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1.

Resumen

Las aneuploidias son variaciones en las que existe la ganancia (trisomia) o
pérdida (monosomia) de uno o0 mas cromosomas, son la principal causa de
aborto espontaneo y de anomalias congénitas en nacidos vivos; ocurren en el
10% de todos los embarazos reconocidos y representan al menos el 35% de
las causas de abortos espontaneos de primer trimestre. El principal mecanismo
en la produccién de gametos aneuploides es la no disyuncién meiotica y existe
una directa correlacion entre la edad materna y la frecuencia con la que las
aneuploidias se presentan. Actualmente se ha sugerido que una translocacién
a nivel pericentromérico entre los cromosomas acrocéntricos podria ser un
factor etiologico en la no disyuncion. El objetivo del presente trabajo es
determinar si existe una asociacion entre la presencia de translocaciones
cripticas de cromosomas acroceéntricos (TCA) y la generacién de aneuploidias.
Se estudiaron 20 parejas padres de hijos clinicamente sanos y sin antecedentes
de abortos espontaneos y 20 parejas padres de hijos con trisomia 13, 15y 21.
Todas las muestras fueron analizadas por cariotipo con bandas G e hibridacion
in situ con fluorescencia (FISH) con sondas centroméricas para los
cromosomas 13/21, 14/22 y 15. El 25% (10/40) de los individuos con
descendencia aneuploide presentaron alguna TCA 'y en el 70% de los casos la
madre es la portadora de la translocacion. En lo que respecta a las parejas con
descendencia clinicamente sana se detect6 en el 20% (8/40) de la poblacién la
presencia de alguna TCA y solo el 30% de los portadores fueron las madres.
La frecuencia de las TCA en las parejas con descendencia aneuploide y las
parejas con descendencia clinicamente sana y sin antecedentes de abortos
espontaneos no es significativa. No obstante este tipo de rearreglo estructural
en madres de hijos con descendencia aneuploide es 2.3 veces mas frecuente
gue en madres control, lo que apoyaria la hipétesis que las TCA podrian ser un
factor etiologico en la no disyuncion de los cromosomas acrocéntricos.



2. Introduccion

2.1 Cariotipo normal

El cariotipo es el estudio de las caracteristicas del complemento cromosoémico de
una célula o individuo. La descripcién del cariotipo contiene el niamero total de
cromosomas, el complemento cromosémico sexual, y la descripcion detallada de
cualquier anormalidad cromosOmica presente (Slovak, Marylin; Theisen & Shaffer
2013).
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Figura |. Cariotipo normal masculino que ilustra el tamafio, posicion del centromero y patréon de bandas G de
cada cromosoma humano. (Slovak, Marylin; Theisen & Shaffer 2013)

El genoma nuclear humano consiste de 23 pares de cromosomas; 22 autosomas y
un par de cromosomas sexuales (Figura I). (Warburton 2005). Cada cromosoma se
divide en dos brazos, por una constriccion primaria denominada centromero. El
brazo corto es designado como “p” y el brazo largo como “q”. Segun la localizacion
del centrémero — en el centro, fuera del centro y cerca de final - los cromosomas
pueden ser clasificados en metacéntricos, submetacéntricos o acroceéntricos

respectivamente. (Shaffer 2005).



Los cromosomas se disponen en un cariotipo en grupos que se designan con las
letras A-G de acuerdo a su tamafio, y posicion del centrémero (Tabla 1). Los
autosomas son numerados del 1 al 22, ordenados por tamafios decrecientes y los
cromosomas sexuales, se designan con las letras X e Y, siendo el complemento
cromosomico sexual femenino XX y el complemento sexual masculino XY (Shaffer
2005; Blennow 2005).

Tabla |I. Clasificaciéon de los cromosomas en funcion al grupo que ocupan y sus caracteristicas (Lacadena
1996)

Grupo Cromosomas Caracteristicas
A 1-3 Cromosoma 1 y 3 grandes metacéntricos
Cromosoma 2 grande submetacéntrico

B 4-5 Cromosomas grandes submetacéntricos
C 6-12 Cromosomas medianos submetacéntricos
Cromosomas 10 y 11 son mas cortos que el cromosoma 12

D 13-15 Cromosomas medianos acrocéntricos
Cromosoma 13 tiene satélites prominentes en el brazo p
Cromosoma 14 tiene satélites pequefios en el brazo p
Cromosoma 15 es dificil ver los satélites

E 16-18 Cromosoma 16 pequefio metacéntrico
Cromosomas 17 y 18 pequefios submetacéntricos

F 19-20 Cromosomas pequefios metacéntricos
G 21-22 Cromosomas pequefios acrocéntricos
El cromosoma 22 es ligeramente mayor que el cromosoma
21
XeY Los cromosomas sexuales no se consideran dentro de

ninguno de los siete grupos:

Cromosoma X es el mas largo de los cromosomas medianos
submetacéntrico

Cromosoma Y pequefio acrocéntrico sin NORs

La clasificacion de los cromosomas en grupos provee informacion limitada,
resultando necesario emplear técnicas de que faciliten la examinacion del cariotipo
entero. Las técnicas de bandeo, producen regiones y patrones de bandas dentro de
los cromosomas que los distinguen, y permiten la caracterizacion detallada de
rearreglos estructurales. El bandeo GTG (bandas G utilizando tripsina y tefiidas con
Giemsa) es la técnica sistemética mas usada para el estudio de la morfologia
cromosomica (Kea}gle & Gersen 2013).



2.2 Aberraciones cromosémicas

Las aberraciones cromosomicas son cambios que modifican el niumero y/o la
estructura de uno o mas cromosomas, pueden condicionar cuadros clinicos , que
por lo general incluyen retraso mental y de crecimiento y son la principal causa
conocida de defectos congénitos (Frias et al. 2012). Las aberraciones
cromosomicas numeéricas y estructurales, surgen de errores en meiosis 0 mitosis, y
se presentan de manera constitutiva o en mosaico. (Gardner et al. 2012a). Se
estima que el 0.6% de todos los recién nacidos vivos y al menos la mitad de los
productos de aborto espontdneo de primer trimestre tendrdn una alteracion
cromosOomica detectable por cariotipo (Frias et al. 2012).

2.2.1 Numéricas

Las aberraciones cromosémicas numéricas, corresponden a variaciones en las que
existe la ganancia (trisomia) o perdida (monosomia) de cromosomas individuales
(aneupoidias) o bien alteraciones en las que el nUmero normal de cromosomas se
duplica en multiplos exactos del set haploide (euploidias).

2.2.1.1 Aneuploidias

El principal mecanismo en la produccion de gametos aneuploides es la no
disyuncién meibtica. Las diferencias en la arquitectura gendomica de los
cromosomas proporcionan una vision mas completa de la forma en que las
aneuploidias se originan, por lo que se han propuesto al menos tres mecanismos
diferentes de no disyuncion, los que podrian afectar a todos los cromosomas, los
que afectan a un grupo especifico de cromosomas y los que afectan a un
cromosoma en particular (Hassold et al. 2007).

Tabla Il. Origen de las trisomias humanas.(Hassold et al. 2007)

Trisomia N Materno Paterno PZM
M(l) % M(I1) M(1) M(l1)
Acrocéntricos
13 74 56.6 33.9 2.7 5.4 1.4
14 26 36.5 36.5 0.0 19.2 7.7
15 34 76.3 9.0 0.0 14.7 0.0
21 782 69.6 23.6 1.7 2.3 2.7
22 130 86.4 10.0 1.8 0.0 1.8
No acrocéntricos
2 18 53.3 13.3 27.8 0.0 5.6
7 14 17.2 25.7 0.0 0.0 57.1
8 12 50.0 50.0 0.0 0.0 50.0
16 104 100 0.0 0.0 0.0 0.0
18 150 33.3 58.7 0.0 0.0 8.0
XXX 46 63.0 17.4 0.0 0.0 19.6
XXY 224 25.4 15.2 50.9 0.0 8.5

M(1), meiosis |, M(Il) meiosis Il, PZM, Mitosis poscigotica
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La no disyuncion puede ocurrir en meiosis | (MI), o meiosis Il (MIl). En Ml los
cromosomas homologos (2n4C) sinaptan para dar lugar a 23 pares de estructuras
lineales, llamadas bivalentes, errores en la segregacion de estas tétradas pueden
ocurrir de dos maneras diferentes, una en la que ambos cromosomas homélogos
migran hacia el mismo polo, o por separacion prematura de crométides hermanas

(Figura Il) (Nagaoka et al. 2012; Hassold et al. 2007).

3.0 6.6

3.0 O.6

Figura Il. Representacion esquematica de la no disyuncion en meiosis .

a) Profase |, b) Metafase |, c) Anafase |, d)Telofase I: ambos
cromosomas homologos segregan juntos, e) Productos de
la MI, f) Metafase Il, g) Anafase Il: Ambas cromatides
segregan juntas, h) Gametos producidos: dos gametos
nulisémicos y dos gametos disomicos.(Wang 2013)

Por separacién prematura de cromatides hermanas.

a) Profase |, b) Metafase I, c) Anafase I: separacion
prematura de cromatides en uno de los cromosomas
homologos, d)Telofase |, ) Productos de la Ml, f) Metafase
I, g) Anafase I, h) Gametos producidos: dos gametos con
complementos cromos6micos normales, un gameto
nulisémico, un gameto disémico.



