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CAPITULO I

1. RESUMEN

Las aneuploidias de cromosomas sexuales son las aberraciones cromosomicas mas
comunes en los humanos, dentro de este grupo se encuentra el Sindrome de Turner, la
Polisomia del X, el Sindrome de Klinefelter y el Sindrome XYY. Este estudio esta
dedicado a describir las caracteristicas clinicas de los pacientes detectados por medio de
un programa de tamiz para aneuploidias de cromosomas sexuales. Se trata de un estudio
descriptivo, transversal y ciego en neonatos sanos de dos hospitales publicos de los
servicios de salud del estado de Nuevo Leon. Aquellos con dosis génica sugestiva de
sindrome XYY fueron remitidos al Departamento de Genética para cariotipo y evaluacion
clinica. Siete pacientes con dosis génica sugestiva fueron detectados, en 4 de ellos se
obtuvo un cariotipo 47,XYY confirmando el diagnostico, en dos mas el cariotipo fue
masculino normal (46,XY) y el restante no continuo el protocolo. Los 4 pacientes
confirmados mostraron dismorfias menores que no fueron reconocidas hasta después del
estudio confirmatorio, como hipertelorismo y micropene, siendo este ultimo una
caracteristica no reportada previamente como parte del sindrome. Estas dismorfias
menores pueden ser el punto de partida para sospechar Sindrome XYY, lo cual permitiria
un diagnéstico temprano, la implementacion de un seguimiento personalizado para la
busqueda intencionada de complicaciones relacionadas al mismo lo cual a su vez

conduciria a un manejo oportuno que mejore la calidad de vida de cada paciente.



CAPITULO 11

2. INTRODUCCION
2.1 Definicién del problema

Las aneuploidias de los cromosomas sexuales son frecuentes en la poblacion mundial,
1:400 recién nacidos vivos [Nielsen, 1990], sin embargo, su deteccion al nacimiento es
muy baja ya que clinicamente es dificil identificarlos [Lee, et al., 2012; Lubs, et al., 1970].
La identificacion temprana de los afectados es vital para el manejo y prevencion de
complicaciones propias de cada sindrome y asi mejorar la calidad de vida de estos []. Esta
problematica puede resolverse por medio de un tamiz capaz de identificar pacientes en
riesgo realizacion del estandar de oro para el diagndstico, el cariotipo, a través del uso de
g-PCR en muestras de papel filtro en un estudio piloto previo fue posible identificar
sujetos con una dosis génica anormal para los genes SRY, VAMP7 y SHOX a los que se
les realizo cariotipo para el diagndstico definitivo. El presente trabajo se concentra en
aquellos con diagnostico de Sindrome XYY, ya que fue posible identificar caracteristicas
clinicas al nacimiento que permiten expandir el espectro fenotipico de la patologia para

su diagnostico temprano.
2.2 Antecedentes

Las anomalias cromosdmicas en humanos pueden afectar tanto al nimero como la
estructura de los autosomas o de los cromosomas sexuales [Linder, Bender, Robinson,
2002]. Dentro de las alteraciones estructurales se encuentran las deleciones,
duplicaciones, translocaciones, inversiones, anillos, etc. Mientras que las alteraciones

numéricas son aquellas en las cuales esta afectado el nimero diploide normal. Dentro de



este rubro se encuentran las aneuploidias, donde el nimero cromosémico no es multiplo
del nimero haploide normal humano (23), a su vez pueden dividirse en autosomicas y de
cromosomas sexuales, ambas son relevantes por su frecuencia e implicacion clinica en los

individuos que las presentan.

En cuanto a las aneuploidias de cromosomas sexuales, son tan frecuentes como
1:400 recién nacidos vivos [Nielsen, 1990] y en general no son diagnosticados en la etapa
neonatal debido a que las caracteristicas clinicas son inespecificas. Dentro de estas
anomalias encontramos al Sindrome de Turner, al Sindrome de Klinefelter con sus

variantes correspondientes, la Polisomia del X y el Sindrome de XYY.

En general las aneuploidias sexuales no se diagnostican en etapas neonatales,
excepto por algunos casos de Sindrome de Turner que presentan el fenotipo clasico
[Massa, et al., 2005], es por ello que el diagnostico de la mayoria de los individuos con
aneuploidias de este tipo se realiza en la vida adulta cuando evidencian problemas de
fertilidad y/o alteraciones en la talla [Ottensen, et al., 2010; Ross, et al., 2009]. La
deteccion tardia de los individuos afectados tiene un efecto directo sobre la
morbimortalidad ya que retrasa su tratamiento oportuno, asi como la identificacion y
posible prevencién de complicaciones relacionadas al sindrome, las cuales incluyen
alteraciones endocrinoldgicas, metabdlicas, esqueléticas y/o psiquiatricas, por lo que en
algunos casos puede verse disminuida la calidad y la expectativa de vida [Cordeiro, et al.,

2012].

El adecuado manejo de las aneuploidias sexuales es una tarea multidisciplinaria
por el espectro tan amplio de manifestaciones que pueden encontrarse en los individuos

afectados. La deteccién temprana y el manejo oportuno permitiran al paciente un



adecuado desarrollo e integracién social y por consecuencia conllevard al mejoramiento

de la calidad de vida y bienestar de la familia en conjunto [Bishop et al., 2010].

2.3 Sindrome XYY

En 1961 se documento el primer caso de manera incidental en un hombre de 44 afios, por
el Dr. Avery Sandberg en el Instituto Rosewell Park Memorial, Buffalo, NYC.
Posteriormente, se llevaron a cabo numerosos estudios que asociaron la presencia de un
cromosoma Y extra en individuos de diversas instituciones mentales y carceles, por lo que
en un inicio se establecio una correlacion directa entre el cariotipo 47,XYY vy ciertas
caracteristicas como la talla alta y conductas agresivas consideradas como peligrosas
[Christensen y Nielsen, 1973]. En 1968, se publico el primer articulo de revision sobre el
sindrome por Michael Court Brown quien analizé los registros citogenéticos nacionales
de cérceles y hospitales psiquiatricos y no encontré un aumento significativo de individuos
con sindrome de XYY por lo que reportd que los estudios previamente realizados habian

cometido un sesgo de seleccion y por lo tanto sus conclusiones eran cuestionables.

2.3.1 Epidemiologia

El Sindrome XYY es una aneuploidia de cromosomas sexuales con un fenotipo
variable causado por la presencia de un cromosoma Y adicional en individuos de
sexo masculino que se presenta con una incidencia de uno en 1000 recién nacidos

vivos [Bardsley, et al., 2013].



2.3.2 Etiopatogenia

El mecanismo genético por el cual se produce es una no disyuncién durante la
meiosis Il paterna (84%) o durante la mitosis postcigética (16%) [Skakkebaek, et

al., 1973].

2.3.4 Cuadro clinico

Las caracteristicas fisicas de los individuos son dificiles de distinguir del desarrollo
normal por lo que alrededor del 85% de los individuos con Sindrome XYY nunca
son diagnosticados [Geerts et al., 2003]. Algunas de ellas pueden ser talla alta,
volumen testicular aumentado, hipertelorismo, macrocefalia y debido a que no se ha
encontrado una asociacion clara con una funcion gonadotropica anomala estos

pacientes cursan con fertilidad normal [Wong, et al., 2008].

