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RESUMEN

Introduccidn: Se presenta el andlisis de un paciente que presentd dismorfias faciales,
multiples malformaciones y ambigliedad de genitales. Como parte de su abordaje se le
realizd estudio cromosdmico con el cual se diagndsticé alteracion a nivel de los
cromosomas 3qg26.2 y 13g33.1. Basado en este resultado se realizé estudié familiar
encontrando alteracidén estructural de tipo translocacion en los cromosomas 3 y 13. La
frecuencia de las translocaciones cromosémicas de autosomas es de 1/650 RN, los
cromosomas derivados pueden dar origen a productos con trisomia y monosomias
parciales de los cromosomas implicados. Existen pocos casos reportados de trisomia
parcial 3q y monosomia parcial 13q derivados de t(3;13). La trisomia parcial 3q en 60% de
los casos se presenta con monosomia de otro cromosoma por una translocaciéon
balanceada en uno de los padres. La region critica es 3q26.3-2>3929. La monosomia parcial
13q, tiene un amplio espectro fenotipico y se ha clasificado en tres grupos dependiendo
del tamafio del segmento cromosdémico implicado.

Material y métodos: Se realizé estudio clinico, citogenético y molecular al propésito
(Cariotipo con técnica de bandas GTG, FISH utilizando las sondas 3 utilizando de
ToTelVysion de Vysis-Abbott®, Mapeo gendmico con Cytoscan HD de Affymetrix Inc®).
Resultados: En el propdsito se encontrd6 un complemento cromosdmico:
46,XY,der(13)t(3;13)(g27;934)mat, resultante de la translocacién balanceada en la madre:
46,XX,t(3;13)(g26;933). El resultado de FISH corrobord los cromosomas involucrados, y el
resultado molecular definié los puntos de ruptura de la regién 39q26.22>q29 y 13g33.1~>
g34. La extension de la duplicacion en el cromosoma 3 es de 28287.248 Kpb y la delecion
del cromosoma 13 tiene una extension de 12205.951 Kpb.

Discusion: Se presenta el caso de un paciente con trisomia parcial 3q y monosomia parcial
13q, producto de la segregacidon adyacente | materna, presenta las regiones criticas para
la trisomia parcial 3g asi como la regidn critica descrita para malformaciones genitales en
el cromosoma 13. El fenotipo del propositus tiene una superposicién de las caracteristicas
clinicas descritas para ambas alteraciones, sin embargo la malformacion de genitales tipo
inversiéon pene-escrotal es la tipica descrita en la monosomia 13qg en su region mas distal.
En este caso se ejemplifica la importancia del manejo integral del paciente para el
diagnostico especifico, con ayuda de las diversas técnicas de citogenética, y basado en
este resultado poder otorgar un asesoramiento genético preciso.



1. MARCO TEORICO.
1.1. ESTRUCTURA CROMOSOMICA.

En los organismos eucariotas, el DNA estd distribuido en un conjunto de diferentes
cromosomas que se encuentran en el nucleo. En el genoma humano esta distribuido en 24
cromosomas diferentes. Cada cromosoma esta formado por una sola molécula de DNA
asociada a proteinas que pliegan y empaquetan el DNA formando una estructura mas
compacta. El complejo de DNA y proteinas se denomina cromatina.™?

Los cromosomas son estructuras de cromatina nuclear condensada. Fueron descubiertos
en el siglo XIX y una de las primeras imagenes fue aportada por el patélogo J. Arnold en
células de sarcoma. ®

En los seres humanos hay 24 cromosomas diferentes, 22 se denominan autosomas, y 2
sexuales, que corresponden al cromosoma X y Y. Se encuentran constituidos por
heterocromatina, eucromatina, centrémeros y teldmeros. El centrémero es una regién
especializada del cromosoma que segun la posicion que ocupe lo divide en brazo corto y
brazo largo, la cual es caracteristica para cada determinado cromosoma. **

Los telémeros se encuentran en los extremos de los cromosomas, son regiones ricas en
islas CpG, y tienen repeticiones teloméricas consistentes en secuencias repetidas en
tandem, ricas en guanina, y altamente conservadas entre las diferentes especies.’

De acuerdo a la posicion del centrémero los cromosomas se clasifican en:

a) Metacéntrico: El centrdmero se encuentra en la parte media del cromosoma y los
brazos tiene la misma longitud.

b) Submetacéntrico: El centrémero se sitla mas cercano a alguno de los extremos.

c) Acrocéntrico: El centrémero esta muy desplazado a alguno de los extremos.'”

1.2. Ciclo celular

Las células existentes se dividen a través de una serie ordenada de pasos denominados
ciclo celular; en él la célula aumenta su tamafio, el nimero de componentes intracelulares
(proteinas y organelos), duplica su material genético y finalmente se divide.

El ciclo celular se divide en dos fases:
1) Interfase, que consta de:

¢ Fase de sintesis (S): En esta etapa la célula duplica su material genético para pasarle una



copia completa del genoma a cada una de sus células hijas.

* Fase G1 y G2 (intervalo): Entre la fase S y M de cada ciclo hay dos fases denominadas
intervalo en las cuales la célula estd muy activa metabdlicamente, lo cual le permite
incrementar su tamafno (aumentando el nimero de proteinas y organelos), de lo contrario
las células se harian mas pequefias con cada division.

2) Fase M

Mitosis (M): En esta fase se reparte a las células hijas el material genético duplicado, a
través de la segregacion de los cromosomas, como se muestra en la figura 1. La fase M,
para su estudio se divide en:

¢ Profase: En esta etapa los cromosomas (constituidos de dos cromatidas hermanas) se
condensan en el nucleo, mientras en el citoplasma se comienza a ensamblar el huso
mitético entre los centrosomas.

e Metafase: Comienza con el rompimiento de la membrana nuclear, de esta manera los
cromosomas se pueden unir al huso mitdtico (mediante los cinetocoros). Una vez unidos
los cromosomas estos se alinean en el ecuador de la célula.

e Anafase: Se produce la separacién de las cromatidas hermanas, las cuales dan lugar a
dos cromosomas hijos, los cuales migran hacia polos opuestos de la célula.

e Telofase: Aqui ambos juegos de cromosomas llegan a los polos de la célula y adoptan
una estructura menos densa, posteriormente se forma nuevamente la envoltura nuclear.
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Figura 1. El ciclo celular consiste en 4 fases: Profase, metafase, anafase, telofase. En la
anafase las cohesinas se escinden para permitir el movimiento de cada bivalente a los
polos opuestos. Modificado de Jose L. Badano et al.

MEIOSIS:

Es un tipo de divisién celular que evoluciond de la mitosis, estd presente en los
organismos con reproduccion sexual y su funcién es reducir a la mitad el nimero de
cromosomas en los gametos, asi como generar variabilidad genética mediante Ia
recombinacion cromosémica y segregacidn al azar de los romosomas de origen materno y
paterno.

En este proceso se llevan a cabo dos divisiones sucesivas: meiosis | que es una fase
reduccional donde se separan los homdlogos y meiosis Il donde hay una segregacién
ecuacional y se separan las cromatides hermanas.”



