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RESUMEN 

La identificación de anormalidades de los gonosomas aunque fiecuentemarte se dificulte, es imputante su 
detección eficiente para un adecuado tajamiento del paciente. Tomando en cuenta k) anterior, se ten 
introducido técnicas que pamiten d análisis aomosómico a nivel molecular como lo es la técnica de 
hibridación in situ fluorescente (FISH). La hipótesis del presente prometo es: las arorniaücktes tanto 
numéricas como estructurales de los cromosomas sexuales sean detectadas en foona més eficaz y sensible 
mediante la técnica dtogenética-molecular de FISH ai comparación con las técnicas citogenéticas clásicas de 
bandeo G y bandeo C, lo que se reflejaría en un asesoramiento genético más adecué para el paciente. Los 
objdivosson: 1) Inplementar la técnica de FISH para la detección rápida y sensible de arwmalías numéricas y 
estructurales de los cromosomas X yY tanto en núcleos intérneos cor» en nKtafesesobtenicte de pacientes 
con diagnóstico clínico de ambigüedad sexual o de alguna anormalidad en gonosomas. 2) Detectar tanto 
anormalidades en cromosomas sexuales que son difíciles de observar rrediante las metodologías (Aogenéticas 
clásicas o alteraciones numéricas que se encuentren en muy baja proporción (mosaico) en la población celular. 
3) Conparar la sensibilidad de detección de la técnica de FISH amias técnicas atogenéticasdásk^^ 
y bandeo Q. Material y métodos: Se indujeron 34 pacientes dd Hospital Regional de Especialidades No. 23 
del IMSS con diagnóstico clínico de: Síndrome Tumer (n=10), Síndrome Klinefeher (np 3), genitales 
ambiguos (AFII), amenorrea primaria (n= 6), disgeneaa gonadal (IF=3), y oligospemiia (n=l) referidos al 
laboratorio de Citogaiética dd Centro de Investition Biomédica del Noreste (CIBIN) para estudio 
dtogenético-molecular. De cada paciente se obtuvieron células metafísicas a partir de cultivo de linfochos de 
sangre periférica estimulados coi fitohemaglutinina. Para identificar a los cromosomas por su patrón de bandas 
específico, se realizó tinaón de bandeo G y C de acuerdo a metodologías habituales de labcxatorio. La técnica 
de FISH se realizó tanto a nivd metalase, como en núdeosinterfasicos emplean^ 
satélite específicas para los cromosomas X (DXZ1) y Y(DY23) de acuerdo a la metodología propuesta por 
CremeryPinkeL Los resultados de la técnica de FISH ooncordaron con aqueUosotenidos mediante bandeo 
G y tendeo C. A través de FISH, se logró observar aneuploidías tanto a nivel iríerfase como metalase. 
También, se observaron en 3 ponentes referidos por sospecha de anomalidad gonasómka, alteradones 
estructurales <M cromosoma X (dicéntrico, deletión, isooornosoma) en fama de mosaico cuyo ori^n (casos 
dicentricos) se pudo determinar, situadónqueno se logró mediante las técnicas cláskas de tinrión de bandeo G 
y bandeo C. Cabe mencionar que usando 1a técnica efe FISH, se obtuvieron resultados específicos ya que 
úricamente se observó fluorescencia en los cromosomas de interés, y además en un menor tiempo a 
comparación con las técnicas de bandeo. Tomando eraxeitatodo lo anterior, podemos concluir que la técnica 
de FISH por su sensibilidad, especifiddad, rapidez, y por la ventaja de poder estudiar alteradones tanto a nivd 
inferíase cano a nivel metalase, es una henamienta rmiy útil para apoyar d diagnóstico clínico y peimitir 
realizar y obtere mayor infonna^ón de trabajos de investigación a nmd cromosómico. 



IMPORTANCIA 

Un importante renglón en los poblanas de salud pública toconst^ 

población humana debido a que éstas afectan a los individuos de todas las edades y estratos sociales y su 

frecuencia informada ha aumentado progn^wente con el paso del tiempo. Dentro de estas anomalías, las 

pertenecientes a los cromosomas sexuales representan aproximadamente el 14% de los parientes referidos a 

nuestro laboratorio para estudio aanosómico; de tal fama que es de suma impottarcia un diagnostico 

oportuno, de cualquier alteración de los cromosmas X y Y, esto con el fin de evitar a futuro d desarrollo de 

problemas tanto físicos como psicológicos, o rcdudr sus consecuercias, mediante tajamientos hormonales o 

quiringicos, permitiendo al paciente llevar unavida lo más normal posible (1). 

Aunque las técnicas utilizadas en átogenética clásica permiten la identificación de alteradoras 

cronx)sómicas tanto numéricas como estructurales, se requiere dd cksanollo de metodología citogeréticíE 

moleculares para aumentar la sensibilidad en d diagnóstico, en un tiempo lo más breve posible, lo que 

permitiría una mejor comprensión sobre la prognosis, tratamiento futuro de estos parientes, y sob^ 

que originan dichos padecimientos. 

Siendo consciente de esta problemática, se presenta este proyecto coi la finalidad prirtipal de 

implementar y establecer en nuestro medio, la técnica de FISH para la detecxáón de anomalías acmjsómi^ 

en pacientes con ambigüedad sexual 



ANTECEDENTES 

A.I GENERALIDADES 

Con el progreso de las técnicas de cultivo in vitro, y la obtención de mejores preparaciones 

cromosómicos debido al uso de solutiones hipotónkasy de coldiici^ a finales de los 60s inicios de los 70s, 

ftie posible la kfcntificación y claáficación de los cromosomas en el humar». Posteriormente, surgen diversas 

técnicas dtogsiéticas denomidas "de bandeo" que tiren regieres cromosómicos específicas. Ejemplo de ello 

eslán las técnicas de bandeo G (Giemsa), bandeo C (del centrómero), bandeo R (en reversa), y bandeo T (dd 

telómao) (23). 

Estas técnicas de citogenética clásica (3) aunque permiten la identificación de alteraciones 

cromosómicas numéricas y estructurales, poseen algunas Mariones, entre las que pod 

1.- Se requiere de que las células estén en división y que de días, se obtengan cromosomas en d estado de 

metalase; un proceso que difícilmente se puede automatizar^). 

2- Para una óptima interpretarión se necesitan laminillas que contengan excelente preparaciones con la 

morfología y tamaño cromosómico adecuado. Lo anterior significa una inversión considerable de tianpo y 

trabajo por paite de expertos o íd área(4). 

3.- La selección celular que se hace para los estudios dtogenéticos,o<2skHiabnenteimteg2n2OTunamalay 

ambigua interpretarán de los resultados esperados; ya que las células que proliféian in vitro, pueden no ser 

representativo de la población original. Esto es especialmente problemático en estudios cromosómicos de 

células tumorales (5,6). 



4- Ura complicación adicional es la dificultad para la otrtención de mediases analizables en ciertos tejidos o 

células, oomo por ejemplo en médula ósea, y tumores sólidos (7-9). 

5.- Reaneglos que involucran regiones oomosómicas muy pequeñas son difíciles de detectar mediante las 

técnicas de tinaón clásica (10). 

6.- Finalmente, estas téaiicas w pamitai la investi^ción in situ ni la localización cromosómica en núcleos 

iníerfósicos(4). 

Mi m4k*: fgfíy; rtifin ífta^c han <ádo parcialmente subsanadas mediante la implementación en 1969. 

de la técnica de hibridación in situ utilizando isótopos radioactivos principalmente Tritio ( ^ (11-14). El 

fundamento efe esta técnica consiste en la aplicación de ADN o ARN específico, previamente procesado y 

marcado con isótopos radioactivos auna poidón de tgído o fiotiscdular que posee ccit» "sustrato" m 

ARN inmovilizados. La identificación de la secuencia específica nucleotídica, se determina mediante 

autoradiografía, por la unión complementaria enlre la secuencia marcada radioactivamente y la secuencia 

específica de lamuestra (15). 

Inicialmente, esta tétrica se empleó para localizar secuencias repetitivas de ARN ribosomal o satélite 

(16). Posteriormente a partir del 98 l,dhrasos investigadores perféodonaron la técnica & 

suficiente para permitir la localizadón cromosomal de secuencias del ADN de una sola copia donados en 

plásmidos (17-19). De tal forma que d uso de la hibridarión in situ junto con la inmunoquímica, mediante d 

empleo de anticuerpos polidonales o monodonales, o con la histoquímica, a través dd uso de enzimas, ofiece 

al investigador, una oportunidad de explorar el contenido genético en su sitio de expresión dentro de la cdula, y 

puede proveer evidenáa de que si una secuencia genética determinada es transaitaono (14,15). 

Daitro de los sistemas de detección en la hibridación in ri^d método isotópico fue d primero en ser 

empleado con como marcador. Actualmente, también se emplea Yodo 125 Azufie 35 (35S), y 

Fós^32(2P)(15-19,20);yaunquesesigueiitilizanfo este 



sistema presenta diversas desventajas cono sor consume i m t o tiempo (la 

un mes), carece de aba resolución topológica necesaria para realizar una detallada localizarán de secuencias 

gálicas pequeñas (21), además de que su uso requiere de un mango especial, con un h ^ r de desecho 

adecuado, y tramites de permiso necesarios parad uso de isótopos radioactivos. 

