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LISTA DE ABREVIATURAS

PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa.
gPCR: PCR cuantitativa o en tiempo real.

SHOX: Gen Short-stature Homeobox.

VAMP7: Gen Vesicle —associated membrane protein 7.
SRY: Gen Sex-determining region Y.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

XIST: Gen X-inactive specific transcript.

XIC: Centro de inactivacion del cromosoma X.
TSIX: X-Inactivation-Specific Transcript-Antisense.
PAR’s: Regiones Pseudoautosémicas.

PAR1: Regién Pseudoautosémica 1.

PAR2: Regién Pseudoautosémica 2.

KALIG1: Kallmann Syndrome Interval Gene 1.
STS: Gen Steryl-Sulfate Sulfohydrolase

RPS4X: Gen Ribosomal Protein S4, X-Linked.
ZFX: Gen Zinc Finger Protein, X-Linked

UBE1: Gen Ubiquitin Like Modifier Activating Enzyme 1
IQ: Coeficiente intelectual.

NOM: Norma Oficial Mexicana.

EEG: Electroencefalograma.

Cr: Cycle threshold.

AACT: Delta Delta Ct



RQ: Cuantificacién relativa.

pL: Microlitros.

RNASE P: Gen Ribonuclease A Family Member 1, Pancreatic
DCC: Displasia Congénita de Cadera.

PC: Perimetro cefalico.



CAPITULO |

1. RESUMEN

La trisomia del cromosoma X (47, XXX) es una aneuploidia del cromosoma
sexual en el cual las mujeres tienen un cromosoma X extra, comparado a un
cariotipo femenino normal 46, XX. La incidencia de esta patologia es de
aproximadamente de 1 en 1000 mujeres, sin embargo, se estima que sélo el 10%
de los casos son diagnosticados. El cariotipo 47, XXX es lo mas frecuente, el 10%
de los casos ocurren en forma de mosaico 46, XX/47/XXX 0 47, XXX/48, XXXX, o
en combinacién con lineas celulares monosémicas tales como 45,X/47,XXX o
45,X/46,XX/47,XXX. La trisomia del X ocurre como un evento de no disyuncion en
meiosis | materna en el 58-63% de los casos, 16-17.4% son derivados de meiosis
II'y 18-19.6% son secundarios a una no disyuncién post-cigética. EI cuadro
clinico comprende talla alta, pliegue epicanto, clinodactilia, hipotonia en la
infancia, malformaciones genitourinarias, crisis convulsivas, displasias congénita
de cadera, dolor abdominal/constipacién, falla ovarica prematura. Debido a que
Polisomia del X es una patologia con amplia variabilidad fenotipica no ha sido
posible un diagndstico clinico oportuno, por lo que se considera una patologia
sub-diagnosticada, ya que no se cuenta con una metodologia que permita el

diagnostico temprano.

Se han disefiado metodologias basadas en la PCR para la deteccion temprana
de las aneuploidias mas frecuentes (como Sindrome de Turner), la gPCR o PCR

en tiempo real es una metodologia rapida, sensible, de alto rendimiento y que
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puede automatizarse por lo que ha sido considerada como una metodologia

eficaz en el diagndéstico de cromosomopatias numéricas.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la utilidad de la cuantificacion de
la dosis génica mediante la técnica qPCR como método para la deteccion
temprana de pacientes con Polisomia del X en muestras de sangre en papel
filtro de la poblacion neonatal, asi como establecer la incidencia de tal patologia

en la poblacion del noreste del pais.

Se obtuvieron un total de 10,033 muestras, 4945 corresponden a mujeres, 5088
corresponden a hombres, todas tomadas en recién nacidos. Se les realizé andlisis
de gPCR y los recién nacidos con resultados de perfil de aneuploidia para

Polisomia del X se analizaron con un cariotipo bandas GTG.

En el estudio se encontré6 que el andlisis de la dosis génica de marcadores
localizados en las regiones pseudoautosémicas como SHOX y VAMP7 pueden
ser de utilidad en la deteccion de pacientes con Polisomia del X. En el estudio
se detectaron 3 pacientes con Polisomia del X, lo cual permite una incidencia en

la poblacion del noreste del pais de 1 en 1648 recién nacidas.
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CAPITULO Il
DETECCION TEMPRANA DE POLISOMIA DEL X MEDIANTE LA
CUANTIFICACION DE LA DOSIS GENICA DE SHOX Y VAMP7 POR Q-PCR

EN MUESTRAS DE SANGRE EN PAPEL FILTRO

INTRODUCCION

El genoma humano esté constituido por 46 cromosomas, dispuestos en 23
pares. De estos 23 pares, 22 son semejantes en los hombres y las mujeres, y se
denominan autosomas; su numeracion va desde el mas grande al mas
pequefo.lEl par restante estd constituido por los cromosomas sexuales: dos
cromosomas X en las mujeres y la combinacion de un cromosoma X y un

cromosoma Y en los hombres. 2

Cada cromosoma contiene un conjunto diferente de genes  dispuestos
linealmente a lo largo de su DNA. Los miembros de un par de cromosomas
(denominados homdlogos), contienen informacion genética congruente entre si;
es decir, poseen los mismos genes y en la misma secuencia.? Sin embargo, en
un locus especifico pueden existir formas idénticas o ligeramente diferentes del
mismo gen, denominados alelos.? En las mujeres, los cromosomas sexuales (los
dos cromosomas X) son también practicamente indistinguibles entre si. Sin
embargo, en los hombres, los cromosomas sexuales son diferentes uno de otro.
Uno de ellos es un cromosoma X, idéntico a los dos cromosomas X de la mujer; el

hombre hereda este cromosoma X de su madre y los transmite a sus hijas. El otro
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miembro del par de cromosomas es el Y, que el hombre hereda de su padre y que

transmite a sus hijos. 2

La composicion de los genes existentes en el genoma humano, asi como los
determinantes de su expresion, queda especificada en el DNA de los 46
cromosomas humanos existentes en el genoma humano, asi como en el DNA
mitocondrial. Cada cromosoma humano esta constituido por una Unica doble
hélice de DNA continuo, sumando en total mas de 6000 millones de nucledétidos.?

En el interior de cada célula, el genoma se dispone formando la cromatina, en la
que el DNA gendémico forma complejos con varias clases de proteinas
cromosomicas. En la cromatina, las moléculas de DNA de un cromosoma forma
un complejo con una familia de proteinas cromosomicas denominadas histonas, y
con un grupo heterogéneo de proteinas no histonas que desempefian un papel
clave en el establecimiento de un entorno apropiado que permita el
comportamiento normal de los cromosomas y la expresion genética adecuada.?
Dos copias de cada una de las histonas nucleares H2A, H2B, H3 y H4 constituyen
un octdmero, alrededor del cual se enrolla un segmento de doble hélice de DNA.
3Con cada octamero se asocian aproximadamente 140pb a su alrededor dando al
menos 1.7 vueltas. Tras un corto segmento espaciado de DNA se forma el
siguiente complejo DNA-octamero y asi sucesivamente, lo que confiere a la
cromatina un aspecto de collar de perlas.® Cada complejo de DNA con su nucleo
de histonas se denomina nucleosoma, que es la unidad estructural basica de la
cromatina.®> La histona H1, se enlaza con el DNA en el margen de cada

nucleosoma, en la region espaciadora internucleosomica. El patron de los tipos
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principales y especializados de histonas, junto con sus modificaciones, se
denomina codigo de histonas, dicho codigo se considera, que es responsable de
la manera en que es empaquetado el DNA, de forma que quede accesible a las
moléculas reguladoras que determinan la expresion génica.® Las largas hebras
de nucleosomas estan, a su vez empaquetadas en una estructura cromatinica
helicoidal secundaria llamada solenoide, la cual, parece ser la unidad fundamental
de la organizacion de la cromatina. A su vez, los solenoides se organizan en
forma de bucles o dominios y se acoplan, a intervalos de 100kb, a un conjunto de

proteinas no histonas que forman la matriz extracelular.?

Asi pues, toda la informacién genética estd debidamente empaquetada en los
cromosomas Yy cualquier anomalia en el nimero o en la estructura del

cromosoma se vera reflejada en el fenotipo del individuo.

Las anomalias cromosOmicas son tanto autosémicas como sexuales y se

clasifican en numéricas y estructurales. 4

Las alteraciones numéricas pueden ser aneuploidia o poliploidia, siendo las
primeras la pérdida o ganancia de uno o mas cromosomas, es decir, cualquier
namero de cromosoma no multiplo de su nimero haploide de 23 pares de
cromosomas; pueden ser monosomia (pérdida de un cromosoma), trisomia
(ganancia de un cromosoma) o tetrasomia (ganancia de dos cromosomas). Las

aneuploidias son debidas a una no disyuncion por lo general en meiosis I, lo que



ocasiona que el gameto contenga ambos homélogos de una pareja de

cromosomas, se destacan por su frecuencia e implicacion bioldgica.*

La no disyuncién en la meiosis produce gametos con 22 o 24 cromosomas, que
después de la fecundacién por un gameto normal producen un cigoto trisémico o

monosoémico. La no disyuncién en la mitosis crea un mosaico. >4

Otro mecanismo involucrado en la no disyuncion es un retraso en la anafase, en
donde existe una falla de un cromosoma o una crométide para incorporarse en
uno de los nucleos hijos después de la division celular, como resultado del
movimiento tardio (retraso) durante la anafase. Los cromosomas que no penetran

en el nlcleo de la célula hija se pierden. 24

Las segundas corresponden a la adicion de uno o mas complementos haploides,
pudiendo ser triploidia (69 cromosomas) o tetraploidia (92 cromosomas). La
triploidia se encuentra a menudo en el material formado en los abortos
espontaneos, la supervivencia mas alla de la mitad del embarazo es rara. Puede
ser por un fallo en la maduracion de la divisibn meiética en un 6vulo o en un
espermatozoide que conduce, a la retencion de un cuerpo polar o a la formacion
de un espermatozoide diploide. Alternativamente, se puede producir por la
fertilizacion de un 6vulo por dos espermatozoides, situacion conocida como

dispermia.*



Las alteraciones estructurales se definen por alteraciones en la forma del
cromosoma como son las deleciones, duplicaciones, translocaciones, inversiones,

anillos, etc.*

El Sindrome de Klinefelter es la aneuploidia mas comun con una frecuencia de
1:500 recién nacidos,® en el caso especifico de los cromosomas sexuales la
aneuploidia que sigue en frecuencia es la Polisomia del X al presentarse 1 en
1000 recién nacidas, la misma frecuencia es reportada en los individuos 47, XYY
y para el caso de las monosomias el sindrome de Turner es la Unica monosomia
completa, compatible con la vida y se reporta en 1:2000-2500 recién nacidas

vivas.®

Las aneuploidias sexuales (con excepcidbn en algunos casos clasicos de
Sindrome de Turner) no se diagnostican en etapas neonatales, el diagndstico de
la mayor parte de los pacientes se realiza en la vida adulta por problemas de
fertilidad y/o alteraciones en la talla. Su deteccion tardia retrasa o impide tratar
las comorbilidades asociadas a estos sindromes en un tiempo oportuno como
cardiopatias, depresion, malformaciones renales, alteraciones esqueléticas,
alteraciones endocrinoldgicas y metabdlicas. Algunas de las cuales pueden
afectar su sobrevida. Su manejo es tarea multi e interdisciplinaria, por lo tanto, es
importante detectar estas condiciones en etapas tempranas, de esta manera, el
individuo afectado tendra una mejor calidad de vida, que permita su adecuada
integracion en la sociedad y un entorno de desarrollo mas favorable para él y su

familia.



