familia, a partir de la t(3;13)(q26;p12)
con los descritos en la literatura.

En el presente caso familiar, el estudio cromosémico con bandas NOR fue realizado a la
madre de la propdsita, confirmdndose la presencia de NOR activa en la regién distal 3q,
dado que el cromosoma 13 implicado en la translocacién presenta material del
cromosoma 3, como se demostrd por FISH. El fenotipo de la madre es normal, como era
de esperarse por ser portadora de una translocacién reciproca aparentemente
balanceada.

1,%° se delimité la region critica minima que debe estar

En los trabajos de Holder et a
duplicada para que se presente el fenotipo de sindrome por duplicacién 3q, la cual es
3g26.3-927, contiene aproximadamente 60 genes. La region critica se logré identificar a
partir de lo publicado por Rizzu et al, en 1997> en donde estos autores describen un
paciente con trisomia 3g25-g26.2 sin la presencia del fenotipo de sindrome de duplicacién

3q, excluyendo dicha regién de la regidn critica del sindrome.



Tabla. 7.1. Resumen de las caracteristicas clinicas de los pacientes con sindrome por duplicaciéon 3q pura descritos previamente

comparados con los tres pacientes identificados. NA: no aplica y ND: no descrita. Modificada de Fass et al. 2002°*
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Wilson®™® WiIsonSS(JB) Stengel- Sciorra™ Rosenfeld” Van Essen®™ Faas™ Caso1 Caso 2 Caso3
(KR) Rutkowski®’

Retraso Mental + + NA + + + + + + +
Retraso Crecimiento + + + + + ND + -
Implantacion baja del + + + + ND ND + + + +

cabello
Sinofris + + ND + + + + +
Pestafias largas + + ND + ND + + + + +
Pabellones dismorficos + ND + ND + + +
Puente nasal ancho ND ND + + + ND + + + +
Narinas antevertidas + + + + + + + + + +
Comisuras labiales + + + + ND + + + +

hacia abajo

Paladar Hendido + + + + N

Micro/ Retrognatia + + + ND + + + B
Braquidactilia + + ND ND ND ND + + + +
Clinodactilia + + + + + + + +
Hirsutismo + + ND ND + + + +
Cuello corto + + + ND + ND + + + +
Cardiopatia ND ND + + + + + +
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11.2
12
133

Wilson et al. (patient KR)
Wilson et al. (patient JB)

Stengel-Rutkowski et al.

van essan at al.
Rizzu et al,

Sciarra et al.
Rosenfeld et al.
Present case

22
23
24
25
26.1

26.2
26.3

27
28

29

Fig. 7.2. Ideograma del cromosoma 3 donde se delimita la region critica de acuerdo a los pacientes
previamente publicados. Modificada de Faas BH, et al. 2002>*.

En la Tabla. 7.2. se compara a la propdsita y los casos 2 y 3 con las manifestaciones clinicas
reportadas en el sindrome por duplicacion 3q de acuerdo a su frecuencia. Los tres casos
presentan la mayor parte de las caracteristicas previamente descritas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Faas%20BH%22%5BAuthor%5D
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Tabla.7.2. Se indica el porcentaje de la frecuencia de la caracteristica asi como las

caracteristicas clinicas presentes en la propdsita y sus familiares afectados. Modificada de

Pires A et al. 2005%°.

Caracteristica % Caso 1 Caso 2 Caso 3
descrita en la literatura en el Frecuencia Propédsita | Individuo | Individuo
Sindrome duplicacion 3q IV.6 IvV.3 Iv.2

Puente nasal ancho 100 + + +
Paladar alto 100 + + +
Dismorfia pabellones auriculares 94 + - +
Cuello corto 93 + + +
Narinas antevertidas 91 + + +
Clinodactilia 90 - + +
Anormalidades en térax 89 - + +
Prognatismo maxilar 86 + + +
Hipertricosis 86 + + +
Labio superior largo 85 + + +
Comisuras labiales hacia abajo 82 + + +
Paladar hendido 79 - - -
Defectos cardiacos 75 - - +
Anormalidades genitourinarias 61 - - -
Sexo Femenino 58 + - +
Fisuras palpebrales hacia arriba 56 + + +
Onfalocele 23 - - -

Llama la atencidn en la tabla anterior que aunque no existe duda diagndstica, los

pacientes presentan variabilidad de expresidon del fenotipo. Por ejemplo, se ha descrito

que el 79% de los pacientes con sindrome por duplicacion 3q tienen paladar hendido, el

61% presenta anormalidades urinarias y el 23% onfalocele, ninguno de estos datos fue

encontrado en los tres pacientes descritos en esta tesis.

Los defectos cardiacos son descritos en el 75% de los casos, s6lo uno de nuestros

pacientes presentaba esta alteracion. El 94% presenta alteraciones de pabellones

auriculares, uno de nuestros pacientes no tuvo esta caracteristica. La clinodactilia y las
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anormalidades en el térax se encuentran en el 90 y 89% de los casos respectivamente y
por lo menos uno de nuestros pacientes no tuvo este dato.

Se registra un ligero predominio del género femenino (58%) en los casos reportados,
situacion que correlaciona con los tres pacientes descritos (dos femeninos y un
masculino), incluso en el supuesto de que el tio de los pacientes (Fig. 6.6 individuo I11.2)
tuviese este diagndstico, se mantiene cercano al 50%. Lo anterior es un dato interesante
ya que al parecer esta alteracién cromosdémica no afecta de manera letal a un género en
especifico.

La variabilidad fenotipica de los pacientes podria estar en relacion a la accidn sinérgica de
diversos alelos en el genoma que funcionan como genes modificadores, los cuales pueden
modular la expresion cualitativa y cuantitativa de las variantes genéticas, ademas de los
factores ambientales®’.

