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1. RESUMEN

El término aneuploidia se refiere a la variacion numérica de los cromosomas, en el
caso de los seres humanos puede consistir en un aumento o disminucion del nimero de
cualquiera de los 23 pares de cromosomas. La presencia de una aneuploidia puede generar
manifestaciones clinicas, fisicas o psiquicas muy graves, y han sido identificadas como
responsables de una gran porcion de abortos espontaneos.

Clasicamente las aneuploidias han sido estudiadas mediante cariotipo e hibridacion
fluorescente in situ (FISH). A partir del afio 2000 se comienzan, a gran escala, los estudios
de aneuploidias mediante la reaccién en cadena de la polimerasa por fluorescencia
cuantitativa (QF-PCR por sus siglas en inglés). La QF-PCR consiste en la amplificacion y
cuantificacion de las variantes genéticas presentes en regiones especificas del ADN (STRs
0 Short Tandem Repeat) por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
utilizando cebadores marcados con fluorescencia, que permiten que un secuenciador de
ADN de electroforesis capilar, registre los fragmentos productos de la PCR como picos de
excitacion en un grafico denominado electroferograma.

El objetivo de este trabajo de tesis fue el estudio de aneuploidias en muestras de
restos abortivos y liquido amnidtico mediante la seleccion y disefio de cebadores para
regiones repetitivas tipo Short Tandem Repeats en los cromosomas 13, 16, 18 y 21 por
medio de la técnica de QF-PCR con fines diagndsticos.

Para ello, se sintetizaron diez pares de cebadores, cuatro para el cromosoma 21, dos
para el cromosoma 13, dos para el cromosoma 18 y dos para el cromosoma 16. Los cuales
se amplificaron mediante tres PCRs multiples, que contienen los diez sistemas STRs
estudiados.

Se evalud un total de 37 muestras bioldgicas, distribuidas de la siguiente manera: 26
liquidos amnioticos, 08 vellosidades corionicas y 03 tejidos fetales. Del total de las
muestras, 28 resultaron ser fetos no afectados (76%). Se detectaron 9 anomalias
cromosOmicas, 05 trisomias en el cromosoma 21 (13%), 02 trisomias en el cromosoma 13
(5%), 01 trisomia en el cromosoma 18 (3%) y 01 poliploidia (3%). Estos resultados se
correspondieron en su totalidad a los encontrado mediante el estuche comercial Devyser® o
cariotipo.

La estandarizacién de la QF-PCR de forma manual logr6é disminuir los costos del
diagnostico en un 95%, en comparacion con los estuches comerciales y demostrd ser una
técnica, fiable, rapida y de facil analisis, que permite el diagndstico de aneuploidias en
muestras de liquido amnidtico, vellosidades coridnicas y restos abortivos.

Palabras clave: QF-PCR, estandarizacion, aneuploidias, diagnostico prenatal.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades o anomalias cromosomicas son alteraciones esporédicas y de baja
frecuencia (3 a 4% de los embarazos clinicamente reconocidos) que se originan por la
alteracion del numero o la estructura de los cromosomas. El cariotipo no afectado en los
seres humanos es de 23 pares de cromosomas, la alteracion de la dosis o estructura de los
mismos genera lo que se denomina anomalias cromosomicas (Herraez y Sanchez, 2012),
Entre las alteraciones numéricas se encuentran las aneuploidias y euploidias. El término
aneuploidia se refiere a la variacién numérica de los cromosomas en un individuo y puede
consistir en un aumento o disminucién del nimero de cualquiera de los cromosomas. Las
euploidias consisten en la pérdida o ganancia de dotaciones haploides de cromosomas

(Pierce, 2009).

Las aneuploidias se generan por falta de disyuncién durante la meiosis, es decir, un
fallo en la separacion normal de un par de cromosomas o de cromatidas hermanas. Las
consecuencias del proceso son diferentes dependiendo de la divisién meiotica (1 o 11) en la
que se produzca el fallo. La ausencia de disyuncién cromosomica durante la meiosis | hace
que los dos homdlogos del cromosoma afectado pasen juntos a uno de los gametocitos
secundarios (células germinales), y el otro gametocito quede sin este cromosoma. En la
subsiguiente meiosis 1, con disyuncién normal, se separan todas las parejas de cromatidas.
Finalmente los gametos maduros tienen una cromatida de mas, o bien una de menos. La no
disyuncion de las cromatidas hermanas durante la meiosis Il, tras una meiosis | normal,

hace que ambas pasen juntas a un mismo gameto, que queda asi con dos copias del



cromosoma afectado, mientras el otro no contiene ninguna, se forman otros dos gametos no
afectados. El resto de los cromosomas separan sus cromatidas correctamente. Las
aneuploidias se generan cuando alguno de los gametos afectados es fecundado por un

gameto con carga cromosomica haploide (normal) (Herrdez y Sanchez, 2012).

Las anomalias cromosomicas por aneuploidias muestran manifestaciones clinicas,
fisicas o psiquicas muy graves, que varian segin el cromosoma afectado (Herrdez y

Sanchez, 2012). Las mas frecuentes en seres humanos son:

e Trisomia en el cromosoma 21 (Sindrome de Down): Los individuos que presentan
esta anomalia son viables, sin embargo, presentan retraso mental, afecciones del corazon y
tienen como caracteristicas fenotipicas; cara ancha y achatada, estatura pequefia, 0jos con

pliegue epicantico y lengua grande (Conde, 2016).

e Trisomia en el cromosoma 18 (sindrome de Edwards): Estos individuos presentan
una tasa de mortalidad de 95% en el primer afio de vida. Muestran malformaciones fisicas
generales, afecciones cardiacas, orejas de implantacion baja, talones prominentes y retardo

mental profundo (Conde, 2016).

e Trisomia en el cromosoma 13 (sindrome de Patau): Alrededor del 50% de los
individuos con esta anomalia fallecen durante el primer mes de vida y a los 6 meses han
fallecido el 70% de los nacidos vivos. Se estima que entre el 80 y 90% de los fetos con esta

afeccion no llegan a término. Estos individuos presentan anomalias multiples, como labio



leporino o paladar hendido, convulsiones, ojo ciclope (un solo ojo en lugar de dos), dedos

adicionales en manos o pies, entre otros (Conde, 2016).

e Sindrome de Turner: X0 (monosomia): Son individuos viables. Fenotipicamente son
hembras de baja estatura, presentan pliegues en el cuello que van desde la parte superior de
los hombros hasta los lados del cuello, ovarios no funcionales, baja ubicacion de las orejas,

entre otros (Conde, 2016).

eSindrome de Klinefelter: XXY: Son individuos viables. Fenotipicamente son
varones, altos en estatura y ligeramente feminizados. Manifiestan coeficiente intelectual

reducido, atrofia testicular y desarrollo mamario (Conde, 2016).

Ademas, las aneuploidias han sido identificadas como responsables de una gran
porcion de abortos espontaneos. La trisomia en el cromosoma 16 se considera no
compatible con la vida y constituye la causa mas comin de abortos por aneuploidias, con
una frecuencia de 30% en mujeres abortivas a repeticion. Los individuos sélo son viables
si la trisomia en el cromosoma 16 se encuentra en forma de mosaico, existen pocos casos
descritos de individuos con esta anomalia cromosdmica, en todos ellos los sujetos presentan
retraso en el crecimiento, defectos cardiacos congénitos, hipoplasia pulmonar,

dolicocefalia, entre otros (Kalousek y col., 1993)

Se estima que el aborto espontaneo ocurre en alrededor de 15% de los embarazos

clinicamente reconocidos. A pesar de que puede ocurrir en cualquier momento del



embarazo, es mas frecuente durante el primer trimestre (Lathi y col., 2011). Siendo las
aneuploidias cromosdémicas una de las principales causas, con una frecuencia de incluso
50%. De éstas, 52% corresponden a trisomias, 18% monosomias, 22% poliploidias y 8% a
otro tipo de alteraciones estructurales o en estado de mosaico (Lopez y col., 2011). El
riesgo de aborto se modifica segln el antecedente de la mujer, particularmente si ha tenido
descendencia viva. En este caso, el riesgo es: sin aborto previo 5%, con un aborto previo de
20 a 25%, dos abortos previos de 25% vy tres abortos previos 30%. En las pacientes sin
descendencia viva y tres abortos previos el riesgo de recurrencia es de 30 a 40%. En parejas
con un aborto y cariotipo no afectado, es mas probable que si ocurre otra pérdida, el estudio
citogenético sea no afectado. En cambio, si hay una alteracion cromosémica en un aborto
previo, en caso de otra pérdida lo méas probable es que ésta tenga tambien una alteracion
cromosomica, por ello la importancia del diagnéstico de aneuploidias en restos abortivos

(Lopez y col., 2011).

Algunas hipdtesis sugieren que la mayoria de las trisomias autosomicas son de
origen materno, porque el gameto femenino permanece detenido durante mucho tiempo en
diplotene (proface I). En las mujeres, la meiosis comienza durante su desarrollo fetal y se
detiene hasta el momento previo a la ovulacion, afios después, el largo tiempo entre la
detencidn de la meiosis y la ovulacion es el que permitiria que la edad materna afecte los
mecanismos celulares y asi posiblemente se originen las aneuploidias (Valdez y col., 2012).
Mientras que la mayoria de las aneuploidias sexuales son de origen paterno, resultado de la

falta de homologia en la pareja de cromosomas X e Y (Coco Yy col., 2008).



Después de las aneuploidias, la anomalia cromosdmica méas frecuente es la
translocacion, que es una alteracion de tipo estructural; esta consiste en el desplazamiento
de un segmento de un cromosoma a un nuevo lugar en el genoma, lo que podria generar

individuos con trisomias cromosdmicas parciales.

Otra anomalia de importancia puede ocurrir por la no disyuncién de los cromosomas
durante la mitosis, cuando las células se dividen durante el desarrollo embrionario, como
resultado de este fendmeno se originan dos lineas celulares, a lo cual se le denomina
mosaico. Al realizar el analisis cromosémico de los individuos afectados, se pueden
observar dos 0 mas genotipos, con diferente nimero de cromosomas, alguna de la estas
lineas celulares podria ser trisomica, mientras que la otra es normal (Kaminker y Armando,

2008).

El diagndstico prenatal de aneuploidias es muy importante para evaluar la
posibilidad de tratamiento intrauterino, interrupcion del embarazo o preparacién del nucleo
familiar y del personal de salud para la atencién dptima del neonato afectado (Castro y

col., 2010).

La indicacidbn mas frecuente para realizar una prueba de diagnostico prenatal
invasiva es la edad materna avanzada. En la mayoria de los paises se considera que la edad
materna avanzada es de 35 afios, cuando el riesgo para el sindrome de Down es de 1/400.
Este riesgo aumenta a 1/100 a los 40 afios y a 1/40 a los 44 afos. Esta indicacion como
criterio unico detecta, segun la bibliografia, 30% de los fetos con trisomia en el cromosoma

21 (Brendafia, 2008).



Igualmente, la ecografia permite detectar algunas alteraciones morfologicas y
analizar los llamados marcadores ecograficos de cromosomopatias. Uno de los mas
importantes es la translucencia nucal, que es un cumulo fisiolégico de liquido en la region
de la nuca fetal, que procede embriolégicamente del sistema linfatico para-cervical (Chitty
y col., 2006). Su medida es expresada en milimetros (mm) y se realiza en el plano sagital
entre la parte externa del hueso occipital y la parte interna de la piel en la zona nucal. Se
considera que hay un riesgo aumentado cuando entre las semanas gestacionales 10 a 13, la
medida se encuentra por encima de 2,5 a 3 mm (Nicolaides, 2004). Existe una correlacion
positiva entre el valor de la transluscencia nucal y la incidencia de cromosomopatia (a
mayor medida, mayor riesgo). En los fetos con trisomia 21, aproximadamente el 75% tiene
transluscencia nucal aumentada y en el 70% esta ausente el hueso nasal, ademas presentan

hamero corto, higroma quistico y defectos cardiacos (Nicolaides, 2004).

