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RESUMEN

ANTECEDENTES. El sindrome de Gorlin-Goltz, también conocido como sindrome de
nevus de células basales, es una enfermedad hereditaria (autosémica dominante con
penetrancia completa y expresividad variable) poco frecuente, causada por
mutaciones en el gen supresor de tumores PTCH1 localizado en el cromosoma 99g21-
23 que se encuentra involucrado en la via de sefalizacién de Hedgehog, cuya funcion
es controlar el crecimiento y desarrollo normal de los tejidos en la embriogénesis. Las
mutaciones en éste gen en adultos pueden llevar a la expresibn aumentada de
proteinas esenciales para la proliferacion celular y la formacion de neoplasias. Fue
reportado por primera vez en 1894 por Jarish y White, posteriormente Robert Gorlin y
Robert Goltz describieron el sindrome distintivo caracterizado por la presencia de
multiples carcinomas basocelulares, queratoquistes odontogénicos, malformaciones
musculoesqueléticas, calcificacion de la hoz del cerebro y meduloblastomas.

El objetivo de este estudio fue describir las mutaciones asociadas al Sindrome de
Gorlin-Goltz en una muestra de poblacién mexicana.

MATERIAL Y METODOS. Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo, transversal
y prospectivo con 11 pacientes con el diagndstico de sindrome de Gorlin-Goltz que
acudieron a la consulta de dermatologia del Centro Dermatolégico “Dr. Ladislao de la
Pascua” y dermatologia y genética en el Instituto Nacional de Cancerologia entre 1990
y 2015. Mediante un muestreo no probabilistico de casos consecutivos se incluyeron a
los sujetos que cumplieron con los criterios diagndsticos para el sindrome de Gorlin-
Goltz y se excluyeron a los que no aceptaron participar en el estudio. En una
entrevista se recabaron las variables sociodemograficas de los pacientes, se les
realiz6 una exploracion fisica para obtener las variables clinicas, y a los que
aceptaron, mediante consentimiento informado, se les tomd una muestra de sangre
periférica para la obtencion de las variables moleculares. El andlisis estadistico de los
datos se realiz6 mediante el paquete estadistico para las ciencias sociales (SPSS,

version 20.0).



RESULTADOS. Se realiz6 una descripcibn de todas las variables de estudio:
sociodemogréaficas (género, edad, edad al diagnéstico, escolaridad, ocupacion y
estado civil); clinicas (carcinoma basocelular, su variedad clinica e histoldgica,
gueratoquiste odontogénico, pits palmo-plantares, calcificacién de la hoz del cerebro,
meduloblastoma, malformaciones esqueléticas, macrocefalia, labio y/o paladar
hendido, fiboroma ovarico, fiboroma cardiaco, quistes linfomesentéricos, alteraciones
oculares y familiares de primer grado afectados) y moleculares (mutacion, tipo y efecto
de la mutacion, region del gen donde ocurre la mutacion, polimorfismo y clasificacion
de los polimorfismos asociados).

CONCLUSION. En 4/9 pacientes se encontraron mutaciones en el gen PTCH1 que no
estan reportadas en la literatura. En dos pacientes se encontraron mutaciones que
provocaron el corrimiento del marco de lectura (frameshift), lo que conlleva a la
generaciéon de un coddn de paro; en un paciente se encontré una mutacién que por si
sola produce la generacion de un codon de paro o mutacion tipo non-sense, éstas tres
mutaciones causan alteraciones o el truncamiento de la formaciéon de la proteina
PTCH1; en un paciente se encontré una mutacion del tipo missense que condiciona un

cambio de un aminoacido a otro.
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1. ANTECEDENTES.

INTRODUCCION

El sindrome de Gorlin-Goltz, también conocido como sindrome de nevus de células
basales, es una enfermedad hereditaria poco frecuente que se caracteriza por
multiples carcinomas basocelulares, queratoquistes odontogénicos y malformaciones

musculoesqueléticas™?.

Fue reportada por primera vez en 1894 por Jarish y White quienes describieron las
caracteristicas fenotipicas del sindrome. En 1959 Howell y Caro sugirieron una
relacion entre los carcinomas basocelulares y el desarrollo de malformaciones;
posteriormente Robert Gorlin y Robert Goltz describen el sindrome distintivo
caracterizado por la presencia de mudltiples carcinomas basocelulares, quistes

odontogénicos y costillas bifidas®?.

EPIDEMIOLOGIA.
Es un sindrome raro, cuya incidencia varia desde 1 en 50,000 hasta 1 en 256,000
personas en la poblacién general. Se ha observado de manera mas frecuente en

blancos, y afecta por igual a hombres y mujeres**.

ETIOLOGIA Y PATOGENIA.

Es una enfermedad autosdmica dominante con penetrancia completa y expresividad
variable. En el 65 a 80% de los pacientes que cumplen con los criterios clinicos
diagnosticos del Sindrome de Gorlin-Goltz, se han identificado mutaciones germinales
en estado heterocigoto del gen supresor tumoral PTCH1 localizado en el cromosoma

9g21-23°.

Los estudios genéticos sugieren que el fundamento subyacente de éste trastorno es

una alteracién en la via de sefalizacion de Hedgehog (Hh). La funcion de ésta via en
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la embriogénesis es bien conocida; controla el crecimiento y desarrollo normal de los
tejidos, asi como controla la interaccién epitelial y mesenquimal en muchos tejidos

durante éste periodo®”’.

El gen PTCH1 —homdlogo humano del gen de polaridad de segmento patched de la
mosca Drosophila— que se encuentra en el cromosoma 9g21-23 posee una secuencia
altamente conservada de 23 exones que codifican para un miembro de la familia de
genes “Patch”; un receptor de membrana llamado PTCH1 de 1447 aminoacidos con
doce dominios transmembranales y dos bucles extracelulares®®. La proteina PTCH1
tiene una funcion clave durante la embriogénesis y el modelado tisular, regulando la
via de sefializacion intracelular Hedgehog. Durante la embriogénesis, esta proteina se
localiza en el tubo neural ventral, las somitas y los tejidos que estan alrededor de la
zona de polaridad de las extremidades y controla el crecimiento y desarrollo normal de
los tejidos, asi como la interaccién epitelial y mesenquimal en muchos tejidos durante
éste periodo®’. En el adulto se expresa en cerebro, pulmén, corazén y placenta,

musculo esquelético, pancreas y rifiones®.

El gen PTCH1 es parte de un receptor para una proteina denominada Sonic
Hedgehog (SHH), la cual esta involucrada en el desarrollo embriénico. Si hay una
mutacién en PTCH1 que no permita que se forme el segundo bucle, la unién con SHH
no se lleva acabo y la via de sefializacién se ve afectada™.

Investigaciones mas recientes han revelado que el rol de la via de sefalizacién de Hh
en adultos es la de inhibir el crecimiento y diferenciacién celular y generalmente es
inactiva. PTCH1 en ausencia de su ligando, SHH, actia como un regulador del ciclo
celular, inhibiendo la expresién de genes rio abajo que controlan el patrén del
crecimiento celular. Con éste fundamento, las mutaciones en PTCH1 producen una
sefalizacién aberrante de la via de Hh que puede llevar a la expresién aumentada de

proteinas esenciales para la proliferacion celular y la formacién de neoplasias. Estos
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datos sugieren que actla como un supresor tumoral; de hecho, se ha visto que los

carcinomas basocelulares esporadicos tienen mutaciones somaticas en PTCH1"*",

La via de sefializacion de Hedgehog fue descubierta en 1980 por los Premios Nobel,
Nusslein-Volhard y Wieschaus después del aislamiento de mutaciones en los genes
gue controlan el desarrollo de la segmentacién del eje del cuerpo anterior-posterior en
Drosophila melanogaster*?. En los mamiferos los genes, Desert Hedgehog (DHH),
Indian Hedgehog (IHH), y Sonic Hedgehog (SHH), funcionan como ligandos del
receptor PTCH1"®. En estado disociado, el receptor PTCH1 inhibe a la proteina con
siete dominios transmembranales SMO (smoothened, frizzled class receptor). Unido al
ligando SHH, PTCH1 se internaliza y se degrada, como resultado, SMO se activa y
promueve la disociacidn del complejo Supresor Fusionado (SUFU) y el Homélogo del

Oncogén asociado a Glioma (GLI)***

, esto genera la translocacion y activacion en el
nacleo de los factores de transcripcién GLI1 y GLI2 y la degradacion de las formas
represoras de GLI (GLI3)*™*°. Las proteinas GLI estimulan la transcripcién de los
genes blanco de la via Hh, incluyendo GLI1, GLI2, PTCH1, Ciclina D1, BCL2, y MYCN
(V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Neuroblastoma); que a su vez,

participan en una amplia variedad de sefiales en las vias involucradas en el

desarrollo?’.

Asociacion del sindrome de Gorlin-Goltz y la via de sefializacion de Hedgehog.

Una contribucién genética clara de la via de sefalizacion de Hedgehog en la
activacion de la oncogénesis, se establecié con el descubrimiento de mutaciones en
linea germinal con pérdida de funcién del gen PTCH1 y el desarrollo del sindrome de

carcinoma epitelial de células basales (NBCCS o Sindrome de Gorlin-Goltz)®.

La patogénesis de los tumores asociados al sindrome de Gorlin Goltz (SGG), pueden

ser comprendidos bajo el modelo del doble golpe o doble hit de PTCH1'***?°, Mas del
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90 % de los carcinomas de células basales asociados SGG y 50-90 % de los

19,21,
d—;

carcinomas basocelulares esporadicos, tienen pérdida de heterocigosida lo que

sugiere que las pérdidas alélicas son un evento clave en los carcinomas basocelulares
asociados a SGG y los carcinomas basocelulares esporadicos??3%*,

De manera similar, los queratoquistes odontogénicos asociados SGG presentan
pérdida de heterocigosidad en el locus PTCH1; en los de tipo esporadico se detectan

mutaciones hasta en el 30%%%,

Se han demostrado hasta el momento por lo menos 288 mutaciones diferentes de
PTCH1, que incluyen: deleciones, inserciones, alteracion en el sitio de empalme, sin
sentido y de sentido erréneo. Mas del 80% de estas mutaciones dan lugar a un
desplazamiento del marco o truncamiento prematuro de la proteina codificada y las
mutaciones restantes conducen a la produccién de un receptor anormal. Todas las
mutaciones de PTCH1 se han asociado como causantes de alteraciones en la via
Hedgehog durante el desarrollo®?°.

Entre 50 a 80% de los pacientes con sindrome de Gorlin-Goltz presentan la mutacién
en PTCH1, sin embargo se han descrito en algunos pacientes con mutaciones en el
gen PTCH2 y SUFU; éste (ltimo es otro componente de la via de sefializacion de
Hedgehog y se ha observado relacion entre la mutacion de éste gen y la
susceptibilidad para el desarrollo de meduloblastomas. En el 2009, Pastorino y cols
describieron las caracteristicas de una familia con signos y sintomas de sindrome de
Gorlin-Goltz y mutacién en PTCH1 negativa, el resultado fue una mutacién germinal

en el gen SUFU en todos los miembros afectados**?’.

