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INTRODUCCION

El estudio de las enfermedades genéticas y en particular las debidas a alteraciones
cromosOmicas son responsables de un niumero importante de patologia en el feto, en el
recien nacido, en la edad preescolar-escolar, en la adolescencia y en el adulto, su
estudio estd comprendido en una parte de la Genética Humana, la Citogenética )
Existen otros estudios que seleccionan embarazos en riesgo de estar afectado por una

cromosomopatia, que reciben el nombre de Marcadores Bioquimicos.

El trabajo desarrollado en el area de Citogenética se presentara en tres etapas: Primera
Etapa; técnicas empleadas para la deteccion de alteraciones cromosomicas, Marcadores
Bioguimicos Prenatales y Manejo de Muestras. Segunda Etapa: Técnicas de Cultivo

Celular. Tercera etapa: Analisis y Diagndstico de las alteraciones cromosémicas.

Con el presente trabajo se muestra la utilidad del estudio de cariotipo en: a) sangre
periférica que en algunos casos permite al médico explicar la causa de la patologia que
presenta el paciente; b) muestras prenatales (liqguido amniotico y biopsia de vellosidades
coriales) se detectan alteraciones en el feto (en evolucion); c) parejas con riesgo elevado
de tener un hijo afectado; d) muestras de productos de aborto (vellosidades coriales, piel
fetal, sangre de cordén, etc.)®? y e) muestras con problemas hematolégicos (médula
Osea y sangre periférica), donde el estudio citogenético es util en el diagnéstico de la

enfermedad, evolucién y respuesta a tratamiento .



1. REPRODUCCION Y GENETICA

El grupo de Reproduccion y Genética, es una institucion privada dirigida por el Dr.
Alfonso Gutiérrez Ndjar, dedicada al cuidado de la salud reproductiva que comprende la
prevencion, diagnostico y tratamiento de las alteraciones que impiden el 6ptimo

desempefio del sistema reproductor, en cada una de las etapas de la vida.

1.1 HISTORIA

El grupo se inicié en 1986. El nacimiento del Grupo de Reproduccion y Genética marco
el inicio a un servicio médico multidisciplinario, orientado hacia la atencion integral de la

salud reproductiva, siendo el primer grupo en la historia de la Reproduccién Asistida en

México.
Nacimiento de la primer bebé concebida mediante transferencia intratubaria
1988.-
de gametos (GIFT).
Nacimiento del primer bebé concebido a través de la Fertilizacién in Vitro
1991.-

(FIV).

Nacimiento de las dos primeras bebés concebidas gracias a la combinacion
1995.- de dos técnicas; Aspiracion Epididima de Espermatozoides (MESA) e

inyeccion Intracitoplasmatica de Espermatozoides al 6vulo (ICSI).

En 1987 se fundd el primer laboratorio privado especializado en Citogenética , el cual

comenzod ofreciendo Unicamente diagndstico prenatal a pacientes del grupo, pero poco



después médicos externos solicitaron el servicio y comenzd a ofrecerse citogenética

prenatal y postnatal a quien lo solicitara.

Hoy en dia lleva a cabo el mayor nUmero de examenes de diagndstico cromosomico de
manera privada, a nivel nacional. La clinica brinda asesoria a diversos centros y
laboratorios nacionales e internacionales en el manejo de las diferentes técnicas en
infertilidad como: técnicas de ginecologia quirdrgica y las técnicas de laboratorio de alta

especialidad como la Fertilizacion in Vitro, Andrologia y Citogenética.

En colaboracion con la Universidad La Salle desde 1991 y posteriormente con la
UNAM en 2005 el Grupo de Reproduccidon y Genética es el centro de ensefianza en el
que médicos gineco-obstetras cursan la subespecialidad en Biologia de la

Reproduccién Humana.

1.2 MISION

La mision institucional del Grupo de Reproduccion y Genética AGN y asociados es
promover la salud general, elevar la calidad de vida y contribuir al bienestar de cada

paciente, mediante la atencién médica especializada en salud reproductiva.

El cumplimiento de esa misidn y compromiso esta sustentado en cuatro solidos pilares

u objetivos:

- La calidad profesional y humana de todas las personas que forman parte de la

institucion.

« Una amplia experiencia institucional como proveedores de servicios médicos

especializados en medicina reproductiva y como centro de ensefianza académica.



Un sistema de atencién integral, el cual combina la labor de un selecto grupo de
profesionales especialistas en diversas disciplinas con la infraestructura
tecnoldgica mas avanzada.

Interés en promover la salud y el bienestar a través de la educacion y prevencion.



1.3 ORGANIZACION

La clinica esta organizada de la siguiente manera: un Director general, un Director
médico y un Director administrativo. De la direccion meédica dependen los médicos
gineco-obstetras especialistas en Biologia de la Reproduccién y los laboratorios como

el de Genética, de donde formé parte (Fig.1).

DIRECTOR GENERAL
DR. ALFONSO GUTIERREZ NAJAR

VAN

DIRECTOR DIRECTOR
MEDICO ADMINISTRATIVO

I

CONTABILIDAD

/

MEDICOS
ESPECIALISTAS

SERVICIO DE GENETICA
Coordinadora

LAB. HORMONAS Dra. Mabel Cerrillo Hinojosa LAB. FERTILIZACION
) IN VITRO
LAB. ANDROLOGIA
LAB. CITOLOGIA LAB. BIOLOGIA
EN BASE LIQUIDA MOLECULAR
MEDICO GENETISTA CITOGENETISTA
Dra. Juana Inés Navarrete Martinez Bi6l. Concepcién Yerena De Vega

AYUDANTE DE CITOGENETISTA
Maria de Jesus Gaytan Garcia

TECNICO LABORATORISTA
T.L.C. Marlene Le6n Gaspar

Fig. 1 Organigrama de la Clinica de Reproduccién y Genética.

5



2. MARCO TEORICO

En los eucariontes, las células tienen cromosomas y éstos se encuentran en ndmero
constante para cada especie. En la especie humana la célula somética normal tiene 46
cromosomas, lo que constituye su namero diploide (2n). Las células gaméticas (6vulo y
espermatozoide) tienen sélo 23 cromosomas, que es el numero haploide (n). Los 46
cromosomas se distribuyen en pares homologos, 22 estan presentes tanto en las células
masculinas como en las femeninas y se llaman autosomas y el otro par, denominados
cromosomas sexuales, son el Xy el Y, en la mujer 46,XX y en el varén 46,XY. El nUmero
de cromosomas se mantiene constante en las células soméaticas por la division llamada
mitosis y se reduce a la mitad en la gametogénesis (ovogénesis y espermatogénesis) por

la meiosis @.

Los cromosomas Yy sus alteraciones son estudiados por la Citogenética. Las anomalias
cromosOmicas son mutaciones de material genético que alteran el nUmero o la estructura
de los cromosomas y en la mayoria de los casos son visibles al microscopio optico, sus
efectos son en general consecuencia del desequilibrio producido y dan origen a

malformaciones, deficiencia mental e infertilidad @.

La Citogenética tuvo un crecimiento explosivo desde el descubrimiento realizado por Tjio
y Levan en 1951 sobre el niumero correcto de cromosomas del cariotipo humano y
posteriormente con el descubrimiento del primer sindrome cromosémico por Jerome

Lejeune en 1959 ©.

El cariotipo es la distribucion ordenada de los cromosomas en metafase o prometafase,

atendiendo a su tamafio y a su forma. Puede obtenerse de cualquier tejido cuyas células



sean susceptibles de cultivarse y dividirse. También pueden obtenerse directamente sin
cultivar, en células con un alto indice mitético como sucede en algunos procesos
hematolégicos ©®.

La obtencion del cariotipo requiere de varias etapas, cada una con requerimientos y
caracteristicas especificas. Se inicia con la toma de la muestra, seguida por la siembra y
cosecha de la misma, la elaboracion de las laminillas y su bandeo cromosomico, para
continuar con el andlisis de las metafases, la captura de la imagen y elaboraciéon del

cariotipo y poder asi llegar al resultado que nos dara finalmente un diagnostico.

Las anomalias cromosdmicas se manifiestan en los diferentes periodos de la vida.
Durante el periodo prenatal, la mortalidad debida a anomalias cromosOmicas,
principalmente aneuploidias, es muy alta, siendo la causa del 40 al 60% de los abortos
espontaneos del primer trimestre ©®. En el recién nacido se estima que 1 de cada 156
presenta una alteracion cromosomica y en el periodo perinatal y durante la primera
infancia, son un factor importante de mortalidad debido a la presencia de las trisomias
13, 18 y 21 @, En cuanto a la morbilidad, son la causa de un niimero importante de los
pacientes con retraso mental, que en la mayoria de los casos va acompafiado de
malformaciones congénitas ®. La adolescencia es el periodo en el cual las alteraciones
de los cromosomas sexuales se ponen de manifiesto con los primeros sintomas de
diferenciacion. Finalmente en la edad adulta, tanto en la mujer como en el varon las
alteraciones cromosomicas pueden causar infertilidad, abortos de repeticibn o
descendencia anormal ®. En algunos pacientes con problemas hematoldgicos, se

pueden identificar alteraciones cromosémicas adquiridas en alguna etapa de la vida ©.



2.1 ALTERACIONES CROMOSOMICAS

Existen dos tipos de anomalias cromosOmicas: las alteraciones numeéricas y las
estructurales y pueden presentarse simultaneamente. Las alteraciones numéricas a su
vez se subdividen en poliploides y aneuploides, mientras que las estructurales se

subdividen en deleciones, duplicaciones inversiones y translocaciones ©.

TRIPLOIDIAS

POLPLOD'AS<

TETRAPLOIDIAS

NUMERICAS
MONOSOMIAS
ANEUPLOIDIAS /
\ TRISOMIAS
DELECIONES /TERN”NALES
~—__ INTERSTICIALES
ESTRUCTURALES DUPLICACIONES

PERICENTRICAS

INVERSIONES/

PARACENTRICAS

RECIPROCAS

TRANSLOCACIONES

ROBERTSONIANAS

Fig.2. Alteraciones cromosdmicas, huméricas y estructurales.



Las anomalias numéricas y estructurales se dividen en dos categorias principales:
constitutivas, aquéllas con las que se nace, y adquiridas , que surgen como cambios
durante la vida por diversos factores secundarios como enfermedades, teratdgenos, un
ejemplo de alteraciones adquiridas son las observadas en muestras de médula 6sea de

pacientes con leucemia .

2.1.1. ALTERACIONES NUMERICAS
Implican la pérdida o la ganancia de uno o varios cromosomas, y pueden afectar a
autosomas como a cromosomas sexuales. Las alteraciones en el nimero cromosémico

pueden originarse por no disyuncién o por un retraso en la anafase .

La ganancia de cromosomas tiene repercusion en un individuo, mientras que la pérdida
de cualquier cromosoma, causa la muerte, con excepcion de la monosomia X o
Sindrome de Turner. Otra regla general es que la pérdida o ganancia de un autosoma
tiene consecuencias mas graves que la de un cromosoma sexual . Las fallas pueden
originarse en la meiosis, tanto en la primera como en la segunda o en ambas o
presentarse durante mitosis, originando mosaicos celulares . Las alteraciones
numeéricas repercuten de manera significativa en la reproduccion humana ya que pueden

ocasionar abortos tempranos del primer trimestre ©.

2.1.1.1. POLIPLOIDIAS

Son las células que poseen multiplos exactos del numero haploide (n) de 23
cromosomas. Una célula que contenga méas de dos conjuntos haploides recibe en
términos generales el nombre de poliploide ). Asi tenemos a los triploides (3n) y a los

tetraploides (4n).



2.1.1.1.1 TRIPLOIDIA

Es una alteracion donde las metafases poseen tres juegos completos de cromosomas
(3n). Los productos triploides se obtienen cuando un Ovulo con 46 cromosomas, no
elimind el corpusculo polar (diginia) es fecundado por un espermatozoide normal con 23
cromosomas o cuando un ovulo normal es fecundado por un espermatozoide con 46
cromosomas (diandria) o cuando un o6vulo es fecundado por dos espermatozoides
(dispermia) ®. En los seres humanos se presenta en los productos de aborto los cuales
en su mayoria se pierden en las semanas 10 a 11 del embarazo con una frecuencia del

16% “Y9),

2.1.1.1.2 TETRAPLOIDIA

En esta cromosomopatia las células poseen cuatro juegos de cromosomas (4n). La
tetraploidia se produce en la primera division celular que sigue a la fecundacion, en este
caso la separacion de los cromosomas no va seguida de la division del citoplasma,
dando lugar a un embrién tetraploide, es decir hay cariocinesis, pero no citocinesis @Y.
En los seres humanos se presenta en los productos de aborto, los cuales en su mayoria

se pierden en las semanas 10 a 11 del embarazo .

2.1.1.2 ANEUPLOIDIAS

Se definen como la ganancia o pérdida de uno o varios cromosomas en la célula. Son las
anomalias cromosOmicas que tiene repercusion clinica. Se producen por una incorrecta
segregacion de los cromosomas ® o por un rezago de un cromosoma durante la

anafase en la division celular .

« La anafase retrasada se da porque uno de los cromosomas durante la anafase se

retrasa en ir hacia los polos celulares y al terminarse la telofase se pierde vy la

10



pérdida de dicho cromosoma, origina una célula con un cromosoma de menos y
otra célula con la dotaciobn cromosomica normal.

- La no disyuncion es la separacion anormal de los cromosomas o cromatidas
hacia los polos opuestos de la célula durante la division nuclear. y finaliza con dos
cromosomas emigrando hacia el mismo polo, mientras que hacia el otro no emigra
ninguno, lo cual genera una célula con un cromosoma de mas y una con un

cromosoma de menos ©.

2.1.1.2.1. MONOSOMIA

En esta alteracion las células tienen una sola copia de un determinado cromosoma y
puede ser letal. En los humanos, las monosomias de un cromosoma completo suelen ser
letales con excepcidon de un 5% de las pacientes con monosomia X, Sindrome de Turner
(45,X) que sobreviven @, Este sindrome se presenta en una de cada 2000 a 3000 recién
nacidas vivas; sin embargo, la frecuencia en abortos espontaneos es mucho mayor. Se
calcula que el 1.5% de todas las concepciones son 45, X y que 99% de ellas se pierde

en el curso de la gestacién. Su incidencia no se eleva con la edad materna 47,

Es importante mencionar que en el laboratorio de genética del Grupo se observan
pacientes con infertilidad con mosaicos bajos (5-6%) que involucran trisomias y
monosomias del cromosoma X: 45,X/46,XX, 45,X/I47 XXX, 45,X/47,XXX/46,XX

45,X/47 XXX/48,XXXX/46,XX.

11



2.1.1.2.2 TRISOMIA

En esta alteracion el individuo posee un cromosoma extra (2n+1). Las trisomias en su
mayoria se pierden en el primer trimestre del embarazo, siendo las mas comunes la 16 y
22. Solo las trisomias de los cromosomas autosomicos 13, 18, 21 y la 8 por mosaico
llegan a sobrevivir hasta el nacimiento. De éstas, las trisomias 13 y 18 son muy severas
presentando el recién nacido multiples malformaciones que los llevan a la muerte en los
primeros meses de vida. La trisomia 21 (Sindrome de Down) puede llegar a término y
tiene una sobrevida mayor ®. Es la enfermedad cromosémica mejor conocida. Su
frecuencia es de 1 en 700 recién nacidos, no depende de factores étnicos, pero si de la
edad materna. Por lo general el diagnéstico clinico no ofrece dificultad y puede hacerse
al nacimiento. El retraso mental es constante. Puede presentar malformaciones
cardiacas e intestinales. La pubertad es normal en ambos sexos, pero la fertilidad s6lo se
conoce en la mujer. Desde el punto de vista citogenético, existen tres tipos principales
de trisomia 21: a) Trisomia libre (92%), b) Trisomia 21 por translocacion robertsoniana

(4.8%) y c) Trisomia 21 en mosaico (2.7%) @,

Un ejemplo de trisomia de cromosomas sexuales es el Sindrome de Klinefelter (47,
XXY). Su incidencia se estima de 1 en 600-800 recién nacidos masculinos. El
cromosoma adicional en estos pacientes a menudo es adquirido por un error de
disyuncion durante la ovogénesis (56%) o la espermatogénesis (44%). En la mayoria de
los casos, el sindrome se diagnostica en la adolescencia o en la edad adulta por

presentar testiculos pequefios, talla alta e infertilidad ©.