Hay otros marcadores que se asocian con alguna aneuploidia en particular.  Por
ejemplo, la ecografia de un feto con trisomia 18 puede mostrar polihidramnios u
oligohidramnios (aumento o disminucion de la cantidad de liquido amnidtico), higroma
quistico, mielomeningocele (masa quistica formada por la médula espinal), hidrocefalia,
hernia diafragmatica, restriccion del crecimiento intrauterino, entre otros (Matthews, 1999).
En un feto con trisomia 13 es posible encontrar restriccién del crecimiento intrauterino,
manos y pies malformados, anomalias renales, craneofaciales y de la pared abdominal,

ademas de polihidramnios u oligohidramnios (Matthews, 1999).



También existen marcadores bioquimicos para descartar aneuploidias, conocidos
como pruebas hormonales, estas pruebas consisten en la cuantificacion de los niveles de
estos marcadores en el suero materno de la mujer embarazada, durante el primer trimestre
de gestacion. Los marcadores en suero que se utilizan para descartar el sindrome de Down
entre las semanas 15 y 22 de gestacion son la a-fetoproteina (AFP), el estriol no conjugado
(UE3), la gonadotrofina corionica humana (hCG), incluyendo sus subunidades (o y B) y la
inhibina dimérica A (Wald et al. 1998). La llamada prueba triple consiste en la medicion
de AFP, B-hCG y uEsentre las semanas 15 y 19 del embarazo. En un feto con sindrome de
Down, los niveles de B-hCG estan elevados, y los valores de los otros dos marcadores estan
disminuidos. La prueba triple junto con la edad materna puede detectar entre 57 a 90% de

los fetos con trisomia 21 (Matthews, 1999).

El cariotipo es la técnica mas utilizada para diagnosticar anomalias cromosémicas y
tiene una alta especificidad, consiste en el analisis numérico y estructural de los
cromosomas mediante un cultivo celular que requiere que las células estén detenidas en una
fase especifica del ciclo celular, Ilamada metafase. Para la realizacion del cultivo celular se
necesita gran cantidad de muestra bioldgica, en el caso de liquido amnidtico se manejan
entre 7 a 15 mL de muestra. Es una técnica con un procedimiento laborioso, que requiere de
varios dias de trabajo, existe posibilidad de falla en el cultivo en alrededor de 20% de las

muestras y de contaminacion con células maternas (Castillo y col., 2014).



La introduccion de técnicas de biologia molecular en la citogenética ha
proporcionado los medios para estudiar de manera més especifica los cromosomas, lo que
ha mejorado y facilitado su analisis convencional. Los estudios moleculares no requieren
que la célula este en una fase especifica del ciclo celular, de manera que no se precisa del
cultivo celular y el estudio se efectla directamente sobre el material bioldgico, ya sea,
liqguido amnidtico, tejido, sangre, etc., lo que representa un gran ahorro de tiempo y

recursos (Bendafia y col., 2009).

Entre los estudios moleculares mas recientes para el analisis cromosémico se
encuentra la reaccion en cadena de la polimerasa por fluorescencia cuantitativa (QF-PCR
por sus siglas en ingles) que consiste en la amplificacion y cuantificacion de variantes
génicas altamente polimorficas denominadas STR (Short Tandem Repeats), por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando cebadores marcados con
fluorescencia, que permiten que un secuenciador de ADN de electroforesis capilar, registre
los fragmentos producto de la PCR como picos de excitacion en un grafico denominado

electroferograma (Nicolini y col., 2004).

La QF-PCR es un método rapido y eficiente para detectar el nUmero de copias de uno
0 varios cromosomas. Una de las caracteristicas mas favorables, es la poca cantidad de
muestra requerida para el analisis y que en casos de individuos afectados por alguna
aneuploidia, se puede brindar informacion sobre el origen parental del cromosoma extra,
también es posible obtener resultados concluyentes en muestras contaminadas con ADN

materno (Diego y col., 2005).



Los microsatélites tipo STRs estan presentes en todo el genoma, son particularmente
abundantes en regiones centromericas o0 en porciones heterocrométicas de los cromosomas.
Consisten en secuencias formadas por nucleétidos, de 2 a 6 pares de bases, repetidos varias
veces en tanda. La cantidad de repeticiones de un determinado STR varia de un alelo a otro,
formando secuencias de diferentes longitudes, lo que permite distinguir entre ellos al
realizar una electroforesis capilar (Ochshorn y col., 2006). Los STRs estan ubicados en
regiones intronicas, son codominantes, es decir, no hay dominancia o recesividad entre
alelos y el fenotipo y genotipo se corresponden. Los microsatélites poseen una alta tasa
de mutacion, lo que los hace muy polimdrficos a nivel poblacional. Se ha estimado que la
tasa de mutacion en los microsatélites varia entre 10y 10 por generacion y el mecanismo
que explica su alto grado de polimorfismo es la acumulacion de errores producidos por el

deslizamiento de la polimerasa durante la replicacion del ADN (Sirvent y Gomez, 2012).

El analisis de STRs en la deteccion de aneuploidias se realiza mediante un grafico
denominado electroferograma, donde las sefiales a observar dependeran de
homo/heterocigocidad entre los alelos parentales y la dosis de cada alelo en particular. En
un individuo no afectado que tiene diferente nimero de repeticiones en cada alelo, se
observa en el electroferograma dos picos con relacion 1:1, el individuo es heterocigoto y se
dice que el marcador es informativo. Las trisomias son visualizadas como tres picos,
cuando los tres alelos son heterocigos entre si, 0 bien, dos picos con relacion 2:1, cuando
dos de los tres alelos son homocigos, la relacion se calcula de acuerdo al area de los picos

(Ochshorn y col., 2006).
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El manual mas aceptado para el diagndstico de aneuploidias mediante QF-PCR es la
“Guia de la Asociacion para citogenética clinica”. Esta indica que al dividir las areas de los
picos se obtiene un valor denominado rango de relacion (RR), si este se encuentra entre los
valores 0,8 y 1,4, se concluye que el individuo es disémico (no afectado) en ese sistema, si
el RR e menor a 0,6 o mayor a 1,8, se interpreta como una trisomia. EI RR es no

concluyente si se encuentra entre 0,6 y0,801,4y1,8.

La Guia de la Asociacion para citogenética clinica establece, ademés, que se deben

evaluar un minimo de 4 sistemas por cromosoma y que deben haber, al menos, dos sistemas

claramente trisomicos para concluir que un individuo posee una anomalia cromosémica.
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3. ANTECEDENTES

Desde 1960 se ha observado una relacion entre las anomalias cromosomicas y los
abortos espontaneos. Esta relacion se reforz6 en 1975 cuando Boue y colaboradores
publicaron uno de los primeros grandes estudios citogenéticos en tejido de abortos durante
primer trimestre. En este trabajo se estudiaron casi 1.500 muestras de tejido fetal y
embrionario y se encontr6 una tasa de anormalidad del 60% (Boue y col., 1975). En 1987
surgié un avance en la forma de realizar estudios cromosémicos por medio de técnicas
citogenéticas, se comenz6 a utilizar vellosidades coriales de los productos de aborto, en
lugar de tejido fetal (Boue vy col., 1975). Estos estudios tenian una tasa mucho menor de
falla en el cultivo y mostraron una tasa de anormalidad mayor. Esta mejora en la
metodologia, junto con los avances en la deteccion temprana del embarazo, apoyo la
creencia de que la incidencia de anormalidades cromosdmicas es mayor que la estimada
anteriormente. Sin embargo, ciertas tendencias se han mantenido, entre estas que las
aneuploidias explican la mayor proporcion de las anormalidades observadas en los

productos de aborto del primer trimestre (Castro y col., 2010).

La distribucion de las anomalias cromosomicas, segun la bibliografia, parece bastante
constante, las trisomias representan 64% de anomalias, las triploidias 11%, monosomias
del X 10%, aneuploidias multiples 6%, anormalidades estructurales 4%, tetraploidias 4% y
monosomias autosomicas 1% (principalmente la monosomia del cromosoma 21) (Menasha

y col., 2005).
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Las anomalias mas comunes en los abortos son trisomias en los cromosomas 16, 21y
22, la primera es la més frecuente de las alteraciones numéricas (Castro y col., 2010). Los
cromosomas que con mayor frecuencia estan involucrados en las aneuploidias maltiples
sonel 7,14, 15, 16, 21 y 22. Las aneuploidias en los cromosomas 1 y 19 se encuentran con
poca frecuencia, debido a que son responsables de abortos tempranos que no se detectan ya
que no se logra un embarazo viable. La trisomia en el cromosoma 1 sélo se ha reportado
dos veces en la literatura y la trisomia 19 en una ocasion, utilizando técnicas de citogenética
molecular. Se sabe que el cromosoma 19 es particularmente rico en genes criticos que
requieren de una dosificacion exacta para el desarrollo embrionario no afectado (Castro y

col., 2010).

Desde 1920 las aneuploidias han sido estudiadas mediante cariotipo. En 1969
surgio otra técnica para estos estudios, la hibridacion fluorescente in situ (FISH), es una
técnica citogenética de marcaje de cromosomas, mediante la cual los cromosomas son
hibridados con sondas de ADN complementarias a ciertas regiones de los cromosomas,
las sondas estan marcadas con fluorescencia y permiten asi la visualizacion, distincion
y estudio de los cromosomas asi como de las anomalias que estos puedan presentar

(Lopez y col., 2011).

En 1980, Alec Jeffreys desarroll6 una técnica para el estudio de los perfiles
geneéticos usando mini satélites tipo VNTR (NUmero variable de repeticiones en tanda),
que permitiria la identificacion genética de personas. Luego en 1989 Michael Litt y
Jeffrey Lutty descubren los STRs (Litt y Luty, 1989). El desarrollo de la PCR, en 1983

por Kary Mullis, sumado a la invencién de los secuenciadores de ADN, a principios de
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los noventa, permiti6 el estudio automatizado de los STRs, lo que favorecio

particularmente a la genética forense y la genética de poblaciones.

El estudio de aneuploidias mediante el uso STRs fue reportado por el Dr.
Mansfield, en 1993, quien utiliz6 este método para el diagndstico prenatal del sindrome
de Down. En el afio 2000, comienzan en Europa, los estudios con un gran namero de
muestras, liderados por el Dr. Vincenzo Cirigliano (Cirigliano y col., 2006), a esta
técnica se le llam6 QF-PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa por fluorescencia

cuantitativa).

El Dr. Cirigliano y colaboradores trabajaron con aproximadamente 50.000 muestras
biologicas, principalmente liquido amnidtico y vellosidades coridnicas, en un estudio
titulado: “Rapid prenatal diagnosis of common chromosome aneuploidies by QF-PCR,
results of 9 years of clinical experience” (Diagndstico prenatal rapido de aneuploidias
frecuentes mediante QF-PCR, resultado de 9 afios de experiencia clinica), donde se
evaluaron los cromosomas 13, 18, 21 y sexuales. Se encontrd que 96.2% de los fetos eran
no afectados, 1.8% presentaban trisomia en el cromosoma 21, 0.7% mostraban trisomia en
el cromosoma 18, 0.3% manifestaban trisomia en el cromosoma 13 y 1% correspondian a
otras anomalias, principalmente aneuploidias en cromosomas sexuales y mosaicos

(Cirigliano y col., 2009).

En Venezuela se han realizado pocos estudios para la deteccion de aneuploidias

mediante QF-PCR, ya que se trata de una técnica reciente, el uso de STRs se ha
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implementado principalmente para establecer filiaciones bioldgicas, identificar
personas fallecidas en catéstrofes naturales, estudios poblacionales, asi como en la

identificacion de restos antiguos y agresiones sexuales.

Luego de hacer una extensa revision bibliogréafica, encontramos que no hay
estudios publicados de QF-PCR en Venezuela, existe un solo estudio, en fase de
publicacion, llamado: “Diagnostico prenatal de aneuploidias frecuentes (13, 18, 21 y
sexuales X, Y) mediante la técnica QF-PCR en muestras de pacientes de venezolanos”,
donde se estudiaron 200 muestras bioldgicas de pacientes de diferentes regiones de
Venezuela, por medio de un estuche comercial. Todas las muestras estudiadas tenian
indicacion médica. En este estudio se obtuvo que: el 85% de las muestras analizadas
correspondian a fetos no afectados, 8% eran trisomicos en el cromosoma 21, 3%
presentaban trisomia en el cromosoma 13, 2% en el cromosoma 18 y 2% presentaban
otras anomalias cromosomicas. También se encontrd que todas las muestras analizadas
por la técnica de QF-PCR se correspondian en un 100% con el resultado en cariotipo y

que la edad promedio de las madres con fetos afectados fue de 32 afios (Acosta y col.).

