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Resumen

Las alteraciones numéricas y estructurales de los cromosomas pueden ocasionar
alteraciones del desarrollo entre ellas talla baja, retraso del desarrollo psicomotor,
dismorfias menores y discapacidad intelectual, por lo que los pacientes con estas
caracteristicas clinicas requieren evaluacion por medio de analisis citogenético para
descartar aberraciones cromosémicas. Entre los cromosomas de interés por el
efecto que sus alteraciones tienen en el fenotipo se encuentran el cromosoma 6 y
el cromosoma 13, este Ultimo presenta gran variedad fenotipica que va desde
retinoblastoma hasta fenotipos complejos que incluyen malformaciones mdultiples
como el sindrome de Patau; por otra parte en el cromosoma 6 se ha descrito el
sindrome de delecion del brazo corto del cromosoma 6 que ha sido poco descrito
en la literatura. En esta tesis se describe un caso de una paciente con sindrome de
delecibn 6p y anillo del cromosoma 13. Objetivo principal: Analizar las
caracteristicas clinicas y citogenéticas de una muestra de pacientes con anomalias
numeéricas y estructurales del cromosoma 6 y/o del cromosoma 13 diagnosticados
en el periodo de enero de 2009 a diciembre de 2018 y analizar clinica y
citogenéticamente a una paciente con delecion 6p y anillo del cromosoma 13.
Justificacién: Este trabajo nos permitird conocer el tipo y la frecuencia de las
alteraciones del cromosoma 6 y 13 para determinar las alteraciones clinicas mas
frecuentes y caracteristicas asociadas a estos cromosomas. Ademas, aportaremos
conocimiento nuevo sobre el sindrome de delecién 6p y anillo del cromosoma 13.
Material y métodos: Este trabajo se dividi6é en dos partes la primera fue el analisis
de la frecuencia y el tipo de alteraciones de los cromosomas 6 y 13 identificadas en
el departamento de genética del Hospital Infantil de México Federico Gémez de
2009 a 2018. La segunda parte corresponde al estudio clinico y citogenético de una
paciente que presenta un sindrome de delecion 6p y anillo del cromosoma 13.
Resultados: El nUmero total de estudios citogenéticos con reporte de resultado fue
de 6,406. Se identificaron 7 casos correspondientes a alteraciones en el cromosoma
6 y 75 casos corresponden a alteraciones en el cromosoma 13. El 14% de las
alteraciones en el cromosoma 6 corresponde a alteraciones numéricas y el 86% a

alteraciones estructurales. De los 75 casos que corresponden a alteraciones en el



cromosoma 13, el 54.6% presentan alteraciones numéricas y 45.4% presentan
alteraciones estructurales. Se identificaron 8 pacientes con trisomia 13 que
corresponde al 10.6% de los pacientes con alteracion en el cromosoma 13 y
corresponde al 0.12 % del total de muestras con resultado. Se revisaron los
expedientes clinicos de los pacientes identificados de acuerdo a los criterios de
seleccion y se identificO una paciente con sindrome de delecion 6p y anillo del
cromosoma 13 con resultado de cariotipo en sangre periférica con bandas GTG:
46,XX,der(6)t(6;13)(p23;q14)r(13)(p12g14)[25]. Se complemento estudio con FISH
con resultado: 46,XX,der(6) t1(6;13)(p23;914)r(13)(p12g14) .ish
der(6)t(6;13)(6PTEL48-,D13S327+,6QTEL54+)r(13)(13914+,013S327). Se tomo
muestra de sangre periférica para cariotipo a la madre con resultado normal. Con
los estudios realizados se determind los puntos de ruptura, la cantidad de material
perdido y se establecio la relacion fenotipo-genotipo, comparando los hallazgos con
los descritos en la literatura. Discusién: La paciente presenta una monosomia
6p23-pter derivada de un rearreglo complejo por una translocacion (6;13) no
reciproca, con formacion de un anillo en el derivado del cromosoma 13. No fue
posible establecer si el rearreglo ocurrié de novo debido a que el padre esta fuera
del nacleo familiar. Las deleciones terminales de la region 6p23-pter son poco
frecuentes, las manifestaciones clinicas asociadas son discapacidad intelectual
(DI), hipoplasia medio facial, hipertelorismo, defecto en el desarrollo de la camara
ocular anterior, hipoacusia y cardiopatia, mismas que presentd nuestra paciente. Si
bien la paciente se presenta un anillo del cromosoma 13, no hay pérdida de material
cromosomico y tampoco se observé inestabilidad del anillo, por lo que su presencia
no modifica el fenotipo. Se citd a la consulta externa a la paciente y familiares para
explicar el procedimiento del estudio del caso clinico, resultados de estudios y se
brind6 asesoramiento genético. Conclusion: Nuestra paciente presenta un
sindrome por monosomia 6p23-pter derivado de un rearreglo cromosomico
complejo que incluyod la formacién de un anillo. El fenotipo de la paciente es similar

a los casos reportados de monosomia 6p23-pter.



1. Marco Teorico

1.1 Antecedentes

“Antes pensabamos que nuestro futuro estaba en las estrellas. Ahora sabemos

que esta en nuestros genes” (J. H. Watson y F. Crick, 1953).

Desde la antigiedad el cultivo de plantas, la domesticacion de animales y la
manipulacion de parejas de ganado para mejorar la descendencia aportaron
evidencia de que los humanos se interesaban en el valor de los caracteres
heredados (Petermann, H. I., 2017).

El término genética, deriva de la raiz griega gen, que significa “llegar a ser”. La
genética es la ciencia que estudia la transmisién de la informacion hereditaria de
una generacion a otra. Por otra parte, Por otra parte, el ser humano esta formado
por millones de células, las células fueron descritas por primera vez por Robert
Hooke en 1665 usando un microscopio de luz, sin embargo fue hasta 1838 que
Schleiden y Schwann sugirieron que las células con nucleos eran las unidades
fundamentales de la vida y en 1855 Virchow formulé la hip6tesis de que se pueden
formar nuevas células sélo por la division de las células existentes (Strachan, T.R.,
2011). En 1859, Charles Darwin publicé “El origen de las especies”, proponiendo la
evolucidn por seleccion natural, y en 1865 Gregorio Mendel publicoé "Experimentos
en la hibridacién de las plantas™ en donde propuso los principios de la herencia y los
conceptos de dominante y recesivo para explicar cdmo una caracteristica puede ser
reprimida en una generacion pero aparecer en la siguiente generacion (Petermann,
H. l., 2017). Fue hasta 1869 que Miescher estudié extractos de acidos nucleicos y
acufio el término nucleinas. Entre 1879 y 1882, Flemming observo pequeiios hilos
dentro del nucleo de las células que parecian dividirse, que denomino cromatina
debido a la afinidad por tefirse. A fines del siglo XIX son identificados los
cromosomas y se reconocen dos tipos de divisidn celular: mitosis y meiosis
(Strachan, T.R., 2011).



1.2 Estructura de los cromosomas humanos

La vida depende de la capacidad de las células para almacenar, recuperar y traducir
las instrucciones genéticas requeridas para crear y mantener vivo un organismo
(Aguda, B.D., 2015). Esta informacion se transmite de una célula a sus células hijas
en la division celular (mitosis) y de generacién en generacion a través de células
reproductivas (meiosis). Nuestra informacion genética se encuentra guardada en el
acido desoxirribonucleico (DNA) y determinard las caracteristicas de cada individuo

(Strachan, T.R., 2011).

Cada molécula de DNA consiste en dos cadenas de polinucleétidos, cada una de
estas cadenas esta compuesta de cuatro tipos diferentes de nucleétidos; los
nucleotidos estan formados por tres componentes quimicos: un fosfato (PO4), un
azucar (desoxirribosa) y una base nitrogenada, que puede ser purina (adenina o

guanina) o pirimidina (timina o citosina) (Travers, A., 2015).

Anillo de pirimidina

Adenina

Anillo de Purina Guanina

Figura 1. Estructura basica de las bases nitrogenadas. Modificado de: Concepts of genetics.
Klung.W.S., 2013.



Las bases nitrogenadas pueden formar puentes de hidrogeno en donde una guanina
puede unirse con una citosina por 3 puentes de hidrogeno y una adenina puede
unirse a una timina por 2 puentes de hidrogeno, este tipo de apareamiento entre

bases nitrogenadas se denomina “Watson y Crick” (Watson, J. D., 2014).

Adenina Timina : 5
Guanina Citocina

Figura 2. Apareamiento de Watson y Crick. Modificado de: Concepts of genetics. Klung.W.S., 2013.

Las dos cadenas de DNA se mantienen juntas por medio de puentes de hidrégeno
gue unen a las bases nitrogenadas (y que da estabilidad a la estructura del DNA),
a su vez los nucledtidos se mantiene unidos por enlaces fosfodiéster (Klung, W. S.,
2013). Cada cadena presenta un extremo 5y un extremo 3’y estos dos extremos
se emplean para describir la direccion en la que se ordenan los nucleétidos; ademas
las dos cadenas se encuentras dispuestas en forma antiparalela y entrelazadas
formando un alfa hélice derecha que tiene casi diez pares de bases por vuelta. Esta
disposicion genera dos surcos que corren a lo largo de la hélice, se denominan
surcos mayor y menor ya que uno de los surcos es mas ancho que el otro (Watson,
J. D., 2014; Campbell, M. K., 2016).
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Figura 3. Estructura del DNA. Modificado de: Bioguimica Médica. John W.B., 2011.