Otro ejemplo de trisomia de cromosomas sexuales es el sindrome XXX o triple X. Se
observa en casi 1/1000 mujeres y no tiene consecuencias importantes. Rara vez se

observan alteraciones fisicas manifiestas, aunque estas mujeres suelen presentar
12



infertilidad, irregularidades menstruales o retraso mental leve. Suelen ser diagnosticadas
por primera vez en las clinicas de infertilidad. Aproximadamente 90% de los casos se
debe a no disyuncion en la madre y como ocurre en otras trisomias el riesgo se

incrementa con la edad materna Y19

El sindrome XYY también es una trisomia de los cromosomas sexuales en donde el
varén presenta un cromosoma X y dos cromosomas Y, presentan fenotipo normal. La
condicion es usualmente detectada soélo durante el analisis genético, solicitado por
hipogonadismo o infertilidad. El 47,XYY es consecuencia de la no disyuncion de la

meiosis Il paterna ©.

2.1.2. ALTERACIONES ESTRUCTURALES

Las aberraciones estructurales son rearreglos en la estructura de los cromosomas que
pueden originar pérdida 6 ganancia parcial de uno o varios cromosomas, pueden afectar
tanto a autosomas como a cromosomas sexuales. Siendo 4 los rearreglos mas
frecuentes: deleciones, duplicaciones translocaciones e inversiones ®. Se producen por
ruptura de los cromosomas, seguida por reconstitucion con una combinacion anormal.
Los rompimientos de los cromosomas se pueden inducir por una gran variedad de

agentes tales como, radiaciones, infecciones virales, drogas y agentes quimicos, etc. ©.

2.1.2.1. DELECION
Es la pérdida de material genético de un cromosoma. La delecion puede ser terminal o
intercalar; cuando la delecidn ocurre en los dos extremos del cromosoma, la porcion que

porta el centrdmero une sus extremos rotos y forma una estructura circular o cromosoma

13



en anillo ). En algunos casos, las deleciones son el resultado de un entrecruzamiento
desigual entre cromosomas homoélogos o cromatidas hermanas mal alineadas Y. Los
fenotipos dependen del cromosoma y de la region afectada, por ejemplo en el caso del
sindrome de maullido de gato, en el que se ha producido una delecion del cromosoma 5
en la region terminal del brazo corto. Este sindrome se caracteriza por retraso mental,
microcefalia y cara de media luna que se va alargando con la edad. En muchas
ocasiones, las deleciones afectan tan solo a algunos genes independientes pero
contiguos, situados uno al lado del otro en el mismo cromosoma, deleciones que solo
son detectables por técnicas como la hibridacién in situ o la hibridacion in situ con
fluorescencia. Se habla entonces de microdeleciones. Algunos sindromes asociados a
microdeleciones son el sindrome de Prader-Willi, el sindrome de DiGeorge, el sindrome

del retinoblastoma y otros muchos mas .

Otro ejemplo lo observamos en la
oligospermia o la azoospermia que en algunos casos estan asociadas a microdeleciones
en el cromosoma Y, en la regién donde estan situados los genes para el factor AZF

(factor de la azoospermia) Y.

Otros ejemplos en cromosomas sexuales los encontramos en pacientes con deleciones
en el cromosoma X, como la del brazo largo u ocasionalmente con isocromosoma de
brazos cortos del X, estas muestran disgenesia gonadal pero no talla baja u otras
caracteristicas somaticas del Sindrome de Turner. También existen pacientes con
delecion del brazo corto del cromosoma X que pueden presentar disgenesia gonadal
aunque algunos con pequefias deleciones terminales presentan solamente talla baja. Los
sintomas clinicos que acompafian las pequefias deleciones distales en el cromosoma X,
pueden provocar desde amenorreas secundarias, menopausia prematura hasta

amenorrea primaria 2.
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2.1.2.2. CROMOSOMA EN ANILLO

Un cromosoma en anillo puede ocurrir de dos formas. Una, es que el final de los brazos
cortos y largos de los cromomosomas se pierdan los telomeros pegandose ambos
brazos. Segunda, que el final de los brazos cortos y largos estén pegados juntos con
pérdida minima de material. De cualquier manera el anillo puede causar problemas para
el individuo, cuando la célula se divide. También es posible tener un anillo y ser
aparentemente saludable sin retrasos en el desarrollo.. Como en todas las
anormalidades cromosOmicas depende del tamafio del anillo, cuanto material se ha
perdido y que cromosoma esta implicado. Este tipo de cromosoma anular es bastante
frecuente en carcinomas sarcomas y leucemias ®. Si el anillo contiene el centrémero, se
espera que sea mitoticamente estable. Sin embargo, muchos anillos presentan
dificultades en la mitosis y pueden presentarse rupturas del anillo, seguidas de una
fusion y entonces se genera un anillo mas grande y otro mas pequefio. Debido a esta
inestabilidad mitGtica, no es raro encontrarse cromosomas en anillo en solo una

proporcién de células Y.

2.1.2.3. DUPLICACION

Se dice que hay duplicacion cuando un segmento 0 una misma secuencia de genes
aparecen dos veces en un mismo cromosoma " Las duplicaciones surgen cuando un
segmento cromosoémico se replica mas de una vez por error en la duplicacion del ADN,
como producto de una reorganizacion cromosomica de tipo estructural, o relacionado con

un proceso de entrecruzamiento defectuoso ¥

. Las duplicaciones son mas comunes
que las deleciones y menos deletereas, ya que no existe pérdida de material

cromosomico. Sin embargo en individuos que presentan duplicacién cromosOmica existe
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con frecuencia un efecto clinico de deficiencia mental o anomalias congénitas. La

duplicacién puede afectar a una parte de un gen, a un gen completo o varios de ellos ¥,

2.1.2.4. ISOCROMOSOMAS

Se denominan isocromosomas a los cromosomas metacéntricos producidos durante la
meiosis 0 mitosis, cuando el centromero se divide transversalmente en lugar de
longitudinalmente originando un cromosoma con los dos brazos largos y otro con dos
brazos cortos que generalmente se pierde. Cada uno de estos isocromosomas
constituye al mismo tiempo una delecidon y una duplicacion. Los isocromosomas no se
presentan frecuentemente ¥, el isocromosoma méas comun es el del brazo largo del X,
46,Xi(Xq) cuyo fenotipo presenta caracteristicas de Sindrome de Turner. También se han
descrito isocromosomas para autosomas, como el del brazo corto del cromosoma i(18p)
y del cromosoma i(12)(p10) o Sindrome de Pallister. Este tipo de alteraciones

estructurales también se observan en cariotipos de tumores sélidos y de leucemias .

2.1.2.5. TRANSLOCACIONES

Implican el intercambio de material entre dos 0 mas cromosomas. Las translocaciones
pueden ser no balanceadas, cuando el reordenamiento origina una ganancia 0 una
pérdida de material cromosOmico. Las balanceadas cuando no hay una ganancia o
pérdida de material cromosOmico. Las translocaciones balanceadas constituyen una de
las cromosomopatias mas frecuentes en el ser humano, con una prevalencia de al

menos 1/500 6 1000 individuos ©Y1?,

Un ejemplo son las Translocaciones robertsonianas  que se genera cuando los brazos
largos de dos cromosomas acrocéntricos se fusionan por los centrémeros, con pérdida

de ambos brazos cortos. Esta restringida a los cromosomas acrocéntricos: 13, 14, 15, 21
16



y 22. En las translocaciones balanceadas habitualmente el fenotipo es normal porque los
brazos cortos de todos los cromosomas acrocéntricos contienen copias redundantes de
los genes de RNA ribosémico asi que la pérdida de esa region de uno o dos

cromosomas no afecta al individuo “Y9,

Las Translocaciones reciprocas se generan por ruptura en dos cromosomas no
homdlogos con intercambio reciproco de material cromosémico (los cromosomas
resultantes se denominan cromosomas derivativos). El portador de una translocacion
reciproca puede ser fenotipicamente normal. Existe riesgo de gametos no balanceados y

de fenotipo anormal en la descendencia ¥ 9.

Las Translocaciones no reciprocas se generan por ruptura en dos cromosomas no
homaologos donde solo pasa material de un cromosoma a otro y el producto final sera un

cromosoma con falta de material y uno que posee material extra de otro.

2.1.2.6. INVERSIONES

Este tipo de alteracion estructural tiene lugar cuando se dan dos rompimientos dentro de
un mismo cromosoma y el segmento intermedio gira 180°(se invierte) y se vuelve a unir,
formando un cromosoma que estructuralmente tiene la secuencia de genes alterada ©.
La inversion puede ser paracéntrica si el segmento invertido no incluye el centromero o
pericéntrica si el centrdmero queda incluido. Normalmente no hay riesgo de problemas
para el individuo si la inversion es balanceada y de origen familiar (es decir, se ha
heredado de uno de los progenitores). En inversiones balanceadas de novo hay un
riesgo mayor de que el individuo presente malformaciones o deficiencia mental debido a
la interrupcién de una secuencia clave de un gen 6 pérdida de material. Los portadores

balanceados tienen un riesgo ligeramente mayor de producir un embrion con un
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desequilibrio cromosomico, originado por la dificultad para emparejarse con su homologo
normal durante la meiosis, o que produce una aneusomia de recombinacion que da
lugar a cromosomas no balanceados que tienen pérdida y ganancia de material genético

en el mismo cromosoma .

2.1.2.7. CROMOSOMAS MARCADORES

Son fragmentos de cromosomas de diferentes tamafios que su patron de bandeo es muy
ambiguo y debido a ello es dificil identificar su origen por técnicas de bandeo
convencional. En las preparaciones cromosomicas los observamos como cromosomas
no identificados, que suelen presentarse en forma de mosaico. Para lograr su
identificacion precisa se utiliza la técnica molecular de FISH (Hibridacion in situ con

fluorescencia) y en ocasiones es necesario utilizar mas de una sonda ™.
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2.2. EL CARIOTIPO HUMANO

Es el ordenamiento de los cromosomas de acuerdo a su tamafo y localizacién del
centrémero y es importante porque el cariotipo permite examinar cada par cromosémico

en busca de alteraciones numéricas o estructurales @Y%,

Los cromosomas metafasicos humanos presentan tres formas basicas y se pueden
clasificar de acuerdo con la longitud de los brazos corto y largo, asi como por la posicion
del centrémero (figura 3). Los cromosomas metacéntricos tienen los brazos
aproximadamente de la misma longitud, con el centrdmero en el punto medio. Los
cromosomas submetacéntricos tienen los brazos corto y largo de longitudes desiguales,
con el centromero mas proximo a uno de los extremos. Los cromosomas acrocentricos

tienen el centromero muy cerca de un extremo, con un brazo corto o pequefio. Con
frecuencia tienen constricciones secundarias en los brazos cortos, conectando trozos
muy pequefios del DNA, llamados tallos y satélites, al centromero. Los tallos contienen

genes que codifican el RNA ribosémico @,
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Fig.3 . Morfologia de los cromosomas metafisicos segun la localizacion del centrémero a) metacéntrico,
b)submetacéntrico, c)acrocéntrico con sus satélites.
Iméagenes de Dynagene Cytogenetics Laboratory pOr Dave McDonald.
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Los cromosomas de acuerdo a la informacion que portan se dividen en autosomas y
cromosomas sexuales. Tenemos 46 cromosomas, organizados en 23 pares. De estos,
22 son iguales para mujeres y hombres, (autosomas). El par 23 corresponde a los

cromosomas sexuales, estos definen el sexo genético de un organismo .

El cariotipo humano esta formado por 7 grupos designados con letras A, B, C, D, E, Fy
G:

Grupo A : Son los cromosomas mas grandes del cariotipo e incluyen los pares 1,2 y 3. El
1y el 3 son metacéntricos, mientras que el 2 es submetacéntrico.

Grupo B : Comprende los pares 4 y 5 que son submetaceéntricos y de morfologia muy
similar.

Grupo C : A este grupo pertenecen los pares autosomicos 6 al 12, que son
submetacéntricos. El cromosoma sexual X es de tamafio similar a los de este grupo.
Grupo D : Corresponden a este grupo los pares 13, 14 y 15, los cuales son acrocéntricos
y presentan, satélites en sus brazos cortos.

Grupo E : Forman este grupo los pares 16, 17 y 18, que son submetacéntricos, pero el 16
presenta su centrdmero mas proximo a la parte media.

Grupo F: Los pares 19 y 20 pertenecen a este grupo, son cromosomas metaceéntricos y
pequefos.

Grupo G : Estéa integrado por los pares 21y 22, que son los cromosomas mas pequefios
del cariotipo, son acroceéntricos y presentan satélites. El cromosoma sexual Y, es de

tamanfo similar a los de este grupo y no presenta satélites.
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2.3. TECNICAS DE BANDEO CROMOSOMICO

Para poder identificar los cromosomas es necesario bandearlos. El descubrimiento de las
técnicas de bandeo cromosémico ha significado un considerable progreso tanto en
citogenética humana ya que, al poder obtenerse imagenes reproducibles de la existencia
de estructuras cromosémicas transversales (bandas) de diferente tamafio a lo largo de
los cromosomas, ha sido posible disponer de una herramienta de identificacion de cada
cromosoma humano. Adicionalmente, esta metodologia ha permitido localizar con
certeza los puntos de fractura observados en la mayoria de los reordenamientos
estructurales y establecer qué cromosomas estan involucrados en dichas aberraciones.
Estas posibilidades citolégicas han sido de gran ayuda a nivel clinico ya que se ha
logrado diferenciar y caracterizar citogenéticamente un elevado nuimero de nuevos

sindromes de malformacién y retraso mental congénitos .,

Existen diferentes sistemas de tratamiento y de tincion de los cromosomas. Los
protocolos de bandeo cromosOmico utilizan las caracteristicas propias de las bandas
especificas para revelarlas de manera que se considera que las técnicas usadas ponen
en evidencia un patron basico de organizacion del cromosoma que se considera especie
especifico . Existen bandas que identifican todos los pares cromosémicos y bandas
que identifican solo algunos pares o parte de un cromosoma. Las bandas C, G, Qy R las
encontramos en los 46 cromosomas, mientras que las bandas de replicacién, identifican
particularmente los cromosomas sexuales y las bandas NORS identifican regiones de

cromosomas acrocétricos ©.
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2.3.1.1. BANDAS G

Aqui los cromosomas son sometidos a digestién con la enzima Tripsina de manera
controlada y posteriormente tefiidos con Giemsa que es un colorante quimico que se une
a ADN apareciendo regiones densamente tefiidas y regiones menos densamente
tefiidas. Se origina un patrén de bandas claras y obscuras tipico de cada cromosoma. El
namero de bandas depende del grado de desespirilizaciéon de los cromosomas y cada
cromosoma tiene un patrén de bandas caracteristico (figura 4), lo que hace posible
identificar con mayor precisién las distintas alteraciones V. Las Bandas G son las que

de inicio utilizan la mayoria de los laboratorios. Esta técnica ha sido utilizada de rutina en

el laboratorio de Reproduccion y Genética..