Comunmente el diagndstico de aneuploidias mediante la técnica QF-PCR se
realiza utilizando estuches comerciales. Este trabajo de tesis forma parte un proyecto
méas amplio desarrollado por el laboratorio GENMOLAB, que contempla analizar
cuatro sistemas para cada uno de los cromosomas estudiados (13, 16, 18 y 21), ademas
de los cromosomas sexuales (X e Y), siendo este el primer estudio en Venezuela que

plantea estandarizar la técnica de QF-PCR de forma manual, es decir, disefiando,
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escogiendo y sintetizando los cebadores, de esta forma se espera sustituir el estuche
comercial, lo que contribuye de forma significativa a disminuir los costos del

diagndstico, permitiendo que sea accesible a un mayor nimero de personas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Estudiar las aneuploidias en muestras de restos abortivos y liquido amniotico
mediante la escogencia y disefio de cebadores para regiones repetitivas tipo Short Tandem
Repeats en los cromosomas 13, 16, 18 y 21, utilizando la técnica de QF-PCR con fines

diagnosticos.

4.2 Objetivos Especificos

1- Escoger, disefiar y sintetizar cebadores marcados con fluor6foros para
determinadas regiones con repeticiones cortas en tdndem (STRs) en los
cromosomas 13, 16, 18 y 21.

2- Estandarizar la extraccion y purificacion de ADN gendémico de muestras de
restos abortivos y liquido amnidtico.

3- Estandarizar la PCR y la separacion por electroforesis capilar automatizada de
los productos de la PCR.

4- Evaluar la eficiencia de la técnica disefiada, mediante muestras previamente

analizadas con estuches comerciales.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. 1 Material biolégico.

En este trabajo de tesis se analizaron un total de 37 muestras bioldgicas, distribuidas

de la siguiente manera:

o 26 muestras de liquido amnidtico, que es el fluido que rodea al feto en
gestacién, cuya obtencidn se hizo mediante una amniocentesis practicada por el médico
obstetra tratante de cada paciente en particular, el procedimiento en general, consiste en la
extraccion de 20 a 30 mL de liquido amnidtico por medio de una jeringa que se introduce
de forma trans-abdominal, la toma de la muestra se realiza a partir de las semanas 14 a 16
de gestacion, mientras mayor sea la edad gestacional se requiere menor cantidad de
muestra, ya que hay mayor numero de células fetales inmersas en el fluido. La cantidad
promedio de muestra recibida para nuestro estudio fue de 5mL.

o 08 muestras de vellosidades coridnicas, estas emergen del corion (envoltura
externa que recubre el embridn) permitiendo el intercambio de nutrientes entre la madre y
el feto, brindan la misma informacion genética que las células fetales por derivarse del
cigoto, el muestreo de vellosidades coridnicas es la técnica mas utilizada para la obtencion
de ADN fetal durante el primer trimestre, se realiza entre las semanas 10 y 13 de la
gestacion, las muestras pueden obtenerse de manera trans-abdominal o trans-cervical, la
cantidad recibida fue variable (de 1 a 15 mm).

o 03 muestras de tejido fetal, cuyas biopsias fueron obtenidas directamente de

restos abortivos.
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Todas las muestras fueron tomadas desde el primer trimestre del afio 2016 hasta
el primer trimestre del afio 2018, se transportaron al laboratorio bajo cadena de frio
hasta ser procesadas. La mayoria de las muestras fueron obtenidas mediante la
colaboracion del servicio de citogenética del laboratorio Diagenit y preparadas por el
Médico Genetista Orlando Arcia, también se estudiaron muestras obtenidas
directamente de las pacientes del Laboratorio Genmolab, C.A. Todas las pacientes de
las cuales provinieron dichas muestras llenaron una encuesta mediante la que se obtuvo
informacion sobre la edad, tiempo de gestacion e indicacion de estudio, a su vez
firmaron un consentimiento informado donde se les explico de que trata el estudio, sus
alcances y se pidi0 su autorizacion para poder utilizar la muestra de manera

confidencial. El consentimiento se muestra a continuacion:

Consentimiento Informado para el Estudio Cromosomico Prenatal

Nombre del paciente: S Laboratorio de Genética Molecular

Nombre v finna del profesional que informa:l E N MO LA B

Fecha:

1. Lasvellosidades coridnicas o restos ovulares se obtienen mediante aspiracién endouterina o por expulsion espontanea
v son llevadas a cabo por un meédico especialista.
2. Lastécnicas pueden fracasar por contaminacién o dafio del material biclégicopor exposicidn areactivos que dafien el
ADN (como formel)
3. Mediante el andlisis molecular se podrd determinar anomalias en los cromosomas 13, 16, 18, 21 v sexuales.
4. En analisis mediante esta técnica sélo nos informard de posibles anomalias cromosémicas frecuentes, v no de defectos
congénitos de otra naturaleza, v portanto, el resultado normal de un estudio genético no garantiza que el feto carezca de
defectos de otra indole.
5. Como cualquier orométodo de andlisis, las técnicas tienen limitaciones propias como la posibilidad de la presencia
de mosaicismo de baja frecuencia v la presencia de anomalias estructurales que por su tamafio solamente pueden
evidenciarse por otros procedimientos diagndsticos.
6. Elresultado serd entregado con la debida urgencia v dada su confidencialidad, inicamente a los solicitantes v al
médico watante.
7. Enloscasos de anomalias detectadas, se recomienda la asesoria genéticapor el médico tratante para la interpretacion,
alcance, v de ser necesario posibles altemativas terapéuticas que se deriven de los resultados de la prueba.
8. Losresultados obtenidos podrian ser utilizados con fines de investigacion v publicaciones cientificas, sin que se
vulnere la confidencialidad de la identidad de los solicitantes.

De acuerdo conla informacién recibida v ala aclaracion de las dudas planteadas CONSENTIMOS la realizacidn
del estudio citogenético vmolecular

Firma de la madre:
Cédula de Identidad:

Firma del padre:
Cédula de Identidad:
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5.1.2 Material de laboratorio

El estudio se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Genética Molecular
GENMOLAB, ubicado en el Municipio Carrizal del estado Miranda, Venezuela. El
laboratorio esta dividido en secciones separadas y diferentes para la extraccién de ADN,

preparacion de PCR, y secuenciacion de ADN.

En el &rea de extraccion de ADN se utilizaron los siguientes materiales de
laboratorio: Pipetas automaticas de 20, 200 y 1000 pL marca Gilson, vortex modelo
Genie® 2 marca Daigger, micro-centrifuga modelo 5415C marca Eppendorf, bloque seco
marca Scientific. puntas plasticas desechables esterilizadas para cada tipo de pipeta, tubos
plasticos estériles de 15 mL, tubos de 1,5 mL libre de Rnasas marca Eppendorf, gradillas
para tubos de 1,5 mL, guantes de nitrilo libres de polvo y marcadores indelebles para

rotular las muestras.

En el cuarto de Pre-PCR, que es el lugar donde se prepararon las mezclas para la
PCR, se utiliz6 una campana de flujo laminar vertical marca Labconco, pipetas automaticas
de 10, 20, 200 y 1000 uL marca Gilson, tubos plasticos estériles y libre de Rnasas marca
Eppendorf de 200 pL. Gradillas para tubos de 200 pL, agua ultra pura, guantes de nitrilo
libres de polvo, puntas plasticas desechables con filtros para cada tipo de pipeta y

marcadores indelebles para rotular las muestras.
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En el area de PCR, se utiliz6 un termociclador modelo PCR System 9700 marca
GeneAmp® (Applied Biosystems). Para la electroforesis en gel se utilizd una fuete de

poder marca biotech® y guantes de nitrilo libres de polvo.

En el &rea de secuenciacion de ADN se utilizaron los siguientes materiales y equipos:
secuenciador automatizado de ADN modelo 310, marca Applied Biosystems, pipetas
automaticas de 2 y 10pL marca Eppendorf, tubos plasticos de 600 pL estériles, libres de
Rnasas, marca Epppendorf, guantes de nitrilo libres de polvo y marcadores indelebles para

rotular las muestras

5.1.3 Reactivos

La extraccion de ADN de las muestras se realizé por medio del estuche comercial
Gsync™ DNA Extraction Kit (100 Preps) de Geneaid. En la fase de estandarizacion
también se probd la extraccién por método salino o Salting out ( Miller, et al,1998),
para ello se utilizaron los siguientes reactivos: Buffer de lisis ( Tris-HCI, Cloruro de
sodio 400 mM y Na,EDTA 2mM, pH 8), Proteinasa K (1mg de Proteinasa K en SDS
1% y Na,EDTA 2mM) y perlas magnéticas MagneSil® GREEN de Promega, Etanol
absoluto grado molecular, marca Fermont. Ademas se realizo electroforesis en geles de
agarosa, para ello se utiliz6: Agarosa Le Agarose de AcroGene®, buffer TBE 1X (Tris

borato EDTA), como buffer de carga azul de bromofenol DV437A de Promega.
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Para la amplificacion y marcaje de las muestras ya extraidas, se emplearon diez
pares de cebadores: cuatro para el cromosoma 21, dos para el cromosoma 13, dos para
el cromosoma 18 y dos para el cromosoma 16, los cuales fueron sintetizados en
Integrated DNA Technology, Inc. Para la mezcla de PCR se utiliz6 una mezcla de
dNTPs a una concentracion de 2.5 Mm por cada dNTP, marca Maxim Biotech, Inc.,
Taq Platinum (platinum DNA polimerase + cloruro de magnesio 50 Mm y buffer 10X)
de Thermo Fisher Cientific y agua ultra pura de Promega. Para la corrida electroforética
se utilizd formamida HiDi™ (ABI) y Liz®500 (ABI). Para el analisis de los datos se
utilizaron los software Data Colection® v 3.1.0 y Gene Mapper® V3.2 Applied

Biosystems.

En todas las areas se utilizd la indumentaria adecuada y recomendada para un
laboratorio de genética molecular: bata de laboratorio, guantes diferentes en cada area
del laboratorio, zapatos cerrados y tapaboca.

5.2 Métodos.

5.2.1 Seleccidn de cebadores.

Como se indicd anteriormente, el presente trabajo de tesis forma parte un
proyecto mas amplio del laboratorio Genmolab, en el cual se contempla la sintesis de

cuatro pares de cebadores para el analisis de cada uno de los cromosomas de interés:
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13, 16, 18, 21 y cromosomas sexuales. Este trabajo de tesis conforma la primera etapa

de ese macro proyecto, siendo el primer trabajo de su tipo en Venezuela.