Inactivacién del cromosoma X.

En el locus Xgl3 se encuentra el gen XIST=XITE (X inactivo trascrito
especifico), el cual es responsable de la inactivacibon de uno de los dos

cromosomas X de la mujer. ’

En 1961 la genetista inglesa Mary F. Lyon propuso que las mujeres (y las
hembras de los mamiferos) no expresan por partida doble los genes de sus dos
cromosomas X en sus células somaticas, sino solo los genes de uno de ellos (en

los ovocitos se expresan los dos cromosomas X). 8

Lyon propuso que en una fase temprana de la vida embrionaria ( a los 14 dias de
la fertilizacion en el ser humano) tiene lugar un proceso especial, por el cual cada
célula del macizo celular interno del embrién selecciona por azar uno de los dos
cromosomas X, el materno o el paterno, para que sea inactivado, una vez
realizada esa eleccion todas las células hijas mantienen ese cromosoma
especifico inactivo, es decir, se forman clones o lineas celulares que mantienen
inactivo el cromosoma X paterno y otros clones que mantienen inactivo al
cromosoma X materno, de lo que resulta un embrién que es un mosaico para el

cromosoma Xm (materno) y Xp (paterno).’

Todas las células somaticas de la mujer tienen un cromosoma X inactivo
(generalmente visible como un corpusculo de cromatina condensada) ese

cromosoma X no es el mismo en células diferentes (puede ser el Xp o el Xm).’



La inactivacion o lionizacion (llamada asi por el nombre de la investigadora, Mary
Lyon) de un cromosoma X, al convertir a la mujer en un mosaico celular para los
cromosomas X, opera para producir una proteccion propia del sexo femenino
frente a la presencia de mutaciones perjudiciales en uno de sus cromosomas X.?
La mujer es funcionalmente hemicigota para los genes ligados al cromosoma X
pero posee dos poblaciones celulares que expresan la hemicigocidad respecto de
cada uno de sus dos cromosomas X, mientras que el var6n es hemicigoto
obligado y siempre expresa las mutaciones perjudiciales, lo que implica una
ventaja genética significativa para el sexo femenino.?

El mecanismo de lionizaciéon determina que las células femeninas y las células
masculinas expresen una cantidad similar de producto génico ligado al
cromosoma X a pesar de que las primeras poseen dos cromosomas X. Este
fendmeno se denomina “compensacion de dosis génica” y es comun a todos los
mamiferos; también existe un fenomeno de compensacién de dosis génica en los
invertebrados, pero basado en un mecanismo diferente del de los mamiferos, sin

el gen XIST y la lionizacién de un cromosoma.®

Mecanismo responsable de la lionizacion del cromosoma X

La lionizacién de uno (0 mas, en los casos de polisomia) de los cromosomas X es
un fendmeno mucho mas complejo que la simple condensacion e inactivacion del
cromosoma. Se trata de un proceso de desarrollo que afecta al cromosoma X en
etapas sucesivas que todavia no se conoce del todo. Las etapas de este proceso

se pueden clasificar en 3 partes:2”’



a)

b)

Etapa de prelionizacién. Abarca desde la fertilizacion hasta el dia 14 del
desarrollo embrionario humano. Muestra que el cigoto femenino y las etapas de
dos y de 4 blastomeros (totipotenciales) expresan sus dos cromosomas X pero
sin transcribir el gen XIST, al llegar a esta ultima etapa de 4 blastbmeras empieza
a expresarse en forma diferencial el gen XIST: s6lo se expresa en el cromosoma
X, la expresion precoz ( en el estado de 4 blastomeras) del gen XIST se asocia
con el origen paterno, precisamente porque el gen XIST es demetilado en la
profase meidtica paterna, continla asi en el espermatozoide y entra en el cigoto
preparado para una expresion precoz, a diferencia del gen XIST de origen
materno. La expresion diferencial de un gen ya sea paterno o materno, se
denomina impronta génica, porque de alguna manera el gen conserva una huella

o “impronta”.?

Ademas de su estado de hipometilacion en el cromosoma Xp, para expresarse el
gen XIST requiere un factor citoplasmatico presente en el ovocito. Posteriormente,
al formarse el trofoblasto, se produce exclusivamente en las células trofoblasticas
la inactivacion selectiva del cromosoma Xp; por consiguiente, esta inactivacion no
es una lionizacién sino el resultado de la impronta génica del cromosoma X

paterno.’

Etapa de lionizacion. Se desarrolla aproximadamente el dia 14 pero con
diferencias de tiempo en distintas células, de lo que resulta una distribucion

irregular de la inactivacion en diferentes tejidos. Comienza con el borrado de la
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impronta génica en las células del macizo celular embrionario que dan lugar al
embrion, dicho borrado ocurre al mismo tiempo que una demetilacion general del
genoma de las células embrionarias y por eso se cree que ambos procesos estan
vinculados entre si. Al mismo tiempo, el factor de origen materno necesario para
la expresion del XIST, que en apariencia se agota rapidamente en las células
proliferantes del macizo y que corresponde a un gen con impronta materna,
empieza a ser producido nuevamente, en ese momento se desarrolla un recuento
de cromosomas X, cuyo mecanismo se desconoce, pero cuyo efecto es la
inhibicion del gen XIST en un cromosoma X y la expresion de ese gen en todo
otro cromosoma X adicional (la expresion del gen XIST conduce a la inactivacion
del cromosoma en el que estd situado el gen: efecto en cis). Uno de los
cromosomas X queda activo y el otro silenciado, este proceso se realiza en forma

independiente en cada célula, lo que dara origen al mosaicismoXm/Xp.2’

Etapa de poslionizacion. Es permanente en la generalidad de las células
somaticas, pero no en la linea germinal. Consiste en la transmision del estado de
los cromosomas X en la célula progenitora a las células descendientes. Esta
transmision clonal parece invariable, salvo unas pocas excepciones: células en
cultivo, células tumorales y células envejecidas. En la linea germinal los pre-
gonocitos sufren el proceso de lionizacién pero los revierten en los ovocitos, al
comienzo de la profase meiotica, para llegar a ovocitos deslionizados, en los

cuales se expresan ambos cromosomas X.2
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El gen XIST, localizado en Xql13 tiene una organizaciéon muy peculiar porque no
posee marcos de lectura abiertos de extensiébn apropiada para codificar
polipéptidos; en realidad el gen XIST se transcribe pero no se traduce en ningun
polipéptido significativo. El producto del gen XIST es directamente un ARN que
actla sobre el propio cromosoma X ( en cis) mediante un mecanismo poco
conocido que parece ser la acumulacion progresiva de ese ARN sobre la region
periférica al gen, lo que provoca un cambio de conformacion de la cromatina que
se va extendiendo y finalmente abarca todo el cromosoma, con inhibicion de su
actividad transcripcional.?

Las secuencias del gen humano XIST y las del gen homadlogo del raton Xist son

poco semejantes, por lo cual no parecen conservadas.’

El gen XIST consta de 8 exones y su producto de transcripcion es mayor de 16
kb, codificante de un ARN no traducible que se va acumulando y “decora” el
cromosoma X inactivo. La region entera que contiene el XIST (llamado XIC:
centro de inactivacion del X), regiébn que abarca unas 680kb en el cromosoma X
humano incluye otros elementos génicos imprescindibles para la lionizacion del
cromosoma X. Es notable que en esta region (XIC) se produzcan varios
transcriptos de antisentido, es decir, que se transcriban ambas cadenas en
(sentidos opuestos) en el mismo sitio, lo cual producird transcritos
complementarios entre si que tenderdn a silenciar ese sitio.” El transcripto
antisentido mas importante es el TSIX( inversa de XIST), que es un transcripto de
alrededor de 40kb que se superpone parcialmente con el XIST. El tercer elemento

importante conocido de la region XIC es un elemento regulador pequefio, rico en
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CpG que contienen un ADN minisatélite de 34 nucleétidos, repetidos como
unidades. Este regulador, llamado DXPas34 (de X, sitios de H pall, satélite de 34),
esta situado del lado 3’ del gen XIST y es esencial para la iniciacion de la
lionizacion porque posiblemente sea el sitio de iniciacion del transcrito de
antisentido TSIX. Es probable que el proceso comience a partir de una minima
transcripcion del XIST en células embrionarias, insuficiente para provocar otros
efectos, y de una transcripcion antisentido de TSIX, que evita acciones ulteriores
del XIST. Si en el momento de inicio de la lionizacion el regulador de TSIX, es
decir el elemento DXPas34 recibe una sefal (proteina, desconocida) deja de ser
el sitio de comienzo del transcrito antisentido TSIX, lo que permite la acumulacién
del XIST. A su vez, la acumulacion de XIST va produciendo sus sucesivos
efectos: extension de la decoracién del cromosoma, reclutamiento de la histona
especial macroH2A1, metilacion de la lisina 9 de la histona H3 de los
nucleosomas y desacetilacion de las histonas (con la consiguiente condensacion
de la cromatina), para finalizar con la metilacion de regiones controladoras CpG

de los genes que van a ser silenciados.’