BANDAS G
r“'m':m PROYECTOS ESPECIALES, A.GN., SA. DECV. J L ADuC cepoan
NOMBRE |
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Fig. 4. Cariotipo masculino con trisomia 18 (Sindrome de Edward) con bandas G.
Imagen del laboratorio de Genética de Reproduccién y Genética.
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NIVEL DE BANDAS

BT sanys 3’

400 bandas 550 bandas 850 bandas

Cromosomas Num. 3

Fig. 5. Se muestra al cromosoma 3 con tres diferentes niveles de bandeo.
Imagen de Guizar-Vazquez J. JesUs. 2001. Genética Clinica. Diagnéstico y manejo de las
enfermedades hereditarias.
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2.3.1.2. BANDAS Q

Se tifien los cromosomas con un colorante fluorescente (mostaza de Quinacrina) que se
une preferentemente a ADN abundante en AT y se observan mediante fluorescencia
ultravioleta. Las bandas fluorescentes se corresponden con segmentos obscuros de las
bandas G, es decir se observa el mismo patron de bandeo (figura 6). Debido a la
fluorescencia de las bandas en las regiones ricas en adenina-timina, son utiles en la
identificacién de polimorfismos. Es muy evidente la region distal de Yq y las regiones
centroméricas de los cromosomas 3y 4, asi como los satélites y regiones centroméricas
de los cromosomas acroceéntricos. En la préctica actual se utilizan en la identificacion
especifica del cromosoma Y y de polimorfismos. Un ejemplo es la identificacion de
polimorfismos en muestras de liquido amnidtico hematicas con resultado del cariotipo
46,XX. Para descartar si las células son del feto o de la madre, se toma muestra de
sangre de la madre y del padre y se comparan los polimorfismos con los observados en
las células del liquido amniotico. Si son células fetales deberian tener algin polimorfismo

de los observados en el padre “Y1%)

BANDAS Q

FIG. 6. Metafase con bandas Q. Cortesia Dra. Mabel Cerrillo.
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2.3.1.3. BANDAS R

Esta técnica produce un patrén de bandas opuesto al patron de bandeo G o Q asi, las
bandas que no son bien tefiidas por el bandeo G o Q (figura 7), son intensamente tefiidas
por el proceso de bandeo R. Para este tipo de bandeo se requiere tratar las muestras a
temperaturas elevadas. La desnaturalizacion selectiva del ADN rico en AT es tefido con
naranja de acridina después del tratamiento con calor. El tratamiento con calor induce la
desnaturalizacion de proteinas cromosémicas, asi como de las secuencias nucleotidicas
enriguecidas con AT, dejando el ADN rico en G C de las bandas R con una configuracién
natural. Se pueden utilizar para detectar las deleciones de los extremos de los

cromosomas que son bandas brillantes %16 Y17,

BANDAS R

Human female
R-bands

FIG. 7 Metafase con bandas R.
Imagen de Dr. Marshall Horwitz, Univ. Washington
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2.3.2.1. BANDAS R DE REPLICACION

El bandeo R-replicativo, se realiza mediante el uso de pulsos terminales de un analogo
a la timidina, el 5-Bromo2’-deoxiuridina (BrdUrd) para determinar la cronologia de la
duplicacion del genoma a través de la fase S. El tiempo de aplicacion de BrdUrd, varia
segun la duracion del ciclo celular y espera marcar las células que estén pasando o
vayan a pasar por la fase S desde su adicion. Durante la fase S la cadena de ADN se
separa para duplicarse y es ahi donde el BrdUrd se incorpora en lugar de la T, ya que su
concentracion en el medio de cultivo es mucho mayor que la de la base nitrogenada
producida por la célula *¥. Para revelar las zonas del cromosoma donde se incorpord el
BrdUrd se utilizan fluorocromos como Hoechst 33258 o la naranja de acridina y se
incuban con luz (lampara Sylvania Capsylite 75w, 120w PAR 30, a 65 °C durante 30
minutos) en solucion salina citratada (2xSSC). El fluorocromo que es afin a las regiones
ricas en A-T, en presencia de esta luz, fotoliza el halogeno del BrdUrd dejando en su
lugar un precursor del Uracilo (U) que no revela tincion al ser tratado con giemsa. El
resultado es un patron de bandas donde las R opacas son regiones ricas en C-G y de
duplicacion temprana y las R brillantes formadas por regiones A-T de replicacion tardia.
Esta técnica permite reconocer el comportamiento replicativo de la cromatina, de tal
forma que es posible identificar con exactitud regiones inactivas o de replicacién tardia
de mucha utilidad en la deteccion de los cromosomas sexuales y regiones activas de
replicacién temprana, importantes para la expresion génica. Una utilidad practica de este
patron de bandas es valorar los rearreglos balanceados y no balanceados donde el
cromosoma X esté involucrado, Un ejemplo seria la translocacion X-autosomay X-Y. En
rearreglos balanceados se inactiva el X normal y en rearreglos no balanceados se
inactiva el X junto con la parte autonémica del cromosoma translocado, todo esto para

mantener el equilibrio de complemento cromosémico 4.
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2.3.3.1. BANDAS C

La técnica de Bandas C (Sumner 1972), produce una tincion obscura selectiva sobre la
heterocromatina constitutiva (de aqui el nombre de bandas C), la cual esté localizada en
las regiones centroméricas de todos los cromosomas (figura 8), en los brazos largos de
los cromosomas 1, 9y 16 en las regiones que sigue al centromero y en la parte distal de
los brazos largos del cromosoma Y. Un patrén de bandas C mas detallado en cada
cromosoma se realiza en prometafase mitotica debido al menor grado de condensacion
cromosOmica que existe en esta fase. Un ejemplo de su utilidad es la identificacién de

cromosomas dicéntricos y acéntricos *°.

BANDAS C centrémero
Human female
C-bands
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Fig. 8. Metafase con bandas C, donde se indica centrémero de un cromosoma.
Imagen de Dr. Marshall Horwitz, Univ. Washington
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2.3.3.2. BANDAS NOR

Es la técnica que identifica los organizadores nucleolares (NOR) de los cromosomas que
se localizan en los tallos o constricciones secundarias de los cromosomas acroceéntricos
(figura 9). Los organizadores nucleolares forman y mantienen el nucleolo en ndcleos en
interfase y consisten en cientos de copias de genes del ARN ribosémico 18S y 28S, se
pueden poner en evidencia con una técnica de impregnacién de plata que identifica con
precision los rearreglos de brazos cortos de cromosomas acrocéntricos, también pueden

identificar cromosomas marcadores “Y 19,

BANDAS NOR
oWy
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FIG. 9. Metafase con bandas NOR donde se muestra los organizadores
nucleolares de dos cromosomas acrocéntricos.
Imagen de Carlos Mufioz. Universidad Arturo Prat, Iquique, Chile.
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2.3.3.3. BANDAS DE ALTA RESOLUCION

Permiten identificar alteraciones finas con una resolucion de mas de 550 bandas. La
técnica consiste en detener las células en la profase o prometafase de la division celular,
cuando los cromosomas no estan totalmente condensados. Para lograrlo, se emplean
métodos de sincronizacion del ciclo celular, lo mas utilizado es el bloqueo en fase S por
medio de un exceso de timidina o por exposicién a metrotexate y después de un tiempo
se desbloquea cambiando el medio con el bloqueador por medio fresco que puede
contener BrdU. El bandeo en profase solo se utiliza cuando se sospecha una anomalia

estructural de un cromosoma en particular .

I g g
*

Fig.10. Cariotipo con bandas de Alta Resolucién. imageShack.com Corp.

El American College of Medical Genetics (ACMG) recomienda que el bandeo de alta
resolucion debe reservarse para casos donde un  sindrome de
microdelecién/microduplicacion, en el cual su diagnéstico generalmente requiere de
cromosomas con una resolucion superior a 550 bandas (figura 10). Ademas, debido a la

gran dificultad y cantidad de trabajo que requiere el analisis de cromosomas de alta
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resolucion, en la rutina el cariotipo de Alta Resolucion de 850 bandas solo debe ser

indicado para mapear regiones cromosémicas especificas Y18,

2.3.3.4. INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS (ICH)

Con esta técnica se evidencian en cromosomas mitdticos los intercambios que se
producen entre las crométidas de un cromosoma y que se detectan mediante tincion
diferencial de las cromatidas (figura 11). Esta tincion diferencial se logra por la
incorporaciéon, durante la replicacion, de un analogo de timina del DNA como la
bromodesoxiuridina (BrdU) por dos ciclos celulares consecutivos y después se somete a
fotodegradacion. En la practica médica esta técnica se utiliza para valorar intercambios
de cromatidas hermanas en el Sindrome de Bloom asi como intercambios adquiridos por

exposicion a agentes externos como radiacion, solventes, sustancias alquilantes, etc. .

INTERCAMBIO DE CROMATIDAS

FIG. 11. Se muestran cromosomas con intercambio de cromatidas por tincién diferencial.
Imagen tomada de www.ucm.es/info/genetica/grupod/tetradas
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2.4. MARCADORES BIOQUIMICOS

En los dltimos afios ha crecido el interés por lograr mayor informacion sobre la salud del
feto desde las primeras semanas de embarazo. Los marcadores bioquimicos y
ultrasonograficos del primero y segundo trimestres, son una herramienta que permite

conocer qué embarazos estan en riesgo de tener un feto con alguna patologia 9.

En 1984 Merkatz reportd que la disminucion de AFP (alfafetoproteina) en suero
materno se encontraba asociada a Sindrome de Down, a partir de ese descubrimiento se
buscaron otros marcadores que en conjunto fueran mas sensibles para detectar a las
parejas en riesgo de tener un hijo afectado. Los marcadores bioquimicos mas utilizados
son el Triple y el Cuadruple Marcador, los cuales se realizan en el segundo trimestre
entre las 14 a 22 semanas de gestacion. Recientemente se implementaron los
marcadores del Primer Trimestre, tanto bioquimicos como ultrasonograficos que se
realizan en la semana 11 a 13 del embarazo y que tienen la misma utilidad que los
anteriores ?°Y2Y_ | os marcadores de primero y segundo trimestre se pueden realizar a
toda mujer embaraza de salir positivos entoces se sugiere discutir la posibilidad de una

prueba diagndstica como son la Biopsia de Vellosidades Coriales o la Amniocentesis.

2.4.1. MARCADORES EN EL SEGUNDO TRIMESTRE DEL EMBA RAZO

El estudio de Triple Marcador se realiza en suero materno y se analizan la
alfafetoproteina), (a-FP), el estriol no conjugado (E-3) y la fraccién 3 (B -hCG) y en el

Cuadruple ademas de las tres anteriores se agrega la Inhibina A.

31



Los resultados de estas sustancias se transforman a multiplos de la mediana (M.O.M.) *
que junto con la edad materna, peso y semana de gestacion mediante la utilizacién de un
algoritmo matematico calculado con un programa de cOmputo, permite valorar las

probabilidades de que el feto presente:

« Sindrome de Down y Trisomia 18
« Defectos del Cierre del Tubo Neural (DCTN)

Defectos de Pared Ventral

« Patologia del embarazo (preeclampsia)

Las ventajas de su utilizacion son calcular el riesgo de fetos con defectos del cierre del
tubo neural (DCTN), de algunas cromosomopatias como el Sindrome de Down y el
Sindrome de Edward y contribuyen a disminuir el nimero de pacientes que deban
someterse a procedimientos invasivos “?. La sensibilidad depende del nimero de

sustancias analizadas, siendo el cuadruple marcador mas sensible que el triple

marcador.

Sensibilidad
Triple Marcador Cuadruple Marcador
DCTN: 95% DCTN: 95%
Sx. Down: 65% Sx. Down: 75%
Sx. Edward: 50% Sx. Edward: 50%

* Los (MoM), se obtienen dividiendo el valor del marcador por la mediana propia del centro para ese marcador y para la edad

gestacional de la embarazada (22).
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2.4.2. MARCADORES BIOQUIMICOS EN EL PRIMER TRIMEST RE DEL EMBARAZO

En 1985 se describido en el segundo trimestre del embarazo la asociacién entre el
incremento del pliegue nucal con las alteraciones cromosomicas. Posteriormente se
observé que ocurria lo mismo en el primer trimestre, llamandolo Translucencia Nucal
(TN) @Y. La prueba permite calcular riesgo de cromosomopatias basandose en la
medicion de la translucencia nucal (por ecografia) y en la determinaciéon en suero
materno del valor de la Proteina A Plasmatica Asociada al Embarazo secretada por el
trofoblasto (PAPP-A) y de la subunidad 3 libre de HCG (3-HCG ) en las semanas 11 a 13

de gestacion °Y2Y,

Los marcadores bioquimicos PAPP-A y BHCG libre se pueden utilizar en combinacién (o
no) con la medida de la Traslucencia Nucal (TN) para obtener el riesgo estadistico de
anormalidades cromosomicas fetales: TRISOMIA 18 y TRISOMIA 21. Los marcadores
bioquimicos del primer trimestre tienen una sensibilidad del 68% y si se incluye la TN

la sensibilidad se incrementa a 84%. Es importante aclarar que las determinaciones
bioguimicas so6lo se pueden realizar en embarazo Unico (no gemelar). La ventaja de la
medicion de la TN es que puede utilizarse en embarazos gemelares en los cuales no se

puede realizar el tamiz bioquimico .

FACTORES PARA EVALUAR EL RIESGO EN LOS MARCADORES BIOQUIMICOS

Para evitar falsos positivos es importante tener todos los datos correctos de la paciente
para calcular el riesgo:

+  Nombre completo

+ Fecha de nacimiento (dia, mes y afio)

« Peso al momento de la toma
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« semanas de gestacién por ultrasonido

+ Numero de fetos

+ Fecha ultima de menstruacion

+ Si es diabética insulinodependiente o no
- Raza

« Antecedentes heredofamiliares

1. Peso de la madre, influye en la concentracién sérica de la a-FP en la circulacién
materna, mientras mas elevado sea el peso materno mas baja es la concentracion
de a-FP materna.

2. Diabetes de la madre, insulino-dependientes tienen niveles significativamente mas
bajo que las mujeres no diabéticas.

3. Raza. En la poblacion negra es 10 % mas elevado que en otras poblaciones.

4. Namero de fetos. Se observan valores elevados en embarazos mdltiples.

Para que un resultado de marcadores bioguimicos se considere positivo, el valor

obtenido debe estar por debajo de los limites de corte siguientes:

« Sindrome de Down es de 1:270 embarazos
« Trisomia 18 es de 1:100 embarazos

+ DCTNesde 1a 2 por 1000 embarazos

Cuando se obtiene un resultado positivo, se tiene que checar que los datos de edad y
semanas de gestacion por ultrasonido sean los correctos para obtener menor niumero de
falsos positivos, se recomienda hacerlo en base a la semana de gestacion por
ultrasonido y no por amenorrea.
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3. APRENDIZAJE Y EXPERIENCIA ADQUIRIDA

En este capitulo se describen las actividades realizadas a lo largo de nueve afios

distribuidas en tres etapas.

3.1. PRIMERA ETAPA

Esta etapa muestra los pasos para la elaboracion de un cariotipo en forma manual, para
la técnica de bandas G y el manejo de las diferentes muestras para la obtencion del

cariotipo

3.1.1. ELABORACION DE UN CARIOTIPO

En el entrenamiento para elaborar un cariotipo en forma manual se utilizaron fotografias
impresas de casos ya terminados. El primer paso fue contar los cromosomas de la
metafase y en seguida recortarlos. Una vez recortados todos los cromosomas, el
segundo paso era acomodarlos de acuerdo al Sistema Internacional de Nomenclatura en
Citogenética Humana (ISCN 1995,2005)?. A cada par cromosémico se le asigna un
namero de acuerdo a su tamafo, posicion del centrémero y patrén de bandas. El tercer
paso, una vez ordenados, era pegarlos en una cartulina membretada y anotando su
férmula cromosomica, nombre del paciente y fecha de elaboracion (figura 12).