Con el poder de definicidn del cariotipo con bandas GTG y FISH pudo establecerse que en
los tres pacientes asi como en las portadoras, los puntos de ruptura son aparentemente
los mismos. Sin embargo ahora se sabe que alteraciones citogenéticas idénticas
detectadas por cariotipo convencional presentan microdeleciones o microduplicaciones
cuando se estudian a través de la técnica de CGH-microarreglos®?.

Por lo tanto seria de utilidad realizar CGH-microarreglos para definir mejor los puntos de
ruptura. Este andlisis podria especificar la regién cromosémica y por lo tanto los genes
gue podrian estar implicados, ademds determinaria si la extensién de las regiones se
conserva en todos los portadores y en los pacientes desbalanceados, y en su caso si estas
variaciones moleculares podrian explicar la variabilidad fenotipica®. Lo anterior debe ser
considerado sin perder de vista que muchas de las caracteristicas clinicas probablemente
estardn influidas por otros genes en otras regiones cromosdmicas o el ambiente, que
pueden actuar como modificadores del fenotip064.

El diagnostico y manejo de la propdsita y su familia fue complejo, debido a la baja
frecuencia del sindrome, a su variabilidad fenotipica y a que el rearreglo cromosdmico es
Unico. Esta situacion se ejemplifica desde las descripciones iniciales del sindrome de
duplicacién 3q, en que fue considerado como sindrome de Cornelia de Lange asociado a
anormalidad cromosdmica. Lo anterior debido a ciertas caracteristicas fenotipicas que se
superponen entre ambos sindromes®, como son el retraso mental, microcefalia y
dismorfias faciales. Inclusive se habian propuesto ciertos criterios para distinguir entre
dichos sindromes como retraso en el crecimiento intrauterino, filtrum prominente y

alteraciones en extremidades en el sindrome de Cornelia de Langess' ¢



64

Por otra parte se sugirié considerar el sindrome por duplicacién 3q cuando se presentara
craneosinostosis, paladar hendido y anormalidades genitourinarias®. Sin embargo gracias
a estudios de ligamiento en casos familiares de sindrome de Cornelia de Lange (MIM
122470) se ha establecido que son dos entidades diferentes®. El fenotipo de nuestros
pacientes no recordaba al Sindrome de Cornelia de Lange pero si presentd dificultades
diagndsticas tanto por el fenotipo como por el antecedente de glicosaminoglicanos
positivos en orina.

Hasta donde sabemos, el Unico caso reportado en la literatura de trisomia parcial 3q
derivado una translocacién balanceada que involucraba a los cromosomas 3 y 13, se
diagnostico de forma prenatal. Este paciente presentaba datos ultrasonograficos
sugestivos de una cromosomopatia como son agenesia del vermis del cerebelo,
micrognatia, higroma quistico, labio hendido, defecto ventricular septal y acortamiento
de extremidades. Se realizd6 amniocentesis obteniéndose como resultado
46,XY,der(13)t(3;13)(q12;p11.1)mat, realizdndose aborto terapéutico®. El caso
anteriormente descrito involucraba una ruptura cromosdmica mas proximal y no
presentaba los datos clinicos del sindrome de duplicacién 3q, ya que el punto de ruptura
no involucraba la regidn critica.

Las cardiopatias congénitas se encuentran presentes en el 84-75% de los casos, estas
caracteristicas no estaban presentes en nuestra propdsita. Una de nuestras pacientes
(individuo V.2, Fig. 6.6.) presenté cardiopatia, la cual se encuentra en estudio, si bien
clinicamente pareceria no impactar de manera grave en las actividades normales de la
paciente, ya que tiene 7 afios y nunca ha presentado descompensacion hemodindmica o
requerido tratamiento médico por esta razén.

De acuerdo a lo reportado en la literatura, la sobrevida de estos pacientes estd
relacionada con la gravedad de las malformaciones. Podemos inferir que la sobrevida se
encuentra en relacidn particularmente a las alteraciones cardiacas y al retraso en el
desarrollo psicomotor que se detecta tempranamente en aquellos pacientes que
sobreviven mas del afio de edad.

Es importante mencionar que a través del estudio familiar se encontraron 3 productos
desbalanceados los cuales eran dos femeninos y un masculino y de diferentes edades. Lo
gue nos indica que esta alteracion cromosdmica presenta sobrevida (los pacientes se
encuentran en etapa escolar) lo que coincide con lo reportado por Wilson et al quien
describe un paciente de 8 afios>®.
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P* que deben existir genes implicados en el desarrollo de las

Se ha propuesto por Faas et a
dismorfias y malformaciones tipicas del sindrome de duplicacién 3q dentro de la regién
critica, inclusive considerando un sindrome de genes contiguos. Dentro de los genes

66, 70 que podrian explicar las manifestaciones clinicas encontramos al gen

postulados
NLGN1, que codifica para Neuroglina 1, implicada en la sinaptogénesis del sistema
nervioso central y su alteracién seria un candidato para explicar el retraso mental de los

pacientes con sindrome de duplicacion 3q.

En el estudio de esta familia se identificaron 6 portadores de la translocacién balanceada
(individuos 11.2, 1I.3, 1.4, 1IL.5, IV.4 y IV.9, Fig. 6.6.) y tres de forma desbalanceada (IV.6,
IV.2 y IV.3, Fig. 6.6.), un individuo mas presenta discapacidad intelectual probablemente
secundaria a esta anormalidad cromosdmica (lll.2, Fig. 6.6.).

Lo anterior es importante para brindar asesoramiento genético a la familia, ya que los
portadores de una translocacion balanceada presentan riesgo de tener hijos con
malformaciones fisicas y retraso mental debido a aneusomias segmentales, originando
trisomias y monosomias parciales, pues en meiosis los cromosomas involucrados forman
un cuadrivalente para poder aparear sus regiones homodlogas, posteriormente cada
cromosoma homoélogo se distribuye hacia cada polo celular, generando una segregacion
2:2.

