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RESUMEN

La identificacion de anommalidades de los gonosomas annque frecuentemente se dificulta, es importante su
deteccion eficiente para un adecuado tratamiento del paciente, Tomando en cuenta lo arterior, se han
introcucido técnicas que pemmiten el andlisis cromosGmico a nivel molecular como lo es la téorica de
hibridacion in situ fluorescente (FISH). La hipdtesis del presente proyecto es:  las anommalidades tanto
IUMKricas como estructurales de los cromosomas sexuales serdn detectadas en forma mis eficaz y sensible
mediante la técnica citogenética-molecular de FISH en comperacion con las técnicas citogenéticas clisicas de
bandeo G y bandeo C, lo que se reflejaria en un asesoramiento genético mis adecuado para el paciente. Los
objetivos son: 1) Implementar la técnica de FISH para la detection répida y sensible de anomalias numéricas y
estructurales de Jos aromasomas X y 'Y tanio en micleos mierfasicos como en metafases obteridas de pacientes
con diagndstico clinico de ambiguedad sexual 0 de alguna anommalidad en gonosomas.  2) Detectar tarto
anomalidades en cromosomas sexuales que son dificiles de observar mediante las metodologias citogenéticas
clésicas o alteraciones numénicas que se encuentren en muy baja proporcion (mosaico) en la poblacion celular.
3) Comperar la sensibilidad de deteccion de a técnica de FISH con las téenicas citogenéticas clasicas (bandeo G
y bandeo C). Matenial y métodos: Se incluyeron 34 pacientes del Hospital Regional de Especialidades No. 23
del IMSS con diagndstico clinico de: Sindrome Tumer (1=10), Sindrome Klinefelter (= 3), genitales
ambiguos (r=11), amenonea primana (r= 6), disgenesia gonadal (1F3), y oligospenmia (1) referidos al
laboratonio de Citogenética del Centro de Investigacion Biomédica del Noreste (CIBIN) para estudio
citogenético-molecular. De cada paciente se obtuvieron oélulas metafésicas a partir de cultivo de linfocitos de
sangre pexiférica estimulados oon fitohemaghutinina. Para identificar a los cromosomas por su patron de bandas
especifioo, se realizb tincién de bandeo G y C de acuerdo a metodologias habituales de laboratorio. La téenica
de FISH se realiz) tanto a nivel metafase, como en micleos interfisions empleando Las sondas moleculares alfa
satélite especificas para los eromosomas X (DXZ1) y Y(DYZ3) de acverdo a la metodologia propuesta por
Cremery Pinkel. Los resultados de la técnica de FISH  concordaron con aquellos obtenidos mediante bandeo
G y bandeo C. A través de FISH, se logrd observar aneuploidias tanto a nivel interfase como metafase.
Tarmbién, se observaron en 3 pacientes referidos por sospecha de anomalidad gonasomica, alteraciones
estructurales del cromosoma X (dicéntrico, delecion, isocromosoma) en foma de mosaico cuyo origen (casos
dicentricos) se pudo determinar, situacion que 1o se logrd mediante las técnicas clésicas de tincién de bandeo G
y bandeo C. Cabemamnrqmmxbhtemmdeﬂs}iseobumaonmmmﬁmyaqm
{micamente se observd fluorescencia en los cromosomas de interés, y ademés en un menor tiempo a
comparacion con las técricas de bendeo. Tormando encuenta todo o anerior, podemos conchuir que La técnica
de FISH porsu sensibilidad, especificidad, rapidez, yporlava-na)adepodﬂwuﬂlarakaacmtamamvd
interfase como a nivel metafiise | es una herramienta mysy (il para apoyar el diagndstioo clinico y permitir
realizar y obtener mayor infommacion de trabajos de nvestigacion a nivel aromosomico.



IMPORTANCIA

Unhmmmemglﬁlmlmmblmmdesahﬂmbﬁmbamﬁmymlmmndiasgaﬁi%deh
mbladmhnm&ﬁdoaqm@asaﬁcmﬂmhdvﬁmdcw@Bdadmymwdalsym
frecuencia informada ha aumentado progresivamente con el paso del tiempo. Dentro de estas anomalias, las
pertenecientes a los cromosomas sextuales representan aproximeadamente el 14% de los pacientes reféridos a
mﬂohbaa&ﬁopmes&ﬁioamm@rﬁw;dehlﬁnwmnsdemhmtmﬁamdiagﬁﬁiw
oportuno, de cualquier alteracion de los cromosmas X y Y, esto con el fin de evitar a futuro el desarmollo de
problemas tanto fisicos como psicoldgicos, o reducir sus consecuencias, mediante tratamientos hormonales o
quinirgicos, permitiendo al paciente llevar una vida lo més nommal posible (1).

Aunque las téenicas utilizadas en citogendtica clisica permiten la. identificacion de alteraciones
Cromosomicas tanto numericas como estructurales, s requiere del desanrollo de metodologias citogenéticas
moleculzres pera aumentar la sensibilidad en el diagndstico, en un tiempo lo més breve posible, lo que
permitiria una mejor comprension sobre la prognosis, tratariertto fituro de estos pacientes, y sobre las causas
que originan dichos padecimientos.

Siendo consciente de esta problemdtica, se presenta este proyecto oon la finalidad principal de
implementar y establecer en nuestro medio, la técnica de FISH para la deteccion de anomalias cromosdmicas

en paciertes oon ambiguedad sexual.



ANTECEDENTES

A.I GENERALIDADES

Con ¢l progreso de las técenicas de cultivo i vitro, y la obtencion de mejores preparaciones
cromosormicos debido al uso de soluciones hipotbricas y de colchicina, a finales de los 60s inicios de los 70s,
fue posible 1a identificacién y clasificacion de los cromosomas en el umano. Posteriomente, surgen diversas
téenicas ciiogeneticas denomnidas "de bandeo” que tifien regiones cromosomicos especificas. Fiemplo de ello
estan las técnicas de bandeo G (Giemsa), bandeo C (del centrémero), bandeo R (en reversa), y bandeo T (del
telémero) (2,3).

Estas técnicas de citogenética clisica (3) amque pemniten la identificacion de  alteraciones
cromoesdmicas numericas y estructurales, poseen algunas limitaciones, enfre las que podernos mencionar:

1.- Se requiere de que 1as células estén en division y que de ellas, se obtengan cromosomas en el estado de
metafase; un proceso que dificilmente se puede automatizar (4).

2- Para una dptima interpretacion se necesitan Jaminillas que contengan excelente preparaciones oon la
morfologia y tamafio cromosémico adecuado. Lo anterior significa una mversion considerable de tiempo y
trabajo por parte deexpertosendl rca(d).

3.~ La seleocion celular que se hace para los estudios citogenéticos, ocasionatmente puede generar una mala y
ambigua interpretacion de los resultados esperados; ya que las oétulas que proliferan i viro, pueden no ser
representativo de la poblacion original. Esto es especialmente problemético en estudios cromosémicos de
céhulas tumorales (5,6).



4.- Una complicacién adicional es la dificultad para la obtencion de metafases analizables en ciertos tejidos o
cétulas, como por gemplo en médula éeea, y tumores lidos (7-9).

5.~ Reamreglos que invohucran regiones cromostmicas muy pequedias son dificiles de detectar mediante las
técnicas de tincion clasica (10).

6.- Finalmente, estas técrticas no permiten I investigacion & st i la localizacién aromosmica en niicleos
interfisioos (4).

Muchas de estas dificultades han sido parcialmente subsanadas mediante la implementacion en 1969,
de Ia ticnica de hibridacién in sit wtiizando isdtopos radioactivos principalmente Tritio CH) (11-14). EL
fimdamento de esta técnica corsiste en la aplicacion de ADN 0 ARN  especifico, previamente procesado y
marcado con isdtopos radioactivos a una porcion de tejido o frotis oelular que posee como "su ADN o
ARN inmovilizados. Ia identificacion de la secuencia especifica mucleotidica, se detenmina mediante
autoradiografia, por la unién complementaria entre la secuencia marcada radioactivamente y la secuencia
especifica de Ja muestra (15).

Inicialmente, esta técnica se empled para Jocalizar secuencias repetitivas de ARN nibosomal o satclite
(16). Posteriomente a partir de 1981, diversos investigadores perfeocionaron la técnica de hibridacion i i lo
suficiente para permitir la localizacién cromosomal de secuencias del ADN de una sola copia clonados en
plismidos (17-19). De tal forma que ¢l uso de 1a hibridacién i situ junto con la inmunoquimica, mediante ¢l
empleo de anticuerpos policlonales o monoclonales, o con Ia histoquimica, a través del uso de enzimas, oftece
al investigador, una oportunidad de explotar el contenido genético en su sitio de expresion dentro de la oéhula, y
puede proveer evidencia de que si una secuencia genética determinada s transcrita 0 no (14,15).

Dentro de Jos sisternas de deteccion en la hibridacion i sift, €l método isotdpico fixe el primero en ser
empleado con °H como marcador. Actualmente, también se emplea Yodo 125 (1), Azufre 35 (*S), y

Fésforo 32 (2P) (15-19,20); y aunque se sigue wtilizando como método de deteccion de material gendtico, este



sistema presentta diversas desventajas como son: consume mucho tiempo (la deteccion puede tardar semanas a
un mes), carece de alta resolucion topolégica necesaria para realizar una detallada localizacion de secuencias
génicas pequefias (21), ademés de que su uso requiere de un mangjo especial, con un lugar de desecho
adecuado, y tramites de permiso necesarios pera el uso de isbtopos radioactivos,

Tomando en consideracion lo anterior, surgen técnicas de hibridacion in siftu no isotdpicas. En estas
téenicas, se emplean ya sea reacciones asociadas con enzimas como la Fosfatasa alcalina o Peroxidasa de
rabano; o colorantes fluorescentes como son la Rodaming, Isotiocianato de fluoresceina (FITC), 4,6-Diamino-
2-fenilindol (DAPI), 0 Rojo Texas ("Texas Red). Al combinarse a ticnica de hibridacién 1 sifu oon la
deteccidn fluorescente donde secuencias nucleotidicas de ADN especificas tefiidas con colorantes fluorescentes,
se unen complementarizmente a las secuencias mickeotidicas "sustrato”, surge 1o que se denomina Hibridacion

in situ Fluorescente o FISH ("Fluorescent in sifu Hybridization”) (16,22).