La talla suele estar por arriba de la media y en un 15% +2DS superior a la media,
el incremento se presenta después de los 6 afios [Bardsley, et al., 2013]. Estos
pacientes tienen incremento del peso con perimetro abdominal >p90 para la edad
(18%), por lo que pueden tener un peso normal con tendencia a acumular grasa
abdominal [Milazzo, et al., 2006]. Se ha reportado también hipotonia (63%),
macrocefalia (33%), clinodactilia (52%), hipertelorismo (59%), tremor en reposo
y/o de intencion (43%), problemas dentales (22%) con prognatismo, maloclusion
dental y macrodontia, pie plano (52%), macroorquidia postpuberal (42%) y asma

(39%) [Christos y Loffeld, 2014; Bardsley, 2013].



A nivel neurolégico pueden presentar un incremento en el riesgo de convulsiones
(13% comparado con el 1% de la poblacion general), retraso en el lenguaje,
dificultades para el aprendizaje por problemas en la fluencia verbal y la lectura
[Tartaglia, et al., 2017; Visootsak, et al., 2009]. Asi mismo se han reportado
malformaciones de la fosa posterior, variaciones anatomicas en regiones
relacionadas con el lenguaje y las habilidades motoras, incluyendo la insula y los
I6bulos frontotemporales con incremento en el volumen de sustancia gris y blanca

[Shen, et al., 2004].

En cuanto a las alteraciones psiquiatricas y del comportamiento, es frecuente
encontrar impulsividad, trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH)
(52%), autismo (29%), ansiedad (26%), depresion (13%), desorden bipolar (8%) y

desorden de oposicion desafiante (6%) [Visootsak, et al., 2009].

La fertilidad no se ve afectada en el Sindrome XYY, sin embargo, tienen una
probabilidad baja de conseguir pareja dado el detrimento de las habilidades sociales
que presentan. El eje hipotalamo-hipofisis-gonada se encuentra respetado
encontrando valores hormonales normales en la mayoria de los pacientes:
testosterona (93%), estradiol (94%), FSH y LH (77%) [Schiavi, et al., 1984]. Existe
poca evidencia de un incremento en la incidencia de anormalidades cromosomicas
en su descendencia (1-2%), lo cual es sugestivo de un mecanismo de seleccion en
cualquiera de las fases de la meiosis [Rives, et al., 3002; Roeder y Bailis, 2000]. Los
mecanismos de seleccién pueden ocurrir de forma previa a la meiosis, durante

paquiteno (al eliminar las células con errores en la sinapsis) o en la metafase de la



meiosis | (al eliminar células con cromosomas univalentes) [Rives, et al., 2003;

Nicolson, et al., 1998].

2.3.5 Diagnéstico

El diagnéstico de certeza es mediante un cariotipo en sangre periférica de bandas G,
que confirme la aneuploidia. En el periodo prenatal es posible detectar el sindrome
de XYY por un cariotipo en liquido amnidtico obtenido por amniocentesis, la
indicacion mas frecuente es por edad materna avanzada o marcadores séricos
maternos alterados, debido a que no presentan anomalias detectables por medio de
ultrasonido obstétrico [Bardsley, et al., 2013]. Sin embargo, el diagnostico en etapa
postnatal por sospecha clinica es raro ya que se realiza cariotipo en la primera decada
de la vida ante hallazgos inespecificos como hipotonia, retraso psicomotor,
alteraciones del comportamiento, retraso en el lenguaje y talla alta, siendo la

mayoria de los pacientes subdiagnosticados.

2.3.6 Asesoramiento genetico

La recurrencia en la misma hermandad es rara, por lo que el riesgo en un siguiente
embarazo seria menor al 1%. El mecanismo etiopatogénico es por un error de no
disyuncién en la meiosis Il paterna para el cual no se conocen factores de riesgo
asociados y no se ve influenciado por la edad paterna [Rives, et al., 2003]. Asi

mismo los hombres con este sindrome no tienen un riesgo incrementado en la



descendencia para aneuploidias por los mecanismos de seleccion meiotica ya

mencionados.

2.4 Tamizaje neonatal

2.4.1 Tamiz metabolico ampliado

En el afio 2012 la Secretaria de Salud federal lanz6 el Programa Piloto de Tamizaje
Neonatal Ampliado en tres estados de la republica, siendo uno de ellos el estado de

Nuevo Leon.

El programa brindo a 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 sintomatologia
semanas o incluso afos después de su nacimiento generando el riesgo de desarrollar
secuelas tan graves como la muerte subita neonatal 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
automaticamente entran al programa de Tamiz neonatal ampliado el cual consiste
en recolectar una muestra de sangre de talon en papel filtro después de las 24 horas
y antes de la primera semana de vida. Una vez procesadas las muestras, se evaltan

los resultados con valores de referencia establecidos en la poblacién mexicana.

Actualmente diversos paises han buscado ampliar el nimero de enfermedades que

pueden ser diagnosticadas a través del uso de muestras 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.

El diagnostico del sindrome XYY es un buen candidato para realizarse a través de
las pruebas de Tamizaje. Otros autores ya han utilizado métodos de analisis
molecular para la deteccion de aneuploidias como la PCR, principalmente para el

sindrome de Turner.

2.4.2 Métodos de tamizaje para cromosomopatias

En la literatura existen estudios previos que han estudiado la eficacia de detectar
aneuploidias, tanto de cromosomas autosomicos como sexuales, a través de
técnicas de biologia molecular, especialmente la PCR [Deborah, et al., 2009; Nagy

et al., 2015].

La mayoria de estos trabajos estan enfocados al asesoramiento prenatal y han
utilizado diferentes genes como marcadores, de los cuales es posible conocer su

dosis génica para inferir la ausencia o ganancia de un cromosoma especifico.

En el Departamento de Genética de Facultad de Medicina y Hospital
Universitario, UANL se desarrollaron dos lineas de investigacion para éste
propdsito: el primero valido una técnica para la deteccion de sindrome de Turner
utilizando PCR cuantitativa (QPCR) por medio de la dosis génica de SHOX y
VAMP?7, éstos genes se localizan en las regiones pseudoautosémicas de ambos
cromosomas sexuales. Posteriormente se disefio un estudio piloto donde se
determiné la dosis génica de SHOX, VAMP7 y SRY mediante Q-PCR, por lo que

puede detectar aneuploidias de cromosomas sexuales en pacientes fenotipicamente



masculinos y femeninos, en un universo de estudio de 10,000 recién nacidos vivos

Sanos.

2.5 PCR en tiempo real (QPCR)

El desarrollo de esta técnica de biologia molecular ha permitido la cuantificacion de
cantidades muy pequefias de secuencias especificas de acidos nucleicos. Ha sido utilizada
en el campo del diagnostico clinico para medir cargas virales o bacterianas y en
enfermedades donde se necesita conocer el estado de la expresion de genes como el

cancer.

El principio basico de la técnica qPCR es la posibilidad de amplificar un segmento
especifico de ADN como en una PCR convencional con la ventaja de que al mismo tiempo
la cuantifica de manera especifica éste mismo segmento. Esto es posible dado que, durante
la amplificacion, la velocidad en que se llega a un nivel determinado de fluorescencia
(umbral) se correlaciona con la cantidad de ADN que se tiene en un inicio Por lo que en
cuanto a la determinacion de dosis génica, podemos considerar a la g°PCR como técnica
como un método eficaz que puede automatizarse para su aplicacion en pruebas de

Tamizaje y por lo tanto ser costo-efectiva.