Hay cierto nimero de genes que a pesar de estar en un cromosoma X inactivo

son resistentes al proceso de lionizacién y mantienen su actividad transcripcional.

Estos genes son:?
Los de la region pseudoautosémica. Los cuales son homoélogos entre los
cromosomas X y Y de los mamiferos. Las PAR’s se comportan como un

autosoma y se recombinan durante la meiosis, asi los genes en esta region se
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b)

d)

heredan como un rasgo autosémico en lugar de una forma estrictamente ligada al
sexo. Son dos regiones denominadas PAR1 y PAR2. Los genes localizados en
estas regiones pueden ser considerados como candidatos para detectar
alteraciones en el numero de alelos tanto de un hombre como en mujeres para los
casos de aneuploidias de los cromosomas sexuales estos pudieran ser utilizados
como marcadores pues son genes que se encuentran en forma diploide en ambos
Sexos.

Genes cercanos a la region pseudoautosomica como KALIG1 y STS.

Genes cercanos al XIST, como RPS4X.

Unos pocos genes adicionales en el brazo corto del cromosoma X entre ellos ZFX

y UBEL.

Aproximadamente 5-10% de los genes adicionales en el cromosoma X, fuera de
las regiones PAR escapan a la inactivacion. Asi, en trisomia X, 2 de los 3
cromosomas son inactivados, sin embargo, los genes en las regiones PAR y otros
genes que escapan a inactivacion son expresados en los 3 cromosomas. Por lo
tanto el fenotipo asociado con trisomia X resulta en una sobre-expresion de los
genes del cromosoma X. Una excepcion es el gen SHOX, el cual escapa a la
inactivacion y esta asociado con talla baja en sindrome de Turner y la talla alta

observada en la trisomia del X no esta asociada.
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2.1 Epidemiologia

En 1959 se documento el primer caso de trisomia del X por Jacobson et
al. Un par de afios después en 1961 se reporto el primer caso de Tetrasomia

del X por Carr.2°

Trisomia X corresponde a una de las alteraciones de Polisomia del X, es una
anomalia cromosomica sexual con un fenotipo variable causada por la presencia
de un cromosoma X adicional en las mujeres (47, XXX). Ocurre en
aproximadamente 1 de cada 1.000 nacimientos de nifias.'*? Se estima que sélo
el 10% de los casos son diagnosticados.® Los casos detectados han sido de
forma prenatal a través de aminiocentesis o biopsia de vellosidades coriales, en
los casos postnatales a través de cariotipo solicitado por la presencia de
hipotonia, retraso del desarrollo o problemas del comportamiento.'4> En México

no existen reportes de la incidencia de tal entidad.

2.2 Etiologia

La Polisomia del X se produce como resultado de la no disyuncién durante
la meiosis, aunque una no disyuncion postcigotica puede ocurrir en
aproximadamente el 20% de los casos generando mosaicos. Estudios del origen
parental del cromosoma X adicional en la trisomia X demostraron el 58-63% de
los casos derivan de un error en la meiosis | materna, 16-17.4% derivan de un

error en la meiosis Il materna y el 18-19.6% derivan de un error en la no
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disyuncion postcigotica.  El riesgo de tener hijas con polisomia del X aumenta

con la edad materna.1012.16

El cariotipo 47, XXX es lo més frecuente, el 20% de los casos ocurren en forma
de mosaico 46,XX/47/XXX 0 47,XXX/48,XXXX, o en combinacion con lineas

celulares monosomicas tales como 45,X/47 XXX 0 45,X/46,XX/47 XXX.12.17

2.3 Caracteristicas clinicas

El cuadro clinico es muy heterogéneo, desde la infancia se puede detectar
un incremento en la velocidad de crecimiento entre los 4 y 8 afios, para finalmente
tener una estatura promedio por arriba del percentil 75 (80-90%). Los hitos del
desarrollo pueden estar retrasados, mas de la mitad (55-71%) presentaran
hipotonia en la infancia; su IQ se queda por debajo del 90, en cuanto al lenguaje

un 75% van a presentar problemas.10:12

En los hallazgos fenotipicos encontraremos:

Caracteristica % reportado
Pliegue epicanto 32-46%
Cuello Corto o?
Clinodactilia 42-65%
Cifosis toracica o?
Pubertad temprana ?
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Displasia de cadera 2-12%
Dolor abdominal/constipacion 12-45%
Anomalias genitourinarias 5-16%
Crisis convulsivas 11-15%
Falla ovarica prematura é?

Tabla 1. Fenotipo reportado en Polisomia del X. ¢? Se han reportado casos pero

se desconoce su porcentaje.

Alteraciones en las imagenes de cerebro representadas por asimetria de

ventriculos también se ha observado.18

Las nifias tienen mayores tasas de retraso motor y del habla, con un aumento del

riesgo de déficits cognitivos y de aprendizaje en la edad escolar. Caracteristicas

psicolégicas como déficit de atencion, trastornos del estado de animo (ansiedad y

depresion) y otros trastornos psicolégicos son mas frecuentes que en la poblacion

general.l’
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a. b. C.
Figura 1. Fenotipo variable en paciente con Polisomia del X. a. pliegue epicanto e
hipertelorismo. b. hipertelorismo en una nifia de 9 afios. c. ausencia de

caracteristicas dismérficas en una paciente de 19 afios con trisomia del X.

*Fotografias tomadas de Tartaglia NR, Howell S, Sutherland A, Wilson R, Wilson L. A review of
trisomy X (47,XXX). Orphanet Journal of Rare Diseases. 2010; 5:8

Debido a la heterogeneidad de sus manifestaciones y a la poca sospecha clinica

s6lo el 10% son diagnosticados.3

2.4Diagnostico

Realizar el estudio cariotipo (microfotografia de los cromosomas de un
individuo dispuestos de forma estandar!) sigue siendo el estandar de oro. Las
manifestaciones fisicas y psicoldgicas de trisomia del X son variables, por lo que
un estudio de cariotipo debe ser considerado en mujeres que presenten?:

¢ Retraso del desarrollo (habla y/o motor).

e Hipotonia.
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¢ Hipertelorismo/pliegue epicanto/clinodactilia.

e Talla alta.

e Falla ovarica prematura

e Discapacidad de aprendizaje/discapacidad intelectual.

o Déficit de atencidon/Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad.

e Ansiedad y/o sintomas psiquiatricos.

2.5Diagnéstico prenatal

El diagnéstico durante el periodo prenatal mediante amniocentesis o
muestreo de vellosidades coridnicas ha sido hallazgo, ya que no hay dato de
ultrasonido obstétrico frecuente en estas pacientes que sea justificante para

realizar estudio de cariotipo en busca de Polisomia del X.1°

2.6 Tamiz neonatal

En el afio de 2012 la Secretaria de Salud federal lanzé el Programa Piloto
de Tamizaje Neonatal Ampliado en tres estados de la republica, siendo uno de
ellos el estado de Nuevo Le6n.?° Este programa brindara a 30,000 recién nacidos
en nuestro estado la oportunidad de detectar enfermedades metabdlicas
utilizando pruebas bioquimicas especializadas siendo posible la deteccion de
hasta 39 enfermedades, las cuales presentan una sintomatologia semanas o

incluso afos después de su nacimiento generando el riesgo de desarrollar
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secuelas tan graves como la muerte subita o discapacidad intelectual severa.
Estas 39 enfermedades estan comprendidas en la Norma Oficial Mexicana NOM-
034-SSA2-2002" Para la Prevencion y Control de los Defectos al Nacimiento".??
En el estado de Nuevo Ledn, todos los recién nacidos en el Hospital Universitario
automaticamente entran al programa de Tamiz neonatal ampliado el cual consiste
en recolectar una muestra de sangre de talén en papel filtro S&S 903 después de
la 24 horas y antes de la primer semana de vida. Una vez procesadas las
muestras, se evallan los resultados con valores de referencia establecidos en la
poblacion mexicana.'® Actualmente diversos paises han buscado ampliar el
namero de enfermedades que puedan ser diagnosticadas a través del uso de
muestra de sangre en papel filtro, tal es el caso de enfermedades de origen
genético que pueden ser evaluadas a través de la extraccion de ADN de las

muestras.

En el caso de la polisomia del X se considera una enfermedad que puede ser
considerada un buen candidato a pruebas de tamizaje, ya que al utilizar una
metodologia de tamiz neonatal se podra identificar anomalias de los cromosomas
sexuales en individuos fenotipicamente normales; teniendo un diagnostico a
etapas tempranas se podra implementar programas de atencion y seguimiento

para las distintas comorbilidades de esta patologia.

Algunas metodologias para la deteccion de aneuploidias a través de tamizaje
estan basadas en PCR, como es el Southern Blot, pero tienen algunos

inconvenientes como el costo elevado, ademas de que requiere un mayor tiempo
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de inversién para su realizacion. Otros han sido la pirosecuenciacion como lo
realizd6 Rivkees et al. pero ha sido poco préactica su aplicacion a gran escala ya
que implica un alto costo.??2324 Las metodologias anteriores no han sido
validados en muestras de recién nacidos, aun requieren la confirmacion

diagnostica por estudio de cariotipo.

2.7 Manejo

Los pacientes deben mantenerse en vigilancia para manejo temprano de
las complicaciones y terapia de apoyo en caso de retraso en el desarrollo. Las
nifas en edad escolar y las adolescentes se benefician de una evaluacion
psicolégica con énfasis en mejorar las habilidades cognitivas, lenguaje y / o el
desarrollo social. Los adolescentes y mujeres adultas que presentan la menarquia
tardia, irregularidades menstruales o problemas de fertilidad deben ser evaluados
para descartar falla ovarica prematura y realizar su manejo por ginecologia. El
prondstico es variable, dependiendo de la gravedad de las manifestaciones asi

como de su deteccion temprana y manejo oportuno.0:6

MANEJO PREVENTIVO

Manejo fisico Manejo psicolégico
Periodo Examen ultrasonografico con
prenatal especial atencion a region -
urogenital.
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Periodo

neonatal

Periodo de

preescolar

Periodo de

primaria

Adolescencia

Examen EEG.
Examen neuroldgico,
alteraciones de Ila
coordinacion.

Examen oftalmoldgico.

1.

2.

Investigacion
neuropsicolégica y soporte
educacional subsecuente si
es necesario.

Investigacion linguistica.

1. Investigacion psicologica con

enfoque a la funcion social.