Mientras que errores en Mll, originan que ambas cromatides hermanas migren hacia
el mismo polo (Figura ).

a) Profase I, b) Metafase I, c) Anafase |, d)Telofase |, e)
Productos de la MI, f) Metafase Il, g) Anafase Il:Ambas
cromatides segregan juntas, h) Gametos producidos

Figura Ill. Representacion esquematica de la no disyuncion en meiosis Il. (Wang, 2013).

El mecanismo mas comdn en la generacién de casi todas las aneuploidias es la
separacién prematura de cromatides hermanas y los errores en la segregacion
cromosomica en Ml son mas frecuentes que los ocurridos en MIl (Nagaoka et al.
2012; Wang 2013).

2.2.1.1.1 Factores de riesgo

La mayoria de las aneuploidias surgen por errores durante la ovogénesis, y existe
una directa correlacién entre la edad materna y la frecuencia con la que estas se
presentan. Las diferencias sexo-especificas en el ciclo celular de los gametocitos,
podrian explicar el incremento en el riesgo de una segregacién cromosémica
erronea en los ovocitos (Nagaoka et al. 2012; Wang 2013).



2.2.1.1.1.1 Edad materna

Se ha demostrado que los patrones de recombinacién meiotica que determinan el
namero y posicién de los quiasmas presentan diferencias sexo especificas que
influyen en la generacion de gametos aneuploides, y que existe una compleja
asociacion entre la recombinacion homologa, la no disyuncion y cambios en la edad
materna. En las aneuploidias de origen materno en MI, eventos de recombinacion
de las regiones teloméricas son un importante factor en la generacioén de trisomias
en mujeres jovenes, mientras que eventos de recombinacion de regiones
pericentroméricas en trisomias de origen materno por errores en la segregacion
cromosomica en MIl, parecen ser mas comunes en mujeres de edad avanzada, no
obstante la falta de recombinacion representa el 50% de los errores en M,
independientemente de la edad materna. Estas tres modificaciones en los patrones
de recombinacion -falta de recombinacion, o recombinacion demasiado cerca o
lejos de los centrdmeros- podrian explicar algunos de los diferentes mecanismos
implicados en la no disyuncién. (Hassold et al. 2007).

La pérdida de la cohesion de cromatides hermanas y centrdmeros durante la
transicion de metafase/anafase es otro importante mecanismo en la generacion de
aneuploidias, se ha sugerido que la relacion entre la pérdida de cohesion y la edad
materna se debe a una degradacion en la cantidad y calidad de las proteinas
implicadas en la cohesién, basados en el hecho de que ésta, se establece durante
la fase S del ciclo celular en el ovario fetal y la segregacion cromosémica ocurre
hasta 50 afios después. El mecanismo celular que asegura la correcta cohesion
cromosOmica en las células hijas esta compuesto por 4 proteinas (SMC1, SMC3,
SCC1/RADZ21, SCC3/SA) que juntas forman una estructura de anillo conocida como
complejo de cohesién. Sin embargo, aln no se conoce la relacion entre la pérdida
de la cohesion y la edad materna ya que se ha detectado que cohesinas meiosis
especificas se transcriben en ovocitos en crecimiento, o que sugeriria que estas
proteinas podrian tenen constantes recambios durante la ovogénesis.(Nagaoka et
al. 2012; Wang 2013).

La incapacidad para mantener las asociaciones entre los cromosomas homologos
ya sea, por a falta de recombinacién o pérdida de cohesién de las cromatides
hermanas, resulta en la presencia de univalentes no apareados en la primera
division meidtica deberian activar al punto de control de ensamblaje del huso
meiotico (SAC) y retrasar la aparicion de la anafase durante la gametogenesis. Sin
embargo , parece haber diferencias sexo-especificas, que permiten que ovocitos
aneuploides se desarrollen a oOvulos maduros, mientras que errores en la
segregacion cromosOmica durante la espermatogénesis, casi siempre resultan en
la muerte del espermatocito aneuploide (Nagaoka et al. 2012).



2.2.1.1.2 Importancia de las aneuploidias en salud publica

Las aneuploidias son la anormalidad cromosdmica mas comun en los seres
humanos y es la principal causa genética de defectos congénitos y abortos.
(Hassold et al. 2007).

Tabla Ill. Aneuploidias en humanos: Frecuencias estimadas en diferentes estadios (Nagaoka et al. 2012)

Poblacién Metodologia Incidencia Aneuploidias mas comunes
delas
aneuploidias
Nacidos vivos Cariotipo 0.3% +13; +18; +21;XXX; XXY; XYY.
Obitos Cariotipo 4% 45,X; +13; +18; +21;XXX; XXY;
Abortos espontaneos Cariotipo >35% 45,X; +15; +16, +21; +22
Embriones preimplantacion CGH 30-60% +15; +16, +21; +22
SNP array
CGH array
Ovulos/cuerpos polares CGH 30-70% +15; +16, +21; +22
SNP array
CGH array
Espermatozoides FISH 1-3% Disomia XY; +13; +21; +22

CGH: Hibridacion genémica comparada, FISH: Hibridacién “in situ” con fluorescencia

Basados en estudios de cariotipificacién en gametos, se estima que del 30-70% de
todas las posibles concepciones se espera que sean aneuploides y menos de la
mitad se implantaran en utero. (Vorsanova et al. 2005). Las aneuploidias ocurren
en el 10% de todos los embarazos reconocidos y representan al menos el 35% de
las causas de abortos espontaneos de primer trimestre. Cerca del 50% de las
aneuploidias son trisomias autosémicas dentro de las cuales, las detectadas con
mayor frecuencia son las trisomias de los cromosomas 16, 22, 21 y 15, pocas
aneuploidias son las aneuploidias constitutivas compatibles con la vida ( Tabla I11).

Las trisomias de los cromosomas acrocéntricos (cromosomasl3,14,15,21,22)
representan un grupo de particular interés no solo por su relacion con las pérdidas
gestacionales ya que ademas, una parte de los fetos aneuploides nacen con
consecuencias clinicas devastadoras, que por lo general incluyen retraso mental y
de crecimiento. (Vorsanova et al. 2005)

Tabla IV. Aneuploidias compatibles con la vida, y su incidencia
(Wang 2013; Powell 2013)

_Cromosoma Sindrome Incidencia
involucrado
Trisomias
21 Down 1/700
1/6000
18 Edwards 1/8000
13 Patau 1/12,000
XXX Jacobs 1/1000
. 1/575
XYY Klinefeter 1/1000
Monosomias
X Turner 1/2500




2.2.1.2 Estructurales

Las anormalidades cromosOmicas estructurales resultan de intercambios entre
regiones cromosomicas no alélicas. La presencia de sitios fragiles, estructuras
secundarias del DNA (de tipo no B-DNA) y secuencias de homologia, repetidas en
un bajo numero de copias (LCR’s), parecen ser las principales regiones
involucradas (Kato et al. 2011; Kurahashi et al. 2010).

Los rearreglos cromosémicos estructurales son resultado de un mecanismo de
recombinacion homéloga no alélica (NAHR) y se sugiere que los puntos de rotura
involucrados en estos reordenamientos se encuentran en directa cercania a LCRs
gue proveen las secuencias de homologia requeridas en la NAHR, sin embargo,
este mecanismo no parece explicar la forma por la que ocurren los rearreglos
cromosomicos complejos en los que los puntos de rotura nos son recurrentes; se
ha propuesto que mecanismos de recombinacion por uniébn de extremos no
homologos (NHEJ), podrian estar implicados en la formacion de este tipo de
rearreglos cromosomicos. (Hastings et al. 2009)

Las aberraciones cromosomicas estructurales son frecuentemente divididas en dos
categorias, rearreglos balanceados y desbalanceados. En los reordenamientos
balanceados las células no presentan ninguna pérdida o ganancia neta de la
informacion genética y los individuos que portan dichos reordenamientos son
fenotipicamente normales, exceptuando aquellos casos en los que los puntos de
rotura se encuentren dentro de un gen o afectan su expresion por “efecto de
posicidn”; en contraste la pérdida o ganancia de material genético, esta presente en
individuos que portan rearreglos cromosOmicos desbalanceados, dichos
reordenamientos modifican la “dosis génica” por la presencia de aneuploidias
segmentarias que provocan casi invariablemente abortos y/o multiples
anormalidades fenotipicas.(Gardner et al. 2012b).

Aproximadamente el 75% de las aberraciones cromosémicas estructurales son de
origen paterno, se ha sugerido que las continuas divisiones mitéticas en las
espermetogonias, podrian tener un efecto acumulativo en la mutagénesis de
secuencias de homologia que son particularmente susceptibles a roturas de doble
cadena. Solo reordenamientos recurrentes, como las translocaciones
robertsonianas, y las deleciones terminales del brazo corto del cromosoma 1 se han
asociado a un origen materno.(Kaiser-Rogers & W. Rao 2013).