El DNA se encuentra asociado a proteinas (histonas) en el nlcleo de cada célula, a
esto se le conoce como cromatina. La cromatina ayuda a empaquetar el DNA en
varios niveles (Chambers, E. V., 2013). El primer nivel de compactacion se conoce
como nucleosoma, que es la subunidad repetitiva basica estructural y funcional de
la cromatina, consta del enrollamiento de 146 nucleétidos de la doble hélice que se
enrollan con 1.7 vueltas alrededor de un nucleo proteico de 8 histonas (pares de
H2A, H2B, H3 y H4) (Doenecke, D., 2014). Cada nucleosoma tiene una novena
histona (H1) que previene que se deslice o gire sobre el DNA. Una cadena con
muchos nucleosomas da la apariencia de un collar de perlas que tiene un didmetro
de 10 nandmetros, por este motivo a este nivel de compactacion se conoce como
fibra de 10 nandmetros. 6 nucleosomas en forma helicoidal dan origen a la fibra de
30 nandémetros de diametro que se denomina solenoide (Lewin, B., 2008). Entre
cada nucleosoma hay una cantidad variable de pares de bases que oscila entre 15

y 55. Una cadena de nucleosomas semeja un “collar de perlas” con un diametro de
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10 nanometros, esta conformacion de cromatina se denomina “fibra de 10nm™. Se
requieren 6 nucleosomas que se ordenan en forma helicoidal que se ordenan en
forma helicoidal para dar origen a una fibra de 30 nanémetros (Lewin, B., 2008).
Las fibras de 30 nandmetros forman asas, que se forman por la interaccion de
proteinas no histonas las cuales a su vez forman una matriz proteica que va a
delimitar regiones de cromatina transcripcionalmente activa e inactiva. La matriz
proteica contiene varias proteinas como topoisomerasas, cohesinas y condensinas.
Las asas de la fibra de 30 nm forma a su vez un filamento de 840 nm de diametro
constituido por rosetas constituidas por 18 asas, estos filamentos se pueden
distinguir al microscopio electrénico y se conocen como cromosomas (Lupski, J.R.,
2006; Lewin,B., 2008).

Cromatida
(Didmetro 700 nm)

3) Fibra de cromatina
" (Didmetro 300nm)

— = - ———

2) Solenoide
(Didmetro 30nm)

Histona H1

1) Nucleosoma.
(Didmetro de 6nm X 11nm)

— Octémero de histonas

—

Figura 4. Empaquetamiento de la cromatina. Modificado de: Concepts of genetics.

Modificado de Klung.W.S., 2013.
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Para que la informacion del DNA pueda expresarse 0 no en este nivel de
compactacion la cromatina se encuentra en estado relajado o compactada. La
heterocromatina (hetero: diferente) es una cromatina mas condensada con genes
transcripcionalmente inactivos, a su vez se divide en constitutiva (siempre se
encuentra condensada a pesar y no contiene genes para proteinas) y facultativa
(puede comportarse como heterocromatina o eucromatina dependiendo del ciclo
celular). La eucromatina (eu: verdadero) se encuentra menos condensada, tiene
mas concentracion de genes activos y a menudo se encuentra en transcripcion
activa (Eissenberg, J. C., 2001).

Los cromosomas son entidades dinamicas cuya apariencia varia con el estado del
ciclo celular, se encuentran en el nucleo de las células eucariontes, y se denominan
asi por su capacidad de tefirse con algunos colorantes (chromos: color; soma:
cuerpo) (Gersen, S. L., 2013). Su forma condensada se observa en fase M del ciclo
celular y durante la fase S se encuentran dispersos y no pueden ser distinguidos al
microscopio (Aguda, B.D., 2015).

Los gametos (Ovulos y espermatozoide) tienen un numero haploide (n) de
cromosomas que corresponde a 23. Las células soméaticas de un individuo tiene un
namero diploide (2n) de cromosomas, en total son 46 cromosomas, €éstos
encuentran organizados en 23 pares, 22 de ellos son cromosomas autosémicos, el
altimo es el par sexual que determina el género del individuo, cada uno de estos

cromosomas proviene de uno de los progenitores (Gersen, S. L., 2013).

13



E=zpermatogénesis

Espermatogonia

E=spermatocito primario
N
A1

©
/ VA

."'II \'\. A

|
0

Espermatocito secundarnio

Espermatida

E=spermatozoide

'

4 )
( 1

n n n

®®

Ovogénesis
@ Owogonia
! '~.\
Mitosis £ \
_-"I 1
l‘"\. "'I{ "".
£ Y Y
@ Owocito primario
Meiosis |
S Y
—_—
Arresto '\ Owvocito secundario v
1er cuerpo polar
Meiosis |l @ @
PR
! "'- Owvulo v
@ @ ?do cuerpo polar

Figura 5. Ovogénesis y espermatogénesis. Modificado de Gersen, S. L., et al.(2013).

Un cromosoma consta de dos brazos o cromatides unidos por un centrémero o

constriccion primaria, y en los extremos se encuentran los telomeros (llustracion 6)

(Strachan, T.R., 2011).
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llustracion 1.ldiograma de los cromosomas 6 y 13.

El centromero es indispensable para una adecuada segregacion durante la division
celular, sus funciones son: permitir la interaccion entre la cromatina y el
citoesqueleto durante la division celular; permitir la union de las cromatidas
hermanas hasta su migracion en la anafase; asegurar el movimiento de los
cromosomas durante la anafase; y regula el ciclo celular. Las secuencias de los
centromeros, consisten en DNA alfa satélite que son secuencias repetidas en
tandem de 171 pb, no codificantes para proteinas y en general no contiene genes

transcripcionalmente activos (Gohard, F. Z., 2014).
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Durante la mitosis en la profase tardia, en cada centrémero se forma un cinetocoro
que controla el ensamblado y desensamblando de los microtibulos del huso
mitotico que por medio de proteinas realiza el transporte del ecuador a los polos
opuestos en la célula. El cinetocoro tiene una estructura trilaminar, que consta en:
una capa externa en donde se anclan los microtubulos; una capa media que esta
formada por heterocromatina constitutiva, cohesinas, entre otras proteinas; y una
capa interna (Musacchio, A., & Desai, A., 2017).

A Repeticion de orden superior
[ W 1

[ (] I :I L
DNA centromerico
L1

DNA, satélite O

Heterocomatina

Microtibulos Cinetocoro

N

i

)

\*\‘ Heterocromatina,
formada por DNA satélie O

Capa interna del cinetocoro

Capa externa del cinetocoro
Figura 6. Estructura de un centrémero humano. A) Se muestra la organizacién de secuencias de

DNA satélite alfa. B) Se muestra estructura de un cromosoma completo que muestra partes
fundamentales del centrémero. Modificado de: Alberts B, The cell (2002).
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La proteina CENP-A o proteina del centromero A es una variante de la histona H3,
que es remplazada por CENP-A en los nucleosomas centroméricos, e interactla
con CENP-C quien a su vez forma la capa interna del cinetocoro; por lo tanto sin
CENP-A no hay cinetocoro o un centrémero funcional (Romero, F., 2016). La
proteina CENP-B se une a una secuencia especifica de 171 pb, se encuentra en
el DNA alfa satélite del centromero, esta presente en cromosomas activos como
inactivos. CENP-I, CENP-E son proteinas motoras derivadas de dineinas que

permiten el movimiento de los cromosomas (Gohard, F. Z., 2014; Lui, S., 2014).

Las proteinas INCENP (inner centromere proteins) junto con borealina, survivina y
la enzima aurora participan en la alineacion de los cromosomas en la placa

ecuatorial y la correcta segregacion cromosomica (Perea-Resa, C., & Blower, 2018)

Ensemablaje del

nucleosoma CENP-A g e

HJURP

Cromatina centromérica

Figura 7. Se observa la interaccion de proteinas CENP. Modificado de: Alberts B, The cell (2002).
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Los telomeros estan constituidos por secuencias conservadas evolutivamente en 5'-
TTAGGG-3’, contiene de 500 a 3000 repetidos, son secuencias microsatélites. El
extremo 3’ se alarga formando una estructura de triple hélice para “esconder” y
“proteger” el telémero, es protegido también por la proteina POT1, mientras ésta
esté presente la telomerasa no podra actuar (Heidenreich, B., & Kumar, R. 2017).
Las funciones del teldmero son: proteger el extremo de la molécula del DNA (de
nucleasas y recombinasas), mantener el tamafio de las moléculas del DNA, permitir
a la célula un niumero minimo de divisiones y regular el ciclo celular (Strachan, T.R.,
2011). Las secuencias que se encuentran debajo de los telomeros o regiones
subteloméricas son secuencias minisatélites, hipervariables y cromosoma
especificos que sirven como amortiguadores si se llegaran a perder los telomeros
Las proteinas TRF1y TRFEZ2 regulan la actividad de la telomerasa y junto con POT1

se conoce como complejo de Shelterina (Raffa, G. D., 2015).

Holoenzima de la telomerasa

Complejo de Shelterina

DNA telomérico 4
TAGGGTTAGGGTTAGGG T TAGGGETTAGGGT ITAGGGTTAGGE
ATCCCAATCCCAATCCCARTCCCARTCCCAR T- 5" ef—

Figura 8. Estructura de un telomero. Se observa el complejo de Shelterina, esencial para la
proteccion de los telémeros y para regular el alargamiento. El complejo enziméatico de la
telomerasa comprende la transcriptasa inversa (TERT) y el componente de RNA esencial (TERC),
éste contiene un motivo que se une a la proteina diskerina. El complejo diskerina ademas contiene
proteinas NHP2, NOP10 y GAR1. Modificado de Heidenreich, B., & Kumar, R. 2017.
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1.3 Clasificacion de los cromosomas humanos

Antes del desarrollo de las técnicas de bandeo, los cromosomas humanos se
clasificaron de acuerdo a la posicion del centrdmero, se identifico el brazo corto (p)
y el brazo largo (q). Acorde a esto se clasifican en metacéntrico, submetacéntrico
y acrocéntrico (ISCN, 2016).

- Metacéntricos: El centromero esta situado cerca de la mitad de los brazos del

cromosoma.

- Submetacéntricos: El centrébmero se encuentra proximal a uno de sus extremos,

dando como resultado un brazo largo y corto.

- Acrocéntricos: El centromero esta situado muy cerca del extremo de un brazo

del cromosoma. En los brazos cortos presentan una constriccion secundaria
formando un adelgazamiento que forma el tallo y terminan con una region
denominada satélite (heterocromatina). En el tallo, se encuentran los genes de
RNA ribosomal que durante la interfase forman el nucléolo por lo que se

denominan regiones organizadoras nucleolares (NOR) (Gersen, S. L., 2013).

Central Metacéntrico

Brazo p
P

~Centrémero ?3
i» Brazo q

~—Mi racién'——-:»
Entre el centro y el Submetacéntrico

extremo ’
Préoximo al extremo Acrocéntrico
>
o ‘
(\ e

Figura 9. Clasificacion de los cromosomas de acuerdo a la ubicacion del centrémero.