A.2 HIBRIDACION in situ FLUORESCENTE (FISH)

Los primeros intentos de la técenica de FISH, empezaron en 1977 con Rudkin y Stollar quienes
desaribieron un nuevo método para la deteccion del gen ARN 5S mediante hibridos ARN-ADN en
preparaciones citolégicas de Drasopfila melanogaster observados mediante el uso del colorante fluorescente
Rodamina (23,24).

Posteriormente a partir de 1980, el desarrollo de esta técnica ha permitido establecer las siguientes

verttajas:

1.- Aumento de la Sensibilidad en la Deteccién Cromosomica.

a) Uso de Haptenos



Baurman y colaboradores en 1980, usando sondas de ARN directamente marcadas en su regidn
terminal 3' con un fluorocromo comercial, desammollaron un método directo de hibridacion i sit. EL ARN que
provenia de diferentes fxentes como son: insectos, tripanosomas, y adenovirus de cultivos de tejido humano, fie
marcado con Rodamina; estos estudios concluyeron que por su rapidez.y el hecho de 1o tener que emplear
radioactividad para el marcaje, facilitaban Ia mtroduccion de la técnica de hibridacion in sity para el diagndstico
citopetologico (23,25)

A pesar de las ventajas observadas, este método de hibridacion directa presentaba algunas limitaciones
en su sensibilidad, especialmente cuando se trataba de una sonda molecular pequefia ya que no habia forma de
poder amplificar su sefial.  Para resolver esto, se emplearon procedimientos mmumocitoquimicos usando
anticoerpos anti-fluorocromo para la amplificacion de dichos sefiales fluorescentes, aumentando asi la
sensibilidad en la deteccion. Desde entonces, varios procedimientos pera la modificacidn de 4cidos mucleicos
mediartte el uso de haptenos quimicos y enzimeticos se han utilizado (23).

La presencia de los haptenos, siendo moléculas pequefias quienes sin inducr una reaccion
nmunolégica, son capaces de reaccionar y unirse a articuerpos especificos (26), poseen como ventaja, el que no
afectan las propiedades de hibridacion de la sonda y se puede lograr el aumento de sensibilidad deseada (23). En
1981, Langer y colaboradores, unieron covalentemente la Biotina (hapteno) a la Uriding, se observ que estos
mucledtidos marcados no solamente eran eficientes substratos para diversas polimerasas del ADN o ARN in
viro, sino que también con ello, se podia amplificar I sefel fluorescente, situecién ideal para trabejos fipo
mmunofluorescencia o para la deteccién y localizacién de secuencias especificas muy pequefias en
cromosomas (27). Dentro de los haptenos, €l més utilizado es La Biofing; aunque cabe mencionar otros tales
como: la Acetilammnoflourene (AAF), Digoxigenina, y modificaciones quimnicas realizadas con mercurio

también se han empleado (16,21,27-31).



En 1986, Pinkel y colaboradores describieron € uso de FISH oon el uso de haptenos, para la
clasificacion de cromosomas y deteccion de alteraciones de los mismos. ADN marcado oo Biotina fue
hibridizado con los cromosomzs bajo estudio y posteniommentte detectado mediante Avidina la qyl estaba unida
a Fluoresceina. Cuando era necesario, también empleaban anticuerpos anti-avidina con Fluoresoeina para
aumentar |a sefial deseada. Se estudiaron cromosomas humanos de lineas celulares hibridas humano-hamster
tanto a nivel de células en interfizse como en metafise usando como sonda ADN gendmico hymano. Como
resultado de su trabajo, pudieron marcar cromosomas especificos, detectar alteraciones (OMosOmicas
estructrales oomo son las translocaciones, y cuantificar el ADN bajo estidio. Asi mismo pudieson comoborar
la espexificidad de dicha metodologia molecular debido a que los cromosomas humanos de 1a linea cchilar
humano-hamster se tifieron de manera uniforme € mtensa tanto en metafases como en interfases cuando se
utilizr como sonda, ADN gendmico humano (32).

b) Hibridacion Competitiva

Imovaciones a la técnica de FISH con € fin de aurnenttar més su sensibilidad se llevaron a cabo en
1987 por Landegent y colaboradores. Un producto conteriendo una alta concentracion de secuencias de ADN
repetitivas y baja concentracion de ADN renaturalizado como Jo es Cot-1 ADN, fue empleado para reducir la
interferencia de la sefial fluorescente deseada por parte de las secuencias repetitivas (tales como Alu y Kpn)
comures en el genoma humano. Se realizd Jo que denominaron wna hibridacion competitiva, ya que
simultineamente al hibridizar, agregaron tanto 1a sonda como el competidor. Obtuvieron buenos resultados ya
que el competidor Cot-1 no interfirid en el proceso de hibridacion entre la sonda y cromosoma, ademdés no se
enmascard la sefial deseada por |a presencia de secuencias repetitivas dentro de Ia sonda (4).

Esta innovacion pemmitié mayor flexibilidad para escoger el tipo de sonda deseada, desde aquellas que
consistian de una copia de ADN sin secuenias repetidas, hasta aquellas con secuencias altamentg repetitivas

como las encontradas en |a heterocromatina o en regiones alfa satélites. Cabe mencionar que tambign al realizar



laTubnidacion insitu competitiva se teducia el riesgo de perdida de material genético evitando tener que eliminar
lass secuencias repetitivas existenttes en la sonda antes de llevarse a cabo Ia hibridacion (21).

En 1988, Pinkel y colaboradores, desamollaron el proceso llamado "Chiromosome Painting’ o pintado
de cromosomes. Ellos informaron que al llevar a cabo la hibridacion competitiva (llamada también como
Supresion Cromosomal i sifu (CISS)) usando bibliotecas enteras especificas para los cromosomas 4 y 21
como sondas, y como competidor ADN gendmico humano, se obtiene una coloracion intensa y especifica de
los cromosomas 4y 21 completos tarto en metafases como en mickeos interfsioos (33).

¢) FISH "multicolor"

Modificaciones recientes de |a técnica FISH en Jos 90', inchuyen lo que se denomina FISH mutlticolor,
en la cual dos 0 mis sondas son smultineamente hibridizados a los aromosomas y subsecuentemente, diversos
regiones cromosdmicas se pueden observar a la vez bajo €l microscopio fluorescente por sus diferentes colores.
Con Jos avances actuales se puede tilizar esta técnica para localizar y ordenar secuencias especificas hasta de
500 pb de ADN derttro del cromosoma (34-36) y se puede obtener una alta resolucion tal que se permite
observar secuencias génicas de menos de 100 kb de distancia entre si (37). Esta téenica se ha aplicado en
conjunito con el uso de un analizador de imégenes para estudios genéticos especializados como son de tumores
sdlidos (38).

d) Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Actualmente, se estin haciendo grandes esfuerzos para obtener un mayor mimero de sondas y de
mejor calidad Como sondas, se han utilizado secuencias especificas clonados en plasmidos, bacteriofigos,
oosmidos, o vectores tipo cromosomas artificiales de levadura (YAC) . Con el uso de la téenica de
microdiseccion cromosomal con subsecuente amplificacion mediante €l uso del PCR del fragmento
aromostmico disectado, se han logrado obtener sondas de alta calidad permitiendo asi una mayor sensibilidad

al llevar a cabo la técnica de FISH (39.40).



Mediante la ticrica de PRINS (PRimed IN Situ labeling”) empleando sondas tipo
oligomcleotidicas, se obtiene una identificacion cromosomica répida, sensible, Smple, y confiable. Para esto,
son utilizados oligonuclectidos especifioos previamente sinfetizados como sondas € iniciadores (“primers™), se
lleva a cabo el acoplamiento de ésta al loci 72 situ a nivel cromosdmico, seguido por uma elongacion de la
cadena nucleotidica mediante la participacion del DNA polimerasa para finalmente a través de la via directa o

indirecta de deteccion de la técnica de FISH, se localioe el sitio cromosomal al cual se le unio dicha sonda (41)

2. Permite el Anilisis Cromosémico Molecular a Nivel Interfase

En 1986, surgi6 lo que el Dr. Cremer y colaboradores denominaron "Citogenética Interfisica”. En su
trabejo, levaron a cabo tanito la hibridacion isotdpica (con *H) como la no-isotdpica (empleando Fosfitasa
dcalina y FITC) utizando como sonda ADN cenfromérico (repetitivo) del aromosoma 18 de 684 pb.
Concluyeron que bajo condiciones adecuadas de rigurosidad durante la hibridacion esta sonda se podia utilizar

pera la localizacién del cromosoma 18 tanto en metafases como en nicleos mterfasicos (42),

3.- Permite el Analisis Cromosomico Molecular en Células Dificiles de Cultivar

No solamente se dediod tiempo al perfeccionamiento de la técriica de FISH, sino que también s
empezd a aplicar esta novedosa técnica en células dificiles de cultivar como son las provenientes de tumores
s6lidos (5,4345) o de médula dsea (46,47) con el fin de detectar alteraciones cromosdmicas, investigar sobre el
cromosoma Filadelfia en pacientes con leucemia, y para el seguimiento de pacientes después de un transplante

de médula dsca.