2. Investigacion neuropsicologica y

definicion subsecuente de
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necesidades educacionales.
3. Soporte a los padres, la familia,

maestros y a la nifia 47, XXX.

Joven Examen fisico en caso

signos clinicos y sintomas.

de

Investigacion ocupacional y
soporte ocupacional subsecuente,

Si es necesario.

Adulto Examen fisico en caso

signos clinicos y sintomas.

de

Examen psicolégico/psiquiatrico en
caso de signos Yy sintomas

clinicos.

Tabla 2. Seguimiento de pacientes con Polisomia del X.

2.8 Antecedentes

Actualmente las Polisomias del X son sub-diagnosticadas, ya que no hay un

fenotipo clasico, por lo que, existe un retraso en el diagndéstico. Su deteccion

temprana permitira implementar medidas sobre todo a nivel psicolégico, y a nivel

reproductivo. Los estudios de diagndstico oportunos involucran desde el nivel

prenatal con los estudios de biopsia de vellosidades coriales y amniocentesis.!?

Se han disefiado metodologias basadas en la PCR para su aplicacion en el tamiz

de aneuploidia, como el SoutherBlot, pero con la desventaja del costo elevado y

el tiempo invertido para su realizacion. Dichas metodologias no han sido
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validados en una muestra de recién nacidos y requieren la confirmacion del

diagndstico por cariotipo.??23

Algunos autores han realizado estudios mediante pruebas moleculares para la
deteccion de aneuploidias mediante PCR, pero principalmente para el sindrome

de Turner.22:23.24

Hasta la fecha solo existen reportes para el diagndstico prenatal de Polisomias

del X.19

Rocha M. N., et.al. (2010) publicé una metodologia basada en PCR de tiempo real

para cuantificar la dosis génica en pacientes con Sindrome Turner.?®

Previamente en el departamento de genética de la Universidad Autébnoma de
Nuevo Lebn se realizd6 un estudio piloto para utilizar genes localizados en
regiones pseudoautosdmicas: SHOX (Xp22.33), VAMP7(Xg28 y Yql2), SRY
(Ypl11.33). Dicho estudio permitio ver viable la técnica g- PCR en la deteccion de

aneuploidias. 25,%"

La técnica de g-PCR puede ser considerada como una metodologia cuantitativa,

eficaz y econdmica y que puede automatizarse, lo que la convierte en una técnica

atil aplicable en pruebas de tamizaje.
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La PCR en tiempo real da resultados cuantitativos con relativa facilidad y
conveniencia de su uso comparado con algunos métodos mas antiguos. Esta
técnica fue descrita por Higuchi et al. en 1992.28 La PCR en tiempo real incorpora
un lector de fluorescencia que estd disefiado para poder medir, en cualquier
momento, la fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la
amplificacion, de tal forma que los productos de amplificacion se observan a
medida que transcurren los ciclos de la PCR basandose en la deteccion y
cuantificacion de un reportero fluorescente, cuya sefial aumenta en proporcion
directa a la cantidad de producto de PCR en la reaccion y a través del empleo de
un termociclador que tiene acoplado un sistema de deteccidon que es capaz de
adquirir y cuantificar la sefial emitida por el reportero al final de cada ciclo para

cada muestra.?®

Los sistemas de deteccion de fluorescencia empleados en la PCR en tiempo real
pueden ser agentes intercalantes o bien ligandos en el surco menor, con mejor
detectabilidad que el etidio. Como agente intercalante se encuentra SYBR Green
qgue se une al DNA de doble cadena dando un incremento de la fluorescencia a
medida que aumenta la cantidad de producto de PCR. Existen sondas marcadas
con dos tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor. El proceso se basa en la
transferencia de energia fluorescente mediante resonancia entre las dos
moléculas, una de estas sondas es la sonda Tagman. El cual es un
oligonucledétido marcado con un fluorocromo donador en el extremo 5 que emite
fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3’ que absorbe Ila

fluorescencia liberada por el donador.?® Antes de revisar la cantidad de ADN
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blanco producido después de un namero fijo de ciclos, las pruebas de PCR en
tiempo real determinan el punto en el tiempo durante el proceso de ciclado
cuando se detecta por primera vez la amplificacion de un producto de PCR. Este
se determina identificando el numero del ciclo en el cual la intensidad de la
emision del reportero marcado se levanta sobre el ruido de fondo. Este numero
de ciclo esta referido como el ciclo umbral o “theresholdcycle” (Ct). El Ct se
determina en la fase exponencial de la reaccion de PCR y es inversamente
proporcional al niumero de copias del blanco. Por lo tanto cuanto mas alto es el
namero de copias iniciales de los acidos nucleicos a amplificar, mas pronto se

observa un aumento significativo en la fluorescencia, y son mas bajos de Ct.2%:30
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Figura 2. Representacion esquematica del ensayo PCR en tiempo real.
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La PCR puede ser considerada como una metodologia cuantitativa, eficaz,
econOmica y que puede automatizarse, lo que la convierte en una técnica util y

aplicable en pruebas de tamizaje.

Los genes localizados en las regiones pseudoautosémicas pueden ser
considerados como candidatos para detectar alteraciones en el nimero de alelos
tanto en hombres como en mujeres para los casos de aneuploidias de los
cromosomas sexuales, como la Polisomia del X, asi ser utilizados como
marcadores, ya que son genes que se encuentran en forma diploide en ambos

SEeXO0s.

En el caso donde una persona con aumento en el numero de cromosomas X
(polisomia del X) los genes localizados en las regiones pseudoautosomicas
presentaran un aumento en su dosis génica la cual puede ser cuantificada de

forma sensible por PCR cuantitativa (QPCR).3%:32

Los dos métodos mas comunmente utilizados para analizar los datos de los
experimentos cuantitativos usando gPCR son la cuantificacién absoluta y la
cuantificacion relativa. La cuantificacién absoluta determina el nimero de copias
en relacion con una curva estandar ya determinada. La cuantificacion relativa
relaciona la sefal de la transcripcion de PCR de un gen de referencia endégeno

ya conocido y el producto de una muestra de estudio.?®:30
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El método AA Cr es una manera conveniente para analizar los cambios relativos
en la cuantificacion de genes en la PCR de tiempo real y es actualmente una
herramienta incluida en el software de analisis de resultados para la mayoria de

los equipos de gPCR.3°

2.9 Justificacion

Actualmente la Polisomia del X tienen una incidencia de 1/1000'1*?, es un
padecimiento genético subdiagnosticado lo cual limita su manejo oportuno, por lo
que contar con un método de diagndstico temprano, como el tamiz neonatal,
permitiria el tratamiento adecuado de sus principales manifestaciones tanto
ginecoldgicas como del comportamiento mejorando asi la calidad de vida de las

pacientes.
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CAPITULO Il

3.1 HIPOTESIS

La determinacion de la dosis génica en los genes SHOX, VAMP7y SRY por Q-

PCR es un método efectivo para el diagnéstico de las Polisomias del X.

3.2 HIPOSTESIS NULA

La determinacion de la dosis génica en los genes SHOX, VAMP7 y SRY

por Q-PCR no es un método efectivo para el diagndstico de las Polisomias del X.
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3.

CAPITULO IV

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar la utilidad de la cuantificacion de la dosis génica mediante la técnica

Q- PCR como método para la deteccién temprana de pacientes con Polisomia

del X en muestras de sangre en papel filtro de la poblacién neonatal.

4.2 Objetivos particulares

Cuantificar la dosis génica de SHOX, VAMP7 y SRY mediante el método de Q-

PCR.

Determinar la cuantificacion relativa (RQ) de SHOX, VAMP7 y SRY con el gen de

referencia RNASE P mediante analisis estadisticos.

Calcular la incidencia de Polisomia del X en 10,000 recién nacidos, en una

poblacion del noreste del pais.
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CAPITULO V

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Tipo de estudio

Se trata de un estudio

Descriptivo,
Transversal,

Ciego.

Este estara dividido en dos fases:

Fase |. El estudio sera de incidencia ya que permitira conocer los casos nuevos
de la enfermedad bajo estudio en esta comunidad. Con los datos se calcularan
tasas de incidencia (Niamero de nuevos casos de una enfermedad especifica en
un érea y periodo determinados / Poblacion del &rea estimada a mitad del periodo
* 1000). Cabe sefalar que con criterios de diagnésticos precisos de la
enfermedad, las incidencias calculadas que se obtengan seran bastante precisas.
Fase Il. El estudio sera de prueba diagnéstica. La aprobacion del presente

protocolo por el comité de ética sera solicitada de la resolucion de evaluacion.
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5.2 Poblacion de estudio

Se obtuvieron 10,033 muestras de recién nacidos en el Hospital
Universitario “Dr. J. Eleuterio Gonzélez” y Hospital Materno Infantil, cuya madre
aprob6é mediante consentimiento informado y se les tomo en conjunto con el tamiz
metabdlico una muestra en papel filtro para cuantificacién de la dosis génica.
Aquellos con dosis génica con probable polisomia del X se les realizd cariotipo
bandas GTG, siendo este Ultimo el gold estandar para diagnéstico de las
cromosomopatias numeéricas. Se corroboré el diagndstico si este Ultimo reporté

47, XXX.

5.2.1 Criterios de inclusién:
1. Neonatos menores de 2 semanas de nacidos en las instalaciones de los
servicios de Salud del estado de Nuevo Ledn (Hospital Regional Materno- Infantil

y Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez”)

5.2.2. Criterios de exclusion:
Neonatos transfundidos.

Imposibilidad de tomar muestras de sangre.

5.2.3 Criterios de eliminacion:
Muestra inadecuada.

Rechazo a participar en la evaluacion clinica.
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5.3 Descripcion del disefio

El presente estudio se basa en el analisis molecular de la cuantificacion de la
dosis génica a traves del uso de la Q-PCR, realizando una cuantificacion relativa
con el método AACr, la cual permite a través del uso de un gen de referencia

enddgeno establecer la dosis génica de un gen de estudio determinado.