Cada una de las secuencias de cebadores que forman parte de este proyecto se
sometio a diferentes programas informaticos. Primero se utilizd el programa “Basic
Local Alignment Search Tool” (BLAST) NCBI-NIH (BLAST, N. a better web
interface Johnson), donde se introduce la secuencia a evaluar y se selecciona el
organismo en estudio, en este caso “human genomic”, con esta informacion el
programa revela las secuencias con las cuales hay homologia y en que cromosoma
estdn ubicadas, de este modo se verificO que las secuencias de los cebadores
correspondian a los cromosomas esperados. A continuacion se muestra el analisis del

cebador sentido de sistema D21S11 mediante este programa:

m} UU.S. National Library of Medicine

BLAST S blastn suite Home  Recent Results
Standard Nucleotide BLAST

blastn | blastp | blastx | tblastn | thlastx |

ELASTN programs search nucleotide databases using a nuclectide query. more...
Enter Query Sequence Hos B 2SS
Enter accession number(s), gi{s), or FASTA sequence(s) & Clear Querny subrange &
TOTAAETCAATTCOCALET A
TATGTGAGTCAATTICECCARGTEY .
To
e
Or, upload file Seleccionar archivo | Mingln archivo seleccionado &
Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search &
Align two or more sequences
Choose Search Sat
Databaze = Human genomic + transcript Mouse genomic + transcript Others (nr etc_):
# | Human genomic plus transcript (Human G+T) ¥ | (176974 segueni

Genomic sequences [show firzt]
4 I—cmosaoiens:”rsmsosenbl'v'CH‘H 1.1 481 1160 100% 1e-04 100% NC 018932.2

| Homo sapiens chromosome 21, GRCh38.p7 Primary Assembly 481 1372 100% 1e-04 100% NC 00002189

Fig. 1. Programa informatico “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST).
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Posteriormente se realizd6 una PCR virtual, usando el programa “UCSC In-
SilicoPCR” (In-Silico PCR, disefiado por Jim Kent), en el cual se introducen las
secuencias de los cebadores, sentido y anti-sentido y el organismo a estudiar. Tras
analizar estos datos el programa arroja la secuencia que es hibridada por los cebadores,
el fragmento que genera y el cromosoma al cual corresponde esta secuencia, asi se
corrobord que el rango de tamafio del amplificado coincidia con el esperado. En
seguida se muestra, a modo de ejemplo, el estudio de los cebadores del sistema D21S11

mediante de este programa:

3 Genomes Genome Browser  Tools Mirrors Downloads My Data Help About Us

UCSC In-Silico PCR

Genome: Assembly: Target: Forward Primer: Reverse Primer:
Human v ) Dec. 2013 (GRCh38/hg38) v || genome assembly Y TATGTGAGTCAATTCCCCAA| |GTTGTATTAGTCAATGTTCT() submit

Max Product Size: 4000 Min Perfect Match: |15 Min Good Match: 15 Flip Reverse Primer:

UCSC In-Silico PCR

»chr21:12181942419182165 224bp TATGTGAGTCAATTCCCCAAGTGA GTTGTATTAGTCAATGTTCTCCAG
TATGTGAGTCAATTCCCCAADTGAGttgccttctatctatctatctatet
gtctgtctgtotgtoctgtotgtotatctatetatatctatctatctatea
tctatctatccatatctatctatctatctatoctatctatctatctatcta
tctatctatogtctatectatoccagtctatctacctoctattagtctgtct

CTGEAGAACATTGACTAATACAAL

Primer Melting Temperatures

Forward: 62.8 C tatgtgasgtcaattccccaagtea
Reverse: 54.8 C gttgtattagtcastgttctccag
The temperature calculations are done assuming 20 mM salt and 50 nM annealing

oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3.

Fig. 2. Programa informatico “UCSC In-SilicoPCR".
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Debido a que la informacion sobre sistemas STRs en el cromosoma 16 es escasa,
se procedié a disefiar cebadores para los sistemas D16S512 y D16S518 utilizando el
programa informatico “Primer3Plus v2.4.2”, donde se introduce la secuencia de interés
y se selecciona el segmento que se desea amplificar (la secuencia fue extraida de
NCBI-NIH). El programa proporciona una lista de pares de cebadores con diferentes
tamafios de amplificado, distintas temperaturas de hibridaciéon y porcentajes de GC,
segun estas caracteristicas se escogieron los cebadores que se consideraban mas
apropiados para nuestro proposito. En la figura 3 se muestra el disefio de cebadores

para el sistema D16S512 mediante el programa “Primer3Plus v2.4.2”.

: Primer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
. Select primer pats o datect the given template sequence. Optionally targats and
Task: |Detection  ~ inchudedercluded regions ean be specified [ Pick Priers || Reset F

Main General Settings Advanced Settings Internal Oligo Penalty Weights Sequence Quality

Sequence Id

Paste source sequence below Or upload sequence file:| Seleccionar archivo | Mingun archive seleccionado | Upload File

actnoctatongttactatgotoattn gtacagoaaatcc[ctgtgacacgoaattiaccohtganacasacctgoacatghbacs
3 teact

rrrrr T t gtt tgcttttgaatygeagtoctgateatgtgotgotgttgasagtiot

CCRIACALCAAT OO YAt IELACCAT O L L CHaAt ACAC Al ACACACACACACACACACACACACACACAAATYL] JRAT ATIARATATAATAL AT CAgT
gggassatgtyatia

Back
Par 1
< Left Primer 1:  |Primer_F
Start: 58 Length: 20 bp Tm: 60.1°C GC: 450% ANY: 50 SELF: 20
< RightPrimer 1:  |Primer_R
Start: 217 Length: 20 bp Tm: 5%.2°C GC 50.0% ANY: 50 SELF: 0.0
Product Size: 160 bp Par Any: 6.0 Pair End: 3.0
Send to Primer3Manager || Reset Form
1 actncctatc ngttactatg ctcattncct gggtgacgnn ataatacgta
51 cagcasatcc ctgtgacacg caatttaccc ttganacaaa cc tgcacatyg
101 taccttottg aacctasaat aaaagttgga aagasaasaa  agagnasato
151 tgettttgaa tggeagtoct gatcatgtge tgctgttgaa  agtteotates
201 actcactttce caggacatca attccttgat geotaccatet totcegaatac
251  acacacacac acacacacac acacacacac acaaa ggtga ataggaaaga
301 gaagatgatc agtgggasaa tgtgatta
Select all Prims
Pair 2
Left Primer 2 Primer. 1_F
Start: 47 Length: 20 bp Tm: 597 °C GC 50.0% ANY: 50 SELF: 30
Right Primer 2 |Primer_1_R
Start: 217 Length: 20 bp Tm: 598.2°C GC 50.0% ANY: 50 SELF: 0.0
Preduct Size: 171 bp Pair Any: 30 Pait End 1.0

Fig. 3. Programa informatico “Primer3Plus v2.4.2".
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Para este trabajo de tesis se escogieron diez pares de cebadores, cuatro para el
cromosoma 21, dos para el cromosoma 13, dos para el cromosoma 18 y dos para el
cromosoma 16. El criterio de escogencia de los cebadores fue el siguiente: algunos,
eran de los més reportados en la bibliografia, por tanto, los mas proclives a ser exitosos
experimentalmente, todos amplifican regiones STRs con alto porcentaje de
heterocigosidad (mayor a 77%), lo que hace que a nivel poblacional exista una
variabilidad alélica alta, ademas, se seleccionaron de acuerdo al rango del tamafio del
amplificado, con la idea de realizar el analisis final mediante PCRs mdaltiples, entonces
se escogieron de modo que no hubiese solapamiento entre los rangos de tamafio de los

diferentes sistemas al momento de realizar la electroforesis capilar automatizada.

Los cebadores sentido de los diez pares de cebadores, fueron marcados en el
extremo 5° con algun fluor6foro, 6-FAM (azul) o HEX (verde). Se seleccionaron por
ser fluordforos estables en el tiempo, ademas, son compatibles con una de matrices
programadas en el secuenciador de ADN y son econdmicos en relacion a otros

fluoréforos ofrecidos en el mercado.

Los cebadores sentido de los STRs; D21S11, D21S1411, D21S1435, D18S51,
D18S386 y D13S631, se marcaron con el fluor6foro 6-FAM y los sistemas STRs Penta D,
D13S317, D16S539 y D16S514, se marcaron con el fluoréforo HEX. La tabla que se
presenta a continuacion, muestra la descripcién de los cebadores seleccionados. Se indica el
nombre de cada marcador STR, su ubicacion cromosomica, el porcentaje de

heterocigosidad, la secuencia de cada uno de los cebadores, el fluor6foro con el cual se
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encuentra marcado el cebador sentido, el rango de tamafio de cada uno de los productos de

PCR y por ultimo la referencia.

Tabla 1. Descripcién de cebadores seleccionados para este trabajo de tesis.

Cromosoma | VM€ | Upicacion Tamaio del
estudiado del cromosémica Heterocigosidad Secuencia del cebador Fluor6foro | amplificado | Referencia
marcador (pb)
TATGTGAGTCAATTCCCCAAGTGA (F)
D21511 2121 90% 6-FAM | 225080 | Pertlycol,
GTTGTATTAGTCAATGTTCTCCAG (R) 1996.
Penta D 21422.3 85% TGGAAGGTCGAAGCTGAAGTG (F) HEX 577455 | Urauharty
21 GTAAGAATTCTTTAATCTGGACACAA (R) col., 1994,
ATGATGAATGCATAGATGGATG (F)
D21S1411| 21q22.3 93% 6-FAM | 239-323 | Pertlycol,
AATGTGTGTCCTTCCAGGC (R) 1996.
D21S1435 21021 9% TCCCCTCTCAATTGTTTGTCTACC (F) 5-EAM l63.1g7 | Ciriglianoy
GCAAGAGATTTCAGTGCCAT (R) col., 2001,
TGAGCCATGTTCATGCCACTG (F) :
D18S51 | 18¢21.33 88.5% 6-FAM | 200-350 | Schmidy
18 CAAACCCGACTACCAGCAAC (R) col., 2000.
TCAGGAGAATCACTTGGAAC (F)
D185S386 |18q22.1-22.2  92,30% 6-FAM | 330-387 | Pertlycol,
TCCATGAAGTAGCTAAGCAG (R) 1999.
ACAGAAGTCTGGGATGTGGA (F) Rodriguez y
D13S317 13g31.2 80% HEX 176-204 Medinilla,
GCCCAAAAAGACAGACAGAA (R) 2014
13 ,
TGGGCAACAAGAGCAAAACTCT (F)
D13S631 | 13031-32 83% 6-EAM 189-223 | Annesey
TAGCCCTCACCATGATTGG (R) col., 2003,
AGATCCCAAGCTCTTCCTCTT (F) Rodri_gu_ez y
D16S539 16g24.1 77,90% HEX 120-180 Medinilla,
ACGTTTGTGTGTGCATCTGT (R) 2014,
16
CTATCCACTCACTTTCCAGG (F)
D16S514 16g21.1 82% HEX 117-129 Annese y
TCCCACTGATCATCTTCTC (R) col., 2003,

En la tabla anterior se resumen de las caracteristicas generales de los diez pares

de cebadores escogidos para nuestro trabajo.
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Los cebadores se recibieron liofilizados y se re-suspendieron en agua ultra pura.
Para preparar una solucién madre de concentracion 100 uM, la formula del célculo fue

la siguiente:

100 uM = X nmol cebador liofilizado + (X x 10 pl H20).

Se tomd la cantidad de nmol indicado en el tubo del cebador y se multiplico por
10, este es el numero de pl de agua ultra pura que se agrego para obtener la solucion

madre de concentracion 100 puM. Luego se realiz6 una dilucién 1/10 para obtener una

concentracion final de 10 uM en cada cebador.

5.2.2. Extraccion vy purificacion de ADN.

Se probaron dos métodos de extraccién de ADN; el método salino y el método de

columnas de silica.

El primer paso antes de comenzar la extraccion de ADN, indistintamente del método
de extraccion que se utilice, es la centrifugacion de la muestra. El liquido amniético es de
98 a 99% agua, el resto se encuentra entre solutos organicos, inorganicos y células. Al
centrifugar separamos las células que se encuentran inmersas en el liquido y se descarta el
sobrenadante, que es en su mayoria agua. En el caso de las vellosidades coridnicas y restos
abortivos, por medio de la centrifugacion, se separa el tejido presente en la muestra del

medio en el cual se encuentre.
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5.2.2.1 Extracciéon de ADN por método salino o Salting-out vy purificacion de ADN

con perlas magnéticas.

Extraccion de ADN por método salino

Este metodo fue reportado por Miller en 1988. Consiste en la precipitacion de

proteinas por deshidratacion, con solucion saturada de NaCl. A continuacién se describe el

protocolo utilizado:

Buffer de lisis, SDS y
proteinasa K NaCl saturado

-_— -_—
Incubara 37° C Centrifugar a 10.000xg \G/
Toda la noche 5 minutos

Transferir el
Etanol sobrenadante
<€
Transferir el precipitado

\ Tampdn TE /

Fig. 4. Protocolo de extraccion de ADN por método salino.

1. La muestra se suspendio en 1 mL de buffer de lisis (10 mM Tris-HCI, NaCl
400 mMy 2 mM NaEDTA, pH 8,2) y se incub0 durante toda la noche a 37 °C, con 20 pL

SDS (detergente) al 10% y 20uL de proteinasa K.

2. Luego de la digestion, se agrego a la muestra 150 pL NaCl saturado (5M) y

se agito vigorosamente durante 15 segundos.

3. Posteriormente se centrifugd por 5 minutos. El precipitado contiene las

proteinas y el sobrenadante contiene el ADN.
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4. El sobrenadante fue transferido a otro tubo y se le agregaron 2 a 3 mL de
etanol absoluto a temperatura ambiente. EI ADN es insoluble en alcohol por lo tanto
precipita. En la solucion los iones de sodio o amonio se unen a los grupos fosfato, esta
mezcla reduce las fuerzas repulsivas entre las cadenas y permite que el ADN se pliegue
sobre si mismo haciéndolo insoluble.

