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R E S U M E N. 

EN ESTE TRABAJO SE ADAPTÓ LA TÉCNICA DE SUTHE~ 

LAND (1977) PARA EL CULTIVO DE LINFOCITOS, UODIFICAOA PARA 

LA EXPRESl6N DE SITIOS f'RÁGILES EN CROMOSOMAS HUMANOS (..!J!. 
~). SE TRABAJARON 32 MUESTRAS DE SANGRE DE PACIENTES 

QUE ACUDIERON AL LABORATORIO DE GENETICA D(L H.G.c.r. "LA 

RAZA", LOS CUALES FUERON AGRUPADOS DE LA SIGUIENTE MANERA: 

GRUPO 19 CON DIAGNOSTICO DE RETRASO MENTAL (RM). 

GRUPO 11 

GRUPO 1 1 1 

4 MADRES DE ALGUNOS DE ESTOS INDIVIDUOS CON RM. 
9 NORMALES (GRUPO C~NTROt). 

EL ANALISIS DE LOS CRO~DSOUAS SE REALIZ6 EN 

CULTIVO DE LfNFOCITOS, TRABAJANDO 5 CULTIVO~ POR UUESTRA 1 

.CADA UNO. SEMB~ADD EN DIFERENTES CONOICIONES: 1) EN ~EDIO 

DEFICIENTE pE ÁCl~O F6LICD 0.01 pG/~L (CONTROL PDSITl-

2) EN.MEDID RPKl 1640 CON PRE~ENCI~ DE lclDD F6LtCO 

{coNTROL NEG.i.T1vo); 3,4 v 5 EN EL M1suo 1.froio 
. . ' 

DNANDOL,E D 1ST1'NTAS CONCENTRAC I ONE; S O( Í•iE TO-

MG/ML) A CADA UNO; J.<)'13, 7.773 

OSTENIDOSMDS.TRARÓti. QUE EUPL~ÁN . . .. ' .• ·. -
rlos FRÁGllES>EN ·' 

D~l CR,UPO rj}, llltN:.. 
•• • • • : ~ • ~ :. ' 'j '· ' •• ', 

~o ,HUBO.EXpRESlqN 
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1 N T R o o u e e 1 o N. 

EL ESTUDIO DE LOS CROMOSOMAS HUMANOS HA INQUI~ 

TADO A LOS CIENTIFICOS DESDE QUE FUERON DESCUBIERTAS ESTAS 

PEQUEÑAS ESTRUCTURAS INTRANUCLEARES. Los PRIMEROS ESTUDIOS 

DE Cl~OGENÉTICA SE REALIZARON CASI EXCLUSIVAMENTE EN PLAN­

TAS E INVERTEBRADOS. A PARTIR DE QUE LOS CROMOSOMAS fUERON 

RECONOCIDOS COMO ESTRUCTURAS BIEN DEFINIDAS, SE INICIARON 

TRABAJOS PARA DETERMINAR EL HÚMERO CROl.IOSÓMICO EN EL HOMBRE. 

LA CITOGEHfTICA HA SIDO IMPULSADA POR EL DESA­

RROLLO DE NUEVAS TÉCNICAS MICROSCÓPICAS~ 0ESOE EL PUNTO DE 

Vl~TA MOLECULAR, EL bONOCIMIENTO DE LA ESTRUCT~~A DE LA CR~ 

SE HA INVESTIGADO CON TÉCNICAS 

FACILITANDO EL ESTUDIO DE ~os 

QUE P0EDEN AHORA CARACTERliARSE POR PA 

OCOANOAS 1 .·LO ·Qu.E f.ACILITA SU IOENTIFICACl6N INOIVI.-: 

LOS AOELA"TOS TÉCNICOS QUE HICIERON 

CA HUMAN¡ SOB~ESALEN: 1) EL. 

LA"f-'ORl.IAC.IÓN.·DE 
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LANTOS EN LA INVESTIGACIÓN CITOGENÉTICA SE HAN POOIOO DETE~ 

TAR DIFERENTES ALTERACIONES CROMOSÓMICAS Y ESTRUCTURALES 

(1,13). 

CARIOTIPO HUMANO. 

EL TÉRMINO CARIOTIPO SE REFIERE AL ARREGLO Sil 

TtMÁ~ICO OEL COMPLEMENTO CROMOSÓMICD DE UNA. CÉLULA. Los 

CROMOSOMAS SON ESTRUCTURAS CONSTITUIDAS DE PRCTEINAS y ÁCI-

00.S NUCLÉ.1cos, QUE VARIAN EN FORMA y TAMAÑO y TIENEN LA FA­

.CILIOAO DE TÉÑIRsE INTENSAMENTE CON COL.ORANTES BÁSICOS. El 

TAN FORMADOS POR DOS CROMATIOAS QUE SE ENCUENTRAN UNIDAS 

EL .CENTRÓ.MERO O CONSTRICCIÓN PRIMARIA 1 QUE A SU VEZ, ES 

DE U~IÓN OE LAS FIBRAS DEL HUSO. LA POSICIÓ~ bEL 

VARIABLE, SI SE El'fC.UENTRA EN LA PA.RTE MEDIA. 

ENCUENTRA .OESPLAZA­

OE DIFtRE~TE TAMAÑO SERÁ 
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DONDE EL ÁCIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN) DE ESTAS CONSTRIC-

CIONES ES OE REPLICACIÓN TARDÍA Y ALGUNAS ÁREAS DE ÉSTAS 

SON SUSCEPTIBLES A SUFRIR RUPTURAS. Los CROMOSOMAS 1,9,16 

Y EL CROMOSOMA ttyn DEL CARIOTIPO HUMANO (flG. 2) PRESEN~AN 

CONSTANTEMENTE ESTOS MARCADORES (5). 

LA ClASIFICACIÓN BÁSICA DE LOS CROMOSOMAS HUM! 

NOS EN METAFASE FUE DERIVADA OE LA CONFERENCIA DE ÜENVER 

(DENVER REPORT, 1960) CON REVISIONES POSTERIORES EN LAS co~ 

FERENC 1 AS DE LONDRES (1963) Y CH 1 CAGO (~966), EN DONDE SE ! 