La profase de la primera division se divide en:

e Leptoteno: inicia el proceso de apareamiento e intercambio de segmentos homaélogos
entres las cuatro cromatides hermanas.

e Cigoteno: los homodlogos paternos y maternos inician el proceso de sinapsis para formar
bivalentes.

e Paquiteno: se completa la sinapsis cada par de homologos forma un bivalente. Termina
la recombinacion.

¢ Diploteno: existe un acortamiento de cromosomas, se separan los bivalentes. Hay un
entrecruzamiento entre los cromosomas homaélogos.

e Diacinesis: Condensacién cromosdmica, los bivalentes se compactan. Terminalizacion de
los quiasmas.

1.2.1 Control del ciclo celular:

El sistema de control del ciclo celular se basa en una serie de interruptores bioquimicos
cada uno de los cuales inicia un acontecimiento especifico del ciclo celular.

El primer punto de control es en el inicio de G1, cuando la célula queda determinada a
entrar en el ciclo celular y a duplicar los cromosomas. El segundo es el punto de control
G2/M en el que el sistema de control desencadena los acontecimientos mitdticos que
conducen a la alineacidn de los cromosomas en el huso mitético durante la metafase. El
tercero es la transicion de la metafase a la anafase, cuando el sistema de control estimula
la separacion de las cromatidas hermanas, conduciendo a la finalizacion de la mitosis y
citocinesis (figura 2).
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Figura 2. La regulacién del ciclo celular depende de numerosos puntos de control. Las
cinasas dependientes de ciclinas y su asociacién con ciclinas regulan el progreso de una
fase de la mitosis a otra. Cdk2/CycE controla el paso de G1 a S; CycA,B/CdK1 de S a G2.
APC/C regula la segregacion cromosdmica y la degradacién de proteinas como CycB que
permite el progreso de la citocinesis. Genes reguladores del punto de control en mitosis
con BUB y MAD producen proteinas que inhiben la actividad de APC/C. Modificado de
Charleen M. Moore et al; 2007°

1.3. ABERRACIONES CROMOSOMICAS

Las alteraciones en en el cariotipo humano son observadas en 0.6% de los recién nacidos
vivos y pueden condicionar cuadros con repercusidn clinica muy importante, que por lo
general incluyen retraso mental y del crecimiento, asi como diversas malformaciones
congénitas. En la etapa prenatal son una de las causas mas frecuente de perdida
gestacional. Las alteraciones cromosdmicas se clasifican segun la alteracién en el nimero
o estructura.



1.3.1 ALTERACIONES NUMERICAS
Pueden ser euploidias o aneuploidias.
1.3.1.1 Euploidias:

Corresponde a las variaciones en el niumero normal de cromosomas (2n), pero son
multiplos del nimero haploide, es decir triploidia (3n), tetraploidia (4n), pentaploidia (5n),
etc. La triploidia es la poliploidia mas frecuente y se identifica después de una pérdida
gestacional, ya que 7.5% de todos los abortos espontaneos tienen este tipo de alteracion.

1.3.1.2 Aneuploidia:

En este caso hay ganancia o pérdida de cromosomas individuales. Son mas frecuentes que
las euploidias y con mayor significado clinico, ocurren en 3 a 4% de todos los embarazos
reconocidos.

Se denomina trisomia a la ganancia de un cromosoma y monosomia a su pérdida, la
tetrasomia ocurre cuando se ganan dos cromosomas de un mismo par. Las monosomias
casi siempre son letales y muchas trisomias de cromosomas completos tampoco son
compatibles con la vida. Las aneuploidias se originan por errores en la meiosis o por
errores mitéticos tempranos.“’1

1.3.2 ALTERACIONES ESTRUCTURALES

Tienen una frecuencia de 1 en 500 en la poblacién en general e incluyen deleciones,
. . . . . . . a1
duplicaciones, traslocaciones, cromosomas en anillo, isocromosomas e inversiones.**!

Deleciones: son la pérdida de material de un solo cromosoma y pueden ser teloméricas,
terminales o intersticiales.

Los cromosomas en anillo: son ocasionados por rupturas en ambos brazos con pérdida de
material distal y una reunién subsecuente de ambos extremos.

Las duplicaciones: ocurren por el entrecruzamiento desigual ya sea entre cromosomas
homodlogos o cromatides hermanas.

Las translocaciones reciprocas: resultan del intercambio entre segmentos cromosdmicos
de dos 0 mds cromosomas no homadlogos.

Las translocaciones robertsonianas: involucran a dos cromosomas acrocentricos,
frecuentemente este cromosoma resultante de la fusién céntrica es un cromosoma
dicéntrico.

El isocromosoma: estd constituido por dos copias idénticas de un mismo brazo
cromosomico, son el resultado del intercambio no homdlogo durante la meiosis o por
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ruptura y unién cercana al centrémero de cromatides hermanas, otra causa es una falla de
divisidn del centromero durante la meiosis Il o mitosis.

Las inversiones balanceadas: son rearreglos en los que se involucra a un cromosoma que
resulta de dos rupturas y una rotacion de 180 grados del segmento involucrado previo a la
reconstitucion.

1.4. Técnicas de citogenética:

Son aquellas utilizadas para la caracterizacién de los cromosomas.

1.4.1 Cariotipo:

Se utiliza para la determinacién de alteraciones en el numero o estructura cromosomica.

Se pueden utilizar diferentes ténicas de tincion para la identificacién individual de los
cromosomas.®’

Bandas GTG:

Los cromosomas se tratan con tripsina para desnaturalizar las proteinas y posteriormente
se tifien con Giemsa. Cada par de cromosoma se tifie con un patron caracteristico de
bandas claras y obscuras. Figura 3.
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Figura 3. Cariotipo en metafase con bandas GTG, de una paciente femenina normal, con
formula cromosdmica 46,XX. Se observa el patrén de bandas claras y oscuras en cada
cromosoma. (Imagen realizada por la Biol. Ariadna Berenice Morales Jiménez del
Laboratorio de Citogenética del Depto. de Genética del HIMFG)

Bandas Q:

Los cromosomas se tifien con quinacrina y se examinan por microscopia de fluorescencia.
Los cromosomas se tiflen con patrones especificos de bandas brillantes y opacas. Las
bandas brillantes corresponden a las bandas G oscuras.

Bandas R:

Los cromosomas se calientan antes de colorearlos con Giemsa , se producen bandas claras
y oscuras. El patrén de bandas claras y oscuras es opuesto al de las bandas GTG

12



Bandas C:

Se tine especificamente las regidon centroméricas y otras regiones que contienen
heterocromatina constitutiva.