Dentro de las posibilidades de segregacidn que se encuentran en esta familia tenemos
(Fig. 7.3.):

a) La segregacion alterna obteniendo productos sin la translocacion o portadores
balanceados de ella.

b) La segregacion adyacente 1 dando gametos que generaran productos con trisomia
parcial 3g26-gter con las caracteristicas clinicas previamente descritas o la
monosomia parcial 3926 que presenta retraso en el desarrollo psicomotor y del
crecimiento, hipotonia, telecanto, anormalidades en los pabellones auriculares y
falla cardiaca’”.

c) La segregacion adyacente 2 genera productos con trisomias y monosomias
parciales muy extensas por lo que serian incompatibles con la vida.
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d) Tanto la segregacion 3:1 como la 4:0, generarian desbalances muy extensos por lo
gue serian abortos tempranos.
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Fig. 7.3. Ideogramas de la segregacion de la t(3;13)(g26;p12). La flecha muestra la
segregacion adyacente 1. Los cromosomas verdes son de origen paterno y los morados
son de origen materno, identificados con las letras A, B, C y D. Al segregar el cromosoma
materno A con el D se obtiene un producto sin alteraciones, al segregar B con C son
portadores balanceados, al segregar A con C se obtiene una trisomia 3926, al hacerlo B
con D es monosomia 3g26. La segregacidn adyacente 2 es incompatible con la vida.
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Por lo descrito, el riesgo de recurrencia tedrico para esta familia incluye 10 posibilidades,
(dos posibilidades en la segregacién alterna, adyacente 1 y adyacente 2, 3:1 y 4:0
respectivamente). Sin embargo, como los productos resultantes de la segregacién
adyacente 2, 3:1 y 4:0 serian abortos tempranos, se excluyen. Por lo tanto habria que
considerar que tendriamos un riesgo de % (25%) para cada posibilidad restante.

El riesgo empirico de recurrencia para los hijos de los portadores de una translocacién
t(3;13) estd calculado en 16.31%’2, y probablemente el que sea menor al riesgo tedrico se
deba a un efecto de dosis génica o por la disrupcidn génica durante la embriogénesis
generando abortos. Al analizar las alteraciones cromosémicas de nuestros pacientes se
define que los casos 1, 2 y 3 son producto de una segregacion adyacente 1.

Un dato que Ilamd la atencién y que en esta familia es de particular relevancia es que
ademads del desbalance cromosémico presentan excrecion de glicosaminoglicanos en
orina, dato descubierto durante el abordaje inicial de la propdsito por el fenotipo
semejante al observado en los pacientes con MPS, si bien como ya se ha explicado no
reunia todos los datos clinicos para hacer este diagndstico.

El patréon especifico de excrecidn de glicosaminoglicanos en orina en la paciente fue
determinado como sulfato de dermatan (+), sulfato de heparan (+), sulfatos de condroitin
4y 6 (+++), siendo compatible desde el punto de vista del perfil bioquimico en orina con
un sindrome de Sly o MPS VII (MIM 253220).

La MPS VII o Sindrome de Sly fue descrita por primera vez en 1973 por Sly et al’>, es una
enfermedad autosdmica recesiva caracterizada por la deficiencia de B-glucoronidasa, la
que conlleva a la acumulacién de sulfato de dermatan, coidrintin, y heparan en los
lisosomas de varios tejidos ocasionando disfuncién celular™.

El gen de B-glucoronidasa, GUSB, se encuentra en 7g21.2-22, abarca 20kb, tiene 12
exones y 11 intrones, y codifica para una proteina de 651 aminodacidos, después de ciertas
modificaciones postraduccionales es trasportado a los lisosomas donde es trasformado a
su forma activa. Se han descrito 49 mutaciones de las cuales 78% corresponden a
mutaciones de sentido equivocado, 12.6% son sin sentido, 5.8% son deleciones y 2.9%
generan cambios en el corte y empalme’. Ademas se ha encontrado un alelo de
pseudodeficiencia c.454G<A p.D152N en el exdn 3 y un polimorfismo ¢.1946C<T p.P649L
en el exén 12 con una actividad in vitro del 88.3%.

Se sabe que el dinucledtido CpG es un sitio donde frecuentemente ocurren mutaciones (o
hot spot). Mas del 50% de las mutaciones puntuales descritas en el gen GUSB no se
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encuentran relacionadas a este dinucléotido, por lo que en términos generales las
mutaciones no relacionadas con CpG seran uUnicas en cada familia o provendran del mismo
origen (tienen efecto fundador)”.

Interesantemente, se reporté por Islam et al, en 1996, un caso de MPS VI clasica en un
paciente con ascendencia mexicana, donde los padres (no consanguineos) eran
portadores de un alelo doblemente mutado para P408S y P415L. En un estudio posterior
se descartd que alguno de estos alelos fuera un polimorfismo en la poblacidn mexicana’’.

Las caracteristicas clinicas de la MPS tipo VII, incluyen retraso mental severo, cara tosca,
hepatoesplenomegalia, opacidad corneal, valvulopatia cardiaca, macrocefalia, hernias,
contracturas en flexion, disostosis multiple y puede presentarse de forma neonatal’®,
datos que a excepcion de la facies no se encuentran en nuestra propdsita.