4.- Es Util en el Diagnéstico Citopatolégico



La técnica de FISH tamibién se ha utiizado pera |a deteccién de virus de inferés clinico-patolégico takes

como el Epstein-Barr (44), y virus del papiloma humano causante principal de cAnoer cervicouterino (48,49).

A.3 FISH ENEL ESTUDIO DE LOS CROMOSOMAS Xy Y

En 1984, GA. Rappold y colaboradores realizaron los primeros estudios sobre 1a identificacion y
topografia de los cromosomas sexuales (X y Y) utilizando la tanica de hibndacion & situ en micleos
mferfasicos (50).

Posteniommente en 1985, J. Bums y colaboradores establecen la gran sensibilidad y rapidez de la
técnica de hibridacion in situ con peroxidasa como sisterna de deteocion para el estudio del cromosoma Y en
diferentes tipos de tejidos (31).

Latéenica de FISH muilticolor también se ha aplicado para el estudio de aneuploidias de cromosomas
hirnanos en esperma, Estudios realizados en 1994 por Bischof'y colaboradores en diversos cromosomas entre
ellos los sexuales de] esperma hurnano, les permitieron conchuir que esta téenica es muy il para determinar la
frecuencia de aneuploidia, basindose en sus resultados, concluyeron que la fiecuencia de alteraciones
cromosomicas numéricas varian entre 1% a 19% (52). En 1995, se llevaron a cabo estudios semejantes
empleando dos o tres colorantes fluoresoentes para la deteccién de diversas sondas centroméricas entre ellas las
corresponcherties a los cromosomas Xy Y concluyendo que, la téenica de FISH permite un répido tamizaje de
anomalias mumericas cromosomicas en células espenmiticas con resultados confiables (53,54). En 1996,
Coignet y colaboradores adaptaron el protocolo de PRINS a espermatozoides humanos madurys empleando
secuencias oligonucleotidicas especificas para diversos cromosomas incluyendo para cromosgyma X como
sondas, con el fin de estudiar Ia nodisjuncion en esperma lumano (55).

En México, recientemente en 1995, Camevale y colaboradores utilizaron con éxito la téxytica de FISH

empleando sondas especificas de la region centromérica de X y Y, pera identificar marcadorey sexuales de



origen. desconocidos en siete pacientes con Sindrome de Tumer y una con ambiguedad sexual (56).
Posteriomente en 199, los mismos autores empleado estas mismas sondss, aplicaron ba técica de FISH a
ceiulas epiteliales de la mucosa oral de pacientes con Sindrome de Tumer y de Klienefelter asi como con
disgenesia gonadal (57)

Laidentificacion de los cromosomsas Xy Y por medio de Ia técnica de FISH, también ha sido de gran
utilidad en estudios relacionados al cincer. Investigadores tales como Dumam y Pino, utilizando una sonda
especifica para los cromosomas X y Y, estudiaron a pacientes sometidos a transplanie de médula ésea, y a
través del FISH, pudieron determinar el porcentaje de éxito del transplante. Ademéas comprobaron, que
empleando la téenica de FISH, se estaba ante una técnica ripida, sensible, que permiite la cuantificacion oelular,

sintener que cultivar médula ésea i vitro para llegar al diagnostioo clinico (8.45).



ORIGINALIDAD

La aplicacion de Ia técnica de Hibridacion in situ Fluorescente (Fluotesoent i situ Hybridization,
"FISH") para estudios biologioos se esta expandiendo ripidamente, esta tecnologia. imovadora ha
revolucionado aspectos importantes en estudios genétioos, citogenétions, diagnéstico prenatal, en tumores,
estudios radiolgicos, y de investigacién bisica (22).

Sin embargo en nuestra region, el presentie proyecto representa el primer interito de implementacion de
esta metodologia molecular para offecer un diagndstioo citogengtioo mes eficiente en pacientes con diagndstico
climioo de ambiguedad sexual.



HIPOTESIS

Las anomalidades tarito ruméricas como estructurales de los cromosomas sexuales, serdn detectadas
en forma més eficaz y sensible mediante la técnica citogenética-molecular de Hibridacion i sifu Fluorescente
(FISH) en comparacion oon las técnicas citogenéticas clésicas de banden G y bandeo C, lo que se reflejard enun

asesoranienio genético més adecuado y preciso para el paciente.



OBJETIVOS

1~ Implementar Ia técnica de Hibridacion in situ Fluorescerte (“Fhuorescent in sifu Hibridization, FISH”) para
hddwd@eﬁdmecbmmﬁasmnﬁimyesumdadebsmmmmsXmemommﬂm
hnaﬁdommmmnﬁaﬁssobmﬁcbsdemjanSmndagmﬁwdﬁwdemﬁgmmopmbh
anomalidad gonosdmica.

2- Deteccion de anomalidades estructurales en cromosomas X 'Y que son dificiles de detectar mediante Jas
mﬁodologimchogaﬁﬁmdéﬁmodtﬂadmsmmﬁkmqmmauﬂmmmnwbajamdm

(mosaico) en la poblacién cehular.

3~ Comparer la sensibilidad de deteccion de la téenica de FISH con las tcnicas citogenéticas clasicas de

bandeo G yC.



MATERIAL Y METODOS (FIGURA 1 Y ANEXO 3)

B.1 POBLACION ESTUDIADA

En el presente estudio, se incluyeron muestras de sangre periférica provenientes de pacientes con
diversas alteraciones en Jos gonosomas asi como de indivichuos sanos las cuales fixeron divididos en 2 grupos:

1.- Control Positivo: ungrupo de 5 individuos (3 mujeres y 2 hombres sanos) auyo cariotipo no
revelé ninguna alteracion numérica o estructural con respecto a sus cromosomas X oY, fieron utilizados como
cortrol "positiv" para verificar I actividad y especificidad de las sondas moleculzres,

2.- Pacientes: fueron incluidos 34 pacientes provenientes del Hospital Regional de Especialidades
nimero 23 del Instituto Mexicano del Seguro Social (LM.S.S.), referidos a nuestro laboratorio para estudio
citogenético-molecular por presentar diagndstico clittico de ambiguedad sexual o de alguna anomalidad en los
ellos: genitales ambtguos (r=11), Sindrome de Tumer (=10), Sindrome de Kleinfelter (r=3), amenorrea
primaria (i7=6), disgenesia gonadal (e=3), y oligospermia (re=1).

Control Interno: tmicamente al inicio de la implementacion de 1a técnica de FISH, al azar a tres
muestras de los pacientes fijadas sobre portaobjetos, ademés de agregarles la(s) sonda(s) de interés, se les agreg6

la sonda alfa satélite para cromosoma 8 (D8Z 1 Joomo testigo del proceso de la hibridacion,

B.2 TECNICAS DE LABORATORIO
De cada uno de los pacientes y controles sanos inchuidos en este estudio, se obtuvieron Soc de sangre

periférica(ver figura 1), para llevara cabo los estudios de bandeo G, y bandeo C, ademas de FISH. 2 a3 gotas



Figura 1

DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCEDIMIENTO A SEGUIR
AL RECIBIR MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA

Muestra de Sangre
Periférica

Paciente Padenis

Control (+) Caonird ()

Control (-) Cortrol (-)

Cultivo Celular
siembra con & medio de McCoy)|
Cosecha y obtencién
de metafases
FISH a nivel interfase
-deshidratacion
-hibwidacién
~deteccion Fijacion sobre laminillas
Técnicas de coloracion FISH a nivel metafase
-Bandeo G -hibridacion
-Bandeo C -getecciin
v I v
Observacion bajo Observacion bajo Observacion bajo
microsoopio de epiluorescencia microscopio corvendional de ez microscopio de epifiuorescencia
+ Y A 4
fotografiar fobografiar fotografiar




de sangre se utilizaron para preparar frotis sanguineos sobre portaobietos limpios y desengrasados, conel fin de
llevar a cabo FISH a nivel inferfase. La sangre perifética restante, se empled para microcultivos de linfocitos
para la obtencion de metafises y poder realizar las técnicas de tincion de bandeo G y bandeo C y FISH a nivel
metafase.

Los métodos para la obtencion de cromosomas, y las téenicas de tincion para el estudio citogenético

(bendeo G, bendeo C) y molecular (FISH), se describen a continuacion.

Obtencidn de Metafases a partir de Cultivos de Linfocitos de Sangre Periférica, y Técnicas de

Tincion Bandeo Gy Bandea C.