Los reordenamientos cromosOmicos pueden ocurrir durante meiosis 0 mitosis, y
existe una directa correlacion entre a edad paterna y errores en mitosis que resultan
en rearreglos cromosémicos de novo balanceados. En cambio, la edad paterna no
parece influir en la generacion de rearreglos estructurales de novo no balanceados
como resultado de errores en la meiosis paterna o materna. (Gardner et al. 2012b).



En la tabla V se resumen las principales aberraciones cromosomicas estructurales,
su clasificacidon, sus mecanismos de formacion y las consecuencias genotipicas en

los portadores:

Tabla V. Principales rearreglos cromosémicos, clasificacion, mecanismos de formacién y consecuencias en los
portadores (Frias et al., 2012; Kaiser-Rogers & W. Rao, 2013)

Aberracién

Rearreglos cromosdmicos balanceados

Translocaciones (t)

Inserciones
(ins)

Inversiones
(inv)

Clasificacion

Reciprocas

Cripticas

Robertsonianas

Saltarinas

Intra-
Cromoso6mica

Inter-cromosémica

Directa

Pericéntrica

Paracéntrica

Segmento
< 5Mb

Translocacion
entre los brazos
largos de dos
cromosomas
acrocéntricos

Un segmento
cromosoémico es
translocado a dos
0 mas diferentes
sitios receptores
Dentro del mismo
cromosoma
Entre
cromosomas
diferentes
Invertida

Involucra al
centrémero

No involucra al
centromero

Rearreglos cromosdmicos desbalanceados

Isocromosomas (i)

Duplicaciones
(dup)

Deleciones (del)

Cromosomas en
anillo (r)

Cromosoma
anormal con dos
brazos idénticos

Monocéntricos

Isodicéntricos

Copia extra de un segmento genémico

Micro-
duplicaciones

Pérdida de un
segmento
cromos6mico

Micro- deleciones

Céntricos

Acéntricos

Segmento
< 5Mb

Terminal

Intersticial

Segmento
< 5Mb
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Mecanismo de formacion

Roturas en dos cromosomas no
homoélogos seguidas de un
intercambio de material

Fusioén de “p” por
dos puntos de
rotura

Homologa
Dicéntricos
Rotura en “q” y
fusién de
centrémero

No homologa
Monocéntrico

Los puntos de rotura involucran
regiones de alta homologia como
telémeros, centrémeros, y NORs

Tres puntos de rotura, dos
involucrados en la formaciéon de un
segmento cromosomico que
posteriormente es insertado en otro
sitio

Dos puntos de rotura uno en “p” y
otro en “q” que genera un
segmento que gira 180°

Dos puntos de rotura dentro del
mismo brazo

Divisién horizontal anormal del
centrémero

rotura y union de las cromatides
hermanas de un cromosoma
duplicado

Recombinacion desigual

Un punto de rotura y regeneracion
telométrica

Dos puntos de rotura en un
cromosoma, Y la pérdida del
segmento intermedio.

Recombinacion desigual

Perdida de los extremos terminales
de ambos brazos y la reunién de
los segmentos o por fusién de
telémeros

Dos puntos de rotura en el mismo
brazo del cromosoma

Consecuencias

No generan
desbalances
gendmicos

Cariotipo
45,XX,der(D;G)
45,XY,der(D;G)

No generan
desbalances
gendmicos

Posibilidad de
disrupcion génica
o desbalance
cromos6mico

No generan
desbalances
gendmicos

No generan
desbalances
gendmicos

Tetrasomia del
brazo
cromosomico
involucrado y
monosomia del
brazo faltante

Trisomia parcial

Monosomia parcial

Trisomias
parciales cuando
se presentan
como super
numerarios

“D”y “G” son cualquier cromosoma acrocéntrico involucrado en la translocacién



Los portadores de rearreglos cromosomicos estructurales balanceados
(heterocigotos) tienen un mayor riesgo de generar gametos con aneuploidias
segmentarias, como consecuencia de una segregacion cromosémica de tipo
adyacente 1, adyacente 2 o 3:1. En algunos reordenamientos, la recombinacion
presenta un riesgo mayor. Inversiones e inserciones pueden generar nuevos
cromosomas recombinantes (rec), con grandes desbalances, no obstante, es
posible que se lleven apareamientos heterosinapticos entre los cromosomas
derivativos y sus homologos, si los segmentos involucrados en el rearreglo
estructural son de tamafios muy pequefnos; consecuentemente esto no modifica la
segregacion normal de los cromosomas involucrados. (Gardner et al. 2012b)

2.2.1.2.1 Translocaciones cripticas

Son rearreglos estructurales, que se generan tras el intercambio de dos segmentos
cromosomicos entre dos cromosomas no homaologos, los cromosomas originados
tras el rearreglo reciben el nombre de derivativos (der) y se identifican segun el
centromero que posean (Frias et al. 2012).

Deteccidn de las Translocaciones cripticas

Debido a su localizacién o tamafio este tipo de translocaciones no son detectables
por un cariotipo rutinario con bandas G. Los segmentos involucrados pueden ser de
tamafios menores a los 5 millones de pares de bases y por lo tanto no representan
por si mismos, cambios en el tamafio o patrones de bandeo de los cromosomas
derivativos, o bien, pueden ocurrir en regiones cromosdmicas morfolégicamente
muy similares, que no permitan su identificacion. (Warburton 2005).

La técnica de Hibridacion “in situ” con fluorescencia en cromosomas metafasicos,
es la técnica mas empleada en el estudio de las translocaciones cripticas, se basa
en la desnaturalizacion y posterior hibridacion de una secuencia especifica en el
DNA con una sonda marcada con moléculas fluorescentes, de esta manera es
posible aumentar la resolucion con la que se pueden identificar reordenamientos
cromosomicos. (Speicher & Carter 2005)

Preparacion cromosomica

% LN TTTITTIT : .
~ f - __",,.,. nt itithia co-Desnaturalizacion
. F T L DMAds I : - < -
L A & @ e -» i, a0 WP BRI
h...'", ‘.-l-_ ..: -I. § i oL ) ] .
! Sonda marcada Hibridacion

Figura IV. Principios de la Hibridacion "in situ" con fluorescencia (FISH) en cromosomas metafasicos
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2.2.1.2.2 Translocaciones cripticas en los cromosomas
acrocéntricos

Son translocaciones que involucran el intercambio de dos segmentos
cromosOmicos entre dos cromosomas acrocéntricos no homélogos y que no son
detectables por un cariotipo rutinario con bandas G. Dependiendo del segmento
involucrado en la translocacion, los cromosomas derivativos originados pueden ser
clasificados en monocéntricos o dicéntricos.

Stergianou et al. (1993) demostré que los segmentos translocados se localizan sélo
en los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos y se ha sugerido que
secuencias repetidas en tandem en el DNA como DNAr, satélites, y secuencias
satélite Ill dentro de los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos facilitan la
recombinaciéon homdloga no alélica (NHAR) y por lo consiguiente podrian
predisponer a la formacion de las TCA (Kaiser-Rogers & W. Rao 2013; Ledbetter
1992).

— LA

= f-aatedlite

a— - axhellne
— gatellite 1
Cn = e 3 - b i

Figura V. Modelo de los brazos cortos de los cromosomas acrocentricos y la localizacion relativa
las secuencias repetidas en tandem. (Gravholt et al. 1992)

Existe la posibilidad de que las regiones organizadoras nucleolares (NORS) en los
cromosomas derivativos originados, sean silenciadas, sin embargo, los portadores
de las TCA no tienen efectos deletéreos en el fenotipo, aun con desbalances en las
regiones pericentromeéricas o de brazo “p”, debido a que las secuencias contenidas
en los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos no son transcripcionalmente
activas, a excepcion de repetidos en tdndem de los genes de DNAr que se
encuentran altamente conservados en los cinco pares de cromosomas

acroceéntricos (13,14,15,21 y 22) (Sakai et al. 1995; Gravholt et al. 1992).
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2.3 Antecedentes directos

2.3.1 Translocaciones cripticas de los cromosomas acrocéntricos
en parejas con aborto recurrente

Cockwell et al sugirié que individuos portadores de translocaciones cripticas de los
cromosomas acrocéntricos (TCA), tienen un mayor riesgo de presentar abortos
recurrentes, infertilidad o de tener hijos aneuploides, como consecuencia de una
segregacion cromosomica deficiente de los cromosomas involucrados en la
translocacion. Explica que la presencia de estos rearreglos estructurales, en las
regiones pericentroméricas de los cromosomas acrocéntricos podria condicionar a
apareamientos cromosomicos anormales entre los cromosomas derivativos y los
cromosomas homologos normales, que den lugar a una no disyuncién. Cockwell et
al. (2003), Publico por primera vez la presencia de dos diferentes TCA en individuos
con abortos recurrentes, un cromosoma derivativo 13, con una region centromeérica
derivada de los brazos cortos, centromero y regién proximal del brazo largo del
cromosoma 15 [der(15)t(13;15)], y un cromosoma derivativo 22 en el que el
centromero habia sido sustituido, por dos centrémeros diferentes, uno del
cromosomal4 y otro del cromosoma 13 o 21. (Figura VI).

a) b)
48 p arm (P8 fae w2
AN con- S sen (pTRA-29)
16) 4 PR3 P
ALK Y SR
..... 1321 22 14
1.2
609t
(2002e1) e
1349 eatiel. subtel
13 15 15 13 1" 21

)
der (15) 2 der (22)

Figura VI. Cromosomas derivativos presentes en cuatro individuos con abortos recurrentes.
a) der(15)t(13;15) b) der(22)dic(14;13) o der(22)dic(14;21). (Cockwell et al. 2003)
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2.5.2 Aneuploidias y translocaciones cripticas de los cromosomas
acroceéntricos

En el 2008 Ramos et al. Reportaron el primer caso en el que una translocacion
criptica pericentromérica entre los cromosomas acrocéntricos esta asociada con la
generacion de un producto aneuploide. En este estudio se determind la presencia
de un cromosoma der(22)dic(21;22) en un sujeto fenotipicamente normal, con
cariotipo 46,XY, padre de un paciente con sindrome de Down 47,XY,+21, y portador
del mismo rearreglo estructural.