Tomand) en considerarán lo anterior, surgen técnicas de hibridación insituw isotópicas. En estas 

técnicas, se emplean ya sea reacciones asociadas con enzimas como la Fosfatasa alcalina o Peroxidasa de 

rábano; o colorantes fluorescentes como son la Rodamina, Isotiodanato de flioescema (FTTC), 4,6-Diamino-

2-fenilindol (DAPI), o Rojo Texas ("Texas Red"). Al combinarse la técnica de tóbridaáón in situ con la 

detección fluorescente donde secuencias nudeotfclra de ADNespecfficas toradas COT 

se unen complementariamente a las secuencias nucleotídicas "sustrato", suige lo que se denomina Hibridación 

insitu Fluorescente oFlSHCTTuorescert«\faH>t*to 

A.2 HIBRIDACION in situ FLUORESCENTE (FISH) 

Los primeros intentos de la técnica de FISH, anpe¿aion en 1977 con Rudkin y Stollar quienes 

describieron un nuevo método para la detección del gen ARN 5S mediante híbridos ARN-ADN en 

preparaciones otológicas de DrosopMa melanogaster observados mediante d uso dd colorante fluorescente 

Rodamina (23,24) 

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

ventajas: 

1.- Aumento de la Sensibilidad en la Detección Cromosómica. 

a) Uso de Haptenos 



Bauman y colaboradores en 1980, usaraio sondas de ARN directamente marcada en su región 

temiinal 3'con un fluoroaomo comercial desa^ El ARN que 

provenía de diferentes fuertes como son: insectos* tripanoscmas, y acferovirus efe o i ^ ^ 

marcado coi Rodamina; estos estudios conclu>«on que por su rapidez y d ted» de no terer que emplea-

radioactividad para d mareaje, facilitaban la inlroduodón efe la teorica de Msrid^^ 

citopatológieo (23,25) 

A pesar de las venteas observadas, este método de hibrklación directa presmlabaalg^re 

en su sensibilidad, especialmente cuando se trataba de urn sonda molecular pequaia ya que no había fama de 

poder amplificar su señal Para resolver esto, se emplearon procedimientos inmunocitoquímicos usando 

anticuerpos anti-fiuorocromo para la amplificación de dichos señales fluorescentes, aumentando así la 

sensibilidad en la detección. Desde entonces, varios piocedimientos para la modificación de ácidos nucleicos 

mediante d uso de haptenos químicos y enzimáticos se han utilizado (23) 

La presencia de los haptenos, siendo moléculas pequeñas quienes sin inducir una reaedón 

inmunológjea,son capaces de reaixionar y uniree a anticuerpos específica 

afectan las propiedades de hibridadón de la sonday se puede lograr d aumento de sensibilidad deseada (23) En 

1981, Langa- y colaboradores, unieron covalentemente la Biotim(hapter») a kUridina, se observó qus estos 

nucleótidos marcados no solamente eran eficientes substratos para diversas polimerasas dd ADN o ARN in 

vitro, sino que también con ellos, se podía amplificar la señal fluorescente, situación ideal para trabajos tipo 

inmunofluarescencia o para la detection y localización de secuencias específicas muy pequeñas en 

cromosomas (27). Dentro de los haptenos, d más utilizado es la Biotina; aunque cabe mencionar otros tales 

como: la Acetilaminoflourene (AAF) Digoxigenina, y modificaciones químicas realizadas can mercurio 

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



En 1986, Pinkd y colaboradores describieron d uso de FISH coi d uso de topónos, para la 

clasificación de cromosomas y detecdón de alteraciones de los míanos. ADN marcado a*1 Biotina fue 

hibridizajo con los cromosomas bajo estudio y {»stericmiente detectado mediante A v i ^ 

a Fluoresceína. Cuando era necesario, también empleaban anticueipos anti-avidira con F h * * 1 3 0 ^ P®a 

aumentar la señal cfcseada Se estudiaron cromosomas humanos de líreas celulares híbridas humano-hámster 

tanto a nivd de células en interfase como en metalase usando como sonda ADN geróriico humano. Como 

resultado de su trabajo, pudieron marcar cromosomas específicos, detectar alteradores oomosómicas 

estructurales como son las translocaciones, y o j ^ ^ d ADN bajo estudio. Así miaño pidieron corroborar 

la especifiddad de dicha metodología molecular debido a que los cromosomas humares de la línea celular 

humano-hamster se tiñeron de manera uniforme e intensa tanto en metafases como en intereses cuando se 

utilizó como sonda, ADN genómico humano (32). 

b) Hibridación Competitiva 

Innovaciones a la técnica de FISH con d fin de aumentar más su sensibilidad se llevaron a cabo en 

1987 pe* Landegent y colaboradores. Un producto 

repetitivas y baja concentración de ADN renaturalizado como lo es Cot-1 ADN, fije empleado para reducir la 

interferencia de la señal fluorescente deseada por parte de las secuencias repetitivas (tales cano Ahí y Kpn) 

comunes en d genoma humano. Se realizó b que denominaron una hibridatión competitiva, ya que 

simultáneamente al hibridizar, agregaron tanto la sonda como d competidor. Obtuvieron buenos resultados ya 

que d competidor Cot-1 ro interfirió en d proceso de hibridación entre la sonda y cromosoma, además no se 

enmascaró la señal deseada por la preseraa de secuaicias repetitivas dentro de la sonda (4). 

Esta innovadón peimitió mayor flexibilidad para escoger d tipo de sonda deseada, desde aquellas que 

consistían de una copia de ADN sin secusrcias repetidas, hasta aquellas coi secuencias altamente repetitivas 

cano las amuradas en la teterocromatina o en r^ j c^a l f e satélites C^mendcm'que tamtíén al realizar 



lahibridaoón insiíu competitiva se reducá d riesgo de perdida de material genétiooevitaKto t a » que e 

las secuencias repetitivas existentes en la sonda antes de llevarseacabokhftiidadón(21> 

En 1988, Pinkd y colaboradores* desarrollaron d pnxeso llamado "ChronxMO^ 

de cromosomas. Ellos informaron que al llevar a cabo la hibridación competitiva (llamada tanbién corro 

Supresión Gcmosomal in situ (CISS)) usando bibliotecas enteras específicas pata los cromosomas 4 y 21 

como sondas, y como competidor ADN genómico hurrano, se obtiene una cokaadónintosa y especifica de 

Ioscromo8omas4y21 completos tanto en metafáses como en núcleos interi£sicos(33). 

c) FISH "multicolor" 

Modificaciones recientes de la técnica FISH en los 90s, incáiyen toque se denomina FISH multicotor, 

en la cual dos o más sondas son simultáneamente hibridizados a los oomosomas y subseaiaitaiaite, diversos 

regiones aomosómkas se pueden observar a lavez bajo d microscopio fluorescente por sus diferentes colores 

Coi los avances actuales se puede utilizar esta técnica para localizar y ordenar secuencias específicas hasta de 

500 pb de ADN dentro dd cromosoma (34-36) y se puede obtener una aha resolución tal que se permite 

observar secuencias génicas de menos de 100 kb de distanda entre si (37). Esta técnica se ha aplicado en 

conjunto con d uso de un analizador de imágenes para estudios genétkx» especializados ctm) son de tumcres 

sólidos (38). 

d) Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Actualmente, se están haciendo grandes esfuerzos para obtener un mayor número de sondas y de 

mejor calida! Cano sondas, se han utilizado secuencias específicas donados en plásmidos, bacteriófagos, 

cósmidos, o rectores tipo cromosomas artificiales de levadura (YAC) . Con el uso de la técnica de 

microdisección oomosomal coi subsecuente amplificación mediante d uso dd PCR dd fragmento 

cromosómico disectaio, se han logrado obtener sondas de aha cafidadpemiitiendoasíurBms^sensaMdad 

al llevar a cabo la técnica de FISH (39,40). 



Mediante la tècnica de PRINS CTRimed IN Sài labdir£) empleará) sondas tipo 

oligonixleotidicas, se ottiene una identificarán cronracrnica rapida, sensible, ampie, y confiable. Para esto, 

son utilizados oligonucleótidos específicos previamente sintetizados como sondas e iniciadores ("priméis^ se 

lleva a cabo el acoplamiento de ésta al loci in situ a nivel cromosómico, seguido por una elongación de la 

cadena nucleotídica mediante la participación del DNA polimerasa para finalmente a través de la vía directa o 

indirecta de detecciài de k técnica de FISH, se localiced sitio cromosomal al cual se le unió dicha sonda (41) 

2. Permite el Análisis Cromosómico Molecular a Nivel Interfase 

Eh 1986, surgió lo que el Dr. Cremer y colaboradores derominaron "Citogenètica Intossica". En su 

trabajo, llevaron a cabo tanto la hibridación isotópica (con fa) como la no-isotópica (empleando Fosfetasa 

alcalina y FTTQ utizando como sonda ADN centromérico (repetitivo) del cromosoma 18 de 684 ph 

Cbnclu^qmquebfocondkaonesarim 

para la localización dd cromosoma 18 tanto en metafesesa)n*DmnúcleosmteEÉskx)s(42). 