CORDO NUMERAR LOS AUTOSOMAS EN PARES DEL 1 AL ?<. BASÁNDOSE 

:EN SU TAMA~O DECRECIENTE, POSICIÓN DEL CENTRÓMERO, PRESEN­

CIA DE SATfLITES y CONSTRICCIONES SECUNDARIAS, MIENTRAS cut 

CROMOSOMAS SEXUALES FUERÓN DESIGNADOS "X" y "Y". Los 

PAR~S OE AUTOSOMAS SE DlVIÓEN EN SIETE GRUPOS ORDENADOS 

G (F1c. 2). (24,27,45). 

LÁ i~EN~i~ic~~~ÓN ESPE~rr1CA DE CAOA UNO'DE LOS 

CUA,NOO CASPE,RSON y COLS. DE-
. ' . ,: ·_, ;<. ~ . ·. ' . . 

'LOS ,CROi~OSDMAS TEÑIDOS .CON COLORANTÉS OE ÓUI-
_ .. ·' . ·. . .. ,· . '. 

CARAcTERÍS~ ICOS Y REPROOUClBLES· 

IO~N~IFl>C~CIÓN DE CAOA .c~OMO~. 
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POR PUNTOS DE REFErENCIA (BANDAS PRINCIPALES), LAS BANDAS 

Y LAS REGIONES SE DEFINEN POR N6UEROS Y EL CENTRÓMERO SIRVE 

DE PUNTO DE ORIGEN PARA SU MU!.1ERAC IÓN, ÜN P•!NTO CUALQUIERA 

EN UN CROMOSOMA SE 'NOICA POR: A) EL N6MERO OEL CROMOSOMA¡ 

a)? ó q SEGÚN LOS cAsos; c) EL N61.lERO DE LA REGIÓN y o) EL 

N6Mt:RO DE LA BANDA, POR EJEMPLO: 3q24 CORRESPONDE A UN PU!:!, 

TO SITUADO APROXIMAOA~ENTE HACIA LA UITAO DEL BRAZO LARGO 

OE.L C.ROMOSO~!A 3 (45), EN LA FIGURA 3 SE MUESTRA LA REPR! 

SENTA~IÓN OÍAGRAUITICA OE LOS PATRONES OE BANDAS Q1 G Y R 

DE ACUERDO A LA CONFERENC 1 A OE PARÍS EN 19~4 (1i5), 

, Ct.:"AS I F 1CAC1 ÓN Y CAHACTf.R 1ST1.CAS DE LOS CROMOSOMAS liUMANOS. 

p,\RE S DE CLASIFICACIÓN 

- 1.Y 3 ME !ACÉNTR,I COS, 2. 
CÉN)HICO. ·. ·. . , 
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SITIOS FRÁGILES EN CROUOSOUAS HUMANOS. 

UN SITIO FRÁGIL (Sf) ES UNA REGIÓN ESPECÍrlCA 

EN UN CROMOSOMA LA CUAL SE PRESENTA COMO UNA BRECHA NO TEÑ.!. 

OA DE ANCHURA VARIABLE QUE INVOLUCRA AMBAS C~OMÁTIDAS. Et 

SITIO ES SIEMPRE EL MISMO PUNTO DEL CROMOSOMA DE LAS cfLu-

LAS DE UN INDIVIDUO D DE UNA PARENTELA Y SE HEREDA EN UNA 

FORMA MENDELIANA DOMINANTE. LA rRAGILIDAD PUEDE SER EVIDC! 

TE POR LA PRODUCCIÓN DE FRAGMENTOS ACfNTRICOS, FIGURAS TRI-

RRAD.IALES y CROMOSOUAS.SUPRIUIOOS. Los SF PUEDEN SER DESI! 

NADDS CON LA TRIPLETA -FRA- POR EJEMPLO, EL Sf EN EL CROMO­

SOMA 2i EN LA BANDA 1) DE LOS BRAZOS LARGOS, SE ESCRIBIRIA: 

· FRA(2)(q13), (11,14). 

Los SF HAN MOSTRAOO SER UNO DE LOS FENÓMENOS 

DENTRO.DEL CAMPO. DE LA CITOGENfTICA. A EXCtP-

REPORTADOS 01 OTROS, r.IAr.1frER0$ 1 
' •;. . 

100 % OE CE.LULAS EXÁM.1 NADAS (19, 

l'UE -'CUÑADO.EN 



- 10 -

ENTRE fsTOS y EL RETRASO MENTAL (RM) (17,21,26,29,36,46). 

CONEN Y ERKAM EN 1966, (7) REPORTAN UN NIÑO 

CON slNOROME OE ÜOWN Y LEUCEMIA QUIEN MOSTR6 EN UN GRAN N~-

MERO DE CfLULAS EXAUINAOAS UNA FRACTURA EN EL BRAZO CORTO 

DEL CROMOSOMA 2 CERCA OEL CENTR6MERO. TARTAGLIA Y COLS. EN 

1966; ( 4 3) p RE si;; N TAN u N PA e 1 ENTE e o N H i f' o p LA s 1 A E R 1 T Ro 1 o É A 

CONGÉNl~A QUIEN TENIA UN SEGMENTO NO TEAIOO EN UN BRAZO.DEL 

CROMOSOMA 1, AFECTANDO SOLO UNA CRoUÁTIOA. BRoGGER EN 1968 

(2) ESTUDl6 A UN Nl~O QUE TENfA RETRASO MENTAL CON UNA BRE-

CHA.EN EL CENTRO DE UN BRAZO DEL CROMOSOMA 3 QUE PARECE SER 

TA~alcN AFECTANDO l6Lo. UNA CROM,TIOA. 

lEJEUNE Y COLS. EN 1968, (22) l'UEROtÍ LOS PRP,I!_ 

UOSTRA~ UNA SEUEJAN2A DE SF COMO s.t FUERAN 

.REAL! ZAROtl EN IJNA .•~UJER 

c~~1.ioso:~Á 2q~. <FERGUSON .. SMI TH EN 
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PRIMERO POR Lues EN 1969, (25) MOSTRANDO QUE ERA HEREDABLE 

Y QUE ESTABA ASOCIADO CON EL RETRASO MENTAL, HARVEY Y COLS. 