En el extremo Telocéntrico
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En la conferencia de Londres en 1963, se clasificé a los cromosomas en 7 grupos

de acuerdo a su tamafio y posicion del centrémero.

Tabla 1. Tipos de cromosmas y su correspondiente grupo. Modificado de Gersen,S.L.,2013)

Tipo de cromosoma Grupo y cromosoma
Metacéntricos A:1,2,3
(El centréomero se encuentra E: 16
cerca de la mitad del F:19y 20

cromosoma con una relacion

de brazo largo a brazo corto de

1:1al:3)

Submetacéntricos B:4y5
(ElI' centromero se encuentra C:6,7,8,9,10,11,12,X
cercano a un extremo del E:17y 18

cromosoma respecto al otro
extremo, relacién brazo largo a
brazo corto de 1:1,3 a 1:7)

Acrocéntricos D: 13,14y 15
(Centrémero situado cerca del G:21,22,Y
extremo del cromosoma con
una relaciébn brazo largo a
brazo corto >1:7). E,
cromosoma Y no tiene

satélites.
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1.4 Ciclo celular

De acuerdo a la teoria celular establecida por el bidlogo aleméan Rudolf Virchoff en
el siglo XIX “las células sélo provienen de células”. Las células existentes se dividen
a través de una serie ordenada de pasos denominados ciclo celular; en él la célula
aumenta su tamafio, el ndmero de componentes intracelulares (proteinas y
organelos), duplica su material genético y finalmente se divide. Consta de 2 fases
principales: interfase y la fase M o de division (mitosis/ meiosis). La interfase consta
de una fase G1 (Gap 1), S (sintesis), y G2 (Gap 2). Durante el ciclo celular existen

puntos de control estrictos que regulan el paso de una fase a otra (Hunt, T., 2011).

Ciclina A
+

Cdk2

G1

> Interfase /\ CicITa A

Cdk1

~ | \
Célulés /
quiescentes

Mitosis |

G1 Profase

Telofase Prometafase

Anafase Metafase

Figura 10. Fases del ciclo celular. Modificado de Klung.W.S., 2013.

21



En la fase G1 es una etapa en donde los organelos y el tamafio celular se duplican,
existe sintesis de RNA y proteina. En esta fase se encuentra el punto de restriccién
y el primer punto de control. Casi al final de G1, se encuentra el punto de restriccion,
se conoce asi puesto que si la célula logra pasar este punto se encuentra
“‘comprometida” a entrar al ciclo celular, en este punto se comprueba a competencia
proliferativa de la célula y que no haya dafio al DNA. El paso a través de este punto
se da por los complejos cdk4 y cdk6-ciclina D, que seran el factor de transcripcion
E2F de la proteina Rb (proteina del retinoblastoma) por medio de fosforilacion de
Rb. E2F estimula la sintesis de cdk2 y ciclina E que son necesarios para el progreso
de G1 a S, por lo tanto Rb se inactiva mas y disminuye a su vez la concentracion de
p27. La inactivacion Rb es conservada durante todo el ciclo celular (Aguda, B.D.,
2015). Posterior al punto de restriccion se encuentra el primer punto de control,
participan el complejo cdk2-ciclina E, que como se mencioné en el punto de
restriccién se encarga de inactivar a Rb y favorecer a E2F para permitir la sintesis
del DNA durante la fase S. p53 (que se encuentra unido a Mdm2) y p21 se encargan
de inhibir este punto de control. Si existe una lesion en el DNA, p53 se separa de
Mdm2, y al aumentar la concentracion de p53 se estimula la sintesis de p21 que se
une al complejo cdk2- ciclina E, este complejo se inhibe y no hay paso a la fase S
(Strachan, T.R., 2011; Aguda, B.D., 2015).

*

*
GFR

Figura 11. Punto de restriccién. Modula el paso de G1 a S. Maodificado de Klung.W.S., 2013.
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Durante la fase de sintesis (S), la célula duplica su material genético, para brindarle
una copia completa del genoma a cada una de sus células hijas; la replicacion inicia
en sitios especificos de los cromosomas (origenes de replicacion),
aproximadamente existen 25 sitios por cromosoma. La fase S no tiene punto de
control, sin embrago para la sintesis de DNA es indispensable la presencia de cdk2-
ciclina A (Strachan, T.R., 2011)

En la fase G2, la célula contintia creciendo, realizando sintesis de proteinas y RNA.
Al final de G2 se encuentra el segundo punto de control, en donde participa el
complejo cdkl-ciclina Ay B, se conoce también como factor promotor de la mitosis.
En este punto se verifica una adecuada replicacion y reparacién del DNA, asi como
gue existan todos los componentes necesarios para ensamblar el aparato mitético
y la cantidad necesaria de ATP para poder entrar a mitosis. También actta p53 que
detecta alteraciones en el DNA y desencadena la activacion de p21 encargada de
inhibir cualquier complejo cdkl, 2, 4 y 6. Por lo tanto, en caso que no existan las
condiciones necesarias, G2 se alarga para lograr realizarlas, y en caso de no lograr
reparar dafio al DNA la célula entra a apoptosis (Strachan, T.R., 2011; Aguda, B.D.,
2015).

Cuando ya no se requiere la formacion mas células, éstas entran en un estado
denominado GO, en el cual abandonan el ciclo celular y entran en un periodo de
latencia, si estas células reciben el estimulo adecuado abandonan el estado GO y
entran a G1 (Strachan, T.R., 2011).
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1.4.1 Mitosis

En esta fase se reparte a las células hijas el material genético duplicado, a través
de la segregacion de los cromosomas. La fase M para su estudio se divide en:
Profase: En esta etapa los cromosomas (constituidos por dos cromatidas hermanas)
se condensan en el nucleo y se hacen visibles, mientras que en el citoplasma se
comienza a ensamblar el huso mitético entre los centrosomas. El complejo cdk1-
ciclina B participa en la degradacion de la envoltura nuclear, este complejo fosforila
las laminas nucleares y desestabiliza sus interacciones y por lo tanto se degrada.
Los centromeros de cada cromosoma se asocian a las proteinas que conforman los
cinetocoros, junto con el CPC (complejo pasajeros de los cromosomas) y las
cinasas Aurora B y PLK1. Los centriolos migran a los polos opuestos de la célula
para formar el huso. Metafase: Cromosomas alcanza su estado maximo de
condensacion y se encuentra en el ecuador del huso mitético formando la placa
metafdsica. Anafase: Se produce la separacion de las crométidas hermanas,
debido a que el complejo APC (complejo promotor de anafase) ubicuitiniza a la
segurina y libera la proteina separasa para degradar a la cohesina de los
centromeros. La separacion de las crométidas hermanas dan lugar a dos
cromosomas hijos que migran hacia polos opuestos de la célula. Telofase: Ambos
juegos de cromosomas llegan a los polos de la célula y adoptan una estructura
menos densa, se forma posteriormente la envoltura nuclear. Citocinesis:
Finalmente la célula se divide mediante el anillo contractil de actina y miosina
produciendo dos células hijas cada una con un juego completo de cromosomas
(Strachan, T.R., 2011; Lewin, B., 2008).
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Los cromosomas se Fase mas larga Los centriolos se Los centromeros se
desenrrolian formando la . encuentran en los polos alinean en el plano ecuatonial
cromatina.

A
N\

.l{u

Anafase
Los centromeros  se

separan

El huso se dispersa en dimeros de tubulina

Figura 12. Representacion de Mitosis en una célula 4n. Se describe en cada fase algunos pasos
importantes durante esta etapa. Modificado de Klung.W.S., 2013.
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Entre metafase y anafase, se encuentra el tercer punto de control, que también es
conocido como punto de control del uso mitotico; se encarga de verificar que las
crométides hermanas se encuentren unidas por cohesinas en el cinetocoro, que
permanezcan unidas al huso mitético, con la finalidad de asegurar su adecuada
segregacion. Si se detecta que alguno de los cinetocoros no se encuentra unido, se
activa al conjunto APC-cdc20 que inhibe la liberacién de la separasa impidiendo que
las cromatides hermanas se separen (Strachan, T.R., 2011; Lewin, B., 2008).

@)

/ \
Cdc20—< Q QJ—th-l
o

Securina Ciclinas mitoticas
— > . — > @
Cohesina
Metafase Anafase G1

Figura 13. Representacion del complejo APC-cdc20. Modificado de Mendelsohn, J., et al.2015.
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1.4.2 Meiosis

Si solo existiera la mitosis, nuestros hermanos, padres u otros individuos seriamos
copia uno del otro, s6lo alguna mutacion ocasional produciria alguna variabilidad
genética. El paso de la evolucion depende de la cantidad de variacion genética
presente, por medio de la combinacion de la informacion genética de los padres
(Cha, R. S., 2014). La meiosis es un proceso de division de células germinales que
genera gametos femeninos y masculinos haploides (n) a partir de células dipliodes
(2n). Consiste en dos divisiones celulares, que generan reduccion de la cantidad de
informacion genética, recombinacion cromosOmica y segregacion al azar de los
cromosomas de origen materno y paterno. Al igual que la mitosis, la meiosis es
precedida por un estado de interfase que incluye las fases G1, S y G2. Se divide en
dos fases diferentes: la meiosis | y la meiosis Il, cada una de ellas tiene una division
celular (Strachan, T.R., 2011).

Célula diploide V)
( 2n=4) -~ I/i-r
Meiosis |
AN A Profase |
NI\ M { sinapsis)
\ %\
A

Tétrada

—— }‘;EJ/ Metafase

Division reduccional

Cromatidas

X 3 .S—Vhermanas

Meiosis 1l | Divison ecuacional

’,’ ‘,‘

Cromatida
% anica
i

=

Figura 14. Esquema de Meiosis. Modificado de Klung.W.S., 2013.

27



La primera division meiotica, se conoce como division reduccional porque €l nUmero
de cromosomas por célula se reduce a la mitad, debido a la segregacion de
cromosomas homaologos por medio de la degradacion de las cohesinas las cuales
se encuentran en los centromeros. La profase, en 5 etapas: leptoteno, cigoteno,

paquiteno, diploteno y diacinesis.