Bandas T:
En esta técnica se utiliza naranja de acridina, se tifie la region telomérica.
Alta resolucion:

Se realizan bandas G o R en preparacién. *’

1.4.2 FISH:

Es una técnica de citogenética molecular, que se utiliza para el andlisis directo de una regién en la
gue se sospeche duplicacion o delecién. En esta técnica una sonda de DNA que es una secuencia
conocida, se marca con un fluorocromo e hibrida con sus secuencias complementarias, como se
muestra en la Figura 4.%"°

13
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Figura 4. Se ejemplifica el fundamento de la técnica de FISH. A) Los elementos basicos son una
sonda de DNA y una secuencia diana. B) Las sondas se marcan con nucleédtidos modificados que
contienen un hapteno (izquierdo), o se pueden incorporar nucleétidos marcados con un fluoroforo
(derecha). C) La sonda marcada y el fluoroforo se desnaturalizan para producir una cadena de DNA
sencilla. D) Se lleva a cabo la hibridaciéon de secuencias complemetarias. E) Si la sonda se marcé
con un hapteno, para su visualizacién se utiliza unmarcador enzimatico o un sistema de deteccién
inmunologica. Modificado de Speicher y Carter et al; 2005°

Las sondas utilizadas son: a) centroméricas, b) locus especifica, c) teloméricas y subteloméricas, d)
pintado completo del cromosoma (Figura 5).
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Figura 5. Se ejemplifican el tipo de sondas utilizadas en la técnica de FISH, y su localizacion
segun la etapa del ciclo celular en la que se identifique. Para la sonda centromerica, no
requiere células en division celular, puede identificar alteraciones numéricas. La sonda de
locus especifico tampoco requiere células en divisidn celular, y nos indica deleciones o
duplicaciones de una region especifica. Las sondas de pintado cromosémico completo

requieren que las celulas se encuentren en division. Modificado de Espinet B. Et al.”?

1.4.3 CGH:

Hibridacidon gendmica comparativa es un método para el analisis del genoma completo y permite
la deteccidon de cambios en el nUmero de copias en el DNA. Permite el tamizaje del genoma para la
busqueda de duplicaciones y deleciones, utilizando la comparacién del DNA a estudiar con un
control de referencia. La resolucién es de 2 a 5 Mb."

1.4.4 Microarreglos:

Basados en el principio de hibridacién genémica comparativa. Donde el DNA problema y DNA
control se encuentran marcados diferencialmente, y mezclados en una proporcién 1:1, se hibridan
juntos, el DNA normal con el DNA problema. La resolucion varia desde 45kb a 1Mb, dependiendo
de la densidad del arreglo.™
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Las técnicas anteriores permiten establecer desbalances o rearreglos cromosémicos de
significancia clinica, en algunas ocasiones los datos clinicos observados son resultado de
cromosomas derivados de alteraciones cromosdmicas en alguno de los padres o pueden ocurrir de
novo, el que sean balanceadas o desbalanceadas, los cromosomas implicados y el tamafio de los
segmentos afectados incidird en el fenotipo, de esta manera podemos tener trisomias vy
monosomias parciales, algunas de cuyas caracteristicas han sido descritas en sindromes clinicos
bien identificados.

El diagndstico inicial de las alteraciones cromosdmicas de tipo estructural y numérica requiere el
uso de tecnicas de analisis citogenético, sin embargo dependiendo del tipo de alteracion, habra
unas que tengan mas utilidad que otras para el diagnostico como se muestra en la Figura 6, como
por ejemplo en el caso de las traslocaciones reciprocas en las que no nos arrojaria ningun
resultado si se realizara CGH ya que no existe pérdida ni ganancia de material, sin embargo cuando
no es balanceada como en el caso de esta tesis si hay utilidad de esta técnica.

Genoma diploide narmal

)
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- i i Amplificacion Amplificacion Heterogeneidad Perdida de
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Cariotipo convencional + +

M-FISH - +
CGH microarreglos - +
SMNP-microarreglos —

Cariotipodigital -

Interfaze +

Figura 6. Comparacion de las técnicas de citogenética para identificar alteraciones cromosdmicas. .
Modificado de Speicher y Carter et al; 2005°
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1.5 INDICACIONES DE CARIOTIPO

El estudio de cariotipo debe ser considerado en aquellos pacientes que presentan alguna
de las siguientes caracteristicas (Tabla 1), con fines tanto diagndsticos como de
asesoramiento genético.

Tabla 1. Indicaciones de cariotipo por grupo de edad®:

1.-Prenatal

- Edad mayor de 35 aiios.

- Ansiedad materna.

- Triple marcador alterado.

- Oligoamnios-polihidramnios.

- Retraso de crecimiento intrauterino.

- Arteria umbilical Unica.

- Sospecha ecografica de cromosomopatia.

- Antecedentes de cromosomopatia balanceada en un progenitor.

2.- Neonatal

- Malformaciones mayores aisladas.

- Presencia de 3 o mas defectos congénitos menores.
- Recién nacido con rasgos dismorficos.

- Recién nacido con genitales ambiguos.

- Parto con producto muerto de causa inexplicable.

- Muerte neonatal de causa inexplicada.

3.- Lactancia

- Nifos con dificultades para el aprendizaje.
- Nifios con rasgos dismoérficos.
- Nifios con retraso psicomotor.

4.- Preescolar-escolar

- Trastornos del crecimiento.
- Retraso psicomotor.
- Rasgos dismorficos.

5.- Adolescencia

- Ginecomastia.

- Falta de desarrollo puberal.

- Amenorrea primaria o secundaria
- Retraso mental.

- Rasgos dismorficos.

6.- Adulto

- Padres de niflos con anomalias cromosdmicas estructurales.
- Abortos de repeticion.

- Infertilidad de origen desconocido.

- Diagndstico prenatal (liquido amnidtico y biopsia de corion).
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- Rasgos dismorficos.

7.- Todas las edades

- Procesos malignos (cariotipo constitutivo y del tumor).
- Control de transplantes de medula 6sea.
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1.6 TRISOMIA PARCIAL 3q.

La trisomia parcial 3q en 60% de los casos se presenta con monosomia de otro cromosoma por
una translocacion balanceada en uno de los padres.”’ La regidn critica fue descrita en el 2000 y
corroborada en 2006 y va de 3q26.3-3g29.4.*"

El sindrome por duplicacién 3q (OMIM 122470), la primera vez en 1966 fue reportado como una
forma de sindrome de Brackman de Lange con alteraciones cromosémicas.*?*?* Una descripcién
clinica detallada fue hecha hasta 1985 por Wilson et al, quien describié pacientes con hirsutismo,
sinofris, punta nasal ancha, narinas antevertidas, comisuras labiales descendentes,
malformaciones en pabellones auriculares, cardiopatia congenita, en particular defectos del septo
ventricular, malformaciones genitourinarias, retraso mental y en el crecimiento.?
Citogeneticamente estos pacientes presentaban trisomia para un segmentos del brazo largo del

cromosoma 3 de tamano variable.

En 1995 Aqua et al; definieron la regidn critica para este sindrome en 3926.3-3g27 y de acuerdo a
lo descrito por estos autores y previamente se han propuesto criterios clinicos para definir este
sindrome y diferenciarlo del sindrome de Brackman de Lange que son: restricciéon del crecimiento
intrauterino, filtrum prominente, pulgares de implantacidon proximal, craneosinostosis, paladar
hendido, alteraciones del tracto genitourinario.

19



1.7 MONOSOMIA PARCIAL 13q.

El sindrome por delecidon 13q esta definido por las caracteristicas clinicas asociadas a la delecidon
parcial del brazo largo del cromosoma 13. Fue descrito por primera vez en 1963 en 4 pacientes con
retraso mental, retraso en el crecimiento y retinoblastoma, pero fue delineado como un sindrome

23,25

especifico hasta 1969. El espectro fenotipico es muy amplio, y Brown et al; definié 3 grupos

basado en si la regién 13932 se encontraba involucrada en la delecién o no.?”3!