3.- Permite el Análisis Cromosómico Molecular en Células Difíciles de Cultivar 

No solamente se dedicó tiempo al perfecck)namierito de la técnica de FISH, ano que también se 

empezó a aplicar esta novedosa técnica en células difíciles de cultivar como son las provenientes de tumores 

sólidos (5,43-45) o de médula ósea (46,47) con d fin de detectar alteraciones oomosómicas, investigar sobre d 

cromosana Filadelfia en padentes con leucemia, y parad seguimiento de parientes después de un transplante 

de médula ósea 

4.- Es Util en el Diagnóstico Citopatológico 



La técnica de FISH también se ha utilizado para la detecrito de virus de Ínteres c M » ^ 

comodEpstein-Bair(44),yviriKdd 

AJ FISH EN EL ESTUDIO DELOS CROMOSOMAS Xy Y 

En 1984, G A Rappold y colaboradores realizaron los primeros estudios sobre la identificación y 

topografía de los cromosomas sexuales (X y Y) utilizando la técnica de hibridación in situ en. núcleos 

iníerfasicos(50). 

Posteriormente en 1985, J. Bums y colaboradores establecen la gran sensibilidad y rapidez de la 

técnica de hibridación in situ can peroxidasa como sistema de detecrión para d estudio dd cromosoma Y en 

diferentes tipos de tejidos (51). 

La técnica de FISH multicolor también se haapücado parad estudio de aneuploidías de cromosomas 

humanos en espenna. Estudies realizados en 1994por Bisdx)ff^ 

ellos los sexuales dd espeima humano, les pemiitieron concluir que esta técraca es m i y M para determinar la 

Secuencia de aneuploidía; basándose en sus resultados, concluyeron que la frecuencia de alteradores 

oomosómicas numéricas varían entre 1% a 19% (52). En 1995, se llevaron a cabo estudios semejantes 

empleando dos o tres colorantes fluorescentes para la detección de diversas sondas centroméricas ellas las 

correspondientes a los cromosomas X y Y concluyendo que, la técnica de FISH permite un rapicé tamizaje de 

anomalías numéricas oomosómicas en células espomáticas con resultados confiables (53,54) En 1996, 

Coignet y colaboradores adaptaron d protocolo de PRINS a espermatozoides humanos madura empleando 

secuencias oligonucleotídicas específicas para diversos cromosomas induyisndo para oomosCKtta X cano 

sondas, con d fin de estudiar la noctigundón en espenna humano(55). 

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

empleando sondas específicas de la región centromárica de X y Y, para identificar marcador^ sexuales de 



origen desconocidos en siete pacientes con Síndrome de Turrer y urei con ambigüedad sexual (56). 

Pajerilmente en 1996, los mismos autores empleado estas mismas sondas, aplicaron la técnica de FISH a 

células epiteliales de la mucosa oral de pacientes con Smdroms de Turnar y de Klierefetar así como con 

disgeneaa gonadal (57) 

La identificación de los cromosomas XyY por medio de la tétrica de FISH también ha sido de gran 

utilidad en estudios relacionados al cáncer. Investigadores tales como EXnram y Pino, utilizando i ra sonda 

específica para los cromosomas X y Y, estudiaron a pacientes sometidos a transplanie de médula ósea, y a 

través del FISH pudieren determinar d porcentaje de éxito dd transplanie. Además comprobaron, que 

empleando la técnica de FISH se estaba ante una técnica lápida, sensible que pemAe la cuantificacióncdular, 

sin tener que cultivar médula ósea in viíro para l l ^ r al diagnostico clínico (8,45). 



ORIGINALIDAD 

La aplicación de la técnica de Hibridación in situ Fluorescente (Fluorescent in situ Hybridization, 

"FISH") para eludios biológicos se esta expandiendo rápidamente, esta tecnología inrwvadoia Ib 

revolucionado aspectos importantes en estudios genéticos, citogenáicos, diagjxstieo prenatal, en tumores, 

estudios radiológicos, y de investigación básica (22) 

Sin embargo en nuestra región, el presente proyecto representa el primer intento de implemailarión de 

esta metodología molecular para ofiecer un diagnostic» dtogenético más efidentem paciéntese^ 

clínico de ambigüedad sexual 



HIPOTESIS 

Las anormalidades tanto numéricas cerno estructurales de tosoomosc^ 

ai fbfma más eficaz y sensible mediante la técnica citogenética-rnolecular de Hibridación in situ Rucrescente 

(FISH) en cxxnparactón con las técnicas 

asesoramiento genético más adecuado y preciso para d paciente. 



OBJETIVOS 

1.- Implórentela técnica^ Ffibridiration, FISH") para 

la detección eficiente de anomalías numéricas y estructurales de los cromosomas X y Y tanto a i núcleos, 

interfaskxscomoenme^ 

anormalidad gonosómica 

2.- Detecrióndeanonnalidadesestmctur^ 

metodologías citogaiéticas clásicas, o alteraciones numéricas que se eaxatim en muy teja proporción 

(mosaico) en la población celular. 

3.- Comparar la sensibilidad de detección de la técnica de FISH con las técnicas ritogenéticrc cláscas de 

bandeoGyC 



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 

diveisas alteraciones en los gonosomas así cono de individuos sanos las cuales fueron divididos en 2 g ^ 

1.- Control Positivo: un grupo de 5 individuos (3 mujeres y 2 hombres sanos) cuyo cariotipo i» 

reveló ninguna alteración numérica o estructural coi reqjedo a sus oomosomasX o Y, fueicm utilizados cx*no 

control"positivo" paraverificar la actividad y espedficádad de las sendas moleculares. 

2.- Pacientes: fueron incluidos 34 pacientes provenientes dd Hospital Regional de Especialidades 

número 23 dd Instituto Mexicano dd Seguro Social (IMS.S.), referidos a nuestro laboratorio para estudio 

dtogenétkx>molecular por presentar diagnóstico clínk» de aml%iedad sexualode alguna anomialidad en los 

gonosomas. Los pacientes incluidos dentro de este proyecto presentaban diversos diagnósticos clínicos entre 

ellos: genitales ambiguos (n=l IX Síndrome de Tumsr (i^IO), Síndrome de Kleinfeher (n=3), amaxxrea 

primaria (n=6), disgenesia gonadal (rrf), y oligospeimia (n=l). 

Control Interno: únicamente alinido de laimplementadón de la técnica de FISH al azar a tres 

muestras de los pedentes fijadas sobre portaobjeto 

la sonda alfa satélite para cromosoma 8 (D8Z1 )como testigo dd proceso de k hibridación. 

B.2 TECNICAS DE LABORA TORIO 

De cada uno de los pacientes y controles sanos incluidos en este estudio, se obtuvieron 5cc de sangre 

peri^ca(wfiguralXparaIíevaracabolosestudiosdebandeoG,ybandeoQ 2a3gotffi 



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



de sangre se utilizaron para preparar frotis sanguíneos sobre portaobjetos limpras y desengrasad^ 

llevar a cabo FISH anivel interfase. La sangre periférica restante, se empleó para miarocultivos de linfodtos 

para la obtercáón de metalases y poder realizar las técnicas de tiriaOTdebandeoGybandeoCyFISHanivd 

metalase. 

Los métodos para la obterción de cromosomas, y las técnicas de tinción para el estudio citogenético 

(bandeo G, bandeo Q y molecular (FISH), se describen a continuación. 

Obtención de Metafases a partir de Cultivos de Linfociíos de Sangre Periférica, y Técnicas de 

Tinción Bandeo G y Bandeo C. 

Se obtuvieron preparaciones cromosómicas a partir de mkaocuhivos de sangre periférica de aoierdo a 

técnicas convencionales de Mooriiead y colaboradores (3) adaptado en el labaatorio efe 

de Investigación Biomédica del Noreste (CIBIN) del IMS.S.. De los 5 portaobjetos con metafases fijadas con 

solución de Caney, 3 fueron empleadas para las técnicas clásicas citogenéticas y los demás para la técnica de 

FISH. 

a) Microcultivo de Linfociíos 

Equipo 

-incubadora de COj 

•baño de agua con tapa, para temperaturas de 36 °C 

- campana de flujo laminar o área estéril para el cultivo de células 

-centrifuga clínica 

-refrigerador-K't 



-congelador-^ 

- microscopio de he convencional y de contaste de fase 

Material 

- frascos de cultivo de vidrio con capacidad de 10 mi 

-pipetas de vidrio de l ,5y 10 mi, pipetas Pasteur 

-jeringas y agidas desechares estériles de 5 mi 

-mechero bunsen 

- medio McCoy 5 A-Modificado 

- suero fetal de ternera descomplementado (601V/ 30') 

-Fhohematoghitinina 

- solución de antibiótico (Streptomidna-Penidlina) (lOmg/ml) 

-KC1(0.58%) 

-Colchidna(lOMM) 

- Solución de Camoy (Acido Acético glacial Jvletanol, 3:1) 

- suero fisiológico 

Procedimiento 

1.- En campo estéril, agre^r al fiasco de cultivo estéril lo siguiente empleando material previamoite 

esterilizado: 4 mi medio McCoy 5A-modificado, 1 mi suero fetal descomplementado, 03 mi 

Fitohematoglutinina, antibiótico 2-3 gotas, y 2 gotas de heparina empleando jeringa con aguja desechable 

estéril 



Ir Inocular 0.6 mi de sangre periférica al fiasco estóücoonKdioMcCoyydQTiáscom Mezclar sin 

crear txirtx^ de aire, e incubar a 3 7 ^ en c á m a r a s 

3.- Agre^03rrúdea>lchicraak)sculü\^ 

la división celular en metalase, e incubar de nuevoa37(€por40 minutos. 

4.- Transferir te aitivos a tubos cónicos y c ^ ^ Eliminar sobrenadante. 