Se utilizaran los genes SHOX (gen short-stature homeobox) el cual esta
localizado en Xp22.32 en la regiébn pseudoautosémica 1 o0 también conocida
como (PAR1), este gen escapa a la inactivacién del X, se encuentra en forma
bialélica tanto en hombres como en mujeres. VAMP7 (Gen Vesicle-associated
membrane protein 7), localizado en Xqg28 y este Ultimo esta en la region
pseudoautosémica 2 (PAR2) cuenta con un homélogo en la PAR2 del cromosoma
Y. Por dltimo el gen SRY el cual es el gen determinante del sexo y esta en el

cromosoma Y, localizado en Yp11.3.
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Figura 3. Regiones pseudoautosémicas y genes marcadores utilizados para

cuantificar la dosis génica.

5.3.1 Recoleccién de la Muestra

Se llevd a cabo previo consentimiento informado la recoleccién de las

muestras, las cuales se obtuvieron de todos los recién nacidos en

instalaciones de los Servicios de Salud del Estado de Nuevo Ledn.

las

Se

recolectaron 10,033 muestras en papel filtro (sangre periférica total impregnada
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en papel filtro), se completé la meta de las 10,033 muestras en aproximadamente
10 meses, el total de muestras tomadas 4945 correspondieron a mujeres y 5088 a

hombres.

Toma de muestra de sangre en papel filtro:

Se tom6 la muestra en papel filtro ELUTE Micro CardWhatman™ en conjunto con
el programa de Tamiz neonatal a todo recién nacido capturado en el servicio de
cuneros de pediatria de Hospital Universitario y del Hospital Regional Materno
Infantil, asi como en la consulta 14 de control del nifio sano departamento de

pediatria del Hospital Universitario.

Una vez recolectadas las muestras se etiquetaron otorgadndoles un ID para su
identificacion adecuada, los consentimientos informados y cada muestra ya
identificada pas6 por 3 revisiones para verificar la adecuada correspondencia de

las mismas.

5.3.2 Extraccién automatizada del ADN

Partiendo de una muestra de sangre completa impregnada en papel filtro, se
tomaron 4 perforaciones de 3 mm cada una, para extraer y purificar ADN, para su
posterior cuantificacion y analisis. Las muestras se procesaron en el equipo
QIAcube de marca de Qiagen, haciendo uso del estuche comercial QlAamp®
DNA Investigator. Como primer paso, el equipo realizé una lisis de la muestra en

condiciones desnaturalizantes con proteinasa K, posteriormente el ADN se unio a
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la membrana de silice y mediante una serie de lavados se eliminaron todos los

contaminantes, obteniendo asi una correcta purificacion - extraccion del ADN.

Equipo

QIAcube.

Reactivos

QIA amp® DNA Investigator.

Material

Tubos CB (2ml) especiales para el QlAcube.

Tubos de elusion de 1.5ml

Micropipeta de 20-200uL

Puntas con filtro, 200ul especiales para el QlAcube.
Puntas con filtro, 1000ul especiales para el QlAcube.
Adaptadores del Rotor.

Porta adaptadores del Rotor.

Procedimiento

e Se agregaron las muestras con las perforaciones de 3 mm cada uno en los
tubos CB previamente rotulados con el codigo de identificacion de cada

paciente.
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Se retir6 el adaptador colocado dentro del QIAcube y se coloco en el
mismo orden los tubos CB con las muestras.

Se coloc6 en el equipo el rack con las puntas indicadas, tubos de elusion y
los reactivos de acuerdo al protocolo que se realizé.

Se encendio el QlAcube y se selecciond la aplicacion “DNA” en la pantalla

del Menu principal.

Se eligié el nombre del Kit, el tipo de muestra asi como el Protocolo,

presionando las flechas “1” o “|” y se oprimi6 el botén “Select” entre cada

paso.

Se inicid la corrida del protocolo al presionar “Start”.

El equipo realiz6 paso a paso una revisidon del sistema (muestras,

materiales y reactivos necesarios), al terminar solamente se oprimio

“Continuar” en cada paso.

Se realiz6 una revisiébn automatica del material y al no encontrar el equipo

problema alguno, se procedi6 a realizar la extraccion.

Al terminar la corrida, se retiraron los tubos que contienen el DNA

purificado para su cuantificacion con el espectrometro NanoDrop.
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5.3.3 Cuantificacion y calidad del DNA

La estimacién de la calidad de una muestra de ADN es obtenida por la
relacion de absorbancia 260/280. Para poder garantizar un buen analisis, es
importante que el ADN extraido cumpla con los siguientes intervalos de calidad:
La relacion de Abs 260/230 y 260/280 debe ser mayor o igual a 1.8 y menor de
2.0 (Valores superiores o inferiores indican una contaminacion, en el caso de
260/280 de proteinas, en el caso de 260/230 indica una contaminacion de sales o
solventes).Se evalud y cuantifico el ADN extraido mediante un espectrofotometro

de la marca NanoDrop®ND-1000.

Equipo
e NanoDrop® ND-1000.

e Micropipeta de 10uL.

Reactivos

Agua libre de nucleasas

Material

Puntas con filtro (10pl).

Toallas absorbentes Kimwipes
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Procedimiento

Se abrio el software del equipo en la computadora a la que se encuentra
conectado.

Se indico el tipo de cuantificacion (Acidos nucleicos/ADN o ARN).

Se colocé 1l del buffer empleado para resuspender el DNA a cuantificar y
se designa como “Blank” en el equipo.

Se limpié la zona en donde se coloc6 la muestra con un papel libre de
polvo.

Se pidié al equipo que midiera la concentracidbn de un estandar de
concentracion conocida para verificar el correcto funcionamiento del
equipo.

Se volvié a limpiar la zona en donde se colocd la muestra con un papel
libre de polvo.

Posteriormente se agregdé 1ul del DNA de la muestra para iniciar la
cuantificacion, se presion6 “Measure”.

Se limpid el resto de muestra con una toalla absorbente libre de polvo
(Kimwipes)

Se obtuvo la cuantificacién en ng/ul de DNA y la calidad mediante las
lecturas de absorbancia Azso/A2so.

Se presiono “Exit” una vez obtenidos los resultados.
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5.4 Metodologia general

TagMan®CopyNumberAssays se corre simultaneamente  con
TagMan®CopyNumber Reference Assay en una PCR en tiempo real. El Kit de
analisis de nimero de copias detecta el gen o secuencia gendémica de interés, y el
kit andlisis de referencia detecta una secuencia que se sabe que existe en dos

copias en un genoma diploide.

El nimero de copias de la secuencia de interés en cada muestra es determinado
por una cuantificacion relativa (RQ) usando el método de comparacion de Cr
(AACT). Este método mide la diferencia de Ct (ACr) entre el gen de interés y la
secuencia del gen de referencia y compara el valor de ACt de la muestra con el
calibrador de la muestra (s) conocido por tener dos copias de la secuencia de

interés. El nimero de copias del gen de interés es calculado.

Al terminar la PCR, los archivos que contienen los valores CT de cada muestra
son exportados al software del equipo para el andlisis de los datos post-PCR en

experimentos de cuantificacion de niumero de copias.

Equipo

e StepOnePlus™System.

Reactivos

e TagMan®CopyNumberAssay
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e TagMan®Copy Number Reference Assay RNase P.
e TagMan®Genotyping Master Mix.

e Agua libre de nucleasas.

Material

e MicroAmp®Fast optical 96-Well Reaction Plate.
e MicroAmp®Fast Optical 96-Well Reaction Plate.
e MicroAmp®OpticalAdhesive Film.

e Puntillas con filtro (10ul-200ul).

e Guantes sin polvo.

e Tubos Eppendorf (0.2-0.5ml)

Protocolo

e Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (Q-PCR)

- Realizar una PCR en tiempo real con el equipo StepOnePlus™ (Life

Technologies).

- Cada PCR debe incluir la muestra de ADN de pacientes y/o controles, un

control negativo y la muestra de ADN de referencia.
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Descongelar completamente los reactivos, mezclar con vortex y se dar un

spin.

Calcular el numero de muestras que se van a procesan, hacer un mix con

los reactivos en un tubo de 0.5ml.

Realizar la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando 4ul de
ADN a 5 ng/ul obtenido de las muestras de los pacientes, 10ul del reactivo
del estuche comercial 2X TagMan® Genotyping Master Mix (Life
Technologies, Carlsbad, CA, UnitedStates), 10pl de
TagMan®CopyNumberAssays (Life Technologies) el cual contiene ya
ambos oligonucledtidos y la sonda especificos para la amplificacion y

deteccién de los genes SHOX, VAMP7 y SRY.

Utilizar RNASEP como gen de referencia.

Mezclar los reactivos y se agregar a una placa de 96 pozos junto con los

4ul de ADN, mezclar por pipeteo.

Colocar una tapa Optica adhesiva sobre la placa y sellar con firmeza.

Colocar la placa en el equipo de PCR para iniciar la amplificacion.
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- El programa de amplificacion consistio de un paso inicial de 10 minutos a

95°C, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 60 segundos a 60°C.

- Sacar los tubos de la reaccion una vez que la PCR termino.

5.5 ANALISIS DE LOS DATOS.

Los resultados de los individuos que presentan una alteracién en el nimero
de cromosomas sexuales ya sea pérdidas o ganancias (parcial o total), mostraran
una alteracién en el numero de copias de los genes localizados en las regiones
pseudoautosomicas esto es un aumento en el ndmero de copias. La
cuantificacion relativa determinada por el método AAC+ el cual mide la diferencia
de Cr (ACq) entre el gen de interés (SHOX, VAMP7 y SRY) contra la secuencia

del gen de referencia (RNASE P).

ACt=Cr gen estudio- Cr gen referencia.

AACT=ACt gen estudio — ACt gen referencia.

La cuantificacion relativa (RQ) normal en un individuo con dos alelos para un gen
es igual a 1 ya que es una proporcion entre el nimero normal de copias del gen
de estudio y el nUmero normal de copias del gen de referencia es decir 2/2 =1y al
existir una pérdida o ganancia en el numero de cromosomas sexuales se vera

reflejado en un aumento o disminucion del valor de RQ (<0.8 o >1.3). El uso de
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SRY nos permite determinar la presencia del cromosoma Y el cual es exclusivo
de este cromosoma y discrimina entre hombres y mujeres. Por lo tanto, los
resultados esperados para individuos con Polisomia del X son valores de >1.3
para SHOX y VAMP7 y la ausencia de SRY. Al azar, se integr0 1 muestra de
papel filtro con sangre de paciente previamente diagnosticada con Polisomia del

X, esto para determinar el limite superior e inferior de deteccion.

