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INTRODUCCION



Representan
porciones
cromosomicas
especificas y

heredables.

SITIOS FRAGILES

Cuando el
cromosoma es
expuesto a
inhibicién
parcial de la
replicacién del
ADN se
generan gaps
o fracturas en
el mismo.

Son heredados
de forma
codominante,
halldndose en
la misma
ubicaciéon en
todas la
células de un
individuo

Suelen
presentarse sin
alteraciones
fenotipicas ni
trastornos.

Se clasifican
en :

- Raros
- Intermedios

- Comunes




SINDROME DE X FRAGIL

Es una enfermedad Descrito por primera
genética heredada a vez por Martin y Bell
través del cromosoma X en 1943

Una de las principales

) e Trastorn =
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. dominante
cognifivo

Defecto molecular en la regién 5" UTR del gen
FMR1, debido al incremento en el nUmero de
repeticiones del trinucleétido CGG

Cromosoma X
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CARACTERISTICAS

Tahla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes con la mutacion completa v el sindrome del gen x fragil.

o Sexo
P y slod Coes slarond Caracteristicas Hombre Mujer
Hipatonia (nifics) N - . -
Clonus (adeltos) Orejas grandes v prominentes [75-78%) Orejas grandes y prominentes (75-78%]
Cenvulgionss
Cara alargada Cara larga
Farial Prognatismo mandibular (0% hombres adultos) Prognatizmoe mandibular
Paladar hendido Frente prominents
Cabeza grande
Pectus excavatum - X
: Estrabismo (8% Estrabizmo (8%
Esceliosis tha]mu]:l'.gim = . ) l: i :
(9\ 5 Errores refractvos Errores refractivos
' ] Oido Sordera debida a alta recurrencia de infeecidn en oidos
} Cormulsiones (23%)] Comulziones [23%])
=N L Hipotonia [nifios) Hipotonia [nifnos)
—— Neurologico
Prolagso de In T Clonus (adultos) Clonus (adulos)
valvuls marl
Reflejo positive palmomental Reflejo positivo palmomental
Contacto visual pobre Contactoe visual pobre
Desordenes, déficit de atencion, hiperactividad
S L Ansiedad
A LS Psiquiatrico . -
/ ' A Comportamients motor repetitve
Obwsided : H .. .
. s Caracteristicas autistas
sahet Pregnatsmo Agresion ¥ crisis de angustia
mand ibudar Ao i =0
Paladar hendido y Retardo mental Retarde mental
dontes apades Desarrolle e . . . . e . . .
Dieficit Cognitive v del lenguaje (repetitivoe al final) Deficit Cognitivo v del lenguaje (repetitivo al final)
_ _
Hiperextinsibiidad Pie plano
metacarpotaiangica P
Artioulacion doble en .. Hiperextensibilidad articular metacarpofalangica
dedo 1 t Ortopedico L
Estrobismo Escoliosis
Doble articulacidn en el primer dedo
Tarax Pectus excavatum
Genitourinarias Macro orguidismeo [(95% hombres adultos)
P plmo sun. Wecrosequidiome Cardicvasculares  Ancrmalidades cardiacas (prolapso de la vabvula mitral)
-~ .
’/ i Otros Obesidad, disntes apifiados, talla alta o baja
i '4" * La mayoria de las caracteristicas femotpicas se han descrite en pacientes hombres con 5XF, las mujeres generalmente presentan caracteristicas similares
Ve’ aungue en la mayoria de casos Menos 5EVELAs.




GENETICA

Normal Pre mutacion mutacion
CGG CGG CGG )
(N<55) sg >n<230 (n>200) Genotipo
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ANTECEDENTES



ANTECEDENTES

Eficacia de un test clinico como preseleccion de nifios con sospecha
de sindrome X fragil

Effectiveness of a clinical checklist in the preselection of children with suspicion of fragile X syndrome
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OBJETIVOS

mm OBJETIVO GENERAL

* Optimizar el cultivo convencional de linfocitos humanos y el cultivo para andlisis de
fragilidad cromosémica a partir de sangre periférica en medios RPMI 1640 y TC-199
en la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, necesarios para el andlisis de
casos de deficiencia cognitiva asociada al Sindrome de X Fragil.

s OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar las cantidades, tiempos de exposicidn a reactivos y condiciones adecuadas
para la obtencidén de metafases de buena calidad para su observacién y andlisis.

