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RESUMEN,

EN €STE TRABAJO SE ADAPTO LA TECNICA DE SUTHER
- tanp (1977) BARA EL CULTIVO DE LINFOCITOS, MODIFICADA PARA
LA EXPRESION DE S1T10S FRAGILES EN CROMOSOMAS HUMANOS (In
ViTRO)s  SE TRABAJUARON 32 MUESTRAS DE SANGRE DE PAGIENTES
QUE ACUDIERON AL LABORATORIO DE GeNeTica DEL H.G.C.ty "LA
‘Raza™, Los CUALES FUERON AGRUPADOS DE LA SIGUIENTE NANERAS

Grupo | :-19 conw DIAGNOSTICO DE RETRASO WENTAL (RM). _
GRUPO 11 - & 4 MADRES. DE ALGUNOS.DE ESTOS INDIVIOUOS CON RM.
Grupo I'l1 : 9 ~NorwaLEs (GRUPO CUNTROL). '

EL ANALISIS DE LOS- CROHOSOMRS SE seAL1zd EN

 cuLTivo BE LlNFOClTOS, TRABAJANDO 5 CULTIVOS POR MUESTRA,—
,LcAnA UNO SEMBRADO EN. DIFERENTES CONDICIONES: 1) €N ueouo N
1/199 DEFlCIENTE o€ AGIDO FOLaco 04 o1 ﬂG/PL (CONTRQL PDJITI—‘
o) ‘2) ENMEDIO RPN 4640 con PRESENCIA ‘DE ACIDO FoLlco,Q
‘1 O ps/ML (courno  NEGAT|V0) 3 4 ¥ 5 En EL mlSMO MEDIO
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INTRODUCC t ON.

€i. ESTUDIO DE LOS CROMOSOMAS HUMANGS HA INQUIE
TADO A LOS CIENTIFIGOS DESOE QUE FUERON DESCUBIERTAS ESTAS
PEQUENAS ESTRUCTURAS INTRANUCLEARES. LOS PRIMEROS ESTUDIOS
OE CITOGENETICA SE REALIZARON CASI EXCLUSIVAMENTE EN PLAN-
“TAS E INVERTEBRADOS. A PARTIR OE QUE LOS GROMOSOMAS FUERON
ﬁgbouoqloos COMD ESTRUCTURAS BIEN OEFINIDAS, SE INTCTARON
- TRABAJOS PARA DETERMINAR EL NOMERO CROMOSOMICO EN EL HOMBRE .
LA CITOGENETIGA HA S1D0 1MPULSADA POR EL DESA-
"r7hébLLo‘oE NUEVAS TEGNICAS M1CROSCOPICAS. DESOE €L PUNTO DE
eansiﬁjMQLE§ULAR, ELrbONOéIMIEﬁTBCDE LA EsrnuchéA DE: LA c?o =
"fﬁA}iNAfQ'vé LOS ‘CROMOSOMAS SE WA~ INVESTIGADO CON TEGNICAS |
'VDEVMIGROSOOPIA ELEcTR6N|cA FACILITANDO €L ESTUDIG DE cos
>M0$OMAS usrorncos QUE PUEDEN, AMORA - cAaacrza:qusz POR PA‘V

*LOQOQE,RAcctle su- lDENTiFICAClON INOIV[-;;

”OSWAbELﬁﬂﬁdszécN{cdSEQQE nlclcaouf




-3

LANTOS EN LA INVESTIGACION CITOGENETICA SE HAN POOIDO DETEL
TAR DIFERENTES ALTERACIONES CROMOSOMICAS ¥ ESTRUCTURALES

(1,73,

CARIOTIPO HUMANO.

EL TERMIND CARIOTIPO SE. REFSERE AL ARREGLO s:s'

 TEMATICO DEL COMPLEMENTO CROMOSOMICD DE UNA CELULA. LOS

CROMOSOMAS SON ESTRUGTURAS CONST!TUIOAS DE PRGTEINAS Y Acl~
ﬁ'uos NUCLelcos, ouz VARIAN €N FORMA ¥ TAMANO Y TIENEN LA FA—.,
‘cJt!DAD 0E TENlRSE INTENSAMEN?E coN COLORANTES aﬁs:cos. Es

AN FORMADOS POR DOS CROMAT!DAS QUE SE ENCUENTRAN UNIDAS

EL CENTRQMERO 0 CONaTRlCGION PRIMARIA, QUE A SU vsz, Es"uvi“‘

L SlTlO DE UN!ON DE LAS FIURAS DEL HUSO._ LA POSIC‘ON DEL

CENTRéMERO ‘£S VAH'ABLEy SE ENCUENYRA EN LA PARTE MEDIA

S[




DONDE EL ACI00 DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN) DE ESTAS GONSTHIC-
CIONES ES DE REPLICAGCION TARDIA Y ALGUNAS AREAS DE ESTAS
SON SUSCEPTIBLES A SUFRIR RUPTURAS. Los cromosomas 1,2,16
Y EL CROMOSOMA "Y" pEL CARIOTIPO Humang (FIG. 2) PRESENTAN
GONSTANTEMENTE ESTOS MARCADORES (5).