El cuadro clinico cladsico que presentan los pacientes con MPS VIl estd asociado a una
actividad enzimatica de 0-2%. Sin embargo, existe una gran variabilidad fenotipica que
incluye desde hidrops fetalis hasta una xifoescoliosis leve con inteligencia normal®’. En un
estudio publicado por Chamoles et al, en 2001"° se determinaron los niveles de actividad
enzimatica de B-glucoronidasa en 35 recién nacidos sanos y en 50 adultos sanos
(Tabla.7.2.):

Tabla. 7.2. Niveles enzimaticos normales de [3 glucoronidasa en recién nacidos y adultos
sanos. Modificada de Chamoles et al, 2001.”°

Enzima B glucoronidasa
Recién Nacido 131-426 pmol/L*h
Adultos 50-205 pmol/L*h

Llama la atencién que en los recién nacidos la actividad enzimatica es mayor que en los
adultos, sin embargo al no haber reportes en infantes la interpretacién del resultado es
compleja. Los niveles de actividad podrian estar explicados por factores como respuesta
inflamatoria, el sexo de los controles ya que se ha identificado que es mayor la actividad
enzimatica de los hombres vs las mujeres y que existe una correlacién con la edad vs el

indice de masa corporal®.
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El tamiz metabdlico cuantitativo fue realizado a nuestra propdsita en dos ocasiones, con
dos muestras de orina diferentes obteniéndose el mismo patrén de excrecién, por lo que
se decidid solicitar el estudio enzimatico de B-glucoronidasa. El laboratorio de Diagndstico
e Investigacion de enfermedades lisosomales en Argentina (DIEL) analizé la actividad
enzimatica para iduronato 2 sulfatasa y arilsulfatasa B y el Instituto de Hematopatologia
determiné la actividad de B-glucoronidasa.

Los valores de B-glucoronidasa obtenidos de forma inicial en nuestra propdsita fueron de
14 umol/disco*h, los cuales se encuentran por debajo del rango promedio del
especificado por el laboratorio de envio y por debajo de lo previamente descrito por
Chamoles et al en 2001”° para recién nacidos y adultos, pero con las determinaciones
posteriores se pudo confirmar que si existe actividad enzimatica en la paciente. (Tabla.
6.2.)

El laboratorio de andlisis enzimatico regularmente reporta sus resultados en unidades
pmol/disco*hr, a peticion expresa para poder ser comparados los valores enzimaticos
reportados en la propdsita con lo publicado en la literatura por Chamoles et al”®, se
solicitd al laboratorio de analisis su conversidn, siendo realizado por la Biol. Edith Aguilera
(Instituto de Hematopatologia, México). Considerando esta informacién en las dos
muestras fidedignas, ambos valores (14 y 49 umol/L*hr, respectivamente, Tabla. 6.2.)
estan por debajo de los rangos normales de acuerdo a lo publicado. Sin embargo, ambos
valores se encuentran dentro de los parametros normales del laboratorio de reporte
cuando se consideran en unidades de pmol/disco*hr, si bien por lo menos en la primera
determinacién estarian en el limite bajo.

Como se expuso con anterioridad, no existe duda diagndstica acerca de que la paciente
presenta un sindrome por duplicacion 3qg, sin embargo al presentar también
mucopolisacariduria y actividad enzimatica limitrofe para B glucoronidasa y todos los
individuos estudiados en esta familia presentaron mucopolisacariduria con patrén similar,
tanto los pacientes con trisomia, los portadores como los individuos con cariotipo normal
(los dos ultimos casos con fenotipo aparentemente normal).

Se plantearon las siguientes preguntas. La primera es ¢existe algun gen en la regién
cromosdmica de 3qg que se relacione con la presentacién de glucosaminglicanos en orina?,
y la segunda es si la paciente (y sus familiares con trisomia) presentan dos sindromes, uno
cromosomico y otro metabdlico. La respuesta a la primera consideracion es negativa por
las siguientes razones:
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Para poder formular alguna hipdtesis sobre genes implicados debemos considerar que
deben ser sensibles a dosis génica, ya que la alteracién citogenética es una trisomia
parcial, y que su sobreexpresion ocasione estas alteraciones metabdlicas. En ninguno de
los casos reportados con el Sindrome por duplicacién 3q se especifica si fue realizado una
determinacién de glicosaminoglicanos en orina.

Por lo anterior se realizé una busqueda en el OMIM Gene Map para identificar los genes
presentes en 3q26-qgter, que pudieran estar involucrados en una alteracidén lisosomal. Se
encontraron 118 genes en la region duplicada, de los cuales existen dos involucrados en el
transito de vesiculas: el gen del factor 5 similar a la biogénesis peroxisomal PEX5L (MIM
611058) y él de la glicoproteina de membrana asociada a los lisosomas especifica de
células dentriticas DCLAMP (MIM 605883), éste ultimo presente en la region critica
3926.3-q27 descrita para el sindrome por duplicaciéon 3q.

El gen PEX5L se expresa en cerebro y se une a la proteina PTS1 (peroxisome-targeting
signal 1), involucrada en el funcionamiento peroxosimal®’. Los peroxisomas son
componentes ubicuos de las células eucariotas con funciones metabdlicas que incluyen la
generacioén de peréxido de hidrégeno, la oxidacién B de acidos grasos de cadena largay la
biosintesis de fosfolipidos, acidos biliares e isoprenosz. Existen diversas enfermedades que
son ocasionadas por mutaciones en genes que codifican para las enzimas peroxisomales,
pudiéndose agrupar en el espectro del sindrome de Zellweger (MIM 214100) vy la
rizomelia con condrodisplasia punctata (MIM 215100)®. Dentro de las caracteristicas
clinicas de estos sindromes se encuentra retraso mental profundo, hipotonia, crisis
convulsivas, alteraciones esqueléticas u oftalmoldgicas. A excepcidn de las crisis
convulsivas ninguno de nuestros pacientes con sindrome por duplicacion 3q presenta
estos datos clinicos, inclusive el retraso mental en ellos es leve, aun asi no podemos
descartar que este gen se encuentre implicado en la mucopolisacariduria presente en esta

familia.

Por otro lado encontramos a DC-LAMP, gen que codifica para una glicoproteina asociada a
la membrana lisosomal en las células dendriticas, la cual es homdloga a las glicoproteinas
lisosomales expresadas en macrdfagos y plaquetas que pueden estar involucradas en la
endocitosis y el trafico lisosomal, particularmente relacionado en el procesamiento de
antigenos exdgenos. Si bien no se han identificado enfermedades monogénicas asociadas
a las LAMP®*, pudiera tener una sobrerregulacion al presentarse un exceso de dosis génica
de esta region.