Las pruebas genéticas moleculares empleadas para la confirmacion del genotipo del
SGG, son: la exploracion de la totalidad de la regién codificante de PTCHL1, asi como
el analisis de las regiones de unidn intron-exén. También se ha reportado el andlisis

de las variantes transcripcionales, la busqueda de deleciones cromosémicas, y
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estudios de pérdida de heterocigosidad. De no identificarse una alteracion mediante
las estrategias citadas, es recomendable realizar la busqueda de mutaciones en los

genes SUFU y PTCH2%,

Otros genes asociados a Sindrome de Gorlin-Goltz: Participacion de PTCH2 y
SUFU.

PTCH2 es otro miembro homologo de la familia “patched” de Drosophila, el cual
comparte el 56% de identidad con PTCH1. Se encuentra en el cromosoma 1p32.1-
p32.3. Esta formado por 22 exones y tiene un tamafo aproximado de 15 Kh. Codifica
para una proteina transmembranal de 1203 aminoéacidos, que es altamente homdloga
a PTCH1, Se han identificado algunas mutaciones germinales en familias con SGG
que no tuvieron mutaciones en PTCH1%. Se han detectado mutaciones somaticas en
carcinomas basocelulares esporadicos y meduloblastomas. Estos resultados sugieren

que PTCH2 puede actuar de manera similar a PTCH1 en la oncogénesis asociada®*®'.

El gen Supresor de Fusion (SUFU) es un regulador negativo de la via Hedgehog. Se
encuentra en el cromosoma 10q24-25 y esta formado por 12 exones®. Codifica para
una proteina de 484 amino &cidos denominada SUFU-FL®. Se han detectado
mutaciones sin sentido y de sentido errébneo en el gen SUFU en pacientes con

SGG27,34

Recientemente, se han desarrollado drogas que bloquean la sefalizacion del
Hedgehog, como el vismodegib, el cual es un inhibidor de ésta via. El vismodegib esta
aprobado para el tratamiento de carcinomas basocelulares y se encuentra en estudio

para el tratamiento de meduloblastomas®*.
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CUADRO CLINICO.

Las caracteristicas clinicas principales del sindrome de Gorlin-Goltz son la presencia
de carcinomas basocelulares multiples, queratoquistes odontogénicos, pits palo-
plantares, calcificacion de la hoz del cerebro, meduloblastomas y la afeccion de
familiares de primer grado. Estas seis caracteristicas se consideran criterios mayores

para el diagnéstico de la enfermedad®*.

La manifestacion clinica mas frecuente del sindrome de Gorlin-Goltz son los
carcinomas basocelulares que se presentan en 50-97% de los pacientes, pueden
llegar a ser cientos y se localizan con mayor frecuencia en la cara, pecho y espalda.
La mayoria de ellos aparecen durante la pubertad o la adultez temprana, sin embargo
se han reportado casos en paciente de hasta dos afios de edad**"3®,

La incidencia de carcinomas basocelulares en el sindrome de Gorlin-Goltz varia entre
los grupo étnicos, se ha reportado que el 90% de los pacientes afectados son
predominantemente caucéasicos>*.

El desarrollo de los carcinomas basocelulares en éstos pacientes aumenta por la
radiacion ultravioleta, por lo que la fotoproteccion en estos pacientes es
imprescindible. De la misma manera esta contraindicada la radioterapia para el
tratamiento de los carcinomas basocelulares, ya que los pacientes con Gorlin-Goltz
tienen un riesgo mas elevado de desarrollar tumores secundarios agresivos en el area

radiada®*,

Los queratoquistes odontogénicos son otra manifestaciéon frecuente de la enfermedad,
se observan hasta en 75% de los casos y ocurren con mayor frecuencia en la

mandibula que en el maxilar>*°.

Los pits palmo-plantares son depresiones puntiformes de uno a dos milimetros,

asimétricas, no palpables, que afecta palmas y/o plantas, causadas por la ausencia
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parcial o total de la capa cérnea. Se observan en 50 a 70% de los pacientes y
aparecen en la segunda década de la vida. Son permanentes y aumentan en niamero

con la edad. Cuando se encuentran en nifios son un fuerte marcador diagnéstico®**°.

Las alteraciones esqueléticas son frecuentes, se manifiestan por defectos en craneo,
costillas y columna vertebral. Algunos de estos defectos incluyen costillas bifidas,
hipoplasicas, fusionadas o parcialmente faltantes y cifoescoliosis, que es menos

frecuente?®.

Alrededor de 2 a 5% de los pacientes desarrollan tumores cerebrales, el mas
frecuente es el meduloblastoma, que puede ser causa de muerte temprana y se
observa con mayor frecuencia antes de los dos afos de edad. Se tratan con reseccion
amplia y quimioterapia, aunado o no a radioterapia. Se ha reportado la formacién de
carcinomas basocelulares posterior a la radioterapia para meduloblastoma. Si no se
puede evitar la radioterapia, éstos pacientes deben tratarse con radioterapia de

particulas pesadas, la cual causa menor dafio en tejidos préximos al tumor**’.

DIAGNOSTICO.

Los criterios diagndsticos se definieron por primera vez en 1993 por Evans y cols., y
fueron modificados por Kimonis y cols., en 1997. Recientemente se realizé una nueva
modificacién por Bree y cols., en 2011*°. De acuerdo a estos criterios, el diagnéstico
del sindrome de Gorlin-Goltz se establece con la presencia de: a) Dos criterios
mayores, b) Un criterio mayor y confirmacion molecular 6 ¢) Un criterio mayor y dos
menores, de los siguientes:

Criterios mayores:

1. Namero excesivo de carcinomas basocelulares (mas de cinco), fuera de

proporcion en correlacién con la exposicién solar previa y fototipo.
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2.

Presencia de quistes odontogénicos en mandibula o maxilar, antes de los 20

anos de edad.

3.

4,

Pits en palmas o plantas.
Calcificacién de la hoz del cerebro.
Meduloblastoma desmoplasico.

Familiar de primer grado con diagnéstico de Sindrome de Gorlin-Goltz.

Criterios menores:

1.

2.

Alteraciones de la parrilla costal.

Otras malformaciones esqueléticas con cambios radiolégicos (alteraciones
vertebrales, cifoescoliosis, acortamiento del 4to metacarpiano, polidactilia
postaxial).

Macrocefalia.

Labio y/o paladar hendido.

Fibroma ovarico/cardiaco.

Quistes linfomesentéricos.

Alteraciones oculares (estrabismo, hipertelorismo, catarata congénita,

glaucoma, coloboma).

Durante el embarazo se pueden detectar algunas anomalias en el feto sugerentes del

sindrome de Gorlin-Goltz, tales como la deteccién por ultrasonido de tumores

cardiacos, macrocefalia o paladar hendido. En las familias conocidas con mutaciones

de PTCH1 el diagnéstico puede realizarse en etapas tempranas del embarazo a través

de una muestra de ADN tomada por biopsia de las vellosidades coriénicas, o liquido

amniotico. La deteccidon temprana puede minimizar las complicaciones relacionadas

con el sindrome, y en aquellos en quienes el resultado de la prueba resulte negativo

para mutaciones en PTCH1, se puede continuar con vigilancia en el periodo neonatal®.
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Durante en periodo postnatal, debe realizarse a todos los infantes con antecedentes
personales y familiares de mutacion en PTCH1, una exploracién fisica completa asi
como ecocardiograma para descartar fibromas cardiacos; medicion de la
circunferencia cefalica, y resonancia magnética nuclear (RMN) cada seis meses para
descartar alteraciones neuroldgicas, hasta los siete afios de edad, ya que después de

éste periodo es poco frecuente la aparicién de meduloblastomas?.

El escrutinio de alteraciones dentales con panortotomografia de la mandibula debe
realizarse desde los 4 a 8 afios de edad hasta los 40 afios, para detectar quistes

mandibulares y/o maxilares®**%.

Anualmente se debe realizar una exploraciéon cutanea de toda la superficie corporal
desde la pubertad para la deteccion de carcinomas basocelulares. Sin embargo, en
pacientes con antecedente de algun tipo de tumor cutaneo o crecimiento rapido de

alguna lesion, ésta exploracién debe realizarse con mayor frecuencia®?'.

A todos los pacientes con diagnéstico de sindrome de Gorlin-Goltz se les debe enviar
a consejo genético, se recomienda también la consejeria de los familiares de primer

grado®®,

TRATAMIENTO.

El tratamiento del sindrome de Gorlin-Goltz requiere un manejo multidisciplinario
debido a las alteraciones en multiples 6rganos y sistemas®.

Las alteraciones odontolégicas deben ser tratadas de manera quirdrgica o ablativa.
Como se mencion6 con anterioridad, la presencia de meduloblastomas confiere un
peor prondstico y su tratamiento temprano es crucial para la mejoria de la sobrevida
de los pacientes, la primera linea de tratamiento para éstos tumores es quirdrgica, sin

embargo, se ha descrito también tratamiento con quimioterapia y radioterapia,
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recordando que ésta Ultima esta contraindicada en pacientes con sindrome de Gorlin-
Goltz**°.

Los carcinomas basocelulares se pueden tratar de mdltiples formas, la escisién
guirdrgica con margenes sigue siendo el tratamiento de eleccién, sin embargo, debido
a la gran cantidad de tumores que presentan éstos pacientes, se ha optado por
tratamientos que tengan un resultado cosmético mas aceptado, tal es el caso del
imiguimod tépico y el 5-fluorouracilo, que se aplican de manera topica por 8 a 10

semanas teniendo una remisién clinica de hasta 54% de las lesiones***2.

En raras ocasiones se observa metastasis causada por los carcinomas basocelulares,
sin embargo, se han estudiado nuevas drogas para el tratamiento de carcinomas
basocelulares invasivos con potencial metastatico, tal es el caso del Vismodegib, el
cual es un inhibidor sistémico de la via de sefalizacién de Hedgehog, aprobado por la
FDA (Food and Drug Administration, por sus siglas en inglés) en enero de 2012 para
el tratamiento de carcinomas basocelulares localmente avanzados o metastéaticos. Se
ha reportado que éste medicamento disminuye el tamafio de los tumores alcanzando
remision clinica casi completa en algunos casos. Las tasas de respuesta varian desde
43 hasta 58%>%>%,

De la misma forma, en pacientes en quienes se ha administrado éste tratamiento, se
ha visto aclaramiento de los pits palo-plantares. Algunos efectos adversos reportados

son disgeusia, espasmos musculares, caida de pelo, fatiga y pérdida de peso®.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El sindrome de Gorlin-Goltz es una enfermedad hereditaria, autosomica dominante
con penetrancia completa y expresividad variable que se caracteriza por la presencia
de carcinomas basocelulares multiples, quistes odontogénicos, pits palmo-plantares y
calcificacion de la hoz del cerebro. Las caracteristicas clinicas han sugerido que el
trastorno genético subyacente es una mutacién de un gen supresor de tumores
denominado PTCH1. Una mutacién puntual en un alelo de éste gen puede resultar en
malformaciones y variabilidad de expresién clinica. La inactivacion de los dos alelos
resulta en la formacion de tumores. Existen pocos estudios que se concentran en
delimitar la correlacién fenotipo-genotipo de la enfermedad y ninguno se ha realizado
en poblacién mexicana. Por tanto este estudio contribuye a la investigacion clinica,
molecular y epidemioldgica del sindrome de Gorlin-Goltz en poblacién mexicana, al
dar respuesta a la siguiente pregunta de investigacién: ¢Cuales son las mutaciones
asociadas al sindrome de Gorlin-Goltz y su correlacion feno-genotipica en una

muestra de poblacion mexicana?.