LA GLASIFICACION BASICA DE LOS CROMOSOMAS HUMA -
NOS EN METAFASE FUE DERIVADA DE LA CONFERENCIA DE DENVER

(DENVER Rzponr, 4960) CON acvxsuowzs POSTERIORES EN LAS COn

FERENG!AS pe LONDRES (1963) v CHicAGo (”069), EN DONDE SE: A

V' conno NUMERAR LOS AUTOSOMAS EN PARES DEL 1_AL 2Z ‘BASANDOSE
GEN 5u TAMANO DECREGIENTE, POSI1C1 BN DEL csurnomeno, pnaéén—
'5coA oc SATELlTES ¥ consvancc:onss szcunnAn1As, utaufnés-cpc,blbi
'Los cnomosouAs SEXUALES Fuaaon uss&cunoos B S "Y" Lo$ |

22 FARES oc AUTOSOMAS ss DlVlDEN EN S1ETE cnupos oaocmaoosjff

; ;(aa,w .45).;

A A LA G (F;c. 2)
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POR PUNTOS DE REFERENCIA (BANDAS PRINCIPALES). LAS BANDAS
Y LAS REGIONES SE DEFINEN POR NONEROS Y EL CENTROMERD S1RVE
DE PUNTO DE Oi‘?IGEN PARA SU MUMERACION. Un PINTO CUFALQUIERA
EN ‘UN CROMOSOMA SE !'NDICA POR: A) ELVNl:HJERO DEL CROMOSCOMAS
8)° 0 qsEGON LOS c#sés; ¢) gL NOMERO DE LA REGION Y D) EL

" NOMERO 0E LA 8ANDA. POR EVEMPLO: 3g34 CORRESPONDE A UN PUR
'vfo‘vsm‘uA‘uo, APROXIMADAMENTE HAGIA LA :UTAD DEL:BRAZO LARG(;»

“DEL ‘cROMOSOMA 3 (45)s €N LA FIGURA 3 SE WMUESTRA LA REPRE

CSENTACION DIAGRAMATICA DE LOS. PATRONES DE BANDAS Q, G v'R

'0E ACUERDO A LA CONFERENCIA DE Paris en 1971 (45),

CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS DE LOS CROMOSOMAS HUMANOS.
~PAR55 DE ”.V ST TS CCLASTFAGAGLON
CRONOSOMAS N e S

P BUAEN msrAcéNarcos,-Bsé
én RICOL RS
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StT1058 FRAGILES EN CROMOSOMAS HUMANOS.

Un sitio FRAGIe (SF) es UNA REGEON £spECiFICA
EN UN céouOSOMA LA CUAL SE PRESENTA GOMO UNA BREGHA NO TERJ
765 DE ANCHURA VARIABLE QUE IMVOLUGRA AMBAS CROMATIDAS.. EL
SITIO ES SIEMPRE EL MISMO PUNTO DEL CROMOSOMA DE ULAS CfLu-
 LAs DE- UN INDIVIDUO O DE UNA PARENTELA Y SE HEREDA EN UNA
'prMA-MENDEL!ANA DOMINANTE, - LA FRAGILIDAD PUEDE SER EVIDEN
' TtréoR LA PnonUQGnén DE FRAGMENTOS ACENTRICOS, FIGURAS TRI-
hnAo}ALe; ¥ CROFQSQMASxSUPRIMIDQS. Los SF,pueucu'ssn ozgxg

~.hAnos CoN LA TnlﬁLETA'—FRA- POR sJEupLo, EL SF cn'tu CROMO=

‘souA 2 CENLA BANDA 13 pE Los BRAZOS  LARGOS, SE cscﬂlacmw»:i

m(a)(qm. oo, 14>.

Los SF HAN uosrRAoo ssn uno DE LOS anovsnos

Excsp—,‘“'
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Enrﬁg £STOS Y EL RETRASO NENTAL (R (17,21326,29,36,46),

" ConEN v ERKAM EN 1966, (7) REPORTAN UN NIFD
CON §1NDROME 0 DOWN Y LEUCEMIA QUIEN HOSTRO EN UN GRAN -
MERO DE GELULAS EXANINADAS UNA FRACTURA EN E£L BRAZ0 CORTO
x’DEL'CROMOSDHA 2 CERCA DEL ceNTRDuERO. TARTAGLIA ¥ coLs. 5~ 
"°1°66 (43\ PRESENTAN UR PACIENTE CON HlPOPLAS!A sanrno:nea

v"f'CDNGENITA QUIEN TENIA UN SEGMENTO NO TEN!DO EN-UN BRAZO DEL

;cRQWOSOMA f, AFECTANDO soLo UNA CROMATIOA. BRoccsR eN 1968 .

‘(h) ESTUDlo A “UN uuno Que TENDA RETRASO MENTAL CON. NA ans;

CHA: EN EL cENTRo Dt UN BHAZO DEL cnonosomA 3 Que PARECE SERf—
-#nAGJg; PEPO TAvaf:N AFECTANDO 300 UNA cRoMATIDA.

Leasuns ¥ COLS. EN 4068, ( ) rusnon LOS PRH

'como sa FUERAN HEREDAD Sy
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PRIMERO POR Lugs eN 1969, (25) MOSTRANDO QUE ERA HEREDABLE
Y QUE ESTABA ASOCIADO CON EL RETRASO MENTAL, HARVEY v COLS.

EN 197{, (47) LO CONFIRMAN.

-~ ORIGEN DE S1TI10S FRAGILES.

‘IA§'PRIMERAS suposrc:bues ouE sSE RICIERbN $08RE

: EL ORIGEN os Los. SF FUERCH REAL!ZAOAS POR GuAunHuﬂc EN 49”2» 
‘i(6) ounsu sxAu:No LA NATURALEZA DE LAS BRECHAS BN LAS, “CROMA
”.5'7:0As, concLuvewoo ous Los SF se ORIGINABAN cOMO REuULTADO
tnE UN DESENROLLAMIENTO Exrnemo BEL ADN usaloo A UNA FALLA

EL GRADO DE COMFACTACSON DEL cnounsoma EN METAPAscgucon-ﬂ-n

Noo TRES rAcroRES ous tur:av:sue« zN LA ESP;RALuzn-3”"

N DEL GROMOSDMA‘
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UReolNA uouorosraro (oUMP) + 5 10—METILEN—TETRAHiDROFOLATO
(5,10-MeTHFA) :

TINIDILATG SINTETASA

TIMID!NA MONOFOSFATO (0TMP) + DIHIDROFOLATO (DhFA)
(ACIDO TluluuLlco) ‘

EL Aci00 ossoxrrxu;oiLico,(uTMP) SE FORMA A

PARTIR DEL ﬁcuuo nesoxnuasouLlco (DUMP) FOR LA ACCION oE LA

TIMIDELATO SINTETASA, QuE . CATALIZA LA METILACION DEL RESTO

ION QUE REOUIERE LA PART!CIFAGION DE UNV

DRAC!LU EN UNA REAC

cipo FOL[CO couo coeuznﬂa, EL 5 10~METILLN—TETRAHIDROFDLA~:

To'ouz ACTUA cono DONADOR DE MrTlLo‘ (16 23) e

”Es A REACCION ts MAS LENTA oe LO NORMAL uuauco
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EXPRESION DE $17T105 FRAGILES,

LA EXPRESION DE LOS SF N CULTIVO pE LINFOCI;

yftos ES DEPENDIENTE DE LA COMPOSICION OEL MEDIO DE’CULTIVO -

TILIZADO, S1ENDO LA DEFICIENCIA DE Ac100 FbLicO ¥ ru#yoyﬁgﬁ
fuu FACTOR NECESARIO PARA 'SU EXPRESION, YA QUE E£$TOS coupu:§
fTos-LA lNNlBEN. EL ueoto 199 g5 DEFICIENTE DE hcipo ronthi :f
;L(VA quc so;auzufs couw:ens 0.0 HG/L Estuu|os PnsLauluA~'
”Res REALlZADOS POR Surucn;nuo £N 19”9, KWAN. DEMOS TRADO Qu:¥~-
4EL iClDO FOLICD SI TIENE IMPDRTANCIA O!RECT:\ EN LA SXPRE-V{'

lON bE. Los SF (32 34)

IA txpucsion oE. LOS bF EN. GROHOJOMAS nuvAan;AV
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EL Acioo FOLICO o Foracina {Fia. 4), €5 UNA VI
‘TAMINA‘H!bROSOLUBLE QUE JUEGA UN PAPEL IMPORTANTE EN LAS
REAGC I ONES QUE CONOUCEN A LA STNTESIS DE LAS PURINAS Y OE
LAATIMINA, ADEMAS, PARTICIPA EN EL CRECIMIENTO Y EN LA ou-
PLICAGION DE LA GELULA ¥ SU DEFICIENGIA EN LOS MAMIFEROS

PROVOCA UNA DISMINUCION DEL CRECIMIENTO Y LA APARICION DE

T DIVERSAS FORMAS BE AMEMIA. EL sTnTomA sioquimico wAs sosmg

"TSALIENTE DE LA OEFICTIENCIA DE AC1DO réLlco ES EL IMPEDINEN~

’[ro pE LA eoosuwrcs«s DE LAS PURINAS ¥ DE LA TININA (3 16, L

23, 30 40) TAHeIEN SON UTIL!ZADAS PEOUENAS DOStS nr ACIDO

“FOLICO COMO TERAPIA EN ALGUNOS ESTUDIOS DE SINDRO‘!ES REL"'L

flonAoos CON EL™ cnoaosoun "x" sRiclL Y ss WA oassaynpo,uNA;

DISMINUCIQN;ENZLA;FRECUENQIA o;‘:xsngsyﬁnrus;asrg'cnoMpSouﬁA
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DEL DIHIDROFéLATO EN TETRAHIORDF()LATO POR LA DIRIDROFOLAYO=-
Requc1A5A. LA roRMACION DEL DTMF v, POR TANTO, ts DEL ADK,
-RESULTA FUERTEMENTE RETRASADA POR ESTOS INHIBIDORES DENGY 1=
NADOS ANT}FéLIcos (16,23).

LA ESTRUCTURA QUIRICA DE UN inntsioor (1), co=-

MO LO ES EL MTX, ANALOGO AL AUBSTRATO ( Y coMo €L Atipo Fo-

L1C0, SEMEJA MUCHO LA ESTRUGTURA DEL MISWO Y PUEDE COMBINAR
“SE REVERSIDLEMENTE CON LA ENZIMA FORMANDO UN COMPLEJO ENZI~
7qu-tﬂh|atoon (EI) EN LUGAR BE UN COMPLEJO ENZIMA-SUBSTRATO

3(ES) Cuanno TANTO EL‘SUBSTRATD COMO EL INRIBIDOF SE tkm

'--‘CUENTRAN JUNTOS ELLGS COHPlTEN POR LOS MISMOS 517105 GE U— e

‘fulon SOBRE LA’ SUPERF!CIE DE. LA ENZINA -'(16,23).

‘hL er :N CDNCENTR#CIQNES :LavanAs cys A.£N ¢u£f”'

m}vbs7bs“tlﬂ$pcsros,qug ptsu1uuc;6n_cu £l puoacg u(réiudd;"

PUEDE SER SUFIGIENTE PARA QETENER LA In

“SUEFECTO ES WAYOR CUANDD SE ARADE 24
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PN

C=CHamN= ~G=N=-CH~CH,~CHo~COCH
ook o T H LEE N '
HaN-C O 2t R COOH

i Lo R | N o | =

C2=AMINO=4-HI1DROXI~ ACIDO P=ANING-  ACiDO GLUTAMICO ~
CB=METIUPTERIDINA - BENZOLICO ‘ AR

AcvBo. PTEROICO

. Chcipo PreRoiCstutAuico’ (Acipo FALICD).
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LocAaL1zaC10n DE S1TIOS FRAGILES.

LOS SITIOS FRAGILES MAS FRECUENTES PUEODEN SER
LOCAL 124005 EN L0s cromosomas: 1e31, 2q711, 2q13, Ipil, 5023,
7011, 8922, 9021, 9q32, 10423, 10¢25, Miq13, 12¢13, 16012,
16422, 7812, 2011, v Xq27 & 28 (Fis. 5)  (9,11,20,26,31,
| 35,36,38,42,44).

: LOS SITIOS FRAG!LES MENOS FRECUENTYES SON LOs
sicuientes: 1p36, 1032, 1022, 1925, 1q32, 2024, 29 13, rSpﬂi,

2013, 2031, 2433, 3024, 3q27, 3931, 5q35, 6q21, 7013, 72,
7q32,:11p13, 11q23, 14q24, 22912, Xp22 v K22 ( 0).