5.- Agregar 5 mi de KQ 0.58%,resuspaxlerdp;qu^rá^ 

minutos. Esto es cond fin de hirdw las células para Mlitar la observé 

6.- Agregar0.5mldesoludóndeCknoyyn^larperfectamenfe Coitrifugara2000ipmpor 10minutos 

y eliminar d sobrenadante. 

Ir Agrega 5 mldesolución de Camoy y mezclar conayuda de pipeta pasteur limpio. 

Centrifugar a2000 rpm por 10 minutos, y eliminar sobrenadante. 

8.- Repetirte anterior 2 veces (paso 7) empleando 4 mi de soludón de Camoy. Al finalizar la última lavada, 

agregar aproximadamente (según tamaño dd botón) 02 mi de soludón de Camoy fiesco. 

9.- Gotear (1-2 gotas) la muestra sobre un portaobjeto limpio y desengrasado, dejar secar inclinado a 

temperatura ambiente, y observar bajo microscopio de contraste de fase. Guardar dentro ds cajas limpias y 

oscuras a temperatura ambiente y dejar "envejecer" dichas laminillas por 15 días antes de teñirse según 

procedimiento de la técnica de bandeo G o bandeo C. 

Para identificar a los cromosomas por su patrón de bandas específicos, se realizó la técnica de bandeo 

G y C de acuerdo a metodologías habituales de laboratorio ajustándose a condiciones dd laboratorio de 

citogenética dd CIBIN (3). Anormalidades observados bajo microscopio de luz convencional, fueron 

identificados siguiendo d criterio de clasificación citmjsómica previamente establecido (58). 

b) Técnica de Tinción de Bandeo G 



Material y Equipo 

- c ^ para laminillas de vidrio, 10.0x11 i x 7 i cm 

- fiascos devidrio Copian con40 mi de capacidad 

-baño de agua 36'C 

-miaosc»pb de luz obvencional 16X40X, 100X 

- tripsina liofílizada 

- suero fisiológico 

- solución amortiguadora de fosfetos pH 6.8 

- colorante cié Giemsa o Wright 

-agua destilada 

Procedimiento 

1.- Dejar envejecer las laminillas por 15 días guardandolas a temperatura ambiente, en cajas para 

laminillas oscuras con tapa, sin exponerlas al polvo. 

2.- Introducir las laminillas a una solución de tripsina al 0.025% a 36 per 1-2 minutos, controlando la 

actividad de la tripsina bajo el microscopio. 

3- Lavar usando suero fisiológico a 36^agitando por unossegundos. 

4.- Teñir con Giemsa o Wrig}í en amortiguador de íbsfeto»pH 6.8 durante aproximadamente 5 minutos 

controlando bajo microscopio de luz convencional 

5.- Lavar ccn agua destilada y secar al aire. 

c) Técnica de Tinción Bandeo C 



Material y Equipo 

- cajas para laminillas devidrio de 10.0x11.5x7.5 cm 

- fiascos de vidrio Copian con40 mi de capacidad 

-baño de agua 60'C 

-miaoscopiodeliEoomencional 16X.40X, 100X 

-na 
-Ba(OH\ 

-SSC 

-Etanol 

Procedimiento 

1.- Envejecer las laminillas previamente goteadas con muestra dejándolas dentro de cajas oscuras con 

tapa a temperatura ambiente por 1-2 semanas. 

2- Introducir las laminillas en una solución de HG02Nporlhoraatemperaturaambiente. 

3.- Enjuagarconaguadesionizadaydgarsecaratempera 

4.- Introducirlas dentro de cajas de vidrio para laminillas con BaíOH^ al 5% por 40 minutos a 

temperatura ambiente. 

5 E n j u a g a r en a) H20 desionizada, b) Etanol 70%, y c) Eíanol absoluto todo a temperatura ambiente. 

6.- Introducir las laminillas a una solución de 2X SSC a 60 'Cporlhoia Al terminar, apagar el baño de 

agua y dejar ahí la caja de vidrio con las laminillas para que gradualmente baje la taripaalura hastalle^ra 

temperatura ambiente. Al día siguiente se sacan los portaobjetos. 

7.- Enjuagar las laminillas i ^ H p d e s i c m Dejar secar 



8 - Teñir empleando colorante de Wrighl o Giemsa con solución amortiguadora de fosfatos, controlando 

^^microscopbdeluzcx3nvEndmal 

d) Hibridación In sito Fluorescente (FISH) 

Equipo 

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

-microcQitrifuga para tubos eppendorfde Oimly l i m l 

-centrifuga para tubo cónico 

-vortex 

-congelador a - 2 0 t 

-refrigerador a 

- micropipetas de hasta 20 \ü, 200 \ú y 1000 jjI de capaádad 

-incubadora de 37V. 

•balanza analítica 

-microscoiMOqáflourescente 10X,40X,62X, 100X y con cámara fotográfica integrada 

- filtros para microscopio epiftuorescente para DAPI y triple banda (DAPI/FITQRojo TexasXrangp de 

excitación de400-570nm). 

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

Material 

EnEstrés pasos básicos de esta técnicase utilizaron los siguiente reactivos (ver también anexo 1): 



-20XSSC,2XSSC,0.1XSSC 

- soluciones de 70%, 80%, 90%, 95%, y 100% de etarol 

- solución desiaturalizadora 

-solución para h hibridación 

- sondas; crcrnosomaX alfe satélite (DXZ1), cromosoma Y alia satélite (DYZ3), y cromosoma 8 alia satélite 

(D8Z1) como control (ONCORJrx). 

-sohidónPBD 

-colorantes fluorescentes Rodamina, Isotiodanato de fluoresceína (FTTC) unidos a los anticuapos Anti-

deoxigeninay Avidina respectivamente (ONCORJrx.) 

- 4,6-Diamidino-2-feniIindol (DAPI) (ONCOR, he.) 

- solución estabilizados "anti-fade" (Sigma, Inc.) 

- soludón amortiguadora de fosfetos (PBS). 

además: 

-guantes de polietileno estériles 

- eppendoifde polietileno claras y oscuras de 1 i ^ l y Oipl estériles 

-p5Kíasdevidriodel,5,y 10 mi; probetas de 50,100,1000 mi; vasos de precipitado; puntillas de polietileno 

para micropipetas previamente rrmáonados; fiascos oscuros para almacenar líquidos. Todo previamente 

esterilizólos. 

- portaobjetos de 25 x 75 mm nuevos, limpios y desengrasados; cubreobjetos de 22 x 22 mm y de22 x 40mm 

&vidrio nuevosy lirrpos, cubreobjetos de polietileno de 25 x 65 mm. 

- fiascos de vidrio tipo Coplin 40 mi de capaddad 



- cajas para laminillas devidrio de 10.0 x 115 x 15 cm 

- cajas de plástico oscuras para almacenar laminillas 

-caja de plástico con tapa de 9 i x l 9 3 x 5.0 cm que servirá como cáimrahúnrala para ircubaoón 

-hielo 

-recipientes para contener hiek) 

-pinzas de punta plana para filtros 

- pegsmento tipo"cola de caballo" 

- arcadores de madera 

- película fotográfica a color de 1600 ASA 

Procedimiento 

FISH a Nivel Metafase 

En este proyecto, se llevó a cabo la técnica de FISH basándorrs en h descrita per Pinkd (33), Gemer 

(39), y ONCOR, Inc. (59). 

Antes de iniciar los pasos básicos de esta técnica, se observaron las laminillas bajo microsccipio de 

contraste de fases con el fin de localizar metalases así como detectar la presencia de dtoplasna. Idealmente, las 

laminilla empleadas tenían máximo dos semanas de envejecimiento. 

- deshidratación 

Para realizar el pin«- paso de la técnica de FISH que consiste en la (fcshidratación de las muestras 

fijad« sobre portaobjetos limpios y desgrasados, primero se sometieron (Mías laminillas a una sohxión de 40 

mi de 2X SSC, dentro de un fraco Coplin a baño maría, 37 V (tempaaturadaitrodd fiasco) por 30 minutos. 

Posteriormente, se les introdujeron a soluciones de 70%> 80%, y 95% de etanol a temperatura ambiente por 2 

minutos cala una (40 mi de cala sohxkím en fiascos Coplin). Por último, se dejaban secar las laminillas a 



temperatura ambiente lejos de corrientes de aire con d fin de no alterar la morfología cromosómica. Simse 

podía continuar a los siguientes pasos, se guardaban dentro de c a p a r a laminillas oscuras para protgeriasdd 

polvo, per no más de dos semanas. Si al teimino de este tiempo no se podían procesar, se guardaba la caja 

oscura con las laminillas a-2IFC por no más de un mes. 

-desnaturalización 

Realizado lo anterior, las laminillas se colocaron en 40 mi de solución desnaturalizadoia a 70 °C 

dentro de un fiasco Coplin limpio, no estéril, por 2 minutos. La temperatura se medía dentro dd fiasco 

independientemente de la temperatura extema. Para evitar ruptura dd fiasco, éste se introducía primero a un 

baño de agua a 4 0 ^ por aproximadamente 10 minutos antes de pasado al baño de 70 °C. Si había citoplasma 

en las laminillas, se alargpba d tiempo de incubación por 15 segundos más. 