Las deleciones del brazo largo del cromosoma 13 son raras, y los 3 grupos caracterizados son
23,2426,

1) Involucra la region 1314, y se encuentra asociada con retinoblastoma.

2) Involucra la regién proximal de 13g32. En estas deleciones se ha observado el fenotipo
mas severo con retraso mental importante, microcefalia, restriccién del crecimiento,
malformaciones de sistema nervioso central como encefalocele posterior vy
holoprosencefalia, malformaciones en ojo como microftalmia y coloboma de retina, asi
como malformaciones del tracto genitourinario.

3) Se encuentran en la regidn distal a 13932, e involucran 13g33-q34, esta asociado con
retraso mental moderado, microcefalia, retraso en el crecimiento, pero sin
malformaciones en otros organos, excepto malformaciones genitales en hombres.

La asociacién entre las malformaciones ano-recto-genital con deleciones en el segmento distal del
cromosoma 13 fueron descritas por primera vez por Nieburh, sin embargo la localizacién exacta
del gen candidato fue descrita hasta después. %

La regidn critica para la ambigliedad de genitales ha sido mapeada en el intervalo de 13g33.3-q34,
con un tamafo de 9.5 MB y comprende 20 genes. De estos el gen EFNB ha sido sugerido como
gen candidato para las malformaciones genitales. Dravis et al; reportaron en ratones machos
heterocigotos con perdida parcial por mutacion en el gen ephrin- B2 que presentaban hipospadias,
y en aquellos ratones machos y hembras homocigotos presentaban ano imperforado vy
persistencia de cloaca.”’*?

Segln lo propuesto por Ballarati et al, el gen EFNB2 también se ha visto relacionado en
malformaciones congénitas del ojo, sobre todo en aquellos que presentan deleciones que
involucren 13g32.2-13g33.2, la hipdtesis sugerida es por un mecanismo de haploinsuficiencia, ya
que en modelos animales se ha descrito microftalmia, coloboma y displasia de retina. El gen ZIC2
localizado en 13932 se ha relacionado con malformaciones en cerebro como
holoprosencefalia.”’*

Para las malformaciones en extremidades se ha sugerido un gen candidato que se encuentre en
13g31.3, por ejemplo GPC5 que codifica para una proteina glipicana involucrada en la regulacion
del crecimiento celular y morfogénesis. En ratones se ha visto que este gen se expresa en sistema

nervioso central, rifiones y extremidades. %’
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En la tabla 2 se muestran las caracteristicas clinicas descritas para la delecion del brazo largo del

cromosoma 13, no todas tienen porcentaje, ya que se han descrito de manera mas esporadica.

Tabla 2. Fenotipo de la delecién del brazo largo del cromosoma 13:2%%

Fenotipo Frecuencia
Retraso en el desarrollo psicomotor 94%
Hipertelorismo, microcefalia 94%
Holoprosencefalia 13932
Agenesia del cuerpo calloso
Hueso nasofrontal prominente 66%
Alteraciones de los pabellones auriculares 79%
Microftalmia/ coloboma de iris 25%
Retinoblastoma 13q14.1-q14.2 18%
Paladar alto o hendido
Cardiopatia congénita ( defecto del septo atrial, defecto del septo ventricular, tetralogia de 55%
fallot, ducto arterioso persistente, cortacion de aorta)
Deficiencia de factor VIl y X
Hipoplasia o aplasia del pulgar,sindactilia, braquidactilia 27%
Atresia duodenal, malrotacion intestinal, enfermedad de Hirschsprung
Hipoplasia renal, hidronefrosis
Utero biseptado o ausente, cloaca
Ano imperforado o de posicion anterior 16%
Ambigliedad de genitales
Hipospadias, transposicion pene-escrotal, escroto bifido 38%

Espina bifida
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La frecuencia de translocaciones cromosdmicas balanceadas es de 1/650 individuos, las
personas portadoras de estas alteraciones generalmente tienen un fenotipo normal, sin
embargo, pueden dar origen a gametos con disomias y/o nulisomias parciales de los
cromosomas involucrados. Por ello, cuando nos encontramos ante un resultado de
cariotipo con algun rearreglo cromosdmico estructrural desbalanceado, es importante
realizar estudio familiar con el fin de establecer si alguno de los padres es portador de un
rearreglo balanceado vy poder establecer el diagndstico cromosdmico especifico. El
estudio clinico, citogenético y molecular de estos pacientes y sus familias nos permite nos
permite establecer una correlacién genotipo y explicar los riesgos de productos con
anormalidades de acuerdo a las diferentes posibilidades de segregaciéon meidtica de los
cromosomas implicados. En la familia estudiada en este trabajo tenemos portadores
balanceados y pacientes afectados, se describen las diferentes formas de segregacién y
sus posibilidades clinicas, lo que nos permitié dar un asesoramiento genético adecuado a
sus integrantes.
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3. JUSTIFICACION:

El estudio fenotipo-genotipo del propositus nos permitird hacer una mejor correlacién
clinica, cromosémica y molecular de las caracteristicas presentadas y lo descrito en la
literatura, asi como otorgar un manejo multidisciplinario, con una busqueda intencionada
de las posibles complicaciones o alteraciones descritas para el fenotipo. Esto para otorgar
un asesoramiento genético basado en la citogenética molecular y tener conocimiento del
manejo multidisciplinario que requieren estos pacientes. En el paciente y la familia se
puede determinar el estado de portador y el riesgo que existe para la descendencia de ser
portador o de presentar un rearreglo cromosémico desbalanceado, dependiendo de la
segregacion lo que apoyara para establecer el manejo y seguimiento que se requiera y
otorgar asesoramiento genético.
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4. OBJETIVO GENERAL.

Describir clinica, citogenética y molecularmente un caso familiar de t(3;13) asociado a un
caso de trisomia 3q y monosomia 13q.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES:

I.  Describir el fenotipo de un paciente con trisomia parcial de 3g26.2-qter y
monosomia parcial 13g33.1-qgter.

II.  Comparar el fenotipo del paciente con lo descrito en la literatura para estas
alteraciones cromosomicas.

lll.  Definir la relacién fenotipo-genotipo de acuerdo a los puntos de ruptura
cromosémica descritos en el paciente y los reportados en la literatura.
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5. MATERIAL Y METODOS

A la consulta del Departamento de Genética fue referido paciente recién nacido con
diagnéstico clinico de genitales ambiguos, malformacién anorrectal y sindrome
dismorfico. Se realizd historia clinica y estudios de laboratorio y gabinete por diferentes
departamentos del Hospital. Como parte del abordaje diagndstico con consentimiento
informado y de acuerdo a lineamientos institucionales (Anexos 10), se realizé toma de
muestra de sangre periférica para cariotipo con técnica de bandas GTG como se describe
en el anexo 10. Posterior a la obtencion del resultado, se realizé estudio a la madre del
proposito (no fue posible realizar estudio al padre) y estudio familiar.

Se analizaron los cariotipos del propdsito y de la madre con técnica de FISH empleando
sondas ToTelvision de Vysis®, mezclas #3 y #6.