Se obtuvieron preparaciones cromosdmicas a partir de microcultivos de sangre periférica de acuerdo
téenicas convencionales de Moorhead y oolaboradores (3) adaptado en el laboratorio de citogenética del Centro
de Investigacion Biomédica del Noreste (CIBIN) del IM.S.S.. De los 5 portaobjetos con metafases fijadas con
sohcion de Camoy, 3 fueron empleadas para las téenicas clésicas citogensticas y los demds para I técnica de
FISH.

a) Microcultivo de Linfocitos

Equipo

- incubadora de CO,

- baiio de agua con tapa, para temperauras de 36 °C

- campena de fhujo laminar o drea estéril para el auttivo de células
- centrifuga clinica

- refrigerador +4°C



-congelador—4°C
- microscopio de z convencional y de contraste de fase

Material

- frascos de cultivo de vidrio con capacidad de 10 ml

- pipetas de vidriode 1, 5y 10 ml, pipetas Pasteur

- jeringas y agujas desechables estériles de S ml

- mechero bunsen

-medio McCoy 5A-Modificado

- suero fetal de termera descomplementado (60 °C/ 30°)

- Fitohematoglutinna

- solucion de antibiotico (Streptomicina-Peniciling) (10 mg/ml)
-KC1(0.58%)

- Colchicma (10 plml)

- Sohucidn de Camoy (Acido Acético glacial:Metanol, 3:1)

- suero fisiologico

Procedimiento

1- En campo estéril, agregar al frasco de cultivo esténil Jo siguiente empleando material previamente
esterilizado: 4 ml medio McCoy SA-modificado, 1 ml suero fetal descomplementado, 03 ml
Fitohematoglutinina, antibiético 2-3 gotas, y 2 gotas de heparina empleando jeringa con aguja desechable

”



2.~ Inocular 0.6 ml de sangre periférica al frasco estéil con medio McCoy Y demés componentes. Mezclar sin
crear burbagias de aire, e incubar a 37 °C en cimara con OO, por 76 hrs.
3.- Agregar 0.3 ml de colchicina a los cultivos con el fin de inhibir la foomacion de huso acromético y bloquear
la division celular en metafizse, ¢ incubar de muevo a 37 °C por 40 minutos.
4 Transferir los cultivos  tubos ednicos y centrifiigar a 2000 rpm por 10 minutos. Eliminar sobrenadarte.
5-  Agregar Sml de KCl 0.58%, resuspender el paguete celular e incubar en bafio de agva a 36 °C por 60
minutos. Esto es conel fin de hinchar las oéhulas para facilitar la observacion de los cromosomas.
6- Agregar 0.5 ml de sohicion de Camoy y mezclar perfectamente. Certirifugar a 2000 rpm por 10 mirnutos
y eliminar el sobrenadante.
7~ Agregar 5ml de sohucién de Camoy y mezclar con ayuda de pipeta pasteur lirgso.
Centrifugara 2000 rpm por 10 minutos, y eliminar sobrenadante.
8- Repetir lo anterior 2 veces (paso 7) empleando 4 ml de solucion de Camoy. Al finalizer la Gltima lavada,
agregar aproximadamente (segiin tamaio del boton) 0.2 ml de solucién de Camoy fresco.
9-  Gotear (1-2 gotas) la muestra sobre un portaobjeto limpio y desengrasado, dejar secar inclinado a
temperatura ambiente, y observar bejo microscopio de contraste de fase. Guardar dentro de cajas limpias y
OSCuras a temperatura ambierte y dejar “envejecer” dichas laminillas por 15 dias antes de tefiirse segin
procedimiento de 1a técnica de bandeo G o bandeo C.

Para identificar a Jos cromosomas por su patron de bendas especificos, se realizd 1a técnica de bandeo
G y C de acverdo a metodologias habituales de laboratorio ajustindose 2 condiciones del laboratorio de
citogenética del CIBIN (3). Anomalidades observados bajo microscopio de hez convencional, fueron

idertificados siguiendo el criterio de clasificacion cromosdmica previamente establecido (58).

b) Técnica de Tincidn de Bandeo G



Material y Equipo

- cajas para laminillas de vidrio, 10.0x11.5x7.5 cm
- frasoos de vidrio Coplan con 40 ml de capacidad

- bafio de agua 36 C

- microscopio de huz convencional 16X, 40X, 100X
- tripsina liofilizada

- suero fisiolégico

- sotucién amortiguadora de fosatos pH 6.8

- colorante de Giemsa o Wright

-aguadestlada

Procedimiento

1-  Dgar envejecer las lamimillas por 15 dias guardandolas a temperatura ambierte, en cajas para
laminillas oscuras con tapa, sin exponerias al polvo.

2-  Introdudir las laminillas a una solucidn de trpsina al 0.025% a 36 °C por 1-2 mirutos, controlando la
actividad de a tripsina bajo €l microscopio.

3- Lavar usando suero fisiologico a 36 °C, agitando por unos segundos.

4-  Teiiir oon Giemsa o Wright en amortiguador de fosfatos pH 6.8 durante aproximadamente 5 minutos
controlando bajo microscopio de vz convencional.

5- Lavar con agua destilada y secar al aire,

c/ Técnica de Tincion Bandeo C



Material y Equipo

- cajas para laminillas de vidrio de 10.0x11.5x7.5 am
- frasoos de vidrio Coplan con 40 ml de capacidad

- baiio de agua 60 °C

- microscopio de luz convencional 16X, 40X, 100X

-HA

Procedimiento

l- Envejecer las laminillas previamente goteadas con muestra dejandolas dentro de cajas oscuras con
tapa a temperatura ambiente por 1-2 semanas.,

2- Introducr las laminillas en una solucién de HC1 02N por 1 hora a temperatura ambiertte.

3- Enjuagar con agua desionizada y dejar secar a temperatura ambiente.

4- Introducirlas dentro de cajas de vidrio para laminillas con Ba(OH), al 5% por 40 minutos a
temperatura ambiente.

5- Enjuagar en a) H;O desionizada, b) Etanol 70%, y ¢) Etanol absoluto todo a temperatura ambiente.

6- Introdhcir las laminillas a una solucién de 2X SSC a 60 °C por 1 hora. Al terminar, apagar el bafio de
agua y dejar ahf la caja de vidrio con las laminillas para que gradualmente baje la temperatira. hasta llegar a
temperatura ambiente. Al dia siguiente se sacan los portaobjetos.

7~ Enjuagar las laminillas con H,O desionizada a temperatura ambientte. Dejar secar



8- Tefiir empleando colorante de Wright o Giemsa con solucion amortiguadora de fosfatos, controlando

bajo microscopio de iz convencional

d)  Hibridacién In situ Fiuorescente (FISH)

Equipo

- bafios de agua con tapa para temperaturas de 36 °C, 43 °C, 72°C

- microcentrifisga para tubos eppendorf de 0.5mly 1.5ml

- certinifiiga para tubo odnico

- vortex

-ocongeladora-20°C

- refrigeradora+4 °C

- micropipetas de hasta 20 pl, 200 pl y 1000 pl de capacidad

-incubadorade 37°C

- balanza analitica

- microscopio epifiourescertte 10X, 40X, 62X, 100X y con cimara fotografica integrada
- filtros para. microscopio epiffuorescents para DAPI v tripke banda (DAPIFITC/Rojo Texas)rango de
excitacion de 400-570rm).

- microscopio de contraste de fse con 10X, y 40X

Material

En los tres pasos bésioos de esta técrica se wtilizzron los siguientes reactivos (ver también anexo 1):



-20X SSC, 2X SSC, 0.1X SSC

- sohuciones de 70%5, 80%, 90%, 95%, y 100% de etanol

- sohucién desnaturalizadora

- solucion para la hibridacion

- sondas: cromosoma X alfa satélite (DXZ1), cromosoma Y alfa satdlite (DYZ3), y cromosoma 8 alfa satslite
(D8Z1) como control (ONCOR Inc).

-solucin PBD

~colotantes fhuorescentes Rodamina, Isotiociznato de fluoresoeina (FITC) unidos a los anticuerpos Anti-
deoxigenina y Avidina respectivamerte (ONCOR Jnc.)

-4,6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) (ONCOR, Inc.)

- solucion estabilizadora "anti-fade" (Sigma, Inc.)

- sohucién amortiguadora de fostitos (PBS).

ademds:

- guantes de polietileno estériles

-eppendorf de polietileno claras y oscuras de 1.5l y 0.5p] estériles

- pipetas de vidrio de 1, 5, y 10 ml; probetas de 50, 100, 1000 ml; vasos de precipitado; purtillas de polietileno
esterilizados,

- portachjetos de 25 x 75 mm mevos, limpios y desengrasados; cubreobjetos de 22 x 22 mmy de 22 x 40 mm
de vidrio nuevos y limpios, cubreobietos de polietileno de 25 x 65 mm.

- frascos de vidrio tipo Coplin 40 ml de capacidad



- cajas para laminillas de vidno de 100x 11.5x 75 am

- cajas de plastico oscuras para almacenar laminillas

- cajade pléstico con tapa de 9.5 19.5 X 50 cm que servird como cémara himeda pera incubacién
- hielo

- pinzas de punita plana para filtros

- pegamento tipo “cola de caballo”

- aplicadores de madera

- pelicula fotogrifica a color de 1600 ASA

Procedimiento

FISH a Nivel Metafase

En este proyecto, se Tlevd a cabo 1a téanica de FISH baséndonos en la descrita por Pinkel (33), Cremer
(39),y ONCOR, Inc. (59).

Antes de iniciar los pasos bésicos de esta técnica, se observaron las laminillas bajo microsoopio de
contraste de fases con el fin de localizar metafases asi como detectar Ia presencia de citoplasma. Idealmente, las

- deshidratacién

Para realizar el primer paso de la téenica de FISH que oonsiste en la deshidratacién de las muestras
fijadas sobre portaobjetos limpios y desgrasados, primero se sometieron dichas laminillas a una sotucion de 40
ml de 2X SSC, dentro de un frasco Coplin a bafio maria, 37 °C (temperaiura dentro del frasco) por 30 mimitos.
Posteriommente, se kes introdujeron a soluciones de 70%, 80%, y 95% de etanol a temperatura ambiente por 2

minutos cada una (40 ml de cada solucion en frascos Coplin). Por tiltimo, se dejaban secar las laminillas a



temperatura ambiente lejos de corientes de aire con e fin de no alterar 1a morfologia cromosomica. Sino se
podia contimuar a los siguientes pasos, se guardaban dentro de cajas para laminillas oscuras para protejerias del
polvo, por no miés de dos semanas.  Si al termino de este tiempo no se podian procesar, se guardaba 1a caja
oscura con Las laminillas a—20°C por no mas de unmes.