Finalmente el cariotipo ya completo se enmicaba.
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Fig.12. Muestra dos cariotipos recortados manualmente, 1a) cariotipo triploide masculino, con la metafase antes de ser recortada.
1b) cariotipo masculino con sindrome XYY. Imagenes del laboratorio de Genética de Reproduccién y Genética.

3.1.2. BANDEO CROMOSOMICO

Las bandas G son la técnica base para obtener el patrén de bandeo y realizar un
cariotipo. Para poder realizar el bandeo G se procede a 1) preparar las soluciones “stock”
de los diferentes reactivos: solucion salina, tripsina, colorante Giemsa, “Buffers” de

Fosfatos y después llevar acabo la técnica.

3.1.2.1. SOLUCIONES

Para preparar las soluciones trabajo para las bandas G, se utilizan 7 frascos de koplin
con las siguientes soluciones:

Tripsina

1) Disolver 0.5 g de tripsina en 10 ml de H20 destilada.

2) Hacer alicuotas de 0.5 ml y congelar.

3) Solucidn trabajo: disolver una alicuota en 50 ml de solucion salina, poner el ph a 8 con
Bicarbonato de sodio al 7.5%.
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Colorante Giemsa

5 ml de Giemsa

2.5 ml de Buffer A

2.5 ml de Buffer B

42.5 ml de Agua destilada

“Buffer” A :45.36 g de Kh2PO4 y aforar en 1 litro de agua destilada
“Buffer” B :59.32 g de Na2PO4 y aforar en 1 litro de agua destilada

Colorante “Wright” “Buffer” para “Wright”
12.5 ml de colorante Wright Kh2PO4 6.63 9
12.5 ml de Buffer Na2PO4 2.56 ¢

Aforar a un litro con agua destilada

Tren de bandeo (figura 13)
« Frasco 1: Solucion salina al 0.9%
« Frasco 2: Solucion de tripsina
« Frasco 3: Agua corriente
« Frasco 4: Colorante Wrigth
« Frasco 5: Agua corriente
- Frasco 6: Colorante Giemsa
« Frasco 7: Agua corriente
3.1.2.2. TECNICA MODIFICADA DE BANDAS G (Dretts, 1971)
a) En una estufa bacteriol6gica a 60°C se maduran las laminillas 24 horas antes.

b) Se pasan las laminillas 1 minuto por solucion salina de Cloruro de Sodio al 0.9%.

¢) En seguida se colocan a la solucion de tripsina (0.00025 grs/ml) a ph 8 por 1 6 2
minutos.

d) Posteriormente se enjuagan por 10 segundos en agua corriente
e) Se tifien en colorante Wright por 2 segundos.

f) Después se pasan al colorante Giemsa por 5 a 10 minutos y se checa la tincion al
microscopio y si ya esta tefiida,

g) Se enjuagan en agua por 5 a 10 segundos.

h) Se dejan secar al aire y se montan con Entellan.
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REACTIVOS PARA BANDAS G

FIG. 13. Se observa el tren de bandeo con las diferentes soluciones utilizadas
para bandas G. Imagen del laboratorio de Genética de Reproduccion y Genética.

38



3.1.3. MANEJO DE INFORMACION Y PROGRAMACION DE MUES TRAS

Se recomienda que la realizacién de cualquier prueba genética deba ir acompafada de

un asesoramiento genético previo.

De acuerdo al problema del paciente o la pareja, es el tipo de muestra y las condiciones
para solicitar el cariotipo, se describe a continuacién la forma de obtener, conservar y

transportar las diferentes tipos de muestras que se procesan en este laboratorio.

La Clinica al ser un grupo de referencia en reproduccion y genética se reciben muestras
para estudios citogenéticos y para marcadores bioquimicos, de otros hospitales y de

consultorios de la Ciudad de México y del interior del pais.

3.1.3.1. MANEJO DE MARCADORES BIOQUIMICOS

INDICACIONES:
* Se puede realizar a toda mujer embarazada sin importar edad o antecedentes

ESPECIMEN REQUERIDO:

« 3 ml de suero materno

OBTENCION

« Con una jeringa desechable marca Plastipak de 3 ml (otras marcas son
citotoxicas) mediante venopuncion obtener 5 ml de sangre o con vacutainer en

un tubo sin anticoagulante.
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PROCESO

Se capturan datos de la paciente y su embarazo para calcular el riesgo de que el
feto esté afectado: edad, peso, semanas de gestacion por ultrasonido, si es 0 no
diabética insulina dependiente y niumero de fetos.

Se centrifuga la sangre total a 1000 rpm x 5 minutos, se separa el suero y se
deposita en dos tubos estériles, los cuales se etiquetan con el nombre completo
de la paciente y fecha de toma de la muestra. Se congelan dentro de las dos
primeras horas después de la toma, para conservar la estabilidad de los

marcadores que se analizan en la muestra.

3.1.3.2. MANEJO DE MUESTRAS DE LiQUIDO AMNIOTICO PA RA

ESTUDIO PRENATAL

INDICACIONES:

Edad de la mujer > 35 afios
Progenitor portador balanceado de una translocacién o una inversion
Triple 6 Cuadruple marcador positivo

Parejas con un hijo previo con Sindrome de Down o cualquier otra
cromosomopatia

Parejas que han tenido uno o mas hijos con malformaciones de causa
desconocida

Mujeres embarazadas cuya gestacion manifieste por ultrasonido signos indirectos
de malformacion fetal

Angustia materna

ESPECIMEN REQUERIDO:

Se requieren de 10 a 15 ml de liquido amnidtico obtenido mediante una

amniocentesis con jeringas plastipak ya que otras marcas (Jelco, Terumo, Omnifix
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y Monojet) han sido asociadas con fallas del cultivo celular debido a la toxicidad de

las mismas.

» La jeringa debe traer el protector en la aguja y tela adhesiva para fijar el émbolo

(para evitar que el liquido se derrame).

» [Esta muestra es obtenida por un gineco-obstetra bajo guia ultrasonogréfica.

3.1.3.3. MANEJO DE PRODUCTOS DE ABORTO

INDICACIONES PARA REALIZAR EL CARIOTIPO
» Pacientes con pérdidas recurrentes.

» En programa de reproduccién asistida.

« Cuando el estudio ultrasonografico muestre que el feto presente malformaciones.

ESPECIMEN REQUERIDO:

» Vellosidades coriales, piel, sangre, o cualquier otro tejido fetal.

» Se debe obtener en condiciones asépticas 20 a 30 mg de muestra (sin disecar)

» La muestra se debe lavar con solucidn salina y depositar en un frasco estéril
de boca ancha y con tapon de rosca, que contenga 10 ml de medio de cultivo
(HAM, MEN, McCoy, RPMI) y 0.5 ml de heparina de 1000 U e inmediatamente
cerrar y sellar muy bien con tela adhesiva. Etiquetar el frasco con el nombre
completo de la paciente y fecha de obtencion de la muestra.

» Lasangre de Cordon Umbical se debe obtener en las mismas condiciones que se

usan para cariotipo en sangre.

» Todas las muestras son obtenidas por el gineco-obstetra en quiréfano.
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3.1.3.4. MANEJO DE MUESTRAS DE SANGRE PARA CARIOTI PO

INDICACIONES PARA EL CARIOTIPO

» Mdltiples malformaciones congénitas

* Retraso mental de etiologia desconocida

» Crecimiento o desarrollo anormal

* Genitales ambiguos

« Falta de desarrollo de caracteres primarios o secundarios.
» Historia familiar con anormalidades cromosdmicas.

* Mujeres con amenorrea primaria
» Parejas expuestas a mutagenos o carcindbgenos

 Donadores en caso de inseminacion artificial

TOMA DE LA MUESTRA

 Con una jeringa desechable marca Plastipak de 3 ml (otras marcas son
citotoxicas) se toman 0.3 ml. de heparina sédica de 1000 U (estéril) y mediante
venopuncion obtener 2 a 3 ml de sangre

» Colocar el tapon a la aguja y con tela adhesiva fijar el émbolo a la jeringa (para
evitar que se derrame).

» También se puede tomar con vacutainer con un tubo con heparina, limpiar el
tapon con una torunda de alcohol y obtener de 3 a 5 ml de sangre.

» Etiquetar la jeringa o vacutainer con el nombre completo de la paciente y la fecha

de obtencion de la muestra y depositarla en un sobre y sellarlo.
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3.1.3.5. MANEJO DE MEDULA OSEA O SANGRE EN PACIENTE S CON
PROBLEMAS HEMATOLOGICOS

INDICACIONES PARA EL CARIOTIPO

* En pacientes con sospecha de alguna enfermedad hematoldgica, como leucemia.

ESPECIMEN REQUERIDO:

e Meédula 6sea, sangre

Muestra de la médula 6sea:

e Con una jeringa desechable marca Plastipak de 3 ml. (otras marcas son
citotoxicas) con 0.3 ml de heparina sddica de 1000 U (estéril) el hematdlogo debe
obtener mediante puncién de 2 a 3 ml de médula 6sea de la cresta iliaca o el

esternon.

3.1.3.6. CONSERVACION, TRANSPORTE Y FORMA DE ENVIO AL
LABORATORIO
* La muestra debe venir etiquetada con el nombre completo de la paciente y la

fecha de obtencion de la muestra.
* Debe de CONSERVARSE Y TRANSPORTARSE a temperatura ambiente.
* Muestras obtenidas en fin de semana refrigerar a 4C hasta su envio.
« NO DEBE DE CONGELARSE

« Las MUESTRAS DEL INTERIOR DEL PAIS, deben llegar en un méaximo de 48

horas después de la toma.
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* La muestra debe acompafarse con una HOJA DE SOLICITUD con los siguientes
datos : Nombre completo y fecha de nacimiento de la paciente, fecha de obtencion
de la muestra, indicacion del estudio, antecedentes familiares y de la pareja,
fecha de la ultima menstruacion o las semanas de gestacion por ultrasonido,
nombre completo del médico o 6 laboratorio solicitante, domicilio, teléfono, fax y/o
correo electronico.

+ En las muestras de Médula Osea también debe indicarse si se trata de una

muestra previa a tratamiento y si es posterior al mismo se debe indicar.

3.1.4. ENTREVISTA A PACIENTES PARA AMNIOCENTESIS

Otra actividad de mi aprendizaje en esta primera etapa, fue entrevistar a las pacientes
que acudian al consultorio para realizarse una amniocentesis (toma de muestra de
liquido amnidtico). Les explicaba los riesgos-beneficios, asi como las limitaciones del
procedimiento y con esta informacion les solicitaba su consentimiento por escrito.

Les informaba:

a) Que la amniocentesis es un procedimiento invasivo que se realiza con guia
ultrasonogréfica insertando dentro del Utero una aguja fina especial para obtener una
muestra de liquido amniotico de 15 a 20 ml (figura 14).

b) Los beneficios del estudio citogenético prenatal de liquido amnidtico es su caracter
diagnostico. El objetivo de la amniocentesis es diagnosticar precozmente anomalias
cromosOmicas en el feto para que en caso de que existan, puedan tener la opcién de
interrumpir el embarazo y si no las presenta, la pareja disfrute lo que resta de su
embarazo con mayor tranquilidad.

c) Que la prueba tiene limitaciones, ya que no se detectan enfermedades génicas. Si la

paciente tiene antecedentes familiares o hijos con alguna enfermedad génica, se le
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informaba que necesitaba un asesoramiento genético con el médico genetista valorara el
tipo de estudio adicional de ser necesario ya sea enzimatico 6 molecular para detectar la
patologia.

d) Que existe riesgo de pérdida del embarazo, pero que este es minimo (menor del
0.2%), siempre y cuando el procedimiento lo realice un médico gineco-obstetra

experimentado y utilice el equipo apropiado

AMNIOCENTESIS

Ultrasound L..'r
transducer — f'
L[]

FIG. 14. En la amniocentesis se introduce una aguja por via transabdominal en la cavidad amnidtica y se
obtienen de 15 a 20 ml con una jeringa, para estudios de cariotipo, biquimicos o moleculares. La ecografia
se lleva acabo de manera sistematica antes, durante y después del procedimiento. Imagen de la Clinica Mayo.
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3.1.6. ACTIVIDADES RELACIONADAS AL TRABAJO PROFESIO NAL

El aprendizaje de otras actividades relacionadas al trabajo profesional fué importante
para comprender el proceso que sigue el paciente desde que llega hasta obtener su

resultado.

« Informacion via telefonica a pacientes y médicos sobre todos los estudios que se
realizaban y todo lo referente al envio de sus muestras.

« Coordinacion y programacion de citas para los estudios citogenéticas y
marcadores bioquimicos.

+ Recepcion de muestras cuidando que llegaran en las condiciones adecuadas para
Su proceso

+ Entrega de resultados a médicos y pacientes

« Programacion del mantenimiento preventivo y correctivo de los equipos.
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3.2. SEGUNDA ETAPA

En esta etapa el aprendizaje se centrd0 en el proceso de los cultivos de muestras de
sangre y médula ¢sea, asi como del uso de un software para la elaboracion

semiautomatica de cariotipos.

La primera regla para cultivar muestras bioldgicas es evitar la contaminacién por lo que
es de suma importancia la limpieza del area, la manipulacion de las muestras y reactivos
a utilizar. El proceso de siembra de la muestra se hacia en una campana de flujo laminar
horizontal, en un cuarto de cultivo con aire filtrado con 99.9% de pureza, temperatura a
24° C con los equipos funcionando y conectado a planta eléctrica de emergencia del

hospital.

3.2.1. CULTIVO DE LINFOCITOS

Para cultivar muestras biologicas es necesario evitar la contaminacion, es importante la
limpieza del area, la manipulacion de las muestras y reactivos a utilizar. El proceso de
siembra de la muestra se hace en una campana de flujo laminar horizontal, en un cuarto
de cultivo que tiene aire filtrado con 99.9% de pureza, temperatura a 24° C con los

equipos funcionando y esta conectado a planta eléctrica de emergencia del hospital.

Para el cultivo de linfocitos se necesita tomar la muestra con heparina, posteriormente se

hace la siembra con fitohemaglutinina, se incuban a 37°C por 72 h, se cosecha, se

elaboran laminillas y al final se maduran.
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3.2.1.1. TOMA DE LA MUESTRA

La enfermera toma la muestra en condiciones asépticas, limpia el area y con una jeringa
de 5 ml (la cual tiene 0.3 ml de heparina de 1000 U) o con vacutainer, en un tubo (previa
limpieza con alcohol) que contenga heparina (tapon verde), se obtienen 3 ml de sangre

venosa (figura 15).

FIG. 15 La toma de la muestra, la enfermera limpia el tubo con alcohol.
Imagen del laboratorio de Reproduccion y Genética.

3.2.1.2. SIEMBRA

En una campana de flujo laminar cerca de un mechero a tres diferentes frascos de cultivo
desechables de 50 ml se le adicionan 10 ml de medio de cultivo Ham F10 con 15% de
suero fetal (fig. 17) y 0.1ml de fitohemaglutinina para estimular el crecimiento (fig.18) de
los linfocitos y de 0.5 ml. de sangre total (figura 19). Los frascos se etiquetan con el
namero correspondiente al paciente y se anota el numero 1 a un frasco, nimero 2 al
siguiente y numero 3 al frasco restante. Se incuban 72 horas a 37<C en una incubadora

de COz2 6 en una estufa bacteriologica (fig. 20).
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SIEMBRA DE LINFOCITOS Y MEDULA OSEA

Iméagenes del laboratorio de Genética de Reproduccion y Genética.

FIG. 16. Reactivos que se utilizan para el cultivo de linfocitos,

en médula ésea, se utiliza medio de cultivo Marrowmax
y no se utiliza fitoheglutinina.