Umn VARIEDAD UE ANORMALIDADE" FENO1!FIC&5 sonj*‘

CIADAS‘CON LOS SF oa LOS AUTOSOMAS v SUGIERCN ous ANALo-.'
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" FECTO DEL LENGUAJE, ¥ ESCOLIOSIS. PERO TAMBIEN HAY INDIVIC

DUDS CON MENTALIDAD Y FENOTIPO HORMAL QUE TIENEN L 5F ¥ AL
TOAN GO0 PORTADORES OBLIGA§O$ RUE PUEDEN DAR ORIGEN A INDY
vubﬁos CON n:anso MENTAL CON UN RIESGO DE un 20 a 30 13
(18, 21,28,46).

LA FRECUENCIA OE 3F EN AUTOSOMAS E5 APHOXIUADA

,MENTE‘nﬁ,ﬁ EN 444 casqiiun O 0 (A9), Y EN EL -CROMSSOMA

XM g N UNA POBLACION GEMERAL €5 DE 0.9F en 1000 (29).. Su=
THERLAND €8 1075, (33) cONSIDERA QUE LA FRECUENGIA DE -0 CA
ON 3F en zi crovosoua "K' 0£.1680 1ND1VIDUOS SANOS, NO

SUGNIFICADO REAL.

UEL BFEN EUCROMASOMA "X 'SE GONSIDERA CONO

(0 RETRASO MENTAL LIGADO AL CROMQS

QMALE
AR

1COGRENETILA PARA AQUEL
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'oéuos'sz PRODUCE EL ROGFIRIENTD (17,29,36,37,46).

POR TAL MOTIVO EN ESTE TRABAJO SE PRETENDE E.-

TABLEGER UNA TECNICA PATTA LA EXPRE;ION DE- 317105 FRAGILES

EMPLEANDO METOIREXATE COMO GOWPETIDOUR OEL ACIDO FéL'GO;ENZ

?CULYIVO OE LINFOC‘TOS RUH#NOS, CON £L OBJETO DE. A?LDC&FLA

HCLINICAMENTE PARA DETE CION OE PORTADORES oE F;AS‘ CO\Q RA

‘RA PODER asraancsa unA RELACION ENTRE LA APAR!C!DN DE ésfi»v

TOS Y EL RETRASO MENTAL.
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O0BJETIVOS.

-ESTABLEOER s

INDUCE LA

F‘ox‘.‘xcq







-2 .
MATERI!IAL Y METODO.

SE TRABAJARON 32 MUESTRAS OFE SANGRE OE PACIEN=
TES QUE AGUDIERON AL LABORATORIO OF GEMETICA OEL H.G.C.M.
“MLa RAiA", LOS CUALES FUERON AGRUPADOS OFf LA SIGUIENTE HMANE

. RAy Grupo | : 19 CoN DIAGHOSTICO DE. RETRASO MENTAL (RM).

Gruro I} : % MADRES DE 'ALGUMOS DE ESTOS INDIVIDUOS GOR Kb

'GRUPS 111 : 9 noRmALES (ssuro conrnot)

EL ANAL!SiS DE LOS CRD»!OSOHAS SE REAL IZD EN

";cqu|vo vE" LIHFOGlTOS oE - BUESTRAS DE SANGRE PERIFERch (5
fﬂuL) HEPARIN!ZADAS (O 4 8L 0E soL. 1000 U ), OBTENIDA9 DEL
‘EGUE AuTlCUBITAL.“

Eu un unrniz SE GOLOGARON 4 Sy oE reuno DE
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LAas c6anTIDADES DE Mrx (Lapenrte 50 uG) DE UNA

. o . S ) .-l{- :
soLucidn PATRON 0E 107" MG/ML, FUERON AGREGADAS 24 HORAS AN

TeEs of LA cosecHA - (34).
UNA VEZ CONCLUIDQ EL TIEMPO OF INGUBACION 8¢
" LES AGREGO UNA SoLucidm DE corcmicina (MICROLAB) A UNA GON~ | -

CENTRACION FrmaL 0E 0,017 pe/mL (0.1 MU DE UNA SOLUCLEN PA=

RON DE. 10 |G/NL) INCUBANDOLOS NUEVAMERTE A 37° C OuRaANTE .
25 uiNUTOS, ‘
PARA oarENEH LAS, CELULRS OEL GULrtvo, LA soLuéf"

clou CELULAR ruz cENTRlFUGADA ounaurs 10 MINUTDS A ﬁ?OO apug
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UNA VEZ FIJADAS LAS CELULAS EN METAFASE, SE
PROCEDIO A PREP&RRR LAS LAMINILLAS POR WEDIO DE LA TECNIGA:
.DE'GOTEO UTILIZANDO PORTAQBJETYOS LIMPIOS, DESENGRASADOS EN

_LALGOHOL Y FRIOS; CON UNA PIPETA PASTEUR SE DEVD CﬁER'GOTA

1>1A GOTA LA bUSPENSiON GELULAR DISTRIBUIDA A LO LARGO DEL POR

TAoauetos DESDE UNA ALTURA DE 50 ¢u o mis, ¥ SE prud SECAR

AL AIRE.

Las LAHlNlLLAS SE TIH ERON DURANTE 6 M!NUTOS

coN COLORANTE oe G:rusn AL B m EN . UNA SOLUC TN DE: aurrra
'rosrAros cou pH 6. 8, ss LAVARDN con AGUA DE LA LLAVE pana £

,LleNAR EL EXGEqﬁ DE COLORANTE DﬁdANDOSE SECAR AL AlRE.

