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l. ANTECEDENTES 

1. ANEUPLOIDIA. 

1.1 Definición. Es la alteración cromosómica más frecuente en seres 

humanos que consiste en la ganancia o en la pérdida de uno o más 

cromosomas en un individuo. Es la principal causa de aborto espontáneo, 

incluso se reporta que hasta el 60% o 70% de ellos son aneuploides 1·
2 y en 

nacidos vivos es la principal ca usa de malformaciones congén itas asociadas a 

deficiencia mental , por lo general , producidas por trisom ias o sea tres 

cromosomas en lugar del par normal , o monosom ías un solo representante de 

un cromosoma en lugar del par normal 1
. En general, las aneuploidías no son 

compatibles con la vida y se ca lcula que el 90% de las concepciones 

aneuploides perecen in u tero 1 . 

Aproximadamente el 15% de los embarazos clínicamente reconocidos 

se pierden en las primeras 20 semanas de gestación 1·
2

. Entre las aneuploid ias 

que causan aborto, las más frecuentes son las trisomias de los cromosomas 

13, 14, 15, 16, 21 , y 22 , la monosom ia X y las polip loidias (ca mbios en el juego 

cromosómico completo) 2.3 . Llama la atención que dentro de las trisomías mas 

comunes en abortos y en nacidos vivos , se encuentra n las trisom ias de los 

cromosomas acrocéntri cos (13, 14, 15, 21 y 22 ), por lo que representan un 

grupo particular de interés. 

1.2 Mecanismos de formación de las aneuploidías 

A pesar de la importancia en la morbi -mortalidad de la especie humana, 

se conoce muy poco acerca de la etiología de la aneuploidia , aunque está 



establecido que el principal mecanismo celular que la genera es la no 

disyunción meiótica4 

La no disyunción meiótica se refiere a la falta de separación de los 

cromosomas bivalentes homólogos durante la anafase en meiosis 1, o de las 

cromátidas hermanas durante meiosis 11. De esta manera pueden generarse 

gametos aneuploidies y por lo tanto productos con desba lances cromosómicos. 

Si la no disyunción ocurre en meiosis 1, se pueden generar dos gametos 

disómicos y dos gametos nulisómicos, por otro lado si la no disyunción ocurre 

en meiosis 11 se pueden generar dos gametos normales , un gameto disómico y 

un gameto nulisómico . Después de la fertil ización , un gameto nu lisómico dará 

origen a un producto con monosomía y un gameto disómico a un producto con 

trisom ía 5
·
6 

Otro mecanismo que provoca aneuploidías es el rezago anafásico , por lo 

general , este error se lleva a cabo en las primeras divisiones mitóticas, en el 

cua l uno de los cromosomas se pierde, originando una célula hija con 

monosomia y la otra célula con un complemento cromosómico normal. El 

rezago anafásico también puede "rescatar " un cigoto trisóm ico cuando, debido 

a este error, una de las células hijas recupera el complemento normal. 

En cualquier caso , ya sea no disyu nción o rezago anafásico , si se 

presenta en la mitosis de las células de un organismo, se genera un mosaico , 

que implica la presencia de al menos dos líneas ce lu lares con diferente 

complemento cromosómico 6
. 

2 



1.3 Factores de riesgo de aneuplodia. 

1.3.1 Edad materna. 

El origen más común de las aneuploidias es la no disyunción materna en 

meiosis 1 y el riesgo de no disyunción está relacionado significativamente con la 

edad materna, un incremento leve para madres muy jóvenes y un gran 

incremento a partir de los 35 años 3
·
5

·
6

·
7

. 

Hace más de 70 años atrás, Penrose8 describió una correlación entre la 

trisomia 21 (sindrome de Down) y edad materna avanzada. Actualmente se 

tiene bien establecido que el riesgo de tener descendencia con aneuploide 

aumenta dramáticamente con edad de la mujer: la incidencia de la trisom ia en 

clinicamente embarazos reconocidos es bajo en una mujer de 20 años , 

alrededor del 2%-3%, pero aumenta dramáticamente a aproximadamente 35% 

en una mujer de 40 años 3
. 

Desde entonces, diferentes estudios se han enfocado a analizar la 

anauploidia en ovocitos humanos9 y biopsias de cuerpo polar10
, y en la revis ión 

de la frecuencia de aberraciones cromosómicas en embriones, abortos 

espontáneos , mortinatos y nacidos vivos 3
, en todos los reportes se ha 

confirmado que el riesgo de errores en la segregación cromosómica aumenta 

con la edad materna avanzada. 

Actua lmente existe controversia si lo que determinan los riesgos de no 

disyunción en la ovogénesis son consecuencias propias a la edad materna 

como la edad cronológica del ovario femenino y del ovocito , o debido al 

agotamiento de fol iculos primordiales del ovario y de los ovocitos primarios por 

envejecimiento fi siológico 11
-
13

. Además, se desconoce en qué medida la 
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constitución cromosómica definida por la longitud, distribución de genes y el 

contenido , así como la presencia y el patrón de intercambios en cada 

cromosoma, puede contribuir a la alta susceptibilidad a errores meiótícas en un 

ovocito añoso. 

Por último, existen diferentes hipótesis sobre alteraciones constitutivas y 

alteraciones relacionadas con la edad en la homeostasis hormonal , en ovocitos 

y en folículos , que se sugiere correlacionan con el aumento de errores en la 

segregación normal y secuencial de homólogos y de cromátidas hermanas en 

la meiosis 1 y 11 14 

Parece que varios eventos durante la maduración de los ovocitos 

contribuyen a la predisposición diferencial de los cromosomas individuales en 

los errores de la segregación cromosómica que implican cromosomas enteros 

o de cromátidas hermanas en la meiosis 1 o 11 en el contexto de una "ooplasma 

envejecido". La presencia , la localización y número de intercambios , como 

resultado de los primeros eventos meióticos predisponen a los cromosomas a 

diferentes errores de segregación , dependiendo de la edad 15
. 

El arresto meiótico prolongado afecta posiblemente : a) La cohesión y la 

integridad cromosómica; b) La funcionalidad de componentes ce lulares en el 

ovocito , y en ambiente folicula r. La reserva del pool folicu lar tiene un gran 

efecto sobre la homeostasis hormonal. Dentro del "contexto de envejecimiento" , 

una expresión anormal durante el crecimiento y maduración de ovocitos , por 

ejemplo, de los componentes en los puntos de control del ciclo ce lular y los 

procesos del huso, y el reclutamiento desregulado y/o la degradación de 

mRNAs y prote ínas, en última instancia, pueden actuar conjuntamente pa ra 

predisponer a los ovocitos a errores en la segregación cromosómica 1s 

4 



Por ejemplo si se altera la expresión de proteínas encargadas en la 

alineación y la segregación de los cromosomas en ovocitos de añosos se 

favorece la pérdida de fidelidad de la segregación de cromosomas, 

part icularmente en el con texto de los puntos de contro l y permisivas 

condiciones que imiten la situación en ovocitos de edad 15
. 