FIG.17 Se utilizan 10 ml de medio de cultivo con 15%
de suero fetal.

FIG. 18 Se adiciona 0.1 ml de
fitohemaglutinina a los cultivos

de sangre. A los cultivos de médula frasco. 6sea dependiendo del problema
6sea no se le adiciona de 24 a 96 horas.

FIG. 19 En linfocitos y médula 6sea se

FIG.20 Los linfocitos se incuban
agregan de 0.5 ml de muestra a cada

a 37T por 72 horas y en médula
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3.2.1.3. COSECHA

a)

b)

d)

Pasando las 72 horas para detener las células en metafase se le adicionan 30
minutos antes de la cosecha dos gotas de colchicina (1 ng/ml) a cada frasco y se
vuelven a incubar (fig.21)

Una vez pasados los 30 minutos se vierte el contenido de cada frasco a 3 tubos
de ensaye de 15 ml, se centrifuga a 1000 rpm por 7 minutos (fig. 22).

Después del centrifugado se les agrega la solucion hipoténica (3ml de Cloruro de
Potasio al 0.4% y 3ml de Citrato de Sodio al 0.4%) a temperatura ambiente de 5 a
10 minutos. Este paso es muy importante para obtener preparaciones de alta
calidad. Esto hace que las células se expandan, de modo que los cromosomas se
extiendan y puedan examinarse individualmente. El tiempo que se exponen las
células a la solucion hipotonica es crucial (fig.23).

Pasados los 5 a 10 minutos se les agrega el fijador Carnoy (metanol-acido acético
3:1) y se resuspende con una pipeta Pasteur para desintegrar grumos (fig.24).
Para eliminar todos lo eritrocitos se alterna centrifugacion con cambio de fijador de

3 a 4 veces hasta que el boton celular esté blanco (libre de eritrocitos) (fig.25).
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COSECHA DE LINFOCITOS Y MEDULA OSEA

Iméagenes tomadas de la cosecha en el laboratorio de Genética del Grupo de Reproduccion y Genética.

FIG. 21. Se adicionan dos gotas de colchicina FIG. 22. Después de los 30 minutos en colchicina

30 minutos antes de las 72 horas en linfocitos y se centrifugan a 1000 rpm X 7 min.
en médula ésea 30 minutos antes del tiempo que
que se incub6 la muestra.

FIG. 23 Una vez centrifugado sin el FIG. 24 Pasados los 10 minutos se
sobrenadante se le agrega la solucion le adiciona fijador y se resuspende
hipoténica aprox X 10 minutos y se para que no queden grumos.
Resuspende

FIG. 25 Se alterna centrifugacion con cambio de fijador hasta
que el boton celular esté blanco.
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3.2.1.4. ELABORACION DE LAMINILLAS DE LINFOCITOS Y MEDULA OSEA

El paquete celular sin eritrocitos se resuspende con 0.2 6 0.4 ml de fijador para lograr la
mejor dilucién. Aqui la dilucién de la muestra es el paso mas importante. Con las
laminillas previamente lavadas y conservadas en agua corriente, se toma una de ellas
con pinzas de diseccién, se escurre el exceso de agua de la laminilla y se pone en
posicion horizontal para colocar en el centro una gota de la muestra (fig. 26), se deja
secar, en seguida se marca con lapiz diamante con la letra y nimero del caso, después
se observa al microscopio en contraste de fases, si las metafases se observan muy
juntas, se agrega fijador para diluir mas el botén celular y se le da un pequefio soplido
para que se extiendan las metafases. La elaboracion de las laminillas es importante
porque entre mas extendidos estén los cromosomas, mas facil sera el bandeo y sobre

todo el analisis al microscopio. Se elaboran de 15 a 20 laminillas por caso.

ELABORACION DE LAMINILLAS

FIG. 26. La elaboracién de laminillas se hace poniendo una gota

de muestra en el centro de la laminilla. iImagen de laboratorio
Genética del Grupo de Reproduccién y Genética.
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3.2.1.5. MADURACION DE LAMINILLAS DE LINFOCITOS Y M EDULA OSEA
Para poder bandear las laminillas, es necesario que se maduren (deshidraten) en una

estufa bacteriologica a 60T (fig. 27) por lo menos 8 horas para que se deshidraten y el

bandeo sea 6ptimo.

MADURACION DE LAMINILLAS

FIG. 27.La maduracion se hace a 60°C en una estufa bacteriolégica.
Imagen de laboratorio Genética del Grupo de Reproduccién y Genética.
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3.2.2. CULTIVO DE MEDULA OSEA

En el cultivo de médula 6sea, la toma y la siembra son distintas a las de sangre,

variando los tiempos de hipoténica y el nUmero de laminillas que se hacen es mayor.

3.2.2.1. TOMA DE LA MUESTRA
Las muestras de médula dsea son obtenidas de la cresta iliaca (fig.28) o esternén, por

un médico hematdlogo, se utiliza heparina para que no se coagule la muestra.

TOMA DE MEDULA OSEA

FIG. 28. Se muestra la toma de médula 6sea de la cresta iliaca.
Imagen tomada de Nidus Information Services 2009. A.D.A.M., Inc.

3.2.2.2. SIEMBRA

Cuando la muestra se recibe dentro de las primeras dos horas de haberse tomado, se
siembra y se cosecha de manera directa, sin cultivar. Si no es asi, la muestra se siembra
en 10 ml de Medio de Cultivo Marrowmax especial para médula 6sea y lo mas importante
se cultiva sin fitohemaglutinina  debido a que no necesita ser estimulada por su

naturaleza de crecimiento continuo.
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Para poder sembrar las muestras, primero se tienen que lavar una o dos veces con
medio de cultivo de la siguiente manera: se divide la muestra en dos tubos de centrifuga
desechables, se le agrega medio de cultivo HAM F10 hasta 10 ml y se centrifugan a
1000 rpm X 5 minutos. Después de centrifugado se retira el sobrenadante para quitar el
exceso de grasa, que en ocasiones es muy visible, esto se repite una 0 dos veces mas si

es necesario y asi lograr un buen desarrollo celular.

El nimero de frascos que se siembran depende primero de la cantidad de muestra
enviada, si es muy poca se hace lo posible por sembrar al menos dos frascos. El tiempo
de cultivo puede ser de 24, 48, 72 y 96 horas dependiendo del tipo de problema

hematoldgico que se trate:

« 24 horas Leucemia Granulocitica Cronica

« 48 horas Leucemia Linfoblastica Aguda

« 72 horas Sindromes Mielodisplasicos

« 96 horas Anemias
3.2.2.4. ELABORACION DE LAMINILLAS
La elaboraciéon de laminillas se hace inicialmente como en el cultivo de linfocitos pero
ademas se intentan otras formas hasta lograr el mejor material para trabajar, debido a
gue en estas muestras generalmente hay pocas metafases y no todas son de buena

calidad. El niumero de laminillas que se hacen es mucho mayor al del cultivo de linfocitos

y va a depender de la calidad y cantidad de la muestra (figura 26).
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3.2.3. ELABORACION SEMIAUTOMATICA DE CARIOTIPOS

La elaboracién de cariotipos se hizo con la ayuda de un software, el “Karyotype Builder”.

Como se mencioné en la primera etapa para elaborar un cariotipo, una vez analizados
los casos, se tomaban de 6 a 8 fotografias y se elegian las mejores fotos y de estas se

elaboraban de forma manual dos cariotipos.

El “Karyotype Builder” es un equipo en el cual se elaboran cariotipos de manera
semiautomatica con fotografias digitales, que tiene las ventajas de que los resultados
pueden estar en menor tiempo y la informacion puede ser resguardada de manera digital

(fig.29).

El programa consiste en que a partir de una fotografia digital de una célula en metafase
tomada directamente de un microscopio 6ptico se construye un cariotipo de forma
semiautomatica.

1.- Primero el programa pide que se llene una hoja de reporte que contiene: nimero de
caso, nombre del paciente, nombre del médico, tipo de muestra, indicacion del estudio,
resultado y el diagndstico citogenético que se obtuvo.

2.- Se elige la fotografia y de manera automética el programa recorta los cromosomas
que se encuentran separados, dejando los que se encuentran juntos 0 sobrepuesatos
para recortarlos de manera individual con las herramientas de corte del programa.

3,- Una vez recortados todos los cromosomas, se pueden visualizar en otra ventana
alineados por tamafo, ahi se les asigna el numero correspondiente a cada par

cromosoémico.
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4.- Una vez asignados los numeros, se abre otra ventana donde se visualiza el cariotipo
terminado y en donde cada cromosoma se puede acomodar de manera mas precisa de
acuerdo a su centrémero. Como los cromosomas pudieran variar en su tincion, existen
algunas herramientas que te permiten dar un mejor contraste de manera individual y
recortarlos mas finamente si es necesario, ademés de sefialar con una flecha si existiera

alguna aberracion numérica 6 estructural.

7.- Finalmente se revisa el reporte y el cariotipo en una vista previa a imprimir y si todo
esta correcto se imprime todo junto o por separado, si existiera algin error se puede

regresar al paso anterior y se hace la correccion.

KARYOTYPE BUILDER

FIG. 29. Equipo de computo con el programa Karyotype Builder para elaborar cariotipos.
Imagen del laboratorio de Reproduccion y Genética.
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3.3. TERCERA ETAPA

En esta etapa se describen los criterios que hay que tomar en cuenta al analizar los

cromosomas de las diferentes muestras.

3.3.1. ANALISIS AL MICROSCOPIO

La observacion de los cromosomas se realizdé en un microscopio optico con campo claro
(ver apéndice). Se localizaban las metafases con un aumento 10X y se llevaban a cabo

la identificacion de los cromosomas con un aumento de 100X.

El andlisis se hace en las laminillas con bandas G para bandas de rutina, cuando fue
necesario se hicieron bandas de alta resolucion o bandas Q. En casos particulares
cuando el analisis mostré una alteracién, que no pudo ser determinada con las técnicas
de bandeo antes mencionadas, se solicitd a otros laboratorios un estudio molecular de

FISH (Hibridacion in situ por fluorescencia).

El control de las muestras en todas las etapas del estudio es muy importante y aqui
cada metafase observada se registra en una hoja de lectura que lleva el nombre del

paciente y el nimero de caso que indica que tipo de muestra se esta analizando (fig.30).

Para el analisis de los diferentes tipos de muestras se toman en cuenta el origeny la
indicacion por la cual fueron enviadas. En todas las muestras se tiene que analizar un
minimo de 30 metafases bandeadas, cuando es posible analizar tres diferentes frascos
de cultivo, se debe hacer la lectura de 10 metafases por frasco. Se cuenta el nimero de
cromosomas Yy se identifican lo cromosomas sexuales. Se identifica el patrén de bandeo

descrito para cada par cromosémico (fig. 31), de acuerdo al ISCN, 1995,2005 ®¥  se
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comparan los pares buscando discrepancia en el patrén de bandas que nos indiquen que
hay una alteracion. Cada metafase se registra en una “hoja de lectura” (fig. 30) anotando
sus coordenadas del microscopio. Tras el analisis al microscopio, se toman de 6 a 8
imagenes, bien mediante fotografia o por digitalizacion de imagen computarizada, de
aquellas células en metafase que representen el cariotipo del paciente y tengan mejor
calidad, se seleccionan metafases con cromosomas largos y separados y en los casos
alterados aquellas metafases donde alteracion se identifigue mas claramente. Los
cromosomas pueden entonces disponerse en pares de acuerdo con su tamafo y su

patron de bandas, formando un cariotipo.

Existen casos que presentan mas de una linea celular normal y una linea anormal. A
estos individuos se les denomina mosaicos y en la inmensa mayoria de los casos la linea
celular anormal tiene una anomalia cromosomica numérica. Los mosaicos de
alteraciones estructurales son poco frecuentes. En los casos con sospecha de
mosaicismo se valoran un minimo de 50 a 100 metafases. En pacientes con mosaicismo
el grado en el cual un individuo resulta afectado clinicamente, depende del porcentaje de
células anormales presentes. El diagnéstico de mosaicismo verdadero es cuando la
alteracion se encuentra minimo en 2 diferentes frascos analizados y se considera un
pseudomosaico cuando se observa una o varias células en so6lo uno de los frascos de

cultivo @.

3.3.1.1. MUESTRAS DE LiQUIDO AMNIOTICO

Para tener mayor certeza de diagndstico se analizan los tres cultivos que se procesan.
Se estudian al menos 10 metafases de cada cultivo, con un nivel minimo de 425 a 450
bandas. Cuando se hace diagnoéstico prenatal de liquido amnioético el hallazgo de células

con cariotipo normal y alterado en la misma muestra de liquido, representa un dilema
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para distinguir entre el verdadero mosaicismo (feto con la alteracién) y el
pseudomosaicismo (feto normal, la alteracidbn se origina in vitro, o en el tejido
placentario). El diagnostico de mosaicismo verdadero es cuando la alteracion se
encuentra minimo en 2 diferentes frascos analizados y se considera un pseudomosaico

cuando se observa una o varias células en s6lo uno de los frascos de cultivo.

3.3.1.2. MUESTRAS DE PRODUCTOS DE ABORTO

En algunos casos se pueden observar dos tipos de metafases: extendidas y de
cromosomas largos y metafases con cromosomas mas cortos, estas Ultimas son las que
representan al feto y las otras son de origen materno. Se hace esta aseveracion por la
experiencia observada en un gran niamero de metafases en productos de aborto. Por lo
tanto hay que analizar de todos los tipos celulares que presente dicha muestra y hay que
leer 30 células de al menos dos diferentes frascos de cultivo, 15 metafases de cada

frasco.

Cuando en muestras de vellosidades coriales el cariotipo que encontramos es femenino
normal, es importante descartar contaminacion con tejido materno. En estos casos es
importante estudiar un mayor nimero de metafases para detectar si hubiera mezcla de

células fetales y maternas.

Estos tejidos pueden presentar mas de una alteracion cromosémica en un mismo caso,
por ejemplo una célula puede tener 48 cromosomas por doble trisomia, otro ejemplo
seria que una célula fuera triploide y presentara una alteracién estructural. Las

alteraciones que mas se encuentran en productos de aborto son las trisomias 16 y la 22

(25)
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3.3.1.3. MUESTRAS DE SANGRE

En los casos de pacientes con infertilidad y abortos de repeticion, es necesario poner
énfasis en los cromosomas sexuales y posibles translocaciones. Si se sospecha de un
mosaico se debe incrementar la lectura de 50 6 100 metafases de dos diferentes frascos
de cultivo, con un nivel minimo de 425 a 450 bandas. Cuando el médico sospecha de
una alteracion cromosoOmica fina en el paciente, solicita un cariotipo de alta resolucion

con un nivel de 550 bandas en adelante ¥,

3.3.1.4. MUESTRAS DE MEDULA OSEA

La meta en estos casos es estudiar 30 metafases pero no siempre es posible, ya que hay
muestras en donde es dificil obtener tantas metafases, por ejemplo en los pacientes con
Anemia. Aqui se registran todas las alteraciones observadas y se reportan si es que una
misma alteracion se repite minimo 3 veces, lo que indicaria que es una alteracion clonal.
Se fotografian todas las alteraciones encontradas y se elaboran los cariotipos de estas.
Cuando se analizan muestras en problemas hematologicos, se hace uso del codigo de

nomenclatura para este tipo de muestras, ISCN, 1995, 2005 4.