Se oaseavanon LAS LAMINILLAS AL u}caospopwp'ég
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FINALMENTE LAS LAMINILLAS SE TINERON DURANTE 4 ,1;. ;J

WINUTOS CON COLORANTE DE Glemsa aL & 3 en UNA ‘SOLUCION DE . ol

. BUFFER DE FOSFATOS, SE LAVARON CON AGUA DESTILADA PARA ELI=

MINAR EL EXCESO OE GCOLORANTE, DEJANDOSE SECAR AL AIRE. ST
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METGDO Filoura ' 6

‘"SANGRE  ~MEDIO DE
TOTAL CULTIVO
FITOHEMA~ f SUERO FETAL COLCHICINA
GLUTININA DE TERNERA (

37°C
PO

Frlosoon
JIDECCARNOY- - - : :
SAG S ACETACO;
SHETANOL 1]

CHIPOTONIE
- KCL G.025

700 mupl
VHUTOS,
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RESULTADGOS.

EN LA TABLA 1 SE MUESTRAN LOS nssULTAoos\dgtc{L
ioq§‘EN ESTE TRABAJO, OBSERVANOOSE QUE EN EL MED1O RFMI 1640
SIN MTX NO HUBO EXPRESIGN OF SF WIENTRAS QUE EN EL MEDIO
VRZHRPM};caﬂ-MTx HUBO UN MAYOR MixcRo g MUESTRAS CON EXPRES TGN
Dé‘SF1(9 MUESTRAS), Y ER EL uent10 199 (beFiciente oe cino
'F6L106) nuso Exnncsnéu pe SF S0L0 EN 2 MUESTRAS. '
7 Las 2 MUESTRAS CoN- Expnesvﬁu DE sF EN EL MEDIO -
'2;199 PERTENECEN, UNA AL cnupo'l (5.26 2} Y LA OTRA AL snupo

(25 %)s -LA,nssrusstA bE LAS'9'quSTRAs A LAS.D!FEhEMTtS‘

c'NceuTnAcuouEs os er rus DIFERENTE, TENIENDOSE ouc- LAS
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GRUPO | ES MAYOR CON UNA CONCENTRACION 0E 3.913 que cON LA
ADICION os»?,??B_x 10~ MG/ML Y TAMBIEN ES MAYOR QUE LA FRE
CUENCIA éprESADA EM EL MEDIO 199; . PARA LAS MUESTRAS DEL
dkupo Hy LA FﬁscusNCIA DE EXPRESION DE SF PARA UNA DEiLAﬁ

uueSTRAS (MUESTRA 8) RESULTO SER IGUAL, TANTO EN EL MEDIG

RPRII.1BA0 con MTx A UMA CONCERTRACION DE 3.913 x 10~% 4G /ML

- 'couo EN‘EL‘quso 199, Y PARA LA OTRA {(MUESTRA ©) LA knscucﬁ'

'»SlA oc EXPRESION EN EL-MED1O RPMI cown Mrx Fug utndn EN LA

;*coucznrnAcaén oE 3.913 QUE EN- LA DE 7. 7"3 X 40 “MG/ML,f,

Los SF aus se IOENTIFICARON con ESTA usrnnoto-‘V




TABLA 1

v EXPRESIDN'DE SF EN CADA UNO OO LOS MEDIOS DE
i CULTIVO UTILIZADOS,

INDIVIDUOS — RPMI RPMI cow Mrx (107" we/ui) M 199
3.913 7,773 15,54
7 2 0 1
2 1 0 1
0 0 0 0
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TABLA 2

FRECUENCIA DE EXPRESION DE SF EN LOS DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADQOS, Y EFECTO
DE. LA ADICION DE METOTREXATE EN LA EXPRESION DE SF (40_4 MG/ML ).

FRECUENCIA () s
MUESTRA GRUPO DIAGNOSTICO © RPMI RPMI con Mrx (1077 we/ui) M 199 ' SITI0 FRAGIL

CLINICO :
3.913 7.773 15.54
1 1 . RM 0 18.0 14,0 0 0 Xq27 & 28
| R 0 8.0 0 0 0 16q22 , 11¢13
o 0 8.0 0 0 0 16422 , 3el4
K RM 0 26,0 20.0 0 0 16922 , 10425
oA 0 12.0 0 0 8.0 16q22
N Rt o 4.0 0 0 0 Xq27?7 6 28
VR 0 4,0 0 0 0 1642
b M RM 0 R 0 0 4,0 16q22
i;u oMM o 22.0 34,0 0 0 16q22 , 10425
‘ | 0 o

i smmss

10 GONTROL. . o 0 0 0
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TABLA- 3

151Tsds-FRAGiLEJ IDENTIFICADOS Y SU FRECUENGIA
f'oe EXPRESION (%) POR INDIYI0UO Y POR POBLACION -

' (9 IthVIDUOS) EN.EL LEDIO RPMI 1640 con Mrx
(3 013 X 10 Mc/m.)

 FRECUENGIA (%)~ FREGUENCIA ( ,
PCR -INDIVIDUD® . POR . POBLACION.
- {50 METAFASES) - . (450 METAFASES)
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DISCUSICN Y CONCLUSIIONES.

LA EXPRESION DE L0S SF EN CULTIVO DE LINFQCI=-
TOS ES DEPENDIENTE DE LA COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO Y
rnerAuo, SIENDO LA DEFICIENMCIA DE ACIDO FOLICO Y YIMIDINA
“UN-FACTOR NECESARIO PARA §U EXPRESION, YA QUE ESTOS COUPUES
' ¥0§ LA INHIBEN, POR L0 QUE CON EL MEDIO 199, AL £57TAR DEFl-t
‘ '3§|cﬁtzrsu Acioo rdLico (0.01 JGA/ML), SE OBTIENE UNA Eﬁ€VAnA
'V txPRé§ﬁ§N pE SF . (32,34). »
» ' Pon ESTA RAZON SE uTiLizé ESTE MEDID COMO UN’
v CONTRDL (POSITIVO) PARA LA ExPRES|6~ of SF. EL nED10 an
§?164075s EMPLEO COoMO . MEDIO DE CONTROL (NEGAY|VO/ ‘CON ansEN—J
SA os Rcloo rontco (. O pG/HL) YA QUE A. ESTA cowccnrnncnon"-