1.3.2. Recombinación meiotica 

La recombinación meiótica es crucial tanto en la evolución de los 

genomas como en la segregación cromosómica para garantizar la correcta 

distribución de pares homólogos durante la gametogénesis 16
. 

En la mayoría de los mamíferos, incluyendo los seres humanos, existen 

diferencias importantes en las tasas de la recombinación meiótica y en los 

patrones de distribución entre hombres y mujeres (2 17
]. Entre éstas diferencias 

se ha reportado: a) La distribución de cruces a lo largo del genoma , la cual 

tiende a ser menor en los telómeros en las mujeres en relación con los 

hombres [3 18
] ; b) El tiempo medio de recombincaión en el genoma completo en 

mujeres es de 1,6 veces más que en los hombres (4,5 19
·
20 

] ; y e) El 15% de los 

sitios de recombinación son sexo-especificas en mujeres y en hombres [6 21
]. 

La evidencia indica dimorfismo sexual en la regulación del proceso meiótico (7-

9 3
·
21

·
22

] , incluso se ha observado una alta heterogeneidad en la tasa de 

recombinación dentro del mismo sexo 16
. 

Por otro lado, existe evidencia que la ausencia de recombinación 

durante meiosis 1 entre cromosomas homólogos (meiosis aquiasmática ) o la 

recombinación muy dista l o telomérica predispone a la no disyunción y este tipo 

de recombinaciones pueden suceder de manera azarosa e independiente de la 

5 



edad . La recombinación muy cercana al centrómero , también se asocia a 

envejecimiento23
, favorece la no disyunción tanto en meiosis 1 como en meiosis 

11 , se ha postulado que los quiasmas proximales pueden causar separación 

prematura de cromátidas hermanas, en el contexto de proteínas del complejo 

de cohesión centromérica degradadas por edad 24
. 

Cabe mencionar que no se ha reportado efecto de la edad paterna en la 

recombinación , destacando una las diferencias en los patrones de variación 

entre sexos 16
, seguramente esta asimetría puede ser explicada por las 

diferencias importantes en el momento de inicio, la duración y el resultado de 

los procesos meióti cos entre sexos [7 ,8 3
'
21

) . Muchos estudios han demostrado 

variación significativa entre individuos en las tasas de recombinación en todo el 

genoma, y hay resultados que apuntan a una variación intra-ind ividual de 

recombinación 16
. 

Es importante mencionar que algunos cromosomas presentan una 

asociación signifi cativa con la recombinación y edad avanzada [7,43 3
·
26

) . Por lo 

tan to no todas las trisom ías se ven afectadas por aumento de la edad materna 

por igual y no parece probable que los mismos mecanismos se aplican a todas 

las concepciones aneuploides [44 27
) . Está bien establecido que el número de 

cromosomas en la descendencia que produce anomal ías más frecuentemente 

como avanza la edad materna , pero los mecanismos meióticos implicados 

siguen sin estar claros 16
. 

Se ha documentado que parejas jóvenes con un producto aneuploide, 

tienen un riesgo de recurrencia más elevado que el esperado para un 

fenómeno accidental y el ri esgo se incrementa para la alteración origina l y para 

6 



otras aneuploid ías, lo que sugiere la existencia de otros factores 

independientes de la edad , que incrementan riesgo para no disyunción.6 

1.3.3. Efecto intercromosómico 

Se ha sugerido que en pacientes que presentan rearreglos estructurales 

como translocaciones (intercambio de material cromosómico entre dos 

cromosomas no homólogos), adicionalmente a los efectos directos en la 

segregación de los cromosomas involucrados , se ha observado que puede 

existir un efecto en la segregación meiótica de cromosomas diferentes a los 

involucrados en el rearreg lo y estructuralmente normales. Entre las posibles 

consecuencias se encuentran: la interrupción de la alineación cromosómica en 

el huso meiótico o mitótico y la interferencia en diferentes procesos clave de la 

segregación ; cualquiera que fuera el caso se incrementaría el riesgo de 

producir gametos aneuploides . Este fenómeno se conoce como efecto 

intercromosómico 2s 

1.3.4 Translocaciones crípticas de acrocéntricos (TCA) . 

1.3.4.1 Definición de TCA. 

En el 2003 el grupo de Cockwell 26
, detectó un tipo de rearreglo 

cromosómico estructura l que podría generar aneuploidías: las translocaciones 

crípticas de cromosomas acrocéntricos (TCA), el estudio incluyó 50 parejas con 

aborto recurrente, en donde encontraron sólo una translocación críptica del tipo 

subtelomérica y cinco TCA. Una translocacíón críptica se define como una 

alteración cromosómica no detectable por un cariotipo rutinario con bandas G, 

7 



específicamente las TCA son translocaciones de los brazos cortos y parte del 

centrómero de los cromosomas acrocéntricos 13, 14, 15, 21 y 22 con regiones 

similares de otro cromosoma acrocéntrico pertenecientes a los grupos D y/o 

G26
. Los portadores no pueden ser detectados por citogenéti ca convencional y 

no tienen efectos deletéreos en el fenotipo aún con desbalances de las de 

regiones heterocromáticas o de brazo p. 

1.3.4.2 Asociación de TCA con no disyunción . 

La importancia de estos rearreglos es que pueden no ser inocuos en 

cuanto a la formación de gametos , estos autores sugieren que la presencia de 

TCA puede cond icionar apareamientos anormales en la meiosis y dar lugar a 

no disyunción que genera concepciones aneuploides 26
; no pudieron 

comprobarlo porque no estudiaron cromosómicamente los productos de aborto. 

Por otro lado, Gair et al. reportaron una familia con tris o m ia 21 

recurrente en la que proponían como hipótesis la presencia de una TCA que 

involucra la región 21 q11 , sin embargo no pudieron comprobar el rearreglo 24 

Posteriormente, derivado de un estudio para detección de mosaicismo en 

padres de pacientes con síndrome de Down 27
, Ramos el al. 28 reportaron un 

caso de síndrome de Down cuyo padre era portador de una TCA que 

involucraba a un cromosoma 22 dicéntrico, mediante marcadores moleculares 

se determinó que el cromosoma extra provenía del padre y por primera vez se 

reportó la asociación de éstas alteraciones con la generación de un producto 

aneuploide. 