-desnaturalizacién

Realizado lo anterior, las laminillas se colocaron en 40 ml de sohucién desnanalizadora a 70 °C
dentro de  un frasoo Coplin limpio, no estéril, por 2 minutos. La temperatura se media dentro del frasco
independientemente de la temperatura extema. Para evitar nuptura del frasco, éste se introduicia primero a un
barfio de agua a 40 °C por aproximadamente 10 mimtos antes de pasario al bafio de 70 °C. Si habia citoplasma
en las laminillas, se alargaba el tiempo de incubacion por 15 segundos miés.

Hay que destacar que por cada laminilla puesta en la solucion de desnatiralizacion, se le aumentaba 1
°C tomando en cuenta que 1a presencia de cada portaobjeto, dismimuia un grado centigrado a la sohucion
afectando la calidad de desnaturalizacion de lamuestra. Se colocaban no més de 4 lamimillas por cada frasco de
Coplin. En este paso no solo era antico la temperatura, sino también e tiempo en que se exponia lamuestraa la
solucién desnauralizadora. Tiempo de mis, 0 amiba de ka temperatura ideal para desnaturalizar, se comria riesgo
de que la muestra perdiera su morfologia cromosomica y no se lograra observar claramente la sefial
fluorescente.

Inmediatamente: después de la desnatralizacion del ADN, los portacbjetos son puestos en beias
sucesivos de 70%%, 80%, 90%, v 100% de etanol frio, 2 mimitos en cada uno y se secaban con aire a
temperatura ambiente,

Por otro lado, se prepard la sonda con su solucién de hibridacién. Para ello, a 1ul de sonda especifica

(DXZ1, DYZ3, 0 D8Z1), s le agreg6 10ul de solucién de hibridacion. Se asegurd que la mezcla estuviese



perfectamerte homogenizado sometiendo al twbo eppendorf con sonda y solucidn de hibridacion, a
centrifugacién (8000 rpm, aprox. 10 segundos), agitacion con vaxtex, y de meva cuenta centrifugacion. Se
colocd el tubo eppendorf con la mezcla, enn bafio de aguaa 70 °C por S minutos con el fin de desnaturalizar la
sonda, manteniendose en hielo hasta su uso.

- hibridacion

Al ADN desnaturalizado de la muestra fijada sobre la laminilla seca, se Je agrego lamezcla de sonday
solucion de hibridacion, para luego oolocar un cubreobjeto de vidnio de 22x22 mm, procurando evitar la
formacion de burbujas de aire debajo del cubreobjeto, y sellar con pegamento. Esto tiltimo se lograba aplicando
una capa generosa del pegamento por las orillas extemas del cubreobjeto.  Seco el pegamento, s colocaban las
laminillas dentro de a c4meara himexa, se tapaba, y se introducian en incubadora a 37 °C por 1-12 horas.

-deteccion

Después del periodo de incubacion, con cuidado, se levarttaba el pegamentto de las orillas utilizando las
pinzas para filtros con punta plana. Para eliminar el exceso de sonda, las laminillas con sus cubreobjetos, se
introducizn dentro de una serie de soluciones de 2X, y .1X de SSC, y finalmente 1X PBD (40 ml de cada
solucion en frascos coplin limpios) por 2 minutos en cada sohucién a temperatura intema de 37 °C.

Cabe mencionar que no se quitaba el cubreobjeto con las pinzzs para evitar maltratar la muestra, y que
de aqui en adelante, Ja muestra siempre s mantenia liimeda con el fin de evitar que particulas de polvo se
pegaran a su superficie dificultando la inferpretacion de los resultados.

Realizado lo anterior, e les agregd 10 pl de los colorantes Rodamina y FITC, se cubri6 con
cubreobjeto de pléstico, y se colocaron sobre soportes para introducirlos a bafio de agua a43 °C. Esto fise conel
fin de que las laminillas estuvieran tiffiendose en obscuridad y en medio hiimedo, con temperatura debajo del

cubreobjeto de plistico de 37 °C. Al termino de 30 minutos se eliming el exceso del colorante, introduciendo



las laminillas dos veces a solucién de 1X PBD (40 ml en frasco Coplin limpio, no estéril) a temperatura
ambiente por 2 minwdos cada uno. Finalmente se agrego 10u del oolorante fluorescente DAPI como coniraste,
eliminando el exceso con gasas limpias, y se colocaron en cajas oscuras para laminillas por un minimo de 5
minutos antes de observarse bajo microscopio epiffucrescente con filtro de triple banda (DAPIFITC/Rojo
Texas).

En cada individuo, se analizaron 300 offulas interfiisicas tomando en cuenta el criterio establecido por
Kuo, Hopman (60), y 10-50 metafases basindose en e aiterio establecido por la asociacion de tecndlogos
citogenéticos (Association of Cytogenetic Technologists (ACT))61). Células representativas fueron
fotografiados utilizando pelicula eketachrome ASA 1600, con 20-30 segundos de exposicion (59). Para

niicleos interfisicos se determind el porcentaje de frecuencia de aparicion de las sefiales fluorescentes.

FISH a Nivel Interfase

Para prober la técnica de FISH en interfase, primeramente se procedic a realizar un frotis de sangre
sobre la laminilla con ayuda de un segundo portachieto colocado sobre la pota de sangre del paciente o confrol
Por capilaridad, la gota se esparcia a lo largo del portaobjeto al momento de detenerse, con movimiento répido,
s¢ desliz) el segundo portaobjeto oan €l fin de extender perfectamente la muestra de sangre sobre el prmer
portaohjeto. Hecho lo anterior, se dejo secar a temperatira ambiertte la laminilla alejada de comientes de aire
por 10 mimttos. Posterionmente se infrodujo esta a a 40 ml de solucion de Camoy (acido acético glacial:
metanol, 1:3) incubdndose por 15 minutos a temperatura ambiente con el fin de eliminar los eritrocitos dejando
s0lo los leucocitos; y de muevo, se dejo secar la laminilla a temperatira ambiente alejada de comientes de are.
Se procedié a llevar a cabo la proeba de FISH por medio de desnaturalizacion simultinea réipida; en ella,

despus de secarse perfectamente |a muestra, se procedio a introducir la laminillas en soluciones de 70, 90 y
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Luego, se le agregd 10 ul de la solucitn de hibridacion previamente mezclada con 1 il de a sonda de interés.
Hecho lo anteniar, se colocd un cubreobjeto limpio de 22 x22 mm evitando la formacion de urbugas, y se
sellaba con pegamentio gomoso, dejando secar a termperatira ambiente sin commientes de aire, para lograr un sello
adecuado alrededor del cubreobjeto. Terminado lo anterior, se procedia a introchucir répidamente Ia laminillaa
un homoa 90 °C por 1 minuto 30 segundos. Finalmente éste se transferia a Ia cémara himeda y se incubaba a
37°C por minimo una hora (maximo toda la noche). Se continuaba La téenica de FISH siguiendo los mismos
pasos previamente  descritos para la eliminacion del exceso de sonda asi como la deteccién de la sefial
fluorescente.

B.3  ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz la prueba de cocficiencia de varianza, para determinar el miimero minimo confiable de
micleos mtesfisicos a observar. Asi mismo, se apliod la prueba no paramétrica de Mc Nemar (p<0.05) para
poder comparar resultados de Ia técnica de bandeo G y FISH. En los casos donde se utilizaron las tres téenicas
citogenéticas de diagndstico (bandeo G, bandeo C, y FISH ), los resultados se compararon a traves de la prueba
estadistica no paramétrica de Cochran empleando las tablas de Tate y Brown (p<0.05X62). Se emple6 el

programa SPSS para computadora como apoyo para realizar las pruebas estadisticas (63).



RESULTADOS

De los 34 pacientes provenientes del Hospital Regional de Especialidades mimero 23 del IMS.S,, 7
de ellos presenttaron alguna alteracion ya sea numerica o estructural del cromosoma X, y a 12 pacientes més, se
les determind su sexo cromosomico.

A Nivel Metafase: Andlisis Cromosémico con Bandeo G, Bandeo C, y Mediante la

Técnica de FISH

A 11 pacientes con ambiguedad sexual, se les realizd la tincion diferencial de bandeo G y FISH, y se
observd que ambas téeriicas conoordaron con respecto a los resultados obtenidos, En la tabla 1 (ver anexo 1),
puede observarse que S de ellos eran del sexo femenino y los restantes masculinos, Se detectd una sefial
fluorescente en la region centromérica del cromosoma X al aplicarle a la muestra la sonda DXZ 1, ¢ igualmente
se observ una sefial fluorescente en la region cenfromiérica del @omosoma Y al agregar la sonda DYZ3; pera
ambos casos, se observo la presencia de dichos cromosomas al llevar acabo la téenicade bandeo G,

Cabe mencionar que aunque los resultados para ambas tcnicas fueron los mismos, el tiempo
dedicado para la deteccion de Jas sondas flucrescentes fue més répido mediante Ia técnica de FISH; ademss, la
localizacién de los cromosomas sexuales a través de esta técrica, fue muy precisa.

Los 23 pacientes restantes oon cuadro clinico de sospecha de anommalidad gonostmica, se les realizd
las técnicas de bandeo G, en algunos casos, cuando ena requerido, 1a de bandeo C, ademés de FISH. De estos
23 pacientes, 7 presentaron alteraciones tanto numéicas o estructurales refacionados oon e cromosoma X (ver

tabla 2, del anexo 1).