El analisis de segregacion STR de microsatélites confirmo el origen paterno del
cromosoma 21 adicional y aunado a esto se determiné mediante un ensayo de
Hibridacion “insitu” con fluorescencia (FISH) con sondas para la region critica 21q,
que la disomia del cromosoma 21 es significativamente mas frecuente en los
espermatozoides de padre portador de la translocacion (12/10,000) en comparacion
con sujetos controles (3.5/10,000).

—13121

—_—1422

D14Z1/02221

Figura VII. Dual FISH usando sondas centroméricas 13/21( D1321/D2171) y 14/22 (D14Z1/D22Z71). a) en
cromosomas metafasicos b) en fibras cromatinicas. (Ramos et al. 2008)
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3 Justificacion

Las aneuploidias son la principal causa genética de muerte perinatal, abortos y
retraso mental congénito, se ha sugerido que translocaciones cripticas en regiones
pericentroméricas en los cromosomas acroceéntricos, podrian promover, la
generacion de gametos aneuploides, sin embargo actualmente existe poca
informacion acerca de la asociacion entre las translocaciones cripticas de
cromosomas acrocéntricos (TCA) y la frecuencia de aneuploidias en su
descendencia.

4  Objetivos

4.2 Objetivo general

Determinar si existe una asociacion entre la presencia de translocaciones cripticas
de cromosomas acroceéntricos y la generacion de aneupoidias.

4.3 Objetivos particulares

Estudiar la condicion citogenética por bandas G de padres de hijos clinicamente
sanos y padres de hijos con aneuploidias de los cromosomas acroceéntricos.

Determinar la frecuencia de las translocaciones cripticas de cromosomas
acroceéntricos en ambas poblaciones.

Establecer si existe una asociacion entre las translocaciones cripticas de
cromosomas acrocéntricos con la no disyuncion de los cromosomas acrocéntricos.

5 Hipotesis

Si, la frecuencia de las translocaciones cripticas de cromosomas acrocéntricos en
padres de individuos con aneuploidias es mayor que la frecuencia de las
translocaciones cripticas de cromosomas acrocéntricos en la poblacién en general,
entonces existira una asociacion entre la presencia de translocaciones cripticas en
los cromosomas acrocéntricos (TCA) y la generacion de descendencia aneuploide.
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6 Materiales y métodos

6.1 Poblacién de estudio

Se estudiaron 20 familias con descendencia aneuploide, con diagnostico
confirmado de una trisomia regular de cualquiera de los cromosomas acrocéntricos
por bandeo G y 20 parejas sin antecedentes de abortos y por lo menos un hijo
clinicamente sano.

6.1.1 Criterios de inclusioén

Familias con hijos con diagndstico confirmado o posible de trisomia de cualquiera
de los cromosomas acrocéntricos y parejas sin antecedentes de abortos y con por
lo menos un hijo clinicamente sano, que acepten firmar una carta de consentimiento
informado.

6.1.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron aquellas familias en las que se diagnostico a los hijos portadores de
translocaciones robertsonianas

6.1.3 Consideraciones Eticas

Todas las parejas y familias que participaron en el presente estudio, accedieron
voluntariamente a firmar una carta de consentimiento informado (Anexo 1) en la que
se describia el tipo de estudio en el que participarian, los métodos para la obtencién
de muestra y los posibles riesgos.

6.2 Toma de muestra

Se obtuvieron 4ml de sangre periférica, por medio de una venopuncion con un
sistema de extraccion al vacio, en un tubo BD Vacutainer® de plastico con Heparina
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6.3 Cultivo y cosecha de linfocitos a partir de sangre periférica

Este procedimiento se realizé por duplicado por cada individuo.

En una campana de flujo laminar se adicionaron en tubo tipo Falcon estéril de 15mi:
5 ml de medio Gibco® RPMI 1640

20 pl de fitohemaglutinina Gibco®

10 pl de L-Glutamina 200 mM

0.5 ml de sangre completa heparinizada.

El contenido de cada tubo se mezcl6 e incub6 a 37 °C por 72 horas.

A las 72 horas, se adiciond 100 pl de colchicina 125 uM a cada tubo y se incubaron
por 20 minutos a 37°C. Una vez trascurrido el tiempo de incubacion, los tubos se
centrifugaron durante 10 minutos 400 FCR.

El botdn se resuspendié en 8 ml de KCI 0.075 M (solucién hipotonica) y los tubos
se incubaron por 20 minutos a 37°C. Concluido este tiempo las muestras se
prefijaron con 2 ml de solucion fijadora (acido acético /metanol 1:3), los tubos se
homogenizaron por inmersién y se centrifugaron10 min 400 FCR. El sobrenadante

se elimind y el boton se resuspendié en 8 ml de solucion fijadora recién preparada
y fria 2 veces mas.

Muestia Soluadn hipotdnica

PHA P Coichicing sy, -~y Fiador %  Fyador (x3) @
B N =\, o =

= cubs 20 min = cubs :

— — — — —-

T2 hrs 20 min Coentaligar 20 min Centrligar

Medio “
e .
Cultivo Cosecha

Figura VIII. Cultivo y cosecha de linfocitos a partir de sangre periférica

6.4 Preparacion de laminillas

Los botones obtenidos tras la cosecha de linfocitos, se resuspendieron en funcion
a su tamafio en voliumenes variables de solucion fijadora (0.2-1 ml), con la finalidad
de hacer una suspension celular adecuada. Las preparaciones cromosomicas se
realizaron por goteo sobre un porta objetos lavado frio y desengrasado.

Las laminillas fueron expuestas a vapor de agua y secadas al aire.
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6.5 Estudio citogenético convencional

6.5.1 Bandeo GTG

El patron de bandeo producido por tripsina y tefiidas con Giemsa, permite la
identificacion precisa de cada cromosoma y responde a un empaquetamiento
diferencial de las regiones cromosOmicas, este patrén se relaciona con la
composicion predominante de las bases en el DNA. Las bandas oscuras (bandas
G*) representan regiones con DNA rico en A-T, y pobres en genes por lo que desde
el punto de vista funcional son regiones que tienden a represion génica, mientras
que las bandas G claras (bandas G-) son regiones ricas en genes, funcionalmente
activas.(Solari 2007)

Las preparaciones cromosOmicas se maduraron por 8 dias a 37°C para
posteriormente ser tratadas con una solucién de tripsina por un tiempo comprendido
entre 30 segundos y 3 minutos, posteriormente las laminillas se enjuagaron y se
sumergieron en Buffer Gurr (Gibco®) por un tiempo variable de 15 segundos a 8
minutos. El tiempo de exposicion de cada laminilla a la digestién enzimatica y el
buffer esta en funcion de la calidad de los cromosomas. Finalmente las laminillas se
sumergieron por 15 y 30 segundos en los colorantes Wrigth y Giemsa, ambos
colorantes se prepararon empleando buffer Sodrenssen como diluyente a
proporciones 1:1y 1:3 respectivamente.

6.5.2 Analisis cromosémico

Se analizaron un minimo de 15 metafases por individuo, exceptuando todos los
casos en los que fue necesario descartar mosaicos celulares. Las metafases se
analizaron con un objetivo de inmersion100x, seleccionando las metafases de
mayor calidad mediante un patron fijo de barrido del portaobjetos con un objetivo
10x, el andlisis consintid en la determinacion numérica de los cromosomas, y su
identificacion en funciébn a su tamafio, posicion del centromero y patrones de
bandeo.