Los archivos que contienen los valores Cr de cada muestra son exportados al
software del equipo (StepOne Plus de AppliedBiosystem ®), para el analisis de los

datos post-PCR en experimentos de cuantificacién del nimero de copias.

**A |la par que se analizaron las muestras de los pacientes se decidié introducir
una muestra control de una paciente ya conocida con el diagndstico de Polisomia
del X, a la cual se le tomé muestra en papel filtro y se someti6 a todo el
procedimiento descrito hasta este momento, con la finalidad de corroborar la

sensibilidad del procedimiento de qPCR.**

Posterior al resultado de gPCR aquellos resultados con dosis génica >1.3 se
buscaron los nombres correspondientes al paciente y se localizaron via telefénica
o visita domiciliaria para la segunda toma de la muestra confirmatoria, la cual

consistio en el estudio de cariotipo.

Cariotipo
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El estudio citogenético en linfocitos se basa en cultivar las células para la
obtencién de metafases en las que se analiza tanto el nUmero como la estructura
de los cromosomas, esto mediante la técnica de bandeo cromosomico GTG
donde se utiliza Tripsina y Giemsa como colorante, cada par de cromosomas
tiene un patron de bandas claras y obscuras ya establecido y descrito en el ISCN
2016%3. La sangre periférica es el tejido mas usado para determinar el cariotipo
constitucional, por tal motivo la muestra debe ser de 1 a 3 ml de sangre venosa
periférica obtenida mediante técnica aséptica, no es necesario el ayuno, y el
paciente no debe de haber tenido transfusiones sanguineas en por lo menos tres
meses anteriores a la toma. Normalmente los linfocitos de sangre periférica no se
dividen en los adultos sanos, por lo que tienen que ser estimulados con

exposicién de mitbgenos como la fitohemaglutinina.

Equipo
e Agitador vortex
e Analizador de imagenes.
e Balanza analitica.
e Bomba de vacio.
e Campana de flujo laminar.
e Centrifuga.
o Estufa (37°)
e Incubadora con 5% de CO2 a 37°C (+/- 0.5°C) con cilindro de gas CO2 y

manoémetro.
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e Microscopio de campo claro.
e Microscopio invertido de contraste de fases.

e Potencidmetro.

Reactivos
e Aguas destilada.
e Acido acético glacial.
e Alcohol 70%.
e Cloruro de Potasio.
e Cloruro de sodio.
e Colcemid o colchicina.
e Colorante Giemsa.
e Colorante Wright.
¢ Fosfato de potasio monobasico anhidro.
e Fosfato de sodio dibasico heptahidratado
e Medio de cultivo PBmax.
e Metanol grado HPLC.
e Pastillas para buffer pH 6.8.
e Tripsina 1:250.

e Resina.

Material

e Bulbos de latex.



e Cubreobjetos (24x50mm).

e Gasas.
e Gradilla.
¢ Guantes.

e Tubos conicos estériles desechables de 15mL.
e Pipetas de 5y 10mL estériles desechables.

e Micropipeta 100-1000pL.

e Pipeteador automético.

e Portaobjetos esmerilado.

e Pipetas Pasteur.

Procedimiento

Siembra

e Antes de iniciar el proceso se descontamina el area de trabajo con etanol al
70%. Se realiza dentro de la campana, la muestra de sangre se colecta en
un tubo vacutainer o jeringa con heparina sédica como anticoagulante.

e Agregar 0.5m (10 gotas con una jeringa sin aguja) de la muestra a un tubo
conico con 5ml de medio de cultivo PBmax (RPMI 1640, suero fetal bovino,
antibiotico, fitohemaglutinina), se mezcla y se incuba a 37°C en atmoésfera

de CO2 al 5% por 72hrs.
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Cosecha

e Agregar 100microlitros de colcemid, sustancia que arresta a las células en
metafase por la disrupcion del citoesqueleto, se incuban a 37°C por 40
minutos.

e Centrifugar a 1200rpm por 10 minutos, retirar el sobrenadante dejando

0.5ml por encima del boton celular.

e Agregar 5ml de solucion hipoténica (KCL 0.075M precalentada a 37°C)
resuspender suavemente e incubar 20 minutos a 37°C. La funcién de esta
solucion es “hinchar la célula” con el fin de tener una adecuada dispersion

de los cromosomas.

e Agregar 0.5ml de Sol. Carnoy (Solucién fijadora metanol-acido acético en
proporcion 3:1), centrifugar a 1200rpm por 10 minutos. En este paso las

células se “fijan” y se puede preservar por dias a 4°C.

e Retirar el sobrenadante dejando 0.5ml por encima del botén celular y
resuspender en el agitador mecanico; agregar 5ml de solucion fijador,
centrifugar por 10 minutos a 1200rpm, repitiendo este paso 2 a 3 veces

mas para lavar el botén celular.
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e El botdn celular se resuspende en un volumen de 1ml de sobrenadante con

pipeta Pasteur.

Goteo

e En un portaobjetos limpio y libre de grasa colocar una o dos gotas de
solucion Carnoy, al extenderse la gota, afadir una gota de suspension

celular. Dejar secar y “madurar” las preparaciones de 5 a 7 dias a 37°C.

Tincion
e Las bandas GTG permite la identificacion de los cromosomas por su patron
especifico de bandeo, la tripsina hidroliza el componente proteico de la
cromatina, permitiendo que los colorantes Wright y Giemsa reaccionen
con ADN expuesto. El numero de bandas depende del grado de

compactacion cromosOmica y generalmente es de 550 bandas.

e Las laminillas se tratan con solucion de tripsina al 0.02% por 15 a 20

segundos.

e Sumergir en una solucion de amortiguador de fosfatos pH7.2 por 30

segundos.

e Sumergir en solucion Wright al 10% por 1 minuto 15 segundos.
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e Sumergir en solucion Giemsa al 10% por 1 minuto 20 segundos.

e Enjuagar en agua.

e Secar y observar al microscopio.

Andlisis
e Conservar las preparaciones con resina y un cubreobjetos. Observar las
preparaciones bandeadas al microscopio, detectar cambios tanto en el
namero como en la estructura de los cromosomas, Observar y contar al
menos 20 metafases, durante el andlisis completo, cada cromosoma se

compara criticamente banda por banda con su homaélogo.

Todos los resultados obtenidos con reporte de 47, XXX confirmaron el diagnostico

de Polisomia del X.

Teniendo el diagndstico confirmado por el estdndar de oro (cariotipo) se citd a los

pacientes a la consulta de genética, se les entreg6é el resultado, se realizé

exploracién fisica completa y se brindé asesoramiento genético.
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5.6 Diagrama general del estudio:
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CAPITULO VI

6. RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 10,033 muestras en papel filtro, de las cuales

4945 correspondieron a mujeres y 5088 a hombres. Del total se identificaron 3

pacientes con perfil de aneuploidia para Polisomia del X en la Tabla 3 se compara

los valores de la dosis génica con un paciente control.

Registro Dosis génica
1.85 1.20 -
1 GEP12678 1.44 131 -
1.29 1.49 -
151 1.59 -
2 GEP14150 1.39 1.55 -
1.37 1.36 -
144 1.53 -
3 GEP015487 1.31 1.38 -
1.39 1.38 -
*4 GEP 13805 1.37 1.21 -
1.33 1.59 -
1.37 1.26 -
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Tabla 3. Dosis génica con probable Polisomia del X. *Paciente control,
confirmada previamente con cariotipo con Polisomia del X. Cada muestra se

procesé en 3 ocasiones, por ello se muestran 3 valores de cada gen.

Se citaron para la toma de muestra a las tres recién nacidas, para confirmar
mediante un cariotipo en sangre periférica, obteniendo en cada uno de ellos los
22 autosomas mas 3 cromosomas X en cada metafase, lo cual es compatible con
Trisomia del X. No se detecté ninguna linea celular 46, XX o con otra formula

cromosOmica, tampoco se observaron alteraciones estructurales.
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De los 3 casos encontrados en el estudio sélo la mama del Caso 1 presento
elevacion de la presion arterial a la cual se le descartd preeclampsia, ademas a
las 8 SDG present6 actividad uterina la cual cedié con tratamiento de reposo.

Del total de las muestras tomadas el rango de edad entre las mamas es de 13 a
53 afios. En el caso de las pacientes encontradas con Polisomia del X las edades

fueron de 19, 37 y 41 afios de edad.

Resumen clinico al momento de la consulta de los 3 casos:

Caso 1: Femenino de 7 meses de edad, producto de cuarta gesta de mama de
37 afos, papa de 35 aflos ambos sanos, no consanguineos. Madre con
antecedente de aborto previo a las 20SDG, control prenatal regular, presento
amenaza de aborto a las 8SDG con actividad uterina, indicandose tratamiento de
reposo. Movimiento fetal al 4°. Mes referidos adecuados en intensidad y
frecuencia. Ultrasonidos reportados normal. A las 34SDG presenté elevacion de la
presion arterial la cual se estudié descartandose preeclampsia, la mama recibi6
ingesta de vitaminicos para el embarazo. Nacié a las 37SDG por parto vaginal
eutocico, APGAR 8/9, peso 2,360kg, talla 46cm, PC33cm. Se egresa el binomio
como sano. Reflejos primarios adecuados, hitos del desarrollo de acuerdo a

edad. Detalles de la exploracion en Tabla 4 e imagen 8.

Caso 2: Femenino de 10 meses de edad, producto de primera gesta de mama de
41 afos, papa de 39 afios ambos sanos, no consanguineos. Control prenatal

regular, no presentd amenaza de aborto ni de parto pretérmino, no patolégicos
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durante el embarazo, ingesta de acido folico preconcepcional y multivitaminicos.
Ultrasonidos reportados normales. Nace via cesérea por producto transverso a las
39SDG, APGAR 8/9, peso 3,760kg, talla 53cm, PC 34cm. Se egresa el binomio
en conjunto como sano. Reflejos primarios referidos adecuados, hitos de

desarrollo de acuerdo a edad. Detalles de la exploracion en Tabla 4 e imagen 9.