Se detectaron 2 pacienttes que presentaban tnicamentte alteraciones rmuméricas como son el paciente
con cuadro clinico de probable Sindrome de Klinefelter, al cual al realizar Ia técrica de FISH, se observd la
presencia de 4 cromosomas X y un aromosoma Y. Resultado tamibién defectado con la técnica de bandeo G
por lo tanto, presentaba el Sindrome 49, XXXXY. Asi mismo, otra paciente con probable Sindrome de Tumer
se le confirm dicho sindrome al observar una sefial fluotescente en la region centromérica de un cromosoma
X, sin la presencia del aomosoma Y. Este resultado también se observd al llevarse a cabo la técrica de bandeo
G.

Las restantes 5 pacientes del sexo femenino, presertaben tarto aneuploidias como alteraciones
estructurales en el cromosoma X, Cuatro de ellas presentaban mosaicismo con frecuencias diversas, inclusive
en una de ellas, mediante 1a técrica de FISH se logrd detectar una tercera linea oelular en mury baja frecuencia
(3.7%) la que no fue posible detectaria mediante las téenicas citogenéticas clésicas, 1 formula. cromosd mica de
esie paciente fie: (45, X[37Y46,X dic(Xg){15Y47 X dic(Xq)dic(Xq)2]. ish Xomn (DXZ1 + DXZ1 ++x2)
Para aquellas pacientes que se les lievd a cabo tanto ka tincion de bardeo G como 12 de bandeo C por sospecha
de presentar un segundo cenromero, se logrd visualizarse, pero no fue posible establecer el origen del segindo
centromero. Al llevar a cabo FISH para estas pacientes con aromosoma X dicénifico, no solamente se pudo
confirmar la presencia de mosaisismo en la poblacion celular, y la presencia del OMmosoma X dicéntrico, sino
también se logrd determinar que el origen del segundo cenfromero provenia de 0 cromosoma X; ya que, al
agregar la sonda DXZ1, se observaron dos sefiales fluorescentes en un mismo aro™soma X. Eiemplo de ello,
s la paciente previamente mencionada, asi como la que presentaba probable Sindr™e de Turmer con cariotipo
de 45 X[29)46 X dic(Xq){6). ish Xoen (DXZI ++, y la que presentaba amen® primaria con cariofipo
46,XX[15)46.X dic(Xq){11]. ish Xoen (DXZ1 ++) (veranexo 2).



En las pacientes con amenoirea primaria con cariotipo 46,X,i(Xq). ishXoen (DXZ1 x1) y disgenesia
gonadal con cariotipo 46,XX]19)/46,X del(X)qter—q23:)11]. ish Xcen (DXZ1 +), ambas con alteraciones
estructurales en cromosoma X, al llevar a cabo la técnica de FISH se pudo confirmar que en la alteracién
estructural no estaba involucrado matenial alfa satélite del centrdmero ya que se observd tmicamente una sefial

fluorescente en 1a regidn centromeérica del cromosoma X

A Nivel Interfase: FISH

Con respecto a los resultados observados a nivel de micleos interfiisicos obtenidos al realizar a técnica
de FISH en frotis sanguineo, y aquellos observados en micleos interfisicos obtenidos a pertir de microcultivos
de linfocitos, para ambos casos, los resultados fieron semejantes. Al comparar los resultados obtenidos con la
técnica de FISH  a nivel metafase y a nivel de niicleos interfiisicos (ver tablas 3 y 4, anexo 1), los sefiales
fluorescerttes observados en mayor frecuencia dentro de los miicleos inferfisicos, comeidia oon la presencia del
COMOsoma en cuestion en las lamintllas con metafises. En este estudio, se consideraron solo aquellos mickeos
en los que las sefiales fluorescentes estaban bien definidas y separadas una de Ia otra, se exchuyeron aquellos
nicleos dafiadas, doblados 0 sobrepuestos, micleos con residuos celulares o con grupos de bacterias y aquellos
con contomos no bien definidos.

Al analizar las sefiales fluorescerttes no solamente se observaban de diferentes colores (el centromero del
cromosoma X era de color rojo por ka Rodaming, y del cromosoma Y era de color verde por el colorante FITC) sino
también s presentaban en diferentes tamafios. Esto, se detectd en dos siuaciones. Una, porque |a region centromérica
del cromosoma X era de mayor tamafio que del comasoma Y, y por ello, 1a sefial fluorescente para €l cromosoma X ea
de mayor tamafio a comparacion con la del cromosoma Y. La segunda, en las pacientes con aromeosoma X dicéntrico.

Cuando se observaron dos sefiales juntas del mismo tamatio con respecto una a la otra, y de menor tamaiio



a comparacion con la del cromosoma X , podiamos sospechar de un cromosoma dicéntrico. Esto se

confirmé en todas las pacientes al observarse el cromosoma X dicéntrico a nivel metafase.

Implementacion de la Técnica de FISH

La técnica criogendticamolecular de FISH, se logrd implementar y adaptar a las condiciones del
laboratorio de citogenética del Centro de Investigacion Biomédica del Noreste (CIBIN), IMSS.  Se logr6
obtener resultados a partir de una hora después de la hibridacion (cuando se realizo FISH a nivel interfase con
frotis sanguineos) hasta a 12 horas después (con FISH a nivel metafise). Al observarse los resultados bejo
microscopio epiffuorescente tanto de micleos inferfisicos como de metafases, se detectd  especificidad sin
hibridacién cruzada por parte de las sondsas, debido a que imicamente se observaron sefiales fluoresoentes donde
hubiese material alfa satélite del cromosoma X, cromosoma Y o cromosoma 8.

Para lograr lo anterior, algunas modificaciones se hicieron a la téenica de FISH descrita por Pinkel y
Cremer como por ejenmplo: en el paso de Las series de lavados para elimimer el exceso de sonda, posteriores a la
de la solucidn de post lavado de formamida al 65% a 43 °C. Inicialmente utilizamos kavados por duplicado con
soluciones de 2X y 0.1X de SSC a 37 °C, seguido por un lavado con solucién de 1X de PBD a temperatura
ambiente. Al tratar de llevar a cabo en forma miés eficiente este etapa de |a técnica, probamos tnicamente la
solucién de formamida al 65% a 47 °C, seguido por un lavado a temperatura ambiertte por dupticado
empleando sohucion fresca cada vez, de 1X PBD. Obtuvimos los mismos resultados para ambos sisternas de
lavados; por ello, se decidio realizar € segundo método de post lavado por considerarla més eficiente. Con
respecto a las soluciones de etanol, inicialmente todas las soluciones de etanol se preparaban frescas para cada
experimento; sin embargo, se notd que se podia emplear ka misma solucién de etanol para varios experimentos
antes de tener que desecharse, obteriéndose buenos resultados. Lo mismo se apliod con la sohcién de

desnaturalizacién.  Esta solucion que inicialmente se preparaba fresca para cada experimento, e opto por
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Andlisis Estadistico

Al tratar de aplicar las pruebas no paramétricas de Cochran 0 de McNemar mediante el uso del
programa SPSS para Windows, se detect6 que por la pequefia poblacion incluida en este proyecto, debido a la
baja frecuencia deriiro de la poblacion general de estos padecimientos, no se pudo recopilar sufickente evidencia
desde punto de vista estadistico, para poder rechazar la hipGtesis mila. Con la prueba de McNemar, p fue igual a

0.0833, y para la prueba de Cochran fue de 0.0498.



DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos concluir que la téonica de FISH presenta diversas
ventajas sobre las técnicas de citogenética clasica. Pimero, detectamos que es uma técnica especifica debido a
que Umicamente se observaron sefales fluoresoentes que comrespondian a matenial alfa saclite de los
aomosomas Xy Y. No s presentd hibridacion cnizada ya que no se observaron sefiales fluorescentes
smulténeas en otras regiones aomosdmicas de los mismos cromosomas mencionadas © en ofros.  Esto
concuerda con reportes anteriores donde se menciona que la téenica de FISH facilita la identificacion més
precisa de las alteraciones cromosdmicas (65). Ademids, notamos que las sondas DX71, DYZ3, y D871, son
quimicamente estables ya que alm después del afio de la fecha en que se adquirieron, todavia se podian utilizar
observandose buena hibridacion, y no requieren de un sisterna especial para su desecho, como es el caso para
sondas radioactivas, confirmandose lo descrito anterommenie (14),

También es una técnica muy sensible ya que se lograron detectar alteraciones que se presentaban en
baja frecuencia en forma de mosaico; glemplo: caso clinico de probable Sindrome de Tumer con cariotipo
45 X[29)/46 Xdic(Xq)[6] ishXcen(DXZ1++)). La frecuenciade la linea cehular de 46,Xdic(Xq) fue del 18%, a
comparacion del 82% de la linea cefular mas frecuente 45X, Inclusive, mediante la técriica de FISH, se logrd
identificar e origen de las alteraciones en cromosoma X, situacion que no siempre ocuri6 mediante las técnicas
de bandeo G y bandeo C. Ejemplo de ello fue el caso clinico de Sindrome de Tumer con tres lineas celulares
(@5 X[37)/46 X dic(Xq)[15)47 X dic(Xq)dic(Xq)2] ishXoenDXZI++DXZ1++x2), la paciente con
Amenorea primaria (cariotipo 46, XX[15}/46,Xdia(Xq)[11). ish Xcen(DXZI+) y otro caso climico de
Sindrormne de Tumer (resultados no preserttados en Las tablas) con cariotipo 45, X/ 46X, +mar. A estailtima, al

llevar a cabo la técrica de FISH, se observid que este marcador cromosdnmico era un cromosoma Y dicénfrico.