METAFASE

li v
Fig. 30. Observacién al microscopio con la hoja Fig.31. Se cuentan los cromosomas y
de registro de metafases analizadas. se comparan las bandas.
Imagen del Laboratorio de Genética del Grupo de Imagen del Laboratorio de Genética del Grupo de
Reproduccién y Genética. Reproduccién y Genética.
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4. RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS REALIZADOS DE JUNIO D E 1998
A NOVIEMBRE DE 2007

De junio de 1998 a noviembre de 2007 participé en 6525 estudios los cuales se muestran
en la tabla 1. El mayor niumero de muestras estudiadas fueron de Marcadores
Bioquimicos con 2467 casos (38%). En segundo lugar de frecuencia estuvieron los
estudios de cariotipo en Liquido Amnidtico, 2131 casos (32.4%) y en tercer lugar el
Cariotipo en Sangre Periférica en 1037 muestras (16%), con menor frecuencia se
hicieron estudios de cariotipo en Productos de Aborto, 787 (12%) y cariotipo en Médula
Osea 105 casos (1.6%). Las muestras estudiadas fueron de pacientes de la clinica y de

otros hospitales, asi como del interior del pais.

Tabla 1. ESTUDIOS CITOGENETICOS REALIZADOS DESDE JU NIO
DE 1998 A NOVIEMBRE DEL 2007

ESTUDIOS CITOGENETICOS MARCADORE S BIOQUIMICOS
Afio Liquido |Productos Sangre Médula Triple Cuédruple Marcadores
amnidtico De Periférica Osea Marcador [Marcador  [Ler Trimestre
Aborto
1998 120 44 44 0 77 0 0
1999 213 86 99 0 184 0 0
2000 208 97 93 0 135 48 0
2001 230 76 90 0 183 102 0
2002 274 83 134 5 202 94 0
2003 239 79 100 30 229 88 0
2004 252 91 57 12 187 103 0
2005 208 82 169 32 121 111 0
2006 195 64 149 17 157 125 7
2007 192 85 104 9 117 143 54 TOTAL
2131 | 787 1039 105 1592 814 61 6525
32.4% | 12% 16% | 1.6% 38% 100%
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4.1. MARCADORES BIOQUIMICOS

En los Marcadores Bioquimicos, 2467 muestras estudiadas 2406 (97.5%) fueron del
segundo trimestre (Triple y Cuadruple Marcador) y 61 muestras fueron del Marcadores
de Primer Trimestre (2.5%). El 10% de los resultados fueron positivos, 250 resultados,
de estos 241 estudios fueron del segundo trimestre y 9 del primer trimestre, tabla 2a. De
estos resultados 197 fueron positivos para Sindrome de Down (8 del primer trimestre), 33
para un DCTN, 12 para Trisomia 18 y 8 para Sindrome de Down y ademas para un
DCTN (1 del primer trimestre).

De los 250 resultados positivos, solo se realizé el cariotipo fetal en 84 pacientes, 77 de
los cuales tuvieron un cariotipo normal (91.6%) y 7 un cariotipo alterado (8.4%). Los
cariotipos alterados fueron: 4 con Sindrome de Down, 1 Sindrome de Klinefelter, un
mosaico 46,XX/47,XX,+16 y un producto triploide 69,XXY, como se muestra en la tabla
2b, asi como el tipo de estudio, el riesgo que indico la prueba, edad de la paciente y

resultado del cariotipo fetal.

Tabla 2a. 250 MARCADORES BIOQUIMICOS POSITIVOS

No de ESTUDIOS POSITIVOS PARA:
2do ler
Trimestre Trimestre

189 8 Sindrome de Down
Defectos del Cierre del Tubo Neural

33 0 (DCTN)

12 0 Trisomia 18 6 Sindrome de Edward

7 1 Sindrome de Down y DCTN
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Tabla 2b. 7 RESULTADOS POSITIVOS CONFIRMADOS POR
CARIOTIPO FETAL DE LIQUIDO AMNIOTICO

MARCADOR RIESGO POSITIVO PARA: CONFIRMACION EDAD
POSITIVO
Triple len10 Trisomia 18 69,XXY 32
Triple 1len 152 Sindrome de Down 46,XX,+21 36
Triple len10 Sindrome de Down 46,XX,+21 40
Triple len12 Sindrome de Down 46,XX,+21 44
Triple len25 Sindrome de Down y DCTN | mos47,XX,+16[10]/46,XX[148] 44
Cuadruple len87 Sindrome de Down 47 XXY 30
Cuadruple len32 Sindrome de Down 46,XX,+21 37

4.2. ESTUDIOS EN LIQUIDO AMNIOTICO

En 2131 pacientes la principal indicacion para solicitar el cariotipo fetal, fue la edad
materna (mujeres < 19 y >35 afios) con un total de 1236 casos (58%), seguido de 389
(18.5%) casos por un marcador bioquimico positivo, 202 (9.4%) por angustia o ansiedad
materna, 118 (5.5%) por tener un ultrasonido alterado y los 186 (8.6%) restantes por otra
indicacion (antecedentes familiares por alguna cromosomopatia, hijo malformado, toma
de medicamentos en el embarazo, por varicela, sindromes geénicos, peérdidas
reproductivas y onfalocele). La edad de las pacientes al momento de la amniocentesis
fue de 13 a 49 afos, con una media de 36.02 afios, el grupo donde se hicieron la
mayoria de los estudios fue de mujeres entre 37 y 40 afios. La amniocentesis se realizé
en las semanas 11 a 36 del embarazo, sin embargo la semana 16 fue en donde mas

amniocentesis se hicieron, 547 pacientes (25.6%).

Se identificd un cariotipo alterado en 102 fetos (4.8%) de los 2131 casos estudiados. En
la tabla 3a se muestran las alteraciones numéricas y en la tabla 3b las estructurales. Las

alteraciones numéricas fueron mas frecuentes en 83 casos (81.3%) que las estructurales
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en 19 casos (18.7%). Las alteraciones numéricas fueron: 70 de autosomas (68.6%) y 13
de cromosomas sexuales (12.8%). Dentro de las cromosomopatias de autosomas las
trisomias mas frecuentes fueron la trisomia 21 6 Sindrome de Down con 45 casos (44%),
siendo 2 de ellos por mosaico, seguida de la trisomia 18 con 17 casos (16.6%).

En las alteraciones de los cromosomas sexuales, el Sindrome de Turner (45,X) fue el
mas frecuente (7 casos), seguido por los Sindromes de Klinefelter (47,XXY) en dos

casos y el Sindrome XYY también en dos casos.

Tabla 3a. ALTERACIONES NUMERICAS EN LIQUIDO AMNIOTI CO

Productos Productos Total

Femeninos Masculinos 83
AUTOSOMAS 70
Trisomia 13 1 2 3
Trisomia 18 9 17
Trisomia 21 Libre 15 28 43
Trisomia 21 por Mosaico 2
Mos47,XX,+21[188]/46,XX[4]
mMos47,XX,+21[4]/46,XX[80]
Triploidias 1
69, XXX 1
OTRAS TRISOMIAS POR
MOSAICO 4
mMos47,XX,+13[3]/46,XX [147] 1
MOos47,XX,+16[10]/46,XX [148] 1
mos47,XY+7[84]/46,XY[6] 1
mosA47,XY+20[9]/46,XY[115] 1
CROMOSOMAS SEXUALES 13
Sindrome de Turner 7 0 7
Sindrome de Klinefelter 0 2 2
47, XXX 1 0 1
47 XYY 0 2 2
Mosaicos 1 0 1
mos45,X[31]/46,XX[129]
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Tabla 3b. ALTERACIONES ESTRUCTURALES EN LIQUIDO AMN I0TICO

Productos Productos Total
Femeninos Masculinos 19

TRANSLOCACIONES 8

ROBERTSONIANAS 5

Balancedas

45 XX,der(13;14)(q10g10)mat 1
45,XY,der(13;14)(q10q10)mat 1
45,XX,der(13;14)(q10g10) 1

45 XY der(14;21)(q10:q10) 1

No Balanceadas

46,XX,der(14;21)(q10q10)+21 1

RECIPROCAS 3

46,XY,1(5;18)(q11;q11) 1
46,XY,t(14;18)(q13;g21) 1
46,XX,der(13),t(13;16)(q1l2g22)mat 1

INVERSIONES BALANCEADAS 3

46,XX, inv(2)(p21935) 1
46,XY,inv(1)(p12g12) 1

46,X,inv(Y)?
MOSAICOS 6

mos47,XX,+r(15)[70)/46,XX[45] 1
mos47,XY,+r(?)[72]/46,XY[56] 1
mos46,XY,1(5;14) [80]/46,XY [20] 1
mos45,XX,t(15;18)(p11;q11)[88]/46,XX,del(18)(p11.1) [12] 1
mos45,X[12]/46,X,r(Y?)[26] 1
mos45,XX,rob(13;13) [58 ]/46,XX,rob(13;13)+mar [32] 1

OTROS 2
47 XX, +mar 1
46,XY,add(4) 1

Dentro de las alteraciones estructurales se identificaron: 8 translocaciones (7.8%), 5
robertsonianas (4 balanceadas y 1 no balanceada Sx de Down) y 3 reciprocas. Se
observaron tres inversiones pericéntricas (2.9%), 6 rearreglos cromosémicos (6%) por

mosaico, y dos pacientes presentaron otra alteracion (2%), uno con un marcador extra y

66



otro con un cromosoma que presenta material extra en brazos largos del cromosoma 4.

Una descripcion mas detallada del cariotipo se presenta en la tabla 3b.

4.3. ESTUDIOS EN PRODUCTOS DE ABORTO

De las 787 muestras de productos de aborto estudiadas 779 fueron del primer trimestre y
8 fueron fetos malformados perdidos en el segundo y tercer trimestre del embarazo. La
indicacion para solicitar el cariotipo en producto de aborto fue en la mayoria de los casos
por mas de una pérdida gestacional, 756 casos (96%). Hubo 31 casos (4%) con alguna
otra indicacion (obitos, embarazos ectopicos, embarazos molares, higromas, agenesia
renal y confirmaciones de liquidos amnioticos alterados). La informacion clinica de los
productos de aborto se tuvo solo en 350 casos, fueron huevo muerto retenido (HMR) 262
pacientes, 49 fetos anembrionicos y 8 fetos malformados. La edad de las pacientes
estuvo entre 18 y 46 afios, con un promedio de 31.8 afios, aunque de 18, 20 y 46 afios

solo hubo una paciente.

Se recibieron un total de 808 muestras de productos de abortos, de las cuales en 21
muestras (2.5%) no se obtuvo resultado debido a varias causas que se comentaran mas
adelante. Las 787 muestras restantes fueron estudiadas y tuvieron un resultado normal
342 (43.5%) y 445 (56.5%) presentaron una alteracion cromosomica. Las alteraciones
mas frecuentes fueron las alteraciones numéricas en 412 casos (92.5%). Se observaron
43 monosomias (9.6%): Sindrome de Turner se identificaron en 39 casos (8.7%);
monosomias del cromosoma 21 en 4 casos (4.7%). Se observo una trisomia en 242 fetos
valorados (54.3%), la trisomia 16 fue la mas observada en 74 casos (16.6%), seguida de
la trisomia 22 en 32 casos (7.19%). Las 79 restantes (17.7%) fueron trisomias de los
cromosomas: 2(3 casos), 3(5casos), 4(7casos), 5(2casos), 6(5 casos), 7(8casos), 8(3

casos), 9(1lcasos), 10(2casos), 11(2casos), 12(3casos), 13(18 casos),14(4 casos),
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15(18casos), 17(3 casos), 19(1 caso), 20(1 caso). Hubo 5 trisomias (1.12%) por mosaico:
46,XX/47,XX,+22 en dos casos, 46,XY/47,XY,+9 46,XY/47,XY,+7 46,XY/47,XY,+4. Las
otras alteraciones numeéricas observadas fueron 28 aneuploidias mudltiples (6.2%).
Productos Triploides se identificaron en 61 muestras (13.7%), 23 femeninos (69,XXX) y
38 masculinos (69,XXY). Las tetraploidias se observaron en 27 casos (6%), 17 fueron
productos femeninos (92,XXXX) y 10 productos masculinos (92,XXYY). Hubo 10
muestras (2.24%) que presentaron un mosaico con dos lineas celulares. En la tabla 4a

se muestran detalles de las alteraciones numeéricas en productos de aborto.

Se observaron 34 alteraciones estructurales (7.7%), dentro de estos encontramos
translocaciones 16 no balanceadas (6 reciprocas y 10 robertsonianas)(3.5%), 5
deleciones (1%), 5 casos con material extra de origen desconocido (1%), 3 mosaicos
(0.6%) (una linea celular normal y una linea alterada: una translocacion, una delecion y
un anillo). Se observaron 3 casos (0.6%) con doble alteracion (numérica y estructural) y
los 2 restantes (0.4%) presentaron, un isocromosoma del cromosoma Y, otro con un

marcador (Tabla 4b).
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Tabla 4a. ALTERACIONES NUMERICAS EN PRODUCTOS DE ABORTO

Productos Productos
Femeninos Masculinos TOTAL 412
MONOSOMIAS 44

45,X 39 0 39
MONOSOMIA 21 3 1 4

TRISOMIAS 242

TRISOMIA 13 8 9 17
TRISOMIA 16 40 34 74
TRISOMIA 18 7 6 13
TRISOMIA 21 9 9 18
TRISOMIA 22 16 16 32
OTRAS TRISOMIAS 46 42 88
2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,14,15,17,19,20
ANEUPLOIDIAS MULTIPLES 28
46,X,+2

46,X+13
48,XX,+3,+14

48,XY,+5,+7
48,XY,+7,+14
48,XY,+7,+21
48,XY,+8,+22
48,XX,+9,+22
48,XX,+13,+18
48, XX,+15,+22
48,XY,+16,+21 1
48,XY,+16,+22 1

= = )

48, XX,+21,+22 1
49,XX,+6,+7,+22
68,XX 1
68,XXY,-1 1
70,XXX,+5
70,XXX,+8 1
70,XXY,+9 2
70,XXY,+14
70,XXY,+15
70,XXX,+16 2
91,XXYY,-3 1
91,XXXX,-21 1

TRIPLOIDIAS 61

69,XXX 69,XXY 23 38

TETRAPLOIDIAS 27

92,XXXX 92, XXYY 17 10

MOSAICOS 10

MOs47,XX,+22[81]/46 XX[19] 5
mos47,XY,+5[85]/46,XY[15]
mos47,XY,+9[15]/46,XY[85]
mos47,XY,+7[5]/46,XY[46] 2
MOos49,XXX,+12,+18[13]/46,XX[87]
mMos47,XX,+2[32]/48 XX, +2,+20[8]

mos47,XX,+16[56]/48,XX,+2+16[7]
mos47,XY,+21[35)/48,XXY,+21[65] 1
45,X[12]/46XY[32] 1 1
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Tabla 4b. ALTERACIONES ESTRUCTURALES EN PRODUCTO DE

ABORTO

ALTERACIONE S ESTRUCTURALES

Productos
Femeninos

Productos
Masculinos

TOTAL 34

TRANSLOCACIONES NO
BALANCEADAS

16

RECIPROCAS

46,XY,t(1;3)(q42;p21)

47,XY,der(1),t(1;9)(g23;922.3),+der(9)t(1 ;9)

46,XY ,der(2),t(2;15)

47,XY,der(8),t(8;22)(q24.1911),+der(22) t(8 ;22)

47,XX,der(13),t(13;16),+der(16) t(13;16) 1

45,X,der(X)t(X;22)(g22;q10)

e

ROBERTSONIANAS

10

46,XY,+13,der(13;14)(q10q10),

46,XX,+13,der(13;14)(g10q10)
46,XX,rob(13;14)(q10g10),+14

46,XY,rob(13;14)(q10g10),+14
46,XX,rob(14;14)(910q10),+14

46,XX,+15,rob(15;15)(q10q10)
46,XX,rob(14;21),+21
46,XX,+22,rob(22q)

e

DELECIONES

46,XX,del(4)(p15.2)
46,XX,del(8)(p?)

46,XY del(8)(p21)
46,XX,del(13)(p?)