Los cariotipos fueron reportados segun lo establecido por el ISCN 2013
(International System for Human Cytogenetic Nomenclature), y el nivel de resolucién
se establecio en base a los criterios para determinar la resolucion del cariotipo por
bandas G expuestos en la Tabla VI
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Tabla VI. Criterios para determinar la resolucion del cariotipo por bandas G.(Anon 2007)

Nivel de Caracteristicas
resolucién
2 bandas en 8p (8p12 y 8p22)
3 bandas en 10q (10921, 10923, 10g25)
300 20p12 visible

22912 visible

3 bandas a la mitad de 4q(q22-g28)
3 bandas a la mitad de 5q
400 2 bandas en 9p (9p21 y 9p23)
13g33 visible

7933y 7925 visible
3 bandas en 11p (11p12, 11p14, 11p15.4)
500 14932.2 visible
4 bandas en 18q (18g12.1, 18912.3, 18g21.2, 18q 22)

5qg31.2 visible
8p21.2 visible

550 2 bandas en 11pter (11p15.2, 11p15.4)
22g13.2 visible

2p25.2
2g37.2
700 100921.1y 10g21.3
17922-g24 dentro de 3 bandas

Se deben cumplir por lo menos tres de los criterios para determinar la
resolucién del cariotipo por bandas G

6.6 Estudio citogenético molecular (FISH)

Se utilizaron los kits comerciales:

Vysis® CEP® Chromosome Enumeration DNA FISH (CEPD15Z1), y Kreatech®
SE® Satellite Enumeration Probes (SE13/21,SE14/22), y la metodologia se dividié
en 7 etapas:

l. Seleccion de la zona de hibridacién

Las laminillas se evaluaron con un objetivo plano de 10x y se delimito una zona de
hibridacién de 22 mm x 22 mm, con un lapiz punta diamante. Las caracteristicas de
seleccion incluyeron: la distribucion homogénea de las metafases y la menor
cantidad de citoplasma visible

Il. Pre-tratamiento

Se pre-trataron los portaobjetos con la muestra seca en acido acético/metanol 70%
v/v, durante 20 min. Una vez transcurrido el tiempo, las laminillas se incuban en 2 x
SSC, pH 7.0 a 37°C durante 30 min y fueron deshidratadas en concentraciones
graduales de etanol (70 % 80 % y 100 % v/v) durante 2 min cada uno, las laminillas
se secaron al aire a temperatura ambiente. Los porta objetos se incubaron durante

19



5-10 min dependiendo de la cantidad de restos citoplasmaticos en la muestra en
una solucion 0.005%pepsina en 0.01M HCI, las laminillas se lavaron durante 3 min
en 1X PBS a temperatura ambiente y fueron fijadas en formaldehido tamponado al
1%en 1XPBS/20mM MgCl2 durante 10 min a temperatura ambiente.

Il Preparacion de las sondas

La mezcla de sondas centroméricas, se realiz6 como se muestra en la Tabla IV:

Tabla VII. Mezcla de sondas centroméricas empleadas para la deteccién de TCA por medio de FISH

Sonda Fluorescencia pl

laminilla
13/21 Verde 1
14/22 Rojo 15
15 Aqua 0.5
DNA Herring 1
Buffer 6
Total de reaccién 10

V. Co-Desnaturalizacién

Se colocaron los 10 pl totales de la mezcla de sondas sobre la zona de hibridacién.
Se cubrié con un cubreobjetos de 22x22mm y se sello con adhesivo de caucho. La
muestra y la sonda se desnaturalizaron en una Thermobrite™ a 73 °C durante 1
minuto 30 segundos.

V. Hibridacién
Las laminillas se incubaron por 24 hrs a 37°C en una camara humidificada

VI.  Lavado post-hibridacion

E adhesivo de caucho se quité junto con los cubre objetos. Las laminillas se lavaron
en 0.4x SSC/0.3% NP-40 durante 2 minutos a 73 °C+ 1°C, y en 2x SSC / 0.1% NP
durante 1 min a temperatura ambiente sin agitacion.

Las muestras se deshidrataron en etanol al 70%, 85% y 100% durante 2 min cada
uno. Las laminillas se secaron al aire a temperatura ambiente.

VIl. Contratincion

Se aplicaron 10 pl de DAPI 1:200 en VECTASHIELD® se colocé un cubreobjetos y
se procedi6 al analisis en el microscopico de fluorescencia.
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6.6.2 Analisis microscopico

Se analizaron 20 metafases por cada individuo en estudio, en un microscopio Zeiss
para fluorescencia con los filtros FICT, espectro rojo y aqua, acoplado a una unidad
central de procesamiento (CPU) con el software ISIS®.

6.6.2.1 Criterios de analisis:

Se consideraron células normales aquellas que presentaron 4 sefiales rojas, 4
sefales verdes y 2 sefales aqua por metafase.

Células aneuploides aquellas que presentaran una sefial y cromosoma acroceéntrico
extra.

Células con TCA aquellas metafases que presentaran dos sefiales de diferente
cromosoma en el centromero de uno 0 mas cromosomas acrocentricos.

Tabla VIIl. Representacion gréfica de los criterios de andlisis para la deteccion de TCA

Célula aneuploide Célula con TCA Célula normal
R A g & ” 2 o :
"S B8 88 L 2 R RE 2S5
AN | IV 200 28 e B8 &S '8 B - =
- .as ) ' N | 1 'y 2 =
g - " - % 2 ‘,: - s = e ’,‘, - -~
13 14 15 21 22 v e .- v
13 14 15 21 2 13 14 15 21 22
Trisomia regular 21. der(14)t(14;15) 4 sefiales roias
4 sefiales rojas 4 sefiales rojas 4 sefiales velj'de’s
5 sefiales verdes 4 sefiales verdes =
< o 2 sefiales aqua
2 sefiales aqua. 3 sefiales aqua q

No se podran identifica aquellas translocaciones que ocurran entre los cromosomas 13 con 21 ni 14 con 22.

7 Resultados

El 92.5% (37/40) de la poblacion control presentaron cariotipos con bandas G
normales a una resolucién comprendida entre 400 y 500 bandas. Se diagnosticaron
3 individuos fenotipicamente sanos, portadores de una linea celular aneuploide,
45X (madre TCA 72, madre TCA74, y padre TCA86) con cariotipos
mos45,X[3]/46,XX,[27], mos45,X[3]/46,XX,[24], y mos45,X[3]/46,XY,[31], (ver tabla
IX). Un nivel de mosaismo bajo reduce la posibilidad de anormalidades fenotipicas
asociadas a un cariotipo 45,X
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Tabla IX Cariotipo de 20 parejas con hijos clinicamente sanos (parejas controles)

Parejas
control

Cariotipo

Observaciones

TCA 61

Madre

Padre

46,XX,9gh*

46,XY,9gh"

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 500-550
bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de heterocromatina
pericentromérica de 9q.

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-500
bandas. Polimorfismo con menor cantidad de heterocromatina
pericentromérica de 9q.

TCA 62

Madre

Padre

46,XX

46,XYgh+,14pstk’

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-500
bandas.

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-500
bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de heterocromatina
pericentromérica de Y, polimorfismo con menor cantidad de
cromatina en los tallos del cromosoma 14

TCA 65

Madre

Padre

46, XX,9gh+

46,XY,13pstk+

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 500-550
bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de heterocromatina
pericentromérica de 9q.

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-500
bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de cromatina en los tallos
en la regién 13p

TCA 66

Madre

Padre

46,XX

46,XY,9gh+

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 450-500
bandas

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 500-550
bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de heterocromatina
pericentromérica de 9qg.

TCA 68

Madre

Padre

46,XX

46,XY,16gh+

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 450-500
bandas

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 500-550
bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de heterocromatina
pericentromérica de 16q.

TCA 69

Madre

Padre

46,XX

46,XY

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de 450-500
bandas
Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 450-500
bandas

TCA 70

Madre

Padre

46,XX

46,XY

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 450-500
bandas
Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de 450-500
bandas

TAC 71

Madre

Padre

46,XX,16gh+

46,XY,16gh+

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 500-550
bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de heterocromatina
pericentromérica de 16q.

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-550
bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de heterocromatina
pericentromérica de 16q.

TCA 72

Madre
Padre

mos 45,X[3]/46,XX[27]
46,XY

Mosaico portador de una linea celular baja 45,X
Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de 400-550

TCA 74

Madre
Padre

mos45,X[3)/46,XX[24]
46,XY,16gh+

Mosaico portador de una linea celular baja 45,X

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-550
bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de heterocromatina
pericentromérica de 16q.

TCA 75

Madre

Padre

46,XX

46,XY

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-550
bandas.
Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de 400-550
bandas.

TCA 76

Madre

Padre

46,XX

46,XY

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de 400-550
bandas.
Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-550
bandas.

TCA 77

Madre

Padre

46,XX,16gh-

46,XY

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-550
bandas. Polimorfismo con menor cantidad de heterocromatina
pericentromérica de 16q.

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-550
bandas.

TCA 79

Madre

Padre

46,XX

46, XY

Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de 400-550
bandas.
Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de 400-550
bandas.
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TCA 80 Madre  46,XX Bandas G normales en 50 metafases con una resolucién de 400-550
bandas.

Padre  45,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-550
bandas.

TCA 81 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-550
bandas.

Padre  46,XY,9gh-,22pstk+ Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-500
bandas. Polimorfismo con menor cantidad de heterocromatina
pericentromérica de 9q, un polimorfismo con mayor cantidad de tallos
en 22p

TCA 83 Madre 46,XX Bandas G normales en 25 metafases con una resolucioén de 400-550
bandas.

Padre  46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-550
bandas.

TCA 84 Madre 46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucioén de 400-550
bandas.

Padre  46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de 400-550
bandas.

TCA 85 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-550
bandas.