Alg)hnﬁmmneqmseddeaéallkvmambo&etabajo,aaquhﬁﬁcadodmigmdd
oentromero como proveniente de oo cromosoma X en estas pacientes con infertilidad, no encontramos hasta
Ia focha, previos reportes donde mencionen estos dos everrtos en una paciente, Seria interesante empleando la
téenica segundo de FISH, poder seguir investigando las posibles relaciones y causas de infirtilidad con la
presencia de un cromosoma X dicéntrico.

Con los resultados de este trabajo, se apoya lo descrito anteriommerte por diversos autores de que a
través de la técnica de FISH, se puede detectar diversas mmutaciones cromosdmicas como son deleciones
cromosamicas, la identificacion de cromosomas desoonocidos o derivados de los mismos (marcadores), asi
ocomo el andlisis y diagndstioo de aneuploidias entre otras(66,67,68).

Asi mismo, se pudo observar las ventajas previamertte mencionadas por otros investigadores sobre el
uso de haptenos como son | Biotina y Deoxigening, los cuales no solamente pempite incrementar la
sensibilidad de la téenica de FISH, sno que también permiten el andlisis de vanias cromosomas
simultineamente (69).

Otra ventaja es que es una téeriica muy rapida ya que se logro obtener resultados a pertir de 8 horas una
vez realizado los frotis sanguineos para FISH a nivel interfase. Inclusive, una vez obtenidas las laminillas con
metafases, se podia obtener resultados 24 a 48 horas después, confirméandose observaciones previas de otros
investigadores (10).

La técnica de FISH es confiable ya que lo que se observo en mayor frecuencia a nivel irerfase
ooincidia con ko observado a nivel metafase empleando esta misma tenica. Asf mismo, para los pacientes con
alteraciones ruméricas en los gonosomas, los resultados observados en mayor frecuencia con la técnica de
FISH a nivel inferfase, coincidian con aguellas obtenidas mediarte kas técnicas de bandeo G y bandeo C a nivel
metafise, Inclusive en las pacientes con alieraciones estruchrales en el cromosoma X, se podia sospechar de la

posibilidad de alteracion estructural a nivel interfise, lo que seria confirmada al observarse los aromosomas a



nivel metafase tefiidas con Rodamina. Podemos entonces concluir que FISH es una tanica confiable que
permite | deteccién de aneuploidias tanto a nivel metafiase como en nicleos irterfBsicos. Este tiltimo siendo de
gran veriiaja, ya que con las técnicas de bandeo G y bandeo C, se requiere de cultivos celulares y la obtencion de
excelentes metafases para el andlisis cromosémico.

Al observar Jas sefiales fluorescerties en los micleos interfsicos, s pudo detectar que no siempre éstas
se presentaban en el mismo nimero en cada micleo interfisico. Esto no solamente se observaba en los
pacientes con mosaicismo en sus lineas celulares sino también en los controles nomales asi como aquellos
pacientes (caso clinico 1, 4) sin mosaicismo. Esto concuerda con reportes anteriores (70) que mencionan que se
debe a factores takes como el estado de division en que se encuentre el nicleo al momento de la hibridacion, que
tan compacto esté su ADN, 0 que pueda estar la sefial oculta debido a que esté al otro lado del mickeo de donde
se esta observando. Se considera que mienfras estas sefiales se observen en baja frecuencia (menos del 5%), es
nomal (71). Estos factores consideramos a igual que previos autores, no deberian menmar las miltiples
ventajas que posee la téenica de FISH que compensan por lo anterior, sin embeargo se deben de considerar a la
hora de intexpretar los resultados a nivel de inferfase.

Debido a la especificidad, sensibilidad de la téenica de FISH, nos dimos cuenta que al utilizar sondas
alfa satélite de Jos cromosomas X y Y, tanto a nivel inferfasico como en metatases, no siempre es necesario el
uso de un control intemo. Esto se confimd con el uso de la sonda alfa satélite para el aromosoma 8 como
control intemo para la hibridacion in sifie

Al emplear esta sonda como control infemo para a hibridacion a nivel interfase, nos dimos cuenta que
al estar preseriies las sefiales fluorescentes provenientes del cromosoma 8, se prestaba a confusion pera
interpretar los resultados especialmente en pacientes con aneuploidias. A nivel metafase, aunque la presencia de
sefiales fluorescentes de I sonda alfa satélite del cromosoma 8 no interferia en la interpretacion de los resultados

relacionados con los gonosomas, debido a la especificidad y sensibilidad observada por parte de las sondas para



cromosoma sexuales, MpPooo se necesité continuar empleando esta sonda como control infemo. Al no
observar sefial por parte de Ia sondas para cromasoma X o Y, podiamos concliir que estos 1o estaban presenes
enel paciente.

Cabe mencionar donde S es 1itil emplear un control irtemo tipo alfa satélite, es cuando se trabajan con
sondas muy pecquefias, de secuencias Tmicas tal como € de cromosoma Filadelfia (resultados no presentados).
Las sefiales son muy pequedias, y por ello dificiles de detectar, por ello al tener un control infemo, sirve para
confimar que las condiciones de la hibridacion fukeron las adecuadas y por ello, no interfirieron en la ausencia de
las sefiales fluorescentes para cromosoma Filadelfia.

También se debe mencionar que las modificaciones técnicas previamente mencionadas que se
hicieron en la técnica de FISH, permitié. que La téenica fuese miés eficiente ya que con menos reactivos se logrd
obtener resultados de buena calidad.

Por tiltimo, considerando todas las ventajas de la técriica de FISH anteriommente mencionados sobre
las técnicas de citogenética clisica, FISH es una téenica de gran utilidad clinica, ya que con la deteccion de
anommalidades en el aomosoma X en beja proporcion, la determinacion del origen de estas, ademdés de poder
contribuir a la determinacion del sexo en los pacientes con ambiguedad sexual, con el fin de proporcionarle al
paciente |a oportunidad de una vida lo més nomal posible; tambiény, se ke puede proporcionar al experto clinico
mis informacion vl pera el diagndstioo, y ast lograr un consejo genético y por ello u tratamiento oporuno y
eficiente para sus pacientes. Esto ultimo es especialmente importante, ejemplo de ello: un caso clinico que a sus
16 afios se le diagnostioo disgenesia gonal, al llevar a cabo su estidio citogenético, s le detectd probable
Sindrome de feminizacion testicular, ya que cromosomicamente era XY presentando rasgos fenotipicas

femeninos (ver tabla 2),



PERSPECTIVAS

Considero que La técnica de FISH debe de existr en unidades clinicas donde llegue una gran poblacién
de pacientes, ya que por sus ventzjas mercionadas, y por el hecho de que se pusde aplicar con éxito en diversos
tipos de tejidos como son sangre periférica fresca, microcultivo de linfocitos , médula Gsea tanto fiesca o
cultivaa, o tejido del epitelio cervical (tesultados no presentados) se podria contribuir hacia Ia obencion de un
diagnéstico clinico certero. Tomando en cuenta que se puede aplicar en tejidos como médula Geea o epitelio, se
podria buscar posibles marcadores (ks en el diagnéstico y tratamiento de cancer cervicouterino y de leucermia.
Ademmyés, esta versitil técnica se podria utilizar en diversas areas de investigacion tanto clinicas como bésicas.
Inchasive, basindose en los resultados de las pacientes con cuadro clinico de infertilidad a las cuales se les
detecto la presencia del cromosoma X dieénirico, se podria con [a ayuda de la técnica de FISH, investigar méas a
fondo la posible relacion a nivel cromosomal de estos dos eventos y contribuir a dar una posible explicacion de

lainfertilidad en estas mujeres.



ANEXO 1

Resultados de las Tablas 1 al 4



TABLA 1

RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LAS TECNICAS DE
BANDEO G Y FISH EN PACIENTES CON DIAGNOSTICO
CLINICO DE AMBIGUEDAD SEXUAL

CASOS CLINICOS BANDEO G FISH™
1,2,3,4,5 46, XX 46,XX. ish Xcen (DXZ1 x2)
6,7,8,9,10,11 46, XY 46, XY. ish Xcen (DXZ1 x1),

Ycen (DYZ3 x1)

NUMERO TOTAL DE ESTUDIOS REALIZADOS PARA DETERMINACION DEL SEXO

CROMOSOMICO =11




TABLA 2

RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LAS TECNICAS

CITOGENETICAS CLASICAS Y FISH

DIAGNOSTICO BANDEO G BANDEO C FISH™
CLINICO

Probable Sindrome | 49, XXXXY 49, XXXXY. ish Xcen(DXZ1 x4),

de Klinefelter Ycen(DYZ3 x1)

Probable Sindrome | 45,X/46,X,X(?) 45,X/46,X dic(Xq) | 45,X[29]/46,X.dic(Xq)[6]. ish

de Turner Xcen(DXZ1 ++)

Probable Sindrome | 45,X 45,X. ish Xcen (DXZ] x1)

de Turner

Probable Sindrome | 45,X/46,X,X(?) 45,X/46,X dic(Xq) | 45,X[37]/46,X,dic(Xq)[15]/47,X,dic

de Turner (Xq).dic{Xq)[2]. ish Xcen (DXZ1
++, DXZ1++ x2)

Amenorrea 46,XX/46,X,X(7) | 46,XX/46,X,dic 46,XX[15]/46,X,dic(Xq)[11]. ish

primaria (Xq) Xcen (DXZ1 +t)

Amenorrea 46,X,i(Xq) 46,X,i(Xq). ish Xcen(DXZ1x1)

primaria

Disgenesia gonadal | 46,XX/46,X,del 46,XX[19)/46,X,del(X X qter—q23:)

(X)(qter—q23:) [11]. ish Xcen(DXZ1 +)
Disgenesia gonadal | 46,XY 46,XY. ish Xcen(DXZ1 x1), Ycen

(DYZ3 x1)

NUMERO TOTAL DE ESTUDIOS REALIZADOS = 23
NUMERO TOTAL DE CASOS CON ALTERACION ESTRUCTURAL O NUMERICA EN

GONOSOMAS =7
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ANEXO 2

Fotografias de Casos Clinicos Presentados en la Tabla 2



Fig.2 Nucleo interfdsico. 46,XY. ishXcen(DXZix1), Ycen{DYZ3x1). DXZ] tefido
con FITC, DYZ3 terido con Rodamina,

Fig. 3 A nivel mefafase. 46,XY. ishXcen{DXZIx1), Ycen{DYZ3x1). Centrémero
del cromosoma X feriido de color verde (FITC). centromero del cromosoma Y de
color rojo (Rodamina).