Hay que destacar que por cada laminilla puesta en la solución de desnaturalización, se le aumentaba 1 

°C tornando en cuenta que la presencia de cada portaobjeto, disminuía un grado centígrado a la soludón 

afectando la calidad de desnaturalización de la muestra. Se colocaban no más de4 laminillas per cada fiasco de 

Coplin. En este paso nosolo era crítico la temperatura, sino también d tiempo en que se e?qxm la muestra a la 

soludón desnaturalizadora. Tiempo de más, o arriba de la temperatura ideal para desnaturalizar, se coníariesgo 

de que la muestra pendiera su morfología aumosórnica y no se lograra observar claramente la señal 

fluorescente. 

Inmediatamente después de la desnaturalización dd ADN, los portaobjetos son puestos en baños 

sucesivos de 70%, 80%, 90%, y 100% de etanol fno, 2 minutos en cada uno y se secaban con aire a 

temperatura ambiente. 

Por círo lado, se preparó la sonda con su solución de hibridación. Para ello, a ljjl de sonda específica 

(DXZ1, DYZ3, o D8Z1X se le agregó 10(il de soludón de hibridadón. Se aseguró que la mezcla estuviese 



perfectamente homogenizado sometiendo al tubo eppendaf con sonda y solución de hibridación, a 

centrifugación (8000 ipm, aprox. 10 segundos), agitación con vortex, y de nueva cuenta centrifugación. Se 

colocó d tubo eppendorfcon la me2cla, en un bario de agua a 7 0 t por 5 minutos con d fin de desnaturalizar la 

senda, manteniéndose en hielo hasta su uso. 

- hibridación 

Al ATTN Hpgnati imlÍ7artn de la irnipsfra fijarla snhrc» la laminilla qera se le agtpgrS la meada de sondav 

soludón de hibridación, para luego colocar un cubreobjeto de vidrio de 22x22 mm, procurando evitar la 

fomiadón de burbujas de aire debajo dd cubreobjeto, y sellar con pegpmenlo. Esto último se lograba aplicando 

una capa generosa ddpegsmento por las orillas externas dd cubreobjeto. Seco d pegamento, se colocaban las 

laminillas dentro de la cámara húmeda, se tapaba, y se introducían en incubadoraa37^por 1-12 horas. 

-detección 

Después dd período de incubación, con cuidado, se levantaba d pegamento de las orillas utilizando las 

pinzas para filtros con punta plana Para eliminar d exceso de sonda, las laminillas con sus cubreobjetos, se 

introducían dentro de una serie de soludones de 2X, y . IX de SSC, y finalmente IX PBD (40 mi de cada 

soludón en fiascos coplin limpios) por 2 minutos en cada soludónatempeiatura interna de 3 7 ^ . 

Cabemencionar que no se quitaba dcubreobjeto con las pinzas para evitar maltratar la muestra, y que 

de aquí en adelante, la muestra siempre se mantenía húmeda con d fin de evitar que partículas de polvo se 

pegaran a su supafide dificultando la interpretación de los resultados. 

Realizado lo anterior, se les agregó 10 de los colorantes Rodamina y FITC, se cubrió con 

cubreobjeto de plástico, y se colocara Esto fue coi d 

fin de que las laminillas estuvieran tiñierríose en obscuridad y en medio húmedo, con temperatura debajo dd 

cubreobjeto de plástico de 3 7 1 . Al termino de 30 minutos se diminó d exceso del colorante, introduciendo 



laminillas dos veces a solución de IX PBD (40 mi en fiasco Coplin limpio, no estéril) a temperatura 

ambiente per 2 minutos cada uno. Finalmente se agregó 10^1 dd colorante fluorescente DAPI como contraste, 

eliminando d exceso con gasas limpias, y se colocaron en cajas oscuras para laminillas por un mmirm de 5 

minutos antes de observarse bajo microscopio epifluorescente con filtro de triple banda (DAPI/FTIURqjo 

Texas). 

En cada individuo, se analizaron 300 células inteifek^ tomando en cuenta daiterioestaWeddo por 

Kuo, Hopman (60), y 10-50 metalases basándose en d criterio estableado por la asociación de tecrólogos 

dtpgenéticos (Assodation of Cytogenetic Technologists (ACI)X61). Células representativas fueron 

fotografiados utilizando película ekctachrome ASA 1600, con 20-30 segundos de exposición (59). Para 

núdeos interfísicos se determinó d porcentaje de fiecuenda de aparición de las señales fluorescentes. 

FISH a Nivel Interfase 

Para probar la técnica de F1SH en interfase, primeramente se procedió a realizar un fiotis de sangre 

sofcie la laminilla con ayuda de un segundo portaobjeto colocado sobre la gote de sangre dd pariente o conlroL 

Por capilaridai, la gota se esparcía a b largo dd portaobjeto al momento de detenerse, con movimiento rápido, 

se deslizó d segundo portaobjeto con d fin de extender perfectamente la muestra de sangre sobre d primer 

portaobjeto. Hecho k) anterior, se dejó secar a temperatura ambiente la laminilla alejada de comentes de aire 

por 10 minutos. Posteriormente se introdujo esta a a 40 mi de solución de Camoy (ácido acético glacial: 

metanol, 1:3) incubándose por 15 minutos a temperatura ambiente oond fin de eliminar los eritrocitos dejando 

solo los leucocitos; y de nuevo, se dejó secar la laminilla a temperatura ambiente alejada de comentes de aire. 

Se procedió a llevar a cabo la pruda de FISH por medio de desnaturalización simultánea rápida; en ella, 

después de secarse perfectamente la muestra, se procedió a introducir la laminillas en soluciones de 70,90 y 



100% de etanol atemperatura 

Luego, se le agregó 10 ni de la solución de hibridación previamente m e a ^ ccm 1 ^ 

Hecho b anterior, se colocó un cubreobjeto limpio de 22 x22 mm evitando la famación de burbigas, y se 

sellaba ocnpegamento granoso, dgando secar atemperaturaambientesmam^ 

adecuado alrededor del cubreobjeto. Tenninadok) anterior, se precedía a introctórapidanrateh laminilla a 

un homo a 9 0 ^ per 1 minuto 30 segundos. Finalmente éste se transfería a lacámarahúmeda y se ircubabaa 

37<C por mínimo una hora (máximo toda la noche). Se continuaba la técnica de FISH siguiendo los mismos 

pasos previamente descritos para la eliminación del exceso de sorda así cono la detección de la señal 

fluorescente. 

B.3 ANALISIS ESTADISTICO 

Se utilizó la piueba de coeficiencia de varianza para determinar d número mínimo confiable de 

núcleos interfísicos a observar. Así miaño, se aplicó la proeba no paramétrica de Me Nemar (p<0.05) para 

poder comparar resultados de la técnica de bandeo G y FISH. En los casosdonde se utilizaron las tres técnicas 

dtogenéticas de diagnóstico (bandeo G, bandeo C, y FISH ), los resultados se compararonatravés de laprueba 

estadística no paramétrica de Cochran empleando las tablas de Tate y Brown (p0.05)(62). Seempleód 

programa SPSS para computadora como apoyo para realizar las pmebas estadísticas (63) 



RESULTADOS 

De los 34 pacientes provenientes del Hospital Regional de Especialidades número 23 dd IMS.S., 7 

de ellos presentaron alguna alteradón ya seanuméricao estructural ddaomosonmX, y a 12 pacientes más, se 

les determinó su sexo cromosómico. 

A Nivel Meta/ase: Análisis Cromosómico con Bandeo G, Bandeo C, y Mediante la 

Técnica de FISH 

A11 parientes con ambigüedad sexual, se les realizóla t ^ ^ yse 

observó que ambas técnicas concordaron con respecto a los resultados obtenidos. En la tabla 1 (ver anexo 1), 

puede observarse que 5 de ellos eran dd sexo femenino y los restantes masculinos. Se detectó una serial 

fhjorescenteenlaregtóncentnméricadel 

se observó una señal fluorescente en la región centromérica ddaomosoma Y al agrega la sonda DYZ3; para 

ambos casos, se obserw lapresenck de dicho6 alllevaracabolatéaiicade bandeo G. 

Cabe mencionar que aunque los resultados para ambas técnicas fueron los mismos, d tiempo 

dedicado para la detección de las sondas fluorescentes fue más rápido mdiante la técnica de FISít además, la 

kxalizadón de los cromosomas sexuales a través & 

Los 23 parientes restantes coi cuadro clínico de sospecha de anormalidad gonosómica, se les realizó 

las técnicas de barateo G, en algunos casos, cuando era requerido, la de bandeo C, además de FISH. De estos 

23 pacientes, 7 presentaron alteraciones tanto numéricas o estructurales idadonados con d cromosoma X (ver 

tabla 2, dd anexo 1). 



Se detectaron 2 pacientes que fiesetfaban imamente aherarions 

ccn cuadro clinico de probable Síndrome de Klinefelter, al cual al realizar la tónica de FISH, se observó la 

presendade4cronwsomasXyunawnosomaY. Resultado también detectado ccn la técnica de bandeo G; 

por b tanto, presentaba el Síndrome 49,XXXXY. Así mismo, otra patente ron probaba 

se le confirmó dicho síndrome al obseivar una señal flucsescente en k región centromérica de un c ^ ^ 

X, sin la presencia del cromosoma Y. Este resultado también se observó al llevarse a cabo la técnica de tandeo 

G. 