SE oavn;ns UNA BN A £xpa£snon vE oF (3 ). CAL utsno raev,~

D{HIDROFppﬁIQi DEPENDIENTE '0E -
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En ESTE TRABAJO SE EMPLED LA TECNIGA DE SUTHER
LaND (32) PARA EL CULTIVO DE LINFOCITOS, uODIFICADA‘PARA LA
EXPRESION 0E 5F En cromssouas wumanos (In YiTRa). Se osser
'v6 EN ESTE ESTUD!O OUE EN EL Mept1o RPIAL 1640 sin Mrx (TasLa
1 ¥ 2) No HUBO RESPUESTA PARA LA EXPRESIAN DE SF EN NINGUNO
DE LOS INDIVIDUOS DE LOS TRES GRUPOS, ESTO PUDO SER DEBIOO
“ A QuUE EL fc100 FéLICO QUE COMTIENE EL MEDIO CV[Té‘LA FORMAZ
c1bn oE E£5T0S, LO CUAL ES APOYADO POR LA DEFICIENCIA DE ACYH
'§o FoLITO QUE TIENE EL MED10 199 EN DONDE 51 HUBO EXPRESIGN
 DE SF POR PARTE oé DOS 1NOIVIDUOS, AUNQUE ESTOS. RESULTADOS
’ ‘NQ‘QOIN¢IDEN EN-FRECUCNCIA CON LO REPORTADO POR éurnannwo
:*ff(32 34). ' s EanRGO, EN EL MEDIO RPMI 1640 con MTX, HUB D

UNA uzaon RESPUESTA PARA LA EXPRESlﬁN vE SF (en COMPARACION'

oN EL usato 199) EN 00s. us LAs TRES conczuvaac1onrs DE er' S

MPLEADAS, PERD LA RESPUESTA FUE !NVERSAMENTE PROPORC!ONAL
CADA UNA DE ELLAS-

SE HA PODIDO ESTABL€CER CUE EL P X BLOQUEA LA
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TERMINACION REAL DE LA PRESENCIA DE SF.

De ESTA MANERA SE OBSERVO EN ESTE ESTUDIO QUE
et Meoro RPN 1640 con MTx A UNA CONCENTRACION 0E 3.913 x
10" MG/ML FUE EL RAS APROPIADO PARA LA EXPRESION 0f SF 0E
TODOS LOS EXPUESTOS O CONCENTRACIONES PROBADAS, INCLUYENDO

AL MeEDEO 99,

UNA VARIEDAD DE ANORMALIDADES FENOTIPICAS, ADE -
'MxS.Dﬁ'MACROTORQUIDIArY OTRAS ALTERACIONES GENITALES QUE
fféqw féchrAnAs pEsPUES DE LA Puséntap ESTAN'ASOCIADAS'CON‘
;L@S,SF Y SUGTEREN QUE‘ANALOGAMENTE VAN ACOMPANADAS DE MUTA-
‘cioﬁts [+ r;ANSLOCAéloNss RECIPROCAS ¥ LAS CUALES PUEDEN ES=

:TAR RELACION“DA° coN ALGUNAS PORNAS bE; Rernmso HENTAL (21,

’AYOR NUHERO _DE K‘UE.:TRAS QUE ‘.MAN!FE.’TA_I_'\“ON‘ Ei
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EN ALGUNOS ESTUDIDS REALIZADOS DURANTE VARIAS
GENERACIONES, SE HA OBSERVADO QUE EXISTEN INDIVIDUOS CON lﬂ
TELIGENCIA Y FENOTIPO NORUAL QUE FRESENTAN gL SF v hCTﬁAN
COMO PORTADORES DE £ST0S, HCREDANDOLOS A SUS H1JOS CON UN
RIESGO 0EL 20 At 30 75 0ANDO ORIGEN A INDIVIDUOS CON RETRASO
MENTAL, MOSTRAMDOSE EL MISHMO PATRbN DEL sSI1TIO FR‘GIL HEREOi

0o (14'28131v361443%>-

EN BASE A LO ANTERIORMENTE ESCRITO PODEMOS DE~
C1R, QUE LAS MADRES DE tNonvvouoé ¢on RIA (crupo 11) oue MOS -
713AR6H'E*PR§S|6N ve  SF ACTUAN COMO PORTADORAS DE £&70S, LO
:CUAL SE COMPROBO EN ESTE TRABAJO YA QUE UNA DE ELLAS {(MUES~

";th,B) Y DOS DE SUS HIJOS CON RM, ‘un varON (MUESTRA 3} v u-

' NA MUJER (MUCSTRA 5) PRESENTARON EL M15MO sleo FRAGIL “EN’

caomosouA 16q22 OTRA DE LAS MADRES (MU[STRA 9) v un. Mt—«fr

0 VAR6~ con RW (MussrnA 4) MOSTRARON EL SF EN LOS cwouo>o~

AS 46q22 Y. 10q25. Ex AMEDS cASOS SE oasenvo QUE LA rae-r




TRO DE uNA POBLACION (9 INDIVIDUOS), LA FRECUENCIA DE ESTOS
SF FUERON MAS BAJAS COMPARANDOLAS CON LA FRECUENCIA DEL SF
EN EL CROMOSOMA 16q22, LO QUE NOS PUEDE INDIGAR QUE EsTE VA
A APARECER EN UN MAYOR NUMERO DE INDIVIDUOS DEMTRO DE E§A
PoBLACION.