Fig. 4 Cromosomas X con DXZ1 a nivel metafase e interfase; centromeros de
ambos cromosomas tenidos con Rodamina.

Fig. 5 Probable Sindrome de Turner. 45,X[29]48,X.dic(Xq)[6]. ishXcen[DXZ1++)




Fig. 6  Amenomea primaria. 46,XX/46.X.dic(Xq). Eemplo de resultados de
Bandeo C donde se observa un cromosoma X dicéntrico cuyo origen del
segundo cenfromero se desconoce.

Fig.7  Amenormea primaria. 46, XX[15]/46 X,dic(Xq)[11]. ish Xcen (DXZ] ++). A
nivel metafase.,




Fg. 8 Misma paciente a nivel interfase.

[

Fig. 9 Probable Sinarome de Tumer.
45,X[37}/46,X.dic(Xq)[15]/47. X.dic (Xq),dic(Xq)[2]. ish Xcen{DXZ1++, DXZ] ++x2). Se
muesira la linea celular de 47 cromosomas con dos cromosomas X dicéntricos.




Fig. 10 Disgenesia gonadal. 46,XX[129]/46 Xdel(X])(qter-q23:)[11]. ish
Xcen(DXZ1+/.

Fig. 11 Amenomea primaria. 46,X.i(Xq). ish Xcen(DXZIx]).




Fig. 12 Sindrome 49.XXXXY. 49 XXXXY. ishXcen(DXZ1x4), Ycen(DYZ3x1).



ANEXO 3

Reactivos y Soluciones Necesarios para Bandeo Gy C,y FISH



TECNICA DE TINCION BANDEO G
Solucion de Tripsina
Tripsina liofilizada - 0.025 g
Suero fisiologico- 100 ml
Mezclar perfectamente ambos componerties hacer crear espuma. Mantener en bafio de aguaa 36 °C. Preparar
fresoo.

Solucién de Amortiguador de Fosfatos pH 6.8

Amortiguador 1:

Na,HPO, 006M- disolver2.13 gen250 ml de HO destilada
*Guardar a temperatura ambierte en frasco oscuro

Amortiguador 2:

KH,PO,006M-  disolver2(4 g en 250 ml de H,O destilada

*Guardar a temperatira ambiente en frasco oscuro

Preparar la solucion amortiguadora de fosfatos mezclando en relacion 1:1 los amortiguadores 1y 2. Preparar
fiesco.

Colorante de Giemsa o Wright
Wright: 028 g del colorante disolver en 100 ml de metanol con agitacién contimea por 2 horas
Filtrar, y dejar reposar 3 dias antes de utilizar por primera vez.

Al momento de tefiir las laminillas, se agita el colorante por 30 mirutos con agitacién confima,



*Guardar enfrasco oscuro a temperatura ambierie,
Por cada laminilla, preparar un tubo de ensaye con 1.5 ml de sohicion de amortiguadora de fosftos y 0.55 ml
de oolorante Wright o Giemsa. Meztlar y vaciar inmediatamente sobre la laminilla (pera evitar precipitacion

del colorante).

TECNICA DE TINCION BANDEO C

H(C1 02N - 1.67 ml HCl concentrado (18M) aforar a 100 ml con H,O destilada

Ba(OH), 5%- disolver 5 g de Ba(OH), en 100 ml de H,O destilada
Disolver con agjtador magnético por 20 mirtos, y filtrarse antes de usar.

Preparar fresco

2XSSC-  1.75gNaCl
0.88 g Citrato de Sodio
100 mi HO destilada

AjustarpHa 7.0 usando HC1 02N

YGuardar a temperatura ambiente en frasco oscuro

Etanol 70%- 70 ml Etanol absoluto agregar 30 ml H,O destilada

FISH



Solucién de desnaturalizacion (formamida 70% /22X SSC)
Formamida- 28 ml
20X SSC- 4ml
H,0 destilada o desionizada estenl - 8ml

YGuardar enfrasco estérila +4 °C

Solucién de Hibridacién (formamida 65%/ 2X SSC)
Para sondas tipo alfa satelite;
Total de vohumen=10ml
Fomnamida- 6.5ml
20X SSC- 1.0ml
Dextran Sulfato (soluciénal 50%)- 2.0ml
H,0 desionizada o destilada esténil - 0.5ml

*Guardar entubo eppendorf estéril a+4 C

Sohucién de Post-avado de Formamida (formamida 65%/ 2X SSC)

Debido a la naturaleza de la sonda alfa satdlite, conviene utilizzr una solucién de posttavado de alta
astringencia como es al 65%, con el fin de evitar |a presencia de “fondo” o puntos fluorescertes en Ia larminilla
que dificultan |a interpretacion de los resultados. - Al iniciar por primera vez la técrica de FISH, se puede

empezar con soluion de post-lavado de menor concentracién de 60% para. rechicir la probabilidad de



dismimcién de sefial a cambsio de algo de “fondo” fluorescente en la laminilla. Para sondas de menor tamafio
como son de secuencias tinicas (aprox. 1000 pb) se utiliza solucion de postiavado al 50%.
Elobjaimdearplwwas;)hﬂénespmademdenﬂaqwmsemﬁé al ADN de lamuestra.
65%: 20X SSC- 4ml

H;0 desionizada o destilada estéril - 10 ml

Formamida (de alta pureza) - 26ml

60%: 20X SSC-4ml
H,0 desionizada o destilada estéril - 12ml
Fomamida (de alta pureza) - 24ml

*Guardar enfrascos estériles a+4 °C

20X SSC
Volumen total = 1 litro
NaCl(3M) -1753g
Citrato de Sodio (03M) - 882¢
pH 74 utilizando HCl, y ajustar hasta volumen final con agua destilada estéil

*Guardar a temperatura ambiente

Soluciones de 2X, 1X 0.1X SSC
Se preparan a partir de 20X SSC, preparando sotuciones con volurnen final de 250 ml con agua

desionizada o destilada estéril y guardéndose a+4 °C.



Sotucién Amortiguoadora de FosEaos (Post lavado) (PBD) pH=80

Esta solucion se emplear para eliminer ¢ exceso de colorante Rodamina, FITC antes de agregar el
colorante de contraste DAPL
Vohumen total = 1 litro

Solucion I- NaH,PO4  13.8g en 1 litro de agua destilada estésil

Solucion I - NaHPO,  142g en 1 litro de agua destilada estéril
Mezclar ambes soluciones para obtener pH 8.0 (2 900ml de Sohucion I, agregar aproximadamente 50 ml de
SolucionI )

Agregar 0.5 ml Np40

*Guardar a+4°C

Amortiguador de fosfatos (PBS) pH=790
Volumentotal =1L

NaCl- 80g

KCl- 02g

NaHPO,- 092g

KHPO, - 02g
Disueltoen 1 L de H,O destilada

*Guardara+4 0C

DAPI (4,6 Diamino-2- fenilindol)



Volumen final=1.0ml
Solucion madre de DAPI ImM: DAPI - Img
H,0 destilada o desionizada estéril - 1ml
Agitar en vortex
*Guardar en tubos eppendorfde 1.5 mi oscuro dentro de cgja ascuro a -20°C

Dihidrocloruro de P- fenilenediamino (PPD) Solucion Estabilizadora (“Anti-Fade™)
Volumen final = 10ml

PPD- 001 g

Glicerol (100%) - 90m

Amortiguador de fosfatos (PBS) 1X- 1.0ml

pH 7.0-80 ajustar con NaOH 0.1 M. Calenttar a 37 ° C hasta estar completamente Odisuelto.

Preparar en frasco oscuro lo més répido posible ya que esta solucion es muy sensible a luz y temperatura,

*Guardar enffasco ascuro envuelto en papel aluminio a -200C

Solucién de trabajo DAPI- solucién Estabilimdora

Volumen fimal=2.5ml

De la solucién madre de DAPI (ImM) se prepara una solucion de 0.4 M
DAPI ImM- 1.0l
Sohucion Estabilizadora - 2499 l

Mezclar empleando vortex.



Se recomienda prepararse en eppendorf oscuro de 1.5 ml lo més mpido posible por la sensibilidad ya
mencionada de la solucién Estabilizadora.

*Guardar en nubos eppendorf ascuros en pequeias dlicuotas a -20 OC.

Etanol

Para preparar las diferentes concentraciones de etanol (70%, 80%, 90%, 95% y 100%) se utiliza agua
destilada estéril y se guardan en frascos previamente esterilizados. Se recomienda que el etanol que se vaya a
emplear, sea de alta calidad y pureza con €l fin de evitar contaminantes que puedan fluorescer y dificultar la

interpretacion de resultados.
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