Las restantes 5 pacientes del sexo íemaráio, presentaban tanto aneuploidías corro alteradores 

estructurales end cromosoma X Cuatro de días presentaban mosaicismo con fiecueraas diversas, irdusive 

en um de días, mediante la técraca de FISH se k)gró detectara enmuyfcajafiecueaáa 

(3.7%) la que no fue posible detectada mediante las técnicas átogenéticas clásicas, la fcsmula cromosomica de 

este paciente fue: (45¿([37y4$X¿fc(Xí^ ish Xcai (DXZ1 ++; DXZ1 ++x2) 

Para aquellas pedentes que se les llevó a cabo tanto la tinaón de bandeo G como la de bandeo C por sospecte 

de presentar un segundo centròmero, se logró visualizarse, pero no fiie posible establecer d origen dd segundo 

centròmero. Al llevar a cabo FISH para estas parientes con cromosoma X ( t ó r t r ^ j p solamente se pudo 

confinnarlapresendademosaisisnK)enlapoHarióncelular^ ylapresendadd aoOio8ormXdicénlrieQ,sino 

también se logró determinar que d origen dd segundo centromero provaaa de otro cromosc*mX;yaque,al 

agregar la sonda DXZ1, se observaron dos saiales fluorescentes en un misTioaornQsomaX^enídodeello, 

es la pariente previamente mencionada, así como laque presentabaprobableSíndrc^ de Tumr roncara^ 

de 45,X[29y46,X4c(Xq)[6]. ish Xcen (DXZ1 ++\ y la que presentaba primaria con cariotipo 

46^15y46^dic(Xq)l 11]. ish Xcen (DXZ1 ++) (ver arexo 2). 



En las pacientes con amenorrea primaria con cariotipo 46rX4(Xq). ishXcen (DXZ1 xl) y disgenesia 

gonadal con cariotipo 46^X[19y46^del(XXqter-^q23:Xl 1]. ish Xcen (DXZ1 ambas con alteradores 

estructurales en cromosoma X, al llevar a cabo la técnica de FISH se pudo confirmar que en la alteradón 

estructural no estaba involucrado material alia satélite dd centiómero ya que se observó únicamente una señal 

fluorescente en la región onlroméricadd cromosoma X. 

A Nivel Interfase: FISH 

Con respecto a los resultadas observados a nivd de núdeos interfísicos obtenidos al realizar latécnica 

de FISH en frotis sanguíneo, y aquellos observados en núcleos inter&icos obtenidos a partir de microcultivos 

de linfbátos, para ambos casos, los resultados fueron semejantes. Al comparar los resultados obtenidos con la 

técnica de FISH a nivd metalase y a nivd de núdeos interfísicos (ver tablas 3 y 4, anexo 1), los señales 

fluorescentes observados en mayor frecuencia dentro de los núdeosinterfisia)s,coiní^conlapresendadd 

aomosoma en cuestión en las laminillas con metalases. En este estudio, se consideraron solo aquellos núcleos 

en los que las señales fluorescentes estaban bien definidas y separadas una de la otra, se excluyeron aquellos 

núcleos dañados, doblados o sobrepuestos, núcleos con residuos bulares o con gmpos de bacterias y aquellos 

coi contornos no bien definidos. 

Al analizar las señales fluorescentes no solamente se observaban de diferentes colores (d centromao dd 

aomosoma X era de color rojo por la Rodamina, y del cromosoma Y era de colcr vade por d colorante F1TQ sino 

también se presentaban en diferentes tamaños. Esto, se detectó en dos situaciones. Iba, poique la región centromérica 

dd cromosomaX era de mayo* tamaño que dd cromosomaY, y por dio, la señal fhiorescente parad cromosoma X era 

de mayortamarto a comparación con la dd cromosoma Y. La segunda, a i las paciaiíes con oonrnmraXdicá i t^ 

Cuando se observaron dos serales juntas dd mismo tamaño con respecto una a la otra, y de menor tamaño 



a comparación con la del cromosoma X , podíamos sospechar de un cromosoma dicéntrico. Esto se 

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

Implementación de la Técnica de FISH 

La técnica dtogenéticamolecular de FISH, se logró implementar y adaptar a las condiciones del 

laboratorio de dtogenética del Centro de Investigación Biomédica del Noreste (CIBIN), IMSS. Se logró 

obtener resultados a partir de una hora después de la hibridación (cuando se realizó FISH a nivel interfase ccn 

fiotis sanguíneos) hasta a 12 horas después (con FISH a nivel metalase). Al observarse los resultados bajo 

microscopio epifluorescente tanto de núcleos interéseos corro de metafases, se detectó especificidad sin 

hibridación auzada por paite de las sondas, debido a que únicamente se observaron señales fluorescentes donde 

hubiese material alia satélite del cromosoma X, cromosoma Y o cromosoma 8. 

Para lograr ta anterior, algunas modificadones se hicieron a la técnica de FISH descrita per Pinkd y 

Cremer como por ejemplo: en d paso de las series de lavados para eliminar d exceso de sonda, posteriores a la 

de la solución de post lavado de formamida al 65% a43 °C. Inicialmente utilizamos lavados por duplicado con 

soludones de 2X y 0.1X de SSC a 37 ^ seguido por un lavado con soludón de IX de PBD a temperatura 

ambiente. Al tratar de llevar a cabo en forma más eficiente este etapa de la técnica, probamos únicamente la 

soludón de formamida al 65% a 47 t , seguido por un lavado a temperatura ambiente por duplicado 

empleando solución fresca cada wz, de IX PBD. Obtuvimos los mismos resultados para ambos sistémasete 

lavados; per ello, se decidió realizar d segundo método de post lavado per considerada más efidente. Coi 

respecto a las soluciones de etanol, inicialmente todas las soludones de etanol se preparaban Seseas para cada 

experimento; san embargo, se notó que se podía emplear bmisnasohx^ de etanol para varios e5q»iiiiailos 

antes de tener que desecharse, obteniéndose buenos resultados. Lo mismo se aplicó con la soludón de 

desnaturalizado!! Esta soludón que inicialmente se preparaba fresca para cada experimento, se optó por 



utilizaría varias veces antes de desecharse, procurando guardarla en Irasco ele vidrio previamente esterilizado a 

+ 4 t . Se desechaban estas soluciones al memento de que estuviese presente partículas o al terer sospecha de 

crecimiento de hongos. 

Análisis Estadístico 

Al tratar de aplicar las pniebas no paramétricas de Cochran o de McNemar rrediante d uso del 

programa SPSS paraWindows, se detectó que por la pequeña poWaciónincMíh en este iiqyecto^dd^ a la 

baja frecuencia dentro de la población general de estos padecimientos, no se pudo recopilar suficiente evidencia 

desde punto devista estadísti(X),parapoderrechazarkh5»tesisriula. Con la prueba de McNemar, p fue igual a 

0.0833, y para la prueba de Cochran fue de 0.W98. 



DISCUSION Y CONCLUSIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos concluir que la técnica de FISH presenta diversa 

ventajas sobre las técnicas de dtogenética clásica Primero, detectamos que es una técnica específica debido a 

que únicamente 9e observaron señales fluorescentes que correspondían a material alfa satélite de los 

cromosomas X y Y. No se presentó hibridación auzada ya que no se observaron señales fluorescentes 

simultáneas en otras regiones aomosómicas de los mianos cromosomas mencionadas o en otros. Esto 

concuerda con reportes antenotes donde se menciona que la técnica de FISH facilita la identificación más 

precisa de las alteraciones cromosómieas (65). Además, notamos que las sondas DXZ1, DYZ3, y D8Z1, son 

químicamente estables ya que aún después del año de la fecha en que se adquirieron, todavía se podían utilizar 

observándose buena hibridación, y no requieren de un sistema especial para su desecho, como es el caso para 

sondas radioactiva, confirmándose lo descrito antoiurmaite (14). 

También es una técnica muy sensible ya que se lograron detectar alteraciones que se presentaban en 

baja frecuencia en forma de mosaico; ejemplo: caso clínico de probable Síndrome de Tumer con cariotipo 

45^29y46^dic<Xq)[6]idiXceiVDXZl++)> Lafimiemadehlíiracelul¿ffde4^ 

comparación del 82% de la línea celular más frecuente 45.X. Inclusive, mediante la técnica de FISH se logró 

identificar d origen de las alteraciones en cromosoma X, situadónqier» siempre ocuntá mediarte las 

efe bandeo G y bandeo C Ejemplo de ello fue d caso clínico de Síndrome de Tumer coi tres líneas celulares 

(45,X[37y46,X,dic(Xq)[l 5y47Xtfc(Xq)4ie(Xq)|2] la pariente con 

Amenorrea primaria (cariotipo 46,XX[15}/46¿ídic(Xq)[ll]. ish Xcen(DXZl++) y otro caso clínico de 

Síndrorre de Tumer (resultados no presentados en las tablas) coi cariotipo 45, X/ 4ó,X, +mar. A esta última, al 

llevar a cabo la técnica de FISH, seobservó que este marcador cronwsómiroerauncronmjmaYdicénlri 



Algo interesante que se detectó al llevar a cabo este trabajo, era que identificado d cogen dd 

centrómero cerno prevaliente de otro cromosoma X en estas pacientes con infertilidad, no erconOcimos hasta 

la fecha, previos reportes donde mencionen estos dos eventos a i una paciente Seria interegmte arpeando la 

técnica segundo de FISH, poder seguir invistiendo las posibles relaciones y causas de infertilidad con la 

presendade un cromosomaX dicéntrico. 