A este respecto , no existe un estudio diseñado específicamente pa ra 

buscar la asociación entre individuos con TCA y la generación de aneuploid ia, 

8 



la evidencia de la TCA se ha presentado como casos aislados 26
·
27

·
28

·
29 y no 

todos han sido concluyentes. Es de esperar que una translocación a nivel 

pericentromérica, altere la segregación cromosómica , porque se podrían 

producir configuraciones meióticas complejas , que eventualmente podrían 

modificar la frecuencia y distribución de los entrecruzamientos 7
, lo cual , está 

directamente relacionado con la segregación cromosómica. La falta de 

quiasmas está relacionada con no disyunción en meiosis 1, mientras que los 

entrecruzamientos en la región pericentromérica están relacionados con no 

disyunción en meiosis 11 4
• 

30
. 

Como se ha mencionado anteriormente , el principal mecanismo de 

formación de aneuploidías reconocido es la no disyunción y en este trabajo se 

sugiere que la presencia de TCA puede favorecer la disyunción anormal debido 

a un entrecruzamiento anormal de los cromosomas involucrados en la 

translocación , o bien también podrían generarse gametos aneuploides 

involucrando cromosomas ajenos a la translocación por medio de efecto 

intercromosómico. Por lo anteri or, en este trabajo se buscó la presencia de 

TCA en los productos de abortos con aneuploid ía de cromosomas 

acrocéntricos (ACA). 
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11. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL. Determinar si las TCA son un factor etio lógico que da 

lugar a aneuploidias de cromosomas acrocéntricos. 

Objetivos específicos 

- Rea lizar el cariotipo por bandeo GTG de los padres de abortos y de los 

productos con aneuploidias de cromosomas acrocéntricos. 

- Estimar la frecuencia de TCA en abortos causados por aneuploidías de 

cromosomas acrocéntricos . 

10 



111. JUSTIFICACIÓN 

La alta frecuencia de los desbalances cromosómicos es una de las 

causas más importantes de las malformaciones congénitas , además son 

responsables de una gran cantidad de síndromes que en conjunto son más 

frecuentes que todos los trastornos monogénicos mendelianos. 

Las aneuploid ias se identifican en el : 10% de nacidos muertos, 10% de 

muertes neonata les, 3-6% de parejas con infertilidad, cerca del 1% en recién 

nacidos vivos, 2% en las gestaciones de mujeres de 35 años o mayores y 

50% de todos los abortos espontáneos del primer trimestre30 

A pesar de la importancia de las aneuploidias se sabe muy poco sobre 

cómo se originan . Es necesario investigar las causas de este tipo de 

alteraciones , no sólo por la generación de conocimiento nuevo, sino también 

porque la identificación de los factores etiológicos permitirá hacer medicina 

preventiva en este campo. 

IV. Tipo de estud io. Se estudia una cohorte de pacientes, es de tipo 

transversa l, observacional y descriptivo. 

V. Ubicación del estudio 

El trabajo se realizó en el Laboratorio de Citogenética del Instituto Nacional de 

Pediatría y las muestras se obtuvieron en colaboración con el Laboratorio 

Diagen del Hospital ABC. 

11 



MATERIAL Y METODOS 

VI. POBLACIÓN DE ESTUDIO. 

Se incluyeron las muestras de aborto referidas del Laboratorio Diagen (ABC), 

en el peri odo comprendido de enero 2008 hasta junio 2009, que por cariotipo 

presentaron aneuploidia de alguno o más de un cromosoma acrocéntrico. 

Criterios de inclusión .- Se incluyeron en el estud io muestras de abortos con 

aneuplodias de cromosomas acrocéntricos (ACA), identificadas por cariotipo. 

Se incluyeron solo aquellas en las que los padres aceptaron participar en el 

estud io y firmaron carta de consentimiento informado (ver anexo). 

Criterios de exclusión .- Se excluyeron aquellas muestras en las que el 

material biológico no fue suficiente para realizar el análisis de FI SH. 

Consideraciones éticas 

Las parejas que tuvieron abortos con aneuploid ia para los cromosomas 

acrocéntricos se les invitó a participar en el proyecto . Se les planteó el estudio 

y a aquellas que aceptaron co laborar se les solicitó que fi rmaran una carta de 

consentimiento informado y una carta de consentimiento de uso de muestras. 

Ver cartas anexas. 

12 



VIl. METODOLOGÍA 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

Se estudiaron los abortos de muestras de aborto referidas del 

Laboratorio Diagen (ABC), en el periodo comprendido de enero 2008 hasta 

junio 2009. De todos los abortos recibidos en este periodo, 22 cumplieron los 

criterios de inclusión . A cada muestra se les realizó: 

1. Cultivo de cada muestra de tejido de aborto . 

2. Cariotipo en tejido de aborto por bandas G. De cada muestra se 

anal izaron al menos una metafase por colonia y se cubrió un totoal de 20 

metafases. 

3. Ca riotipo por bandas G en linfocitos de sangre periférica de los padres 

de los abortos con aneuploidia de alguno de los cromosomas acrocéntricos. Se 

analizaron 20 metafases con nivel de resolución de 450-500 bandas por set 

haploide. 

3. A las muestras de abortos se les realizó estudio de citogenética 

molecular hibridación in situ con fl uorescencia (FIS H). El FISH se rea lizó con 

sondas para los centrómeros de los cromosomas acrocéntricos (13/21 , 14/22 y 

15). Se analizaron al menos 1 O metafases por muestra , en un microscopio de 

fluorescencia . 

4. El análisis de cada muestra se realizó con la ayuda del software ISIS 

con el cual fue posible la captura de cada fluorocromo utilizado (green, orange, 

aqua) y la integración de cada fluorocromo en la metafase (bandas DAPI 

invertidas) y de esta manera determinar la presencia de una posible TCA. 
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5. Los resultados se consignaron en una tabla con el código de la 

muestra y con el resultado de la fórmu la cromosómica de acuerdo al ISCN 

2009 31
. 
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TÉCNICAS DE LABORATORIO 

1. CULTIVOS CELULARES. 

1.1. Tejido de aborto. 

En condiciones de esterilidad y en una caja Petri , los restos 

embrionarios se seleccionaron y separaron de la decidua (tejido 

exclusivamente materno), posteriormente se enjuagaron con una 

solución salina , y con un bisturí se maceró el tejido de forma que las 

célu las quedaran lo más separadas posibles , se pasó a frascos de 

cu ltivo (falcon), se adicionó medio de cultivo especifico a cada cul tivo 

primario correspondiente, e incubaron durante cinco días a 3rC con 

C02. El crecimiento del cu ltivo se revisó , se cambio el medio de cu ltivo 

a las 24 o 72 horas, se observó el desarrollo celu lar utilizando un 

microscopio invertido, el material se incubó hasta que se observaron de 

8 a 12 colonias grandes con figuras mitóticas (células en división), en 

éste momento el cultivo fue adecuado para subcultiva r. Al subcultivo, se 

le retiró el medio de cultivo de las cajas fal con , se enjuagó con solución 

sa lina, se adicionó 1 mi de solución salina y 1 mi de solución de trabajo 

de tripsina , se confirmó si hubo desprendimiento celu lar y se golpeó 

suavemente la caja falcon cuando fu e necesario , se adicionó 6 mi de 

solución salina y ésta suspensión se pasó a un tubo de centrifuga estéril , 

se centrifugó 1 O m in a 1500 rpm , en condiciones de este rilidad se retiró 

el sobrenadante , se resuspendió con medio de cu ltivo y se sembró en 
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cubeobjetos 22x22 mm estériles (como superficie de adherencia celular 

facilita el levantamiento y lectura) dentro de cajas Petri , a las 24 horas se 

adicionó medio de cultivo, se incubó aproximadamente cinco días a 

37°C con C02 , el material se incubó hasta que se observaron figuras 

mitóticas (células en división), en ese momento el cult ivo fue adecuado 

para la cosecha y se detuvo el proceso de mitosis . 