2.6 Justificacion

El Sindrome XYY es una entidad genética subdiagnosticada, debido a que el fenotipo es
muy variable y los signos clinicos clave no estan presentes desde el nacimiento, por lo que

su deteccion temprana a través de un método de tamizaje neonatal de bajo costo y

-10-



confiable permitiria disminuir el impacto de las complicaciones asociadas al sindrome y

mejorar la calidad de vida.

-11-



CAPITULO 111

3. HIPOTESIS

3.1 Hipdtesis de investigacion

El anélisis por Q-PCR de la dosis génica de los genes SHOX, VAMP7 y SRY es un
metodo efectivo para el diagndstico del Sindrome XYY en muestras de sangre capilar de

varones recién nacidos en papel filtro.

3.2 Hipotesis nula

El andlisis por Q-PCR de la dosis génica de los genes SHOX, VAMP7 y SRY no es un
método efectivo para el diagndstico del Sindrome XYY en muestras de sangre capilar de

varones recién nacidos en papel filtro.

-12 -



CAPITULO IV

4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Evaluar la utilidad de la dosis génica de SHOX, VAMP7 y SRY mediante la técnica de
g-PCR como método para la deteccion temprana de pacientes con Sindrome de XYY en

muestras de papel filtro de la poblacién neonatal

4.2 Objetivos especificos

e Determinar la cuantificacion relativa (RQ) de los genes SHOX, VAMP7 y SRY
en 5,088 muestras de sangre en papel filtro de neonatos masculinos.

e Analizar la cuantificacion relativa (RQ) de acuerdo con los puntos de corte
establecidos como normales en neonatos masculinos.

e Realizar Cariotipo bandas GTG con una resolucién minima de 450 bandas en
individuos con una dosis génica elevada (>3DS) en SHOX, VAMP7 y SRY

e Calcular la prevalencia del Sindrome XYY en una poblacién del noreste del
pais.

e Ofrecer asesoramiento genético a los padres de los individuos que resulten

con un cariotipo 47,XYY.

-13-



CAPITULO V

5. Materiales y métodos
5.1 Tipo de estudio
Se trata de un estudio

e Descriptivo que nos permitird observar la prevalencia del Sindrome XYY en
una poblacion del noreste del pais.

e Transversal debido a que la recoleccion de muestras se realizé en un periodo
comprendido entre marzo de 2014 a agosto de 2015.

e Ciego ya que se desconoce si las muestras analizadas son casos o controles.

Este protocolo de estudio también se considera de incidencia ya que permitira conocer
los casos nuevos de la enfermedad en la poblacion estudiada. Los datos obtenidos
permitiran el calculo de tasas de incidencia (NUmero de casos nuevos de una
enfermedad especifica en un area y periodo determinado/ Poblacion del area estimada

a mitad del periodo *1000).

Cuenta con aprobacion del Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de
Medicina y Hospital Universitario de la Universidad Autonoma de Nuevo Leodn

(GN15-007)

5.2 Universo de estudio

Se obtuvieron 10,033 muestras de recién nacidos en dos centros hospitalarios

pertenecientes a los servicios de salud del estado de Nuevo Leo6n: Hospital

-14 -



Universitario “Dr. J Eleuterio Gonzalez” y Hospital Regional Materno Infantil. En
cada caso la madre aprob6 mediante un consentimiento informado la participacion en
el estudio para la toma de una muestra adicional al tamiz metabdlico ampliado con la
misma puncidn, para la cuantificacion de la dosis génica. Aquellos con dosis génica
sugestiva de Sindrome de XYY se les realizé la prueba confirmatoria que consiste en
un cariotipo bandas GTG. En aquellos con un complemento cromosémico 47,XYY

se corrobord el diagndstico y continuaron la evaluacion clinica y el asesoramiento.

5.3 Criterios de inclusion

e Neonatos menores de 2 semanas de vida que hayan nacido en las instalaciones
de los servicios de salud del estado de Nuevo Ledn: Hospital Universitario

“Dr. J Eleuterio Gonzalez” y Hospital Regional Materno Infantil.

5.4 Criterios de exclusion

e Neonatos transfundidos

e Imposibilidad para tomar la muestra

5.5 Criterios de eliminacion

e Muestra inadecuada.

e Rechazo de los tutores a firmar consentimiento informado al inicio.

-15-



e Rechaza continuar dentro del protocolo de investigacion en alguna de sus

fases.

5.6 Descripcion del disefio

El estudio contempla un proceso estandarizado para la recoleccion y
procesamiento de muestras de sangre en papel filtro donde se analizard la
cuantificacion relativa de los siguientes genes para inferir el nimero de

cromosomas sexuales presentes en un individuo (Figura 2):

e SHOX (gen short-sature homeobox) localizado en Xp22.32 en la region
pseudoautosémica 1 o también conocida como PAR1

e VAMPT7 (gen vesicle-associated membrane protein 7) localizado en Xg28 en la
region pseudoautosomica 2 (PAR2)

e SRY (Sex-determining region Y) gen determinante del sexo que se encuentra

en el cromosoma Y.

5.6.1 Recoleccion de la muestra

Se invit6 a participar a las madres de neonatos que se encontraran en los servicios
de Obstetricia y Pediatria del Hospital Universitario, asi como del Hospital
Regional Materno Infantil ambos pertenecientes a los servicios de salud del Estado
de Nuevo Ledn y que cumplieron con los criterios de inclusion, en un periodo de

tiempo especifico.
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Se les explicé el objetivo principal del protocolo de estudio y las implicaciones
generales del diagnostico de aneuploidias de cromosomas sexuales. Una vez que
los tutores autorizaron su participacion en el estudio mediante la firma del
consentimiento informado correspondiente, se procedié a la toma de muestra en el
papel filtro ELUTE Micro Card Whatman™ al neonato a partir de sangre capilar
del talén al mismo tiempo que se realiza la toma de muestra para el tamiz neonatal

ampliado, para evitar una puncién adicional.

Se recolectaron un total de 10,033 muestras de las cuales 4945 correspondieron a

neonatos fenotipicamente femeninos y 5088 fenotipicamente masculinos.

5.6.2 Registro y almacenamiento de la muestra

Las muestras recolectadas en papel filtro secas se transportaron el mismo dia que
fueron tomadas al Departamento de Genética de Facultad de Medicina y Hospital
Universitario, UANL, donde se registraron con una clave especifica del protocolo
(GEP) y el numero consecutivo correspondiente de acuerdo con su llegada al
laboratorio. Durante su almacenamiento se mantuvieron a una temperatura
ambiente de 22°C y 40 % de humedad aproximadamente, la constitucién del papel
filtro permite la correcta conservacion del ADN hasta por 15 afios, impide la
proliferacidn de bacterias u hongos, protege al ADN de degradaciones debidas al
entorno, reduce la posibilidad de contaminacion cruzada entre las muestras y
elimina las fuerzas de cizallamiento asociadas a los métodos de extraccion

convencional.
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5.6.3 Extraccion automatizada de ADN
Las muestras se procesaron en el equipo QIAcube de la marca QIAGEN, haciendo
uso del estuche QIAamp® ADN Investigator. El quipo realiza una lisis de la
muestra en condiciones desnaturalizantes con proteinasa K, posteriormente el
ADN se une a la membrana de silice y mediante una serie de lavados se eliminaran
todos los contaminantes, obteniendo asi una correcta purificacion y extraccion del

ADN (Figura 1).