Padre  mos 46,XY[31]/45,X[4] Mosaico portador de una linea celular baja 45,X

TCA 86 Madre 46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-550
bandas.

Padre  46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de 400-550

bandas.

En la Tabla X se muestran los cariotipos de 9 parejas padres de hijos con trisomias
13, 15,y 21, y 11 familias con hijos descendencia aneuploide. El 97.2% (39/40) de
los padres tienen un cariotipo con bandas G normales a niveles de resolucion de
400-500 bandas. Uno de los padres fenotipicamente normal (Tol 5), se diagnosticé
como mosaico para una linea celular 47,XY,+21.

Tabla X Cariotipo de 20 parejas con hijos con aneuploidias de cromosomas acrocéntricos

Cariotipo Observaciones
Trisomia 13
TCAT13 Madre  46,XX,16gh+ Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-450 bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de
heterocromatina pericentromérica de 16q.
Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-550 bandas
Trisomia 15
TCAT15 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-550 bandas
Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-550 bandas
TCAT15 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-550 bandas
Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-550 bandas
Trisomia 21
NV100T21 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-550 bandas
Padre  46,XY,9gh+,16gh+ Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-450 bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de
heterocromatina pericentromérica de 9qy 16q
Nv15T21 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de
400-550 bandas
Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-500 bandas
32-13 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-500 bandas
Padre  46,XY,22pstk+ Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-550 bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de tallos en
22p
Hijo mos 47,XY,+21[30)/46,XY[3]  Mosaico portador de una linea celular baja 46,XY
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201-13 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de
400-500 bandas
Padre  46,XY,21sptk+ Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-500 bandas. Polimorfismo con mayor cantidad de tallos en
22p
Hijo 47, XX,+21 Trisomia 21 regular en 45 metafases con una resolucién de
450-500 bandas
204-13 Madre  46,XX,9gh+ Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de
400-450 bandas. Polimorfismo de la heterocromatina
pericentromérica de 9q.
Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de
400-500 bandas
Hijo 47 XX,+21 Trisomia 21 regular en 50 metafases con una resolucién de
450-500 bandas
232-13 Madre  46,XX Bandas G normales en 25 metafases con una resolucion de
400-550 bandas
Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de
400-500 bandas
Hijo 47 XX,+21 Trisomia 21 regular en 15 metafases con una resolucién de
450-500 bandas
351-13 Madre  46,XX Bandas G normales en 25 metafases con una resolucion de
Padre 400-500 bandas
Hijo 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
450-500 bandas
47 XX,+21 Trisomia 21 regular en 15 metafases con una resolucién de
450-500 bandas
Tol 5 Madre  46,XX,9gh- Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-450 bandas. Polimorfismo de la heterocromatina
pericentromérica de 9q.
Padre  mos47,XY,+21[3]/46,XY[62] Mosaico portador de una linea celular baja 47,XY,+21
Hijo 47,XX,+21 Trisomia 21 regular en 15 metafases con una resolucién de
500 bandas
Tol 6 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resoluciéon de
450-500 bandas
Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-500 bandas
Hijo 47,XX,+21 Trisomia 21 regular en 15 metafases con una resolucién de
450-500 bandas
Tol 7 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
450-500 bandas
Padre  46,XY,16gh+ Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-500 bandas. Polimorfismo de la heterocromatina
pericentromérica de 16q
Hijo 47, XX,+21 Trisomia 21 regular en 15 metafases con una resolucién de
450-500 bandas
CD1 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-450 bandas
Padre  46,XYgh*,22ps* Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
450 bandas. Polimorfismo de la heterocromatina
pericentromérica de Yq y un polimorfismo del satélite 22p
Hijo 47,XX,+21 Trisomia 21 regular en 15 metafases con una resolucion de
450 bandas
CD2 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-450 bandas
Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-450 bandas
CD3 Madre 46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-450 bandas
Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
400-450 bandas
CD4 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de
450-550 bandas
Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
450-500 bandas
Hijo 47,XY,+21 Trisomia 21 regular en 15 metafases con una resolucion de
450-500 bandas
CD5 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de

450-550 bandas
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Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de
450-500 bandas

Hijo 47,XY,+21 Trisomia 21 regular en 15 metafases con una resolucién de
450-500 bandas
CD6 Madre  46,XX,9gh* Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de

400-450 bandas. Polimorfismo con una mayor cantidad de
heterocromatina pericentromérica de 9q.

Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de
400-450 bandas

CD7 Madre  46,XX Bandas G normales en 15 metafases con una resolucién de
400-500 bandas

Padre 46,XY Bandas G normales en 15 metafases con una resolucion de

450-500 bandas

El 30% de las 40 parejas analizadas por bandas G presentaron variantes
polimorficas normales de las regiones de heterocromatina pericentromérica en los
cromosomas 9q, 16q, e Yq, y polimorfismos en tallos y satélites de los cromosomas
13q, 14q, 219y 229. Las frecuencias con las que estas variantes fueron detectadas
en la poblacion se encuentran indicados en la Tabla XI.

Tabla XI. Polimorfismos detectados por bandas G en las 40 parejas analizadas

Tipo de Heterocromatina
polimorfismo pericentromérica
Cromosomas 9q 16q Yq
Frecuencia 9/80 8/80 1/40
Tipo de Tallos y/o Satélites
polimorfismo

Cromosomas 13q 13q 13q
Frecuencia 1/80 1/80 1/80

Se determinaron 4 variantes polimoérficas, derivadas de la translocacion entre los
brazos cortos del cromosoma 15y los brazos cortos de los cromosomas 13,14 y 22.
(Tabla XlI). EI 83.3% (15/18) de todas las translocaciones observadas fueron entre
los cromosomas del grupo D t(D;D). Las TCA méas comunes, son el der(14)t(14;15)
y el der(13)t(13;15), mientras que el der(15)t(13;15) es la variacion polimérfica
menos comun en ambas poblaciones. Solo en la poblaciéon con descendencia
aneuploide se identific6 a dos madres y un padre portador de un t(D;G), el
der(21)dic(15;21) (familias CD5 y CD6).

No hay diferencia entre la frecuencia de las TCA en parejas con descendencia
aneuploide y la poblacion control (p> 0.05%). Es probable que la frecuencia de las
TCA en las poblaciones este subestimada debido a que en el presente estudio no
se caracterizaron las translocaciones que pudieran ocurrir entre los cromosomas 13
con 21 ni 14 con 22.

Como se observa en la tabla Xll. En las parejas con descendencia aneuploide la
frecuencia de madres portadoras de TCA es 2.3 veces mas (7/20) que la frecuencia
con la que las TCA se presentan en las madres control (3/20).
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Tabla XlI. Deteccion de TCA en las parejas control y padres con descendencia aneuploide.

Controles Padres con descendencia aneuploide
Caso TCA Caso TCA
TCA 61 Madre sin TCA Trisomia 21 _
Padre der(13),t(13;15) Madre sin TCA
- NV100T21 .
TCA 62 Madre s!n TCA Padre sin TCA
Padre sin TCA N Madre der(13)t(13;15)
- v15T21 .
TCA 65 Madre s!n TCA Padre s!n TCA
Padre sin TCA 32-13 Madre sin TCA
TCA 66 Madre s!n TCA Padre s!n TCA
Padre sin TCA 201-13 Madre sin TCA
TCA 68 Madre sin TCA Padre sin TCA
Padre sin TCA 204-13 Madre der(14)t(14;15)
TCA 69 Madre sin TCA Padre sin TCA
Padre sin TCA 23213 Madre sin TCA
TCA 70 Madre sin TCA Padre sin TCA
Padre sin TCA 351-13 Madre sin TCA
TAC 71 Madre sin TCA Padre sin TCA
Padre sin TCA Tol 5 Madre sin TCA
TCA 72 Madre sin TCA Padre sin TCA
Padre der(14)t(14;15) Tol 6 Madre sin TCA
TCA 74 Madre sin TCA Padre sin TCA
Padre sin TCA Tol 7 Madre sin TCA
TCA 75 Madre sin TCA Padre der(14)t(14;15)
Padre sin TCA cDp1 Madre sin TCA
TCA 76 Madre der(14)t(14;15) Padre sin TCA
Padre sin TCA cD2 Madre sin TCA
TCA 77 Madre der(14)t(14;15) Padre sin TCA
Padre sin TCA cD3 Madre sin TCA
TCA 79 Madre sin TCA Padre sin TCA
Padre sin TCA cba Madre der(13)t(13;15)
TCA 80 Madre sin TCA Padre der(13)t(13;15)
Padre der(15) t(13;15) cD5 Madre der(21)t(15;21)
TCA 81 Madre sin TCA Padre sin TCA
Padre der(13)t(13;15) cD6 Madre der(21)t(15;21)
TCA 83 Madre der(14)t(14;15) Padre der(21)t(15;21)
Padre sin TCA cD7 Madre sin TCA
TCA 84 Madre sin TCA Padre sin TCA
Padre sin TCA Trisomia 15
TCA 85 Madre sin TCA Madre der(15)t(13;15)
Padre sin TCA TCAT15 Padre sin TCA
TCA 86 Madre sin TCA TCATI5 Madre der(14)t(14;15)
Padre der(13)t(13;15) Padre sin TCA
Trisomia 13
Madre N
TCAT13 Padre N
- 'Y :
5 = R 2 = =
R s s s B 2 3
’ NN o e - .
g - - A A ol
- o e
der(13)t(13;15)  der(14)t(14;15) der(15), t(13;15) der(21)t(15;21) Frecuencia
3 4 1 - 8/40
Controles Madres - 3 - - 3/8
Padres 3 1 1 - 5/8
Padres 14 g g i g 17(;/1400
adres
con ACA  padres 1 1 - 1 3/10

Frecuencia de los diferentes TCA encontradas en ambas poblaciones.
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En cuatro de las once familias analizadas un progenitor es portador de una TCA (3
madres y 2 padres). Solo en una familia (CD5) el cromosoma der(21)t(15;21) fue
identificado en una madre e hijo con trisomia 21. Ademas se identifico una TCA de
novo, der(13)t(13;15) en un paciente con trisomia 21 (familia 232-13) ver tabla XiIII.