Se realizd estudio por mapeogendmico con microarreglos de alta densidad al propdsitos.
El DNA gendmico del paciente se purificé a partir de una muestra de sangre periférica (3
mL) utilizando el kit Versagene DNA Purification (Gentra Systems Inc., Minneapolis, MN,
USA). El mapeo gendmico se llevé a cabo con un microarreglo Cytoscan HD (Affymetrix
Inc., Santa Clara, CA, USA), el cual contiene aproximadamente 2.7 millones de sondas con
una distribucidon promedio de 1.1 kb en el genoma. Todo el procesamiento, hibridacion y
cuantificacion se realizd de acuerdo al protocolo provisto por la compafia
manufacturadora. Los datos fueron analizados con el programa Chromosome Analysis
Suite 1.2.2 (Affymetrix Inc.), utilizando como referencia el conjunto de controles provistos
en el mismo (n=270). Los pardmetros de analisis fueron: resoluciéon de 50 kb y un minimo
de 390 marcadores. Se utilizd la funcion Joining para fusionar interrupciones menores a
200 kb. El mapeo se realizd con base en el ensamble Feb 2009 (GRCh 37/hg19) del
genoma humano (Anexo 9.3).
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6. RESULTADOS

6.1 DESCRIPCION DEL CASO CLIiNICO:

ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES. Paciente conocido por primera vez en nuestra
Institucion a los 7 dias de edad, hospitalizada. Es producto de la G4 de padres jévenes, no
consanguineos, aparentemente sanos (Figura 7). Antecedente de tres hermanos sanos y
una hermana finada a los 6 meses de edad con reporte de la madre de haber tenido
probable trisomia 13. Refiere que cuando se realizé estudio le dijeron que era portadora
de alguna alteracion, pero desconocia mas datos y no se habian realizado mas estudios.

30a 22a

IT

5a° 6m 2a 2a /! Td

. Propositus

7

ﬂm Probable trisomia 13

Figura 7. Arbol genealdgico del paciente en donde se sefiala el antecedente de la hermana
finada por probable Trisomia 13.

ANTECEDENTES PRENATALES. Embarazo no planeado, percepcién a los 2 meses. Control
prenatal regular, con ingesta de acido félico y hierro. Se realizaron dos ultrasonidos
obstétricos reportados con polihidramnios.
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ANTECEDENTES PERINATALES. Obtenido via abdominal secundario a polihidramnios vy
sufrimiento fetal agudo a las 37 SDG. Peso: 3,200 gr (p50) Talla: 53 cm (p50), Apgar 8/9, se
diagnosticdé malformacidn anorrectal, desorden de la diferenciacion sexual y dismorfias,
por lo que fue referido.

EXPLORACION FiSICA: Se observé depresidn bitemporal y linea anterior del cabello de
implantacion baja. Sinofris, hipotelorismo, fisuras palpebrales cortas, raiz nasal y base
ancha, filtrum borrado, paladar ojival y retrognatia. Pabellones auriculares de
implantacion baja con fosetas preauriculares, piel redundante en nuca, pectum
excavatum. Genitales con ambigliedad caracterizados por labios fusionados,
escrotalizados, de localizaciéon anterior, falo de localizacion posterior, de 0.8cm de
longitud e hipospadias. Ano de localizacién anterior con fistula perineal, extremidades
superiores con dedos largos, extremidades inferiores con talén prominente vy
sobreposicién de dedos. ( Figuras 8-10)

Figura 8. Fotografia del paciente a los 7 dias de vida. A. Fotografia de frente, nétese el
hirsutismo, fisuras palpebrales ascendentes. B. Perfil izquierdo. Se observa la micrognatia,
y los pabellones auriculares de baja implantacion con rotacidn posterior.
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Figura 9. En esta imagen se ejemplifica la ambigliedad de genitales, con la inversion pene-
escrotal.

¥ .

Figura 10A. Sobreposicidon de dedos en pies. 10B. Se observa la sobreposicidon de dedos y
el empuiiamiento del pulgar.



Como parte de su abordaje integral se realizaron las siguientes valoraciones y
diagndsticos: el estudio por resonancia magnética determind la presencia de oxicefalia,
ensanchamiento del espacio subaracnoideo, asimetria en el calibre de las arterias
cerebrales y agenesia de cuerpo calloso. La revisidon oftalmoldgica diagnosticé hemorragia
intrarretiniana, el estudio de PAETC no fue aprobado de manera bilateral. Se detectd una
CIV pequeia por ecocardiograma, el USG abdominal no fue concluyente si bien no se
visualizaron Utero, ovarios o testiculo. La valoracion por urologia diagnosticd una
hipospadias interescrotal y criptorquidia bilateral, con sospecha de testiculos de
localizaciéon intrabdominal.

La valoracion endocrinoldgica determind iniciar protocolo de estudio por trastorno de la
diferenciacién sexual (TDS) con perfil endocrinoldgico el cual reporté niveles de hormona
testosterona elevados en 410 ng/dl. Se realizd6 medicién de niveles de 17-alfa-
hidroxiprogesterona con resultado normal. Ante la presencia de hiperandrogenismo y
ausencia de restos miillerianos se considerd de manera inicial que el paciente cursaba con
TDS XY y se descarté el diagndstico de hiperplasia suprarrenal congénita. Se continud su
valoracion y estudios de laboratorio durante el tiempo en que estuvo hospitalizado y fue
dado de alta a los 41 dias de vida para su seguimiento externo.

Se le realiz6 estudio citogenético con técnica de bandas GTG en linfocitos de sangre
periférica con una resoluciéon de 450-500 bandas (estudio realizado por la Biol. Ariadna
Berenice Morales Jiménez del Laboratorio de Citogenética del Depto. de Genética del
HIMFG), el cual reportd la siguiente férmula cromosémica (Figura 11):

46,XY, add(13q34)
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Figura 11. Cariotipo con técnica de bandas GTG del propositus, la flecha indica el material
adicional en el cromosoma 13qg33.
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Figura 12. Cariotipo parcial del propositus, con el puntos de ruptura en 33 y material
adicional.
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Ante la presencia de material cromosdmico adicional y los antecedentes heredofamiliares
del paciente se realizé estudio cromosdmico con bandas GTG a la madre del propdsito (no

fue posible realizar el estudio al padre), obteniendo la siguiente férmula cromosémica en
la madre (Figura 13):

46,XY,(3;13)(q26.2;933.1)

I T
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Figura 13. Cariotipo con bandas GTG de la madre. Estan sefialados los cromosomas
involucrados en la traslocacion y el punto de ruptura.
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Figura 14. Cariotipos parciales con bandas GTG de la madre. Individuo 1.2. Se ejemplifican

los puntos de ruptura de los cromosomas 3y 13

De acuerdo con el resultado obtenido en el cariotipo materno, se determind que la

formula cromosdmica del propdsitos era la siguiente:

46,XY,der(13)t(3;13)(q26.2;q33.1)mat

Con los estudios anteriores, se demostrd que la madre (individuo 1.2) era portadora de

una translocacién balanceada, por lo cual se realizé el estudio familiar a sus tres hermanos

(1.1, 1.3, 11.4) siendo todos ellos portadores balanceados como se muestra en la Figura 15.
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@ t(3;13)
@Mﬁ Probable trisomia 13
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Figura 15. Arbol genealdgico de 2 generaciones, donde se muestran los portadores de la

t(3;13) después del

estudio

familiar.
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Se realizé andlisis de FISH al propositus y a la madre empleando sondas ToTelvision de
Vysis, mezclas #3 y #6.