Equipo

QlAcube® QIAGEN

Reactivos

QIA amp® ADN Investigator

Material

Tubos CB (2mL) especiales para QlAcube
Tubos de elusion de 1.5mL

Micropipeta de 20-200uL

Puntas con filtro, 200 pL especiales para QIAcube
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Puntas con filtro, 1000 uL especiales para QlAcube

Adaptadores del Rotor

Porta adaptadores del Rotor

Metodologia

Partiendo de una muestra de sangre completa impregnada en papel filtro

1. Se toman 4 perforaciones de 3mm cada una y se incluyeron en los tubos
CB previamente rotulados con el ndmero de identificacion
correspondiente.

2. Se colocaron dentro del QlAcube los tubos CB con las muestras.

3. Se colocé en el equipo el rack con las puntas indicadas, tubos de elusion y
los reactivos de acuerdo con el manual del fabricante

4. Se encendio el QIAcube y se selecciond la aplicacion “ADN” en la pantalla
del menu principal.

5. Se eligié el nombre del kit, el tipo de muestra, asi como el protocolo, en la
pantalla del equipo oprimiendo “Select” en cada paso.

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

7. El equipo realizé una revision del sistema (muestras, insumos y reactivos
correctos y suficientes), al terminar cada paso se oprimid la opcion
“continuar”.

8. Después de verificar el material en la revision automatizada, se procedi6 a

realizar la extraccion
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9. Al terminar la corrida, se retiraron los tubos que contienen el ADN

purificado de cada muestra para su cuantificacion.

5.6.4 Cuantificacion y calidad de ADN

Para garantizar la confiabilidad de la prueba de dosis génica, el ADN extraido debe
cumplir estandares de cantidad y calidad de cada muestra. La estimacion de la
calidad del ADN es obtenida por la relacion de absorbancia 260/280, la cual debe
ser mayor o igual a 1.8 y menor de 2.0 (Valores superiores o inferiores indican
contaminacion de la muestra, ya sea por proteinas (260/280), sales o solvente
(260/230). La evaluacion y cuantificacion se realizo en el espectrometro

NanoDrop™8000 Thermo Fisher™

Equipo

e NanoDrop ND-1000

e Micropipeta de 10uL
Reactivos

e Agua libre de nucleasas

e Muestras de ADN
Material

e Puntas con filtro (10 pL)

e Toallas absorbentes Kimwipes
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Metodologia

1. Se inicio el software del equipo.

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

3. Se limpi6 la zona en donde se coloca la muestra con un papel libre de polvo

4. Secolocd 1 uL del buffer y se designé como “Blank” en el equipo

5. El equipo midié la concentracion del estdndar con una concentracion
conocida para verificar el funcionamiento correcto del equipo (calibracion)

6. Se limpié nuevamente la zona en donde se coloca la muestra con un papel
libre de polvo.

7. Posteriormente se agregd 1 pL del ADN para iniciar la cuantificacion en
ng/uL de ADN vy la calidad mediante las lecturas de absorbancia.

8. Y al finalizar se presiono6 el botoén “Exit”

5.6.5 PCR en tiempo real (QPCR)

Se corren de forma simultanea los ensayos TagMan®Copy Number y el
TagMan®Copy Number Reference en una PCR doble. El primero detecta el gen
blanco o la secuencia genémica de interés mientras que el segundo detecta una

secuencia que se sabe que existe en dos copias en un genoma diploide (RNase P).

El nimero de copias de la secuencia blanco en cada muestra se determina por
cuantificacion relativa (RQ) usando el método comparativo Ct (AACy). Este
método mide la diferencia de Ct (ACt) entre el gen de interés y la secuencia del

gen de referencia y compara el valor de DCT de la muestra con el calibrador
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conocido que tiene dos copias de la secuencia. Por lo tanto, el nimero de copias

del gen de interés puede ser calculado.

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

experimentos de cuantificacion de nimero de copias.
Equipo

StepOnePlus™ System

Reactivos

TagMan®Copy Number Assay

TagMan®Copy Number Reference Assay RNase P
TagMan®Genotyping Master Mix

Agua libre de nucleasas

Materiales

1. MicroAmp®Fast optical 96-Well Reaction Plate
2. MicroAmp®Optical Adhesive Film

3. Puntillas con filtro (10-200 uL)

4. Guantes sin polvo

5. Tubos Eppendorf (0.2-0.5mL)

Metodologia
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Se realiz6 una PCR en tiempo real (g-PCR) con el equipo StepOnePlusTM (Life
Technologies). La preparacion de cada muestra para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se llevé a cabo de la siguiente manera: 5 pL de ADN a una
concentracion de 5ng/ uL, a los cuales se les agregd 4 pL del reactivo del estuche
comercial 2X TagMan® Genotyping Master Mix (Life Technologies, CA, United
States), 0.5 pL de TagMan®Copy Number Assays (Life Technologies) el cual ya
contiene ambos oligonucledtidos y la sonda especifica para la amplificacion y
deteccion de cada uno de los genes SHOX, VAMP7 y SRY. También se agrego la
sonda TagMan VIC-labeled para la deteccion del gen de referencia RNaseP. Las
muestras seran colocadas en una placa a MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

El programa de amplificacion consta de las siguientes etapas:

e Inicia a 95°C durante 10 minutos
e Seguido de 45 ciclos de 20 segundos a 95°C vy,

e Finalmente, un minuto a 60°C.

Al terminar la g-PCR los resultados seran analizados en el software del equipo

(Step One Plus de Applied Biosystem®).

5.6.6 Determinacidn de la dosis génica

El estudio se basa en el analisis molecular de la cuantificacion de la dosis génica a
través del uso de la g-PCR, realizando una cuantificacion relativa con el método
delta-delta-CT, la cual permite a través del uso de un gen de referencia endégeno

establecer la dosis génica de un gen de un estudio determinado.
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La cuantificacion relativa determinada por el método delta-delta-CT el cual mide
la diferencia de CT (delta-CT) entre el gen de interés (SHOX, VAMP7 y SRY)
contra la secuencia del gen de referencia (RNaseP). La cuantificacion relativa (RQ)
normal en un individuo con dos alelos para un gen es igual a 1 ya que es una
proporcién entre el numero normal de copias del gen de estudio y el numero
normal de copias del gen de referencia es decir 2/2=1 y al existir una pérdida o
ganancia en el nimero de cromosomas sexuales se vera reflejado en un aumento o
disminucidn del valor de RQ. Las ganancias son relevantes para este protocolo de
estudio ya que se traducen como un aumento en el nimero de copias de los genes
de interés. Los individuos que presenten una alteracion en el numero de
cromosomas sexuales, especificamente la presencia de un cromosoma X con dos
cromosomas Y que constituyen el sindrome a estudiar, mostraran una dosis génica

alterada de los genes localizados en las regiones pseudoautosoémicas.

Por lo tanto, en el sindrome XYY esperamos encontrar una cuantificacion
relativa de los tres genes >3DS (SRY, SHOX y VAMP7). Al azar, se integraran 8
muestras en papel filtro con sangre de pacientes previamente diagnosticados con
Sindrome XYY (controles positivos), esto sera para determinar los limites superior

e inferior de deteccion (Figura 1).

= -

Extraccion y Cuantficacion de
Ac. nucleicos

Q-PCR

Ampification Plot

ACt = Ct gen de interés - Ct gen enddgeno
AACt = ACt muestra de interés - ACt calibrador .