En Leptoteno los cromosomas se condensan y se hacen visibles, cada cromosoma
tiene un par de cromatides hermanas (de la replicacion durante la fase S
premeiotica) unidas por cohesinas RECS, en la cara interna de los cromosomas se
forma un banda de soporte denominado elemento axial o lateral, que se encuentra
formado por proteinas del complejo sinaptonémico tipo 2y 3 (SYCP2y SYCP3). La
recombinacioén inicia cuando la proteina SPO11 genera rupturas de doble cadena
en el DNA. Durante cigoteno los cromosomas homadlogos se alinean y se aparean
por medio de la adiccion de la proteina del complejo sinaptonémico tipo 1 (SYCP1)
y se genera el complejo sinaptonémico cuya formacién inicia en los teldmeros y
avanza hacia el centromero. En paquiteno, los satélites de los cromosomas
acroceéntricos se condensan, el tallo desaparece y se asocian con el resto del
cromosoma. En diploteno se hacen visibles los quiasmas que son los puntos de
contacto en los diferentes lugares de las cromatidas homologas. La cohesina Rad21
mantiene unidas a las croméatidas para el intercambio de material;, en la meiosis
femenina la célula entra en esta etapa en un arresto prolongado. En diacinesis el
huso meidtico se ensambla y los cromosomas se separan para su segregacion y
desaparece el nucléolo, la membrana celular se rompe y se inicia el movimiento

hacia la placa metafasica.
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Profase |

Leptoteno __————-— Cromosomas
Cigoteno ) _ Bivalentes
Paquiteno ,$7\§;. -~ tétrada
'-\"j»:.
Diploteno —e) — — Quiasma
\,\\
Diacinesis RN L _. Terminacion

Figura 15. Representacion de Profase I. Modificado de Klung.W.S., 2013.

En la metafase de meiosis | cada cromosoma homologo se encuentra unido al huso
meiotico de polos opuestos. En anafase se separan los cromosomas homélogos por
la disolucién de los quiasmas y la pérdida de las cohesinas entre los brazos de
cromatidas hermanas. Por ultimo en telofase puede formarse o no la envoltura
nuclear. La segunda divisiébn meidtica (division ecuacional), genera cuatro células
hijas haploides. En esta fase no hay fase S, y en la anafase Il las cromatidas de
cada cromosoma migran hacia polos opuestos. (Strachan, T.R., 2011; Cha, R. S.,

2014).
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1.5 Alteraciones numéricas y estructurales de los cromosomas

Las aberraciones cromosémicas son alteraciones en la estructura o ndmero de
cromosomas, se clasifican por este motivo en numéricas y estructurales (Strachan,
T.R., 2011).

Las alteraciones numeéricas se clasifican de acuerdo a si son multiplos o no del
namero haploide. Entre es ellas se encuentran: Poliploidias y aneuploidias
(Gardner, J. R., 2012).

La aneuploidia es la ganancia o pérdida de cromosomas individuales, ocurre por un
fenébmeno de no disyuncion de cromosomas homadlogos en meiosis | o la no
separacion de cromatides hermanas en meiosis Il o en mitosis (si es en meiosis
genera gamentos disomicos y nulisélicos y si es en mitosis genera trisomias y

monosmias). La mayoria se genera en meiosis | materna (Gardner, J. R., 2012).

Se le denomina poliploidia cuando el nimero de cromosomas es multiplo exacto del
namero haploide y excede el numero diploide. La triploidia es la poliploidia mas
frecuente ocurre en 7.5% de todos los abortos espontaneos. Los mecanismos
citogenéticos que llevan a la triploidia son: 1) Cuando dos espermatocitos
secundarios fecundan un ovocito secundario que expulsa de manera correcta un
segundo cuerpo polar o también llamado diandria (mecanismo mas frecuente de
formacion de triploidia); 2) Cuando un espermatozoide diploide fecunda un ovocito,
también llamado diandria, la cantidad de espermatoziodes diploides es de hasta
10%; y 3) Cuando un espermatozide haploide normal fertiliza a un 6évulo con doble
contribucion génica, debido a que incorpora su segundo cuerpo polar al ndacleo, se

le conoce como diginia (Gardner, J. R., 2012; Gersen, S. L., 2013).

Las alteraciones estructurales se deben a la interrupcion o reubicacion en una
posicion deferente a la normal del material genético de un cromosoma, que puede
originar exceso o pérdida de material cromosémico. Se clasifican en deleciones,

duplicaciones, inversiones, translocaciones, anillos e isocromosmas.
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En las deleciones existe pérdida de material cromosomico y se diferencian en
terminales (pérdida de un extremo de uno de los brazos cromosomicos y la

subsecuente regeneracion telomérica) (Weischenfeldt, J., 2013).

Las duplicaciones representan ganancia de material cromosémico, cuando la

ganancia se encuentra contigua al segmento se le conoce como duplicacion en
tandem; pueden generarse por una recombinacion desigual, causan monosomias y
trisomias parciales, se subdividen en intersticiales (dentro de uno de los brazo de
un cromosoma) y terminales (pérdida en un extremos de un brazo) (Gardner, J. R.,
2012)

Las inversiones son rearreglos intracromosémicos que requieren 2 puntos de
ruptura en el mismo cromosoma, se dividen en pericéntricas (el punto de ruptura
esta por arriba y otro por abajo del centromero) y paracéntricas (punto de ruptura

estan en un mismo brazo del cromosoma) (Hellen, E. H., 2015).

Las Translocaciones se deben al intercambio de 2 segmentos cromosomicos entre

dos 0 mas cromosomas, pueden ser balanceadas o desbalanceadas con respecto

a la cantidad de material genético involucrado (Weischenfeldt, J., 2013).

Los anillos son cromosomas circulares que se originan por la pérdida de los
extremos terminales en ambos brazos y la subsecuente reunién de los segmentos
rotos, se clasifican en céntrico (cuando contiene centromero) y acéntrico (si no tiene
centromero); pueden formarse con la fusién de los telomeros sin pérdida de
regiones subteloméricas y por consiguiente los pacientes no presentan

anormalidades clinicas (Gardner, J. R., 2012).

Los isocromosomas se refiere a un cromosoma que muestra una imagen en espejo

de dos brazos cromosomicos iguales a ambos lados del centrémero, puede
provocar una tetrasomia del brazo cromosomico invoucrad y monosomia del brazo

faltante; se produce por ruptura y fusion de las cromatides hermanas de un
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cromosoma duplicado, involucrando el centrémero o la divisdn horizonatl del
centromero, puede ser isodicéntrico (2 centrdbmeros) o monoceéntrico (un
centromero), pseudodicéntrico (tiene dos centromeros pero uno esta inactivo)
(Gardner, J. R., 2012).

1.6. Técnicas de analisis citogenético simple

El cariotipo es una técnica de citogenética convencional que permite con diferentes
técnicas de tinciéon y bandeo observar diferentes regiones en los cromosomas. El
nivel de resolucion de esta técnica se considera de alta resolucion al observar 800
bandas y estandar de 450- 550 bandas. Con esta técnica se puede determinar el
namero de cromosomas y determinar si existen alteraciones estructurales de entre
3-5 megabases (ISCN, 2016). Las células que mas se utilizan son linfocitos de
sangre periférica debido a que es facil su obtencién y cultivo, sin embargo se puede
realizar en otros tejidos como médula 6sea, mucosa oral, fibroblastos, liquido
amniédtico y vellosidades coriales (Gersen, S. L., 2013). Existen diferentes técnicas
de bandeo para determinar un patrén especifico de bandas que se describen en la
tabla 2.
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Tabla 2. Técnicas de bandeo. Recuperado de Gersen, S. L., 2013).

Técnica de

EENLES

Caracteristicas

QFQ

GTG

RHG

TGH

CBG

NOR

La mostaza de quinacrina reacciona con el DNA. Fluorescentes:
segmentos de ADN ricos en AT. Es altamente carcinogénico
Método més frecuente de tincion. La tripsina degrada proteinas y
proteinas no histonas del DNA. El colorante Giemsa se une a los
grupos fosfatos del DNA. Se genera un patrén de bandeo particular
para cada cromosoma. Bandas oscuras: Predominio de AT.
Bandas claras: Predominio de GC.

Se realiza un tratamiento térmico selectivo en buffers de diversa
naturaleza, seguida por una coloracibn de cromosomas con
Giemsa. El patron de bandeo depende de la desnaturalizacion en
cada region del cromosoma. Las regiones R positivas: ricas en
Guanina-Citosina.

Es util para tefir los extremos distales de los cromosomas.

Se realiza con tratamiento térmico, seguida por una coloracion de
cromosomas con Giemsa. Bandas positivas: Tifle regiones

teloméricas

Se realiza un tratamiento con sales y posteriormente se agrega
coloracion Giemsa. Identifica la heterocromatina constitutiva que
contiene DNA satélite localizado en centromeros, brazos largos del
cromosoma 1,9,16 y Y.

Las regiones organizadoras se localizan en tallos o constricciones
secundarias de los brazos cortos de los cromosomas
acrocéntricos.

Identifica alteraciones en cromosomas acrocéntricos.
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1.7 Técnicas de analisis citogenético con bases moleculares

Con la introduccion de métodos de biologia molecular se permitié la identificacion

de las alteraciones cromosomicas no identificables por cariotipo.

Andlisis por hibridacién in situ con fluorescencia (FISH)

Este método tiene como objetivo, determinar si una secuencia de DNA especifica
(sonda) tiene un complemente con DNA blanco. Si hay hibridacion la sonda se
adhiere al DNA blanco y se identifica una sefial por medio de fluorescencia. Si
en el DNA blanco no se encuentra esta secuencia especifica, la sonda no emite
fluorescencia. Se utiliza para identificar ganancias o pérdida cromosomicas no
visibles por cariotipo convencional, caracterizar aberraciones cromosoémicas o
identificar cromosomas marcadores. A su vez existen diferentes sondas que nos
ayudan a identificar cada aberracion cromosémica como: sondas centromero
especificas, sondas de pintado cromosomico completo, sondas de secuencia
Gnica (Gersen, S. L., 2013).