3. JUSTIFICACION.

Como se ha mencionado anteriormente el sindrome de Gorlin-Goltz es una
enfermedad poco frecuente, con una incidencia de hasta 1 en 256,000 personas.
Existen diversos estudios en donde se describen las caracteristicas clinicas de la
enfermedad basados en reporte de casos y series de casos, sin embargo, la
informacién a cerca de las caracteristicas genéticas de la enfermedad es mas escasa,
aln mas la correlacion feno-genotipica. Asi mismo, no existen estudios genéticos de
sindrome de Gorlin-Goltz realizados en poblacién mexicana. Con base a esto, el
presente estudio pretende aportar datos importantes para el conocimiento de ésta
enfermedad en la poblacién mexicana.

Los pacientes con sindrome de Gorlin Goltz generalmente son diagnosticados en la

edad adulta o cuando ya tienen ciertas complicaciones, como por ejemplo, carcinomas
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basocelulares extensos y alteraciones 6seas en maxilar y mandibula debido a los
queratoquistes odontogénicos, entre otras. El diagnéstico temprano de estos pacientes
reduce dichas complicaciones asi como los costos que genera el tratamiento de éstas
para los pacientes y las instituciones en donde se tratan; por lo que el diagndstico

molecular es una herramienta util para éste fin.

4. OBJETIVO.
1. GENERAL:
» Describir las mutaciones asociadas al sindrome de Gorlin-Goltz en una muestra

de poblacién mexicana.

2. ESPECIFICOS:
» Delimitar la correlacion de las caracteristicas clinicas con el tipo de mutacion en
PTCH1.
» Identificar la frecuencia de las mutaciones de los pacientes en estudio
atribuibles a PTCHL1.

» Describir los aspectos sociodemograficos de los pacientes en estudio.

5. HIPOTESIS.

No aplica.

6. ASPECTOS METODOLOGICOS.

DISENO DEL ESTUDIO: Estudio observacional, descriptivo, transversal y prospectivo.

Material y Métodos.

POBLACION: Pacientes con sindrome de Gorlin-Goltz que acudieron a la consulta de
dermatologia y genética del Instituto Nacional de Cancerologia y del Centro
Dermatolégico “Dr. Ladislao de la Pascua” entre 1990 y 2015.
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CRITERIOS DE INCLUSION.
Pacientes que cumplieron con los criterios diagnésticos modificados segun Bree et al.,

en 2011 de sindrome de Gorlin-Goltz*.

CRITERIOS DE EXCLUSION.
» Pacientes que no desearon participar en el estudio y que no aceptaron firmar el

consentimiento informado (Anexos 1, 2 y 3).

TAMARNO DE LA MUESTRA.

Dentro del curso de los estudios cualitativos y dado que la incidencia del sindrome de
Gorlin-Goltz es tan baja, se considera una enfermedad rara, recordando que para que
una enfermedad se catalogue como “rara” debe tener una incidencia de por lo menos
1 en 5,000*: el sindrome de Gorlin-Goltz tiene una incidencia aproximada de 1 en
250,000 por lo que siendo una enfermedad rara, no se puede calcular el tamafio de

muestra.

TIPO DE MUESTREO.

La muestra se obtuvo mediante un muestreo no probabilistico de casos consecutivos.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO.

En una revision histérica de los expedientes del area de Piel y Partes Blandas del
Instituto Nacional de Cancerologia y de los expedientes de consulta de Dermatologia
General y Dermatooncologia del Centro Dermatolégico Pascua, se encontraron 17
pacientes con diagnostico de sindrome de Gorlin Goltz, a quienes se contactd por via
telefénica. Al momento de contactar a los pacientes, se encontré que tres de ellos
fallecieron, uno a causa de SGG, los otros dos de causas no relacionadas con el
sindrome. Los 14 pacientes restantes acudieron a una entrevista de primera vez para

darles a conocer el objetivo del estudio. De éstos 14 pacientes, tres de ellos no
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cumplian con criterios de inclusion para sindrome de Gorlin Goltz, por lo que solo se
consideraron a 11 pacientes. Se realizdé una primera consulta en donde se recabaron
los datos sociodemograficos, se explicé a los pacientes detalladamente a cerca del
sindrome de Gorlin Goltz, la importancia de su estudio y la razén por la cual ellos
serian candidatos a realizarse el estudio molecular asi como las implicaciones que
este conllevaba. Se realiz6 una historia clinica de cada paciente, asi como un
familiograma para obtener un panorama en cuanto a los familiares que también
pudieran estar afectados. De la misma manera, se realizé una exploracion fisica con el
objetivo de obtener datos importantes como el nimero de carcinomas basocelulares
gue presentaban los pacientes, entre otras caracteristicas del sindrome. Se dio a cada
paciente un consentimiento informado en el cual se explicaba qué es el sindrome de
Gorlin Goltz asi como el objetivo del estudio y la forma en que se realizaria dicho
estudio. Los pacientes que aceptaron participar en el estudio, firmaron el
consentimiento y se les tom6 una muestra de 6ml de sangre periférica para la
obtencién de ADN; sin embargo, dos pacientes rechazaron la toma de la muestra, por

lo que se excluyeron y se consideraron para el estudio molecular a nueve pacientes.

7. DEFINICION DE VARIABLES.
1. Variables sociodemograficas.
a) Género.
Definiciébn conceptual: Constitucion organica y roles socialmente construidos,
comportamientos, actividades y atributos que una sociedad considera como
apropiados para hombres y mujeres y que los distinguen como tal.
Definicién operacional: Se registré con base al sexo de asighacion social.
e Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de mediciéon: Masculino, Femenino.
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b) Edad.
Definicién conceptual: Tiempo transcurrido a partir del nacimiento de un individuo.
Definicién operacional: Se registré la edad en afios.

» Tipo de variable: Cuantitativa discreta.

* Unidad de mediciéon: Edad en afios.

c) Edad de diagndstico.
Definicién conceptual: Tiempo transcurrido desde el nacimiento en el que se
establecen criterios para decir que una persona padece de alguna enfermedad.
Definicién operacional: Se interrogé la edad en que se realizé el diagndstico de
sindrome de Gorlin-Goltz a los pacientes en estudio en base a los criterios.

» Tipo de variable: Cuantitativa discreta.

* Unidad de medicion: Edad en afios.

d) Escolaridad.
Definicién conceptual: Periodo de tiempo que dura la estancia de una persona en
una escuela para estudiar y recibir la ensefianza adecuada.
Definicién operacional: Se interrogd a los pacientes a cerca del nivel escolar mas
alto terminado.

e Tipo de variable: Cualitativa ordinal.

e Unidad de medicion: Primaria, Secundaria, Preparatoria/Bachillerato,

Licenciatura, Posgrado.

e) Ocupacioén.
Definicién conceptual: Accion o funcién que se desempefa para ganar el sustento
durante un tiempo determinado que generalmente requiere conocimientos

especializados.
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Definicién operacional: Se interrogé al paciente su ocupaciéon al momento del
estudio.
» Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicién: Estudiante, Empleado(a), Hogar, Desempleado(a).

f) Estado civil.
Definicién conceptual: Situacion de las personas determinada por sus relaciones de
familia, provenientes del matrimonio o del parentesco, que establece ciertos derechos
y deberes de acuerdo con el codigo civil.
Definicién operacional: Se registr6 el estado civil al momento del estudio.

e Tipo de variable: Cualitativa nominal.

» Unidad de medicién: Casado(a), Soltero(a), Viudo(a), Divorciado(a).

2. Variables clinicas.
a) Carcinoma basocelular.
Definicién conceptual: Es el tipo de cancer de piel mas frecuente, originado de las
células de la capa basal de la epidermis.
Definicién operacional: Se registré el nimero de carcinomas basocelulares que han
presentado los pacientes en estudio, registrados en el expediente, a lo largo de su
vida hasta el momento del estudio.

» Tipo de variable: Cuantitativa discreta.

 Unidad de medicion: Cantidad de carcinomas basocelulares en numeros

naturales.
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b) Variedad clinica del carcinoma basocelular.

Definicién conceptual: Se refiere a los distintos tipos de tumores basocelulares que
se reportan de acuerdo a las caracteristicas clinicas macroscopicas vy
dermatoscépicas.

Definicién operacional: Se describié la variedad clinica segun la clasificacion que da
al carcinoma basocelular sus caracteristicas clinicas y evolutivas.

Tipo de variable: Cualitativa nominal.

Unidad de medicién: Tumoral, Tumoral pigmentado, Tumoral ulcerado,
Pseudoquistico, Esclerodermiforme, Escleroatrofico, Plano, Plano pigmentado, Plano

ulcerado, Vegetante, Ulcus rodens, Fibroepitelioma de Pinkus.

c) Variedad histoldgica del carcinoma basocelular.

Definicién conceptual: Se refiere a los distintos tipos de tumores basocelulares que
se reportan de acuerdo a las caracteristicas microscopicas.

Definicién operacional: Se describid la variedad histolégica segun la clasificacién
gue da al carcinoma basocelular sus caracteristicas microscoépicas.

Tipo de variable: Cualitativa nominal.

Unidad de medicién: Solido, Solido pigmentado, Adenoide, Quistico, Queratdsico,
Infiltrante, Superficial, Micronodular, Metatipico, Fibroepitelioma Pinkus, Células

claras, Multicéntrico.

d) Queratoquiste odontogénico.
Definicién conceptual: Es una tumoracién quistica cuya capsula esta formada por un
epitelio escamoso derivado de la lamina dental o el epitelio odontogénico primordial.
Definicién operacional: Se describié la presencia o ausencia de queratoquistes
odontogénicos.

e Tipo de variable: Cualitativa nominal.

*« Unidad de medicién: Presentes, Ausentes.
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e) Pits palmo-plantares.
Definicién conceptual: Son depresiones puntiformes de 1 a 2 milimetros,
asimétricas, no palpables, que afecta palmas y/o plantas, causadas por la ausencia
parcial o total de la capa cérnea.
Definicién operacional: Se describid la presencia o ausencia de pits palmo-plantares
en los pacientes en estudio.

» Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicion: Presentes, Ausentes.

f) Calcificacion de la hoz del cerebro.
Definicién conceptual: Depdsitos de calcio a nivel de la hoz del cerebro demostrada
por tomografia axial computarizada.
Definicién operacional: Se describié la presencia o ausencia de calcificacién de la
hoz del cerebro en los pacientes en estudio.

e Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicion: Presente, Ausente.

g) Meduloblastoma.
Definicién conceptual: Tumor neuroectodérmico primitivo cerebeloso observado con
mayor frecuencia en la primera década de la vida. Se considera una neoplasia maligna
con mortalidad elevada.
Definicién operacional: Se describié la presencia, ausencia o antecedente de
meduloblastoma en los pacientes en estudio.

e Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicion: Presente, Ausente, Antecedente de meduloblastoma.

h) Malformaciones esqueléticas.
Definiciéon conceptual: Defectos congénitos a nivel de huesos o cartilagos.
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Definicién operacional: Presencia o ausencia de alteraciones en la parrilla costal,
vertebrales, cifoescoliosis, acortamiento del 4to metacarpiano o polidactilia postaxial.
» Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicion: Presencia, Ausencia.

i) Macrocefalia.