Caso 3: Femenino de 9 meses de edad, producto segunda gesta de mama de 19
afos, papa de 24 afios ambos sanos, no consanguineos. Control prenatal regular,
no presentdé amenaza de aborto ni amenaza de parto pretérmino, movimiento fetal
a partir del 6°. Mes de gestacién referidos adecuados en intensidad y frecuencia,
ingesta de acido folico y sulfato ferroso. Se realizé 2 ultrasonidos reportados como
normales. Nace via parto vaginal eutécico a las 36SDG, APGAR 8/9, peso al
nacer 2,580, talla 47cm, PC31cm. Se egresa el binomio en conjunto como sano.
Reflejo primarios adecuados. Hitos del desarrollo de acuerdo a edad. Detalles de

la exploracion en Tabla 4 e imagen 10.
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Caso1 Caso 2 Caso 3 Literatura

Cariotipo 47, XXX 47, XXX 47, XXX
Edad materna 37 afios 41 afios 19 afios
Complicacién durante el embarazo Amenaza de aborto a las No No
8 SDG.
Semanas de gestacion 37SDG 39SDG 36SDG
Somatometria al nacer
Peso 2,260 kg (p25) 3,760 kg(p>90) 2,580kg(p75)
Talla 46cm(p25) 53cm(p>90) 47cm(p50)
PC 33cm(p50) 34cm(p50) 31cm(p25)
Edad de evaluacién 7 meses 10 meses 9 meses
Peso 6,560kg (p3) 8,260kg (p10) 7,450kg (p3)
Talla 64cm (p10) 71.5cm (p25) 66cm (p3)
PC 43cm (p50) 44cm (p50) 42cm (p3)
Hitos del desarrollo Adecuados Adecuados Adecuados
Hoyuelo auricular/apéndice preauricular Pit auricular derecho Apéndice preauricular - +
izquierdo
Epicanto + + + +
Atrofia dptica - - - +
Coriorretinitis - - - +
Raiz nasal de baja implantacién + +
Pabellones auriculares de baja implantacion/ - + + +
displasicos
Mancha mongélica extensa + + - -
Clinodactilia - - + +
Hipotonia - - - +
Malformaciones genitourinarias - - - +
Atresia duodenal, atresia yeyunal - - - +
Crisis convulsivas - - - +
Anomalias en cerebro - - - +
Macula hiperpigmentada + + - -
DCC + - - +
Estrefiimiento - - -
Cardiopatia - - - +

Tabla 4.Fenotipo de las pacientes encontradas con Polisomia del X y hallazgos
encontrados en la literatura. DCC: Displasia congénita de cadera. CC: Crisis
convulsivas. PC: perimetro cefalico SDG: semanas de gestacion, P: percentil.
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Figura 8. Caso 1. A. Obsérvese el hipertelorismo, raiz nasal de baja implantacion.
B. Vista lateral de paciente que muestra presencia de pit auricular derecho
(indicado por la flecha). C. Mancha hipercromica en brazo y antebrazo derecho,

extensa de bordes irregulares.

-
Figura 9. Caso 2. A. Vista lateral de paciente, muestra implantacién baja de
pabellones auriculares y raiz nasal de baja implantacién. B. Obsérvese fisuras
palpebrales hacia arriba, presencia de epicanto bilateral.
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Figura 10. Caso 3. A. Muestra la presencia de epicanto bilateral. B. Pabellones
auriculares de baja implantacion y displasicos.
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CAPITULO VII

7. DISCUSION

Las Aneuploidias de los cromosomas sexuales como Polisomia del X son
muy frecuentes, varian ampliamente en su fenotipo, por lo que son sub-

diagnosticadas.

El tamizaje neonatal mediante la cuantificacion de la dosis génica de SHOX y
VAMPY7 localizados en las regiones pseudoautosomicas, mediante el andlisis por
gPCR, permitié determinar la cantidad normal de cromosomas X en cada caso
enrolado, asi mismo, permitio identificar los casos anormales como las
Polisomias del X, por triplicado cada muestra obtuvo valores de SHOX y VAMP7
elevados en las 3 pacientes reportadas. Por lo tanto el estudio permitid un
diagndstico temprano, lo cual raramente sucede en este sindrome.

La incidencia reportada en la literatura de Polisomia del X es de 1 en 1000 recién
nacidas'*'?2, en el estudio se encontr6 una incidencia de 1 en 1648 recién

nacidas.

En 63% de los casos, la Polisomia del X es causada por una no disyuncion
materna durante meiosis | y en un 17.4% en meiosis Il, asimismo se ha asociado
con edad materna avanzada.l®'?16 Esto correlaciona con los hallazgos
encontrados en donde 2 de los tres casos las mamas superaban los 35 afios (37 y

41 aios), mientras que la mama del tercer caso tuvo 19 afios.
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El fenotipo de Polisomia del X es talla alta que supera el percentil 75 (80-89%).
Talla baja se ha reportado que ocurre muy raramente.®* En el estudio al evaluar
cada caso se encontr0 que las tres pacientes tenian una talla dentro de
percentiles. El fenotipo fue muy variable: fenotipo facial con dismorfias menores
como pit/apéndice preauricular, pabellones auriculares de baja implantacion y
displasicos. Un caso presenta mancha mongdlica extensa, macula
hiperpigmentada lo cual no habia sido previamente reportado. En 100%de los
casos se encontré un puente nasal bajo y pliegue epicanto, lo cual previamente se
habia reportado en el 32% de los casos. También se encontré clinodactilia en el
33.3% de los casos comparado a 42-65%. La displasia congénita de cadera se

habia reportado en un 2-12%, en el estudio se reporto en el 33.3%.

Otras condiciones como atrofia Optica, coriorretinitis, hipotonia, atresia duodenal,
atresia yeyunal, epilepsia, constipacion y cardiopatia que se han reportado en la

literatura, no se encontrd en algunos de las 3 pacientes.

Varios estudios han demostrado un volumen cerebral menor*3, sin embargo, en
los 3 casos no se encontraron alguna alteracion neuroldgica para justificar un
estudio de imagen. Asi mismo, se han reportado casos de Trisomia del X con
enfermedad autoinmune como lupus eritematoso sistémico®, no se encontrd
algun dato sugerente de tal entidad, sin embargo, se les darda seguimiento

periodicamente.
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La importancia de la deteccion temprana de la Polisomia del X tiene el objetivo de
ofrecer a las pacientes y sus familias un diagndstico certero, con el posterior
seguimiento y prevencidbn de complicaciones, asi como determinar una

intervencién temprana y terapia ocupacional segun la necesidad de la paciente.
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CAPITULO VIII

8. CONCLUSION

La determinacion de la dosis génica en los genes SHOX, VAMP7 y SRY
por g-PCR es un método efectivo para el diagnostico de las Polisomias del X. Se
logré evaluar dicha metodologia en muestras de sangre en papel filtro en la
poblacion neonatal, obteniendo la incidencia de Polisomias del X en la poblacion
de noreste de pais, ademas se obtuvo una caracterizacion del fenotipo

encontrado en las pacientes en periodo de lactante.
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CAPITULO IX

9. ANEXOS

9.1 Carta de consentimiento informado

ONO,
4 S g J?f‘a

Secretaria de

SALUD | n5f

@
o & y CONSENTIMIENTO INFORMADO

1.- CONSENTIMIENTO INFORMADO

Detecciéon temprana de polisomia del X mediante la cuantificacién de la
dosis génica de SHOX y VAMP7 por gPCR en muestras de sangre de papel

filtro.

1.- Usted ha sido invitado (a) a participar en este estudio de investigacion. Este
documento tiene toda la informacion sobre este estudio. Témese el tiempo
necesario para que lo lea y haga cualquier pregunta que pudiera tener a su

médico o personal del estudio de investigacion.

2.- LOS INVESTIGADORES

Los responsables de este estudio son: Dra. Med. Laura Elia Martinez Garza, jefe
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del departamento de Genética de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. Dra.
Marisol lbarra Ramirez médico especialista en Genética Médica, profesor y
médico adscrito al departamento de Genética, Dra. Isabel Moreno Vega Médico
Residente de Genética, Dr. Luis Daniel Campos Acevedo profesor adscrito al
departamento de Genética y coordinador del laboratorio de genética molecular,
M.C. Michelle Zamudio Osuna profesor e investigador en el area de genética
molecular, M.C. Viviana Gomez Puente profesor adscrito al departamento de
Genética y coordinador del laboratorio de Citogenética, QCB Rosario Torres
profesor adscrito al departamento de Genética y coordinador del laboratorio de
Genética Biogquimica, Dra. Patricia Arredondo Coordinadora del departamento de
Atencion a la Salud del Recién Nacido, Infancia y Adolescencia, SSNL. Dr.
Ricardo Cerda Flores profesor—Investigador de la Facultad de Enfermeria El
Departamento de Genética se localiza en el 4° piso del Centro Universitario Contra
el Cancer y se puede comunicar a los Tel. (81) 83 48 37 04, (81) 81 23 16 98 de

lunes a viernes en horarios de 8:00 a 19:00 hrs.

3.- ACERCA DE ESTE ESTUDIO.

Las aneuploidias sexuales son alteraciones en el numero de cromosomas
sexuales (X o Y) las cuales son estructuras hechas de ADN (ADN) es el
encargado de transmitir la informacién hereditaria). Estas alteraciones incluyen los
Sd. De Turner que se produce por la pérdida total o parcial del segundo
cromosoma sexual (X o Y) y se caracteriza por talla baja y disgenesia gonadal
(alteraciones en la funcion de los 6rganos reproductivos), el Sd. de Klinefelter el

cual se presenta al tener uno mas cromosomas X en un individuo varon y este
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ocasiona talla alta, problemas de reproduccién, entre otras alteraciones y por
altimo la Polisomia del X (tres 0 mas cromosomas X) en una mujer, que puede
generar alteraciones en la fertilidad, problemas de aprendizaje y talla alta. Estas
alteraciones lo general no se pueden diagnosticar al nacimiento. El diagndstico
de la mayor parte de los pacientes se realiza en la vida adulta cuando se
presentan con problemas de fertilidad y/o alteraciones en la estatura.

Encontrar a los pacientes de forma tardia retrasa o impide tratar las
complicaciones asociadas a estos sindromes en un tiempo oportuno, las cuales
puede afectar su calidad de vida. El manejo de estos pacientes es una tarea
multidisciplinaria (diferentes médicos especialistas deben atender al pacientes),
por lo tanto, lo adecuado es detectar estos padecimientos en etapas tempranas,
de esta manera, el individuo afectado tendra una mejor atencién, que permita su
adecuada integracién en la sociedad y un entorno de desarrollo mas favorable
para él y su familia. En base a este problema se ha buscado diferentes métodos
de deteccion temprana en estos pacientes utilizando pruebas que sean

econOmicas y faciles de realizar.