&Rn
D e s ae N

Cycle
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[ RNAsaP VAMP ‘

Figura 1: Protocolo para extraccion de ADN y gPCR en muestras de sangre seca en papel filtro de
los sujetos tamizados




5.6.7 Cariotipo

Todas las muestras con perfil sugestivo de Sindrome XYY fueron localizados para
la obtencidn de una muestra de sangre periférica (2cc) para el estudio citogenético

confirmatorio.

El estudio citogenético se basa en el cultivo de células, principalmente linfocitos
en sangre periférica para la obtencion de metafases en las que se analiza tanto el
ndmero como la estructura de los cromosomas, mediante la técnica de tincion GTG
donde se utiliza Tripsina y Giemsa como colorante, lo que permite observar un
patron de bandeo caracteristico de cada par de cromosomas de bandas claras y

obscuras, el cual ya esta establecido y descrito en el ISCN 2016.

La sangre periférica es el tejido mas usado para determinar el cariotipo
constitucional de un individuo, la muestra para cariotipo consiste en 1 a 3 ml de
sangre venosa periférica obtenida mediante técnica aséptica. Para la toma de la
muestra no es necesario el ayuno, sin embargo, el paciente no debe estar en
tratamiento médico con antibidticos ni haber sido sometido a transfusiones
sanguineas en por lo menos tres meses previos. Normalmente los linfocitos de
sangre periférica no se dividen en adultos sanos, por lo que tienen que ser
estimulados con exposicion de mitdgenos como la fitohemaglutinina para obtener

un cultivo celular adecuado.

El proceso para obtener los cromosomas en metafase consistira en:

1. Cultivo celular: Se adicionan 0.5 mL de sangre periférica a dos tubos

identificados como A y B de 10 mL de volumen total que ya contienen 8mL
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un medio de cultivo estandar enriquecido con suero fetal bovino,
fitohemaglutinina y antibidticos (PB-MAX®), los tubos permanecerén en una
incubadora con control de temperatura y gases durante 72 horas a 37°C y con
5% de CO2

Cosecha: una vez cumplidas las 72 horas para la obtencion de metafases se
adiciond 100 microlitros a cada tubo de un inhibidor del huso mitético
(Colcemid®) y se dejo en la incubadora durante 40 minutos mas.
Posteriormente se centrifugan ambos tubos durante 10 min a 2500 rpm vy al
finalizar se descarta el sobrenadante y se agregan 5mL de solucion hipotdnica
(Cloruro de potasio) para ingresarlos nuevamente a la incubadora durante 30
min. En seguida se agrega una prefijacion con 10 gotas de solucion fijadora, y
se centrifuga nuevamente por 10 minutos mas. Después de la prefijacion las
muestras se someten a lavados con solucion fijadora, aproximadamente tres,
hasta obtener un boton celular adecuado.

Goteo de laminillas: se limpian con solucion fijadora previamente los
portaobjetos que se utilizaran para montar las laminillas, son 6 por cada
muestra de paciente (3 por cada tubo de cultivo celular). En un ambiente
controlado de 22°C y 40% de humedad se dejan caer dos gotas en cada
laminilla a una distancia de aproximadamente 40cm para permitir que el
esparcimiento de las metafases. Se observan en el microscopio de contraste de
fases para identificar si efectivamente hay metafases para su analisis antes de
la tincion propiamente.

Tincidn: Se prepara un tren de tincion con 5 jarras coplin, la primera contiene

Buffer 7.8 con tripsina, la segunda Buffer 6.8, la tercera colorante Wright, la
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cuarta colorante Giemsa y la Gltima agua destilada para enjuagar. Una vez
teflidas son introducidas en una estufa a 37°C para la fase de secado y
maduracion durante 48 hrs. Finalmente se coloca un cubreobjetos sobre la
preparacion tefiida con medio de montaje Entellan®.

5. Andlisis de las muestras: Se observaron en el microscopio de luz las
preparaciones bandeadas y para detectar cambios tanto en el nimero como en
la estructura de los cromosomas, cada cromosoma se compara criticamente
banda por banda con su homéloga. Se observaron y contaron al menos 20

metafases y fueron cariotipadas dos de ellas para su registro e informe final.

5.6.8 Asesoramiento

Los pacientes con diagnostico confirmado de Sindrome XYY (cariotipo 47,XYY),
fueron localizados para una consulta en el Departamento de Genética de Facultad
de Medicina y Hospital Universitario, donde se les informé el resultado de la
prueba y se realizé una evaluacion clinica completa del paciente, que incluyd

historia clinica, arbol genealdgico y exploracion fisica con somatometria.

Se les dio informacion en lenguaje sencillo y comprensible a cerca del Sindrome
XYY principalmente sobre la historia natural de la enfermedad, sus

complicaciones y posibles estrategias de prevencion.

Debido a que el mecanismo fisiopatogénico que produce el Sindrome de XYY se

debe principalmente a una no disyuncién durante la meiosis Il paterna, se sabe que
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el riesgo de recurrencia en un siguiente embarazo es bajo, y este riesgo se expresod

en forma de porcentaje como <1%.

Poblacion n=10,000 Muestra SP capilar
RNV en papel filtro

Cuantificacion relativa de

los genes por Q-PCR. Recepcién de la muestra

Confirmacion por Andlisis de resultados y
asesoramiento
genético

Cariotipo

Figura 2. Disefio del estudio.
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CAPITULO VI

6. RESULTADOS
6.1 Datos demogréficos

Este protocolo de tesis tiene como antecedente un proyecto previo titulado: “Deteccion
temprana de las aneuploidias de cromosomas sexuales a través de la cuantificacion de la
dosis génica por g-PCR en muestras de sangre en papel filtro para tamiz neonatal
ampliado” con registro de comité de ética GN13-002, el cual inici6 la recoleccién de las

muestras desde el 1 de mayo de 2014 y finalizé el 31 de enero de 2016.

En este periodo se recolectaron 10,033 muestras en papel filtro de sangre del talon de
neonatos nacidos en los servicios de salud del Estado de Nuevo Ledn. De acuerdo con el
género asignado al nacimiento, 4,945 fueron de sujetos de sexo femenino (49.28%) y

5,088 sujetos fueron de sexo masculino (50.71%).
6.2 Resultados del analisis molecular (QPCR)

La determinacion de la dosis génica por qPCR se realizo para cada placa, es decir que
cada muestra fue también una referencia. No era posible saber cuéles correspondian a
dosis génicas normales o anormales, lo esperado era que la mayoria de las muestras

correspondieran a individuos con dosis génicas normales.

Los productos de amplificacion de una secuencia especifica se observan cuando una sonda
hibrida la region en cuestion y se detecta al reportero fluorescente conforme transcurren
los ciclos de PCR. El equipo arroja una grafica de amplificacion y el software hace el

comparativo CT (delta-CT) para obtener la cuantificacion relativa. Posteriormente se resta
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al valor delta-CT el de RNaseP y con este valor se clasifico como “perdida”, “ganancia”
o “normal”. De acuerdo a los resultados para los genes se establecié un valor de RQ > 1.3
COmMo una ganancia, mientras que un RQ<0.7 se consider6 como “perdida” y los valores

intermedios de estos dos como “normales” (Tabla 1).