EN 1977, (17) LO CONf 1 Rl.1AN. 

ORIGEN OE SITIOS FRÁGILES. 

LAi PRIMERAS SUPOSICIONES OUE SE HICIERON SOBRE 

EL OR'Í GEN DE LOS SF FUERON REAL 1 ZAOAS POR CHAUDHUR 1 tN 19é'2 

(6) QUIEN EXA~IN6 LA NATURALEZA DE LAS BRECHAS EN LA~ CROM! 

TIDAS, bONCLUYENDO QUE LOS SF SE ORIGINABAN COMO RESULTADO 

.DE UN DE$ENROLLAMIENTO EXTREMO DEL ADN DEBIDO A UNA ~AL(A 

GRADO DE COMPACTAC16N DEL CROMOSOMA iN METAFASC,,~DN~ 

FACTORES QUE l~T~RV1ENEN EN LA ESPIRALIZA­

LAS HISTONAS Y LOS CAflONE~ ~1-

LOS SF PUEDEN. 

QUE TENJAN LUGAR EN A~GU-
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URIOINA MONOFOSFATO (oUMP) + 51 10-MCTltfN-TETRAHIOROFOLATO 
(5,10-r.tETHFA) 

TIMIOILATO l StNTETASA 

TIMlcilNA MONOFOSFATO (oTMP) + DtHIOROFOLATO (DHFA) 
(Áctoo TIMIOÍLICO) 

EL Sc100 DESDXITIMIDiLICO (oTMP) SE FORMA A 

lctoo DESOXIURIDitrco (oUMP) POR LA ACCIÓN OE LA 

51NTETASA 1 QUE CATALIZA LA METILACIÓN DEL ~ESTO 

~RACLLO EN UNA REAdCt6N QUE REQUIERE LA PARTICIPACIÓN OE UN 

COMO ,COENZ.IUA 1 EL 5110-METILÉN-TETRAHIOROFOLA­

COMO OO~AOOR ,DE ME~ILO (16 123)0 

CsfA REACCIÓN ES MÁS LENTA DE LO NORP.IAL OUAN00' 

AOt:CUAOA. O!: ÁC 1 DO ~óu ca 1 EL' CUA.L 

OE LAS PURIN,O,S y'ot: LA TJ;. 

tiü AON, YA QUE 



EXPRESl6H OC SITIOS FRÁGILES. 

LA EXPR~Sl6N OE LOS SF EN CULTIVO OE LINíOCl­

TOS .ES DEPENDIENTE DE LA COMPOSICIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO~ 

Tll.IZAOO, SIENDO LA DEFICIENCIA DE ÁCIDO FÓLICO Y TIMIDINA 

UN FACTOR NECESARIO PARA SU EXPRESIÓN, YA QUE ESTOS COMPUE§_ 

TOS ·LA INHIBEN •. EL IJEOIO 199 ES DEílCIENTE DE ÁCIDO f"ÓLICO 

'(vA QUE s'oLAMENTE CONTIENE 0.01 MC/L). ESTUDIOS PRELIMINA­

RES REALIZADOS POR SUTHERLANO EN 1979, ~AN DEMOSTRADO OUE 

SI fltNE IMPORTANCIA DIRECTA. EN LA EXPRE-

SF (32,34). 

lA ixPRtSlÓN DE LOS SF EN CROMOSOMAS HUM~NQS. 

CU.'-TIVOS DE LINF'()CITOS ES INHIBIDA .POR ~CIOO 

r'oLÍ'n1co, v i:s tNouc 10A 'PoR. ue'.10-
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EL ~CIDO FÓLICD O FOLACINA (F1G. 4) 1 ES UNA V~ 

TAMINA HIDROSOLUBLE QUE JUEGA UN PAPEL IMPORTANTE EN LAS 

REACCIONES QUE CONDUCEN A LA SÍNTESIS DE LAS PURINAS Y OE 

LA TJUINA 1 ADEMÁS, PARTICIPA EN EL CRECIMIENTO Y EN LA DU­

PLICAC16N DE LA CfLULA Y SU DEFICIENCIA EN LOS MAMfFEROS 

PROVOCA UNA DISMINUCJ6N DEL CRECIMIENTO Y LA APARIC16N DE 

DIVERSAS FORUAS OE ANEUIAo EL s(NTOUA BIOQUÍMICO MÁS SOBA~ 

SALIENTE DE LA DEFICIENCIA DE ÁCIDO FÓ(ICO ES EL IMPEDIMEN-

TO DE LA e1oslNTESIS DE LAS PUAINAS y DE LA TIMINA (3, 16, 

23,30,40). T.we1ÉN SON UTILIZADAS P(QUEÑAS DOSIS OF; ÁCIDO 

FÓLICO COMO TERAPIA EN ALGUNOS ESTUDIOS DE siNDAOUES RELA­

~l~NADOS CON EL CROMOSOMA "X" ~Rl~1L y SE HA OBSERVA6o UNA 

OISHINUCIÓnEN (A -~·EC.UENC1'¡1. OE EXPRESIÓN DE i;;sre: CROMOSOMA 

~6Ltio PUEDA FUNCIONAR EN - . . . 

REOlJC 1 ºº ¡;~ 1 MERO Á 

'COMPUE s TO T 
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DEL DIHIDRDFÓLATO EN TETRAHIDROFÓLATD POR LA OIHIOROFOLATO­

REDUCTASA. LA FORMACIÓN DEL oTMP Y, POR TANTO, LA DEL ADN, 

RESULTA FUERTEMENTE RETRASADA POR ESTOS IHHIBIDORES OCNCUI-

HADOS ANTIFÓLICOS (16,23). 