Definicién conceptual: Aumento del perimetro craneal en mas de dos desviaciones
estandar por encima de los rangos normales para la edad y sexo.

Definicién operacional: Se describio la presencia o ausencia de macrocefalia en los

pacientes en estudio.
» Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicion: Presente, Ausente.

j) Labio y/o paladar hendido.
Definicién conceptual: Defecto congénito que ocurre cuando el labio superior y/o
paladar no se desarrollan correctamente debido a un defecto de la linea media en el

periodo embrionario.

Definicién operacional: Se describid la presencia o ausencia de labio y/o paladar

hendido en los pacientes en estudio.
e Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicion: Presente, Ausente.

k) Fibroma ovarico.

Definicién conceptual: Neoplasia sélida generalmente benigha originada de las

células estromales del ovario.

Definicién operacional: Se describié la presencia o ausencia de fibromas ovaricos en

las pacientes de sexo femenino incluidas en estudio.
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e Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicion: Presente, Ausente.

I) Fibroma cardiaco.
Definicién conceptual: Tumor cardiaco primario, infrecuente, habitualmente benigno
originado de células cardiacas mesenquimales, de predominio septal, observado
generalmente en la infancia.
Definicién operacional: Se describid la presencia o ausencia de fiboromas cardiacos
en los pacientes en estudio.

» Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicion: Presente, Ausente.

m) Quistes linfomesentéricos.
Definiciébn conceptual: Tumores abdominales, benignos y muy poco frecuentes
localizados en el mesenterio.
Definiciébn operacional: Se describié la presencia o0 ausencia de quistes
linfomesentéricos en los pacientes en estudio.

e Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicion: Presente, Ausente

n) Alteraciones oculares.

Definiciébn conceptual: Alteraciones a cualquier nivel del globo ocular o sus
estructuras adyacentes.

Definicién operacional: Se describié la presencia o ausencia de alguna de las
siguientes alteraciones oculares en los pacientes en estudio: estrabismo,
hipertelorismo, catarata congénita, glaucoma, coloboma.

e Tipo de variable: Cualitativa nominal.
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* Unidad de mediciéon: Presente, Ausente.

0) Familiar de primer grado afectado.
Definicién conceptual: Padres, hermanos o hijos con sindrome de Gorlin-Goltz o
antecedente de haber padecido éste sindrome.
Definicién operacional: Se interrogé a los pacientes en estudio a cerca de la
presencia o ausencia de familiares de primer grado (padres, hermanos o hijos)
afectados con sindrome de Gorlin-Goltz.

e Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicion: Presencia, Ausencia.

p) Numero de familiares con caracteristicas compatibles con sindrome de
Gorlin-Goltz.

Definiciébn conceptual: Se refiere a la cantidad de personas relacionadas por
parentesco al caso indice o paciente estudiado, que también cumple con criterios
diagnosticos clinicos compatibles con el diagndéstico de Sindrome de Gorlin-Goltz.
Definicién operacional: Se interrogé a los pacientes en estudio a cerca de la
presencia y la cantidad de familiares afectados y diagnosticados con el sindrome de
Gorlin-Goltz.

» Tipo de variable: Cuantitativa discreta.

e Unidad de medicion: NUmero de familiares afectados.

3. Variables moleculares.

a) Mutacion.

Definiciébn conceptual: Cambio fijo y heredable que ocurre en la secuencia
nucleotidica de un cromosoma, el cual a su vez puede ubicarse en los segmentos
codificantes o regulatorios de un gen, ocasionando una alteracién en el nivel de
expresion, la regulacion, la transcripciéon o procesamiento del RNA o la traduccién de
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éste, y cuyos efectos en el fenotipo pueden llegar a ser deletéreos. Debido a lo
anterior, este tipo de cambios no suelen observarse en la poblacién sana.
Definicién operacional: Presencia o ausencia de mutacién en el gen en estudio
PTCH1

e Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicion: Presencia, Ausencia.

b) Tipo de Mutacioén.
Definiciébn conceptual: Clasificacion de acuerdo al efecto que produce en la
expresion de la informacion genética una mutacién, definida como un cambio fijo y
heredable en la secuencia nucleotidica. Es asi que las mutaciones pueden ser
puntuales, deleciones o inserciones que interrumpen el marco de lectura, asi como
alteraciones de las secuencias de corte-empalme (splicing). También se pueden incluir
aquellas mutaciones que no afectan a la secuencia del transcrito (ARNm) sino a su
estabilidad, de forma que el mensajero se degrada rapidamente y no llega a traducirse
en la proteina correspondiente.
Definiciébn operacional: Se describi6 que tipo de mutacion presentaban los
pacientes: puntual, delecién o insercién.

» Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicién: Mutacién puntual, Delecién, Insercion.

c) Efecto de la mutacion.
Definicién conceptual: Se refiere a la repercusiéon de la mutacion sobre la funcién de
la proteina, para la cual codifica el gen en donde se encuentra. Asi, las mutaciones
pueden ser deletéreas o patogénicas, neutras o variantes de significado incierto.
Definicién operacional: Se describié el efecto de la mutaciéon encontrada en los
pacientes en estudio, dividiéndolas en deletéreas y neutras.

e Tipo de variable: Cualitativa nominal.
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* Unidad de medicion: Mutacién deletérea, Mutacién neutra.

d) Regién del gen donde ocurre la mutacién.
Definicién conceptual: Localizacion a nivel de la estructura del gen (exén, intrén,
regidon promotora), en donde se identifica la variante en la secuencia del DNA.
Definicién operacional: Se describi6 la region del gen en donde ocurrié la mutacién
del gen en estudio, siendo ésta exén, intrén o regién promotora.

» Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicién: Exén, Intron, Region promotora.

e) Polimorfismo.

Definicién conceptual: Variante en la secuencia del DNA que se observa en por lo

menos el 1% de la poblacién sana.

Definicién operacional: Se describio la presencia o ausencia de polimorfismo en los

pacientes en estudio.
» Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicion: Presencia, Ausencia.

f) Clasificacién de polimorfismos asociados.
Definicién conceptual: Descripcion del tipo de polimorfismo de acuerdo a su

composicion (namero de nucleétidos), localizacién en el gen y asociacion reportada

con enfermedades complejas.

Definicién operacional: Se describieron las caracteristicas para la clasificacion de los

polimorfismos asociados.
e Tipo de variable: Cualitativa nominal.

* Unidad de medicién: Composicién del polimorfismo, Localizacién en el gen,

Asociacién reportada.
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8. ESTRATEGIAS DE RECOLECCION DE DATOS.

INSTRUMENTOS PARA LA RECOLECCION DE DATOS.

En la consulta de primera vez que tuvieron los pacientes incluidos en el estudio, se
realiz6 una historia clinica con detalle de los antecedentes heredofamiliares y arbol
genealdgico de tres generaciones, asi como se les otorgé asesoria genética pre-
prueba a los pacientes. De la misma manera se realiz6 una exploracion fisica
completa, historia clinica dermatologica y estudios de extension necesarios para
descartar y/o confirmar caracteristicas del sindrome de Gorlin-Goltz.

Los datos sociodemograficos necesarios de los pacientes se recolectaron mediante

encuesta a los pacientes y revisién del expediente clinico de cada paciente.

RECOLECCION DE DATOS CLINICO-DERMATOLOGICOS.
Se obtuvieron mediante la hoja de recolecciéon de datos clinicos (Anexo 4) en donde
se describieron las variables clinicas y criterios diagnosticos del sindrome de Gorlin-

Goltz.

ESTRATEGIA PARA EL ANALISIS MOLECULAR DE LAS MUESTRAS.

Extraccién de acidos nucleicos. Para el diagnéstico molecular se incluyeron a nueve
pacientes, ya que dos pacientes se rehusaron a la toma de la muestra. Estos nueve
pacientes firmaron el consentimiento informado y posteriormente se tomaron 6ml de
sangre periférica por venopuncion, con la asepsia y antisepsia requeridas para éste
fin, con sistema cerrado al vacio (Vacutainer®) en tubos con EDTA como
anticoagulante, el cual no interfiere con el proceso de extracciéon de ADN.
Posteriormente se realizé la extraccion de ADN, para el analisis del gen implicado en
el sindrome de Gorlin Goltz, a partir de las muestras de sangre periférica a través del
uso de sales caotropicas y perlas magnéticas que permiten separar al DNA del resto

de moléculas por diferencias de cargas*.
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Tras el proceso descrito, se cuantificé el ADN de los pacientes por espectrofotometria
y se verificé la integridad de los &cidos nucleicos mediante un gel de agarosa al 1%,
evaluando la presencia de una sola banda del peso molecular esperado para el ADN
gendmico y sin evidencia de degradacion.

Aquellas muestras que fueron evaluadas con adecuada cantidad (cantidad minima de
50ng de DNA gendmico por muestra), pureza y calidad, fueron las empleadas para el

analisis molecular.

SECUENCIACION DE SIGUIENTE GENERACION (NGS) DEL GEN PTCHL1.
Preparacion de librerias de ADN para secuenciacién masiva. Se emplearon 200ng
de ADN extraido de sangre periférica para amplificar la regiéon codificante y los sitios
de corte y empalme (splicing) del panel de 143 genes de alta susceptibilidad para
cancer hereditario, dentro de los cuales se incluy6 el gen de interés, PTCH1. Por
medio de diversas Reacciones en Cadena de la Polimerasa (PCR), empleando el kit
GeneRead DNA Gene Panel Custom V2 (Qiagen®), se prepararon las librerias de
cada paciente, las cuales se identificaron con una etiqueta molecular (barcode)
individual. El control de calidad de las librerias se realizé6 empleando el equipo de
micro-electroforesis de &cidos nucleicos Bioanalyzer (Agilent®).

Secuenciacién masiva en paralelo de librerias de ADN. Las librerias de cada
paciente fueron secuenciadas en el equipo MiSeq System (lllumina®), empleando el
kit MiSeq Reagent kit V3 (lllumina®), siguiendo las especificaciones del fabricante.
Como control positivo se analizé el ADN gendmico de los de pacientes incluidos en el
protocolo de estudio.

Analisis bio-informéatico. Para identificar alteraciones patogénicas, las lecturas de
secuenciacion del gen PTCH1 se mapearon con la secuencia de referencia del
genoma humano (GRCh38), empleando el programa GATK. Las alteraciones que se

consideraron fueron: cambios de un nucleétido, inserciones y deleciones. Las
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muestras con alteraciones potencialmente patogénicas se analizaron con los paquetes
IGV, Variant Interpreter, Variant Studio, PolyPhen2, SIFT, asi como con la revision
exhaustiva en las bases de datos internacionales de cancer y variacion genética en
humanos (COSMIC, 1000 Genomes Project, Exome Sequencing Project NHLBI,
dbSNP 141, TCGA, ICGC), para identificar a las alteraciones con impacto potencial en

la funcién proteica.

AMPLIFICACION DE LAS MUESTRAS POR PCR Y CORROBORACION DE LAS
Mutaciones identificadas. Para poder llevar a cabo la verificacion de las mutaciones
patogénicas identificadas, se disefiaron los oligonucleétidos de toda la regién
codificante del gen PTCH1 utilizando para el disefio la secuencia de referencia
reportada en gene bank (Anexo 5).