RQ (>3DS) Perfil de
Paciente SHOX VAMP7 SRY Aneuploidia

1 1.54 1.40 1.66
141 1.44 1.72 Sd XYY

2 1.84 1.66 1.67
1.54 1.68 1.59 Sd XYY

3 1.71 1.56 1.80
1.33 1.55 1.69 Sd XYY

4 1.36 1.67 1.56
1.64 1.63 2.17 Sd XYY

5 1.26 1.31 1.65
1.32 1.23 1.70 Sd XYY

6 1.48 1.18 151
1.51 1.69 1.53 Sd XYY

7 1.40 1.22 1.52
1.80 1.55 2.07 Sd XYY

Tabla 1. Resultados de gPCR. Se muestra la dosis génica de cada paciente obtenido en un anélisis por
duplicado.
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Se recabaron los datos perinatales de los pacientes con perfil sugestivo de Sindrome de

XYY (Tabla 2)
Edad Edad Paridad Control | Capurro | Peso | Talla | PC | Apgar
materna paterna prenatal (sdg)
(afios) (afios)
1 18 21 G1P1 Normal 37 2370g | 47 | 32| 8/9
2 19 22 G2 P2 Normal 346 |2780g| 48 |33 | 8/9
3 20 31 G4 P3 Normal 38 3700g | 53 | 31| 819
Al
4 26 31 G2 P2 AA ler 40 3380g| 51 |33 | 8/9
mes
5 18 21 G2 P2 Normal 38 3660g | 43 | 34| 8/9
6 29 32 G4 P2 Placenta 37 3360g | 50cm | 36 | 8/9
AlC1 previa
7 18 No GlP1 Normal 37.5 2760 | 49 | 32| 8/9
referida

Tabla 2. Datos perinatales de los pacientes con dosis génica sugestiva de Sindrome XYY. AA:
amenaza de aborto, PC: perimetro cefélico, sdg: semanas de gestacién.

6.3 Resultados de Analisis Citogenético

Los pacientes con dosis génica sugestiva de Sindrome XYY fueron 7, de los cuales: 4 se

confirmaron por medio de Cariotipo (47,XYY), 2 pacientes resultaron falsos positivos ya

que se obtuvo un cariotipo normal (46,XY) y finalmente uno de los pacientes no pudo ser

localizado por lo que no concluyé el estudio (Figura 3).
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De acuerdo con los hallazgos en la poblacion estudiada se calcula una incidencia para el

sindrome de XYY de 1 por cada 1,272 recién nacidos vivos, lo cual se asemeja mucho a

lo reportado previamente en la literatura que es 1 en 1,000 recién nacidos.

Figura 3. Cariotipo bandas G. Casos 1 al 4 que fueron confirmados con Sindrome XYY

6.4 Evaluacion Clinica

La evaluacion se llevé a cabo una vez confirmado el diagnostico con arbol genealdgico,

historia clinica y exploracion fisica completa con somatometria (Tabla 3).
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Caso 1

Masculino de 7 meses de edad, producto de la primera gesta de padres aparentemente
sanos y no consanguineos, madre de 18 afios y padre de 21, sin antecedentes familiares
relevantes. Embarazo aparentemente normoevolutivo, control ultrasonogréfico normal.
Nace a las 37 sdg via parto eutdcico, con Apgar 8/9, tono muscular adecuado, a la
exploracion fisica presenta hipertelorismo (distancia interpupilar 6 cm >p97),
criptorquidia bilateral, asi como micropene (2cm desde su base <p3). En una segunda
evaluacion a los 13 meses de edad: peso 11.2 Kg (p75-90), talla 76 cm (p25-50) y PC 49
cm (p90), los hitos del desarrollo fueron adecuados, sin embargo continGa con la
criptorquidia por lo que se refiere para manejo por cirugia pediatrica. La longitud del pene

fue de 4.5 cm (p50), la cual era normal.

Caso 2

Masculino de 8 meses de edad, producto de la segunda gesta de madre de 19 afios y padre
de 22 afios, ambos aparentemente sanos y no consanguineos, embarazo de alto riesgo por
deteccidn de quiste ovarico con seguimiento ultrasonografico estrecho, los reportes del
desarrollo fetal fueron normales. Nace a las 34.6 sdg por ruptura prematura de membranas,
se obtiene via vaginal sin complicaciones, con Apgar 8/9 y tono muscular adecuado por
lo que egresa el binomio como sano. A la exploracién fisica peso 8.6 Kg (p50), talla 70
cm (p75), PC 45 cm (p25), longitud del pene 3.5 cm (p50), distancia intercantal interna 3

cm ().
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Caso 3

Masculino de 5 meses de edad producto de la cuarta gesta de madre de 20 afios y padre de
31 afos. La primera gesta fue un aborto de primer trimestre espontaneo, no estudiado, la
gesta 2 y 3 son aparentemente sanos. Se traté de un embarazo normoevolutivo con control
ultrasonografico normal. Nace a las 38 sdg via parto eutdcico con Apgar 8/9, recibe
maniobras bésicas de reanimacién con buena adaptacion al medio por lo que egresa el

binomio como sano.
Caso 4

Masculino de 4 meses de edad, producto de la segunda de gesta de madre de 26 afios y
padre de 31, ambos aparentemente sanos y no consanguineos. La madre refiere amenaza
de aborto en el primer trimestre sin tratamiento medico, Unicamente reposo. Control
ultrasonografico normal, nace a las 40 sdg, via parto eutdcico con Apgar 8/9, buena
adaptacion al medio y egresa el binomio como sano. A la exploracién fisica 6.9 Kg (p50-
75), talla 66.5 cm (p75), PC 41cm (p25), distancia interpupilar 2.8 cm (p), pene 2.5 cm

(<p3). En una segunda evaluacion a los 6 meses peso 8 Kg y talla 67.5 cm

P Edad | Peso Talla | PC Hipertelorismo | Micropene | Hipotonia | ND
1 7m | 101 |69 465 | 6cm(>p97) | 2cm No NL
2 8m |86 70 455 [53cm(>p97) | 3.5¢cm No NL
3 5m |76 66 44 4.8 cm (p97) 2.5cm No NL
4 4m 6.9 665 |41 5.5cm (>p97) | 2.5cm No NL

Tabla 3. Datos Clinicos de los pacientes con Sindrome XYY. ND: neurodesarrollo, PC: perimetro
cefélico
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6.5 Asesoramiento Genético

En cada caso se asesordé como un evento esporadico con un riesgo de recurrencia para un

siguiente embarazo de 1%.
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CAPITULO VI

7. DISCUSION

La identificacion temprana de enfermedades crénicas permite disminuir riesgos de morbi-
mortalidad importantes, existen modelos de programas de tamiz que buscan prevenir
algunas enfermedades como los errores innatos del metabolismo donde la intervencién
oportuna con dieta personalizada disminuye el riesgo de muerte temprana como

complicacion aguda y discapacidad intelectual a largo plazo de una manera costo-efectiva

El disefio de una prueba de tamizaje responde a las necesidades de una poblacion

especifica, y debe cumplir con los siguientes criterios [Wilson y Junger, 1968]:

1. La enfermedad que detecta debe ser un problema de salud importante en la
poblacion

2. Debe existir un tratamiento aceptado para los pacientes con la enfermedad

3. Las pruebas diagndsticas y de tratamiento deben ser de facil acceso

4. Existe una etapa de latencia o temprana sintomatica de la enfermedad

5. Existe una prueba diagnostica idonea para la enfermedad

6. La prueba debe ser adecuada para la poblacién

7. Debe estar bien comprendida la historia natural de la enfermedad

8. Debe existir una estrategia consensuada sobre a que pacientes se debe tratar

9. Elcosto de la deteccidn de un caso junto con su tratamiento debe estar balanceado

en relacién con los posibles gastos del cuidado médico de la enfermedad

-36-



10. La deteccién de casos debe ser un proceso al que se le dé continuidad y no un

proyecto Unico.