5. La malla de ADN se retir6 con una pipeta y se transfiri6 a un tubo de
plastico de 1,5 mL, que contenia de 30 a 50uL buffer TE (10 mM Tris-HCI, 0,2 mM
Na2EDTA, pH 7,5). El volumen de buffer TE depende de la magnitud de la malla de

ADN, mientras mayor sea la malla, mayor es el volumen de buffer en el cual se eluye.

Purificacién de ADN con perlas magnéticas.

Este método se basa en la interaccion electromagneética entre el ADN, cargado
negativamente y las perlas magnéticas (MagneSil GREEN®), cargadas positivamente. En

seguida se describe el protocolo utilizado:

Perlas Gradilla metalica Etanol 90% Gradilla me%
magnéticas

Incubara temp. Descartarel Incubara temp.
ambiente. sobrenadante ambiente.
10 min. 5 min.
Im Iman
\ X2
AY
‘\
hY Descartar el
Gradilla metélica Agua S sobrenadante

destilada

— <
Transferir ‘ Incubar a 652C.
sobrenadante y/ 5 min.
Iman

Fig. 5. Protocolo de purificacion de ADN con perlas magnéticas.
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1. Se agregaron 100uL de perlas magnéticas al ADN extraido anteriormente
por el método salino, esta mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos.

2. Luego el tubo que contenia la mezcla se coloc6 en una gradilla magnética y
se descartd el sobrenadante. Las perlas magnéticas retienen selectivamente el ADN por
interaccion de cargas, quedando en el sobrenadante elementos que no son de nuestro
interés.

3. El tubo se retird de la gradilla magnética y se agregaron 100uL de etanol
90% y se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos. Luego se colocé en la gradilla
magnética y se descarto el sobrenadante. Se repitid este paso.

4. Posteriormente se coloco el tubo que contenia las perlas magnéticas y el
ADN adherido a estas en un bloque seco a 65°C por 5 minutos, con la finalidad de evaporar
por completo el etanol.

5. Finalmente se agregaron de 15 a 20pL de agua destilada, con la finalidad de
eluir el ADN adherido a las perlas magnéticas. EI tubo nuevamente se colocé en la gradilla
magnética y el sobrenadante, que en este caso es el agua que contiene inmerso el ADN se

transfirié a un nuevo tubo de plastico.

5.2.2.2 .Extraccién vy purificacion de ADN mediante columnas de silica (estuche

comercial).

La extraccion y purificacion de ADN por medio de columnas de silica consiste en la

aplicacion de buffer de digestidn y proteinasa K a la muestra, con una posterior incubacion
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que puede variar de 3 horas a toda la noche, dependiendo del material de partida, el tejido

puede requerir mayor tiempo que los liquidos. En seguida se muestra el protocolo

detallado:

Buffer de lisis y
proteinasa K

—_—

Incubara 50° C
De 3 hrs a toda la noche

Centr\fugar a 10000 xg
1 min

Buffer de
elucién

Etanol

—_—

Transferir a una
columna de silica

Buffers de

avado
Centr\fugar a 10000 xg
1 min

\

Centrifugar a
10000 xg
1 min

/

Fig. 6. Protocolo de extraccion y purificacién de ADN mediante columnas de silica

(estuche comercial).

1. Se agregaron 200 uL de buffer de digestion, el cual contiene sales caotrdpicas que
desorganizan la red tridimensional del agua influyendo en la organizacion de sus moléculas
a través de sus puentes de hidrégeno, y en la interaccion de estos con macromoléculas tales
como proteinas tendiendo a desnaturalizarlas o disolverlas (Radstrom y col., 2004). Este
buffer también contiene detergentes; ionicos, como SDS (dodecilsulfato sédico) o no
ionicos, como Tween-20 y Triton X-100 necesarios para eliminar las membranas. Se
agregaron 20 pL de proteinasa K, que es una proteasa y se incubd de 3 horas a toda la
noche a 50°C.

2. Posteriormente se agregaron 200puL de etanol. EI ADN es insoluble en

alcohol por lo tanto precipita (Radstrém y col., 2004), el alcohol sobrenadante mantendra
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las sales afiadidas previamente. En la solucion los iones de sodio o amonio se unen a los
grupos fosfato, esta mezcla reduce las fuerzas repulsivas entre las cadenas y permite que el
ADN se pliegue sobre si mismo haciéndolo insoluble.

3. Luego se trasladd el lisado a la columna de centrifuga y se centrifugé a
10.000xg por un minuto. Estas columnas poseen una membrana de silica que retiene
selectivamente el ADN y permite el paso de las moléculas y sales que acompafian la
reaccion de lisis (Radstrém y col., 2004).

4. En el tubo de recogida queda el alcohol que contenia las sales, este se
descarté y cambié por un nuevo tubo de recogida, el ADN se mantiene fijado a la
membrana de silica.

5. Luego se realizaron dos lavados con diferentes buffers que constan
mayormente de alcohol, donde, luego de centrifugar, se descarta el tubo de recogida que
contiene un lavado de sales y otros elementos del lisado que no son de nuestro interés.

6. Posteriormente se agregaron de 20 a 30 uL de buffer de elucion que consta
principalmente de agua, buffer TRIS (tris-hidroximetil-aminometano) y agente quelante
EDTA (acido etilendiaminotetraacético), el ADN se re-suspende y es recuperado tras
centrifugar. El volumen de buffer de elucion depende de la cantidad de pellet celular que se

observe inicialmente al centrifugar la muestra.
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5.2.3 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacién y marcaje, se emplearon diez pares de cebadores, cuatro
para el cromosoma 21, dos para el cromosoma 13, dos para el cromosoma 18 y dos para
el cromosoma 16. El ciclado se realizé en un termociclador GeneAmp® PCR System

9700 (ABI).

Para la estandarizacion de la PCR se realizaron tres ensayos, uno de sensibilidad,

otro de especificidad y luego se procedi6 a estandarizar tres PCRs multiples.

Ensayo de sensibilidad: Se realizo con el fin de establecer la cantidad minima de

cebadores y ADN necesarias para una amplificacion exitosa. Se utilizd6 ADN 9947A de

ABI, que es de concentracion conocida (0.1ng).

Inicialmente se realiz6 una mezcla de reaccion de PCR simple para cada uno de

los sistemas STRs, con las siguientes caracteristicas:

Mezcla de PCR 1:

Buffer [1x]

dNTPs [200uM]

MgCI [1,5mM]

DNA polimerasa [1U/uL]

Cebador sentido [1 uM]
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Cebador anti-sentido [1 puM]

+ADN 9947A (0.1ng)

Esta mezcla se realizd por duplicado, con el fin de amplificar mediante dos
programas de PCR; el primero, es el programa base que trae el termociclador y cuya
temperatura de hibridacion se ajusta mas al promedio de temperaturas de nuestros

cebadores. Se muestra a continuacion:

Programa de PCR 1:

1 1
1 1
95°C i 94°C 27 ciclos i
1 72°c | 72°C
15min | 30sec 1
| 90sec ; 30min
i i
i i
i 58°C !
1 1
1 1
H 90sec H

Fig. 7. Programa de PCR 1.

El segundo programa de PCR tiene mayor nimero de ciclos y la temperatura de
hibridacion es superior a la de media de nuestros cebadores, sin embargo, este

programa ha probado ser exitoso en la amplificacion de STRs y es el siguiente:
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Programa de PCR 2:

96°C | 94°C

10 ciclos 22 ciclos

60sec

Fig. 8. Programa de PCR 2.

Los productos de la amplificacion utilizando ambos programas, se verificaron en
un gel de agarosa, este se prepar0 a concentracion 1%, se utilizé buffer TBE y la
corrida electrofética se realiz6 a 100 voltios, durante 10 minutos. En el gel, no se
observé amplificacion, por lo que se procedié a aumentar la concentracion de
cebadores, mientras que el resto de las condiciones se mantenian igual, resultando la
siguiente mezcla de reaccion:

Mezcla de PCR 2:

Buffer [1x]

dNTPs [200uM]

MgCI [1,5mM]

DNA polimerasa [1U/uL]
Cebador sentido [2 uM]
Cebador anti-sentido [2 uM]

+ADN 9947A (0.1ng)
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Los productos de PCR se visualizaron nuevamente en un gel de agarosa 1%,
observandose amplificacion en los sistemas D21S11, D18S51, D13S317, Penta D,
D13S631 y D16S539. Mientras que los sistemas D21S1411, D21S1435, D18S386 y
D16S514 no amplificaron. Al observar este resultado, se decidi6 variar la temperatura
de hibridacion a 55°C, en estos cuatro sistemas, ya que se observo que estos cebadores
tenian temperatura de hibridacion inferior a los demaés, el resto de las condiciones

permanecieron iguales. EI programa de PCR modificado se muestra a continuacion:

Programa de PCR 3:

96°C | 94°C

10ciclos 70°C 22 ciclos

|
| 30sec

Fig. 9. Programa de PCR 3.

Luego de esta modificacion se consiguié amplificacion en los sistemas

D21S1411, D21S1435, D18S386 y D16S514.

De este modo las condiciones de amplificacién se lograron estandarizar en cada
uno de los sistemas STRs. En cuanto a la cantidad de ADN, no fue necesario variarla,
ya que el experimento funciond con la misma cantidad de ADN que se considerd en un

principio (0.1ng). En la tabla 2, se indica el nombre del sistema estudiado, el
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cromosoma en el cual se encuentra ubicado, la concentracion minima de cebador y

ADN requerida y el programa de PCR con el cual amplifica.

Tabla 2. Condiciones de amplificacion para cada uno de los sistemas STRs.

Sistema Concentracion de | Cantidad
STR Cromosoma cebadores de ADN Programa de PCR

D21S11 21 2 uM 0,1ng | Programade PCR 2

Penta D 21 2 UM 0,1ng | Programa de PCR 2
D21S1411 21 2 UM 0,1ng | Programade PCR 3
D21S1435 21 2 UM 0,1ng | Programa de PCR 3

D18S51 18 2 UM 0,1ng | Programa de PCR 2
D18S386 18 2 UM 0,1ng | Programade PCR 3
D13S317 13 2 UM 0,1ng | Programa de PCR 2
D13S631 13 2 UM 0,1ng | Programa de PCR 2
D16S539 16 2 UM 0,1ng | Programa de PCR 2
D16S514 16 2 UM 0,1ng | Programade PCR 3

Ensayo de especificidad: Se hizo con la finalidad de establecer la capacidad de

los cebadores de discriminar entre individuos trisomicos y no afectados. Para este
ensayo se utilizaron las condiciones de amplificaciéon estandarizadas previamente y
descritas en la tabla 2. Esta vez, se amplificaron muestras biologicas, previamente
analizadas con estuche comercial o cariotipo, tanto de individuos trisbmicos como no

afectados en los cromosomas de interés.
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Estandarizacion de PCR multiple: Con la finalidad de disminuir tiempo y costos

en cada reaccion, se procedié a estandarizar la amplificacion conjunta de los 10
sistemas (PCR mudltiple). Inicialmente nos propusimos realizar dos PCRs mdltiples, de
5 sistemas STRs cada uno, sin embargo, debido a que en el ensayo de sensibilidad se
establecié que la temperatura de hibridacion variaba entre los sistemas, se realizaron

tres PCRs mdltiples, las mezclas se detallan a continuacion:

Mezcla de PCR multiple 1:

- Buffer [1x]

- dNTPs [200uM]

- MgCl [1,5mM]

-DNA polimerasa [1U/pL]

-Cebador sentido de los sistemas D21S11, D18S51, D13S317 y Penta D [2 uM
c/u]

-Cebador anti-sentido de los sistemas D21S11, D18S51, D13S317 y Penta D [2

UM c/u]

Mezcla de PCR muiltiple 2:

- Buffer [1x]
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- dNTPs [200uM]

- MgCl [1,5mM]

-DNA polimerasa [1U/uL]

-Cebador sentido de los sistemas D13S631 y D16S539 [2 uM c/u]

-Cebador anti-sentido de los sistemas D13S631 y D16S539 [2 uM c/u]

Mezcla de PCR multiple 3:

- Buffer [1x]

- dNTPs [200uM]

- MgCl [1,5mM]

-DNA polimerasa [1U/pL]

-Cebador sentido de los sistemas D21S1411, D21S1435, D18S386 y D16S514 [2
UM c/u]

-Cebador anti-sentido de los sistemas D21S1411, D21S1435, D18S386 y

D16S514 [2 uM c/u]

Las tres mezclas de PCR mudltiple se realizaron por duplicado, y se amplificaron
con un control positivo (ADN 9947A) y con un control negativo (mezcla sin ADN).
La mezcla 1 y 2 se amplificaron con el programa de PCR 2 y la mezcla 3 se amplificd
con el programa de PCR 3. Se obtuvieron resultados exitosos con las tres mezclas de

PCR mudltiple probadas.
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Una vez estandarizadas las condiciones de PCR se procesaron las 37 muestras
biologicas de pacientes con las mezclas de PCR multiple 1, 2 y 3, incluyendo en todos

los casos un control negativo por cada mezcla.