Se realizaron las PCRs relacionadas a la busqueda mutacional dirigida de las regiones
involucradas del gen PTCH1. Posteriormente se analizaron por secuenciacién capilar
0 secuenciacion Sanger. La secuenciacién Sanger es un método con el que se
identifica la secuencia de nucleétidos a partir de la incorporacion en cadena de
dideoxinucleétidos empleando una DNA polimerasa durante una replicacion in vitro del
fragmento de DNA seleccionado.

Adicionalmente, en aquellas regiones del gen PTCH1 que no tuvieron una cobertura
Optima mediante secuenciacion masiva, se amplificaron de manera dirigida por PCR
dichos fragmentos, se secuenciaros por Sanger y se realiz6 el analisis

correspondiente para descartar la presencia o existencia de alguna variante.

DESCRIPCION DE LAS MUTACIONES IDENTIFICADAS.

Al identificarse alguna mutacién en el gen PTCH1, se realizé una busqueda en las
bases de datos Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) y ClinVar
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/) con el fin de evaluar la importancia clinica de

dichas mutaciones. Las mutaciones que no se encontraron en las bases de datos, se
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evaluaron mediante analisis in silico, para predecir el impacto en la funciéon de la
proteina mediante programas disefiados para este fin (PolyPhen). Aquellas que
tuvieron un impacto deletéreo y/o patogénico, se reportaron como mutaciones
patogénicas no descritas previamente. Las mutaciones cuyo valor de prediccién de
riesgo fue intermedio o bajo, y de las cuales no se tuvieron reportes de su impacto por
estudios funcionales, se reportaron como Variantes de Significado Clinico Incierto
(VUS), no pudiendo dar un resultado concluyente para el manejo clinico, como se

recomienda en el caso de estos reportes®.

Reporte de resultados

Se redactd un reporte de las mutaciones identificadas donde se indicé la metodologia
empleada, la nomenclatura y de encontrarse en las bases de datos antes citadas, la
relevancia clinica que representa. Dicho reporte fue entregado junto con el

asesoramiento genético post-prueba a los pacientes participantes del estudio.

9. PROCESAMIENTO ESTADISTICO Y ANALISIS.

El analisis estadistico se realizé mediante el paquete estadistico para las ciencias
sociales (SPSS, versiéon 20.0).

Para responder a los objetivos del estudio se realizé estadistica descriptiva de todas
las variables consideradas, por medio de las frecuencias, medianas como medida de
tendencia central (cuando fue pertinente) y las proporciones (como medida de
dispersion).

Para las variables moleculares se determinaron las frecuencias alélicas de las
mutaciones o polimorfismos del gen PTCH1. Las frecuencias alélicas de las
mutaciones y/o polimorfismos encontrados se compararon con los datos descritos en
la literatura utilizando la prueba de x2. Sin embargo, tras obtener los resultados de

secuenciacién, validacion de la misma y busqueda en la literatura, ninguna de las
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mutaciones se encontraba reportada en la literatura, por lo que no se realizd este

analisis.

10. RECURSOS.
El proyecto fue financiado con recursos de la Clinica de Cancer Hereditario bajo la

Direccién de Investigacion del Instituto Nacional de Cancerologia.

11. ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD.

En la consulta externa de Dermatologia, Dermatooncologia y la Clinica de Cancer
Hereditario se identificaron a aquellos pacientes que fueron candidatos para el estudio
molecular de PTCH1. A aquellos que cumplieron los criterios clinicos, se les explicé de
manera detallada el proposito de realizar el analisis del gen citado con la finalidad de
conocer su genotipo y con ello, el riesgo que representa, asi como brindar la evidencia
necesaria para orientar y personalizar su tratamiento, seguimiento y pronéstico, dentro
del equipo multidisciplinario involucrado en su atencién integral.

Se les invitd a participar de manera voluntaria en éste estudio, sin remuneracion
econodmica, o de otra indole, con la toma de una muestra de sangre para la
determinacion de mutaciones en PTCHL1, asi mismo se le informé que tras el resultado
del estudio se le brindaria consejo genético detallado para explicarlo ampliamente asi
como las posibles decisiones derivados del mismo. Lo anterior dentro del marco
bioético inherente al consejo/asesoramiento genético. De la misma manera se les
comentd a los pacientes que una vez concluido el estudio, continuaran con el manejo

médico integral que necesitaran para su seguimiento, vigilancia y tratamiento.

A todos los pacientes que se incluyeron en el estudio se les otorgé una carta de
consentimiento informado, la cual debieron firmar si estaban de acuerdo con los
términos para poder participar en el estudio, previa aclaracion de dudas del paciente o

testigos. Para los pacientes menores de edad (menos de 18 afos) la carta de
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consentimiento informado debié ser firmada por los padres o tutores, asi como se les
otorgaba una carta de asentimiento informado que ellos mismos firmaban al estar de
acuerdo en la toma de la muestra (Anexos 3, 4 y 5). Todas las muestras de sangre

periférica se obtuvieron mediante una puncién venosa.
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12. RESULTADOS

Se reclutaron pacientes de dos centros de concentracién de la Ciudad de México
(instituto Nacional de Cancerologia y Centro Dermatolégico Pascua), obteniendo a 11
pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion para sindrome de Gorlin Goltz.
A éstos 11 pacientes, se les brindd una consulta genética y dermatolégica de primera
vez, otorgandose consejeria genética pre-prueba, la cual consistio en explicar a los
pacientes la probabilidad de ser portador de una mutacion la cual confiere un mayor
riesgo para el desarrollo de carcinomas basocelulares y de otros malformaciones y
tumores. De la misma manera se les explic6 a los pacientes en qué consistia la
prueba, sus riesgos, limitaciones y beneficios, el patrén de herencia que tiene la
enfermedad y los posibles resultados que se podian obtener. Se explico el
procedimiento de la toma de muestra, y se tomé la muestra a los nueve pacientes que

accedieron a ésta.

Entre las caracteristicas sociodemograficas de los 11 pacientes de los que se
obtuvieron datos, se encontr6 que seis de ellos eran mujeres y 5 hombres. La mediana
de edad fue de 39 afios, con un rango que oscil6é entre los 15 y 72 afios. En cuanto a
la escolaridad, cuatro pacientes contaban con licenciatura, tres con bachillerato, dos
con secundaria terminada y dos con primaria incompleta. En relacién al estado civil,

seis pacientes eran solteros y cinco casados. (Tabla 1).
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TABLA 1. Caracteristicas sociodemograficas de 11 pacientes con el Sindrome de
Gorlin-Goltz.

PACIENTE | EDAD  SEXO OCUPACION ESCOLARIDAD ESTADO

CIVIL
GO01 46 F Comerciante Primaria incompleta Casado
G02 72 F Hogar Primaria incompleta Casado
G03 39 M Empleado Primaria Casado
G04 60 F Hogar Secundaria Casado
GO05 41 F Empleado Bachillerato Soltero
G06 29 M Desempleado Secundaria Soltero
GO07 15 M Estudiante Secundaria Soltero
GO08 53 M Comerciante Licenciatura Casado
G09 31 F Hogar Licenciatura Soltero
G10 31 F Estudiante Licenciatura Soltero
G11 33 M Empleado Licenciatura Soltero

F: Femenino, M: Masculino

Se realiz6 dentro de la consulta de primera vez una exploracion fisica completa,
buscando intencionadamente el nimero de carcinomas basocelulares (CBCs) que
tenian los pacientes, mediante una revisidn dermatolégica especifica y exhaustiva.
Junto con los datos del expediente, se determin6é el namero de carcinomas
basocelulares que habia presentado cada paciente a lo largo de su vida. De los 11
pacientes, cuatro de ellos presentaban de 5 a 10 carcinomas basocelulares, un
paciente de 10 a 20, y seis pacientes de 20 a 50 carcinomas basocelulares. El
paciente con el menor numero de CBCs fue de 6, el mayor con 34. El rango de CBCs
encontrados en los pacientes fue de 6 a 34 con una mediana de 21 CBCs en la
historia de los pacientes. La mediana de edad al diagnéstico fue de 24 afios, con un

rango de 11 a 44 afios. (Tabla 2).
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TABLA 2. Nimero de Carcinomas basocelulares y edad al diagnostico de 11
pacientes con el Sindrome de Gorlin-Goltz.

PACIENTE NO. CBC EDAD INICIO
GO01 7 44
GO02 21 23
GO03 7 37
G04 25 31
GO05 13 26
GO06 6 23
GO7 34 11
GO08 10 42
GO09 24 14
G10 25 24
G11 26 21

La topografia més afectada por el carcinoma basocelular en los pacientes estudiados
fue la cabeza en un 73.9%, afectando més a piel cabelluda, seguida de frente y nariz.
La segunda topografia mas frecuente fue tronco (14.6%), principalmente en espalda,
seguida de miembros inferiores en un 4.5% con mayor frecuencia en piernas, y por

altimo cuello en un 4.04% y miembros superiores en 3.03%. (Gréfica 1).

Gréfica 1. Topografia afectada por el CBC en 11 pacientes con Sindrome de
Gorlin-Goltz.

o

Msinferioes; ~ Cuello: 4.0% Ms superiores:
4.5% 3.0%

Tronco: 14.6%
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Se realizé un analisis de todos los carcinomas basocelulares presentados por los
pacientes, se encontré un total de 198 tumores, de los cuales el tipo clinico mas
frecuente fue el plano pigmentado en un 48.5%, seguido del tumoral pigmentado en un
35.9%, tumoral en 9.1%, tumoral ulcerado en 2.5%, plano ulcerado vy
esclerodermiforme ambos en un 1.5% respectivamente y con menor frecuencia el tipo
morfeiforme encontrandose en un 1.0% de los pacientes (Gréfica 2).

En cuanto al tipo histologico, el més frecuente fue el solido pigmentado en un 38.8%,
seguido del sélido en 33.8%, superficial en 13.5%, adenoide en 6.6%, infiltrante 4.9%,
y las variedades multicéntrico, metatipico y fibroepitelioma de Pinkus en un 0.8% cada

una (Gréfica 3)

Gréfica 2. Tipos clinicos mas frecuentes de carcinomas basocelulares
encontrados en los pacientes en estudio.

Tumoral Plano WMoﬁeiforme:
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Gréfica 3. Tipos histolégicos mas frecuentes de carcinomas basocelulares
encontrados en los pacientes de estudio.
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En relacién a los pits palmo-plantares, el 90.9% (10 dell) los presentaron al momento
de la exploracion.

A todos los pacientes estudiados se les realizaron, ademas de la exploracion fisica,
estudios de gabinete, que incluyeron: ortopantomografia, tomografia computada de
craneo, serie 6sea, ultrasonido abdomino-pélvico y ecocardiograma en busqueda de
gueratoquistes odontogénicos, calcificacibn de la hoz del cerebro, alteraciones
esqueléticas, quistes linfomesentéricos, fibromas ovaricos y fibromas cardiacos,
respectivamente; los cuales se reportan en la tabla 3.

En relacién a los queratoquistes odontogénicos, se encontrd6 que el 100% de los
pacientes los habia presentado en algin momento, con una mediana en la edad de
diagnostico del primero a los 24 afios.