LA ESTRUCTURA QUÍMICA OC UN INHIBIOOR (1) 1 CO­

MO LO ES EL MTX, ANÁLOGO AL AUBSTRATO (S) COMO EL ÁCIDO FÓ­

LICO, SEMEJA MUCHO LA ESTRUCTURA DEL ~ISMO Y PUEDE COMBINA! 

SE REVERSIBLEMENTE CON LA ENZIMA FORMANDO UN COMPLEJO ENZl­

MA-LNHIBIOOR (El) EN LUGAR DE UN COMPLEJO ENZIMA-SUSSTRATO 

(ES). CUANDO TANTO EL SUBSTRATO COMO EL INHIBIDDR SE EN­

CUENTR~N JUNTOS ELLOS COMPITEN POR LOS MISMOS SITIOS QE u-

NIÓN SOBRE LA SUPERFICIE DE LA ENZIUA (16,23). 

EL MTx EN CONCENTRf•CIONES ELF:VADAS CUSA EN CU.!:. 

uNA OIS~INUCIÓN E~ EL INDICE MttÓTl~Ó, 

P~EOt SER stirlCIENTE PARA 08JENER LA '! 

Sf Y SU EFECT.o. ES MAYOR CUA.NDO St A~AÓE 21+ 

(31¡.). Esr!Jo IOS REC ltNT,ES EN cÍii_ 



2-AMtj0-4-HtOROXl­
~-M~TILPTERIOINA 
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ÁCIDO P-AlllNO­
B~NZOICO 

Ac100 PrER01co 

ÁCIDO GLVTÁMICO 

Ac100 fTE~OtLGLVTÁM1co (Ac100 F6~1do) 
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LOCALIZACIÓN DE $ITIOS FRÁGILES. 

Los SITIOS FRlGILES MAS íRECUENTES PUEDEN SER 

LOCALIZADOS EN LOS CROMOSOMAS: 1P31 1 2q11 1 2q13, 3P14, ·6P23, 

7P11, 8q22 1 9P21, 9q32, 10q2}, 10q25 1 11q13, 'i2q13, 16P12, 

16q22, 1?P12, 20P11, Y Xq2? Ó 28 (F1G. 5) (9,11,20,26 1 31, 

35,36,38,42,44). 

Los SITIOS FRÁGILCS MENOS f"RECUENTES SON LOS 

SIGUIENTES: 'l P)6, 1P32, 1 P22, 1q25, 1qJ:::, 2P24, 2P13, 2P11 1 

2q31, 2q33, 3P24, 3q2?, 5q31, 5q35, 6q21, 7,,13' 7q22, 

11p13. 11q23, 14q24, 22q12, XP22 y Xq22 (20). 

UN~ VARIEOAÓ ~E ANORMALIDADES rc~oTIPICAS SON 
. . . 

AUTOSOMAS Y SUGIERCN_OUE _AN~LO-

MUTACIONES O TRANSLOCACl,ONES i(f. 

coN l.i<ci¡¡1;~1.1011oe:s·r--E. 
'CUANDO 

~ERO•ESTA NO ES 'ur¡A iví~ 
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FECTO DEL LENGUAJE 1 Y ESCOLIOSIS. PERO TAMBIEN HAY INOIVI-

OUOS CON MENTALIDAD Y FENOTIPO NORMAL QUE TIENEN EL 5F Y AC 

T6AN COUO PORTADORES OBLIGADO~ QUE PUEDEN DAR ORIGEN A INDl 

VIOUOS CON ílETRASO ~ENTAL CON UN RIESGO DE UN 20 A 30 '.; 

('14, 21,26,46). 

LA FRECUENCIA DE SF EN AUTOSOMAS ES APRDXl~AO~ 

MENTE DE ~ EN 44U CASI UN 0.22 (19), Y EN EL CROUDSOMA 

"X" EN UNA PDBLACl6N GEHCRAL ES DE 0.9? EN 1000 (29). Su-

. TH!ó:RLANO .Ell 1Cl'7f., (33) .CON5!0EGA QUE LA FHCCUENCIA DE ;10 C!. 
····1·, .·.·. . 

~·~()~~Mi SF Ctl El CROl.•OSOMA "X" DE '1680 lllOIVIDUOS SANOS, NO 

.t N EL 'CRO!.IOS 01.\A "X" ·,E e DN s t DE R'A eº~'º 

·x~ o coub.~ETRASO 
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DONDE SE PRODUCE EL ROMPl~IENYO (1?,29,36,3?,46). 

POR TAL MOTIVO EN ESTE TRABAJO SE PRETENOE L~·· 

TABLECER UNA TÉCNICA PAílA LA EXPRESIÓN DE SITIOS FRÁCl~ES 

EMPLEANDO METOTREXATE COMO COMPETIDOR DEL ÁCIDO F6LICO EN 

CUL~IVO DE LINFOC~TOS HUI/ANOS, CON EL OBJETO DE APLICAFLA 

CLINICAMENTE PARA DETECCIÓN DE PORTADORES OE SF ASÍ CO~IO P! 

RA ~OOER ESTABLECER UNA RELACIÓN ENTRE LA APARICl6N DE fs­

RETR.ASO MENTAL. 
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~· .. 

'¡j --...•! 8: 
2q11 2q13 6p23 7p11 

,xz ,.0\ 
'-·' .,. " ., 

9p21 9q32 10q23 

;}~.:·: ~·; : 

·"'' ,,·.· 
"·-~ : ' ' . 

11q13' . 11q2J 12q13 
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O S J E T 1 V O S. 

SI LA COMPETCNCIA DEL' METOTREXATE CON EL 

LA .EXPRESIÓN .DE. SITIOS FRÁGILES. 

,,. 
~ ·,: . \ 

Pt:f.ER.MINAR LA coNCENTRAc16N 1ús. ADECUADA 
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M A T E R 1 A L y M E T O O O. 

SE TRABAJARON 32 MUESTRAS DE SANGRE DE PACIEN-

TES QUE ACUDIERON AL LABORATORIO OE GENETICA OEL H.G.C,M. 