2. Cosecha de tejido de aborto. 

Se agregó colchicina 0.02mg/ml durante 20 min para detener las células en 

metafase, se retiró el medio y se agregaron cuidadosamente 3ml de 

solución hipotónica de citrato de sodio (0.075N) precalentada a 3r C 

durante 20 min , se prefijaron con siete gotas de solución carnoy (metanol : 

ácido acético 3:1) durante 2 min , en los tres lavados posteriores se retiró 

completamente la solución y se ag regaron 3ml de fijador carnoy (2 min). Se 

retiró todo el fijador, se secaron con ai re y se rotularon los cubreobjetos en 

la pa rte contraria al material . El material obtenido fue distribuido para ser 

procesado de cariotipo por bandas G y de FISH . 

3. Cultivos de sangre periférica . 

Las muestras de sangre periférica de los padres de muestras de abortos 

con aneuploid ias para los cromosomas acrocéntricos se procesaron de la 

siguiente manera. 

Cada muestra fue tomada con una jeringa de 3ml con aguja de 22x32 

estéril con 0.1 mi de heparina de 5,000 u y se sembraron 4 cultivos primarios de 

la siguiente manera : en un tu bo de cen trifuga se sembraron 0.5ml de sangre 
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periférica con 5ml de med io de cultivo McCoy·s, 0.005ml de antibiótico y 0.1 mi 

de fitohemaglutinina pa ra promover la proliferación de linfocitos T. 

Los cultivos se incubaron a 37" C y a las 48 horas se les agregó 0.02ml 

de colchicina (0.1 mg/ml) para detener a las cé lulas en metafase , transcurridas 

tres horas los tubos se centrifugaron a 1500rpm durante 1 Om in , se retiró el 

sobrenadante, se resuspendió y se agregaron 1 Oml de solución hipotón ica (KCI 

0.075M) precalentada a 3r y se incubaron durante 25 min. Se realizó la 

prefijación agregando 1 mi de fijador Carnoy (Metanoi/Ácido acético 3: 1) y se 

centrifugó a 1500rpm durante 1 Om in, se retiró el sobrenadante y se agregó 

fij ador Ca rnoy (8ml aproximadamente). Se hicieron mínimo tres lavados con el 

fijador. 

4. Elaboración de laminill as. Se resuspendió el paquete celu lar en 0.5 - 1.0 

mi de fijador. Se agregaron de dos a tres gotas de fijador carnoy en el centro de 

un portaobjetos previamente limpio y desengrasado, inmediatamente después, 

se agregó una gota del paquete ce lular resupendido. 

a) Para bandas G.- se colocó en una placa aproximadamente a 37 -40°C hasta 

que se seco. 

b) Para FISH:..: La lamin il la se expuso a vapor de agua estéri l por pocos 

segundos para obtener metafases de buena calidad. Se monitorearon al 

microscopio (1 Ox) y se del imitó la zona con mayor densidad de metafases. Las 

lamini llas fueron elaboradas de uno a tres días antes a la hibridación. 
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5. BANDEO. 

Bandas G. En la técnica de bandas G, el patrón de bandeo se obtiene por 

digestión proteolítica de los cromosomas al ser tratados con Tripsina y ser 

teñ idos con Giemsa (bandas GTG) esta técnica se utiliza de rut ina en los 

laboratorios de citogenética para el análisis de los cromosomas; el patrón de 

bandeo se obtiene de acuerdo a la topología propia de cada par cromosómico, 

las regiones ricas en A-T se observan como bandas obscuras , mientras que las 

reg iones ricas en C-G se observan claras al microscopio, el número de bandas 

está relacionado con el nivel de condensación del ADN en el cromosoma, así 

los cromosomas en profase tienen mucho más bandas que los cromosomas en 

metafase. 

El tren de bandeo uti lizado estuvo constituido por solución de tripsina al 

0.02% solución de buffer gürr, colorantes: wrigth y giemsa y agua corriente 

para eliminar el exceso de co lorante. El tiempo de exposición a la tripsina es 

variable dependiendo del tipo de muestra , generalmente es necesa rio de 30seg 

a 1 min y en los co lorantes 1 y 2 min (wright y giemsa). 

5.1 . El análisis los di ferentes cultivos primarios se analizó al menos 

una metafase por colonia para cubrir un total de 20 metafases por 

muestra . 

5.2 . El anális is en linfocitos de sangre peri férica se realizó en al 

menos 20 metafases en cada una de las muestras . 
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6. FISH CON SONDAS CENTROMÉRICA 

Las muestras de abortos fueron procesadas para FI SH: 

6.1 . Pretratamiento 

1 N P 
CENTRO DE INFORM~CIO~! 

y OOCUMENTACION 

Para la maduración de los cubreobjetos, se introdujeron en solución 

salina de citratos (2xSSC) a 3rC durante 30 minutos. Se deshidrataron con 

etanoles graduales de 70, 80 y 100% durante dos minutos en cada solución . 

6.2. Digestión con pepsina y fijación. 

En 20ml de solución de pepsina precalentada a 3rC, se agregó una 

alícuota de 50f.JI de pepsina (Anexo SOLUCIONES). 

Los cubreobje tos se sumergieron en la solución de pepsina y se 

incubaron durante 2-5 minutos dependiendo de la cantidad de ci toplasma de 

cada muestra a 3rC. 

Se rea lizó un lavado en solución sa lina de fosfatos (PBS 1 X) a 

temperatu ra ambiente durante 3mín. Las muestras se monitorearon y si 

presentaban restos de citoplasma se sumergían nuevamente en la solución con 

pepsina al menos dos minutos más. 

Se apl icaron 50 f.JI de solución de postfíjación (forma ldehído/PBS 1 X) a 

cada cubreobjetos en un portaobjetos para faci litar el manejo de las muestras , 

durante 1 O minutos a temperatura ambiente. 