El resultado del analisis con FISH en el propositus mediante el uso de las sondas
subteloméricas de los cromosomas 3 y 13 demostraron la ausencia de la regién terminal
de 13q y la presencia de tres sefiales de la regién 3q como se muestra en la Figura 16)
(andlisis realizado en el Servicio de Genética, Hospital General de México Dr. Eduardo
Liceaga/Facultad de Medicina, UNAM por la Biol. Karem Nieto Martinez y la M. en C. Laura
Gdémez Laguna).

der(13)

—

Figura 16. Metafase con FISH del Il. 5. La flecha blanca nos indica el cromosoma derivativo
del cromosoma 13, las flechas amarillas los cromosomas 3 presentes en el propositus.

Con el andlisis anterior, se determina que la férmula cromosdmica correspondiente es:

46,XY,t(3;13)(q26.2;933.1). ish der(13)(RB1+,D135327-,D354560+)
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El estudio por microarreglos de alta densidad (realizado por el Dr. Fernando Fernandez
Ramirez del Servicio de Genética del Hospital General de México Dr. Eduardo Liceaga)
determind que las regiones especificamente involucradas en el rearreglo cromosémico del
paciente son 3¢26.2 a q29 y 13g33.1 a q34 (Figura 14). Con los datos anteriores se
concluye que la extensiéon de la duplicacién en el cromosoma 3 es de 28.3 Mb y que la
delecién en el cromosoma 13 tiene una extension de 12.2 Mb, por lo que este paciente
presenta trisomia parcial 3q y monosomia parcial 13q. Los genes involucrados en esta
region seran analizados en detalle posteriormente.

i |
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Chromosome | Type CN State Cytoband Cytoband Min Max Size (kbp) Marker Count | Confidence Smoothed/Jo
Start End ined

3 Gain 3.0 q26.2 q29 169564738 197851886 28287.248 28154 0.89718765 false

13 Loss 1.0 g3da a4 102901782 115107733 12205.951 11954 0.907731 false

Figura 17. Se encuentra en color azul la regién duplicada en el cromosoma 3, y en color
rojo la region monosémica del cromosoma 13. Se sefiala en cuadro azul el cromosoma Y.
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7. DISCUSION

En esta tesis se presenta el abordaje y manejo multidiscipliario de un paciente referido
por multiples malformaciones y ambigliedad genital. En la historia clinica es importante
resaltar que se tenia el antecedente de hermana finada con multiples malformaciones y
probable trisomia 13, y la madre referia ser portadora de alguna alteracion cromosdmica
pero desconocia el tipo.

De acuerdo a la Tabla 1, el paciente cumplia con varios criterios para realizacion de
estudio citogenético como fueron mas de dos malformaciones mayores y ambigliedad de
genitales, este estudio con bandas GTG demostré una alteraciones estructural con la
formula cromosdémica: 46,XY,der(13)t(3;13)(g26;933)mat, siendo la madre la portadora de
una translocacion: 46,XY,t(3;13)(gq26.2;933.1).

El andlisis cromosémico demostré que el propositus presenta un fenotipo causado por
trisomia de 3926.2->3qter y monosomia de 13g33.1->13qter, involucrando las regiones
criticas responsables de ambos sindromes, lo cual explicaria la gravedad del paciente. 13,28
Los rasgos clinicos pueden superponerse con los originados por ambas alteraciones
(trisomia parcial 3q y monosomia parcial 13qg). En la Tabla 3 se muestra un resumen,
donde se comparan las caracteristicas clinicas presentadas en el paciente en comparacion
con las descritas en la literatura en la monosomia parcial de la region distal del
cromosoma 13 y la duplicacién parcial del brazo largo del cromosoma 3.
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Trisomia parcial 3gq Monosomla parcial 13q
Caracteristicas clinfcas.] Faciente | g25-gter q27-qter q29 3q clasico q33.1-qgter q33.3-gter q33.3-34

Retraso mental - 5/11 4/6 3/5 Wi + + 3/3
Microcefalia + 4/11 - 4/5 3/7 - : 3/3
Hirsutismo + 711 1/6 : 3/5
Hipertelorismo - 4/11 3/6 - 2/4 + +

Fisuras palpebrales
- Cortas + : - 15
- Descendentes - B/11 1/6 1/5

Mariz ancha y + 911 2/6 4/5 4/4 .
bulbosa

Filtrum borrado + - - - - : . 2/3

Micrognatia + i & z B/6 =

Pabellones + 4111 4/6 - 3/5 § : 1/3
auriculares
dismdrficos

Defectos cardiacos 4 111 L 2/5 5/5 . 3 1/3

Alteraciones del + 211 1/6 - 2/5 " . 1/3
tracto genitaurinario

Linfedema - = - = - &

Defectos del tubo - - - - - +
neural

Factor VIl disminuido - - = +

Alteracidn en
extremidades . 5/11 1/6 6/7 . ) ! 1/3
- Clinodactilia . = 3/3 - . 2

- Braguidactilia + -

- Sobrepasicidn de
dedos

Tabla 3. Se muestra un resumen de las caracteristicas clinicas presentadas en el paciente
en comparacion con las descritas en la literatura en la monosomia parcial de la region
distal del cromosoma 13 y duplicacidn parcial del brazo largo del cromosoma 3.

Con respecto al sindrome por dell3q, el paciente corresponde al grupo 3 (q33-34), que
incluye la regidn critica para malformaciones genitales.

En esta familia, tres de los hijos (11.1,11.3,11.4), recibieron ambos cromosomas derivados de
la translocacién materna balanceada, lo que corresponde a una segregacién alterna. El
propositus tiene un derivado de la segregacidon adyacente 1. La hermana fallecida
posiblemente presentaba el fenotipo resultante de un trisomia 13g y monosomia de 3p,
referido en acta de defuncién y que corresponde al otro gameto posible de la segregacién
adyacente 1(Figura 18).
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Figura 18. Se muestra la cruz de paquiteno con los cromosomas involucrados, para
ejemplificar las posibilidades de segregacion.

De acuerdo a la Figura 18, las posibilidades de segregacion que existen en individuos
portadores de la t(3;13) son:

e Segregacion alterna: Cromosoma 1y 13 normales.
e Segregacion alterna: Portador de la translocacion.
e Segregacion adyacente |: trisomia parcial 3q y monosomia parcial 13q.

e Segregacion adyacente I: trisomia parcial 13g y monosomia parcial 3q.
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e Segregacion adyacente Il: trisomia casi completa del cromosoma 3 y monosomia
casi completa del cromosoma 13.

e Segregacion adyacente Il: trisomia casi completa del cromosoma 13 y monosomia
casi completa del cromosoma 3.

De la segregacion alterna se obtiene un producto sin alteraciones fenotipicas, de la
segregacion adyacente 1 se obtiene un producto con diversas malformaciones,
dependiendo del segmento involucrado, la adyacente Il es incompatible con la vida, al dar
productos con monosomias y trisomias casi completas.

Hasta donde sabemos, sélo hay 3 casos reportados en la literatura que involucran los
cromosomas 3 y 13 si bien los puntos de ruptura son diferentes, por lo que algunos datos
clinicos no se comparten con nuestro paciente. Tabla 4.