Paralelamente a nuestro estudio, el servicio de diagnostico de aneuploidias de
Genmolab y Diagentit, analizaron estas mismas muestras, utilizado cariotipo o el
estuche comercial Devyser Complete® (que detecta aneuploidias, mediante el uso de
26 sistemas STRs ubicados en los cromosomas 13, 18, 21 y sexuales), lo cual nos sirvio

con fines comparativos.

5.2.4. Electroforesis capilar

La separacion electroforética de los productos de la PCR se realizO en un
secuenciador ABI modelo 310, con capilar de silica fundida de 50uM de diametro, se
utilizé polimero POP-4 (Polidimetil acrilamida) y Buffer TAP (tris-hidroximetil-

metilamino) pH: 8.0.

Programacion del equipo:

Previo a comenzar la electroforesis capilar, se programo en el Software “Data
Collection”, en una hoja denominada “sample sheet”, el orden de las muestras y la
matriz con la cual se realizaria la corrida electroforética; en este caso la DS33 de 5

colores (azul 6-6-FAM, verde VIC, amarillo NED, rojo PET y naranja LIZ) de ABI.
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Posteriormente utilizando el mismo software, se programaron las condiciones de
corrida electroforética, en un hoja denominada “Gene Scan injention list” y fueron las

siguientes:

Tiempo de inyeccién: 5 segundos.

Voltaje de inyeccion y electroforesis: 319V/cm.
Tiempo de electroforesis: 40 minutos.
Temperatura del horno: 60°C.

Filtro: G (5 colores).

En el secuenciador, una camara CCD es capaz de captar la fluorescencia emitida por
cada uno de los fragmentos de ADN marcados, el sistema de adquisicion de datos tiene un
programa que se encarga de identificar y separar los picos, que se comparan con
fragmentos de ADN de tamafio conocido (en este caso LIZ®500), de esta forma el
programa hace una interpolacién lineal para determinar el tamafio de cada fragmento de
ADN de la muestra. Finalmente se exportan los datos a un archivo que contiene
informacion acerca del tamafio de los fragmentos de ADN detectados, la intensidad de cada
fragmento (altura de los picos) y el area bajo cada pico. A partir de estos datos se genera,
por medio de un software llamado Gene Mapper® v3.2 (Applied Biosystems), un grafico

denominado electroferograma.
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Corrida electroforética:

La electroforesis capilar se realizo a partir de la siguiente mezcla:
-10 puL Formamida.
-1,5 pL de producto de PCR.

-0,5 pL de LI1Z®500 (Escalera de fragmentos de ADN marcados y conocidos).

Esta mezcla se desnaturalizd a 95°C, durante 5 minutos, en un termociclador

GeneAmp® PCR System 9700 (ABI).

Primero se realizo, la separacion por electroforesis capilar de cada producto de PCR
simple. Luego, se realiz0 la separacion electroforética de los productos de las PCR

multiples.

En algunos casos, el producto de PCR resulté muy fluorescente, por lo cual, fue

necesario ajustar la fluorescencia, por medio de diluciones 1/20 con agua destilada.

5.2.5. Analisis de electroferograma

Para el andlisis de la corrida electroforética se utilizo el Software Gene Mapper
V3.2 (Applied Biosystems). En este software se programaron las condiciones de

analisis de las muestras, para ello se crearon “panels” y “bins”, los primeros son los
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sistemas a analizar y los “bins” son el rango del tamafio de cada sistema, también se

coloca el color utilizado en el marcaje para cada cebador.

En el electroferograma, el eje x indica los pares de bases y el eje y la emision de
fluorescencia medida en unidades relativas de fluorescencia, (RFU). Las sefiales a
observar dependeran de la homo/heterocigocidad entre los alelos parentales y de la

dosis de cada alelo en particular:

-Monosomia: Se observa una sola sefial fluorescente correspondiente a dos alelos

parentales homaocigos.

-Disomia: Se observa como dos sefiales fluorescentes con una relacién entre picos

1:1, pertenecientes a dos alelos parentales heterécigos.

-Trisomia: Se observan como:

a) Tres sefiales fluorescentes con relacion 1:1:1: ocurre cuando los tres alelos con
heterdcigos entre si.

b) Dos sefiales fluorescentes con relacion 1:2 o 2:1: ocurre cuando hay dos alelos

homacigos entre si y uno heterécigo.

Para el andlisis de los electroferogramas se siguen las pautas de la Guia de la

Asociacion de Citogenética Clinica, en esta se indica que la relacion entre STRs se calcula

dividiendo las areas de los picos, asi se obtiene el rango de relacién. Si la distancia que
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existe entre los picos es menor a 24 pares de bases, que es lo que ocurre cominmente, se

establece la interpretacion descrita a continuacién en la tabla 3.

Tabla 3. Interpretacion de acuerdo al rango de relacion entre los picos.

Rangos de relacion (RR) para STRs Interpretacion
08-14):1 Disémico (No afectado)
(<0,6)0(>1,8):1 Trisémico (Afectado)
(0,6-0,8)0 (1,4-1,8):1 No concluyente

En un individuo no afectado se observan en el electroferograma dos picos con
relacion 1:1. Las trisomias son visualizadas como un pico extra en individuos trialélicos, o
bien, dos picos con relacion 2:1. Al dividir el area de los picos se obtiene el rango de
relacion (RR), si este se encuentra entre 0,8 y 1,4, se concluye que el individuo es disomico
(no afectado) en ese sistema, si el RR e menor a 0,6 0 mayor a 1.8, se interpreta como una

trisomia. EI RR es no concluyente si se encuentra entre 0,6 y0,8 01,4 y 1,8.

En caso de que la distancia entre picos sea mayor a 24 pares de bases, el RR para

interpretar un sistema como disémico varia un poco, siendo de 0,8 a 1,5.

Segun la guia internacional de nomenclatura de citogenética humana publicada por
Mitelman, en 1994, para expresar la constitucion cromosdémica de un individuo se debe, en
primer lugar, colocar el numero total de cromosomas que posee (46 en caso de
individuos no afectados) seguido de una coma y la representacién de los cromosomas
sexuales (XX en el caso de hembras y XY en caso de varones). Por lo tanto, un varén no
afectado seria 46, XY y una hembra no afectado seria 46, XX. En individuos afectados,

luego del nimero de cromosomas Y caracteres sexuales se coloca un signo de mas (+) en
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caso de una trisomia 0 de menos (-) en caso de monosomia y se indica el cromosoma
afectado, por ejemplo:
-Sindrome de Down (vardn con trisomia del 21): 47, XY+21.

-Monosomia del 21 (embrion femenino): 45, XX-21.

En cuanto a la interpretacion por QF-PCR, lo recomendado por la Guia de la
Asociacion de Citogenética Clinica es concluir que el individuo es compatible con una
constitucién cromosémica, no afectado o trisdmica, siguiendo la nomenclatura descrita

anteriormente.
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6. RESULTADOS

Los resultados presentados a continuacion se encuentran divididos en dos secciones,
los resultados provenientes de la estandarizacion y los derivados del andlisis de muestras

bioldgicas de las pacientes.

6.1 Estandarizacion:

Tal como se menciond en la metodologia, se probaron dos métodos de extraccion de
ADN; el método salino y el método de columnas de silica. La extraccion de ADN por el
método salino implicé la adicion de dos pasos extras; purificacion mediante perlas
magnéticas y cuantificacion. Las muestras debian ser cuantificadas, ya que, se observé
mucha variacion en la cantidad del ADN obtenido entre una muestra y otra (figura 10a).
Mientras que la cantidad de ADN en muestras extraidas por columnas de silica permanece
casi constante (figura 10b). Se decidio trabajar las 37 muestras biolégicas con el método de

columnas de silica ya que no requiere pasos adicionales.

Fig. 10. Gel de agarosa 1%-TBE con ADN genomico de muestras de liquido amnidtico.

La Figura 10a muestra ADN gendmico extraido de 5 muestras mediante el método salino
(notese la variacion de intensidad entre las bandas, indicativo de distintas concentraciones
de ADN). La Figura 10b ilustra ADN genomico extraido de las mismas muestras utilizando
el método de columnas de silica.
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Para la estandarizacion de la PCR se realizaron tres ensayos: uno de sensibilidad,

otro de especificidad y la estandarizacion de tres PCRs multiples.

6.1.1 Ensayo de sensibilidad:

Bajo las condiciones iniciales, donde se utilizé 1uM de cebador, 0.1 ng de ADN y
los programas de PCR 1y 2, no se logré amplificacion. Los productos de la PCR se

visualizaron en un gel de agarosa 1% que se presenta a continuacion:

Programa
~ dePCR1

Programa
— de PCR 2

—_

Fig. 11. Gel de agarosa 1%-TBE con productos de PCR simple de cada sistema STR,
donde se utiliz6 1uM de cebador.

En la figura 11 se ilustra un gel de agarosa con los productos de PCR simple de los
sistemas D13S317, D21S11, D18S11, Penta D, D13S631, D16S5396, D21S1411,
D21S1435, D18S386 y D16S514 (de izquierda a derecha). No se observa amplificacion con

ninguno de los programas de PCR utilizados.
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En vista del fallo del experimento anterior, se procedié a aumentar la concentracion
de cebadores a 2 uM, mientras que el resto de las condiciones se mantuvieron iguales. Se
consiguio amplificacion en los sistemas D21S11, D18S51, D13S317, Penta D, D13S631 y
D16S539, con el programa de PCR 2, mientras que en los sistemas los sistemas D21S1411,
D21S1435, D18S386 y D16S514 no hubo amplificacion bajo estas condiciones. Los

productos de PCR se visualizaron en un gel de agarosa, presentados a continuacion:

Programa
de PCR 2

Programa
 dePCR1

Fig. 12. Gel de agarosa 1%-TBE con productos de PCR simple de cada sistema STR,
donde se utiliz6 2uM de cebador.

En la figura 12, se muestra un gel de agarosa con los productos de PCR simple de
los sistemas D13S317, D21S11, D18S11, Penta D, D13S631, D16S5396, D21S1411,

D21S1435, D18S386 y D16514 (de izquierda a derecha).
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En vista de que no hubo amplificacion en los sistemas D21S1411, D21S1435,
D18S386 y D16S514, se procedid a ajustar la temperatura de hibridacion a 55°C en estos
sistemas, ya que observamos que estos cebadores tenian temperatura de hibridacion
inferior a los demas, el resto de las condiciones permanecieron igual. Una vez realizado
este ajuste en el programa de PCR, se obtuvo amplificacién, como se muestra en la figura

13.

Programa
de PCR 3

Fig. 13. Gel de agarosa 1%-TBE con productos de PCR simple de los sistemas D21S1411,
D21S1435, D18S386 y D16S514, donde se utilizé 2uM de cebador.
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Seguidamente se muestran los resultados de las corridas electroforéticas
(electroferogramas) de los productos de PCR simple de cada sistema STR, visualizados

anteriormente en geles de agarosa.

En el electroferograma, el eje x indica pares de bases y el eje y, la emision de
fluorescencia en RFU o unidades relativas de fluorescencia. En el recuadro que se

encuentra bajo cada pico se indica el area y tamafio en pares de bases (pb) de los mismos.