11 LA RAZA", LOS CUALES FUERON AGRUPADOS DE LA SIGUIENTE t.lAN,!;_ 

RA: GRUPO 1 ; 19 CON DIAGNOSTICO DE RETRASO !.!ENTAL (RI/,). 

GRUPO 11 : 4 UAORES DE ALGUNOS DE ESTOS INOIVIOUOS CON RM. 

GRUPO 111 : 9 NORUALES (GRUPO CONTROL). 

EL ANÁLISIS DE LOS CRO~OSOUAS SE REAl.IZÓ EN 

CULTl~O OE LINFOCITOS DE UUESTRAS DE SANGRE PERIFiRl.CA (5 

ML) HEPARINIZADAS (0.1 l.ll .. DE SOL. 1000 U.), OOiENIOAS tlEL 

A!ITICUBITAL. 

EN UN UATnlz. SE COLOCARON 4.5 UL DE ~EOIO DE 

ús ACRE:cá,0.12.!IL DE FITOHEP..1AGLtlT1N1NA (r,:1cn.Q_ 
. . 

TERNE.HA (MIC~OLAB) y 'i. IJL DE 

l~CUBARriN DURANTE.65 · 

SEUllRllf!.ON' 
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LAS CANTIDADES DE MTX (LADERLE 50 MG) DE UNA 

• • . 1 - 4 / 2 SOLUCION PATRON OE 0 MG t.IL, FUERON AGREGADAS 4 HORAS A!!, 

TES OE LA COSECHA (34). 

UNA VEZ CONCLUIDO EL TIEUPO OE INCUBAC16N SE 

LES AGREG6 UNA SOLUCl6N DE COLCHICINA (MICROLAB) A UN~ CON-

6tNiriACl6N FINAL DE 0.017 µc/ML (0.1 UL DE UNA SOLUCIÓN PA­

J~6N DE 10 µc/ML) INCUBANOOLOS NUEVAMENTE A 37º e DURANTE 

PARA OBTENER LA~ CfLULAS OEL CULTIVO, LA S~LU­

CELULAR F.UE CENTRIFUGADA DURANTE 10 IJINUTOS A 1700 RP.M,, 

·:S.E: ELIMINO EL ·SDBl1ENAOANTE'. V St SOUET16. EL PA~UtTE CE.LULA!l 

10 UL DE UNA ~OLUClfiN ~E CLORURri 

3.0 IAINUTOS A, 37ºG. AL TfRMi.NO. 

MINUTOS 
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ÜNA VEZ FIJADAS LAS CtLULAS EN UETAFASEt SE 

PROCEDIÓ A PREPARAR LAS LAMINILLAS POR MEDIO DE LA ricNICA 

DE corro UTILIZANDO PORTAOBJETOS LIUPIOS, DESENGRASADOS EN 

ALCOHOL y Fr.1os. CON UNA PIPETA PASTEUR SE OEJÓ CAER GOTA 

A GOTA LA SUSPENSIÓN CELULAR OISTRIBUIOA A LO LARGO DEL PO! 

TAOBJETOS OESDE UNA ALTURA DE 50 CM D uls, y SE DEJ6 SECAR 

LAS LAMINILLAS SE TIHERON DURANTE 6 MINUJOS 

COLORANTE DE GIE~SA. AL 6 $ EN UNA SOLUCIÓN OE BUFFER 

FOSFATOS CON. Pfi 6.8, SE LAVARON. CON AGUA DE LA LLAVE PAflA f 

EXCESO .DE COLORANTE OEJANOOSE SECAR AL AIRE. 

LAMINILLAS AL MICROSC~P1p 

250 ~fLOLAS~A~ AZAR~ 
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FINALMENTE LAS LAMINILLAS SE TIAERON DURANTE 4 

MINUTOS CON COLORANTE OE GIEMSA AL 6 0 EN UNA SOLUCION DE 

aurrER DE FOSFATOS, SE LAVARON CON AGUA DESTILADA PARA ELI­

MINAR EL EXCESO DE COLORANTE, DEJANOOSE SECAR AL AIRE, 



SANGRE 
TOTAL 

MEDIO DE 
CULTIVO 

F 1 TOHEMA- \/ SUERO FETAL 
GLUTININA DE TERNERA 

~ 65

3

:::.: 
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METODO flGURA 6 

'"/"' ""' e;;, 
!\ ~~ n 

- 25 l!INUTOS w 
e 

FIJAOOP. ,, 70('. ll!.1 p 

'10 r.i1:.1uros. 

H!POTONICA 
KCL 0.0?5 L\ 







- 2? -

RE su L TA o·o s. 

E" LA TABLA 1 SE MUESTRAN LOS RESULTA DOS .o'OTENJ. 

DOS EN ESTE TRABAJO, OBSERVANDOSE QUE EN EL MEDID RPMI 1640 

SIN MTX NO HUBO EXPRESIÓ" DE Sf MIENTRAS QUE EN EL MEDIO 

RPMI CON MTX HUDO UN UAYOR NÚUERO DE MUESTRAS CON EXPRESIÓN 

oi SF (9 UUESTRAs), y EN EL MEDID 199 (DEFICIENTE DE ÁCIDO 

F'ÓLICO) HUBO EXPRESIÓN DE Sf SOLO EN 2 MUESTRAS. 

LAS 2 MUESTRAS CON· EXPRESIÓN DE SF EN EL MEDIO 

199 PERTENECEN, UNA AL CRUPO ( (5.26 ;¡G) Y LA OTRA AL GRUPO 

.11 (25 •>~ LA .. RESPUESTA DE LAS 9 MUESTRAS A LAS. DIFERENTES 

c.oNCENTRAC 1 ONES o.E Mrx F'UE o 1 F'E RENTE. TEN 1 ENDOSE QUE¡ LAS 9 

EXPRESIÓN OE SF CON UNA CONCENTRACIÓN DE 3.913 

, O.E LAS CUALES 7 PERTENECEN AL .GRUPO i (36.81~ 

(50 :-5); EN LA CONCENTR..\C1Ó11 DE 7.773.x 
' .. _; :· ., . ' .. 