71

Ninguno de los genes anteriores nos explica de forma completa el fenotipo bioquimico de
la paciente o su posible alteracion enzimatica, dado que ninguna de las MPS reportadas o
conocidas tiene su locus en 3g26-gter.

En relacidn a la segunda pregunta, se plantea que esta consideracién diagndstica es la que
aplica a la paciente y su familia, ya ha coincidido la alteracidn cromosdmica con una
alteracion metabdlica de tipo a definir. El patrén de glucosaminglicanos en orina (y
posteriormente el andlisis enzimatico) nos orienta hacia una deficiencia de B-
glucoronidasa o MPSVII.

Una posible explicacion para la presencia de MPS en orina y la actividad baja de B-
glucoronidasa, es que la paciente sea portadora de un alelo de pseudodeficiencia. En el
reporte de Vervoort R et al, 1995% describen una serie de casos con MPS tipo VI, a la que
llaman atipica por la ausencia del cuadro clinico caracteristico. Refieren el caso de un nifio
Italiano de 8.5 afos que presentaba vacuolas citoplasmaticas en el frotis de sangre
periférica, la prueba de azul de tolouidina negativa, excrecion aumentada de
glicosaminoglicanos urinarios y disminucion de la actividad enzimatica para B-
glucuronidasa, cuya Unica manifestacidn clinica es una xifosis toracica. Se identificd que
este paciente era homocigoto para D152N®°, alelo descrito como pseudodeficiente.

El fenotipo bioquimico descrito en el caso de Vervoort R et al, 1995% es similar al de
nuestra propdsita. Por lo que podriamos sospechar que la paciente es pseudodeficiente
para la B-glucoronidasa.

En las enfermedades por almacenamiento los alelos conocidos como pseudodeficientes se
presentan en los individuos sanos como una disminucién in vitro de la actividad
enzimatica en rangos considerados como deficientes, pero sin evidencia de falta de
degradacidon de los sustratos in vivo®®, molecularmente son heterocigotos para la
deficiencia enzimatica con presentacidén clinica minima y esto pudiera orientar a la
presencia de un umbral para el adecuado funcionamiento enzimatico.

Otro hallazgo que pudiera orientar a la presencia del alelo D152N en la propdsita es que al
repetirse el estudio enzimatico debido a la determinacion de actividad por debajo de los
limites de referencia, se encontré nuevamente en limites bajos (Tabla. 6.2.) con aparente
degradacion enzimatica, y es interesante que la mutacién en el alelo D152N genera una
degradacion enzimética acelerada®®.
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Ademas, existen varios reportes de que la presencia de las vacuolas citoplasmaticas
observadas en los frotis de sangre periférica de los pacientes con MPS VII (Fig. 7.4.)
también han sido observadas en los heterocigotos, lo que indica que un alelo normal
puede no ser suficiente para prevenir el almacenamiento de MPS en algunas células y que
su presencia no necesariamente se asocia a la presencia de enfermedad o MPS VIl.
Inclusive, Gitzelmann et al, en 1978 sugirieron que la deficiencia de B-glucoronidasa,
puede estar presente en la poblacién general y no detectarse clinicamente®’.

La actividad enzimdtica reportada en portadores obligados es inclusive mayor a la que
presenta la propdsita, sin embargo del mismo modo no se conocen los rangos en nifios
heterocigotos o pseudodeficientes, pero si podemos concluir que ella no presenta ni por
clinica, ni por determinaciones bioquimicas enzimaticas MPS VI, ya que los pacientes
afectados tienen una actividad enzimatica cercana a cero o nula”. (Tabla. 7.3.)

Tabla. 7.3. Niveles de B-glucoronidasa de un portador obligado y de dos homocigotos.
Modificada de Chamoles et al,2001"°.

B-glucoronidasa Actividad enzimatica
Heterocigoto (Portador obligado) 81 mmol/L*h
Homocigoto 0 mmol/L*h

Por todo lo anteriormente discutido se solicitaron bajo consentimiento informado,
glicosaminoglicanos urinarios en los integrantes de la familia, de los cuales se pudo
realizar en 10 individuos. Encontrandose excrecion de glicosaminoglicanos en orina en
todos los individuos estudiados. Tabla. 7.4.
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Tabla. 7.4. Comparacion del cariotipo y la excrecidn de glicosaminoglicanos urinarios.

Individuo

Cariotipo

Tipo Glicosaminoglicanos

Individuo V.6 (propésita)
3285m

46,XX,der(13)t(3;13)(g26;p12)mat

Ch-4-5(++),Ch-6-S(++),HS(+)

Individuo 1V.3 (Caso 2)
6a

46,XY,der(13)t(3;13)(g26;p12)mat

Ch-4-5(++),Ch-6-S(++),HS(+)

Individuo 1V.2 (Caso 3)
7a

46,XX,der(13)t(3;13)(q26;p12)mat

Ch-4-S(++),Ch-6-S(++)

Individuo 11.2 46,XX,t(3;13)(g26;p12) Ch-4-S(+++),Ch-6-S(+++),HS(+),
DS(+)

Individuo 111.2 Ch-4-S(+++),Ch-6-S(+++),HS(+),
DS(+)

Individuo 111.3 46,XX,t(3;13)(q26;p12) Ch-4-S(++),Ch-6-S(++),HS(+)

Individuo I11.5 46,XX,t(3;13)(q26;p12) Ch-4-S(+++),Ch-6-S(+++),HS(+)

Individuo IV.1 46,XY Ch-4-S(++),Ch-6-S(++),HS(+)

Individuo 1V.8 46,XY Ch-4-S(++),Ch-6-S(++),HS(+)

Individuo IV.9 46,XY,t(3;13)(q26;p12) Ch-4-S(+++),Ch-6-S(+++),HS(+),

DS(+)
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Este hallazgo es un dato muy importante porque una vez que se analiza el arbol
genealdgico se determinan dos situaciones: la primera es que todos los individuos en que
se realizé el estudio de glicosaminoglicanos en orina fueron positivos y la segunda, que
este determinacion era independiente de las alteraciones citogenéticas del individuos en
cuestion (trisomico, portador balanceado o con cariotipo normal).