De acuerdo con lo anterior, las aneuploidias de los cromosomas sexuales son un grupo de
enfermedades susceptibles de ser consideradas como candidatas a un programa de tamiz
ya que su diagnostico clinico es generalmente tardio, ocasionan morbilidad a lo largo de
la vida altamente prevenible, es decir, que existen estrategias de intervencién temprana
disponibles para aminorar las posibles complicaciones y las pruebas de tamizaje para su
identificacion como la que se propone en el presente trabajo es rapida y costo-efectiva si

se aplica a nivel poblacional.

Existen antecedentes en la literatura de métodos de deteccion para aneuploidias de
cromosomas sexuales, especialmente para el sindrome de Turner, por ejemplo: V.
Cirigliano et al, desarrollaron un método por PCR cuantitativa para calcular la dosis génica
de cromosoma X de forma prenatal en 2002. Posteriormente en 2005, Rocha et al.
Presentan una estrategia de deteccion para el mismo sindrome de forma neonatal a partir
de muestras en papel filtro como parte de un tamiz neonatal. De forma posterior, trasladan
la aplicacién del principio de la dosis génica y a la gPCR como prueba idonea para el
tamizaje de otras patologias de cromosomas sexuales como el sindrome de Klinefelter

(47,XXY) [Aksglaede, et al. 2012].

En nuestro pais, existen dos trabajos sobresalientes respecto de la implementacion de
gPCR como un método de tamizaje confiable para el estudio de aneuploidias de
cromosomas sexuales, uno de ellos primeramente establece 2 genes como marcadores en
el sindrome de Turner [M. Ibarra-Ramirez, et al. 2015] y el segundo establece puntos de

corte para la dosis génica de los genes SHOX, VAMP7 y SRY en pacientes con aneuploidias
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de cromosomas sexuales: Sindrome de Turner, Polisomia del X, Sindrome de Klinefelter

y Sindrome de XYY [L. D. Campos-Acevedo, et al. 2016].

El Sindrome de XYY es una aneuploidia que se produce por una no disyuncion paterna
durante la meiosis Il, este mecanismo condiciona que se considere como un evento
aleatorio y hasta el momento no se conoce ningin factor de riesgo asociado a la
presentacion de esta aneuploidia, lo cual coincide con nuestros casos ya que no
encontramos ningun factor de riesgo que compartan los pacientes, todos ellos fueron
productos de embarazos espontaneo de padres jovenes, sin antecedentes heredofamiliares

0 personales patoldgicos relevantes.

Las caracteristicas fisicas de los individuos son dificiles de distinguir del desarrollo
normal por lo que alrededor del 85% de los individuos con Sindrome XYY nunca son
diagnosticados. La talla suele estar por arriba de la media y en un 15% +2DS superior a
la media, el incremento se presenta después de los 6 afos, por lo cual este dato no puede
ser detectado al nacimiento. Estos pacientes tienen incremento del peso con perimetro
abdominal >p90 para la edad (18%), por lo que pueden tener un peso normal con tendencia
a acumular grasa abdominal y generalmente se presenta alrededor de los 6 afios. Se ha
reportado también hipotonia (63%), macrocefalia (33%), clinodactilia (52%),
hipertelorismo (59%), tremor en reposo y/o de intencion (43%), problemas dentales (22%)
con prognatismo, maloclusion dental y macrodontia, pie plano (52%), macroorquidia
postpuberal (42%) y asma (39%). De estas caracteristicas fue posible identificar en los
pacientes talla alta (25%), macrocefalia (25%), hipertelorismo (75%) y micropene (50%),
siendo éstas dos ultimas caracteristicas las mas frecuentes, por lo que ante su presencia en

un paciente se debe realizar iniciar su abordaje por un posible Sindrome de XYY.
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La deteccion temprana de individuos con sindrome de XYY resulta de gran importancia
ya que permite establecer un diagnostico especifico y de forma subsecuente ofrecer un
seguimiento personalizado para la prevencién de complicaciones relacionadas al sindrome
ya que la intervencion temprana disminuye el riesgo de morbilidad lo que permite una

mejor calidad de vida en el paciente y su familia.
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CAPITULO VIII

8. CONCLUSION

La determinacién de la dosis genica de los genes SHOX, VAMP7 y SRY por g-PCR es
un método efectivo para el diagnostico de Sindrome de XY'Y. Esta metodologia permitio
la deteccion de 4 pacientes con el sindrome a través de muestras de sangre en papel filtro
en una poblacion neonatal, obteniendo la incidencia del sindrome y la caracterizacion del

fenotipo durante el primer afio de vida. Lo cual se encuentra poco descrito en la literatura.

Con esta serie de casos de Sindrome XYY se demuestra la necesidad de una evaluacion
cuidadosa en el recién nacido, ya que todos los pacientes mostraron dismorfias menores
que podrian alertar al médico a sospechar una posible entidad cromosémica. Se puede
reconocer que la evaluacion clinica a este nivel es dificil ya que los datos clinicos
encontrados son inespecificos, pero puede continuar su evaluacion con un médico

genetista que ayude a descartar estas entidades cromosdmicas.

Dada la dificultad de la sospecha clinica, es recomendable la aplicacion de un programa
de tamiz neonatal para aneuploidias de cromosomas sexuales para su identificacion
temprana, lo cual mejoraria el manejo, la vigilancia y el tratamiento de posibles
comorbilidades que afectan directamente en el desarrollo y la calidad de vida de cada

paciente.
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CAPITULO IX

9. ANEXOS

9.1 Carta de consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

1.- CONSENTIMIENTO INFORMADO

Deteccion temprana de sindrome de XYY mediante la cuantificacién de la dosis génica de

SHOX, VAMP7 y SRY 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 informacidn sobre este estudio. ToOmese el tiempo necesario para que lo lea y haga

cualquier pregunta gque pudiera tener a su médico o personal del estudio de investigacion.

2.- LOS INVESTIGADORES
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Los responsables de este estudio son: Dra. Med. Laura Elia Martinez Garza, jefe del departamento
de Genética de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. Dr. Luis Daniel Campos Acevedo médico
especialista en Genética Médica, profesor adscrito al departamento de Genética y coordinador del
laboratorio de genética molecular, Dra. Iris Gisell Tirado Torres Médico Residente de Genética,
Dra. Marisol Ibarra Ramirez profesor y médico adscrito al departamento de Genética, 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 Bioquimica, Dra. Patricia Arredondo Coordinadora del departamento
de Atencién a la Salud del Recién Nacido, Infancia y Adolescencia, SSNL. Dr. Ricardo Cerda
Flores profesor—Investigador de la Facultad de Enfermeria. EI 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 nimero de cromosomas sexuales (X o Y) las
cuales son estructuras hechas de ADN (ADN) es el encargado de transmitir la informacion
hereditaria). Estas alteraciones incluyen los Sd. De Turner que se produce por la pérdida total o
parcial del segundo cromosoma sexual (X 0 Y) y se caracteriza por talla baja y disgenesia gonadal
(alteraciones en la funcion de los érganos reproductivos), el Sd. de Klinefelter el cual se presenta
al tener uno mas cromosomas X en un individuo varon y este ocasiona talla alta, problemas de
reproduccion, entre otras alteraciones, 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 y
finalmente el Sd. XYY donde individuos masculinos presentan un cromosoma Y extra. Estas

alteraciones por lo general no se pueden diagnosticar al nacimiento. El diagndstico de la mayor
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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. EI manejo de
estos pacientes es una tarea multidisciplinaria (diferentes médicos especialistas deben atender al
paciente), por lo tanto, lo adecuado es detectar estos padecimientos en etapas tempranas, de esta
manera, el individuo afectado tendra una mejor atencidn, 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 econdmicas Yy faciles de realizar.