Se retiraron cuidadosamente los cubreobjetos y nuevamente se lavaron 

con PBS 1 x a temperatura ambiente durante 3 minutos. Se deshidrataron con 

etanoles de concentración creciente (70, 80, 1 00%) durante dos minutos en 

cada uno. Posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente durante 5-

10 min. 
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6.3. Codesnaturalización e Hibridación. 

Este procedimiento se realizó en la obscuridad debido a que las sondas 

son directas (fluorocromos conjugados directamente con la sonda). 

Se realizó una mezcla de las sondas centroméricas previamente 

descongeladas y resuspendidas: 1 ul de sonda CEP 13/21 conjugada con 

fluorocromo green (Kreatech), 1 ul de sonda CEP 14/22 conjugada con 

fluorocromo orange (Kreatech) y 0.5ul de sonda CEP 15 conjugada con 

fluorocromo aqua (Vysis), 1 ul de DNA herring y 6.5ul de buffer de hibridación . A 

cada muestra se le aplicaron 1 O 1-JI de mezcla de hibridación, posteriormente se 

co locó en un portaobjetos. 

La codesnaturalización se rea lizó en el Hybrite a 73°C durante 1.5 

minutos, se colocó sellador (cemento iris) en el borde de los cubreobjetos para 

mantener las condiciones adecuadas de hibridación y se incubaron a 3r c en 

cá mara húmeda y obscura durante 24 horas. 

6.4 . Lavados Post Hibridación 

Se retiró el sel lador de los cubreobjetos y se introdujeron en una 

solución de lavado (0.4xSSC/0.3% lgepa l) precalentada en baño maría a 73°C 

durante dos minutos. Posteriormente se introdujeron en una segunda solución 

(2xSSC/0. 1% lgepal) a temperatura ambiente durante 1 m in y se dejaron secar 

en posición vertica l. 
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6.5. Contratinción. 

Se realizó con 1 Üi-JI de DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol ) (0.125mg/ml) 

diluido en medio de montaje para fluorescencia Vectashield (Vector, Labs. lnc.), 

y se co locaron en cubreobjetos . 

6.6. Captura de imágenes. 

Cada muestra se observó al microscopio (Axiolmager Z1 , ZEISS) con el 

filtro para contratinción DAPI , y se tomaron imágenes con los filtros sencillos 

para cada uno de los fluorocromos (DAPI, FITC, Orange, Aqua). Mediante el 

software ISIS se integraron las imágenes de cada fluorocromo y se integraron 

en una sola imagen. Se capturaron al menos 1 O meta fases por muestra y de 

cada metafase se construyó el cariotipo por med io de software ISIS (Zeiss). La 

identificación de las alteraciones se basó en el espectro de hibridación de los 

centrómeros de cada cromosoma. 

6.7. Anál isis celular. 

Las metafases normales (s in TCA) fueron aquellas que presentaron 

cuatro señales verdes (sobre los centrómeros de los cromosomas 13/21 ), 

cuatro señales rojas (sobre los cromosomas 14/22) y dos seña les aqua (sobre 

los cromosmas 15). Las metafases anormales , es decir, las que presentaron 

TCA fueron aquel las que al real izar el cariotipo con el prog rama ISIS 

presenta ron una señal extra de cualquiera de las señales mencionadas sobre 

alguno de los centrómeros de los cromosomas acrocéntricos , debido a que el 

programa permite realizar el análisis por bandeo (bandas inversas DAPI ) y las 
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Código 

muestra 

CT1059 

CT 1023 

CT1079 

CT 968 

CT 1035 

CT1086 

CT1089 

CT1101 

señales de FISH, fue posible confirmar el cromosoma involucrado en la 

translocación. 

VIII. RESULTADOS 

Se anal izaron 22 muestras de abortos de los sigu ientes productos: una 

trisomías 13, dos tri somias 14, seis trisomias 15* cinco tri somias 21*, ocho 

tri somías 22. 

*Un caso fue una tri somía doble, que involucró una trisomía 15 y una 21. 

En la tabla 1 se muestra el resultado del ca riotipo y de FI SH de las 

muestras analizadas , como puede observarse 20 de las 21 muestras 

analizadas por FI SH con sondas centroméricas para los cromosomas 13/21, 

14/22 y 15 se observaron las señales en los centrómeros de los cromosomas 

correspondientes. 

Tabla 1. RES ULTADOS DE FISH DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS 

Cariotipo Resultado de FISH 

47 ,XX,+1 3 ish cep13/21 {D1 3Z1 x3/D21Z1 x2),cep14/22(D14Z 1 x2/D22Z1 x2),cep15(D15Z1 x2) 

47 ,XX ,+14 ish cep13/21 (D1 3Z 1 x2/D21 Z1 x2),cep14/22(D14Z1 x3/D22Z1 x2),cep 15(D1 5Z1 x2) 

47 ,XY ,+14 ish cep13/21 (D1 3Z 1x2/D2 1Z1x2),cep14/22(D14Z 1x3/D22Z1x2),cep15(D15Z1 x2) 

47 ,XX ,+15 ish cep13/21 (D1 3Z 1x2/D21Z1 x2),cep14/22{D14Z1 x2/D22Z1x2),cep15(D1 5Z1 x3) 

47 ,XX,+15 ish cep13/21 (D13Z1x2/D21Z1 x2),cep14/22(D14Z1x2/D22Z1x2),cep15(D15Z1 x3) 

47 ,XX,+15 ish cep13/21 (D1 3Z1 x2/D21 Z1 x2),cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1 x2),cep15( D1 5Z1 x3) 

47,XY,+15 ish cep13/21 (D1 3Z1 x2/D21Z1 x2),cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1 x2),cep15(D1 5Z1 x3) 

47 ,XY ,+1 5 ish cep13/21 (D1 3Z1 x2/D21 Z1 x2),cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1 x2),cep 15(D15Z1 x3) 
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48,XY, +15, + 
CT 1017 ish cep13/21 (D13Z1 x2/D21 Z1 x3) ,cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1 x2) ,cep15(D15Z1 x3) 

21 

CT 949 47 ,XY,+21 ish cep13/21 (D13Z1 x2/D21 Z1 x3),cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1 x2) ,cep15(D15Z1 x2) 

CT 966 47,XX,+2 1 ish cep13/21 (D13Z1 x2/D21 Z1 x3),cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1 x2) ,cep15(D15Z1 x2) 

CT 1539 47 ,XY,+21 ish cep13/21 (D13Z1 x2/D21 Z1 x3),cep14/22(D14Z1x2/D22Z1 x2) ,cep15(D1 5Z1 x2) 

CT109 1 47 ,XY,+2 1 ish cep13/21 (D13Z1 x2/D21 Z1 x3) ,cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1 x2) ,cep15(D15Z1 x2) 