UANIFESTARON EXPRESl6N Dt SF; ·2 PERT!_ 

~NA Al G~UPO 11 (25 
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GRUPO f ES MAYOR CON UNA CONCENTRACIÓN OE 3,913 QUE CON LA 

ADICIÓN DE·?-.• 773 X 10-
4 

MG/ML Y TAMBIENES l.IAYDR QUE LA F"Rf. 

CUENCIA EXPRESADA EN EL MEDIO 199¡ PARA LAS MUESTRAS DEL 

GRUPO 11, LA F"RECUENCIA DE EXPRES16N DE SF PARA UNA DE 'LA~ 

MUESTRAS (MUESTRA 8) RESULTO SER IGUAL, TANTO EN EL ~EDIO 

RPMI 1611-0 CON Mrx A UllA CONCENTRAG 1 ÓN DE 3,9-13 X 10-4 
'IG/ML 

COMO EN EL IJED 1 O 199, y PARA LA OTRA (MUESTRA 9) LA F"RECUC:ft 

CIA OE EXPRESIÓN EN E:L UE:DIO RP~'I CON IATX rur MEllOP EN LA 

CONCENTRACIÓN DE 3,913 QUE EN lA DE 7,773 -4 ! x10 MGML, 

Los SF•QUE SE IOENTl.F"ICARÓN CON ESTA METODOLO­

EL MEDIO RPMI 1640 CON W.rx (3.913 x 10.;.4 
MG/Lú.) SON 

. . . . 

. 3i>1.4, 10q25, 11q13, 1E)q2\' Xq27 ó 28. (F res. 

Y 12) t' CUY.AS r.RECUENC 1 AS PROMEO 1 O POR 

_CXPRf'.SIÓN.POR POBLACfÓN 

DONDE. SE PUE:OE ODSÉRVAR, . . .· - . . . . .. 

'.xC{27.ó 2s P~EsrNrl.lioN 



GRUPO 

1 1 

111 

TABLA 1 

EXl'llESION OC SF EN CADA UNO DC LOS MEDIOS DE 
CULTIVO UTILIZADOS. 

lfl!DIVIOUOS RPM 1 HPMI CON Mrx (10- 1~ MG/ML) 

3.9·13 7.773 15.54 

19 o 7 2 o 
1+ o 2 1 o 

9 o o o o 

M 199 
1\) 
oJ) 

1 

1 

o 



TABLA 2 

FRECUENCIA DE EXPRESION DE SF EN LOS DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS, y EFECTO 
DE LA AOICION DE METOrnCXATE EN LA EXf'RESION DE SF ('10- 4 MG/ML). 

FRECUENCIA (¡~} 

MUESrnA GRUPO DIAGNOSTICO 
,-

(10-4 
t.10/ML) M 199 SITIO FRAGIL RPMI HPMI CON MTx 

CLINICü 
3.913 7.773 -15.54 

1 HM o 18.0 14.0 o o Xq2'7 6 28 

2 HM o e.o o o o 16q22 • 11q13 

3 RM o e.o o o o 16q22 • 3P14 

4 RM o 26.0 20.0 o o 16q22 ' 10q25 

5 r RM o 12.0 o o a.o 16q22 

6 1 RM o 4.0 o o o Xq27 6 28 

RM () 4.0 o o o 16q22 

1 1 M f~M o 11.0 o o 11.0 16q22 

'1 M fUv1 o ~!2.0 3'1.0 o o 16q2? 
' 

10q25 

111 CONTHOI () o o o o 

' ' ... , 
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TABLA 3 

SITIOS FRAGILES IDENTIFICADOS, Y SU FRECUENCIA 

DE EX PRES 1 ON (;';) POR 1ND1V1 DUO Y POR POBLAC 1 ON 

·r9 INDIVIDUOS) EN EL ~EDIO RPMI 1640 CON Mrx 
(3.913 X 10-4 

MG/ML) 

F"RECUENC 1 A (~) 
POR INDIVIDUO 

. (50. ~.lETAFASES) . 

FRECUENC 1 A (;1) . 
POR POBLACION 
(450 Mn1\FASES) 



A 

' 

'4 )·.-.,.. I 
-3p 



A ( ,. 
·~~ .. . . 
·41 " ' - .... "' ... ;IJ • ' " ,. # .d • . ' • " ~,¡ ~,~ ... .c. .,, ..,, .. 

"'" .r ~ , .. 
et•-' ' 

-lit 
·"' ' i1" ·""'~ !-··· V 

~ 
\ t t / "-" ·4 .., ''i> \ _ __, )., .~ 



::f.";,· 

~~:: .. •¡:i;; 

~ 

{:.. ·. 
$;¡~' .. 

'·~~ 



·A 



A 

,. ... 4 fl ........ . 

~;;,,,."":: 
:;;.~ 

- .,,,.. -



··· .. 
. ,;.: 

... . .. .. .. " . · ... ~ 

1Gq ... , ...... ,y·.·, 
,• ·'· ' .. 

· ... ···~.····' 
1·.: 

~LWI.· 
- '? . ; ?""~·.... • ' 

···-. '. . :·: .. · 
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O 1 S C U S 1 O N y e o N e L u s 1 o N E s. 

LA EXPRESIÓN DE LOS SF EN CULTIVO DE LINfOCI-

TOS ES DEPENDIENTE DE LA COUPOSICIÓN OEL MEDIO DE CULTIVO~ 

TILIZADO, SIENDO LA DEFICIENCIA DE ¡CIDO FÓLICO Y TIUIOINA 

UN FACTOR NECESARIO PARA SU EXPRESIÓN, YA QUE ESTOS COMPUE~ 

TOS LA INHIBEN, POR LO QUE CON EL MEDIO 199, AL ESTAR DEFI­

CIENTE EN ¡CIOO FÓLICO (0.01 pG/UL), SE OBTIENE UNA ELEVADA 

~XPRE~IÓN DE SF (32,34). 

fOR ESTA RAZON SE UTILIZÓ fSTE MEDIO COttO UN 

CONTROL (POSITIVO) PARA LA EXPRESIÓN OE SF. [L ~EOIO RP~I 

EMPLEÓ COMO MEDIO DE CONTROL (NEGATIVO) CON FRESEN-' 

CIA,DE ÁCIDO FÓLICO (1.0 µc/1111.) YA QUE A ESTA CONCENTRACIÓN. 