Tabla XlIl. Presencia de TCA en 11 pacientes con trisomia 21.

Padres .
Caso Madre Padre Hijo
32-13 Sin TCA Sin TCA Sin TCA
201-13 Sin TCA Sin TCA Sin TCA
204-13  der(14)t(14;15) Sin TCA Sin TCA
232-13 Sin TCA Sin TCA der(13)t(13;15)
351-13 Sin TCA Sin TCA N
Tol 5 Sin TCA Sin TCA N
Tol 6 Sin TCA Sin TCA N
Tol 7 Sin TCA der(14)t(14;15) N
CD5 der(21)t(15;21) N der(21)t(15;21)
CD4 der(13)t(13;15) der(13)t(13;15) N
CD1 Sin TCA N N
Frecuencia 2/11

8 Discusioén

TCA en la poblacion control

Los brazos cortos de los cinco pares de cromosomas acrocéntricos estan
compuestos por secuencias repetidas de DNA en tandem, estas secuencias de
homologia hacen de estas regiones cromosémicas el lugar mas comun de
heteropolimorfismos cromosomicos (Robinson et al. 1994).

Las TCA son translocaciones que involucran a los brazos cortos de dos
cromosomas acroceéntricos. En el presente estudio el 20% (8/40) de la poblacién
control es portadora de alguna translocacion entre el cromosoma 15 y otro
cromosoma del grupo D t(D;15). La frecuencia y la variabilidad de estos rearreglos
cromosOmicos estructurales no habian sido descritas en poblaciones clinicamente
sanas y sin antecedentes de aborto.

El cromosoma der(14)t(14;15) que se present6 en 4/8 TCA en la poblacion control
fue descrito por Stergianou (1993), en 12/100 pacientes con retraso mental, retraso
en el desarrollo, y en pacientes que habian sufrido abortos recurrentes o eran
padres de niflos con anormalidades cromosomica conocidas. Stergianou
caracteriz6 dicho plolimorfismo cromosémico 14p mediante un ensayo de
hibridacion in situ con fluorescencia utilizando una sonda centromerica p-TRA25
(alfoide) y una sonda D15Z1 (satélite Ill), especificas para el cromosoma 15
(Stergianou et al. 1993). Otro tipo de variantes estructurales que involucran a los
brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos han sido descritas, sin embargo el
significado clinico de estos polimorfismos cromosoOmicos es poco clara.
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Origen de las TCA

Haciendo uso del ensayo de hibridacion “in situ” con fluorescencia pudimos
identificar 4 variantes polimorficas entre el cromosoma 15 y otro cromosoma del
grupo D o G. En todas las muestras analizadas los patrones de hibridacion de las
sondas centroméricas para los cromosomas 13/21 y 14/22 fueron normales, esto
nos permite inferir que los puntos de rotura en los cromosomas 13,14, 21y 22 se
localizan contiguos a las secuencias centromeéricas alfoides, mientras que los
puntos de rotura en el cromosoma 15 podrian localizarse entre 15911.1 y 15p11.1,
donde se localizan ademas de secuencias de DNA alfoide, secuencias de DNA
satélite lll.

Las secuencias satélite Il estan compuestas por motivos GGAGT/ GGAAT, y se ha
sugerido que estos repetidos ricos en guanina podrian adoptar estructuras
tetraduplex que faciliten eventos de recombinacion entre cromosomas no
homologos favorecidos a su vez por la proximidad entre secuencias de homologia
de las regiones heterocrométicas en lo cromosmas acrocéntricos y/o regiones
organizadoras nucleolares (NORs) durante la profase de la meiosis y la interfase en
células somaticas (Gravholt et al. 1992; Bandyopadhyay et al. 2001b). Las TCA
también podrian ser consecuencia de un evento de recombinacién anormal
mediado por una verdadera sinapsis entre cromosomas no homadlogos. (Daniel &
Lampotang 1976). No existe evidencia directa sobre el origen de las TCA, no
obstante en los 18 pacientes a los que se identific6 como portadores de una TCA,
presentaron este tipo de rearreglo cromosémico de manera constitutiva, lo que
podria suponer un origen precig6tico. Sin embargo Unicamente fueron analizadas
mediante FISH 20 metafases por idivido lo que no descarta la posibilidad de
mosaicismo celular, el cual sugeriria que las translocaciénes cripticas entre dos
cromosomas acrocéntricos no homaologos son de origen mitotico (Robinson et al.
1994).

Los cromosomas acrocéntricos comparten patrones complejos de homologia
intercromosdmica y no hay evidencia que explique por qué el 83.3% (15/18) de
todas las translocaciones observadas fueron entre los cromosomas del grupo D
t(D;D), si la distribucion cromosdmica de las diferentes subfamilias de DNA (a-DNA
y SATIII) no varia entre los cromosomas 13 con 21 o 14 con 22 (Bandyopadhyay et
al. 2001a; Fisher et al. 1997). No obstante se ha demostrado mediante ensayos de
hibridacion “in situ” con fluorescencia en condiciones de alta astringencia, que la
sonda D15Z1 hibrida con los brazos cortos de otros cromosomas del grupo D
(Stergianou et al. 1993). Por lo tanto los cromosomas 13 y 14 contienen secuencias
relacionadas a D15Z1 en un bajo nimero de copias. Si se demuestra que los puntos
de rotura implicados en las translocaciones cripticas en los cromosomas
acrocéntricos se localizan en estas regiones de hibridacién de la sonda D1571,
entonces esto explicaria por qué las t(D;D) son mas frecuentes que las t(D;G).
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El hecho de que la sonda D15Z1 hibride con los brazos cortos de otros cromosomas
del grupo D, nos obliga a considerar que los polimorfismos observados podrian ser
resultado de eventos de amplificacion intercromosdmica y no de una translocacion
entre los brazos cortos de los cromosémas acrocéntricos, el mecanismo de ruptura
inducido mediado por microhomologia (MMBIR) es un modelo molecular que podria
explicar la amplificacion intercromosomica de secuencias homologas de la sonda
D15Z1 en los cromosomas 13 y 14 (Stergianou et al. 1993; Hastings et al. 2009).

Asociacion entre las TCA y la generacion de descendencia
aneuploide

Estudios recientes han demostrado que las secuencias repetitivas
pericentroméricas contribuyen en el reconocimiento de los cromosomas homologos
durante la meiosis y tienen una posible participacion en la funcién del centromero,
(Bandyopadhyay et al. 2001b) por lo que se ha propuesto que los cromosomas
derivativos y sus cromosomas homoélogos normales involucrados en una
translocacion criptica sinaptan para dar lugar una sola estructura meiotica compleja,
en la que la orientacion misma de los cromosomas modifican la asociacion de estos
con las fibras del huso meidtico, lo que compromete el éxito de la segregacion de
los cromosomas homdélogos a polos opuestos, resultando en la produccién de
gametos aneuploides.(Cockwell et al. 2003).

Este mecanismo supone que solo los cromosomas involucrados en la translocacion
presentaran un mayor riesgo de no disyuncién. La evidencia de que portadores de
variantes polimorficas del cromosoma 21, der(21)t(15;21) solo fueron descritos en
dos familias con hijos con trisomia 21 y no en la poblaciéon control, apoyan esta
suposicion. Al respecto Ramos et al. (2008) determinaron mediante un ensayo de
Hibridacion “insitu” con fluorescencia (FISH) con sondas para la region critica 21q,
que la disomia del cromosoma 21 es significativamente méas frecuente en los
espermatozoides de un padre portador de un cromosoma der(21)dic(21;22) en
comparacién con sujetos controles.

Se ha demostrado que los patrones en la no disyuncién son similares para las
trisomias 13, 14, 15, 21, y 22. (Hassold et al. 2007). Sin embargo, pareceria que
solo ciertas variantes estructurales podian estar implicadas directamente en la
generacion de las diferentes aneuploidias de los cromosomas acrocéntricos. Los
cromosomas der(14)t(14;15) y der(15)t(13;15) son los rearreglos estructurales mas
comunes tanto en parejas control como parejas con descendencia aneuploide por
lo que es posible que la presencia de estas variantes polimorficas no tengan una
influencia directa en la generacion de trisomias, aunque 2 de las 2 madres con hijos
con trisomia 15 analizadas, fueron portadoras de estos cromosomas derivativos.