Con los resultados de este trabajo, se apoya lo descrito ankaiunttaite por diversos autores de que a 

través de la técnica de FISH, se imfc detectar diversas mutadones cromosómicas como son ddedores 

cromosómicas, la identificación de cromosomas desconocidos o derivados de los miañas (marcadores), así 

como el análisis y diagnóstico de aneuploidías entre otras(66,67,68). 

Así miaño, se pudo observar las ventajas previamente mencionadas por otros investig3dores sobre d 

uso de haptenos cono son la Biotína y Deoxigaiina, los cuales no solamente permite incrementar la 

sensibilidad de la técnica de FISH, sino que también permiten d análisis de varias aomosomas 

simultáneamente (69). 

Otraventaja es que es una técnica muy rápida ya que se logró obtener resultados a partir de 8 horas una 

vez realizado los fiotis sanguíneos para FISH a nrvdinterfese. fedush^ una vez obtenidas las laminillas con 

metalases, se podía obterer resultados 24 a 48 horas después, confilmándose observaciones previas de otros 

investigadores (10). 

La técnica de FISH es confiable ya que to que se observó en mawr fiecuencia a nivd inferíase 

coinddía con lo obsérvalo a nivd metafáse empleando esta miaña técnica Así mismo, para los pacientes con 

alteradores numéricas en los gorosomas, los resultados observados en mawr frecuenda con la técnica de 

HSHanKdintiai^ai inadm 

metalase. Ircáusiw en las pacientes con alteradon^ 

posibilidad de aheraáón estructural a nivd interíase, lo que seria confirmada al obsavarse los cromosomas a 



nivd mefafese teñidas con Rodamina. Podemos entornes oorchrir que FISH es una técnica confiable que 

pemite la detección de aneupMas tanto núcleos interfasicas. Este último siendo de 

gtan ventea, yaque oon las técnicas de bandeo Gy bandeo C, se requiere (fe cultivos celulares y la obtatíón de 

excdaites metafáses para d análisis cromosómico. 

Al observar las señales fluorescentes en los núdeos inteifísicoEs se pudo (fetectar que no siente éstas 

se presentaban en d mismo número en cada núcleo interfísico. Esto no solamente se observaba en los 

pacientes con mosaiciano en sus líneas celulares sino también en los controles ñámales así como aquellos 

parientes (caso clínico 1,4) sin mosaicismo. Esto concuerda con reportes anteriores (70) que mencionan que se 

debe a factores tales como d estado de división en que se enójente d núcleo almamente de khibridadón, que 

tan compacto esté su ADN, o que pueda estar la señal oculta debido a que esté al otro lado dd núcleo de donde 

se esta observando. Se considera que mientras estas señales se obser\^mbqafieajerm(rnenosdd50/o),es 

normal (71). Estos factores consideramos a igual que previos autores, no deberían mermar las múltiples 

venteas que posee la técnica de FISH que compasan por k) anterior, sin embargo se deben de considerar a la 

hora de interpretar los resultados anivd de inferíase. 

Debido a la especificidad, sensibilidad de la técnica de FISH, nos dimos cuenta que al utilizar sondas 

alfa satélite de los cromosomas X y Y, tanto a rrivd interfasco cano en metalases, no siempre es necesario d 

uso de un control interno. Esto se confirmó coi d uso de la sonda alfa satélite para d cromosoma 8 cano 

control interno para la hibridación in situ. 

Al emplear esta sonda como conlrol irdano para la hfltidadón a nivd i n t e r ^ nos dinxs ajenia que 

al estar presentes las señales fluorescentes provenientes dd cromosoma 8, se prestaba a confusión para 

interpretar los resultados especialmente en parientes con aneuploidías. A nivd metalase, aunque la presencia de 

señales fluorescentes de la sowk alfa satélite dd cromosoma 8 no interfería en la interpelación de tos resultados 

relarion^os con los gonosomas, debido a la especificidad y sensibilidad observada por paite de las sondas para 



cromosoma sexuales, tampooo se necesitó continuar empleando esta senda como control interno. Ai ro 

observar señal por parte de la sondas para cromosoma X o Y, podíamos ccwduir que estos i » 

en el pódente. 

Cabe mencionar donde sí es útil emplear un control inten» tipo alia satélite, es a m k ) se trabajan con 

sondas muy pequeñas, de secuencias únicas tal como d (k cromosoma Hlacfclfia (rcsuhabs no presentados). 

Las señales son muy pequeñas, y por dio difíciles de detectar, por ello al tener un control interno, sirve para 

confirmar que las condiciones de lahibridadón fiieron las adecmlas y por dio, ro interfirieron en la ausencia de 

las señales fluorescentes para cromosoma Filadelfia. 

También se debe mendonar que las modificaciones técnicas previamente mendonadas que se 

hicieron en la técnica de FISH, permitió que la técnica fuese más efidente ya que con menos reactivos se logró 

obtener resultados de buena calida! 

Por último, considerando todas las ventajas de la técnica de FISH anteriormente mencionados sobre 

las técnicas de citogaiética clásica, FISH es una técnica de gran utilidad dínica, ya que coi la detecdón de 

anormalidades en d cromosoma X en baja proporción, la detenninadáiddori^n de estas, además de poder 

contribuir a la determinación dd sexo en los pacientes con ambigüedad sexual, con d fin de proporcionarte al 

paciente la oportunidad de unavida lo más normal posible; también, se te puede propoirionar al experto clínica 

más información útil parad diagnóstico, y así lograr un consejo genético y por dio un tratamiento oportunoy 

efidente para sus pacientes. Esto ultimo es especialmente imputante, ejemplo de dio: un caso clínico que a sus 

16 años se te diagnostico disgresia gonal, al llevar a cabo su estudio dtpgsnétioo, se te detectó probable 

Síndrome de ídrrinizadón testículo 

femeninos (ver tabla 2). 



PERSPECTIVAS 

Considero que la técnicade FISH debe de existir en uradades c í t r i ca s*^ 

depacientes, yaque por sus ominadas, y pe* d h ^ 

tipos ^ tejidos como son sangre periférica fiesca, microculúvo de Mocitos , médula ósea tanto fesca o 

cultivada, o tqido del epi tdk)CX5\^(n5d^ 

diagnóstico dínioo certero. Tomando en cuenta que se pustte aplicar a i tejidos como mxiula ósea o epitelio, se 

podría buscar posibles marcadores útiles en el diagnóstico y tratamiento de carra 

Además, esta versátil técnica se podría utilÍ2ar en diversas áreas de investigación tanto clínicas como básicas. 

Inclusive, basándose en los resultados de las parientes con cuadro clínico de infertilidad a las cuales se les 

detectó la presencia dd oomosomaX dicéntrico, se podría cm la ayuda de k técnica (fe RSH investigar más a 

fondo la posible relación a nivel cromosomal de estos dos eventos y conlnUiir a dar una posible e^ l i cac^ 

la infertilidad 31 estas mujeres. 



ANEXO 1 

Resultados de las Tablas 1 al 4 



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

CLINICO DE AMBIGÜEDAD SEXUAL 

CASOS CLINICOS BANDEO G FISHtM> 

1 , 2 , 3 , 4 , 5 46, XX 46,XX. ish Xcen (DXZ1 x2) 

6 , 7 , 8 , 9 , 1 0 , 1 1 46, XY 46, XY. ish Xcen (DXZ1 xl) , 
Ycen(DYZ3 x l ) 

NUMERO TOTAL DE ESTUDIOS REALIZADOS PARA DETERMINACION DEL SEXO 
CROMOSOMICO = 11 



RESULTADOS OBTENIDOS MEDIANTE LAS TECNICAS 
CITOGENETICAS CLASICAS Y FISH 

DIAGNOSTICO 
CUNICO 

BANDEO G BANDEOC FISH"4' 

Probable Sindrome 
de Klinefelter 

49.XXXXY 49,XXXXY. ish Xcen(DXZl x4), 
Ycen (DYZ3 x l ) 

Probable Sindrome 
de Turner 

45,X/46,X,X(?) 45,X/46,X,dic(Xq) 45,X[29]/46,X,dic(Xq)[6]. ish 
Xcen(DXZI ++) 

Probable Sindrome 
de Turner 

45,X 45,X. ish Xcen (DXZ1 x l ) 

Probable Sindrome 
de Turner 

45,X/46,X,X(?) 45,X/46,X,dic(Xq) 45,X[37]/46,X,dic(Xq)[15]/47,X,dic 
(Xq),dic(Xq)[2]. ish Xcen (DXZ1 
++, DXZ1++ x2) 

Amenorrea 
primaria 

46,XX/46,X,X(?) 46,XX/46,X,dic 
(Xq) 

46,XX[ 15]/46,X,dic(Xq)[ 11]. ish 
Xcen (DXZ1 ++) 

Amenorrea 
primaria 

46,X,i(Xq) 46,X,i(Xq). ish Xcen(DXZlxl ) 

Dysgenesia gonadal 46,XX/46,X,del 
(X)(qter—>q23:) 

46,XX[19]/46,X,del(XXqter-).q23:) 
[11]. ish Xcen(DXZ 1 +) 

Disgenesia gonadal 46,XY 46,XY. ish Xcen(DXZl x l ) , Ycen 
(DYZ3 x l ) 

NUMERO TOTAL DE ESTUDIOS REALIZADOS = 23 

NUMERO TOTAL DE CASOS CON ALTERACION ESTRUCTURAL O NUMERICA EN 
GONOSOMAS = 7 
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ANEXO 2 

Fotografías de Casos Clínicos Presentados en la Tabla 2 



Fig. 2 Núcleo interfásico. 46,XY. ishXcen(DXZlxl), Ycen(DYZ3x1J. DXZÌ teñido 
con FITC, DYZ3 teñido con Rodamino, 

Fig. 3 A nivel metal'ase. 46,XY. ishXcen(DXZìxì), Ycen(DYZ3xl). Centròmero 
de! cromosoma X teñido de color verde (FITC), centròmero del cromosoma Y de 
color rojo (Rodamino). 