CT 1016 47,XY,+22 ish cep13/2 1 (D1 3Z1x2/D2 1Z1x2),cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1x3) ,cep15(D15Z1x2) 

CT 1039 47 ,XX,+22 ish cep13/21 (D13Z1 x2/D21 Z1 x2) ,cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1 x3) ,cep15(D15Z1 x2) 

CT1063 

CT1 074 

CT1077 

CT1083 

CT1087 

CT1090 

47,XX,+22 ish cep13/21 (D13Z1 x2/D21 Z1 x2) ,cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1 x3) ,cep15(D15Z1 x2) 

47 ,XY,+22 ish cep13/21 (D13Z1 x2/D21 Z1 x2) ,cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1 x3) ,cep15(D15Z1 x2) 

47 ,XY,+22 ish cep13/21 (D13Z1 x2/D2 1Z1x2),cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1x3),cep15(015Z1x2) 

47 ,XY,+22 ish cep13/21 (D1 3Z 1x2/D21Z1 x2),cep14/22(D14Z1x2/D22Z1 x3) ,cep15(D15Z1 x2) 

47 ,XY,+22 ish cep13/21 (D13Z1 x2/D21 Z1 x2) ,cep14/22(D14Z1 x2/D22Z1 x3) ,cep15(D15Z1 x2) 

47 ,XX ,+22 ish dic(13 ;15)cep13/21 (013Z1 x2/D21Z1 x2),cep14/22( D14Z1 x2/D22Z1x3),cep15(D15Z1x2) 

Sólo en una de las muestras ana lizadas se observó una trans locación 

críptica de cromosomas acrocéntricos (figura 1 ), una muestra de aborto con 

trisomía 22, sin embargo la translocación detectada no se relacionó con la 

trisomia del producto , ya que los cromosomas involucrados fueron: 13 y 15, la 

fórmula cromosómica fue : 

4 7 ,XX, +22.ish dic(13; 15)cep13/21 (O 13Z1 x2/D21 Z1 x2),cep 14/22(01 4Z1 x2/ 

D22Z1 x3) , cep15( 01 5Z1 x2). 
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Figura 1.- TCA identificada en la muestra CT1 090, fórmula cromosómica 

4 7,XX, +22 ish dic(13;15)cep1 3/21 (D13Z1 x2/D21 Z1 x2) ,cep 14/22(014Z1 x2/ 

D22Z1 x3) ,cep15 (D15Z1x2). 

En la imagen se señala el cromosoma 13 (verde) con señal del cromosoma 15 

(aqua). 

13 14 15 21 22 
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IX. DISCUSIÓN. 

El estudio citogenético de abortos espontáneos es úti l en el consejo 

genético de las parejas involucradas. Se sabe que hasta el 15% de los 

embarazos clínicamente reconocidos terminan en pérdidas gestacionales, la 

mayoría de los casos durante el primer trimestre. Las causas están 

re lacionadas con anormalidades: genéticas, anatómicas, endocrinológicas e 

inmunológicas. Sin embargo más del 50% de los abortos no se asocian con 

alguna de éstas, considerándose como idiopáticos 1. 

Como se ha mencionado antes , las aneuploid ías son la principal ca usa 

de aborto espontáneo y de anomalías congéni tas en nacidos vivos 1·
2

·
3

, 

Específicamente, la ca usa más frecuente es la trisomía de los crosmosomas 

13, 14, 15, 21 y 22 , las aneuploidias de cromosomas sexuales y las 

poliploidías2
. 

Las trisomías de acrocéntricos representan un grupo de interés 

particular, no sólo por su relación con las pérdidas fetales, sino porque una 

parte de los productos son compatib les con la vida , con consecuencias cl ínicas 

importantes3
. 

Por otro lado, los rearreglos cromosómicos también juegan un papel 

importante en la generación de gametos aneuploides, el intercambio de 

material cromosómico entre dos cromosomas dificultan el proceso meiótico 

produciendo con frecuencia gametos aneuploides . Incluso se ha sugerido que 

in terfieren en la segregación anormal de cromosomas estructu ralmente 

normales, conocido como efecto intercromosómico 2s 

Las TCA se describieron recientemente como alteraciones estructurales 

que pueden estar involucradas directamente en la formación de aneuploidías , 

25 



específicamente por gametos desbalanceados. Es decir el portador de una 

TCA podría generar productos anorma les con ganancia o pérdida de un 

cromosoma involucrado en la translocación 29
. 

Por esta razón en el presente tra bajo se propuso la búsqueda de TCA en 

productos de aborto con aneuplod ias de cromosomas acrocéntricos. Se 

analizaron 22 muestras de tejido de aborto. Todas las muestras inclu idas 

tuvieron un cariotipo con aneuploid ia de cromosomas acrocéntricos , una vez 

confirmado el tipo de alteración se rea lizó FISH con sondas centroméricas pa ra 

los cromosomas acrocéntricos 13/21 , 14/22 y 15. 

De las 22 muestras ana lizadas de abortos sólo en una se detectó TCA, 

una trisomia 22 portador de una translocación , es decir, un dicéntrico: 

dic(13;15). Las 21 muestras restantes no presenta ron TCA y con el FI SH se 

confirmó la aneuploidía reportada por cariotipo . 

Hasta el momento sólo existe un reporte de una TCA que corre laciona 

con el origen de la aneuploidia del producto 29
, sin embargo no se ha realizado 

la búsqueda intencionada de éstas alteraciones estructurales. La TCA 

identificada en nuestro trabajo no coincide con el origen de la aneuploidia , sin 

embargo, es posible que la aneuploidia provenga del portador de la TCA, de ta l 

manera que podría ser consecuencia de un efecto intercromosómico 25 

Por lo mencionado anteriormente, es necesario realizar el FISH para la 

búsqueda de TCA en los padres y correlacionar tanto el origen pa renta l del 

cromosoma extra del producto aneuploide mediante técnicas de biología 

molecular, específicamente con el análisis de microsatél ites STR. 

La confirmación de que el progenitor de donde surge la aneuploidia es 

también el portador de la TCA, daría evidencia de que este tipo de rearreg los 
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no sólo influyen en los cromosomas involucrados en la TCA, sino también en 

otros cromosomas como los otros acrocénctricos. Este tipo de cromosomas 

comparten las secuencias de genes para el RNA ribosomal en la región 

llamada NOR (por sus siglas en inglés Nucleolar Organization Region), la cual 

se encuentra inmediatamente por arriba del centrómero y porta cientos de 

genes de RNAs ribosomales organizados en tandem; estas secuencias son 

idénticas entre ellas y se asocian en las interfases previas a la división celular, 

por lo que es probable que la cercanía física de los cromosomas acrocéntricos 

en el núcleo de la cé lula meiótica que generará gametos, esté re lacionada con 

el mecanismo por el cual se generan las TCA, ya que cualquier tipo de daño 

cromosómico que genere ruptura de doble hebra podría resultar en una 

translocación entre los brazos cortos de los acrocéntricos, lo que puede resultar 

en cromosomas dicéntricos como los que se encuentran en TCA. 