4.- ¢ PARA QUE SE LLEVA A CABO ESTE ESTUDIO?

El propésito de este estudio es encontrar una alteracion en el nuimero del
cromosoma sexual X (X) utilizando ciertos genes (segmentos de ADN localizados
en el cromosoma sexual X) que son SHOX y VAMP7 para el diagnostico
temprano de la polisomia del X (tres o mas cromosomas X), para la atencion
oportuna de los casos y mejorar la calidad de vida de los pacientes ademas

permitira saber con mayor exactitud cuantos casos se presentan en la poblacion
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del estado de Nuevo Leon. Los resultados obtenidos seran analizados para saber
si esta prueba puede ser incluida en el tamiz neonatal ampliado y asi aumentar el

namero de padecimientos genéticos detectados desde el nacimiento.

5.- cCUALES SON LOS REQUISITOS PARA PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?
Para participar en este estudio solo se requiere ser un recién nacido menor de dos
semanas y que se autorice por consentimiento firmado su participacion.

Quiénes no pueden participar:

Recién nacidos transfundidos.

Imposibilidad de tomar muestras de sangre.

Quiénes se eliminan de este estudio:

Muestra mal tomada.

Rechazo a participar en la evaluacion clinica

6.- ¢ QUE SE ME PEDIRA QUE HAGA?

Si usted permite que se analice la muestra de su hijo (a) de manera voluntaria, se
le pedira que responda a unas preguntas de los datos clinicos de su hijo (a) por
personal de la consulta de tamiz neonatal y se tomara una muestra de sangre de
talén (unas gota que se absorben e un en papel filtro) utilizando unas lancetas que
Nno generan ningun riesgo a la salud de su hijo (a). Su participacion tendra una
duracion aproximada de 15 minutos y s6lo se pedira una segunda evaluacion en el
caso de que los resultados fueran sospechosos de una alteracion en el nimero del
cromosoma sexual (X), se realizard& un estudio confirmatorio que se llama

Cariotipo bandas GTG (el cual permite contar el nimero de cromosomas y evaluar
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su forma) de forma gratuita. Este estudio se realiza con una muestra de sangre
periférica (3ml) que se toma por puncion con aguja de alguna vena superficial del
antebrazo asi como una evaluacién clinica por un médico especialista en Genética

Médica.

7.- ¢QUE ME PODRIA PASAR POR PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?

La toma de la muestra se realiza a través de la puncion de una lanceta sobre el
talébn del neonato, se pueden presentar molestias menores en el sitio donde se
realice la puncion como ligero dolor local o la presencia de un hematoma

(moreton), eventos que NO ponen en peligro su salud.

9.- ¢ QUE BENEFICIOS TENGO POR PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?

En el presente estudio se busca establecer un método sensible, rapido y
econémico que permita la deteccion temprana de las pacientes con Polisomia del
X (tres 0 mas cromosomas sexuales X) con el fin de ofrecer un manejo oportuno a
las complicaciones mas frecuentes observadas en estos pacientes y en el caso de
que sea detectado alguna Polisomia del X en el participante se realizara el estudio

confirmatorio de forma gratuita.

11.- ; COMO PROTEGERA MI PRIVACIDAD?

Los resultados de estas pruebas uUnicamente se compartiran con la Dra. Laura
Martinez Garza, quien es el investigador principal y los colaboradores Dra. Marisol
Ibarra Ramirez, Dra. Isabel Moreno Vega, Dr. Luis Daniel Campos Acevedo, M.C

Michelle Zamudio Osuna, M.C Viviana Gémez Puente, QCB Rosario Torres, Dra

69



Patricia Arreondo, y el Dr. Ricardo Cerda Flores, utilizando una clave para el
namero de caso y donde se mantiene la identidad de la muestra protegida sin
revelarse a personal que no participe en este estudio.

A cada muestra se le asignara un numero de folio el cual permitira su identificacion
para el resto del personal del laboratorio, impidiendo su acceso a la identidad de
dicha muestra la cual Unicamente conoceran los autores de este estudio, la
informacion se almacenard en una base de datos de uso exclusivo del grupo de
trabajo y los resultados obtenidos tienen como finalidad publicarse en una tesis y
en un articulo de publicacion médica y en ningdn momento la identidad de los
participantes sera revelada.

acepto que el ADN obtenido

serd almacenado en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de
Genética de la Facultad de Medicina y Hospital Universitario “José E. Gonzalez”
de la U.A.N.L. y podré ser empleado con motivos de investigacion o educacion La
solicitud de estudios adicionales deben ser realizadas por los responsables de
este estudio. Entiendo que tengo el derecho a revocar este consentimiento en
cualquier momento. En caso de no aceptar que se utilice el ADN extraido con
motivos de investigacion en otro estudio de forma anénima, este sera eliminado al

concluirse este estudio.

12.- ; TENDRE ALGO QUE PAGAR DURANTE LA INVESTIGACION?
No habra ningan cargo para el participante por ninguna de las pruebas requeridas

y procedimientos realizados en este estudio.
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13.- ¢ RECIBIRE ALGUN PAGO O INCENTIVO POR Ml PARTICIPACION?
No recibira ninguna compensacion monetaria ni en especie por participar en este

estudio.

14.- ; QUE VA A PASAR S| ME ARREPIENTO DE PARTICIPAR?

Su participacién en este estudio es voluntaria. Como participante, usted puede
negarse a participar en cualquier momento. Para retirarse del estudio por favor
contacte a la Dra. Marisol Ibarra Ramirez en el departamento de Genética el cual
se localiza en el 4° piso del Centro Universitario Contra el Cancer y se puede
comunicar a los Tel. (81) 83 48 37 04, (81) 81 23 16 98 de Lunes a Viernes en

horarios de 8:00 a 19:00 hrs.

15.- SITENGO PREGUNTAS, ¢ AQUIEN PUEDO LLAMAR O COMUNICARME?
Si usted tiene alguna pregunta acerca de la investigacion, por favor hable con la
Dra. Marisol Ibarra Ramirez en el departamento de Genética el cual se localiza en
el 4° piso del Centro Universitario Contra el Cancer o bien se puede comunicar a
los Tel. (81) 83 48 37 04, (81) 81 23 16 98 de Lunes a Viernes en horarios de 8:00
a 19:00 hrs o al 044-811 069 71 82 en cualquier horario.

Recuerde que este proyecto ha sido revisado y aprobado por el Comité de Etica y
el Comité de Investigacion de la Facultad de Medicina y del Hospital Universitario

“Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad de Auténoma de Nuevo Leon.
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Se le ha dado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas a
su satisfaccion. Si firma abajo indica que estad de acuerdo para participar como

voluntario en este estudio de investigacion.

PARTE 2: FIRMAS QUE DOCUMENTAN EL ACUERDO

16.- ACUERDO

Su consentimiento para participar en la investigacion sera voluntario e informado.
Si usted esta de acuerdo en participar y si sus preguntas han sido contestadas a
su entera satisfaccion, usted deberé firmar esta forma. Una vez firmada la forma,
usted esta de acuerdo en participar en este estudio. En caso de que usted se
rehlse a participar, usted podra retirarse sin pérdida de alguno de sus beneficios
médicos.

Una vez que usted haya consentido, usted aun tendra el derecho de retirarse en
cualguier momento sin que esto afecte su atencion médica. Para retirarse, lo Unico
gue usted debera hacer es informar a su médico de su decision.

Se le ha proporcionado una copia de esta forma para quedarsela y para que haga

referencia a ella cuando sea necesario.

Fecha Firma de la Sujeto Nombre en letra de molde

Fecha Firma del Primer Testigo Nombre en letra de molde
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Relacion del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion

Fecha Firma del Segundo Testigo Nombre en letra de molde

Relacion del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion

Il ASEGURAMIENTO DEL INVESTIGADOR O DEL MIEMBRO DEL

EQUIPO

He discutido lo anterior con esta persona. A mi mas leal saber y entender, el sujeto
estd proporcionando su consentimiento tanto voluntariamente como de una
manera informada, y él/ella posee el derecho legal y la capacidad mental

suficiente para otorgar este consentimiento.

Fecha Firma de la Persona que Obtuvo el Nombre en letra de molde

Consentimiento/Investigador Principal
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9.2 Cuestionario para datos clinicos

PROTOCOLO DE INVESTIGACION:
“DETECCION TEMPRANA DE LAS ANEUPLOIDIAS DE CROMOSOMAS
: SEXUALES A TRAVES DE LA CUANTIFICACION DE LA DOSIS GENICA POR
"“%ADM\&“ qPCR EN MUESTRAS DE SANGRE EN PAPEL FILTRO PARA TAMIZ

A
>
Now1 oM

%

NEONATAL AMPLIADO".
Hospital
Datos clinicos del participante
Fecha No. De identificacion
Nombre:
Edad: Fecha de nacimiento Sexo:F M

Domicilio actual y tel:

Lugar de origen:

G P C A

ANTECEDENTES PRE Y PERINATALES:

Control prenatal:

Amenaza de aborto y/o parto prematuro (edad gestacional y sintomas):

Enfermedades durante el embarazo:

Diabetes Mellitus Epilepsia
Hipertension Enf. Infecciosas con fiebre
Patologia Genética OTRA

Exposicion a agentes teratdgenos:

Alcohol Tabaco

Drogas (alcohol, marihuana, cocaina)

Bioldgicos

Medicamentos
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Pruebas de diagndstico prenatal (semana de gestacion y hallazgo):

Ultrasonido

Duracién de la gestacion: Tipo de parto:

Complicaciones

ANTECEDENTES NEONATALES:

APGAR: Peso Talla PC

¢Requirié manejo neonatal? ¢ Por qué?

Enfermedades congénitas:

Transfusiones:

*Transfusiones positivas es criterio de exclusion para este estudio.

Responsable de obtencién de datos:

Departamento de Genética, Facultad de Medicina U.A.N.L.

Protocolo: “Deteccion temprana de las aneuploidias de cromosomas sexuales a
través de la cuantificacion de la dosis génica por gPCR en muestras de sangre en
papel filtro para tamiz neonata ampliado”.

Aprobacién por Subdireccion de Investigacion de Investigacion de la Facultad de
Medicina U.A.N.L. y comité de Etica con nimero de registro: GN13-002
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