ALGUNOS SF coMo EL DEL CROWOSOMA 16 EN LOS BRA
.205 G REQUIEREN ALTAS CONGENTRACIONES OE AC100 réLiICO FARA
ileHrﬁJR SU EXPRESION, 'SIENDOD SENSIBLE HASTA 80 ue/L, A DIFE'
fasﬂdnA DE or@o; aﬁt_sou COUMPLETAMENTE (NHIBIDOS CON CONGEN=~

TrRaciones o 0.2 & 1.0 me/L (34}, Pon'ssz~RAzon SE CREE

o .QUE EL SF En 16922 APARECIO EN UN MAYOR NOMERO DE INDIVIDUOS

L DENTRO.DE . LOS 9 ouE WANIFESTARON LAl EXPRESION bE SF EN ESTE

ESTUBIO.
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NOTEPICAMENTE NORMALES, LA EXPRES1ON OF E£STE SF FUE MANIFES
TADA EN €L MED!10 199, OBSERVANDOSE GUE LA JUOVEN PRESENTO u-
NA FRECUENCIA MAYOR DE CELULAS CON LA OCURRENCIA ESPONTAMEA
peL FRA(10)(g25) £M COMPARACIGN CON SU HERMANO Y SU PADRE.
Un SeGunNDO CuLTivo (DEL PADRE Y DE LOS BOS HIJOS) EN EL ME-
D10 Haus F10 supLEMENTADO con 20 po/me oe Baol MOSTRG UN IN
CREMENTO EN LA FRECUENCIA DE EXPRESIDN 0E e€sTE SF, A DiIfE~
.Rsﬂcan DE LA OBSERVAODA £N EL mED10 199, LA MANIFESTACION
” 'EsPONfiNeA peEL SFoen 10g25 1u01CA QUE SU EXPRESIAON HO £S5 0E
‘PENDIENTE bE LA BROU, PERO &) SU FRECUENCIA, k

Tamsten PETIT v Frems (28), AL REALIZAR UN £s

jj‘TUDIO“PARA uN ANALISIS cnouosourcc EN UNA PAREJA EN ooNDc

.LA muutn ruvo ABORTO EH EL - PRIMER TRIMESTRE DE cuaAaazo,

;éncowrnaaou LA Expazsabn espoNTANEA oEL 5F EN lOd°S'EN 4
(ED1 0 HAMS F10 "uusa PRE“ENTO CARIOTIPO uoa;nu;yg;é&e‘ﬁ
EUEfEL‘yARGN TENIA 3N oF EN Bl CRomosow “On?’vén Ug*’;r*

ENCDs‘a‘h AP'DO"E




LOS OATOS OBTENIDOS EN ESTE TRABAJO MOSTRARON
QUE S1 HAY UNA COMPETENCIA ENTRE EL MTX v Et ACipo fFéLicO
QUE CONTIENE EL MEDIO DE CULTIVO, INDUCIENDO DE ESTA MANERA

LA EXxPRESIGN DE L0S SF EN LOS CROMOSOMAS HUMANOGS COMO RESUL

.. TADO PROBABLE DEL BLOQUED DE LA SIMTESUS 0E AC1DO TiMioiLl-

€0,

POR OYTRO LADO SE ENCONTRO QUE EL MEDIO RPMI

;4640 SUPLEMENTADO coN 3 13 X 10f“ Mc/uL 174 er FUE ‘LA CON~

CENTHAC[ON MAS APROPIADA PARA’ LA EXPRESION DE. LOS SITIDS

rn&cnuas.

'Snn,emuﬁhco-LAs~cLasés oé,SF :noucnoas con carA_

TECNICA FUERON POQAS,:PUIZAS oee:oo A oue LA MUESTRA urth— :

E»TRABAJO FUE POR LO QU; SE RECD“

HUY PEQUEHA,







- 145 -

REFERENCTI AS.

~1,~ BARTALOS, M. v Barauki, T.A. (1967). Mgoicay cvroccns-'
T1cs. YiLerans anp Viekins Co, Bauviuvore.

2.~ Brotocr, A. (9968). VIRUS SON ARSAK TIL KROMOSOMABE-.
RRASUONER HOS MENNESKE. Tiosskr Nor LARGtyomRen. 88,
1741-1747.  Touaoo oe: (35).

" 3.-. Brownpum, N.K., Niets, T., Friis, B., HoreT, F.,-erlPﬂﬁ;ﬂf
© L. (1983). FoLiC ACID METABOLISI AN A PATIENT WITH FRAw
cite X. Corn,. Gener. 24, 153—155. '

. [BROWN, W.T., JENKINS. EaCiy FRIEDMAN, E., BROOKS, J.,
o COHEN, l.l., Wisnigwski, Koy v FRENCH, J,H, (1984), .
= FoUIE ACID YHERAPY I[N THE: FRAGILE SYNDROME. An. ., MED.

',GENET. 12, 289~29?. : » S

:CERVANTES, P A. .B. (1983). ESTRUCTURA MOLECULAR BE LOS .
CROMOSOMAS: HUMANOS] SU CORRELAGCLON CON LAS TECNICAS DE
BANDEO Y SU APLICAc:GN Aca CLINICA. Te:xs, rQ UNA“.

’;.“Ex- : . - R ] AR

.P- (197a) 0~ THE ORfGIN AHD NATURE or'“



10.~ Dexasan, A. (1965). FERSISTING CLONE OF CELLS WITH AN
ABNORMAL CHRONMOSODME IN A PREVIOUSLY {RRADIATEO. J.
NugiL. Mep. 6, 740-746, Touapo pe: (19).

1M~ FERGUSON-SMtTH, M.A. (1973). INHERITED CONSTRICTION
FRAGILITY OF CHROWOSOME 2. ANN. Gener. 16, 29-34.

12.-  Foro, C.E. v Hamerrton, J.L. (1956). A coLcHICINE, Hi=
‘POTONIC CITRATE SQUASH SEQUENCE FOR MAMMAL LAN CHROMO-
“SOMES. STamn. Tecwo 431, 247,

;&13.-‘ Foap, E.H.R. (1973) Humnu CHROMOSOMES. Aerrwrc Pneas.
= . New York,

5 f14.é"GAﬁDNER, RedoM. (1984), FRAGILE X MALES WiTH HORMAL
S INTELLIGENCE? "AND -1F S6, wav?. A, J. Mepe Gener. 17,

o _.8535855.