46,XX, del(14)(q14.1)

=

MATERIAL EXTRA

46,XY,add(1)(p36)
46,XX,add(7)(p32)
46,XY,add(7)(p22)
46,XX,add(8)(q21)
46,XY,add(15)(q23)

MOSAICOS

MOs46,XX,1(7?)[25)/46,XX[75]

mos46,XY,del(18)(g?) [10]/46,XY[90]
mos46X,r(18)(p11q23)[24]/46,XX[81]

DOBLE ALTERACION

47 X,inv(Y?)+22
68,XXY,(13;14)(q10010)
47, XY ,+14,add(17)(p11)

OTROS

46,XX+mar
69,XX,i(Y)

34
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4.4. CARIOTIPOS EN SANGRE

En estas muestras, la indicacion mas frecuente para hacer el estudio, fue por Infertilidad
con 422 casos (40.6%), seguido del grupo de aborto de repeticién (dos 6 mas pérdidas)
en 337 casos (32.4%), familiar o hijo con alguna cromosomopatia 44 casos (4.3%),
confirmar un Sindrome de Down en 38 casos (3.6%), multiples malformaciones en 21
casos (2.1%), descartar Sindrome de Turner en 20 casos (2%) y por alguna otra
indicacion en 157 casos (15%) (desarrollo psicomotor anormal, descartar polimorfismos,
dismorfias, mielomeningocele, donadoras de o6vulos, donadores de espermatozoides,
descartar translocaciones, sindromes génicos, etc.). Las edades en las que se hicieron

los estudios estuvieron en un rango muy amplio, desde recién nacidos hasta 58 afos.

Se identificaron 139 (13.2%) alteraciones cromosémicas en 1039 muestras estudiadas.
Se observaron 97 alteraciones numéricas (69.7%) las que se muestran en la tabla 5a. La
alteracion mas frecuente fue el Sindrome de Down, con 39 casos (28.2%), 35 casos por
trisomia libre y 4 por mosaico (3 mosaicos de trisomia libre y uno de translocacion
21;21). En 18 pacientes (13%) se identificaron alteraciones de cromosomas sexuales,
Sindrome de Klinefelter 9 (6.5%), Sindrome de Turner 5 (3.6%), un Sindrome XXX
(0.7%) y un Sindrome XYY (0.7%). Mosaicos cromosémicos se observaron en 35
pacientes, siendo por cromosomas sexuales 34 (24.6%) en 21 pacientes (15.2%) se
observé un mosaico con dos lineas celulares, en otros 12 (8.6%) el mosaico involucré 3
lineas y un paciente presenté un mosaico con 4 lineas celulares. Dentro de esta gama
de mosaicismos, 15 pacientes (10.8%) con aborto de repeticion, presentaron un mosaico
bajo, en estos casos predomind la linea con cariotipo normal, mientras que la linea

alterada fluctio en un rango de 3 a 5 % de células alteradas.
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Tabla 5a. ALTERACIONES NUMERICAS E N SANGRE

PERIFERICA

| Femeninos | Masculinos Total 97
AUTOSOMAS 43
TRISOMIA 13 2 1 3
TRISOMIA 18 1 1
TRISOMIA 21 LIBRE 12 23 35
TRISOMIA 21 POR MOSAICO 4
mos47,XX,+21[36]/46,XX[75] 1
mos47,XY,+21[75)/46,XY[2] 2
mos47 XX, +21[3]/48, XX, +(2)21[1]/46,XX[198] 1
CROMOSOMAS SEXUALES 18
45,X 5 5
47 XXX 1
47 XXY 9 9
47 XYY 1 1
49, XXXY 2 2
MOSAICOS 35
mos45,X[3]/46,XX[83] 10 10
mos45,X[27]/47 XXX[29] 3 3
mos47,XXX[1]/46,XX[85] 1 1
mos47,XYY[2)/ 46,XY[171] 1 1
mos45,X[27]/47 XXX[29] 3 3
mos47,XXX[1]/46,XX[85] 1 1
mos45,X[70]/47,XX,+mar[5] 2 2
mos45,X[82]/47 XXX[4]/46,XX[103] 10 10
Mos48,XXXX[1]/49,XXXXX[1]/46,XX[90] 1 1
mos45,X[10]/47 XXX[1]/48,XXXX[2]/46,XX[80] 1 1
mos45,X[15]/47 XXX[5]/49,XXXXX[1]/46,XX[85] 1 1
mos47 XX, +16[56]/46 XX[5] 1 1
TRIPLOIDIAS 1
69, XXX 1 0 1

Hubo 42 alteraciones estructurales (30.3%) observandose 22 translocaciones (16%), 20
de las cuales fueron balanceadas (7 robertsonianas y 13 reciprocas) y 2 no balanceadas.
En 9 casos (6.5%) se observo alguna delecion: de brazos cortos de un cromosoma X, 13
y 21, de brazos largos de un cromosoma 9 y 10, 3 con cromosomas en anillo de
cromosomas sexuales y una delecién de brazos largos del X y un isocromosoma de
brazos largos del X . Se observaron 5 casos con material extra de origen desconocido
(2.2%) y 6 pacientes presentaron mosaico (4.4%) uno de ellos Sindrome de Down por

t(21;21). Los cariotipos se presentan en la tabla 5b.
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Tabla 5b. ALTERACIONES ESTRUCTURALES EN SANGRE
PERIFERICA

Femeninos

Masculinos

Total 42

TRANSLOCACIONES

22

BALANCEADAS

20

ROBERTSONIANAS
45,XX,der(13;14)(910q10)
45,XX,der(14;21 (q10g10)
45,XY,der(13;14)(q10g10)

7

RECIPROCAS
46,XY,t(1;7)(931;2;936)
46,XY,1(2;14)(q31,924.3)
45 XX,1(3:15)(q27;q15)
46,XX,1(5;11)(p15023)
46,XY,1(5;12)(p11;q24.4)
46,XX,1(5:18)(q11;q11)
46,XY,1(8;22)(q11;011)
46,XY,1(9:21)(p24;G22)
46,XX,1(9;18)(p22 ;g21)
46,XX,1(13;15)(q32 ;22.3)
46,XX,1(13;16)(q12;g22)

13

NO BALANCEADAS

46,XX,+13,der(13;14)(q10;q10)
46,XY,der(14;21),+21

DELECIONES

46,XY,del(9)(q?)
46,X,del(10)(g34.1)
46,XY,del(13)(p?)
46,XY,del(21)(p?)
46,X,del(X)(p11)
48,i(X)(q10qg10)

47 X,+12(X)(?)

47 XX, +1(?)
48,X,1(Y)(?)

PR R R

MATERIAL EXTRA

46,XX,add(11)(p18)
46,XX,add(20)(q?)
46,XX,add(22)(q?)

w

MOSAICOS

mos45,XX,der(21;21)(q10q10)[70]/46,XX,der(21;21)+21[30]

mos46,XX,add(20)(p13) [10]/46,XX[80]
mos45,X[70]/46,X,del(X)(q21.1)[3]
mos45,X[85]/46,X,r(X)(?) [5]

NFEDNPF
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4.5. CARIOTIPOS EN MEDULA OSEA

Las muestras de Médula Osea se estudiaron en pacientes que en su mayoria
presentaron Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), 50 casos (47.6%) que estan el grupo
de edad de nifios y jovenes. Con Leucemia Granulocitica Cronica (LGC) se estudiaron
20 pacientes (19.4%) en adultos y personas de la tercera edad. Los 35 casos restantes
(33%) llegaron por otra indicacién (linfoma Hodking, linfoma No Hodking, sindrome
Mielodisplasico, mieloma multiple, anemias, otro tipo de leucemia, policitemia Vera,

bicitopenia y trombocitopenia).

Se recibieron 105 muestras, de las cuales 16 no tuvieron resultado (15.2%) y en 89
casos (84.7%) si se obtuvo un resultado, 21 de estas presentaron una alteracion (23.5%).
En tres pacientes se observo una alteracion numeérica (13.5%) y en 19 pacientes una
alteracion estructural (86.5%). Las alteraciones numeéricas observadas fueron 3 mosaicos
cromosomicos donde se observan células normales y poliploides (2 casos) y un caso con

células con tetrasomia del cromosoma 8 y células normales.

Alteraciones estructurales se observaron: un cromosoma filadelfia en 3 pacientes, uno
de ellos por mosaico, 8 presentaron translocaciones reciprocas, 3 deleciones, 5
mosaicos y 2 pacientes presentaron otras alteraciones. Una descripcion detallada se

muestra en la tabla 6.
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Tabla 6. 21 ALTERACIONES CITOG ENETICAS EN
MEDULA OSEA

ALTERACIONES NUME RICAS

FEMENINOS pacientes MASCULINOS pacientes
MOSAICOS 3
48 XXX, +8[15]/46,XX[7] 1 46,XY[15]/ 98~100,sI[10] 1
46,XX[12]/98~100,sl[19] 1

ALTERACIONES ESTRUCT URALES
TRANSLOCACIONES 8
46,XX,der(22)t(9;22)(q34;911.2) 1 46,XY,der(22)t(9;22)(q34;q11.2) 2
46,XY,1(8;21)(q22;022) 1
46,XY,1(15;17)(q22;q11) 1
46,XY,1(6;14)(p?q?) 1
46,XY,1(10;11)(p11;p15) 1
46,XY ,1(9;15)(p10;q10) 1
MOSAICOS 5
mos46,XX,inv(2)(p11g22?) 16]/46,XX[17] 1 mos46,XY,der(22)t(9;22)(q34;q11.2)([15]/46,XY[5] 2
mos46,XX,del(7)(p15),t(7;10)(q22;924)
[29]/46,XX[5] 1
mos46,XX,del(7q),del(20p) [15]/46,XX[5] 1
DELECIONES 3
46,XX,del(5)(q13;933) 1 46,XY,del(2)(p?) 1
46,XY,del(5)(q23.3;932.2, t(7;21)(p15¢21) 1
0TROS 2
47, XX,+mar 1 46,XY,add(12)(p ?),t(21;?)+mar 1
TOTAL
9 13 21

75




5. COMENTARIOS A LOS RESULTADOS

5.1. MARCADORES BIOQUIMICOS

Dentro de los 6525 estudios que se hicieron en el laboratorio de Junio de 1998 a
noviembre de 2007 la mayoria fueron estudios de Marcadores Bioquimicos en 2467
casos (37.8%). Esto debido a que al surgir las pruebas de escrutinio en la década de los
ochenta ®® empezaron a reemplazar a las pruebas diagnésticas. En la Clinica se
observé una situacion semejante, de 1998 al 2001 la prueba prenatal mas solicitada fue
la amniocentesis (36%) en 771 casos Yy a partir del 2002 al 2007 fueron los Marcadores

Bioquimicos (39.5%) en 1738 casos.

Los marcadores del primer trimestre se empezaron a ofrecer a finales del 2006, debido a
esto hubo mas casos estudiados del segundo trimestre 97.5% (2406 casos) que del

primer trimestre, con solo el 2.5% (61 muestras).

De los resultados obtenidos, el 10% (250 resultados) tuvo un resultado positivo, en su
mayoria para Sindrome de Down y se realizo el cariotipo fetal solo en 84 pacientes,
teniendo cariotipo normal 77 y cariotipo alterado 7. Teniendo asi (3.12%) de resultados
falsos positivos (es decir, un resultado de riesgo elevado en un embarazo con un feto

normal). En este tipo de estudios se han calculado falso positivos del 3% ©® al 5% 2

29 para algunos autores y del 8% para otros, *Y 2%, E| porcentaje de falsos positivos
obtenido en este laboratorio se encuentra dentro del rango de lo reportado por otros

autores.
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Los estudios comprenden mujeres de todas las edades y en mujeres mayores de 35
afos el riesgo para aneuploidias es mayor, y la tasa de falsos positivos puede aumentar,
porque con la edad aumenta el riesgo de cromosomopatias. El solo estudio positivo de

marcador no es diagnéstico indiscutible de defectos del nacimiento ¢.

En 5 de 7 casos positivos, la edad de la paciente fue mayor de 35 afios y en 6 de 7
resultados positivos se observa que entre mas cercano a 1 esté el riesgo, este resultado

se confirma con alguna alteracion.

Es importante resaltar que en 3 estudios de los confirmados con cariotipo fetal la
alteracion identificada fue diferente a la que se indicaba que existia un riesgo en los
marcadores, esto nos muestra que los marcadores son utiles, aunque no sean tan
especificos. Debido a ello se sugiere que pacientes con una prueba positiva para
cromosomopatias se realicen una amniocentesis y un ultrasonido de alta resolucion

cuando el resultado sea positivo para un DCTN.

La mayoria de las mujeres embarazadas prefieren un estudio de marcadores
bioguimicos, por no ser invasivo, esto les permite tener un resultado mas rapido y si el
resultado es negativo disfrutan de todo lo que resta de su embarazo, explicandoles por
nuestra parte y la de su médico, que tengan siempre en cuenta la sensibilidad del
estudio. Cuando el resultado esta alterado, surge la necesidad de realizar otro estudio
para descartar alguna alteracion. Depende del criterio médico-paciente y se hace
nuevamente un estudio bioquimico o directamente un estudio diagndstico (amniocentesis

o biopsia de vellosidades coriales).
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De manera rutinaria, cuando los marcadores salian positivos lo recomendable era que
con un resultado positivo para cromosomopatias (Trisomia 18 o Trisomia 21) se realizara
directamente un estudio diagnéstico ¥ para descartarlo, con los riesgos que implican
estos métodos invasivos *® y cuando se obtenia un resultado positivo para un DCTN se

realizaba un ultrasonido de alta resolucién y posiblemente una amniocentesis * 1°¥?22),

Al igual que ocurre con cualquier prueba de deteccién en medicina, es imprescindible
informar a las parejas que las pruebas que se aplican para la deteccion de trisomias
mediante marcadores séricos maternos y  mediante ecografia no representan
herramientas diagnosticas definitivas. También es muy importante el consejo genético en
mujeres cuyas pruebas de deteccidn se consideran negativas en el sentido que su riesgo

de tener un hijo con alguna trisomia o con un DCTN no es nulo ®®.

5.2. ESTUDIOS DE LIQUIDO AMNIOTICO

Existen tres pruebas diagnosticas: la Amniocentesis, la cordocentesis (extraccion de
sangre de corddn umbilical) y la Biopsia de Vellosidades Coriales. En el laboratorio y en
las muestras enviadas, la amniocentesis fue el estudio solicitado para la toma de liquido
amniotico. La Biopsia de Vellosidades Coriales en embarazos en evolucion no se realizd
ya que no habia ginecélogo que realizara la toma de la muestra y lo mismo puede

decirse de la cordocentesis que en contadas ocasiones fue solicitada.

Los estudios de liquido amnidtico son las pruebas que se solicitaron con mayor
frecuencia después de los estudios de marcadores bioquimicos. La indicacibn mas
frecuente para solicitar el estudio de liquido amnidtico fue la edad materna en 1236
casos (58%) que es la semana ideal para realizar esta prueba *®, seguido de 389 casos

(18.5%) por un marcador bioquimico positivo, 202 (9.4%) por angustia 0 ansiedad
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materna, 118 (5.5%) por tener un ultrasonido alterado, lo cual es similar a lo reportado en
la literatura @7,

La frecuencia de alteraciones cromosémicas observadas fue de 4.8% como lo reportado
por Francisco Alvarez en 2003 4%, Westrom en 1995, 5.8% vy Silvia E y Giraldo en 1997,
4.7% (27,28y29).