O!lTÍENE UNÁ uÍNIUA OPRESIÓN DE SF (3'.:). AL MISMO TIE.!:'._ 
. . 

SE 'T.RABAJO CON EL MCDIO P.Pt.il 1640 AOICIONANOOLE'. OISTIN-

(10°"4 LlG/ML), OBSERVAllOO i.A co~i-

QUE ~STA PRESENTC EN EL UEOI~, 

.DE SF, POR •.NH '1 BIC IÓN· DEI.. s l'ST!: 

DIHtbROFO~AT~t OEPiNQIEN~E DE 

(N fCTRÁHÍ-, 
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EN ESTE TRABAJO SE EMPLEO LA TÉCNICA OE SUTHE~ 

LAND (32) PARA EL CULTIVO DE LINFOCITOS, UOPIFICAOA PARA LA 

EXPRES 1 ÓN DE ::if EN CROIJOSOMAS HUl.IANOS (~ Yl.!.!:.,!!) • SE OBSC_!! 

vó EN ESTE ESTUDIO OUE EN EL MEDIO RPl.ll 16L¡.Q Sltl MTX (TABLA 

1 Y 2) NO HUBO RESPUESTA· PARA LA EXPRESIÓN DE Sf EN NINGUNO 

DE LOS INDIVIDUOS OE LOS TRES GRUPOS, ESTO PUDO SER OEBIOO 

A .OUE EL lCIDO FÓLICO QUE CONTIENE EL MEDIO EVITÓ LA FORIJA-

CIÓN DE ~STos, LO CUAL ES APOYADO POR LA DEFICIENCIA OE ic1 

00 FÓLICO QUE TIENE EL l.IE010 199 EN DONDE SI HUBO EXPRESIÓN 

DE Sf POR PARTE OE DOS INOIVIOUOS, AUNQUE ESTOS RESULTADOS 

NO COINCIDEN EN FREtuCNCIA CON LO REPORTADO POR SuTHCRLAND 

(32,34). SIN EMBARGO, EN EL MEDIO RPMI 1640 CON Mrx, HUSO 

MEJOR RESPUESTA PARA LA EXPRESl~N OE Sf (EN COMPARACIÓN 

. EL .ME p 1 o 199) EN DOS PE LAS TRE s e ONCI'. NTRAC 1 ONE s PE r.' rx 

FUE INVERSAMENTE PROPORCIONAL 

~A PÓPIOO ESTABLECER CUE EL UlX BLOQUE~ LA 

NJEV~S~AOENAS ~E NUCLEDllOOS COMPUESTOS 

LIM.IH .S.U PROOUCCl6N, l'.I..;, 

OEUNA NUtVÁ CACEN~· DÍ:. 

~INALM~NTE MVEBEN. 
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TERMINACl6N REAL DE LA PRESENCIA DE SF. 

DE E~TA MANERA SE OBSERVÓ EN ESTE ESTUDIO QUE 

EL MEDID RPrn 1640 CON l;'TX A lJNA CONCENTRAC 1 ÓN DE ).913 X 

10;..4 MG/ML FUE EL uis APROPIADO PARA LA EXPRES16N DE SF DE 

TODOS LOS EXPUESTOS O CONCENTRACIONES PROBADAS, INCLUYENDO 

AL MEDIO ~99. 

UNA VARIEDAD OC: ANORl.IALIDADES F'ENOTÍPICAS, AD!_ 

MÁS DE MACRO-ORQUIOIA Y OTRAS ALTCRACIONES GENITALES QUE 

SON TETECTAOAS DEC,PUÉS DE LA PUBERTAD ESTAN ASOCIADAS CON 

LOS SF Y SUGIEREN QUE ANALOGAMENTE VAN ACOMPA~ADAS DE MUTA-

CIONES O T~ANSLOCACIONES RECIPROCAS Y LAS CUALES PUEDEN ES-

TAR RELACIONADAS CON ALGUNAS FORNAS DE RETRASO MENTAL (21, 

Los RESULTADOS OBTENIDOS. EN EL MEDIO RPMI 1640 
-4 ·x ·tQ MG/,H) N.OS DAN UN APOYO PARA ESÍ'A TE.Q_ 

·._ ·, - .. ' 

:t.AYQR:··~v,1-liRo ··oc_ .UUCS,TRAS QUE MAN j f"E'S.rARÓN _E!, 

'PERTÚJECEN AL ·GRUPO DE INDIVIDUOS QUE. r>RESEN;..· 
,· \ . " ' : . . . . ; .· .. -

µps~RA~OO QUE PO~IBLEMENTE ll HAY 
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EN ALGUNOS ESTUDIOS REALIZADOS DURANTE VARIAS 

GENERACIONES, SE HA OBSERVADO QUE EXISTEN INDIVIDUOS CON 1~ 

TELIGENCIA Y FENOTIPO NORMAL QUE PRESENTAN El SF Y ACTÚAN 

COMO PORTADORES DE isros, HCREOANDOLOS A sus HIJOS CON UN 

RIESGO DEL 20 Al 30 % DANDO ORIGEN A INOIVIOUOS CON RETRASO 

MENTAL, MOSTRANOOSE EL MISMO PATRON DEL SITIO FRÁGIL HEREO~ 

DO (14,28,31,36,44,~). 

EN BASE A LO ANTERIORMENTE ESCRITO POOEUOS DE­

CIR, QUE LAS MADRES DE INOIVIOUOS CON RM (GRUPO 11) QUEMO! 