Andlisis por hibridacién genémica comparativa (CGH)

En esta técnica permite analizar el genoma de un individuo y un genoma de
referencia marcados con dos fluorocromos diferentes entre si (rojo: control;
verde: paciente). Ambos genomas se hibridan competitivamente con
cromosomas en metafase, ambas fluorescencias son detectadas y analizadas
digitalmente. Con este método se identifican ganancias o pérdidas de
segmentos cromosémicos de 10 a 20 Mb, sin embargo no detecta aberraciones
balanceadas (Gersen, S. L., 2013).

Andlisis por hibridaciéon genomica comparativa por microarreglo (aCGH)

Esta técnica se basa en un principio por CGH convencional, sin embargo los
cromosomas en metafase se sustituyen por fragmentos especificos de DNA
clonados de 100-200kb. La relacion entre los dos genomas marcados se
compara. Sirve para detectar alteraciones pequefias de 45Kb a 1Mb, pero no
detecta alteraciones balanceadas (Gersen, S. L., 2013).
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1.8 Abordaje del paciente con cromosomopatia

Las alteraciones cromosomicas pueden ocasionar alteraciones del desarrollo como
malformaciones congénitas, talla baja, retraso del desarrollo psicomotor y
discapacidad intelectual, por lo que los pacientes con estas caracteristicas clinicas

requieren de la evaluaciéon con andlisis citogenético.

1.8.1 Indicaciones de cariotipo
Tabla 3. Indicaciones de cariotipo por grupo de edad. Modificado de Delgado, 2012.

Periodo Indicaciones
Edad mayor de 35 afios
Prenatal Ansiedad materna
Triple marcador alterado
Oligohidramnios- polihidramnios
Retraso de crecimiento intrauterino
Arteria umbilical Gnica
Sospecha ecografica de cromosomopatia
Alteracion cromosOmica balanceada en algun progenitor
2 0 mas malformaciones mayores aisladas
Neonatal Presencia de 3 0 mas malformaciones menores
Recién nacido con rasgos dismorficos
Recién nacido con genitales ambiguos
Obito de causa desconocida
Muerte neonatal de causa inexplicable
Dificultades para el aprendizaje
Lactancia Sospecha de cromosomopatia
Retraso del desarrollo psicomotor
Trastornos del crecimiento
Preescolar- escolar Retraso del desarrollo psicomotor
Sospecha de cromosomopatia
Ginecomastia
Adolescencia Falta del desarrollo puberal
Amenorrea
Retraso mental
Sospecha de cromosomopatia
Padres de nifios con anomalias cromosomicas estructurales
Adultos Abortos de repeticion (2 o mas abortos)
Infertilidad de origen desconocido
Diagnéstico prenatal
Procesos malignos
Todas las edades Control de trasplantes de médula 6sea
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1.9 Sindrome del anillo cromosdmico

Los cromosomas en anillo surgen después de una ruptura y su posterior union en
ambos brazos del cromosoma. Los fenotipos asociados con los cromosomas en
anillo son muy variables debido a la pérdida de material genético o bien a la
inestabilidad del cromosoma, a este fenotipo se le conoce como sindrome del anillo
cromosomico. Correlaciones genotipo-fenotipo precisas para cromosomas en anillo
puede no ser posible ya que los factores varian dependiendo del grado de
eliminacién en la formacion del anillo, la inestabilidad del anillo y el nivel de
mosaicismo. Aungue los cromosomas en anillo usualmente surgen como eventos
de novo, se ha descrito la transmision familiar de anillos del portador a la
descendencia (Gardner, R. J., 2011).

1.10 Caracteristicas del cromosoma 13

El cromosoma 13 es un cromosoma acrocéntrico, que contiene el 3,6% de la
informacion genética. El brazo p esta compuesto de heterocromatina constitutiva, el
brazo g estd compuesto de eucromatina. Contiene aproximadamente 384 genes,
entre los mas importantes se encuentran BRCA2: Predisposicion a cAncer de mama
de aparicion temprana, RB1: Retinoblastoma, ATP7B: Enfermedad de Wilson
(Dunham, A., 2006). La tincién del cromosoma con Giemsa produce el patron de
bandas caracteristico que se muestra en la figura 16.

Se encuentra implicado en aberraciones cromosdmicas frecuentes como trisomia

completa o sindrome de Patau, monosomias y trisomias parciales de 13q.
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1.10.1 Trisomia 13 o Sindrome de Patau
El sindrome de Patau o trisomia 13 se debe a presencia de un cromosoma 13
adicional. Su frecuencia es de 1 en 12 000 a 20 000 recién nacidos vivos y sus
principales caracteristicas clinicas son: restriccion del crecimiento intrauterino, al
nacimiento presenta microcefalia, aplasia cutis congénita, holoprosencefalia,
hipotelorismo, ausencia de huesos nasales, microftalmia, labio paladar hendido
cardiopatia congénita, polidactilia postaxial, entre otras. Generalmente estos

pacientes tienen mal pronéstico (Merritt J., 2013).

1.10.2 Sindrome del anillo del cromosoma 13

El cromosoma 13 en anillo es una condicién genética rara con una incidencia de 1
en 58,000 en nacidos vivos. Las principales caracteristicas clinicas de los pacientes
con cromosoma 13 de anillo incluyen crecimiento y retraso del desarrollo,
microcefalia, dismorfias faciales caracteristicas, genitales ambiguos, atresia anal,
malformaciones oculares, retinoblastoma y anormalidades en manos y pies. La
gravedad del fenotipo depende de la cantidad de material genético perdido durante
la formacion del cromosoma del anillo (Su, P., 2013; Cakmakli, S., 2017)

13p13 ()

13pl2 —
13p11.2

13g21.1
13g21.2

13q21.23
13q22
13931

13q32
13933
13q34

Figura 16. Ideograma del cromosoma 13.
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1.11 Caracteristicas del cromosoma 6

El cromosoma 6 es un cromosoma metaceéntrico que constituye aproximadamente
el 6% del genoma humano, contiene aproximadamente 1000 genes. El brazo corto
gue representa aproximadamente el 35% de la longitud total del cromosoma. En la
siguiente figura muestra un ideograma del cromosoma 6 (Miller-Myhsok, B., 2006)

1.11.1 Sindrome de delecion 6p

Las deleciones terminales de la region 6p23-pter son poco frecuentes, las
manifestaciones clinicas asociadas dependen del tipo de delecién presentada. En
el caso de las deleciones terminales con puntos de ruptura dentro de la region 6p24-
pter resulta clinicamente en discapacidad intelectual, defectos del desarrollo
anterior de la camara ocular, pérdida de la audicion, hipertelorismo, hipoplasia
medio facial y pabellones auriculares de baja implantacion. Deleciones intersticiales
con puntos de corte dentro de la region 6p22-p24 se caracterizan clinicamente por
discapacidad intelectual, cuello corto, manos cortas, malformaciones congénitas en
sistema nervioso central, rifdn y corazon. La mayoria de los casos de delecion 6p
se deben a la segregacion de translocaciones balanceadas o deleciones de novo
(Caignec, C. L., 2005)

Figura 17. Ideograma del cromosoma 6.
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2. Planteamiento del problema

El Hospital Infantil de México Federico Gomez es un centro de referencia de tercer
nivel de atencién de problemas de salud pediatricos, entre sus principales causas
de solicitud de atencion son las malformaciones congénitas y las cromosomopatias.
Las alteraciones estructurales y numéricas de los cromosomas pueden ocasionar
alteraciones del desarrollo entre ellas talla baja y retraso del desarrollo psicomotor
asi como discapacidad intelectual, por lo que los pacientes con estas caracteristicas
clinicas requieren de la evaluacion por analisis citogenético para descartar
aberraciones cromosémicas. Entre los cromosomas de interés por el efecto que sus
alteraciones tienen en el fenotipo se encuentran el cromosoma 6 y el cromosomal3,
este Ultimo presenta gran variedad fenotipica que va desde retinoblastoma hasta
fenotipos complejos que incluyen malformaciones multiples como el sindrome de

Patau. Lo que nos lleva a la siguiente pregunta de investigacion:

Pregunta de investigacion
¢, Cuadles son y cual es la frecuencia de las alteraciones de los cromosomas 6 y 13
y cudl es la relacion fenotipo-genotipo que presenta una muestra de pacientes del
Hospital Infantil de México Federico Gémez de 2009-2018?
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3. Justificacién

El Hospital Infantil de México Federico Gomez es un centro de referencia a nivel
nacional, en donde se atienden pacientes con manifestaciones clinicas que pueden
estar relacionadas con cromosomopatias, entre ellas los cromosomas 6 y 13 se
asocian a problemas del desarrollo y/o sindromes caracteristicos, los cuales son
muy poco frecuentes. No conocemos la estadistica de cuantos pacientes en nuestra
Institucién presentaron alguna alteracion en los cromosomas 6 y 13 en el periodo
de 2009 a 2018. Este trabajo nos permitira conocer el tipo y la frecuencia de estas
alteraciones para determinar las alteraciones clinicas mas frecuentes y
caracteristicas asociadas a estos cromosomas. Algunos de los pacientes
identificados podrian beneficiarse con estudios moleculares que complementen su
diagnostico y su asesoramiento genético. Ademas, aportaremos conocimiento
nuevo de la relacién fenotipo-genotipo de las alteraciones en el cromosoma 6 y 13

en nuestra poblacion.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo principal
Analizar las caracteristicas clinicas y citogenéticas de una muestra de
pacientes con anomalias numéricas y estructurales del cromosoma 6
y/o del cromosoma 13 diagnosticados en el periodo de enero de 2009
a diciembre de 2018 y analizar clinica y citogenéticamente a un
paciente con delecién 6p y anillo del cromosomal3.

4.2 Objetivos particulares

- Determinar el tipo y la frecuencia de las alteraciones numéricas y
estructurales de los cromosomas 6 y 13 diagnosticadas por técnica
de bandas GTG entre 2009 y 2018. .

- Establecer la relacion fenotipo-genotipo en los pacientes
estudiados.

- Comparar nuestros hallazgos con los descritos en la literatura.

- Analizar clinica y con citogenética molecular a una paciente con

sindrome de delecién 6p y anillo del cromosoma 13.
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5. Hipotesis

Esta tesis no requiere hipétesis al tratarse de una descripcion de casos.