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

El propdsito de este estudio es encontrar una alteracion numeérica en el cromosoma sexual Y (Y)
utilizando ciertos genes (segmentos de ADN localizados en los cromosomas sexuales X y Y) que
son SHOX, VAMP7 y SRY para el diagndstico 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 poblacidn
del estado de Nuevo Leodn. Los resultados obtenidos seran analizados para saber si esta prueba
puede ser incluida en el tamiz neonatal ampliado y asi aumentar el nimero de padecimientos

genéticos detectados desde el nacimiento.

5.- ¢ CUALES SON LOS REQUISITOS PARA PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?
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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 talon (unas gotas que se absorben en un en papel
filtro) utilizando unas lancetas que no generan ningin riesgo a la salud de su hijo (a). Su
participacion tendra una duracion aproximada de 15 minutos y sélo se pedird una segunda
evaluacion en el caso de que los resultados fueran sospechosos de una alteracion en el niamero del
cromosoma sexual (X), se realizara un estudio confirmatorio que se llama Cariotipo bandas GTG
(el cual permite contar el nimero de cromosomas y evaluar su forma) de forma gratuita. Este
estudio se realiza con una muestra de sangre periférica (3ml) que se toma por puncién con aguja
de alguna vena superficial del antebrazo, asi como una evaluacion clinica por un médico

especialista en Genética Médica.
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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 talon 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 méas 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 inicamente 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
Gbémez Puente, QCB Rosario Torres, Dra Patricia Arreondo, y el Dr. Ricardo Cerda Flores,
utilizando una clave para el nimero de caso y donde se mantiene la identidad de la muestra

protegida sin revelarse a personal que no participe en este estudio.
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A cada muestra se le asignara un niamero 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 almacenara 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 ningiin momento la identidad

de los participantes sera revelada.

acepto que el ADN obtenido sera

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 podra ser empleado
con motivos de investigacion o educacion La solicitud de estudios adicionales deben ser realizadas
por los responsables de este estudio. Entiendo quetengo el derechoa 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 andnima, este serd eliminado al concluirse este

estudio.

12.- ; TENDRE ALGO QUE PAGAR DURANTE LA INVESTIGACION?

No habréa ningln cargo para el participante por ninguna de las pruebas requeridas y procedimientos

realizados en este estudio.

13.- ¢ RECIBIRE ALGUN PAGO O INCENTIVO POR MI PARTICIPACION?

No recibira ninguna compensacion monetaria ni en especie por participar en este estudio.
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14.- ;QUE VA A PASAR SI ME ARREPIENTO DE PARTICIPAR?

Su participacion en este estudio es voluntaria. Como participante, usted puede negarse a participar
en cualquier momento. Para retirarse del estudio por favor contacte al Dr. Luis Daniel Campos
Acevedo 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.- SI TENGO PREGUNTAS, (A QUIEN PUEDO LLAMAR O COMUNICARME?

Si usted tiene alguna pregunta acerca de la investigacion, por favor hable con el Dr. Luis Daniel
Campos Acevedo 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 Autonoma de Nuevo Leon.

Se le ha dado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas a su satisfaccion.
Si firma abajo indica que esta de acuerdo para participar como voluntario en este estudio de

investigacion.
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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
debera firmar esta forma. Una vez firmada la forma, usted esta de acuerdo en participar en este
estudio. En caso de que usted se rehuse 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 cualquier
momento sin que esto afecte su atencion médica. Para retirarse, lo Unico que 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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Relacién del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion

Fecha Firma del Segundo Testigo Nombre en letra de molde

Relacién del Primer Testigo con la Sujeto del Estudio Direccion

1. ASEGURAMIENTO DEL INVESTIGADOR O DEL MIEMBRO DEL EQUIPO

He discutido lo anterior con esta persona. A mi mas leal saber y entender, el sujeto esta
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 Hoja de recoleccion de datos

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

gPCR EN MUESTRAS DE SANGRE EN PAPEL FILTRQBARAITAMIZ

NEONATAL AMPLIADO”.

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
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Hipertension Infecciones con fiebre

Patologia Genética OTRA

Exposicidn a agentes teratdgenos:

Alcohol Tabaco

Drogas (alcohol, marihuana, cocaina)

Bioldgicos

Medicamentos

Pruebas de diagndstico prenatal (semana de gestacién y hallazgo):

Ultrasonido

Duracion de la gestacion: Tipo de parto:

Complicaciones

ANTECEDENTES NEONATALES:

APGAR: Peso: Talla: PC:

¢Requirid manejo neonatal? ;Por que?

Enfermedades congénitas:

Transfusiones:

*Transfusiones positivas es criterio de exclusion para este estudio.

Responsable de obtencién de datos:
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Departamento de Genética, Facultad de Medicina U.A.N.L.

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

Aprobacion por Subdireccién de Investigacion de Investigacion de la Facultad de

Medicina U.A.N.L. y comité de Etica con nimero de registro: GN15-007
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10.3 Carta de Aprobacion Comité de Etica en Investigacion

) UANL @

NIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

DR. LUIS DANIEL CAMPOS ACEVEDO
Investigador Principal

Departamento de Genética

Presente.-

Estimado Dr. Campos:

Le informo que el Comité de Ftica en Investigacion de la Facultad de Medicina y
Hospital Universitario de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, ha evaluado y
aprobado el protocolo de investigacion titulado “Deteccion temprana de
Sindrome de XYY mediante la cuantificacion de la dosis génica de SHOX,
VAMP7 y SRY por q-PCR en muestras de sangre de papel filtro” el cual
quedd registrado en esta Subdireccion con la clave GN15-007 participando
ademds la Dra. Iris Gisell Tirado Torres, Dra. Marisol Ibarra Ramirez, QFB José
Lugo Trampe, MC Viviana Maricela Gomez Puente y la Dra. Laura Elia Martinez
de Villarreal, MC Michelle Zamudio Osuna como Co-investigadores.

e Protocolo en extenso, version 1.0 de fecha 24 de agosto del 2015.
e Consentimiento Informado, version 03 de fecha 24 de agosto del 2015.

Le pedimos mantenernos informados del avance o terminacion de su proyecto.
Sin mas por el momento, me despido de usted.
Atentamente,

“Alere Flammam Veritatis” - UHELLIGN e eV | WATIOR
Monterrey, Nuevo Ledn 04de Septiembre del 2015 &

kuMnT;;E ETICA
DR JOS GERARDO GARZA LEAL COMITE NFE INVESTINATIAN

Secretario de Investigacion Clinica
Presidente del Comité de Etica en Investigacion

o e Ac,
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Comité de Etica en Investigacion | Qualified .

; : ; % Wecreditation ¥

Comité de Investigacion % g
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nzalitos, Col. Mitras Centro, 644€
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