Una vez formada la TCA, el hecho de tener dos regiones centromé ricas 

en un so lo cromosoma, podría resu lta r en un "entang lement" en el momento del 

apareamiento de regiones homólogas en la profase 1 de meiosis y generar 

alteraciones en la segregación de los acrocéntricos , esta alteración del orden 

en el apareamiento podría por mecanismos aún no identificados, influi r no sólo 

en la segregación de los cromosomas involucrados en la translocación , sino 

también en otros acrocéntricos. 

Finalmente, además de determinar la frecuencia de TCA en abortos 

espontáneos es importante determ inar si los padres son portadores de TCA, 

cabe la posibi lidad que los productos no presentaran o heredaran el 
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cromosoma involucrado en la translocación críptica y que los padres siendo 

portadores generen productos anormales y se identifiquen como parejas con 

problemas de fertilidad, o bien con abortos recurrentes. 

Determinar la frecuencia de TCA en productos de abortos es importante 

para corre lacionar la presencia de esta alteración y la posible interacción con la 

formación de aneuploidías, a pesar de que en este trabajo sólo se detectó un 

caso con TCA no podemos establecer la frecuencia de esta al teración y es 

recomendable incrementar el tamaño de muestra , asi como incluir el estudio de 

los padres para obtener mayor info rmación sobre el posible efecto de 

asociación de las TCA con la no disyunción . 

El hacer la búsqueda de TCA en parejas con este tipo de productos, es 

importante para investigar si las TCA"s pueden generar en meiosis, figuras 

meióticas anormales que favorezcan la no disyunción de los cromosomas 

involucrados o de otros cromosomas y por lo tanto generar gametos 

desbalanceados y productos anormales 8 y de ser as í, aunque los padres, 

posibles portadores de TCA, no tendrían consecuencias fenotípicas , su 

descendencia podría tener desbalances cromosómicos, con las consecuencias 

fenotípicas propias de la alteración . 

X. CONCLUSIONES. 

En este trabajo sólo se detectó una TCA en las 22 muestras analizadas , 

no podría mos asociar ésta entidad con la no disyunción, sin embargo es 

importante aumentar la población de estudio para determinar la asociación de 

TCA con la presencia de aneuploid ias de los cromosomas acrocéntricos, asi 
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como realizar la búsqueda de TCA en los padres de las muestras de abortos 

estudiadas y determinar la frecuencia de los portadores de éstos rearreglos 

crípticos en la población con descendencia normal y aneuploide. 
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XII. ANEXO 1 

Carta de consentimiento informado. 

Proyecto: Detección de translocaciones crípticas de los cromosomas 

acrocéntricos en abortos con aneuploidías. 

Está usted invitado a participar en el proyecto de investigación cuyo 

responsable es la Dra . Sara Frias Vázquez. El propósito de la investigación es 

la búsqueda de un tipo de al teraciones cromosómicas llamadas 

"translocaciones crípticas de cromosomas acrocéntricos" o TCA, en abortos 

con alteraciones cromosómicas del tipo ganancia o pérdida de crom osomas. 

Este estud io servi rá para determinar si la presencia de TCA se asocia con las 

alteraciones encontradas en el producto perdido , esta información es 

importante para entender las razones por las cuales se pueden tener abortos 

similares en ustedes en particu lar y en genera l en muchas otras pa rejas. 

Es probable que el único beneficio directo por su participación sea el 

que se pueda recibir un asesoramiento genético sobre el pronósti co 

reproductivo de la pareja, o que el beneficio sea para otros pacientes con el 

mismo prob lema. 

En todo momento se guardará la confidencialidad de la procedencia de 

las muestras, ya que en todos los procedimientos no se manejarán nombres 

sino códigos de pacientes. Todos los resultados obtenidos de este estudio 
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serán absolutamente confidenciales y sólo le serán proporcionados a quien 

usted decida. 

Su participación es completamente voluntaria pueden decidir no 

participar sin que esto repercuta en su relación con el grupo médico ni en la 

atención que se les brinde. No habrá un costo extra por los estudios y 

consultas derivadas de este protocolo de investigación. 

Cualquier duda podrá resolverla con la Médico Tratante, Dra. Patricia 

Grether al teléfono 52722521 , Laboratorio Diagen , Centro Médico ABC o con la 

investigadora responsable Dra . Sara Frias al teléfono 10845533, Instituto 

Nacional de Pediatría. 

Consentimiento: 

He leído este documento, se me han resuelto las dudas que he tenido y acepto 

participar en el estudio y recibo copia de este documento. 

Lugar y fecha: ________________________________ __ 

Nombre y firma del padre: ___________________ _ 

Nombre y firma de la madre: _________________ _ 

Nombre y firma de un testigo: 
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Carta de consentimiento de uso de las muestras de tejido. 

Cada muestra de tejido contiene información genéti ca , esta información puede 

servir para realizar estudios en los cuales se buscará la presencia de 

translocaciones crípticas de cromosomas acrocéntricos en la muestra de tejido 

de su producto abortado. 

Si usted está de acuerdo en que se real icen estos estudios , se guardará 

absoluta confidencialidad y sólo le serán informados los resultados a quien 

usted decida. 

Por favor, circule lo que considere apropiado 

Autorizo 1 No autorizo que se rea licen las pruebas genéticas que me han 

explicado 

Autorizo 1 No autorizo que los resultados de esta prueba se uti licen para 

hacer la prueba a otros familiares. 

Autorizo 1 No autorizo que el DNA de esta muestra sea almacenado y 

usado de manera anónima para investigaciones 

futuras relevantes. 

Solicito La destrucción de las muestras utilizadas al fina lizar 

este estudio 
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Nombre del padre: _________________ _ 

Nombre de la madre: ______________ _ 

Firma: _____________________ _ _ 

Fecha: ______________________ _ 

Médico tratante o Responsable del proyecto 

Nombre y fi rma : _______________ _ 

Lugar y Fecha: 
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XIII. ANEXO 2. 