6. Material y métodos

Este trabajo esta dividido en dos partes: La primera de ellas se refiere al analisis
estadistico de las alteraciones de los cromosomas 6 y/o 13 diagnosticados por
cariotipo con bandas GTG en el Departamento de Genética del Hospital Infantil de
México Federico Gomez en el periodo 2009-2018. La segunda parte es el analisis
fenotipo- genotipo de una paciente con sindrome de delecion 6p y anillo del

cromosoma 13

6.1 Tipo de estudio

Observacional, descriptivo, transversal, ambilectivo.

6.2 Metodologia del andlisis estadistico
Se revisaron las libretas de reporte de resultados de cariotipo con bandas GTG
realizado en el Laboratorio de citogenética del departamento de Genética del
Hospital Infantil de México Federico Gémez entre 2009 y 2018. Los resultados
fueron analizados por porcentajes de acuerdo al nimero de estudios totales
realizados en el periodo en este laboratorio. Se identificaron aquellos pacientes con
alteraciones en los cromosomas 6 y/o 13 y se clasificaron de acuerdo al tipo de

alteracion cromosémica identificada.
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6.3 Metodologia del anédlisis clinico y citogenético

Se revisaron los expedientes clinicos de los pacientes identificados de acuerdo a
los criterios de seleccion del estudio. Se identificd una paciente con sindrome de
delecién 6p y anillo del cromosoma 13, se realizd el analisis descriptivo de las
caracteristicas clinicas y se complement6é con un estudio citogenético molecular
para determinar la cantidad de material perdido y establecer asi la relacion fenotipo-
genotipo, comparando los hallazgos con los descritos en la literatura.

Se citd a la consulta externa a la paciente y familiares para explicar el procedimiento
del estudio del caso clinico. Para complementar abordaje, previo consentimiento
informado, se tomé de muestra de sangre periférica para cariotipo a la madre y

estudios de citogenética molecular a la paciente.
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6.4 Criterios de seleccion

Criterios de inclusiéon

O

©)

Reporte de resultados de cariotipo con bandas GTG

Reportes de cariotipo del periodo 2009-2018 con alteraciones
numericas y/o estructurales del cromosoma 6 y/o 13.

Formula cromosémica legible

Que exista expediente clinico disponible.

De los pacientes identificados con resultado con alteracion del
cromosoma 6 y/013 que sea posible realizar otras pruebas

citogenéticas.

Criterios de exclusion

o

o

Resultados de cariotipo normal o con alteraciones numéricas o
estructurales en otros cromosomas,

Reportes con duda diagnostica.

Criterios de eliminacioén

o

Reportes de resultados ambigiios 0 que no se cuente con el
reporte escrito.

Pacientes en quienes no sea posible recabar los datos clinicos
del expediente.

Pacientes en quienes no puedan realizarse pruebas especiales
para caracterizar la aberracion cromosomica.

Pacientes que no deseen participar en el estudio.

Muestras que no cumplan con los requisitos para los estudios

requeridos.
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7. Resultado y discusion del andlisis estadistico

Durante andlisis de las libretas de reporte de resultados en el periodo de enero de
2009 a diciembre 2018 el total de muestras para estudio citogenético (cariotipo y
FISH) fue de 7,504. En el 14.63% que representan 1,098 estudios, no fue posible
obtener crecimiento o resultado debido a diversos factores. El numero total de
estudios citogenéticos con resultado fue de 6,406.

Tabla 4. Pacientes con alteraciones en el cromosoma 6

1 Probable cromosomopatia 46,XX,t(6;12)(q13;913)[25]

2 Pareja con dos abortos mos 46,XY,t (6;12)(p12;p12) [19]/46,XY [31]

3 cariotipo previo anormal 46,XY,t(6;11)(g23;923)[25]

4 Trisomia 21, cardiopatia congénita 47,XY,t(6;12)(g23;912),+21 [25]

5 Madre del hijo con cromosomopatia 46, XX, t(6;12)(q23;912) [25]

6 Displasia del desarrollo de la cadera bilateral, 46,XX,der(6)t(6;13)(p23;q14),r(13)(p12q14)
dismorfias menores

7 Estenosis pulmonar, sepsis nosocomial 46,XY,del(6)(g23g25.1) [25]

Se identificaron 7 casos correspondientes a alteraciones en cromosoma 6 y 75
casos corresponden a alteraciones en el cromosoma 13.

De los 7 casos correspondientes a alteraciones en el cromosoma 6, uno de ellos
corresponde a alteraciones numéricas (14%) y 8 a alteraciones estructurales (86%).
La alteracién numérica identificada corresponde a una trisomia del cromosoma 21
y las alteraciones estructurales mas frecuente corresponde a translocaciones
balanceadas.

De los 75 casos que corresponden a alteraciones en el cromosoma 13, 41 casos
presentan alteraciones numericas (54.6%) y 34 presenta alteraciones estructurales
(45.4%). Durante este periodo se identificaron 8 pacientes con trisomia 13 que
corresponde al 10.6% de los pacientes con alteracién en el cromosoma 13 y
corresponde 0.12 % del total de muestras con resultado realizadas durante este
periodo. De los 82 pacientes con alteracion en los cromosomas 6 y 13, 1 caso

presento alteracion en ambos los cromosomas.
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8. Presentacién de caso clinico
Femenino de 3 afios 3 meses de edad referida al Hospital Infantil de México a los

10 meses de edad por cariotipo anormal y retraso en el desarrollo psicomotor.

Antecedentes heredofamiliares
Producto de la gesta 1. Madre 24 afos, originaria de Chiapas, aparentemente sana.
Padre de 52 afos, originario de Veracruz, aparentemente sano. 15 medios

hermanos por rama paterna, aparentemente sanos. Niegan consanguinidad.

52 a 24 a 30a 26a 20a

Il A -

Figura 18. Arbol genealdgico del propdsitus
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Antecedentes perinatales

Embarazo normoevolutivo, adecuado control prenatal. Se realizé 10 ultrasonidos
perinatales, al quinto mes de embarazo se detect6 acortamiento de miembros
pélvicos. Fue obtenida a término por via abdominal por presentacion pélvica, peso
2600 grs (<p10), talla 47cm (p10), Apgar: No recordd. Se detecto al nacimiento pie

equino varo derecho y displasia de desarrollo de cadera bilateral.

Antecedentes personales patolégicos

Postoperada de osteotomia periacetabular (OPA) para correccion para displasia de
cadera bilateral en diciembre del 2014. Desarrollo psicomotor: Fijacion de la mirada:
3 meses, sonrisa social: 3 meses, sostén cefalico: 4 meses, sedestacion 10 meses.

Balbuceos: 10 meses, el resto la madre no lo recuerda.

Exploracion fisica

Paciente femenino de edad aparente menor a la cronolégica, peso 12Kg (p5), talla
89 cm (p5). Braquicefalia, fontanela anterior 3x2cm, normotensa. Frente amplia,
frontal prominente, implantacion folicular anterior alta. Cejas arqueadas, pobladas,
hipertelorismo, telecanto y epicanto interno bilateral. Puente nasal ancho/plano,
dorso recto, punta bulbosa. Filtrum borrado, comisuras labiales descendentes, labio
superior delgado y labio inferior evertido, paladar integro, micrognatia. Pabellones
auriculares de implantacion baja con hélix antevertido y hoyuelos. Cuello cilindrico.
Torax con soplo sistélico. Abdomen, blando, sin visceromegalias. Displasia de
desarrollo de cadera bilateral. Genitales externos fenotipicamente femeninos.

Extremidades inferiores con acortamiento de fémur.
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Figura 19. Caracteristicas faciales
de la paciente a los 3 afios de edad.
Vista frontal: se muestra frente
amplia e hipertelorismo.

Figura 20. Caracteristicas faciales
de la paciente a los 3 afios de edad.
Perfil lateral derecho: Noétese
pabellén auricular dismorfico y de
implantacion baja.
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Figura 21. Caracteristicas faciales de la
paciente a los 3 afios de edad. Noétese el
hipertelorismo y la tendencia a mantener
la boca abierta.

Figura 22. Perfil de cuerpo completo de la
paciente. Se aprecia la displasia del
desarrollo de cadera.



Valorada en el departamento de genética a los 9 meses, se inici0 estudio por
displasia del desarrollo de cadera bilateral, probable displasia 6sea y retraso del
desarrollo psicomotor. Actualmente no realiza deambulacién y forma frases de dos

palabras.

Como parte del abordaje inicial se solicité valoracion por el servicio de cardiologia,
oftalmologia, potenciales evocados auditivos de tronco cerebral (PEATC),
neurologia con solicitud de resonancia magnética y ortopedia. Paciente con

indicacion de toma de cariotipo en sangre periférica con bandas CTG.

El estudio por resonancia magnética de craneo mostré asimetria interhemisférica,
hipoplasia de cuerpo calloso y aumento de cisterna magna. Se diagnostico
embriotoxon posterior bilateral, hipermetropia y atrofia optica leve; audicion normal

bilateral y persistencia del conducto arterioso de 4x7x10mm.
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Resultados del estudio cromosémico y molecular

El resultado del

cariotipo de sangre periférica con bandas GTG fue:

46,XX,der(6)t(6;13)(p23;q14)r(13)(p12q14)[25]. El cariotipo materno fue normal, el

padre no acudio a realizarse estudio.
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Figura 23.Cariotipo de la paciente. Las flechas sefialan el cromosoma derivado formado por la
translocacion entre el cromosoma 6 y 13 que derivo en una delecion 6p, y el cromosoma 13 en anillo.
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13

der6 rl13

Figura 24. Ideograma de los cromosomas 6 y 13. El cromosoma 6 se representa de color verde y el
cromosoma 13 de color azul. Se ejemplifica la translocacion (6;13) que derivo en la delecién 6p y la
formacion del anillo del cromosoma 13.
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Debido al resultado del cariotipo, se decidi6 realizar con la misma muestra estudio
de FISH en la proposita con la finalidad de identificar por este método de estudio los
puntos de ruptura. Se utilizé la mezcla 6 ToTelVysion, Vysis, Abbott Park Ill, USA
gue mostro: 46,XX,der(6)t(6;13)(p23;q14)r(13)(p12g14).ish der(6)t(6;13)(6PTEL48-
,D13S327+,6QTEL54+) r(13)(13914+,D13S327-). El andlisis confirmo la ausencia
de la region 6p, la presencia del segmento del cromosoma 13 en el cromosoma 6 'y

la presencia del anillo del cromosoma 13.