* Comprobar la eficiencia del método utilizado para la evaluaciéon de fragilidad
cromosémica mediante la induccién de sitios frdgiles y rupturas en medio TC-199.

* Caracterizar una poblaciéon de ninos con déficit cognitivo por medio de entrevistas y
encuestas enfocadas a la obtencién de informacién personal y familiar, relacionada
con criterios asociados al Sindrome de X Fragil.




DISENO METODOLOGICO



Como control

NO presentan

caracteristicas
afines al SXF

Soporte en
indagacion
de preguntas
de manera

personal

DISENO METODOLOGICO

e Control: 3 es’rudlan’res
de bacteriologia y
laboratorio clinico

e Control: Estudiantes
bacteriologia y
laboratorio clinico.

e Referencia: 25 ninos
de 23 Familias
seleccionadas

* Referencia: Ninos del
programa de
inclusién de un
colegio al sur de

. Bogotd POBLACION

TECNICA DE
RECOLECCION
DE DATOS

TECNICA DE
TRABAJO

Encuestas
dirigidas a padres
de familia de los
ninos propdsito de
la poblacion de
referencia

Optimizaciéon de las
técnicas de cultivo
convencional y de
fragilidad
cromosémica

Con

caracteristicas

fisicas
facilmente

reconocibles

Medios
RPMI 1640

TC 199



CULTIVO DE LINFOCITOS PARA OBTENCION DE CROMOSOMAS

SIEMBRA

PHA 72H - 37°C

L
i~ (e a

AGREGAR 127 L
DE MITOMICINA C

—
M
Za
C\
MEDIO DE CULTIVO Mx SANGRE MEDIO DE
RPMI 1640 o[TC -199] HEPARINIZADA CULTIVO INCUBAR
COSECHA

2200 RPM — 10 MIN
3 CICLOS DE LAVADO ﬂ

_fy_¢

TRANSVASAR RESUSPENDER EN AGREGAR
COLCHICINA CENTRIFUGAR Y DESCARTAR KCl 0.075M E FIJADOR CARNOY CENTRIFUGAR DESCARTAR GOTEO A 100 CM

INCUBACION 37°C SOBRENADANTE INCUBAR A 37°C E INCUBAR -20°C SOBRENADANTE SOBRE LA LAMINA




RESULTADOS



OPTIMIZACION DEL CULTIVO CONVENCIONAL DE LINFOCITOS

Optimizacion del volumen de sangre

Volumen de muestra (ul) ~ N° Celulas en division Indice Mitotico (%)
600 4 8
800 9 18
1000 15 30

Optimizacion del mitogeno (PHA)

Volumen de PHA (i) N° Celulas en division Indice Mitotico (%)
50 14 28
75 19 38
100 23 46

Crane et al. (1991) OPTIMIZACION, FACTORES DEL LAB.
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A. fitohemaglutinina en cantidad de 75 pl.

(2004) AGLUTINACION

ndez

Ruiz y Hernd




Kragh (1981) 2-10% SFB




TIEMPOS DE EXPOSICION A COLCHICINA

A. 20 minutos B. 30 minutos




CAMBIOS EN EL TIEMPO DE INCUBACION EN PRESENCIA DE
SOLUCION HIPOTONICA (KCL 0,075M)

C. 30 min




SHOCK TERMICO Y FIJACION

RPMI1 1640 PHA SFB AB SANGRE INCUBACION COLCHICINA KCI0.075 M

35m 754 500W 350 1ml 72h-37°C 200u- 30 min  6ml- 30 min

RPMI 1640= medio de cultivo, PHA= fitohemaglutinina, SFB Suero Fetal Bovino, AB= Antibiotico/Antimicotico

SHOCK TERMICO Y FIJACION (FIJADOR CARNQY)
1ml fijador - centrifugacion 2200 rpm 10 min
4ml fijador - incubacion 20 min -20°C
3mlfijador - incubacion 10 min -20°C
Centrifugacion 2200 rpm 10 min
3 ciclos de lavado (4ml de fijador y centrifugacion 2200 rpm 10 min)