Si bien existe variabilidad en los glicosaminoglicanos excretados en orina, el patrén en
esta familia corresponde a MPS VII. Por lo que podrian ser portadores heterocigotos de
una mutacién o portadores de un alelo de pseudodeficiencia.

La hipdtesis anterior también es apoyada por el hecho de que la excrecion de
glicosaminoglicanos no se encuentra en relacion al estado de portador de translocacion o
trisomia parcial 3g26. Aun mas, los individuos IV.1 y IV.8 presentan mucopolisacariduria
generalizada con cariotipo normal, en este sentido su perfil de excrecion es similar al
individuo 1l.2 quien al parecer tiene el fenotipo correspondiente al sindrome por
duplicacién 3q.

Lo anterior nos orienta a que la mucopolisacariduria es un dato no asociado al desbalance
cromosémico, pudiendo tratarse de heterocigotos o pseudodeficientes para alguna
deficiencia enzimatica o a la presencia de genes modificadores que pudieran explicar la
presencia de la alteracion metabdlica en este caso familiar. Ademas, en principio son
todos asintomaticos, ya que los portadores de la translocacién no presentan ningun
fenotipo morfoldgico asociado ni a la translocacion ni a la alteracion bioquimica. No se
encontrd en la literatura datos en relacidon a la asociaciéon de una MPS con alteracién
cromosémica, ya sea numérica o estructural.

Solamente en la propdsita fue realizada la determinacién de actividad enzimatica y para
determinar si efectivamente existe un alelo mutado que condicione la pseudodeficiencia
mencionada, una consideracidon a futuro es realizar estudio tipo secuenciacion del gen
GUSB para confirmar o descartar variantes en la secuencia del mismo.
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8. CONCLUSION

En esta tesis se describe por clinica, citogenética, citogenética molecular y bioquimica a
una paciente con sindrome por duplicacion 3q derivado de una translocacién reciproca
t(3;13)mat y mucopolisacariduria.

El estudio cromosdmico con bandas GTG, NOR y FISH con sonda WCP del cromosoma 3
definieron que se trata de una familia con translocacién t(3;13)(q26;p12) y posiblemente
sean portadores de un cambio en las secuencia del gen de B-glucoronidasa o estén
segregando un alelo pseudodeficiente.

Este caso es relevante porque hay pocos casos de sindrome de duplicacidon 3qg reportados
en la literatura, ayudando a definir el fenotipo del sindrome, el cual tiene una sobrevida
hasta el momento de la etapa escolar. Este estudio aporta ademds la presencia de
glicosaminoglicanos en orina, probablemente no relacionados con la anormalidad
cromosomica pero que hacen complejo el diagndstico y el asesoramiento genético.

El reto diagndstico presente en esta familia se puede ejemplificar con los individuos IV.2 y
IV.3, que de manera inicial no se considerd un diagndstico genético de tipo cromosdémico y
no fueron referidos al departamento de genética, inclusive cuando el individuo 1V.3 habia
sido valorado en nuestra institucion.

Este caso pone en evidencia los diferentes aspectos de la Genética Médica, como la
importancia de realizar el abordaje integral de los pacientes basados en la historia clinica,
el arbol genealdgico y las caracteristicas fenotipicas, a partir de donde se llega a los
diagndsticos posibles, los cuales se confirman o descartan con los estudios de laboratorio.

Esto también se refleja en el consejo genético que podria ofrecerse a esta familia, es decir
si consideramos Unicamente la alteracién cromosdmica el riesgo de un producto
desbalanceado para los portadores de la translocacién de acuerdo con la literatura es del
16.33%, ademas de explicar los otros posible productos que pueden ocurrir en la
segregacion. En relacion a la posible alteracién metabdlica que condiciona la presencia de
glucosaminglicanos urinarios aparentemente no tiene impacto en el fenotipo. Se continua
con el manejo integral de los pacientes con el sindrome por duplicacién 3q.

Para concluir el estudio de esta familia queda abierta la posibilidad en un futuro de
realizar andlisis de CGH-microarreglos (para definir de manera precisa los puntos de
ruptura cromosémica y hacer correlacién fenotipo genotipo), asi como también la
realizacion de la secuenciacion de GUSB para busqueda de las variaciones en la secuencia
para estudiar las hipodtesis bioquimicas expuestas.
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10. Anexo I

HosPITAL INFANTIL de MEXICO

FEDERICO GOMEZ

Instituto Nacional de Salud

Carta de Consentimiento informado.
Protocolo de investigacion:

“Determinacién de puntos de ruptura por técnica de FISH en casos de rearreglos
cromosémicos complejos en 9 pacientes del Hospital Infantil de México Federico Gémez”

Estimado paciente o tutor:

Por medio de esta carta, lo invitamos a participar en el estudio mencionado arriba, la cual es una
investigacién que pretende conocer y entender mejor porgue se presenta la enfermedad que tiene su
hijo. Durante los estudios realizados en el Departamento de Genética, y como le ha sido explicado
previamente por su médico tratante, se ha determinado por estudio cromosémico de bandas G o
cariotipo, que Usted o su hijo presentan una variante en la forma o numero de sus cromosamas por o
que podrian realizarse estudios més precisos para poder determinar exactamente las caracteristicas
de estos cromosomas. Por esta razon nos dirijimos a Usted para hacerle una invitacion a participar en
el protocolo de investigacion.

Esta investigacion estudia las caracteristicas y los cambios que pudiera haber en el material genético
y estos cambics pueden causar alteraciones en el desarrollo. Por ello esta investigacién puede
proporcicnarnos mas conocimientos que ayudarian a otras persenas en un futuro.