La calcificacion de la hoz del cerebro se presenté en 7 de los 11 pacientes (63.6%) y
en uno de ellos se encontraron lesiones liticas en craneo, éstos hallazgos fueron
diagnosticados mediante tomografia computada de crdneo. Ningun paciente tenia
antecedente de meduloblastoma ni se diagnosticé al momento de la evaluacion.
Dentro las malformaciones esqueléticas de los pacientes estudiados, la mas frecuente
fue costilla bifida, que se encontré en 5 de los 11 pacientes (45.5%), uno de los cuales
presentaba también escoliosis, que fue la segunda manifestacibn mas frecuente
encontrada también en otros 3 pacientes; otras manifestaciones esqueléticas fueron
pectum excavatum en un paciente, espondiloartrosis dorsolumbar en un paciente y un
paciente presentd xifoescoliosis.

En ningln paciente se encontraron quistes linfomesentéricos o fibromas cardiacos.
Dos pacientes presentaron quistes ovaricos, sin ser diagnosticados por ultrasonido
como fibromas.

Otro criterio menor del sindrome de Gorlin Goltz es la macrocefalia. Se midié a los
pacientes el perimetro cefalico, encontrandose macrocefalia en 5 de los 11 pacientes

(45.5%).
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Las manifestaciones oculares encontradas en los pacientes fueron vision borrosa, que
se observo en 3 de 11 pacientes (27.3%), otras fueron glaucoma congénito en un
paciente, catarata en un paciente y alteracién de la visidbn nocturna en un paciente; el
resto no presentaros alteraciones oculares.

TABLA 3. Hallazgos clinicos presentados en 11 pacientes con Sindrome de
Gorlin-Goltz.

PACIENTE | QQO PPP CHC ME MC AO
01 + + = + = -
02 + + - + - +
03 + + + + = -
04 + + + + + +
05 + + + + + +
06 + + - + - -
07 + = + + = -
08 + + - + - +
09 + + + + + +
10 + + + + + +
11 + + + + + -

QQO: Queratoquistes odontogénicos; PPP: Pits palmoplantares; CHC: Calcificacién de la hoz del cerebro;
ME: Malformaciones esqueléticas; MC: Macrocefalia; AO: Alteraciones oculares. En todos los casos: (+)
Presente; (-) Ausente.

Con respecto al numero de familiares con caracteristicas compatibles con el Sindrome
de Gorlin-Goltz se encontré que 7 de los 11 pacientes (63.6%) no tenian familiares
con el Sindrome; de los cuatro pacientes restantes, en dos casos, el padre y un
hermano(a); y en los otros dos pacientes, la madre y un hermano(a) presentaban

gueratoquistes odontogénicos.
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De los nueve pacientes a los que se les tomo muestra de sangre periférica, se les
realizaron estudios moleculares, que consistian en la detecciébn de mutaciones en el
gen PTCHL1.

De éstos nueve pacientes, se encontraron mutaciones en cuatro de ellos (44.4%). En
el paciente GO1 se encontré una duplicacion de una base (c.631dupA) en el exén 4y
el paciente G0O6 presentd una delecion de una base (c.1044delG) en el exén 7; éstas
mutaciones producen un corrimiento del marco de lectura, lo que conlleva a la
generacién de un codén de paro. El paciente G09 presenté un cambio de una guanina
por una timina (c.3406G>T) en el exdn 20, ésta mutacién condiciona un codoén de paro
por si sola, lo que se denomina mutacién tipo non-sense.

El paciente GO3 presenté una mutacién en el gen PTCHL1 caracterizada por un cambio
de una adenina por una citosina (c.1488C>A) en el ex6n 10, esto determina un cambio
en la proteina (p.N496K), siendo una mutacion de sentido equivocado (missense),
reportada in silico como patogénica. (Tabla 4).

En el paciente GO7 se encontrd el polimorfismo ¢.3944C>T (p.Prol315Leu) en el exén

24 que se reporta en la literatura como no patogénica.

TABLA 4. Mutaciones encontradas en el gen PTCHL1 en cuatro pacientes con el
Sindrome de Gorlin-Goltz.

PACIENTE GEN MUTACION PROTEINA EXON TIPO DE REFERENCIAS PREDICCION
MUTACION IN SILICO
G01 PTCH1  c¢.631dupA p.T211X 4 F NR NA
GO03 PTCH1 c.1488C>A p.N496K 10 M NR P
G06 PTCH1 c.1044delG p.K348X 7 F NR NA
G09 PTCH1 ¢.3406G>T p.G1136X 20 NS NR NA

F: Frameshift; M: Missense; NS: Non-sense; NR: no reportada; P: patogénica; NA: no aplica.
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13. DISCUSION

A nivel mundial, el cdncer de piel no-melanoma representa la neoplasia més frecuente,
vinculada a una baja mortalidad pero una importante morbilidad, que repercute en la
calidad de vida de los pacientes afectados y un problema de atencién para la salud
publica, al involucrar una gama diversa de tratamientos médicos y quirldrgicos. A nivel
etiolégico, se reconoce que hasta el 10% del total de todos los tipos de cancer
guardan una etiologia hereditaria, inherente a mutaciones germinales en genes de alta
susceptibilidad para cancer.

El sindrome de Gorlin-Goltz (SGG) es el principal sindrome de cancer hereditario que
involucra un riesgo elevado para padecer cancer de piel, particularmente carcinomas
basocelulares. Se ha descrito que hasta el 97% de los pacientes afectados por el
SGG, presentaran multiples carcinoma basocelulares en el transcurso de su vida. Asi
mismo es alta la frecuencia para afecciones a otros niveles, como las manifestaciones

dentales y 6seas>*®.

Dentro del andlisis de los datos sociodemograficos de éste estudio destaca que no se
encontrd una predileccion de sexo, ya que la relacion hombre-mujer fue de 6 mujeres
y 5 hombres, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura ya que se ha descrito
que, el Sindrome de Gorlin Goltz afecta a hombres y mujeres por igual®**’.

La mediana de edad de presentacion del Sindrome en los pacientes fue de 24 afios,
con un rango de edad de 11 a 44 afios. Larsen et al., reportan una edad media al
diagnostico de 21 afios; éste resultado quiza esté relacionado con la tardanza en

buscar atencién medica de algunos pacientes, asi como su estado socioeconémico®.

El nimero de carcinomas basocelulares presentados por los pacientes fue variable,
desde 6 hasta 34 (mediana de 21 CBCs) en la historia dermatolégica de los pacientes.
En la Tabla 2, se puede observar que no se encontrd una relacién clinica entre la

cantidad de carcinomas basocelulares con la edad inicio de la enfermedad. En la
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literatura, el numero de carcinomas basocelulares presentados por paciente varia de
pocos hasta cientos y se reporta que el nimero de carcinomas basocelulares es
mayor en pacientes caucasicos’. Probablemente en este estudio el nimero de CBCs
por paciente fue mas bajo por el reducido tamafio de muestra, lo que se considera
como una de las principales limitantes de éste estudio.

El tipo clinico mas frecuente de carcinoma basocelular que presentaron los pacientes,
fue el plano pigmentado en un 48.4%, seguido del tumoral pigmentado en un 40.9%;
asi mismo el tipo histolégico mas frecuente fue el solido pigmentado en un 57.5%, lo
cual correlaciona con el tipo clinico mas frecuentemente encontrado. No se
encontraron reportes de estudios que se enfoquen en los tipos clinicos e histoldgicos
mas frecuentes de carcinomas basocelulares presentados en éstos pacientes, por lo
gue ésta informacion es de gran relevancia, ya que no se ha reportado a nivel mundial,
sin embargo seria necesario, realizar un trabajo con una muestra mas grande para
corroborar estos datos. De la misma manera, se sabe que afortunadamente, el tipo
histolégico mas frecuentemente observado no se considera un subtipo de alta
agresividad, lo que hace que el tratamiento de estos tumores sea menos agresivo, Si
se detectan en etapas tempranas*®*°.

Respecto a los queratoquistes odontogénicos, se ha publicado que hasta un 90.9% de
los pacientes los pueden presentar®®; en este trabajo se observaron en un 100%. Asi
mismo se ha descrito que después de los carcinomas basocelulares, los
gueratoquistes odontogénicos son la caracteristica mas frecuentemente encontrada en
pacientes con sindrome de Gorlin Goltz*®.

Los pits palmoplantares se encontraron en el 90.9% de los pacientes, siendo ésta cifra
superior a lo reportado en la literatura (de 66.7% hasta 87%)*°.

Otra caracteristica que se considera dentro de los criterios mayores del sindrome de
Gorlin-Goltz es la calcificacion de la hoz del cerebro, la cual se encontr6 en 54.5% de
los pacientes; en la literatura se ha reportado una prevalencia de 53.8%, lo que es

casi similar a lo encontrado en este estudio.
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Dentro de las malformaciones esqueléticas reportadas, la mas frecuente son costillas
bifidas, que se encontr6é en 36.3% de los pacientes, al igual que la escoliosis. En la
literatura, las costillas bifidas se reportan en los pacientes entre un 25% hasta
36.4%°*°,

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el perimetro cefalico (PC) crece
hasta los 3-5 afios de edad. A partir de ésta edad, es muy poco el crecimiento que se
tiene, por lo que los parametros normales de PC en adultos se basan en las tablas de
la OMS para nifias y nifios tomando la referencia de mayor edad en la tabla (Imagen 1
y 2). La macrocefalia se define como un perimetro cefalico por arriba del percentil 85.
Basandose en ésta definicion, se encontré que el 45.4% de los pacientes (5 de 11)
presentaron macrocefalia. Ahn et al., reportaron en 2004 que de 33 pacientes con
sindrome de Gorlin Goltz el 42.4% presentaron macrocefalia, lo que se asemeja a lo

encontrado en este estudio®.

IMAGEN 1. Perimetro cefalico para la edad en nifias
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IMAGEN 2. Perimetro cefalico para la edad en nifios

Las manifestaciones oculares mas frecuentemente encontradas en los pacientes de
esta muestra fueron vision borrosa, que se observé en 3 de 11 pacientes (27.2%).
Otras alteraciones oftalmoldgicas fueron glaucoma congénito, catarata y nictalopia, en
tres pacientes independientes. En el resto de los pacientes estudiados, no se
encontraron otras alteraciones a este nivel. Por tanto, el 54.5% de los pacientes
presentd algun tipo de manifestacion ocular. Ahn et al., reportaron en 2004 una
prevalencia de alteraciones oculares en pacientes con sindrome de Gorlin Goltz de
21.2%, siendo la alteracién mas frecuente visiébn borrosa y ceguera en un 15.2%,
seguido de catarata y estrabismo®.

En ningln paciente se encontré6 antecedente o diagnéstico de meduloblastoma,
fiboromas cardiacos o quistes linfomesentéricos. Estos datos son similares a lo
reportado en la literatura ya que es extremadamente raro encontrar meduloblastoma

en pacientes con sindrome de Gorlin Goltz después de la infancia®**°.

Entre los nueve pacientes a quienes se realizé el analisis molecular del gen PTCH1,

se detectaron mutaciones en cuatro de ellos. Ninguna de las mutaciones que se
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encontraron, esta reportada en la literatura, lo cual constituye un dato de interés y
contribucidn para el conocimiento del sindrome de Gorlin-Goltz de manera global.