TEL 6q
13q14(RB1)
TEL 139

Figura 25. FISH en metafase. Se observa las sefiales aqua que corresponden a la region 13q14; la
sefial verde corresponde al telomero del brazo corto del cromosoma 6; la sefia naranja
corresponde al telémero del brazo largo del cromosoma 6.
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Cromosoma 13

en anillo
Cromosoma 13

normal

\_Y_)

der 6

/

Cromosoma 6
normal

Figura 26. FISH en metafase. Se confirma la delecion (ausencia de la sefal) en el derivado del
cromosoma 6.
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der(6)

Figura 27. Ideograma de los cromosmas 6 y 13 normales, der (6)t(6;13) y del anillo del cromosoma 13. Se
muestran los colores de las sondas subteloméricas empleadas en el FISH.
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9. Discusion de caso clinico

La paciente presenta una monosomia 6p23-pter derivada de un rearreglo complejo
por t(6;13) no reciproca, con formacion de un anillo en el derivado del cromosoma
13. No fue posible establecer si el rearreglo ocurrié de novo debido a que el padre

se encuentra fuera del nucleo familiar.

En el brazo corto del cromosoma 6, se localizan numerosos genes importantes en
la morfogénesis como FOXC1, que es miembro de la familia de genes homeobox,
asociado con malformaciones en la camara anterior del ojo, anomalia de Rieger,
anomalia de Axenfeld, hipoplasia del iris opacidad corneal, coloboma del iris,
glaucoma y malformacion de Dandy-Walker (Muller-Myhsok, B., & Ziegler, A.,2006).
Nuestra paciente presenta embriotoxdn posterior bilateral, reportado hasta el
momento en 4 pacientes con delecion 6p23-pter (se resume el fenotipo descrito en
la literatura de este sindrome en la tabla 4).

El gen F13A1 con locus en 6p25-p24, se relaciona con deficiencia del factor XIIIA,
sin embargo, hasta el momento nuestra paciente no cuenta con manifestaciones

clinicas ni datos de laboratorio que no hagan sospechar esta alteracion.

De acuerdo a la revision de la literatura, existen tres genes candidatos para
hipoacusia: DFNA13 (6p21.3), DFNA21 y DFNA31 (Caignec et al.,2005), esto llama
la atenciéon debido que hasta el momento nuestra paciente no presenta dicha

caracteristica.
El gen EDN-1 (6p24.1) se relaciona con alteracién del desarrollo renal (Chen, et al.,

2004). Se realizd en nuestra paciente ultrasonido renal al conocer dicha

manifestacion, sin embrago el reporte del ultrasonido es normal.
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En la siguiente figura se muestra los genes relacionados con el fenotipo de la

delecion 6p23-pter.

6p25
6p24
6p23

OoMIM

Localizacion | Gen Alteracion
6p25 FOXC1 iridogoniodisgenesis ; Disgenesia del segmento anterior; anomalia de 601020
Rieger; Anomalia de Axenfeld; hipoplasia del iris; glaucoma
6p25-p23 IRF4 Mieloma multiple 601900
6p25-p24 F13A1 Deficiencia de factor de coagulacidn X1l 134570
6p24.3 OFC1 Hendidura orofacial-1 119530
6p24 DSP Sindrome de pelo lanoso - hiperqueratosis palmoplantar - miocardiopatia | 125647
dilatada
6p24.1 EDN-1 Desarrollo renal 131240
6p24-p23 GCNT2 Catarata; antigeno | (grupo sanguineo) 600429
6p24-p21 DFNA13, | Hipoacusia 601868,
DFNAZ1, 607017
DFNA31 y
608645
6p23 DEK Leucemia no linfocitica 125264
6p23 SCZD3 Esquizofrenia 600511
6p23 ATX1/ Ataxia espinocerebelosa 1 601556
SCAI

Figura 28. Genes relacionados con el fenotipo de la delecion 6p23- pter.
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Los cromosomas en anillo surgen después de una ruptura y su posterior unién en
ambos brazos del cromosoma. El cromosoma 13 en anillo es una condicién genética
rara con una incidencia de 1 en 58,000 en nacidos vivos (Cakmakli, S., 2017). Las
principales caracteristicas clinicas de los pacientes con cromosoma 13 de anillo son
retraso del crecimiento y del desarrollo, microcefalia, dismorfias faciales
caracteristicas, genitales ambiguos, malformaciones oculares, retinoblastoma (en
algunos casos). Los fenotipos asociados con los cromosomas en anillo son muy
variables debido a la pérdida de material genético o bien a la inestabilidad del
cromosoma. La gravedad del fenotipo depende de la cantidad de material genético
perdido durante la formacion del cromosoma del anillo; si bien la paciente presenta
un anillo del cromosoma 13, no hay pérdida de material cromosdémico y tampoco se

observo inestabilidad del anillo, por lo que su presencia no modifica el fenotipo.
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Tabla 5. Principales hallazgos clinicos en el sindrome por delecion 6p terminal.

Propésita |Mirza et al., 2004* Chen et al., 20042 |Lin et al., 2005° Le Caignec at al., 2005 *
P1 P2 P3| P4 P1 Pl | P2 P3 P4 P1 P2
Punto de ruptura 6p23 |6p25.2| 6p25 |6p25|6p24.3 6p24 6p24|6p25| 6p25 6p24 6p25 6p25
Método de estudio C/F C/F C/F C/F| CIF C/F C/F| C C/IF C CIF C/F
Género F M F F F F F | F F F F F
Edad (afios) 3 5 2 13 1 5 2 2 3 4 2 15
Hipotonia + + + + + + + + NR + NR NR
RDMP + + + + - + + + + + + +
. DI NA + - + + + NA | NA NA + + +
Alteraciones del SNC
Dificultad en el lenguaje + + + - - + + | NR + + + NR
Dandy- Walker + - - - + - + + + - - -
Malformacion cuerpo calloso + - - - + + - - - - - -
Hipertelorismo + + + + - + + + + + + +
Anormalidades en la retina - NR NR + - NR - - NR NR NR NR
Embriotoxon posterior + + NR NR - NR - + + - + +
Defectos de refraccion + NR + + - + + + + + +
. Hipoplasia del iris - NR NR NR - NR - - + NR + +
Alteraciones oculares
Alteracion en cornea - NR NR + + NR - - NR NR + +
Sinequias iridocorneales - NR NR NR - NR - - + NR NR +
Estradismo + + + + - NR - + NR + NR +
Glaucoma - - NR NR - NR - - - NR NR NR
PABI + + NR - - NR + - - NR + +
Oidos
Hipoacusia - + - + + + + - + - + +
Nariz Puente nasal ancho/plano + + - - - + + + + NR + +
Filtrum borrado + NR NR - NR NR + | NR NR NR + +
Cavidad oral y filtrum
Labio inferior evertido + NR + NR | NR NR + + + NR NR +
Alteraciones cardiacas + Ao |PCA/FOP| - CIv - TF | TF |PCA/FOP PCA - -
Torax y abdomen
Alteraciones renales - - - - - - + - NR - NR NR
Alteraciones en extremidades + + + + NR + NR | NR NR + + NR
Extremidades
Displasia de cadera + NR - + NR + NR | NR NR NR NR NR

C: Cariotipo; F: FISH; F: Femenino; M; Masculino; NR: No reportado; +; Presente; -: Ausente; DI: Discapacidad intelectual; RDMP: Retraso en el desarrollo psicomotor; PABI: Pabellones auriculares de

baja implantacion; Ao; Valvula aédrtica; PCA: Persistencia del conducto arterioso; FOP: Foramen oval permeable; CIV: Comunicacion interauricular; TF: Tetralogia de Fallot.




10.Conclusion

Las deleciones terminales de la region 6p23-pter son poco frecuentes, las
manifestaciones clinicas asociadas incluyen discapacidad intelectual (DI),
hipoplasia medio facial, hipertelorismo, defecto en el desarrollo de la camara ocular
anterior, hipoacusia, pabellones auriculares de implantacion baja, cardiopatias y
alteraciones en las extremidades. La mayoria de los casos se deben a la
segregacion de translocaciones balanceadas o deleciones de novo. Los rearreglos
cromosomicos complejos son el resultado de tres 0 mas rupturas en uno o varios
cromosomas. Los cromosomas en anillo derivados de rearreglos cromosémicos
complejos son poco frecuentes, suelen ser inestables y modificar el fenotipo. En
esta tesis se describid una paciente con delecién 6p y anillo del cromosoma 13

derivado de una translocacion desbalanceada.

La paciente presenta una monosomia 6p23-pter derivada de un rearreglo complejo
por t(6;13) no reciproca con formacion de un anillo en el derivado del cromosoma
13. No fue posible establecer si el rearreglo ocurrié de novo debido a que el padre

se encuentra fuera del ntcleo familiar.

El fenotipo de la paciente es similar a los casos reportados en la literatura de
monosomia 6p23-pter, el cual es poco frecuente. Numerosos genes importantes en
la morfogénesis se han descrito en el brazo corto del cromosoma 6. FOXC1 (6p25)
es miembro de la familia de genes homeobox; mutaciones en este gen se ha
asociado con malformaciones en la cAmara anterior del ojo, anomalia de Rieger,
anomalia de Axenfeld, hipoplasia del iris opacidad corneal, coloboma del iris
glaucoma y malformacion de Dandy-Walker. Se ha propuesto 3 genes candidatos
para el desarrollo de hipoacusia presentes en 6p: DFNA13 (6p21.3), DFNA21 y
DFNA31; EDN-1 (6p24.1) gen de endotelina 1, parece estar relacionado con
alteracion en el desarrollo renal. Si bien la paciente presenta un r(13), no hay
pérdida de material cromosdmico y tampoco se observo inestabilidad del anillo, por

lo que su presencia no modifica el fenotipo.
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Anexos
Anexo 1. Técnica de cariotipo con bandas GTG en sangre periférica
TOMA DE MUESTRA
Material
Jeringa de 3ml
Heparina sddica de 1,000 Ul
Equipo
Campana de flujo laminar
Método
1. Con método previo de asepsia y con uso de guantes, preparar jeringa de
dentro de la campana de flujo laminar. Tomar con una aguja diferente
heparina y heparinizar las paredes de la jeringa, asi como la aguja de la
jeringa que se usard, dejar 0.1ml de heparina.
2. Firma de consentimiento del procedimiento a realizar por parte de los
padres o representante legal.
3. Tomar 2 mililitros de sangre periférica, obtenida por puncion directa y
etiquetar la muestra con nombre y niumero de cariotipo asignado por el
laboratorio de genética.