Con el presente estudio no es posible determinar la presencia de aquellas
translocaciones ocurridas entre los cromosomas 13/21 o 14/22, no obstante

podriamos sugerir que las TCA ocurridas entre estos cromosomas podrian no
29



implicar un riesgo en la generacion de aneuploidias, debido a que los cromosomas
13 con 21 0 14 con 22 comparten secuencias alfoides (a-DNA) y presentan altos
grados de homologia entre las diferentes subfamilias de DNA satélite Ill, lo que
podria minimizar el riesgo de apareamientos heterosinapticos entre los cromosomas
derivativos con sus homodlogos normales y asi se garantizaria una segregacion
cromosomica normal de los cromosomas involucrados en la translocacion
(Bandyopadhyay et al. 2001b; Fisher et al. 1997)

La frecuencia con la que los plimorfismos cromosomicos se presentan en madres
de individuos con aneuploidia, sin importar los cromosomas involucrados en la
translocacion, es 2.3 veces mas frecuente que en las madres control, esto abre la
posibilidad de que la presencia de una TCA podria afectar la segregacion
cromosOmica normal de otros cromosomas acrocéntricos aunque estos no se
encuentren implicados en la translocacion.

No existe diferencia significativa entre las frecuencia de las TCA en padres de hijos
con descendencia aneuploide (10/40) y la poblacién control (8/40), sin embargo se
ha demostrado que las regiones de heterocromatina pericentromérica tienen un rol
esencial en la correcta disyuncion de los cromosomas homologos durante meiosis |
(Bandyopadhyay et al. 2001a) y se sabe que la mayoria de las aneuploidias en
humanos ocurren por errores durante la meiosis materna y que los errores en la
segregacion cromosomica en Ml son mas frecuentes que los ocurridos en Mii
(Nagaoka et al. 2012). Por esta razon el estudio de las frecuencias de las TCA en
madres de hijos con aneuploidia y madres de hijos clinicamente sanos podrian ser
un mejor indicador para determinar si existe una asociacion entre la presencia de
translocaciones cripticas de cromosomas acrocéntricos (TCA) y la generacién de
aneuploidias.
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9 Conclusiones

Los polimorfismos cromosémicos mas frecuentes son los que involucran a los
brazos cortos del cromosoma 15

Existe diferencia entre la frecuencia con la que se presentan las TCA en madres de
hijos con aneuploidias de los cromosomas acrocéntricos en comparacion a las
madres en la poblacion control, por lo que estos polimorfismos cromosomicos
podrian ser un factor etiolégico en la no disyuncion de los cromosomas
acrocentricos.

Es necesario realizar un estudio de deteccién de TCA en una muestra poblacional

mas grande para establecer la frecuencia de las translocaciones cripticas en
hombres y mujeres en la poblacion en general y con descendencia aneuploide .
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11  Anexos

Anexo |: Carta de consentimiento informado.

Proyecto: Deteccion de translocaciones cripticas de los cromosomas acrocéntricos en familias con
descendencia aneuploide.

Esta usted invitado a participar en el proyecto de investigacion cuyo responsable es la Dra. Sara
Frias Vazquez. El propdsito de la investigacion es la busqueda de un tipo de alteraciones
cromosoOmicas llamadas “translocaciones cripticas de cromosomas acrocéntricos “o TCA, en parejas
con hijos sanos y en parejas que hayan tenido uno o mas descendientes con alteraciones
cromosOmicas del tipo ganancia o pérdida. Este estudio servira para determinar la frecuencia de
estas variantes cromosémicas en las dos poblaciones antes mencionadas. A futuro, esta informacion
podria utilizarse para conocer si existe asociacion entre estas variantes cromosomicas y los
mecanismos que intervienen en la ganancia o pérdida de cromosomas en el genoma humano.

Los procedimientos a realizar seran: se tomara con aguja y jeringas nuevas, una muestra de sangre
de 10 mililitros de una vena del brazo, en dos tubos. El procedimiento puede causar dolor leve o
molestia al pinchar con la aguja durante la extraccibn de sangre y pueden presentarse
complicaciones minimas como la formacion de un “moretén” o infeccidén en el sitio de puncion, pero
el riesgo es muy bajo y se reduce al tener durante el procedimiento condiciones de comodidad,
limpiezay personal capacitado. Con la muestra de sangre, se hara un cultivo de células de las cuales
se obtendran cromosomas y se les realizara un tratamiento llamado hibridacién “in situ” con
fluorescencia que permite detectar las translocaciones cripticas de los cromosomas acrocéntricos.
Es probable que el Unico beneficio directo por su participacion sea el que se pueda recibir un
asesoramiento genético sobre el prondstico reproductivo de la pareja, o que el beneficio sea para
otros pacientes con el mismo problema.

En todo momento se guardara la confidencialidad de la procedencia de las muestras, ya que en
todos los procedimientos no se manejan nombres sino cédigos de pacientes. Todos los resultados
obtenidos de este estudio seran absolutamente confidenciales y solo le seran proporcionados a quien
usted lo decida.

Su participacion es completamente voluntaria, pueden decidir no participar sin que esto repercuta en
su relacion con el grupo medico ni en la atencién que se les brinde. No habra un costo extra por los
estudios y consultas derivadas de este protocolo de investigacion

Cualquier duda podra, resolverla con la investigadora responsable Dra. Sara Frias al teléfono
01845533, Instituto Nacional de Pediatria

Consentimiento:

He leido este documento, se me han resuelto las dudas que eh tenido y acepto participar en el
estudio y recibo copia de este documento

Nombre y Firma:
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Anexo 2: Preparacion de reactivos

Cosecha de linfocitos a partir de sangre periférica

Colchicina

Solucidn stock: Se pesan 0.02g de colchicina (C22H25NO6) y se
disuelven en 20 ml de solucion salina de "Hank’s

Solucién de trabajo: Se hace una dilucion 1:20 de la solucion stock: 0.1ml
solucién stock en 2 ml de solucion isoténica

Solucién hipoténica :Se pesan 5.600 g de KCL y se disuelven en 1L de
H.0 (pH 7.0)

Bandas G utilizando Tripsinay tefiidas con Giemsa

Tripsina

Solucidn stock: Se pesan 0.015 g tripsinay 0.01g EDTA en 1ml de H20
destilada por cada alicuota.

Solucidén de trabajo: En un vaso Coplin se agregan 50 ml de buffer Gurry
una alicuota de la solucion stock el pH se ajusta a 7 con NaHCOs3

Buffer SGrenssen: Se pesan 6.64g de KH2PO4 (SIGMA® 99.8% pureza) y
2.56 g de Na2HPO4 (Grado CP). Solubilizar en 1L H20 destilada (pH 7)
Buffer Gurr: Diluir una tableta de buffer Gurr® en 1 L de solucion
fisiologica.

Wrigth: En un vaso Coplin se filtran 25 ml de Eosina azul de
metileno en solucion segun Wright (MERCK ®) una vez filtrado el colorante
se diluye con 25 ml de buffer Sérenssen (proporciones 1:1)

Giemsa: En un vaso Coplin se filtran 12 ml de Azur-eosina Azul de metileno
segun Giemsa en solucion (MERK®) una vez filtrado el colorante se diluye
en 38 ml de buffer Sérenssen (proporciones 1:3)

Hibridacion “in situ” con fluorescencia (FISH)

Soluciéon 20X SSC: Se mezclan 132g 20X SSC en 400ml de H20
purificada. Se ajusta el pH a 5.3 con HCL. Se afora a 500ml con H20
purificada.

Solucion de lavado 2X SSC/ 0.1% NP-40: Se mezclan 100 ml de 20X SSC
(pH 5.3) con 850 ml de H2O purificada. Se adiciona 1 ml NP-40, y se
mezcla hasta que el NP-40 esta completamente disuelto. Se ajusta el pH a
7.0+-0.2 con NaOH, y se afora a 1L con H2O purificada.

Solucion 2X SSC/ 0.3% NP-40: Se mezclan 100 ml de 20X SSC (pH 5.3)
con 850 ml de H2O purificada. Se adiciona 3 ml NP-40, se mezcla hasta
gue el NP-40 esta completamente disuelto. Se ajusta el pH a 7.0+-0.2 con
NaOH, y se afora a 1L con H2O purificada.
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e Solucion 0.4X SSC/ 0.3% NP-40: Se mezclan 20 ml de solucién 20X SSC
(pH 5.3) con 950 ml de H2O purificada. Se adiciona 3 ml NP-40,y se mezcla
hasta que el NP-40 estd completamente disuelto. Se ajusta el pH a 7.0-7.05
con NaOH, y se afora a 1L con H2O purificada.

Nota: Es recomendable medir y ajustar los pH a temperatura ambiente haciendo
uso de un pH-metro con electrodo de vidrio.

Estas soluciones se almacenan a temperatura ambiente, por un tiempo maximo de
6 meses y no deberan ser utilizadas si la solucion aparenta estar contaminada.

e Soluciones de Etanol (75%,85% y 100%): Preparar diluciones v/v de
Etanol al 100% con H20 destilada para hacer soluciones al 75%, y 85%.
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