En tres pacientes se encontraron mutaciones que afectan el marco de lectura abierta,
condicionando un codén de paro, c.631dupA en el exdn 4, c.1044delG en el exdén 7 y
€.3406G>T en el exdon 20; la generacibn de un codén de paro resulta en el
truncamiento de la formacién de la proteina PTCH1 (47). En uno de los pacientes
estudiados, se identific6 una mutacion de sentido errébneo (missense), c.1488C>A, la
cual se ubicé en el exén 10. Dicha alteracién condiciona el cambio del amino&cido
asparagina por el aminoacido lisina, en la posicion proteica 496 (p.N496K). En el
analisis de la implicacion patogénica de este cambio de aminoéacido, se utilizaron
herramientas de andlisis in silico (SIFT, PolyPhen), con lo que se predice una alta
probabilidad de su patogenicidad y por tanto, de su contribucion etiolégica al SGG en
el paciente portador (Figura 1). Dicha mutacién tampoco se encuentra reportada

previamente en la literatura.

FIGURA 1. Andlisis in silico de la mutacion de sentido erréneo ¢.1488C>A que

corresponde a la posicion proteica 496 (p.N496K) encontrada en el paciente G03

Codigo proteina Posicion AAl | AA2 Descripcion

Q13635 496 N K Canonica
Nombre completo: proteina homdloga patched 1
Nombre corto: PTC

Longitud: 1447 aminoacidos

Resultado

Predicciéon/Confidencia

Figura 1. Prediccion in silico de la mutacion c.1488C>A, p.N496K. Se muestra un score de 1.00 en una
escala de 0.00-1.00) que predice que dicha mutacion es probablemente patogénica con una especificidad
del 100%)
Fuente:http://genetics.bwh.harvard.edu/ggi/pph2/5da24c596651elacf071ced8ef80c01ae65d5d8e/3706958.html
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Para el polimorfismo ¢.3944C>T (p.Prol315Leu) en el exén 24, identificado en el
paciente G07, la variante fue analizada tanto in silico, como en fuentes bibliograficas y
bases de datos internacionales. Se trata de un polimorfismo previamente reportado y
considerado como una variante benigna. Inclusive se ha reportado un probable efecto

protector para el desarrollo de tumores malignos de ovario®.

El diagndstico clinico y molecular oportuno de los pacientes con sindrome de Gorlin
Goltz, permite brindar una atenciébn personalizada asi como evitar posibles
complicaciones que repercutan en su calidad de vida. De la misma manera, el
diagnostico molecular, permite hacer extensivo el diagnéstico pre-sintomatico o
predictivo, al resto de la familia que se encuentre en riesgo potencial de estar afectado
(familiares en primer grado, de manera inicial), haciendo posible el seguimiento

estrecho y la instauracién de medidas preventivas.

El presente estudio es el primero en reportar, tanto a nivel nacional como en
Latinoamérica, a un grupo de pacientes en quienes se cuenta con la caracterizacién
clinica y molecular del sindrome de Gorlin Goltz. De esta forma fue posible
documentar la presencia de cuatro mutaciones patogénicas en el gen PTCH1 en
nueve pacientes en quienes se realizé el analisis molecular mediante secuenciacion
de siguiente generacién, por tanto reportandose una frecuencia mutacional del 44%.
Ninguna de las mutaciones identificadas habia sido reportada previamente.

Se encuentra a la perspectiva el analisis detallado de los genes PTCH2 y SUFU como
probables responsables etioldégicos en el resto de pacientes en quienes no se
identifico una mutacién (5 pacientes). Asi mismo, seria pertinente en estudios a futuro,
realizar pruebas que permitan identificar nuevos genes involucrados en la etiologia del
SGG, a nivel del exoma, en aquellos pacientes en quién continlen sin identificacién de

mutaciones patogénicas en los tres genes relacionados al SGG hasta el momento.
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Es asi, que éste trabajo se constituye como un punto de referencia para el estudio del
SGG a nivel internacional, al brindar informacion no descrita de un grupo de pacientes
mexicanos.

De forma sustancial, el abordaje de los pacientes participantes busca contribuir al
mejor entendimiento etiolégico de su padecimiento, a la mejora de su atencién, y al
establecimiento de medidas preventivas en los familiares de los pacientes que se

encuentran en riesgo.

La limitante principal de éste estudio es el tamafio de muestra, al ser una enfermedad
poco frecuente, es dificil reunir un namero importante de pacientes. Seria asi
conveniente continuar con éste estudio a largo plazo, incluyendo como colaboradores
a mas instituciones y centros del pais, para complementar los datos registrados en

éste estudio, lo cual daria mayor impacto estadistico.

49



14. CONCLUSION

En el presente estudio se mostré un panorama general a cerca del sindrome de Gorlin
Goltz y de las mutaciones genéticas que presentaron los pacientes.

En 4/9 pacientes se encontraron mutaciones en el gen PTCH1 que no estan
reportadas en la literatura. En dos pacientes se encontraron mutaciones que
provocaron el corrimiento del marco de lectura (frameshift), lo que conlleva a la
generacién de un codon de paro, en un paciente se encontré una mutacién que por si
sola produce la generacion de un codon de paro; estas tres mutaciones producen
alteraciones o truncamiento de la formacion de la proteina PTCH1; en un paciente se
encontré una mutacién del tipo missense que condiciona un cambio de un aminoacido
a otro.

Debido a que no existen reportes previos realizados en alguna poblacién similar, el
presente estudio constituye la primera referencia en el ambito dermatolégico,

molecular y genético tanto en poblacion mexicana como latinoamericana.
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15. ANEXOS

Anexo 1.
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO DE INVESTIGACION:

“IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN UNA MUESTRA DE PACIENTES CON
SINDROME DE GORLIN-GOLTZ EN DOS CENTROS DE REFERENCIA EN
MEXICO".

Version 1.0 Fecha: 11 de mayo de 2015 en Espafiol

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.
POBLACION OBJETIVO: OBTENCION DE DNA.

México, D. F., a de de 201_.

Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que yo,
participe
en el proyecto “IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN UNA MUESTRA DE
PACIENTES CON SINDROME DE GORLIN-GOLTZ EN DOS CENTROS DE
REFERENCIA EN MEXICO”, que se lleva a cabo en el Instituto Nacional de
Cancerologia, México y en el Centro Dermatoldgico “Dr. Ladislao de la Pascua”. Se
me ha explicado que para la realizacion del estudio, se requiere una muestra de
sangre periférica de 6 ml. tomada por personal calificado y bajo todas las medidas de
seguridad, como son el uso de equipo estéril y desechable, asi como el uso de
guantes.

De igual forma, me han informado que de esta muestra se obtendra mi material
genético (ADN) el cual determina mis caracteristicas fisicas y biolégicas. De éste, se
analizaran el gen PTCH1, que estan implicados en el sindrome de Gorlin-Goltz. Se
me ha explicado, que el presente estudio busca identificar mutaciones en el gen citado
con el fin brindarme la informacion necesaria para conocer la mutacion presente en mi
material genético y las implicaciones que esto tiene en el curso de la enfermedad. De
igual forma, se me explico que el no identificar mutaciones en el gen PTCH1 por las
metodologias empleadas, no excluye que existan mutaciones en otros genes no
estudiados en el presente proyecto que expliquen el sindrome de Gorlin-Goltz.

Entiendo que mis datos personales en el estudio serdn mantenidos en estricta
confidencialidad y no seran compartidos con terceros como empleadores,
aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si no es con mi autorizacion expresa y
por escrito. Sin embargo, autorizo que la informacién necesaria para el andlisis de los
resultados, pueda ser evaluada y revisada por los médicos e investigadores del
presente proyecto. De igual forma, se me ha asegurado que toda mi informacién
clinica e impresa, recabada para el presente proyecto, quedara resguardada bajo llave
y los datos clinicos y genéticos en archivos electronicos quedaran encriptados. Sélo
los investigadores responsables del proyecto tendran la llave y la clave de acceso a
esta informacion para preservar la confidencialidad.

Se me ha informado que mi muestra de ADN quedara codificada bajo una
clave que no incluya mi nombre y datos clinicos en el contenedor de dicha muestra, y
ésta quedara bajo el resguardo de la Unidad de Gendmica y Secuenciacién Masiva,
del Instituto Nacional de Cancerologia (Secretaria de Salud, México) por un periodo
indefinido y acepto que esta muestra sea empleada para futuros estudios de
investigacion encaminados al estudio del sindrome de Gorlin-Goltz, siempre que se
preserve la confidencialidad de la informacién derivada. Se me ha asegurado que toda
informacién derivada del analisis de la muestra de ADN para este estudio es
absolutamente confidencial y con fines exclusivamente destinados al desarrollo del
trabajo de investigacién. Ademas, en el entendido que mi participacion es total y
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absolutamente voluntaria, pudiendo abandonar el estudio y retirar el consentimiento
informado en cualquier momento sin que esto tenga ningdn tipo de repercusién en mi
atencion en cualquier servicio de las Instituciones.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione, decido participar en este
estudio, una vez que he leido cuidadosamente esta forma y se me ha explicado en
forma clara en que consiste este estudio. Asi mismo entiendo que mi participacion no
conlleva ningun tipo de compensacion economica. Finalmente hago constar que si
deseo no participar, ello no repercutira en la atencion médica que se me brinda dentro
de las Instituciones y que se me ha informado que ninguno de los estudios derivados
del presente proyecto de investigacion, tendrdn un costo para mi.

Atentamente,

Nombre del Paciente

Firma Fecha

Direccién:

Teléfono:

Nombre Testigo 1

Firma Fecha

Nombre Testigo 2

Firma Fecha

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha
Investigadores responsables:

Dra. Rosa Maria Alvarez Gomez  Teléfono: 56 28 04 00 / extension 134
Dra. Natalia Espinosa Villasefior =~ Teléfono: 5567875519
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Anexo 2.
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES Y PERSONAS
CON DISCAPACIDAD

PROYECTO DE INVESTIGACION:

“IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN UNA MUESTRA DE PACIENTES CON
SINDROME DE GORLIN-GOLTZ EN DOS CENTROS DE REFERENCIA EN
MEXICO".

Version 1.0 Fecha: 11 de mayo de 2015 en Espafiol

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.
POBLACION OBJETIVO: OBTENCION DE DNA.

México, D. F., a de de 201_.

Por medio de la presente hago constar que estoy de acuerdo en que mi hijo(a)
o familiar,
participe en el proyecto “IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN UNA MUESTRA DE
PACIENTES CON SINDROME DE GORLIN-GOLTZ EN DOS CENTROS DE
REFERENCIA EN MEXICO”, que se lleva a cabo en el Instituto Nacional de
Cancerologia, México y en el Centro Dermatoldgico “Dr. Ladislao de la Pascua”. Se
me ha explicado que para la realizacion del estudio, se requiere una muestra de
sangre periférica de 6 ml. tomada por personal calificado y bajo todas las medidas de
seguridad, como son el uso de equipo estéril y desechable, asi como el uso de
guantes.