Cariotipo Datos clinicos

46,XY,der(13)t(3;13)(q12;p11.1) Micrognatia, higroma quistico en cuello, paladar hendido, acortamiento de los
huesos largos, defecto del septo ventricular. Muerte in utero.

Trisomia parcial 3(q22-gter) y Microcefalia, hipertelorismo, epicanto, desviacion del septo nasal, retrognatia,
monosomia parcial 13 (q32-qter) paladar ojival, nistagmus, pigmentacién anormal del iris,

46,XX,der(13)t(3;13)(q26;p12)mat | Fisuras palpebrales ascendentes, puente nasal nacho, paladar alto, dismorfias de
pabellones auriculares, cuello corto, narinas antevertidas, prognatismo makxilar,
hipertricosis, comisuras labiales descendentes.

Tabla 4. Se describen los casos reportados en la literatura, donde estan involucrados los

4
cromosomas 3y 1333343

Este caso demuestra la importancia del estudio citogenético familiar en los casos de
translocaciones para otorgar asesoramiento genético, asi como para efectuar una
correlacién genotipo-fenotipo.
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8. CONCLUSIONES.

En esta tesis se realiza un andlisis de la segregacién de una traslocacién familiar que
involucra a los cromosomas 3 y 13. El propositus presentd un cuadro clinico resultante de
un trisomia parcial 3gq26.1-qter y monosomia parcial 13933.2. En el caso de este tipo de
alteraciones en el cariotipo estd indicado realizar estudio familiar, con lo que se pudo
corroborar en la familia cuales son los individuos portadores de la translocacién, ya que la
madre referia ser portadora de alguna alteracidon pero desconocia el tipo, con el estudio
completo, se puede otorgar asesoramiento genético a los individuos afectados.

El propositus presentaba caracteristicas clinicas tanto de la monosomia como de la
trisomia de los cromosomas involucrados, sin embargo la ambigliedad de genitales con la
transposicidon pene-escrotal es una caracteristica tipica de la delecidn 13q, por lo que este
caso nos corroboraria que se encuentra la regidn critica para este tipo de alteraciones
genitales en el extremo distal del brazo largo del cromosoma 13, tal como se ha descrito
en la literatura.

También se ejemplifica la importancia del estudio citogenético en aquellos pacientes con
multiples malformaciones mayores y con ambigliedad de genitales, asi como en la familia
cuando hay alguna aberracion cromosdmica sobre todo de tipo estructural, para el
asesoramiento genético.
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10. ANEXOS

Cariotipo con técnica de bandas GTG

Material:

e Solucidén Buffer de fosfatos pH 7.4
e Solucioén Buffer de fosfatos pH 6.8
e Tripsina (solucion trabajo)

e Colorante Wrigth

e Colorante Giemsa

e Cubreobjetos

e Gasas

e Guantes

e Jarras coplin

e Vaso de Precipitados

e Pipeta graduada

e Probeta graduada

e Pipeta de transferencia

e Pipeta Pasteur

e Entelldn

Equipo:

e Crondmetro
e Microscopio
e Pinzas punta roma

e Método
e Preparar en tren: 4 jarras coplin y 1 vaso de precipitados cada una de las siguientes
soluciones:

e 49 ml de la solucién buffer pH 7.4 y 1 ml de tripsina

e Solucidn buffer pH 7.4

e 48 ml solucién buffer pH 6.8 y 2 ml de colorante Wrigth

e 48 ml de solucién buffer pH 6.8 y 2 ml de colorante Giemsa
e Vaso de precipitados con agua corriente
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Procedimiento:

1) Se obtienen 1.5ml de sangre periférica por puncién directa, en jeringa previamente
heparinizada con 0.1ml de heparina sddica de 1,000 Ul.

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

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

4) Seincuba por 72 horas a 37-37.5°C.

5) Alas 72 hrs se agregan 20ul de colchicina a cada tubo, se agita y se incuban 30min
mas a 37-37.5°C.

6) Se centrifuga por 10 minutos a 2,500rpm.

7) Se decanta el sobrenadante y se resuspende agitando en vortex y se agrega
solucion hipoténica para completar un volumen de 12ml.

8) Seincuba 30 minutos a 37-37.5°C.

9) Centrifugar 10 minutos a 2,500rpm.

10) Con pipeta se retira el sobrenadante y en agitacion se agrega fijar frio o solucién de
Carnoy, gota a gota para completar un volumen de 80ml.

11) Se refrigera por 20 minutos.

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

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

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

15) Las laminillas obtenidas se incuban en una estufa a 60°C por espacio de 24 horas.

16) Sumergir de 10-30 segundos una laminilla en el primer coplin, (digestion)

17)Sacar la laminilla al termino del tiempo y enjuagarla en el segundo coplin (parar
actividad)

18) Sumergir la laminilla en el siguiente coplin 2 minutos (tincién con Wrigth)

19) Sumergir la laminilla en el siguiente coplin 2 minutos (tincidon con Giemsa)

20) Sumergir y enjuagar la laminilla en el vaso de precipitados

21) Secar

22) Montar inmediatamente con 3 gotas de entellan y cubreobjetos

23) Revisar la calidad de las bandas

24) Dejar secar a temperatura ambiente
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Técnica de FISH (Hibridacidn in situ con fluorescencia)

1)
2)

3)

4)

5)

6)
7)

8)
9)

Se realiza la técnica de cariotipo hasta la preparacién de laminillas.

El ambiente de humedad relativa debe de estar en un rango de 50 - 60% y la
temperatura entre 24-26°C.

Se resuspende el botdon con la cantidad de solucién fijadora para tener la
concentracion de metafases adecuada.

Sobre una laminilla prelavada (FISHERbrand™) se gotea el material celular en un area
de acuerdo a la cantidad de sonda que se va a hibridar.

Se verifica la calidad del material celular en un microscopio de contraste de fase, los
cromosomas se deben observar de color “gris rata” y libres de citoplasma para
obtener una buena hibridacion.

Se procede a la maduracién de la muestra.

Las preparaciones celulares se incuban a 37°C en SSC 2X por 30 min, al término de
esta, se deshidratan en series de etanol al 70%, 85% y 100% por 2 minutos en cada
uno y se deja secar.

Se procede a la co-desnaturalizacion.

Las sondas previamente mezcladas con el buffer se colocan sobre la laminilla
madurada en el drea de mejor calidad celular, se coloca un cubreobjetos limpio de 22
X 22 mm, se sella con cemento de goma. La co-desnaturalizacién se realiza en el
HyBryte a 71°C por 2 minutos, se realiza un control estricto de la temperatura y
tiempo de desnaturalizacion.

10) Se procede a la hibridacidn.
11) Se colocan las laminillas en una cdmara hiumeda protegida de la luz a 37°C por 16 a 24

horas.