El Sindrome de Down fué la cromosomopatia mas frecuente (44%), seguida de la
trisomia 18 (16.6%) y la monosomia para el cromosoma X (6.8%), similar a lo reportado
en la literatura por Francisco Alvarez en 2003 y Westrom, en 1995 ¥’ ¥ 28 | os dos
primeros hallazgos se pueden explicar porque estas anomalias se encuentran en
relacion con la edad materna avanzada y la mayoria de los estudios se hicieron por esta

indicacion. Las alteraciones estructurales se identificaron en 19.6% de los fetos, siendo

(30) (31)

diferente a lo observado por Tseng (30%)*" y Karaoguz (31%)
Las diferencias observadas pueden ser debido a los criterios para seleccionar a las
pacientes. Algunos autores consideraron la edad materna desde los 34 afos, otros a
partir de los 38 afios, algunos incluyeron mayor nimero de parejas por angustia materna,
o portadoras de translocaciones, o con embarazos que por ultrasonido mostraron

alteracion.

5.3. PRODUCTOS DE ABORTO

La importancia del estudio del cariotipo en productos de aborto es que permite a la pareja
conocer si tiene riesgo de tener un hijo con alguna cromosomopatia en embarazos
posteriores.

En muestras de Productos de Aborto es bien conocido que del 40 al 60% de las pérdidas

del primer trimestre son causadas por anomalias cromosémicas ©. En nuestros datos la
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frecuencia de alteraciones encontrada fue de 56.5% en 445 pacientes. Las alteraciones
mas frecuentes fueron las alteraciones numéricas 92.3% en 411 casos de estas se
observaron trisomias 55.5% en 247casos. Siendo la 16 y la 22 las mas frecuentes
(16.6%) en 74 casos Yy 32 casos (7.19%) respectivamente. La monosomia X se presento
en 39 casos (8.7%), los productos Triploides en 61 muestras (13.7%), tetraploidias en 27
casos (6%). Alteraciones estructurales se observaron 34 casos (7.7%), dentro de estos
hubo 15 translocaciones no balanceadas (6 reciprocas y 9 robertsonianas), 5 deleciones,

3 mosaicos, estas frecuencias son similares a lo reportado en la literatura Y33,

En estas muestras un 2.5% (21 muestras) no tuvieron resultado, debido a: a)
contaminacion (hongos 6 bacterias), por no tomarse de manera estéril o debido a que la
madre presentaba una infeccion al momento de la recoleccion, b) otra causa fue que el
medio de transporte utilizado no fuera medio de cultivo o el recipiente fuera citotdxico o
estuviera contaminado, c) se fijara la muestra en formol. Sin embargo este porcentaje es

menor al 11.8% reportado en otros laboratorios ©2).

5.4. CARIOTIPOS EN SANGRE

La mayoria de los Cariotipos en Sangre Periférica se hicieron en parejas con Infertilidad
40.6% (422 casos) y aborto de repeticién 32.4% (337 casos).

Se identificé un 13.4% de alteraciones cromosomicas de 1039 muestras estudiadas,
aunque en la literatura se reportan frecuencias mas altas, esto es debido a que son cifras
de hospitales infantiles y por lo tanto la poblacién de estudio es diferente ®*. En la clinica
la mayoria fueron pacientes con fenotipo normal pero con problemas de fertilidad, 40.6%

por infertilidad y 32.4% por presentar abortos de repeticion.
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En la clinica Las Condes, de Santiago de Chile 35 el laboratorio de citogenética reporta
un 16.7% de alteraciones cromosémicas en pacientes referidos con aborto de repeticion,
con algun problema de infertilidad, con sospecha de Sindrome de Down, retraso mental,
malformaciones congénitas. Al igual que en este trabajo, la indicacidbn mas solicitada fue

en parejas con abortos de repeticion.

En pacientes con infertilidad la alteracion cromosémica mas observada fueron los
mosaicos de cromosomas sexuales 2.21% (16 pacientes).
Dentro de las pacientes que llegaron por sindromes conocidos o por malformaciones la

alteracion mas frecuente fue el Sindrome de Down 40 casos (29%).

Tres pacientes con fenotipo femenino que solicitaron el cariotipo en sangre por
amenorrea (2 casos) y por infertilidad (1 caso) presentaron cariotipo 46,XY. En los
pacientes con fenotipo femenino y cariotipo 46,XY su patologia se debe a mutaciones en
genes relacionados con la diferenciacion sexual ®. Una de estas pacientes era de la
clinica, la intervinieron quirdrgicamente para retirarle los testiculos y recibi6 apoyo

psicolégico junto con sus padres.

5.5. CARIOTIPO EN MEDULA OSEA

En las muestras de Médula Osea se observaron mas alteraciones estructurales que
numéricas como se presento en las muestras de liquido amniético y productos de aborto.
Se hicieron muy pocos estudios debido a la orientacion de la Clinica en el Area de la
Reproduccion Humana. Las muestras de Médula Osea se estudiaron en 105 casos,
donde 50 (47.6%) presentaron Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) en nifios y jovenes,
Leucemia Granulocitica Crénica (LGC) 20 pacientes (19%) en adultos, 35 casos

restantes (33%) llegaron por otra indicacion.
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De los 105 casos procesados, 22 tuvieron una alteracion (21%). En 16 muestras no se
obtuvo un resultado (15.2%) y esto pudo deberse a: que la muestra llegé coagulada, la
calidad de los cromosomas obtenidos, no se detectaron células en division, quiza debido
a una muestra pobre de médula ésea. El trabajo de la Clinica Las Condes ©® reporta que
de 209 estudios realizados el 44% tuvieron un cariotipo alterado correspondiendo la
mitad de ellos a leucemia mieloide crénica. Otro trabajo reporta 17% de alteraciones en
LLA ©9,

El andlisis se convierte en un verdadero reto el tratar de encontrar aberraciones en los
cromosomas de medula 6sea. Hoy en dia se han desarrollado técnicas mucho mas
sensibles, como es el FISH (Hibridacion in situ por fluorescencia) donde se ha detectado
que las células que habian sido informadas como normales, presentaban aberraciones
cromosomicas que no fueron detectadas por la citogenética convencional para lograr dar

una terapia mas segura y eficaz al paciente con leucemia ©©.
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6. ANALISIS CRITICO

En este apartado haré un analisis de mi aprendizaje en el laboratorio de Genética
durante el tiempo que estuve laborando, dando mis comentarios, sugerencias y

agradecimientos al respecto.

6.1 COMENTARIOS DEL APRENDIZAJE

Durante la estancia de 9 afios en el laboratorio la ensefianza fue en: la metodoldgica de
los procesos técnicos de las diferentes muestras del laboratorio y el analisis y diagndstico
de los estudios citogenéticas, asi como las consecuencias biologicas de las diferentes
aberraciones cromosomicas.

En realidad las pruebas genéticas ofrecen informacion del padecimiento y no siempre
se correlacionan directamente con la clinica, ya que nuestros genes interactian con el

ambiente de formas muy diversas.

6.1.1. METODOLOGIA

El control de calidad se debe manejar en todas las etapas de los estudios, en la
recepcion de las muestras donde tienen que estar bien identificadas para evitar
confusiones y revisar que la muestra mantenga las condiciones adecuadas para ser
procesada (cantidad minima requerida, recipiente adecuado, etc) y en la elaboraciéon de

laminillas que estén marcadas de manera permanente.

Las técnicas de Cultivo Celular para Cariotipo en Sangre y Médula Osea y el manejo de
los medios de cultivo utilizados y los criterios de toma de decisiones para lograr
metafases extendidas y realizar las técnicas de tincion de Bandas G y Q para poder
posteriormente hacer el analisis y el diagnéstico de las muestras.
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Es necesario trabajar de manera ordenada llevando todos los registros de las muestras
que llegan al laboratorio en una bitacora, de los resultados de todos estudios y de su
correcto almacenamiento siendo mas facil el manejo de la informacion. Para poder llevar
acabo todo esto, hay que considerar que es necesario contar con una infraestructura
adecuada: un cuarto especial para cultivo celular, equipo adecuado para el
procesamiento de las muestras y que este tenga un mantenimiento preventivo o
correctivo cuando sea necesario, ademas del manejo de reactivos para conservar su

estabilidad y efectividad.

6.1.2. ANALISIS Y DIAGNOSTICO
Reconocer todos lo pares cromosémicos e identificar, las anomalias numeéricas o
estructurales en todo tipo de muestras, asi como a describirlas utilizando el Sistema de

Nomenclatura en Citogenética Humana, 1995 y 2005 3.

Los criterios para saber
distinguir mosaicos verdaderos de pseudomosaicos y si una alteracion cromosémica era

invitro o lo presentaba el paciente.
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profesional con una amplia experiencia en Citogenética por parte de la Dra. Mabel
Cerrillo, pionera en el Diagnéstico Prenatal en México, coordinadora y citogenetista de
esta area y la Biol. Concepcidon Yerena responsable del cultivo de liquido amnidtico y

productos de aborto.

Desde el inicio me sorprendio la calidad y el prestigio con que contaba el grupo y por su
vanguardia en el area de la reproduccion humana, esto es gracias a que el director del
grupo el Dr. Alfonso Gutiérrez Najar es una persona visionaria y que exige a su grupo lo

mejor en su area.

Afortunadamente en este grupo pude desarrollarme como bidloga y aplicar los

conocimientos adquiridos durante la carrera y reafirmarlos.

El grupo siempre se ha caracterizado por organizar eventos académicos, platicas y
simposios esto ha sido un estimulo a actualizarme y acudir a los cursos, simposios y
congresos cuando me ha sido posible. En este campo como en otros es necesario seguir

estudiando y actualizandose.
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CURSOS, SIMPOSIOS Y CONGRESOS A LOS QUE ASISTI DURANTE MI ESTANCIA
EN EL LABORATORIO

Simposio Serono de Medicina Reproductiva
Fecha: del 28 al 30 de Enero de 1999
DIPLOMA

RECONOCIMIENTO
Seguridad en Manejo de Gases Especiales
Fecha: 18 de diciembre del 2000

XXXIII Curso Teo6rico de Genética Humana
Asociacion Mexicana de Genética Humana A.C.
Fecha: del 25 al 29 de Junio del 2001
CONSTANCIA

Simposio de Reproduccion Asistida “De Gametos a Nuevo Ser: 0¢ Blastocisto?”
Fecha: del 15 al 17 de Octubre del 2001
CONSTANCIA

[I Simpsosium de Reproduccion Asistida “De Gametos a Nuevo Ser:
“Aplicaciones, Alternativas y Futuro de la Reproduccion Asistida”
Fecha: del 16 al 18 de Mayo del 2002

CONSTANCIA

2do. Curso. Temas Selectos de Genética Humana
Fecha: 7 al 11 de Abril del 2003

30 horas

Constancia

[Il Simposio de Reproduccién Asistida

“Donde Estamos y Hacia Donde Vamos en Medicina Reproductiva”
Fecha: del 22 al 24 de Mayo del 2003

CONSTANCIA

XXVIII Congreso Nacional de Genética Humana. Asociacion Mexicana de Genética
Humana A.C. Del 19 al 22 de Noviembre del 2003 en Morelia Michocan.
CONSTANCIA

Curso Teorico Pre- Congreso en el marco del XXX Congreso Nacional de Genética
Humana. Asociacion Mexicana de Genética Humana A.C. “ Genética Humana y Bioética”
Del 14 al 16 de Noviembre del 2005 en Monterrey, Nuevo Leon.

CONSTANCIA
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6.3. SUGERENCIAS

Por cuestiones internas del laboratorio ese momento no fue posible implementar la
técnica de FISH (Hibridacién In situ por Fluorescencia) que es una técnica de
citogenética molecular, que es un complemento y apoyo al trabajo de Citogenética
convencional.

Seria recomendable para el Servicio de genética contar con una estrategia de venta para
promocionar todos los estudios que ahi se hacen y sobre todo la experiencia que se tiene

y asi generar un crecimiento rapido.

A nivel académico, se recomienda realizar 1) sesiones bibliograficas en las que se
discutieran articulos cientificos, 2) Sesiones con el equipo de de trabajo en las que se
discutieran los casos relevantes que se dan en el laboratorio y se dieran comentarios al

respecto en equipo.
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8. APENDICE

8.1. EQUIPO

e Campana de flujo laminar horizontal
Marca Vecco
Serie FL 1869

» Estufa Bacteriologica
Marca Lab-Line. Mod. 120
No. de Serie 0029

* [ncubadora de CO2
Marca Heraus
F1-16
No. de Serie 8612224
Typ B 5060 EK-C02
Bestell Nr 26139055
Fabrik Nr 86122244
Nenntemp 50C 100-110V
I/N/PE 50/60Hz 6.4-7A 0.7 Kw
Schutzart IP 20 Schaltplan 26139175
Temp Schutz DIN12880
Klasse 3.1 Heraeus D-6450 Hanau

* Incubadora de CO2y 02
Marca Heraus
Typ B 5061 EK /02
B Nr 50004587 F- Nr 8607754
50C 60Hz 120V
6.4 A 0.77 Kw

» Congelador American
Modelo Fiorami C255

* Refrigerador
Marca HUSSMANN
Modelo RC-604 WA

* Bafo Maria
Marca JM. ORTIZ
B8037 S.I.C.-D.G.E. 774

* Balanza analitica
Marca Saltorius
R-160 P-WR-6003

* Autoclave- Esterilizador
Marca Amsco Eagle Ten
Modelo E-10 sp
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* Microscopio con Epifluorecencia
Marca Zeiss, Modelo 7k
Con Fototubo y camara Olimpus
* Fotomicroscopio Carl Zeiss con optica
para campo claro, contraste de fases y
fluorescencia, con filtros para FISH.
* Una computadora
e Un programa de computo “Karyotipe Builder’para elaborar cariotipos
» Dos Pipeteadores eléctricos para pipetas de 5y 10 ml
« Un agitador magnético Lab-Line 1266

* Reloj de intervalos Radioo Shack 63898

8.2 MATERIAL
- Frasco de cultivo de 50 ml, desechable Falcon 353014
- Pipeta 10 ml, envuelta individualmente, desechable. Falcon 356551

- Tubo de centrifuga de 15 ml con punta conica con
tapon de rosca, desechable. Falcon 352097

- Tubo de 10 ml con punta redonda

desechable, envuelto individualmente Falcon 352057
- Viales de 2 ml con tapdn de rosca Corning 25702
- Filtros Miller-GV poro 0.22 mm, didmetro 25 mm Millipore SLGV 025LS
- Portaobjetos 75 x 25 mm Corning
- Cubreobjetos 50 x 24 mm del #1 Corning 2935
- Vaso de precipitados de 250 ml Pyrex
- Probetas graduadas de 50 y 100 ml| Pyrex
- Pipetas pasteur de vidrio BD 4642
- Tubo de centrifuga de 15 mm, punta
conica graduado de cristal Pyrex 8100
- Termdmetro de 10 a 100 °C Vilsa
- Lé&piz diamante Bel-Art F44150

- Pinzas de diseccion punta roma
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8.3. REACTIVOS

Reactivos

Medio de cultivo HAM-F10 con L-glutamina,

sin bicarbonato de sodio

Fitohemaglutina Forma M Liofilizada

Suero fetal de ternera
Glutamina 200 Milimolar
Bicarbonato de sodio
Cloruro de Potasio
Cloruro de Sodio

Citrato de Sodio

Fosfato de Potasio
Fosfato de Sodio
Metanol

Etanol

Ac. Acético Glacial
Etellan

Colorante Wright
Giemsa en polvo
Heparina

Glicerina

Aceite de inmersién

Sol. Salina de NaCl al 0.9%
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Marca / catalogo

Sigma N-6635
Gibco 10576-015
Alen Dist. S/N

In Vitro S/N
Sigma S-5761
Merck 4936

J.T Baker 3624-01
J.T Baker 3646-20
Merck 1.04873.025
Merck 6586
J.T Baker 9070-02
Merck 1.00983 1000
Merck 1.00063.1000

Merck 7961
Merck 1383
Merck.09203.0025
PISA S/IN
Merck 1.04094.1000
Merck 1.04699.0100
PISA