De igual forma, me han informado que de esta muestra se obtendra del
material genético (ADN) de mi hijo(a) o familiar, el cual determina sus caracteristicas
fisicas y biologicas. De éste, se analizara el gen PTCH1, que esta implicado en el
sindrome de Gorlin-Goltz. Se me ha explicado, que el presente estudio busca
identificar mutaciones en el gen citado con el fin brindar la informacion necesaria para
conocer la mutacién presente en su material genético y las implicaciones que esto
tiene en el curso de la enfermedad. De igual forma, se me explico que el no identificar
mutaciones en el gen PTCH1 por las metodologias empleadas, no excluye que existan
mutaciones en otros genes no estudiados en el presente proyecto que expliquen el
sindrome de Gorlin-Goltz.

Entiendo que mis datos personales y los de mi hijo(a) o familiar obtenidos para
el estudio serdn mantenidos en estricta confidencialidad y no seran compartidos con
terceros como empleadores, aseguradoras, escuelas, otros familiares, etc., si ho es
con mi autorizacion expresa y por escrito. Sin embargo, autorizo que la informacion
necesaria para el andlisis de los resultados, pueda ser evaluada y revisada por los
médicos e investigadores del presente proyecto. De igual forma, se me ha asegurado
que toda la informacién clinica e impresa, recabada para el presente proyecto,
quedara resguardada bajo llave y los datos clinicos y genéticos en archivos
electrénicos quedaran encriptados. Sélo los investigadores responsables del proyecto
tendran la llave y la clave de acceso a esta informacion para preservar la
confidencialidad.

Se me ha informado que la muestra de ADN quedara codificada bajo una clave
gue no incluya el nombre y datos clinicos de mi hijo(a) o familiar en el contenedor de
dicha muestra, y ésta quedara bajo el resguardo de la Unidad de Genoémica y
Secuenciacidon Masiva, del Instituto Nacional de Cancerologia (Secretaria de Salud,
México) por un periodo indefinido y acepto que esta muestra sea empleada para
futuros estudios de investigacion encaminados al estudio del sindrome de Gorlin-
Goltz, siempre que se preserve la confidencialidad de la informacion derivada. Se me
ha asegurado que toda informacién derivada del analisis de la muestra de ADN para
este estudio es absolutamente confidencial y con fines exclusivamente destinados al
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desarrollo del trabajo de investigacion. Ademas, en el entendido que la participacion
es total y absolutamente voluntaria, pudiendo abandonar el estudio y retirar el
consentimiento informado en cualquier momento sin que esto tenga ningun tipo de
repercusion en la atencién en cualquier servicio de las Instituciones.

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO

Declaro que en forma libre y sin que nadie me presione decido que mi hijo(a) o familiar
participe en este estudio, una vez que he leido cuidadosamente esta forma y se me ha
explicado en forma clara en que consiste este estudio. Asi mismo entiendo que
nuestra participacion no conlleva ningdn tipo de compensacioén econémica y ademas
es completamente voluntaria, por lo que si no deseamos participar, ello no repercutira
en la atencidn médica brindada a mi hijo(a) o familiar dentro de las Instituciones.
Atentamente,

Nombre del Paciente

Nombre del Tutor y parentesco

Firma Fecha

Direccién:

Teléfono:

Nombre Testigo 1

Firma Fecha

Nombre Testigo 2

Firma Fecha

Obtuvo el consentimiento:

Nombre Fecha
Investigadores responsables:

Dra. Rosa Maria Alvarez Gomez  Teléfono: 56 28 04 00 / extension 134
Dra. Natalia Espinosa Villasefior =~ Teléfono: 5567875519
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Anexo 3.
CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES

PROYECTO DE INVESTIGACION:
“IDENTIFICACION DE MUTACIONES EN EL GEN PTCH1 EN PACIENTES
MEXICANOS CON SINDROME DE GORLIN-GOLTZ”
Version 1.0 Fecha: 11 de mayo de 2015 en Espafiol

CARTA DE ASENTIMIENTO INFORMADO.
POBLACION OBJETIVO: OBTENCION DE DNA.

México, D. F., a de de 201_.
Por medio de ésta carta,
yo: acepto

participar en el proyecto que lleva por nombre “IDENTIFICACION DE MUTACIONES
EN UNA MUESTRA DE PACIENTES CON SINDROME DE GORLIN-GOLTZ EN DOS
CENTROS DE REFERENCIA EN MEXICO”. Me han explicado que en éste proyecto
se va a estudiar mi enfermedad para detectar errores en mis genes; para esto, sé que
se necesita tomar una muestra de sangre la cual se realizar4 por medio de una aguja
con mucho cuidado. Estoy de acuerdo en que se me tome ésta muestra de sangre y
gue sea usada para el estudio.

Nombre del Paciente

Nombre del Tutor y parentesco

Firma Fecha
Direccién:
Teléfono:
Nombre Testigo 1
Firma Fecha
Direccion:
Teléfono:

Relacién de parentesco con el paciente:
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Nombre Testigo 2

Firma Fecha

Direccion:

Teléfono:

Relacién de parentesco con el paciente:

Obtuvo el consentimiento:
Nombre Fecha

Investigadores responsables:
Dra. Rosa Maria Alvarez Gémez
Dra. Natalia Espinosa Villasefior

Teléfono: 56 28 04 00 / extensién 134
Teléfono: 5567875519
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Anexo 4.

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
“Identificacion de mutaciones en el gen PTCH1 en pacientes mexicanos con sindrome
de Gorlin-Goltz”

No.
DATOS PERSONALES
Nombre:
Edad: Sexo: O Femenino O Masculino

Fecha de nacimiento:

Escolaridad (completada): O Primaria OSecundaria OPreparatoria/Bachillerato

OLicenciatura OPosgrado

Ocupacién: O Estudiante O Empleado(a) O Hogar O Desempleado(a)

Estado civil: O Casado(a) 0O Soltero(a) O Union libre
O Viudo(a) O Divorciado(a)

Correo electrénico:

Teléfono:

Contacto:

Nombre:

Parentesco: Teléfono:

EXPLORACION Y DATOS CLINICOS

1. Carcinomas basocelulares (CBC)
* Presenciade CBC: O Si ONo
* Nuamero de CBC que ha presentado el paciente:
« Edad de diagnéstico:

» Topografia, morfologia, variedad clinica e histolégica (Llenar punto 17)

2. Queratoquistes odontogénicos (QQO)
* Presencia de queratoquistes odontogénicos: O Si O No

* Nudmero de QQO que presenta el paciente:
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» Edad de diagnéstico:

3. Pits palmo-plantares (PPP)

* Presencia de PPP: O Si ONo

4. Calcificacion de la hoz del cerebro (CHC)

* Presenciade CHC: O Si ONo

5. Meduloblastoma (MB)
» Antecedente o presencia de MB: O Si

» Edad de diagnéstico:

6. Familiares afectados

ONo

» El paciente tiene familiares de primer grado afectados con sindrome de Gorlin-

Goltz: O Si ONo

« NuUmero de familiares afectados:

e Grado de parentesco de los familiares afectados:

7. Malformaciones esqueléticas (ME)

» Presencia de malformaciones esqueléticas: O Si ONo

» Tipo de ME que presenta el paciente:

8. Macrocefalia (MC)
+ Presencia de macrocefalia: O Si

* Perimetro cefalico del paciente:

9. Labio y/o paladar hendido (LPH)

» Antecedente o presencia de LPH: O Si

10. Fibroma ovaérico
* Presencia o antecedente de FO: O Si

» Método de diagnéstico:

11. Fibroma cardiaco
+ Presencia o antecedente de FC: O Si
« Edad de diagnéstico:

12. Quistes linfomesentéricos

ONo

ONo

ONo

ONo
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» Presencia o antecedente de quistes linfomesentéricos: O Si

» Edad de diagnéstico:

13. Alteraciones oculares

ONo

* Presencia de alteraciones oculares: O Si ONo
» Tipo de AO:
14. Genotipo

Del caso indice:
Gen PTCH1, mutacion:

Nomenclatura c.DNA: :

Nomenclatura a nivel proteico: :

Relevancia Clinica:

* Reportada previamente O Si ONo

Polimorfismo:

Asignacion de rs:

15. Genotipo de Familiares (estudio molecular de extension)

Nombre del familiar:

Gen PTCH1, mutacion identificada en la familia:

e Portador de la mutacion familiar O Si ONo

16. Familiograma
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17. Caracteristicas de los carcinomas basocelulares.

TOPOGRAFIA MORFOLOGIA VARIEDAD VARIEDAD
CLINICA HISTOLOGICA

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20
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Anexo 5.

Tabla de oligonucleotidos para amplificar el gen PTCH1

Exo6n Tamalfio Secuencia del oligo
del producto

1 672 F GAGCACAAGGTGGAGAAGCC
R CGCGCTGGCTGCACTC

Alternativo 463 F TGCCGGGTTCATTGTGTTTAC

1 R TGATGGACAGAGCAGGACTG

2 281 F CACTCCTCCCTTCTGCTTCG
R CTCTATCAACCGCGAGGAGG

3 286 F GAGTTTGCAGTGATTTTGCTATTC
R CCGCCTTACCTGCTGCTC

4+5 446 F GTGAGAAATTTTTGTCTCTGCTTTT
R CCTCTCCCCCGACTATTCAC

6 284 F GGCTCTTTTCATGGTCTCGTC
RTGTTTTGCTCTCCACCCTTC

7 226 F GCACTGGATTTTAACAAGGCATG
R CAGGGCATAGATTGTCCTCG

8 232 F TGGGAATACTGATGATGTGCC
R CATAACCAGCGAGTCTGCAC

9 213 F CATTTGGGCATTTCGCATTC
R CAACCAAACCAAACTCCAGC

10 208 F TGCCCCCATTGTTCTGCTTG
R GGACAGCAGATAAATGGCTCC

11 188 F GCATCTCGCATGTCTAATGCCAC
R AAGCTGTGATGTCCCCAAAG

12 211 F GACCATGTCCAGTGCAGCTC
R CGTTCAGGATCACCACAGCC
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13 222 F AGTCCTCTGATTGGGCGGAG
R CCATTCTGCACCCAATCAAAAG
14 541 F AAAAATGGCAGAATGAAAGCACC
R CTGATGAACTCCAAAGGTTCTG
15 405 F GGAAGAGTCAGTGGTGCTCC
R CGCAAAAGACCGAAAGGAC
16 318 F AGGGTCCTTCTGGCTGCGAG
R AGCTCCCAGTGCCTT
17 303 F GCTCTCAAGGCAGAAGTGTG
R GGAAGGCACCTCTGTAAGTTC
18 344 F GCTCCTAACCTGTGCCCTTC
R TTGACTTCCACAAAGCCCCTT
19 227 F CGCCCACTGACCACTGTGTG
R GAGCCAGAGGAAATGGGTTG
20 217 F AGCATTTACCAGGTGAAGTCC
R TTGCACACGCCTGCTTAC
21 309 F1TGTTCCCGTTTCCTCTTG
187 F2 TGAATGTGAACTGCGGTTGGA
R GCACAGGAAACACAGCATTC
22 352 F GCAGGTAAATGGACAAGAACAC
R ACTACCACGGTGGGAAGACC
23 731 F CCCTTCTAACCCACCCTCAC
R GACACATCAGCCTTGCTC
24 259 F AAAGCTTGAAGGTTAGCCAAC
R AGCTAAACTGGCACGTTA

*Secuencia [GeneBank: NG_007664]
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