TRAR6N EXPRESIÓN OE SF ACTUAN couo PORTADORAS 0[ fsros, LO 

CUAL SE COMPROBÓ EN ESTE TRABAJO YA QUE UNA DE ELLAS (UUES­

_TRA 8) Y DOS DE SUS HIJOS CON RM 1 UN VAR6N (MUESTRA 3) Y U­

NA MUJER (uursTRA 5) PRESENTARÓN EL MISMO SITIO FRÁGIL EN 

EL CROMOSOMA 16q22¡ OT~A DE LAS MADRES (MUESTRA 9) Y UN Hl­

V~R6N CON RM (uu~STRA 4) MOSTRARÓN EL SF EN LOS CAO~oso~ 

EN AM60S CASOS SE OBSERVÓ QUE .LA FRE-

iA. DE EXPR!'.SIÓN DÉ SF ES MAYOR EN LOS HIJOS. QÍJI: 

IGUAL QUE LOS· RESULTADOS REPOflT1_00S 

(44). 
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TRO DE UNA POBLACIÓN (9 INDIVIDUOS), LA FRECUENCIA DE ESTOS 

SF FUERÓN M¡S BAJAS COMPARANDOLAS CON LA FRECUENCIA DEL SF 

EN EL CROMOSOMA 16q22, LO QUE NOS PUEDE INDICAR QUE fSTE VA 

A APARECER EN UN MAYOR N0UERO DE INDIVIDUOS DENTRO DE ESA 

POBLACIÓN. 

ALGUNOS SF COMO EL DEL CROMOSOMA 16 EN LOS BR! 

ZOS q REQUIEREN ALTAS CONCENTRACIONES DE 'CIOO F6LICO PARA 

INHl.BIR su EXPRESIÓN, SIENDO SE:NSIBLE HASTA eo MC/L, A Olf!_ 

RENCIA DE OTROS QUE SON COUPLETAMENTE INHIBIDOS CON CONCEN-

TRAC.IDNES DE 0.2 A 1.0 MG/L (34), POR ESTA RAZON SE CREE 

QUE EL SF EN 16q22 APARECIO EN UN MAYOR N0UERO DE INDIVIDUOS 

DENTRO DE LOS 9 OUE ~ANIFESTAAÓN LA EXPRESIÓN DE SF EN ESTE 

.E STUO 1.0 • 

Si;' 1-(A REPORTADO QUE LA' .1 NDUCt. IÓN DE. SF DE:PE:NDE 
- - ~ . . . -, .-, :, : . - - . . ' ' 

Sl¡-0 0UE SE ADICIONA, COMO .EN EL Cf<SO O.EL SF10q25 
' . ····~· .•. 

'AL .EXP .. ONER LAS cfLvLAS DEL cu'i. T 1 vo A' 

TE COÍJPUE:.~TO tN EL SF ,10(¡~5 
(38,39), Mó:;JllANDO 9.UE ~U 

o AUStN~IA 
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NOTIPICAMENTE NORMALES, LA EXPílESl6N DE ESTE SF ruE UANlrE~ 

TAOA EN EL MEDIO 199, OBSERVANOOSE CUE LA JOVEN PRESENT6 U-

NA FRECUENCIA MAYOR DE CfLULAS CON LA OCURRENCIA ESPONTINEA 

DEL FRA(10)(q25) EN COUPARAC16N CON SU HERMANO Y SU PADRE. 

UN SECUNDO CULTIVO (DEL PADRE Y OE LOS 00$ HIJOS) EN EL ME­

DIO HAMS F10 SUPLEUENTAOO CON 20 µG/UL DE BnoU MOSTR6 UN I~ 

CREMENTO EN LA FRECUENCIA DE EXPRESIÓN DE CSTE SF, A OIFE-

RENCIA DE LA OBSERVADA EN EL MEDIO 199, LA MANIFESTACl6N 

ESPDNTiNEA DEL SF EN 10q25 INDICA QUE SU EXPRCSl6N NO ES DL 

PENDIENTE DE LA 8RDU, PERO SI SU rRECUENCIA. 

fAMBIEN PETIT Y FRYNS (28), AL REALIZAR UN ES 

TUDIO PARA UN ANILJSIS CROMOS6MICO EN UNA PAREJA EN OONOC 

LA MUJER TUVO ABORTO EN EL PRIMER TRIUESTRE DE E~OARAZO, 

ESP~NTINEA OEL SF EN 10q25 EN EL 

PRESENTÓ CARIOTIPO·N~RUAL 1 MIEN-

TENIA EL SF rn EL CROMOSOMA 10q25 EN .UN 

ANALIZADAS CON BAJ'jDAS G., ENCONnA~!OO!'E A.,. 

.ENUNÚGÚN~o cuLnvocoN úic1ÓN oE 10Mc/L oe: BRoU 

AUMEN;O DE •E~TA r1n:CUENC 1.A. 

ÓBTUÍllERÓN EN ESTE 

$EMAN 1n's'r6 ·· E.sPoNTANt:M.1tNrt,< p'~~ 
uri:... CONC~NTf\ACIÓN' . . _._ - - . - . 

CUAL lllOICA 6uE. 
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Los DATOS OBTENIDOS EN ESTE TRABAJO MOSTRARON 

QUE SI HAY UNA COMPETENCIA ENTRE EL MTx y EL lc100 F6LfCO 

QUE CONTIENE EL MEOIO DE CULTIVO, INDUCIENDO DE ESTA MANERA 

LA EX PRES 16N DE LOS SF EN LOS CROP.lOSOMAS HUMANOS COMO RESU.!:, 

TA.DO PROBABLE DEL llt..DOUEO DE LA SÍMTESIS DE ÁCIDO TllÚOÍLI-

co. 

POR OTRO LADO SE ENCONTR6 QUE EL MEOIO RPMI 

.1640 SUPLEMENTADO CON 3,9'i3 X 10-4 MG/ML OE MTX FUE LA CON­

CENTAAC16N MAS APRO~IAOA PARA LA EXPRESl&N OE LOS SITIOS 

FRÁGILES. 

$1N EMO~RCO LAS.CLASES DE SF INOUCIDOS CON ESTA 

FUERO~ POCAS, QUl~A~ DEBIDO A OUE LA MUESTRA UTILl­

.PEOUEÑA 1 POR LO QUE SE REC.0:'-
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