12) 24 horas después, se remueve con cuidado el sellador y se retira el cubreobjetos, las

laminillas son lavadas en 40 ml de SSC 0.4X/NP-40 al 0.3% a 73°C por 2 min y
posteriormente en 40 ml de SSC 2X/NP-40 al 0.1% a temperatura ambiente en un
tiempo no mayor a un 1 min, se deja secar la laminilla al aire en la oscuridad y se
agrega como contratincion 8ul de DAPI/Antifade, se coloca un cubreobijetos, se sella
con cemento de goma para su analisis en un microscopio de epifluorescencia
(Olympus™), con los filtros (Chroma™).
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Mapeo genémico con microarreglos de alta densidad.
Procesamiento de la muestra:

1.El DNA gendémico del paciente se extrajo a partir de una muestra de sangre periférica (3
mL)utilizando el kit Versagene DNA Purification (Gentra Systems Inc., Minneapolis, MN,
USA), el cual se basa en la lisis celular con detergentes y purificacion del DNA mediante
columnas de afinidad (silica).

2. El mapeo gendmico se llevd a cabo con un microarreglo Cytoscan HD (Affymetrix Inc.,
Santa Clara, CA, USA), el cual contiene aproximadamente 2.7 millones de sondas con una
distribucién promedio de 1.1 kb en el genoma.

3. El desarrollo experimental se realizé de acuerdo al protocolo provisto por los
proveedores, como se resume a continuacidn: 250 ng de DNA gendmico fueron digeridos
con la enzima de restriccion Nsp |; a los fragmentos resultantes (150-2000 pb) les fueron
ligados adaptadores de doble cadena provistos en el kit, utilizando T4 DNA ligasa.
Posteriormente se realizé una PCR para enriquecer la muestra, utilizando oligonucleétido
sin iciadores dirigidos a las secuencias adaptadoras.

4. Los productos de PCR fueron purificados utilizando perlas de afinidad magnéticas, y se
resuspendieron en agua ultrapura obteniéndose una concentracién adecuada para
continuar con su procesamiento(>3 Bg/@l). Dichos productos fueron digeridos con DNasa
| para generar fragmentos de 25-125pb, y posteriormente fueron marcados con biotina en
el extremo 3'-OH.

Hibridacidn y cuantificacion:

1. Se preparé una mezcla de hibridacién conteniendo el DNA marcado, reactivo de
Denhardt, DNA de arenque y DNA Cot-1, entre otros, la cual fue desnaturalizada a 952 C
por 10 minutos, estabilizada a 492 C por un minuto e inyectada al microarreglo. La
hibridacién se llevé a cabo durante 18 horas a 502C en un horno de hibridacién rotatorio
(60 rpm) y una vez transcurrido el tiempo, el microarreglo fue lavado y tefiido en la
Estacidon de Fluidos 450 (Affymetrix Inc.), de acuerdo con el protocolo programado por la
compaiiia proveedora.

2. El microarreglo se mantuvo en oscuridad hasta el momento de su cuantificacion,
mediante el escanerGeneChip3000 7G (Affymetrix Inc.).
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Analisis de niUmero de copias:

1. Los datos se analizaron con el programa Chromosome Analysis Suite 1.2.2 (Affymetrix
Inc.), utilizando como referencia el conjunto de controles provistos en el mismo (n=270).

2. Los parametros de analisis fueron: resolucién de 50 kb y un minimo de 390 marcadores.
Se utilizd la funcidn Joining para fusionar interrupciones menores a 200 kb.

3. El mapeo se realizé con base en el ensamble Feb 2009 (GRCh 37/hg19) del genoma
humano.
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HOSPITAL INFANTIL DE MEXIGO
FEDERICO GOMEZ
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

OH. MARQUEZ NO..162 cOL. DOCTORES,
DELEGACION QUAUHTEMOER, C.P. 06720 MEXICO, D.F.
INSTITUCION DE.SERVICIO MEDICT, ENSENANZA E INVESTIGACION
AFILIADDO A LA UNIVERSIDAD MaCloDHAL AUTﬁNDMA DE MEXICO

’

@52:3-99 17

Meéxico, DF. 2 de _de 20

A QUIEN CORRESPONDA:

Por mcdm de la presente deseo manifestar que estoy de acuerdo con la invitacion que
me ha/han hecho’ el . Doctor/Doctores

del Departamento de Genética de Hospital Infantil de México Federico Gomez para que

sean publicadas y/o presentadas en congresos cientificos nacionales e internacionales las

caracteristicas clinicas de mi caso y/o el de mi hijo, en forma escrita o en fotografias,

Se me ha explicado que ello obedece al interés cientifico de compartir conocimiento con

- la comunidad médica y cientifica internacional que pudiese en un futuro redundar en un
mejor conocimiento y entendimiento de la enfermedad de que se trate ademas del que
actualmente se tiene. Se me ha explicado que de realizarse dicha ‘publicacién o
presentacién en congreso, esta sera un medio cientifico, reconocido nacional e
internacionalmente, que se tomarin todas las medidas necesarias para preservar la
confidencialidad del caso y todo aquello que pudiese permitir la identificacidn de la
persona de quien se trate, incluyendo la modificacign de las ﬁ:atugraﬁa.s clm.lcas para
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" explicado que no es obligatorio el participar y que no percibiré por.ello ningim beneficio
en especie o econdmico de ninguna naturaleza y de la misma manera que de negarme a
participar ello no influiria en el trato y prestaciones que recibo por parte del Hospital
Infantil de México Federico Gémez, obedeciendo a los derechos que como paciente
tengo y al respeto 2 mi toma de decisiones y de mi dignidad.

Por lo anterior firmo este documento de conformidad y recibo una copia del documento.

Nombre y firma

Paciente/tutor
- Parentesco con el paciente

Testiga 1 . . Testigo 2
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HospitAL INFANTIL & MEXICO

FEDERICO GOMEZ
astetutn Hacwos! do Selud

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA TOMA DE MUESTRA DE
ADN PARA EVALUACION DIAGNOSTICA

México D.F,a__ de de 2012

Por medio de la presente autorizamos al Dr. (a) para
realizar el siguiente procedimiento.

1.- Extracci6n de 3ml de sangre venosa del brazo de nuestro (a) hijo (a)

Nombre:

El propésito de la toma de la muestra es la obtencién de ADN para realizar el estudio de

Nuesiro consentimiento se condiciona a que se mantenga en forma confidencial los
datos de nuestro hijo (a) y nuestra familia. Entendemos que el procedimiento de
obtencién de sangre puede causar molestias.

Nuestra firma en este documento manifiesta nuestra participacion voluntaria, la
responsabilidad de los investigadores respecto a nuestras personas y nuestros derechos,
y que podemos terminar en cualquier momento la participacion en este estudio sin que
s¢ perjudique la futura atencién de nuestro hijo (a). Se nos entrega una copia del
documento.

La informacién anterior fue explicada por
Para cualquier duda contactar a la Dra. Verénica Fabiola Morin Barroso en el
Departamento de Genética del Hospital Infantil de México Federico Gémez Tel: 52 28
99 17 Ext. 2037 o a la Dra. Rebeca Gomez-Chico Velasco, Subdirectora de Pediatria
Ambulatoria.

Nombre y Firma de la Madre o Tutora Testigo

Nombre y Firma del Padre o Tutor Testigo

INSTITUCIGN DE SERVICIO MEDICO, ENSERIANZA E INVESTIGACION, AFILIADA A LA UNAM
Dr. Marguez 162, Col, Doctores, C.P. 06720, México, D. F.

e St L
e Teléfono: 52289917 www.himfg.edu.mx

@_
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