4. Registrar la muestra en la libreta de primer contacto del laboratorio.

REALIZACION DE CARIOTIPO

Material

- Tubos de ensayo Falcon desechables

- Solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4
- Solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.8
- Tripsina

- Colorantes Wrigth y Giemsa

- Cubre objetos

- Guantes

- Jarras Coplin

- Vaso de precipitados



- Pipeta graduada, pipeta de transferencia, pipeta Pasteur

- Probeta graduada

- Resina Entellan

Equipo

- Microscopio

- CronOmetro

- Pinzas punta roma

Preparacion de soluciones y método

1.
2.

Tomar 1.5ml de sangre periférica, de la muestra previamente obtenida.
Agregar 700ul de muestra en 2 tubos de ensayo Falcon, cada tubo se
etiqueta con leyenda “A” y “B”.

Agregar 5ml de medio de cultivo PB-MAX (RPMI 1640, fitohemaglutinina,

suero bovino fetal, estreptomicina, penicilina y L- glutamina).

4. Incubar por 72 horas de 37-37.5°C.
5. Agregar alas 72 horas 20ul de colchicina al 2% a cada tubo, agitar levente

e incubar 30 minutos a 37-37.5°C.

Centrifugar a 2,500 rpm durante 10 minutos

7. Retirar el sobrenadante con pipeta y resuspender el contenido agitando

9.

en el vortex.
Agregar solucién hipoténica (cloruro de potasio) para completar un
volumen de 12ml.

Incubar durante 30 minutos a 37-37.5°C.

10. Centrifugar a 2,500 rpm durante 10 minutos

11.Con pipeta retirar el sobrenadante y durante la agitacion agregar gota a

gota solucion de Carnoy (metanol/ acido acético, relacion 3:1) hasta

completar un volumen de 8 ml.

12.Centrifugar y retirar el sobrenadante. Llevar a un volumen de 8 ml para el

primer lavado.



13. Centrifugar y retirar el sobrenadante. Llevar a un volumen de 6 ml para
el segundo lavado.

14. Gotear el cultivo en una laminilla de vidrio y observar calidad y cantidad
de metafases obtenidas.

15. Incubar las laminillas obtenidas en una estufa de 60°C durante 24 horas.

16. Para realizar digestion, introducir durante 10-30 segundos una laminilla
en el primer Coplin.

17.Enjuagar laminilla en el segundo Coplin para realizar actividad.

18.Sumergir la laminilla en un Coplin con tincion Wrigth durante 2 minutos y
retirar.

19. Sumergir la laminilla en un siguiente Coplin con tincién Giemsa durante
2 minutos.

20.Sumergir y enjuagar la laminilla en un vaso de precipitados.

21.Secar y montar con 3 gotas de entellan y un cubreobjetos.

22.Revisar calidad de bandas y dejar reposar a temperatura ambiente.

Técnica modificada de Freshney RI. Specialized Techniques. In: Culture of
animla cells. A manual of basic technique and specialized applications. Wiley-
Blackwii; 2010. Pp517-529.



Anexo 2. Técnica de FISH (Hibridacion in situ con fluorescencia)

La toma de muestra y la técnica para este estudio es la misma del cariotipo hasta la

preparacion de laminillas. Se realiza con mezcla 6 ToTelVysion, Vysis, Abbott Park

lll, USA; con sondas especificas de la regién 13q14, y teldmeros del brazo largo y

corto del cromosoma 6 y region telomérica del brazo largo del cromosoma 13.
Método

1.
2.

Es necesario un ambiente de humedad en rango de 50-60% a 24-25°C.
Resuspender el boton con solucion fijadora para obtener una concentracion de
metafases adecuada.

Gotear sobre una laminilla pre- lavada (FISHER Brand ™) el material celular
dependiendo de la cantidad de sonda que se hibridara.

Comprobar la calidad de material celular en un microscopio de contraste de fase.
Los cromosomas se muestran en color gris y deben estar libres de citoplasma.
Se procede con la maduracién de la muestra

Incubar las preparaciones celulares a 37°C en 2X SSC por 30 minutos,
posteriormente deshidratar en etanol al 70%, 85% y 100% por dos minutos cada
uno. Dejar secar y se procede a la co-desnaturalizacion.

Las sondas que fueron previamente mezcladas en el amortiguador, se colocan
sobre la laminilla madura en el area de mejor calidad y cantidad celular. Colocar
un cubreobjetos de 22x22 mm y sellar con cemento de goma. Se realiza en el
HyBryte a 71°C durante 2 minutos la co-desnaturalizacion, vigilar la temperatura
y tiempo de desnaturalizacion. Continuar con la hibridacion.

Colocar las laminillas en una camara hiumeda a 37°C durante 16-24 horas.

8. Después de 24 horas, retirar el sellador y el cubreobjetos. Lavar las laminillas en

40 ml de SSCX/NP-40 al 0.3% a 73°C durante 2 minutos y posteriormente en 40
ml de SSCX/NP-40 al 0.1% a temperatura ambiente durante 1 minuto. Dejar
secar la laminilla al aire y en la oscuridad. Agregar contratincion con 8 pl de
DAPI/Antifade. Colocar cubreobjetos y sellar con cemento de goma para

analizar en microscopio de epifluorescencia (Olympus ™) con filtros (Chroma
TM).



Anexo 3. Consentimiento de toma de muestra de sangre periférica para

cariotipo.
@ FORMATO DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION
Ko e HIM-LC-PR.01-RE.01

loa

e[ ] reon
provore oL PrciENTH o v | [ ] AROS

PROCEDIMIENTO PROPUESTO Y EXPLICACION DEL MISMO:
e U raiiesive Ls,mgumm l P)Rm J Fw\rmm FECAL J OTRO (exgicue)
Benoficios . DIAGNOSTICO OPORTUNO DE PADECIMIENTO /O SEGUIMIENTO AL TRATAMIENTO

Riesgos y complicaciones: MINIMCS, SI SE PRESENTA ALGUNA CONTAMOS CON PERSONAL CAPACITADO EN ATENDER LA URGENCIA
EL MATERIAL ES NUEVO, ESTERIL Y DESECHABLE

&Nos de edad. Reconozco que se me explicod y entendi el procedimianto para realizar

. Ly
exdmenes, esloy enterado de los beneficlos, sé de los riesgos y las probables complicacionss que se me pueden preseniar.
de que se busca un beneficly, doy mi consentimiento sin obligacién y por decislon prepla para qua los exémenss se efectien

Consciente
asl mismo para realizar la atencién de contingencias y urgencias derlyadas del acto autorizado, con base al principio de libartad prescripta.

TESTIGO FAMILIAR (Nomore y Firma)
TESTIGO SUPERVISOR (Nombre y Firma)
'NOMBRE Y FIRMA DEL FLEBOTOMISTA
B e e s T,

,Mpm-mumu un procadimienio cuando elio antrafie un tissgo hacla el pacients.
La muastra de Investigacién.

REFERENCIA: LEY GENERAL DE SALUD can. IV, Arl. 80.61.82. v 83. NOM-168-SSA1-1608



Anexo 4. Carta de consentimiento informado para fotografias.

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO
FEDERIDO GOMEZ

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
OR. MARQUEZ ND, V6% COL. POETORES,
BELEUACION QUAUKRTEMEE, G 04720 MiXIEn, B8
MaTITUEIOM DE. RERVIOID HEMEG, EMASCRANIA € INVERTIBAGCION
ARLIADD A LA UHIVERSIGAD HASIONAL AUTONDMA DK MEXIEH

a‘.‘l-.' iy

México, DF.a___ de de 20

A QUIEN CORRESPONDA:

Por medio de la presente deseo manifestar que estoy de scverdo con ha invitacide que
me hathan hecho’ el DociDockees

Mmmma&mdcwhﬁmldeMmFedmoocémmqm
stan publicadas y/o peeseatadas en congresas cientifices nacionales & internacionales las
caracteristicas clinicax de oni caxo ylo el de mi hijo, en forma escrita o on fotografins.

Se m= ha explicade que ello obedece al intsr3 cientifico de campartir conociméento con
I comumidad médica y cesntifica wmtemacioaal que pudiese en un futuro redundar es un
rojor Conocimisn® y entendimiento de ls eafermedad de que se trate sdemis del que
sctualmente se tiene, Se me Ba explicado que de realizarse dicha “publicacidn o
preseutacidn cn congresn, esta serd un medio cientifics, reconccilo mcioml e
isternactonslments, que s= tomards todas las medidas necssanas para prescrves la
nonﬁdznmhdaﬂdnlcasortodomlo pudiese penmitic f2 identificacion de la
persara de quien iz frate, intlyendo k mod:ﬁ-muﬁn e I fotografias . nlinh:n para
preservar el anonimaso.

’ Por |o anterior establezca 2qui que he tomade esta decisidn libeemeate y que se me ha

' uxplicado que no ¢s obligstonio el participar v que no peccidiss por.ello ningin beneficio
&3 espacie o econdmico de ninguna saturaleza y de Ja mismz manerz que de negarme 8
particigar el po inffuiria &n el trato ¥ prestaciones que eeabo por parte del Hospital
Izfanti) de México Federico Ghmez, obedeziendo o lox derechos que como paciente
1engo y 2l respeto & mi tome de decisienes y de mi dignidad.

Por lo snterior firmo este documento de conformidad y recibo cna copia del docurnento.

Nombrey firma

Paclente/tutar
Pareatescy com ef paclente

Testigo ! ’ Testigo 2
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