Queremos que Usted sepa que participar en esta investigacion es totaimente voluntario y que Usted
puede decidir no participar o retirarse del estudio en cualquier momento. En cualquier caso, no
perdera ninguna prestacion a la que tenga derecho, en el manejo integral de su hijo.

Este protocolo esta orientado al anélisis de los cromosomas, que son estructuras diminutas que se
encuentran en nuestras céluias y que funcionan' como archiveros de nuestra infermacién genética. El
protocolo tiene &l objetive de determinar de manera mas precisa cuales son las regienes
cromosémicas involucradas y de gue manera estan relacionadas con la enfermedad que sg hijo
presenta. Para ello es necesario realizar el analisis cromosémico que se llama estudio FISH
(hibrdacién por fluorescencia in situ) en el cual los cromosomas son coloreados con sustancias
especificas en las regiones cromosémicas involucradas que identifican de manera mas precisa las
partes de les cromosomas en estudio. B )

Para este estudio, necesitamos tomarle a su hijo y a Ustedes, una muestra de sangre, mediante el
siguiente procedimiento:

1.- Con una jeringa desechabie se le tomard a su hijo y a Ustedes una muestra de sangre de la vena
del brazo, aproximadamente 3ml (o menos, la cantidad dependera de las condiciones del paciente).
Esta muestra serd procesada para el estudio de cariotipo habitual y posteriormente al estudio
mencionado de FISH.

2.- Quersmos que sepa, que no daremos a conocer ninguna informacion acerca de Usted ni de su
familia que los pueda identificar, debido a que la informacion que se recabe es absolutamente
confidencial -y-con-fines -de investigacién y se publicara en ravistas cientificas de reconocimiento
intemacional.

BENEFICIOS: Se les dara a Ustedes asesoramiento genético y posteriormente se agregara la
informacién gue liegue a integrarse en este estudio cuando se tengan los resultados. Su colaboracién
permitira obtener conocimiento que tal vez ayudard a otras familias que presenten problemas
similares en un futuro.

INSTITUCION DE SERVICIO MEDICO, ENSENANZA E INVESTIGACION, AFILIADA A LA UNAM
Dr. Marquez 162, Col. Doctores, ¢.p. 06720, México, D. F,
Teléfono: 52 28 99 17 WWW._himfg.edu.mx
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HosprtaL INFANTIL de MEXICO

FEDERICO GOMEZ
It itwio Nacvooal de Salud
RIESGOS Y MOLESTIAS: Los posibles riesgos de la extraccion de sangre son los siguientes:
molestia leve en el sitio por donde se le extrzjo |a sangre; a veces, la formacién de moretones,
desmayos y rara vez infeccion

COSTOS: Tanto la 2xtraccion de muestras de sangre como las pruebas y cualquier consulta que
Usted tenga con el médico para hablar del estudio de investigacién, asi como los resultzdos no
tendran ningin coste para Usted.

Si surgiera alguna duda o tuviese Usted una pregunta con respecio a este estudio, a sus derachos
como participante en la investigacion o a cualquier lesion relacionada con la Investigacién, debera
Usted comunicarse con los médicos del departamento de genética o con el investigador principal
{Dra. Rosa Isela Ortiz de Luna, médico adscrito al departamento de Genética) al teléfono 52 28 99 17
ext. 1495. Si deseara hablar con alguien mas acerca del protocolo, aparte de los investigadores
relacionados, puede Usted dirigirse a la Direccion de Investigscion de nuesira Institucién & la ext.
1482.

Le sugerimos que conserve una copia de este documento para consultarla si es necesano.,

He leido las explicaciones acerca de este estudio y se me ha dado la oportunidad de discutirlas y de
hacer preguntas. Por este medio otorgo mi consentimiento para participar en el estudio,

México, D.F. g Cea. [+ ]|
Nombre y firma del paciente
(de ser el caso)
Nombre y firma de la Madre Nombre y firma del Padre
l-ﬁ* - 2 w—-—-_ Ky, » - = - _‘- A -
Nombre y firma de testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Parentesco con el paciente Parantesco con el paciente

EL PRESENTE DOGUMENTO DE CONSENTIMIENTO HA SIDO APROBADO PARA USARSE
ENTRE EL DIA__DEL MES DE____ DE 2007 Y EL DIA__ DEL MES DE DE 2008

DE SERVICIO MEDICO, ENSENANZA € INVESTICACION, AFILIADA A LA UNAM
INSTIRUEION Dr. Marquez 162, Col, Doctores, ¢.p. 06720, México, D. F.
Teigfono; 5228 43 17 WWW. iimifg edu.mx
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11. Anexo II

1. Técnica de bandas GTG.

Preparacion de Soluciones:

e Solucién de Carnoy o fijador
3 porciones de Metanol absoluto por 1 porcién de Acido acético glacial.

e Solucidon Hipoténica de KCI 0.075M
Cloruro de Potasio 5.6g 1L
Agua destilada 1L

a. Se obtienen 1.5ml de muestra de sangre periférica, en una jeringa con
0.1ml de heparina sédica de 1, 000 U.I

b. Se agregan 700ul de la muestra en 2 tubos de ensayo Falcon desechables
de polipropileno esterilizados.

c. Se agregan 5ml de medio de cultivo PB-MAX (contiene RPMI 1640,
fitohemaglutinina, suero fetal de bovino, antibidticos estreptomicina vy
penicilina, L- glutamina).