,GIRAUD, F., A?ues, Sey hATTEl, JoF. Y hATr:r, J G
2{1976) . ConsTITUTI GNAL CHROUDSOMAL BREAKAGE.. Hun.
GENET. 2_, 125~436. TOMADO DE (3




- 47 -

20.- Hecur, F. v Heouv, B. (1984), FRAGILE SITES AND CHRO= -
MOSOME BREAKPOINTS IN CONSTI{TUTIONAL REARRAGEMENTS 11,
SPONTANEOUS ABORTIONS, ATILLBIRTHS AND NEWBORNS. CLIN.

"GeneT. 26, 174=177.

21.- HeresT, D.5. (71980). MNONSPECIFIC X~LINKEDO MENTAL RE-
TARDATION lo A REVIEW WITH INFORMATION FRrROM 24 NEW
FAMILIES,. Au, Jo Meo. Genere 7, 443-080, :

824~ LEJEUNE, Jey DuTicraux, 8., LAFOURCADE, Jay DERGER,
Ray ABONYI, Do ¥ ReTHoré, 8.0, (1968). ENOOREDUPLICA--
TION SELECTIVE OU BRAS LONG OU CHROUDSOME 2 GHEZ UNE
FEMME ET SA FILLE. CR. Anip Sci. (Paris), 226, 24-26. @ -
' TOMADO pe: {35). e

223m LEHNINGER, A.Les (1981). Bioguinica. Eo., Ougsa. Barcg
R S LoNAa, - ep, 117, e S

'L;V‘Ns. Ha (!074). CLIN!CAL CYTOGENETICS . Litrie Brown
‘AND Cc. pOSTONc :

LUBS, *. A._( OC(\ v A WARKER % CHROMOSOME. Al,. J. Huwy
»GENET.qu 231—;44 Taupno dn:”(351.' S

(19L¢;. Consznencz st; S
~THE:FRAGILE: o Xa‘m
kd. fso. GeNET

;Y,Syi&bauﬁﬁg,‘ﬁ

g

,.l .




- 48 -

30.~ RicHARD, We, ERBE, ¥ M.D. (1984), FOLIGC ACID THERAPY
. IN THE FRAGILE X SYNDROME. Ait. Jo MED. Gewev. 17,

299 301.

" 31.,- Roumain, D.R., Frazer, A.G., CoLumsano-GReEN, LM,
PArF 17T, R.G., SuvTHe, R.H, v CHapuan, C.d. (19845
DiRECT INTRACHROMOSOMAL DUPLICATION OF 16q AND HERITA
BLE FRAGILE s1Te FRA(10)(QZ5) v THE same PAT'ENT.
AM. .J. Hude GENET. a9, 507-513.

©32.~" SuTHeRLAND, G.R. (1977). FRAGILE SITES ON HUMAN CHRO-
MDSOMES 1 DEMOSTRATION OF THEIR DEPENDENCE ON THE TIPE
OF TISSUE CULTURE MEOIUM. Scrcwcz. 197, 265-266.

¥ 33.- VSUTHERLAND . (1978). Comunicacidn PERSONAL, Toma
. ‘DO DE: (193 , ‘

o SUTHERLAND, G.R. (19?9) HER1TABLE FRAGILE SITES oN
" MUBAN CHROMOSOMES |. FACTORS AFFECTING EXPRESSION [N
»:LYNPHOGYTE CULTURE. A, J. Huu. Gewev. 31, 425~135,,

'SUT“E“L“NV» G R, (1979}, HER!?ABLE FRAGILE 'SITES ON *'v:
HUMAN cnnouosoucs L1 DiSTRIBUTION, "PHENGTYRIC errccrs'
c?Tocznsrvcs” Au. J. Huu. GENET. 31 436-ﬂ“d

4979). ‘HeriTa -
Dzrzcv:oﬂ er rna(x)(q?{) nu WA

(1979} HERITABLE FRA~‘ 
Ve Snuvza srx:unuc,




39 -
40, -
4=

B

- 49 -

SUTHERLAND, G.R. (1881), HeRITABLE FRAGILE SITES ON
HUMAN CHROMOSOMES VIilI. CHILDREN HONDZIYGOUS FOR THE
BroU requiring FRA(10)(¢25) ARE PHENOTYPICALLY NOR-
MAL. Am. J. Hum. Genev. 33, 946-949.

SUTHERLAND, G.R. {1082). HERITABLE FRAGILE SITES ON

“HUMAN CHROMOSOMES VI1l, PRELININARY POPULATION CYTO-

GENETIC DATA ON THE FOLIC—~ACID-SENCITIVE FRAGILE Sit=
TES. AM. J. HuMe GENET. 34, 453-458.

SUTHERLANG, G.R. -(1982), HeRITABLE FHAGILE SUTES ON-

" HUMAN-CHROMOSOMES -1Xe POPULATION CYTOGENETICS AND 5E-
"GREGATION:  ANALYS!S OF THE DROU=~REQUIRING FRAGILE St~
CTE AT 10925. Au. J. Huw, GeweT. 34, 753-756.

_SUTHERLAND, G. R., Jacky, P.B., Baker, E. v ManNucL, A
(1953 ). HERVTABLE FRAGILE SITES ON HUMAN CHROMOSOMES

Xo KEW FOLATE-SENSITIVE FRABILE SITES, 6p23, 9pr21,

19932, anp MMg23. Am. J. Hum. GENET,'éi,‘432—43?.j‘

';'»TARTAGLIA, I P., PROEP, Su, AWAROSE, A.Pa, Paopp, R,

DV oy Hars, CoAL (1965). 'CHROMOSOME "ABNORMAL{ TY -AND:
“HYPOGALGAEMIA LN CONGENIYAL ERYTHROID HYPOPLAS!A A
,(By»cxsam DIAMOND svuoauuz) Aue Je Heoo A7 °9O-Q9Q

;Tavgoa, A'N R., EuNDEv, S (4083) SPONTANEOU

'~rRAcsLE sure FRA(ﬂO)(‘ !

lTHompsou, MWL
BARGE'ONA, PP.?404




	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Material y Método
	Resultados
	Discusión y Conclusiones
	Referencias