Montalvo (2010) CONSERVACION




OPTIMIZACION DEL PROTOCOLO DE COLORACION CON GIEMSA

A. Giemsa al 8% en B. Giemsa al 8% en C. Giemsa al 8% en buffer
buffer Sorensen pH 6,5 buffer Sorensen pH 6,8 Sorensen pH 6,8
(10 minutos) (10 minutos) (20 minutos)

Kuhimann(2006), Perea (2003) BUFFER pH 6.8




BANDEO G S(GTGI?' PREPARADOS CROMOSOMICOS CON
EMPO XPOSICION A TRIPSINA

A. Tripsinizacion 10 segundos B. Tripsinizacion 20 segundos.

Ortega(2003) TRIPSINIZACION




OPTIMIZACION DEL CULTIVO PARA FRAGILIDAD CROMOSOMICA

Metafases obtenidas en medio TC-199



INDUCCION DE
FRAGILIDAD CON
ADICION DE
MITOMICINA C (MMC)
EN MEDIO TC-199

Bueno, Rengifo y Vergara (2013)
INDUCCION DE FRAGILIDAD CON MMC

Ay B. fragilidad (Fra)

C y D. rupturas cromosomicas (chtb)



CARACTERIZACION DE LA POBLACION ENCUESTADA

DEFICIENCIAS PRESENTES EN LA POBLACION

m Deficiencia cognitiva (80%)

u Deficiencia en el lenguaje (32%)
B Deficit de atencion (40%)

B Hiperactividad (28%)

M Retraso en el habla (20%)

M Otra (8%)

Hagerman (2017), Saldarriaga(2014), Pugin (2017),
Gallagher y Hallahan(2012) DEFICIT COGNITIVO




CARACTERIZACION DE LA POBLACION ENCUESTADA

CARACTERISTICAS PRESENTES DURANTE EL DESARROLLO

M Retraso al caminar, gatear o
voltearse (72%)

w Palmotear o morderse las
manos (24%)

M Articulaciones flexibles (8%)

B Otra (8%)

Ribate, Pié y Ramos (2010) DESARROLLO PSICOMOTOR




CARACTERIZACION DE LA POBLACION ENCUESTADA

CARACTERISTICAS PRESENTES EN EL INDIVIDUO DE
CADA FAMILIA

F5

# de caracteristicas
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F4 F10 F11
FEHT1I|IE]S
B Deficiencia cognitiva Deficiencia en el lenguaje
Deficit de atencon MW Hiperactividad

B Retraso en el habla

Saldarriaga et al. (2018) FENOTIPO — GEN FMR1




CARACTERIZACION DE LA POBLACION ENCUESTADA

CARACTERISITCAS PRESENTES DURANTE EL DESARROLLO
DE LOS INDIVIDUQOS OBIJETO DE ESTUDIO
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Familias
B Retraso al caminar, gatear o voltearse Palmotear o morderse las manos

m Articulaciones flexibles

Ferndndez et al. (2001) PRESELECCION - CARACTERISTICAS




ANALISIS DE GENEALOGIAS

FAMILIA 2




ANALISIS DE GENEALOGIAS
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ANALISIS DE GENEALOGIAS
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GENEALOGIAS — PATRON DE
HERENCIA




CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

La optimizacion del protocolo para cultivo de linfocitos a partir de sangre
periférica es de vital importancia antes de realizar cualquier tipo de prueba
de andlisis cromosémico ya que su obtencion puede verse alterada por
diferentes factores, siendo necesario realizar ajustes puntuales al
procedimiento para garantizar resultados confiables y de calidad.

La optimizacién del cultivo de linfocitos en medio TC-199 permitié la

identificacion de fragilidades y rug’rurqs en diferentes cromosomas,
4

partir de la adicion de Mitomicina demostrando su efecto inductor de
aberraciones en el material genético a partir de muestras de la poblacién

control.

La elaboracién de genealogias de la poblacion de estudio permitid la
identificaciéon de familias con caracteristicas asociadas al sindrome x fragil
como posible causa genética de la deficiencia cognitiva.
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