Se incuba por 72 horas a 37-37.5°C.
e. Alas 72 hrs se agregan 20ul de colchicina a cada tubo, se agita y se incuban

30min mas a 37-37.5°C.

f. Se centrifuga por 10min a 2, 500 rpm.

g. Se decanta el sobrenadante y se resuspende agitando en vortex y se agrega
solucién hipotdnica para completar un volumen de 12ml.

h. Seincuba 30min a37-37.5°C.

i. Centrifugar 10min a2, 500 rpm.

j-  Con pipeta se retira el sobrenadante y en agitacion se agrega fijador frio o
solucién de Carnoy, gota a gota para completar un volumen de 8ml.

k. Se refrigera por 20 min

I. Se centrifuga y se retira el sobrenadante, se lleva a un volumen de 8ml para
el primer lavado

m. Se centrifuga nuevamente, se retira el sobrenadante y se lleva a volumen
de 6ml para el segundo lavado.

n. Se gotea el cultivo en laminillas de vidrio y se revisa el material
determinando la calidad y cantidad de metafases presentes.

0. Las laminillas obtenidas se incuban en estufa a 60°C por espacio de 24hr.
p. Se realiza técnica de bandeo GTG
g. Se monta tren de bandeo
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Se utilizan 5 vasos Koplick, en el primero se colocan 98ml de amortiguador
de fosfato pH7+2ml de tripsina, en el segundo 100ml de amortiguador de
fosfato pH7, en el tercero 96ml de amortiguador de fosfato pH 6.8 + 4ml de
tincidon de Wright, en el cuarto 96ml de amortiguador de fosfato pH6.8 +
4ml de colorante Giemsay en el ultimo agua destilada.

Se estandarizé la técnica para tiempos en tripsina y colorantes.

Se fijan las laminillas y se observan al microscopio.

Se analizan 20 metafases.

Barch MJ, Knutsen T, Spurbeck JL. En: The AGT Cytogenetics Laboratory Manual. Third
Edition. Lippincott-Raven. Philadelphia. 1997.

2. Técnica de cariotipo con bandas NOR

Preparacion de soluciones:

e Solucion de nitrato de plata al 50%

Nitrato de plata 5g
Agua destilada 10mL

Debe guardarse en frascos oscuros a 0°C

e Solucidn de plata amoniacal

Nitrato de plata 4g

Agua destilada 5mL

Hidroxido de amonio 5mL

La solucién puede guardarse en frascos oscuros por algunos dias.

e Solucién reveladora
Formaldehido (Formalina a 37%) 8mL
Agua destilada 98.5mL
Se neutraliza la solucion de formalina con cristales de acetato de sodio,
y se ajusta el pH a 5.6 con acido formico antes de usar la solucion.

Se preparan laminillas para técnica habitual (Anexo | del a-p).
Se ponen 5 a 6 gotas de una solucion de nitrato de plata a 50% y se coloca
un cubreobjetos de vidrio.
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c. Seintroducen las laminillas en bafio Maria a 37°C durante 40 horas.

d. Las laminillas se enjuagan con agua destilada, se agregan cuatro gotas de
solucion de plata amoniacal y se coloca un cubreobjetos.

e. Se deja que actue la solucidn y se anaden cuatro gotas de solucion
reveladora de formaldehido, observdndola al microscopio y usando
objetivo seco débil. En el momento que los cromosomas toman un color
amarillo dorado, se debe remover con rapidez el cubreobjetos y lavar con
agua destilada.

f. Se monta la laminilla y observa al microscopio.

Referencia

Guizar-Vazquez JJ. En: Genética clinica: Diagndstico y manejo de las enfermedades
hereditarias. Cap. 10. 3ra Edicion. Manual Moderno 2001. pp 172.

3. Técnica para FISH (hibridacién in situ con fluorescencia) con sonda de pintado
cromosomico

a. Se realiza la técnica de cariotipo hasta la preparacién de laminillas.
b. Se deshidrata el portaobjetos que fue goteado, sumergiendolo en una serie

de etanol (70%, 85% y 100%), 2 minutos en cada uno.

c. Sesaca la sonda del congelador de -20°C y se deja calentar a temperatura
ambiente, se hace uniforme la solucién mezclando varias veces con una
pipeta.

d. Se pone 10uL de la mezcla de hibridacién en el portaobjeto.

e. Se cubre el portaobjetos con un cubreobjetos de cristal sellando con
solucién de goma y se deja secar completamente.

f. Se coloca el portaobjetos en el equipo hybrite para hibridacion,
programandolo a 75°C, desnaturalizandolo por 2 minutos.

g. Seinicia la hibridacién en el hybrite a 37°C por 24 horas.

h. Posteriormente se inician los lavados posthibridacion, quitando el
cubreobjetos y los restos de goma.

i. Se lava el portaobjetos en el amortiguador SSC 0.4X de pH 7 a 72°C durante
dos minutos.
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j- Se seca el portaobjetos y se lava en amortiguador SSC 2X, 0.05% Tween-20
a temperatura ambiente por 30 segundos.
k. Se seca el portaobjeto y se aplica 10 pL del DAPI Antifade.
I.  Se cubre con el cubreobjetos y se deja la preparaciéon en la obscuridad
durante 10 min para estabilizar el DAPI.
m. Se observa en el microscopio de fluorescencia.
Referencia

Manual del fabricante Aquarius Probes Cytocell Ldt..

4. Técnica para deteccidén de glucosaminoglicanos en orina cualitativo (Prueba de

azul de toluidina).

Esta es una de las 5 reacciones de analisis realizadas en el tamiz metabdlico
cualitativo que se realiza en el Laboratorio de Bioquimica del Departamento de
Genética. Las otras son: dinitrofenilhidrazina, nitrosonaftol, Brand y cloruro
férrico. Para motivo de esta tesis solo se describe la prueba de azul de
toluidina, Unica utilizada en el presente analisis.

Preparacion de Soluciones:

e Reactivo de azul de toluidina
Se disuelve 1g de azul de toluidina en una solucién de 400mL de
acetonay 100mL de agua.

a. Se afiade 25 plL de orina a un punto marcado en papel filtro, usando
incrementos de 5uL, dejandose secar antes de afiadir la siguiente.
b. Se sumerje el papel filtro en el reactivo de azul de toluidina durante 45
segundos y se dejan secar.
c. Selava en 4cido acético al 10% por 2 horas.
Se deja secar y se observa resultado.
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