F/'g. 4 Cromosomas X con DXZI a nivei meta fase e interfase; centromeros de 
ambos cromosomas teñidos con Rodamina. 

Fig. 5 Probable Síndrome de Turner. 45,X[29]46X dic(Xq}[6]. ishXcen(DXZ1++) 



Fig. 6 Amenorrea primaria. 46,XX/46,X,d¡c(Xq). Ejemplo de resultados de 
Bandeo C donde se observa un cromosoma X dicénirico cuyo origen de! 
segundo centròmero se desconoce. 

Fig. 7 Amenorrea primaria. 46,XX[Ì5]/46,X, dic(Xq)[ì ÌJ. ish Xcen (DXZÌ ++}. A 
nivel meta fase. 



Fig. 8 Misma paciente a nivel interfase. 

m" % 

mté 

Fig. 9 Probable Síndrome de Turner. 
45,X[37}/46Xdic(Xq)[15]/47Xdic(Xq),dic(Xq)[2]. ishXcen(DXZl++, DXZl++x2). Se 
muestra la linea celular de 47 cromosomas con dos cromosomas X dicéntricos. 



Fig. 10 Dysgenesia gonadal. 46,XX[1?]/46,Xdel(XJ(qter->q23:)[l 1J. ish 
Xcen(DXZl+). 

Fig. // Amenorrea primaria. 46Xi(Xq). ish Xcen(DXZlxì). 



Fig. 12 Síndrome 49,XXXXY. 49,XXXXY. ishXcen(DXZ1x4}, Ycen(DYZ3xl). 



ANEXO 3 

Reactivos y Soluciones Necesarios para Bandeo Gy C, y FISH 



TECNICA DE TINCION BANDEO G 

Solución de Tripsina 

Tripsina liofilizada - 0.025 g 

Suero fisiológico- lOOml 

Mezclar perfectamente ambos componentes hacer crear espuma. Mantener en baño de agua a 3 6 1 . Preparar 

fresco. 

Solución de Amortiguador de Fosfatos pH 6¿ 

Amortiguador 1: 

Na^HPQ, 0.06M- disolver 213 gen250 mi de H.O destilada 

\hwcbr a terrperc^aambiertíe enfrasco oscuro 

Amortiguador 2: 

K H ^ O . O ó M - disolver 2.04gen250mi de H20 destilada 

Kh^(k¡r atemperatimambierU^ 

Preparar la solución amortiguadora de fixfe^ mellando en i d a c ^ 1:1 los amratigiadores 1 y 2 Preparar 

fresco. 

Colorante de Gietnsa o Wright 

Wrigjht: 028 gdel colorante disolveren 100 mi de metanol con agitaáón continua por 2 taras. 

Filtrar, y dejar reposar 3 días antes de utilizar por primaravez. 

Al momento de teñir las laminillas, se agita el colorante por 30 minutos con agitación continua. 



*(ruardar enfrasco oscuro a temperatura ambiente. 

Por cada laminilla, prepara 

de colorante Wright o Giemsa Mezclar y vaciar inmediatamente sobre la laminilla (para evitar precptaam 

del colorante). 

TECNICA DE TINCION BANDEO C 

H Q 0 2 N - 1.67 mi HC1 contentado (18M) aforar a 100 mi ^ 

B a ( 0 1 ^ 5 % - disolver 5 g de Ba(0H)2 en 100 mi de H20 destilada 

Disohw con agitador magnético per 20 minutos, y filtrarse antes de usar. 

Preparar fiesco 

2XSSC- 1.75 gNaQ 

0.88 gCitrato de Sodio 

100 mi H20 destilada 

AjustarpHa7.0 usando HQ02N 

*Guaráar a temperatura ambiente enfrasco oscuro 

Etanol70%- 70 mi Rarwl absoluto agregar 30 mi Hpdestilada 

FISH 



SohirióncfedesnafainUgaqón (formamida 70% / 2X SSQ 

Fconamida- 28 mi 

20XSSC- 4ml 

H2Odestiladao desonzada ederil- 8 mi 

*Guardcr enfrasco estéril a +4 °C 

Solución de Hibridación (formamida 65%/2X SSQ 

Para sondas tipo alfe satélite: 

Total de volumen = 10 ml 

Formamida- 6.5 ml 

20XSSC- 1.0ml 

Dextian Sulfefo (solución al 50%) - 20ml 

H20 desionizada o destilada estéril - Oiml 

*Guctráar entuboeppendorf estéril a+4 V 

Solución de Post-lavado de Formamida ( formamida 65%/2X SSQ 

Debido a la naturaleza de la sonda alfe satélite, conviene utilizar una solución efe post-lavado de alta 

astringencia como es al 65%, con el fin de evitar la presencia de"fondo" o puntos fluorescentes a i la laminilla 

que dificultan la interpretación de los reaütados. Al iniciar per primera vez la técnica de FÏSH, se puede 

empezar con solución de post-lavado de menor concentración de 60% para reducir la probabilidad de 



diariinudón de señal a cambio efe algo de 'Yorxb" fluorescaHe ai la laminilla Para sondas de menor tamaño 

como son de secuencias únicas (aprox. 1000pb) se utiliza solución de postiavrclo al 50%. 

El objetivo de enplearestasohidón es para eliminar d exceso de sonda que no se unió al ADN de la muestra 

65%: 20XSSC- 4ml 

Hpdesion2adao destilada estéril-10 mi 

Formamida (de alta pureza) -26ml 

60%: 20XSSC-4ml 

HjOdesionizadao destilada estéril-12ml 

Foimamida (de alta pureza) -24ml 

Khardar enfrascas estériles a +4 °C 

20XSSC 

Volumen total = 1 litro 

NaQ(3M) - 1753g 

Citrato de Sodio (03M)- 882g 

pH7.4 utilizando HC1, y gustar hasta volun£n final ccn agua destilada estéril 

*Guardar a temperatura ambiente 

Soluciones de2X, IX0.1XSSC 

Se preparan a partir de 20XSSC, preparando soluciones con volumen final de 250mlconagua 

desionizada o destilada estéril y guardándose a 44 ̂ C. 



Sohidón Amortiguoadora de Fosfatos (Post lavado) (PBD) pH=8L0 

Esta solución se emplear para diminar d exceso (te colorante Rodamina, FTT€ antes de agregar el 

colorante de contraste DAPL 

Volumen total= 1 litro 

Sohidón I- NaH¡P04 13.8g en 1 litro de agía destilada estéril 

Solución II-Na,HP04 142g enl litro de agua destilada estéril 

Mezclar ambas soludones para obtener pH 8.0 (a900ml de Solutión II, agrega aproximadarrente 50mlde 

Sohxaónl) 

Agriar 0.5 mi Np-40 

*Guanlara+4°C 

Amortiguador de fosfatos (PBS) pH=7i) 

Voíumentotal=lL 

NaCl- 8.0g 

R a - 02g 

NAJHPQ,- 0 .92G 

KH^O, - 02 g 

Disuelto en 1L de H20 destilada 

*Guanhra+4 

DAPI (4¿ Diammo-2- fenflindoí) 



Volumen final = 1.0 mi 

Solución madre de DAPI lmM: DAPI - lmg 

Hpdestiladao desionizada estéril- lml 

Agitar en vcatex 

*Guardaren tubas eppendorfde 1.5 nú oscuro dentro de caja oscuro a -20°C 

DihklnxJoruro de P- feniknwliamino (PPD) Solución Estabflizadora ("Anti-Fade") 

Volumen final=1 Oml 

PPD- 0.01 g 

Gfieool(100%)- 9.0 m 

Amoriguadc* efe fosfatos (PBS) IX- IjO mi 

pH 7.0-8.0 ajustarconNaOHO.l M Cakntm-a37°Chastaestara}mitomente .Odisuetox 

Preparar en fiasco oscuro lomas rápido posible ya queeslasohjaónesmi^sensiHealuzytenqjeratura 

KhxffxJarenfrascoaseiffvenvueltoenpapelalimmoa -20^C 

Solución de trabajo DAPI- solución Estabüizadora 

Volumen final=25 mi 

De la solución madre de DAPI (lmM) se prepara una solución de 0.4 pM 

DAPIlmM- IX) Mi 

Solución Estabilizado» -2499 mí 

Mezclar empleando vortex. 



Se recomienda prepararse en eppendorf oscuro de 1.5 mi lo más rápido posible por la sensibilidad ya 

mencionada de la solución Estabilizador 

*Guarár en tubos eppencbf oscuras en pequeñas alícuotas a -20 °C. 

Etanol 

Para preparar las diferentes «migraciones de etanol (70%, 80%, 90% 95% y 100%) se utiliza agua 

destilada estéril y se guardan en irascos previamente esterillados. Se recomienda que el etanol que se vaya a 

emplear, sea de alta calidad y pureza con el fin de evitar contaminantes que puedan fluorescer y dificultar la 

inteipretación de resultados. 
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