Penta I ]
400
. > Area
it = | 4118
|H{m' 415 ———> Tamafio (pb)
415 = .
16833 26853
Iﬂﬂl {19

Fig 14. Sistema Penta D, ubicado en el cromosoma 21, amplificado con ADNg 9947A.

La figura 14 ilustra dos picos con relacion 1:1, donde el RR (rango de relacion) al

dividir el area de los picos es 1,1, es decir, el sistema Penta D es disomico.
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Fig 15. Sistemas D21S11, D21S1435 y D21S1411, ubicados en el cromosoma 21,

amplificados con ADNg 9947A.

En las figuras 14 y 15 se muestran todos los sistemas STRs ubicados en el
cromosoma 21. Tres de los cuatro sistemas son disomicos y los picos tienen relacion 1:1.

El sistema D21S1411 muestra un solo pico, siendo monésomico o no informativo. EI RR

58041
204 34

en el sistema D21S11 es 1,3 y en el sistema D21S1435 es 1,0.
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Fig. 16. Sistemas D18S51 y D18S386, ubicados en el cromosoma 18, amplificados con

ADNg 9947A.

En la figura 16 se muestran los sistemas STRs ubicados en el cromosoma 18.
Ambos sistemas son disomicos y los picos tienen relacion 1:1. EI RR en los sistemas

D18S51 y D18S386 es 1,2.
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Fig. 17. Sistemas D13S317 y D13631, ubicados en el cromosoma 13, amplificados con

ADNQg 9947A.

En la figura 17, el sistema D13S317 muestra varios picos, esto se debe a exceso de

fluorescencia en el producto de PCR. El sistema D13S631 muestra dos picos con relacion

1:1 (RR=1,0).
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Fig. 18. Sistemas D16S539 y D16S514, ubicados en el cromosoma 16, amplificados con

ADNg 9947A.

En la figura 18 se ilustran los sistemas STRs ubicados en el cromosoma 16. Ambos
sistemas son disémicos y los picos tienen relacion 1:1. EI RR en el sistema D16S539 es 1,2

y en el sistema D16S514 es 1,3.

El sistema D16S514 muestra “picos Stutter”. Estos se encuentran en casi todos los
electroferogramas y son pequefios picos que ocurren inmediatamente antes o después del
pico real. Durante el proceso de amplificacion de la PCR, la polimerasa puede perder su
lugar al copiar una cadena de ADN, por lo general deslizdndose hacia adelante o hacia atras
cuatro pares de bases, el resultado es una pequefia cantidad de fragmentos de ADN que son
una repeticion méas grande o mas pequefia que el fragmento verdadero que se amplifica

(Walsh y col., 1996).
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6.1.2 Ensayo de especificidad:

En este ensayo se amplificd cada uno de los sistemas STRs utilizando como ADN
diana muestras biologicas de individuos trisdmicos en los cromosomas de interés, los

resultados se muestras a continuacion:

D211 |

200 , 200

Exceso de
fluorescencia

N

22524

75421 | |62541

23150| |a44 08 38806
2 e 182 &5
66393 -
239 57 36232

186 55

Fig. 19. Sistemas D21S11, amplificado con liquido amniotico, y D21S1435, amplificado

con tejido. Ambos individuos trisbmicos.

En la figura 19 se observan tres picos de fluorescencia, con relacion 1:1:1, en los
sistemas D21S11 y D21S1435, ambos sistemas se encuentran trisdbmicos. El sistema
D21S1435 muestra varios picos adicionales, debido a exceso de fluorescencia en el

producto de PCR.

56



Penta D [DZ151411
400 300
o l.I -
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Fig. 20. Sistemas Penta D y D21S1411, amplificados con liquido amnio6tico de un

individuo trisémico.

En la figura 20 ambos sistemas muestran dos picos de fluorescencia con relacion

2:1. El RR en Penta D es 0,45 y en D21S1411 es 0,40, ambos sistemas manifiestan

trisomia.
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Fig. 21. Sistemas D18S51 y D18S386, amplificados con liquido amniotico de un individuo

trisémico.

En la figura 21 el sistema D18S51 presenta tres picos de igual tamafio y el sistema
D18S386 muestra dos picos con relacion 2:1 (RR=0,4). Los dos sistemas se visualizan

trisémicos.
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Fig. 22. Sistemas D13S5317 y D13S63, amplificados con liquido amniético de un individuo

trisémico.

En la figura 22 el sistema el sistema D13S317 muestra dos picos con relaciéon 2:1
(RR=0,5) y el sistema D13S631 presenta tres picos de igual tamafio, es decir, hay trisomia

en los dos sistemas.
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Fig. 23. Sistemas D16S539 y D16S514, amplificados con tejido de un individuo trisémico.

En la figura 23 se observa que el sistema D16S539 presenta tres picos de igual

tamafio y el sistema D16S514 muestra dos picos con relacion 2:1 (RR=0,3), por lo tanto,

hay trisomia en estos sistemas.
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6.1.3 Estandarizacion de PCR multiple

Con la finalidad de disminuir tiempo y costos en cada reaccion, se estandarizaron

tres PCRs mdltiples, los resultados se muestras en seguida:

[D21811 [D18SE1
200 300 a0

2DDD:
1800:
1200:

SDD:

400+

[Penta D
400

2000

1600

1200

200

400

Fig. 24. Electroferograma de PCR multiple 1, amplificado con ADNg 9947A.

La figura 24 muestra el electroferograma de la PCR mudltiple 1, que contiene los

sistemas D21S11, D18S51, D13S317 y Penta D. Hubo amplificacion en los cuatros

sistemas y se observé que en cada uno de ellos los picos guardan una relacion 1:1.

61



D135631

00 200 200 400

E000

4000

2000
0 AA.J\q\. "

24528
107 58

25108
206,07

Mhx II

100 200 200 400

2000
EO00

4000

2000 ]
0 | W]

172360 |16570
156 261172 50

Fig. 25. Electroferograma de PCR multiple 2, amplificado con ADNg 9947A.

En la figura 25 se observa el electroferograma de la PCR multiple 2, que contiene

los sistemas D13S631 y D16S539. Hubo amplificacion en ambos sistemas, observandose

en cada uno de ellos relacion 1:1 entre los picos.
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Fig. 26. Electroferograma de PCR multiple 3, amplificado con ADNg 9947A.

La figura 26 ilustra el electroferograma de la PCR madltiple nimero tres, que
contiene los sistemas D21S1411, D21S1435, D18S386 y D16S514. Hubo amplificacién en

todos los sistemas y el genotipo se corresponde con un individuo no afectado.

Durante el proceso de corrida electroforética se observd que algunos sistemas
presentaban exceso de fluorescencia, lo que se manifiesta en el electroferograma como
multiples picos diferentes a los reales (figura 17). En vista de que esto dificulta la
interpretacion del resultado se decidié hacer una dilucion 1/20 del producto de PCR para

disminuir la fluorescencia. A continuacién se muestran los resultados:
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Fig. 27. Electroferogramas de PCR multiple 1. Amplificado de muestra biologica sin diluir

(arriba) vs diluida (abajo).

En la figura 27 se observa que las muestras diluidas mejoran la calidad del
electroferograma, facilitando el analisis e interpretacion, ya que no hay solapamiento entre

picos de igual tamafio y el rango de relacion es mas preciso.
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6.2 Resultados de muestras de pacientes:

En esta seccion se muestran los resultados obtenidos en muestras bioldgicas

pacientes.
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Fig. 28. Electroferogramas de PCR mdltiple 1, 2 y 3, amplificados con liquido amnidtico

de un individuo no afectado.

En la figura 28 se ilustran electroferogramas de una muestra de liquido amniotico,

en nueve de los diez sistemas se encuentran dos picos con relacion 1:1 y uno de los

sistemas en monosomico (no informativo). El individuo es no afectado en los cromosomas

estudiados.
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Fig. 29. Electroferogramas de PCR mdltiple 1, 2 y 3, amplificados con liquido amniético
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de un individuo trisémico en el cromosoma 21.

amniotico de un individuo trisémico en el cromosoma 21. Los sistemas D21S11, PentaD y
D21S1411 presentan tres picos de igual tamafio, mientras que el sistema D21S1435
muestra dos picos con relacion 2:1 (RR=0,5). Los demas sistemas se encuentran disomicos
0 no informativos, como es el caso del sistema D13S317. Se evaluaron cuatro sistemas para

el cromosoma 21 y todos ellos se encuentran claramente trisdmicos, por lo cual se concluye

que el individuo es compatible con una trisomia en el cromosoma 21.
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En la figura 29 se ilustran los electroferogramas de una muestra de liquido
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Fig. 30. Electroferogramas de PCR mudltiple 1, 2 y 3, amplificados con liquido amnidtico
de un individuo trisémico en el cromosoma 18.

En la figura 30 se muestran los electroferogramas de una muestra de liquido
amnidtico de un individuo trisémico en el cromosoma 18. Los sistemas D18S51 y
D18S386 presentan dos picos con relaciéon 2:1, el RR es 0,5 y 0.4, respectivamente. Los
demas sistemas se encuentran disémicos (no afectados). Dado que hay dos sistemas
claramente trisdomicos, se concluye que el individuo es compatible con una trisomia en el

cromosoma 18.
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Fig. 31. Electroferogramas de PCR multiple 1, 2 y 3, amplificado de liquido amni6tico de

un individuo trisémico en el cromosoma 13.

En la figura 31 se muestran los electroferogramas de una muestra de liquido
amnidtico de un individuo trisémico en el cromosoma 13. El sistema D13S317 presentan
dos picos con relacion 2:1, el RR es 0,4, y el sistema D13S631 muestras tres pico de igual
tamafio (relacion 1:1:1). Los demas sistemas se encuentran disdmicos (no afectados). Se

concluye que el individuo es compatible con una trisomia en el cromosoma 13.
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Fig. 32. Electroferogramas de PCR multiple 1, 2 y 3, amplificado de vellosidades

corionicas poliploides.

La figura 32 ilustra una muestra de vellosidades coridnicas poliploides, es decir,
todos los cromosomas se encuentran trisomicos. Los sistemas D21S11, Penta D,
D21S1435, D18S51, D13S317, D13S631, D16S539 y D16S414 presentan tres picos de

igual tamafio y los sistemas D21S1411 y D18S386 muestran dos picos con relacién 2:1.
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De las 37 muestras biologicas de pacientes, 26 correspondian a muestras de liquido
amnidtico, 08 eran vellosidades coridnicas y 03 tejidos fetales. En todos los casos se conto
con la historia médica de las pacientes. En la siguiente tabla se describe, el codigo y tipo de

muestra, la edad materna y gestacional y por Gltimo la indicacion médica.

Tabla 4. Indicaciones médicas de las muestras estudiadas.