MATERIAL 

REACTIVOS 

Pepsina (Sigma) 

PBS 1 X G IBCO BRL 

Formaldehído 37% 

Etanol Absoluto (Merck) 

Sonda centromérica 

13/21; 14/22 (Kreatech) 

Sonda centrmérica 15 

(Vysis) 

20XSSC (Vysis) 

lgepal (Sigma) 

Agua destilada 

DA PI 

MATERIAL 

Vasos coplin 

Tubos eppendorf (1.5-

0.5ml) 

Cubreobjetos 

22x22mm2
, 24x50mm2 

Portaobjetos 

Frascos estériles 

Pinzas 

Tubos Falcon 50ml 

Probeta 1 OOml 

Cronómetro 
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EQUIPO 

Microscopio ZEISS 

Hybrite 

Equipo 

Axioscop ZEIS 

Programa ISIS 

Potenciómetro 

Baño termostático 

Parrilla eléctrica 

Centrifuga 

Campana de flujo 

laminar 

Incubadora 



HCI 37% (Merck) 

NaOH (Merck) 

Pipetas Pasteur Vortex 

Micropipetas de 1 O, 100 Refrigerador 

y 1000 ¡JI 

(Metanoi/Ác. Vaso de precipitados Fijador 

Acético) 

Cemento Iris 

Congelador 

Vectashield (Vector) 

Lápiz diamante 

Termómetro 

Puntas para micropipeta 

Gasas 
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XIV. ANEXO 3. 

SOLUCIONES 

FIJADOR CARNOY 

Preparar la can tidad necesaria de Metanoi:Ácido acético en proporción 3:1 

SOLUCIÓN 20XSSC 

Disolver 66g de 20XSSC en 200ml de agua destilada . 

Ajustar pH a 5.3 con HCI 1 N y aforar hasta 250 mi con agua destilada. 

SOLUCIÓN .2XSSC 

360 mi de agua estéril 

40 mi de solución 20XSSC 

Ajustar pH a 7.0 

HCI1N 

Diluir 8ml de HCI 37% en 

92 mi de agua destilada. 

NaOH 1N 

Disolver 4g de Na OH en 

100 mi de agua destilada 
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PEPSINA 

Disolver 50mg de pepsina en 

2.5 mi de agua destilada 

Almacenar en al ícuotas de 50~1 

SERIES DE ETANOL 

1.- Etanol 1 00%:50ml de etanol 100% 

2. - Etanol 80%: 40ml de etanol y 1 O mi de agua destilada 

3. - Etanol 70%: 35m/ de etanol y 1 Oml de agua destilada 

SOLUCIÓN POST FIJACIÓN 

60 ~¡ de forma ldehído 37% en 2ml de PBS 1X 

SOLUCIÓN 0.4XSSC 0.3% IGEPAL 

2mi20XSSC 

0.3ml lgepal 

95ml agua destilada. 

Colocar en vaso de precipitado de 100 mi. Ajustar pH entre 7-7 .5. Aforar 

a 100 mi. Precalentar a 74°C media hora antes de su utilización. 

SOLUCIÓN 2XSSC 0.1 % IGEPAL 

10mi20XSSC 

0.1 mi lgepal 

80 mi de agua destilada . 
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Colocar en vaso de precipitado de 100 mi. Ajustar pH entre 7-7.5. Aforar 

a 100 mi. 

MEDIO DE CULTIVO PARA LINFOCITOS. 

100 mi de medio McCoy's / RPMI 1640 

2 mi de fitohemaglutinina 

1 mi de estreptomicina-penicilina 

1 O mi de suero fetal bovino {1 0%) (Opcional) 

En condiciones de esterilidad preparar el medio de cult ivo y mantenerlo 

en refrigeración . Para cada cultivo, tomar 4.5 o 5 mi de medio y agregar 0.5 mi 

de sangre heparinizada. El medio se puede alicuotar en los tubos de centrifuga 

y congelarl os hasta unas horas de ser utilizados. 

SOLUCIÓN HIPOTÓNICA (0.075 M) 

2.796 gr. KCI. 

500 mi agua destilada . 

En un matraz aforado, colocar el agua y añadir el KCI mezclar hasta 

disolver. Tomar solo lo necesario cada cosecha y mantener a 3rC hasta su 

uso más tarde, se puede alicuotar en frascos de vidrio y almacenar a 

temperatura ambiente hasta unas horas antes de su uso. 

SOLUCIÓN DE COLCHICINA 

Solución de colchicina stock de 1 mg/ml. 

Solución de trabajo de colchicina. Hacer una dilución 1:10 (colchicina 

isotónica ). Tomar 0.1 mi y diluir en 1 mi con solución isotónica . 
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BUFFER SORENSEN 

6.63 gr. KH2P04 

2.56 gr. Na2HP04 

1 000 mi de agua destilada 

Se mezclan todos los reactivos y se mantiene a temperatura ambiente . 

BUFFER GURR 

1000 mi de solución fisiológica. 

1 pastilla de buffer GURR 

Se coloca la pasti lla dentro de la solución fisiológica y se disuelve, ajustar 

a pH 7.2 . 

TRIPSINA 

0.015 gr. de tripsina 

0.01 gr. de EDTA 

50 mi de buffer GURR 

Disolver la tripsina y el EDTA en el buffer GURR, ajustar pH a 7 (con 

bicarbonato de sodio al 7.5%) y mantiener a temperatura ambiente. Utiliza r la 

solución fresca . 

COLORANTE GIEMSA 

Solución stock 

1 gr de giemsa 

66 gr. de glicero l 
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132 mi de metano! 

Calentar el glicerol a 60°C, co locar en un mortero , agregar el co lorante, 

para disolverse, después de un tiempo co locar en una estufa a 60°C durante 30 

minutos, retirar y seguer moviendo hasta disolver completamente (en general 

se mete 2 o 3 veces en la estufa para disolverse bien ) dejar enfriar y añadir 

132 mi de metano! , fina lmente se mantiene en agitación durante 2-3 hrs . 

Conservar a temperatura ambiente en un frasco ámbar. 

Solución de trabajo 

1 O mi de Giemsa (solución stock) 

40 mi de buffer Sorensen 

COLORANTE WRIGHT 

Solución stock 

0.8 gr. de wright 

480 mi de metanol 

Coloca el colorante en un mortero y disolver poco a poco con alícuotas de 

metano! , una vez que esté disuelto, se afora al volumen final y se mantiene en 

ag itación continua (48h), conservar en un frasco ámbar a temperatura 

ambiente. 

Solución de trabajo 

20 mi. de Wright (solución stock) 

30 mi de buffer sorensen. 
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MEDIO DE CULTIVO PARA LÍQUIDO AMNIOTICO Y CULTIVO DE TEJIDOS. 

100 mi de medio AMNIOMAX 

2 mi de fitohemaglutinina 

1 mi de antifun 

Preparar el medio de cultivo en condiciones de esterilidad y mantenerlo 

en refrigeración hasta tomar lo necesario 4.5 o 5 mi de medio para 0.5 mi de 

líquido amniótico, se puede alicuotar en tubos de centrifuga y congelarlos hasta 

unas horas de ser utilizados. 
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