Codigo de la Tipo de muestra Edad Edad gestacional Indicacion médica
muestra materna
Liquido ~ . (-
o 31 aflos | 17 semanas + 2 dias Marcadores séricos alterados
1 amniotico
Liquido - Hueso nasal ausente y transluscencia
o 33 afios 21 semanas
2 amniotico nucal aumentada
L|q_u,|d_o 39 afios 18 semanas Edad materna
3 amniotico
qu_u’IQO 36 afios 24 semanas Humero corto
4 amniotico
L|q_u,|d_o 40 afios 17 semanas Edad materna
5 amniotico
L|q_u,|d_o 39 afios | 17 semanas + 1 dia Edad materna
6 amniotico
L|q_u,|o_lo 31 afios 17 semanas Marcadores séricos alterados
7 amniotico
Liquido ~ .
8 amniotico 44 afios 16 semanas Transluscencia nucal aumentada
Liquido ~ . (-
o 19 aflos | 17 semanas + 5 dias Marcadores 70éricos alterados
9 amniotico
qu_u ,|o_lo 40 aflos | 17 semanas + 4 dias Edad materna
10 amniotico
L|q_u,|d_o 35 arios 21 semanas Pliegue nucal aumentada
11 amniotico
qu.u,'qo 37 afios | 19 semanas + 2 dias Edad materna
12 amniotico
L|q_u,|d_o 32 afios 20 semanas Cardiopatia congénita
13 amniotico
Liquido ~ . -
14 amniotico 29 anos 17 semanas Higroma quistico
L|q_u,|o_lo 41 afios | 25 semanas + 3 dias Edad materna
15 amniotico
L|q_u,|c!o 42 afios | 18 semanas + 6 dias Edad materna
16 amnioético
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Liquido

o 43 afios 15 semanas Transluscencia nucal aumentada
17 amniotico
L|q_u,|d_o 34 afos 19 semanas Marcadores séricos alterados
18 amnioético
qu_u,IQO 44 afios | 17 semanas + 4 dias Edad materna
19 amniotico
L|q_u,|QO 35 afos 19 semanas Interés de los padres
20 amniotico
qu_u,ld_o 37 afios | 18 semanas + 6 dias Edad materna
21 amniotico
L|q_u,|o_lo 32 afnos 22 semanas Higroma quistico
22 amniotico
Liquido ~ . .
e, +
23 amniotico 24 afios | 19 semanas + 4 dias Interés de los padres
L'q.u,'qo 35 afos 26 semanas Polidactilia
24 amniotico
Liquido ~ . .
S 39 afios | 17 semanas + 2 dias Transluscencia nucal aumentada
25 amniotico
L|q_u,|o_lo 23 arios 26 semanas Displasia renal
26 amniotico
27 VeIIc_)glo_Iades ~ 13 semanas + 3 dias Transluscencia nucal aumentada
coridnicas 27 afnos
28 Ve||9§|(1_lades 34 afios 13 semanas Transluscencia nucal aumentada
coribnicas
29 VeII(_)gld_ades 22 afos 13 semanas Marcadores séricos alterados
coridnicas
30 Vellg§|(J_Iades 22 afos 13 semanas Transluscencia nucal aumentada
coribnicas
31 VeII(_)§|Qades 33 afios | 12 semanas + 6 dias Transluscencia nucal aumentada
coribnicas
32 VeIIc_)§|d_ades 38 afos 16 semanas Edad materna
coribnicas
Vellosidades ~ )
33 coriénicas 28 afios 12 semanas Transluscencia nucal
34 VeII9§|Qades 43 afios 12 semanas Edad materna y transluscencia nucal
coridnicas aumentada
35 Tejido fetal 30 afios 4 semanas Aborto espontaneo.
36 Tejido fetal 43 afos 6 semanas Aborto espontéaneo.
37 Tejido fetal 44 afios 3,5 semanas Aborto espontaneo.
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A modo de sintesis, todas las pacientes tenian indicacion médica para la realizacion
del diagndstico, la edad materna promedio fue de 35 afios, en el caso de los liquidos
amnidticos, la amniocentesis se realizd entre las semanas 15 a 26 se gestacion y las

vellosidades corionicas fueron tomadas entre las semanas 12 a 16 de gestacion.

Seguidamente, se presenta una tabla descriptiva de los resultados obtenidos de las
37 muestras bioldgicas analizadas, en primer lugar se indica el codigo y tipo de muestra,
luego el resultado obtenido y en dltimo lugar la comparacion con los resultados

conseguidos con el estuche comercial Devyser® 0 con cariotipo para las mismas muestras.

Tabla 5. Resultados obtenidos utilizando PCR multiple, el estuche comercial Devyser® o

Cariotipo
Codigo de Tipo de muestra Resultado obtenido Resultado ReSL.”t"’.ldo
la muestra Devyser® Cariotipo
Cromosoma 21: disdmico
1 Liquido Cromosoma 16: disémico 46,XY (no
amnigdtico Cromosoma 18: disémico afectado)
Cromosoma 13: disbmico
Cromosoma 21: trisomico
faui Cromosoma 16: disdmico
2 Liguida - 47, XY +21
amniotico Cromosoma 18: disémico
Cromosoma 13: monosémico
Cromosoma 21: disbmico
3 Liquido Cromosoma 16: disémico 46,XX (no
amniotico Cromosoma 18: disémico afectado)
Cromosoma 13: monosémico
Cromosoma 21: trisomico
Liquido .
4 L, Cromosoma 16: disbmico 47, XY + 21
amniotico
Cromosoma 18: disémico
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Cromosoma 13: disémico

Cromosoma 21: disémico

. Liquido Cromosoma 16: disdémico 46,XY (no
amnidtico Cromosoma 18: disémico afectado)
Cromosoma 13: monosémico
Cromosoma 21: disémico
5 Liquido Cromosoma 16: disdbmico 46,XX (no
amniotico Cromosoma 18: disémico afectado)
Cromosoma 13: disémico
Cromosoma 21: trisémico
. Ll'q_u,io_lo Cromosoma 16: d?S(:)m?co 47, XX + 21
amniotico Cromosoma 18: disémico
Cromosoma 13: disémico
Cromosoma 21: trisobmico
8 |_|'q_uli0.|0 Cromosoma 16: d?sc:)m?co 47 XY + 21
amniotico Cromosoma 18: disémico
Cromosoma 13: disdmico
Cromosoma 21: disdémico
9 Liquido Cromosoma 16: disdémico 46,XX (no
amnidtico Cromosoma 18: disémico afectado)
Cromosoma 13: monosémico
Cromosoma 21: disémico
10 L',q.UiO.IO Cromosoma 18: disdbmico 46,XX (no
amniotico Cromosoma 16: disémico afectado)
Cromosoma 13: disémico
Cromosoma 21: disémico
1 Ll’q_uiqlo Cromosoma 18: disdbmico 46,XY (no
amniotico Cromosoma 16: disémico afectado)
Cromosoma 13: disémico
Cromosoma 21: disémico
12 |_|'q_uli0.|0 Cromosoma 18: disémico 46,XY (no
amnidtico Cromosoma 16: disémico afectado)
Cromosoma 13: monosémico
Cromosoma 21: disémico
13 Liq_u}i@o Cromosoma 18: disdmico 46,XX (no
amniotico Cromosoma 16: disémico afectado)
Cromosoma 13: disémico
14 Liquido Cromosoma 21: disémico 46,XX (no
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amniGtico Cromosoma 18: disémico afectado)

Cromosoma 16: disémico

Cromosoma 13: disémico

o Cromosoma 21: disomico
15 ah:r?iuélg(?o Cromosoma 18: disémico 4;]5(’6});; d(g)o

Cromosoma 13: disémico

Cromosoma 21: disémico
16 Ll'q_uiqlo Cromosoma 18: disémico 46,XX (no
amniotico Cromosoma 16: disémico afectado)

Cromosoma 13: monosémico

Cromosoma 21: disémico
17 L"Q_Uiqo Cromosoma 18: disémico 46,XY (no
amnidtico Cromosoma 16: disémico afectado)

Cromosoma 13: disémico

Cromosoma 21: disémico
18 L"Q_Uio_lo Cromosoma 18: monosémico 46,XY (no
amnidtico Cromosoma 16: disémico afectado)

Cromosoma 13: disémico

Cromosoma 21: disémico
19 Liq_ui@o Cromosoma 18: disémico 46,XX (no
amnidtico Cromosoma 16: disémico afectado)

Cromosoma 13: disémico

Cromosoma 21: disémico
20 Ll'q_uio_lo Cromosoma 18: monosémico 46,XX (no
amniotico Cromosoma 16: disémico afectado)

Cromosoma 13: disémico

Cromosoma 21: disémico
21 Ll’q_uiqlo Cromosoma 18: disémico 46,XX (no
amnidtico Cromosoma 16: disémico afectado)

Cromosoma 13: disémico

Cromosoma 21: disémico
22 L"Q_U,io_lo Cromosoma 18: tr-iscl')m-ico 47 XX+18

amniotico Cromosoma 16: disémico

Cromosoma 13: disémico

Cromosoma 21: disémico
23 Liq_ui@o Cromosoma 18: disémico 46,XY (no
amnidtico Cromosoma 16: disémico afectado)

Cromosoma 13: disbmico
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Cromosoma 21:

disémico

Liquido Cromosoma 18: disdmico
24 . - - 47,XY+13
amniotico Cromosoma 16: disémico
Cromosoma 13: trisémico
Cromosoma 21: trisdémico
25 Ll'q_u,iqlo Cromosoma 18: d?s()m?co 47 XY +21
amniotico Cromosoma 16: disémico
Cromosoma 13: disémico
Cromosoma 21: disémico
26 Liquido Cromosoma 18: disdbmico 46,XX (no
amnidtico Cromosoma 16: disémico afectado)
Cromosoma 13: disémico
Cromosoma 21: disémico
07 VeII(_)sio_Iades Cromosoma 18: disémico 46,XX (no
corionicas Cromosoma 16: disémico afectado)
Cromosoma 13: disémico
Cromosoma 21: disdémico
28 VeII(_)sio_Iades Cromosoma 18: disémico 46,XY (no
corionicas Cromosoma 16: disémico afectado)
Cromosoma 13: disémico
Cromosoma 21: disémico
Vellosidades Cromosoma 18: disdbmico 46,XX (no
29 coridnicas Cromosoma 16: disémico afectado)
Cromosoma 13: disémico
Cromosoma 21: disémico
30 VeII(_),sic_iades Cromosoma 18: disémico NG
corionicas Cromosoma 16: disémico
Cromosoma 13: disémico
Cromosoma 21: disémico
31 Ve||9§iQades Cromosoma 18: disémico NG
corionicas Cromosoma 16: disémico
Cromosoma 13: disémico
Cromosoma 21: disémico
2 VeII(_),siQades Cromosoma 18: d?sém?co 47 XY+13
corionicas Cromosoma 16: disémico
Cromosoma 13: trisdémico
23 VeIIo,siQades Cromosoma 21: disdémico NG
corionicas Cromosoma 18: disémico
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Cromosoma 16: disémico

Cromosoma 13: disémico

Cromosoma 21: trisomico

i Cromosoma 16: trisomico
34 Vellosidades — 69, XXY
corionicas Cromosoma 18: trisomico
Cromosoma 13: trisomico
Cromosoma 21: disdmico
Cromosoma 18: disdmico
35 Tejido fetal 15om! 46,XX (no
Cromosoma 16: disémico afectado)
Cromosoma 13: disdmico
Cromosoma 21: disbmico
. Cromosoma 18: disémico Muestra con
36 Tejido fetal —— contaminacion
Cromosoma 16: disbmico materna
Cromosoma 13: disémico
Cromosoma 21: disémico
Cromosoma 18: disémico
37 Tejido fetal om! 46,XY (no
Cromosoma 16: disémico afectado)

Cromosoma 13: disémico

Las letras rojas indican anomalia cromosémica. Se denominé NC cuando no hubo

crecimiento en el cultivo celular (en el caso de cariotipo).

Del total de muestras analizadas, se observaron un total 9 anomalias cromosémicas:

05 trisomias en el cromosoma 21, todas ellas se diagnosticaron en muestras de liquido

amnidtico, 02 trisomias en el cromosoma 13, una proveniente de una muestra de liquido

amniotico y otra de vellosidades coridnicas, 01 trisomia en el cromosoma 18, detectada en

una muestra de liquido amnidtico y 01 poliploidia diagnosticada en vellosidades corionicas.

No se observaron trisomias en el cromosoma 16. La figura 25 muestra en un grafico los

resultados descritos anteriormente.
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Resultados de las muestras bioldgicas analizadas

B Individuos no afectados
B Trisomia cromosoma 21
m Trisomia cromosoma 13
B Trisomia cromosoma 18

m Poliploidias

Fig. 33. Grafico. Resultados obtenidos de las 37 muestras bioldgicas analizadas.
En azul se muestran los individuos no afectados, en rojo los individuos trisomicos

en el cromosoma 21, en verde los individuos trisémicos en el cromosoma 13, en morado los

individuos trisomicos en el cromosoma 18 y en azul claro las polipolidias.

Utilizando la técnica QF-PCR estandarizada fue posible la obtencion de resultados

en un promedio de 24 horas en las 37 muestras analizadas.
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7. DISCUSION

En el presente trabajo de tesis se propuso la estandarizacién de la técnica QF-PCR de
forma manual, es decir, disefiando, escogiendo y sintetizando cebadores especificos para
marcadores STRs ubicados en los cromosomas 13, 16, 18 y 21, y de este modo poder
detectar aneuploidias en muestras bioldgicas. Este trabajo forma parte un proyecto mas
amplio desarrollado por el laboratorio GENMOLAB, en el cual se contempla analizar
cuatro sistemas para cada uno de los cromosomas estudiados, ademas de los cromosomas

sexuales.

Nos planteamos estudiar los cromosomas 13, 18, 21 y sexuales debido a que en estos
se presentan las aneuploidias méas frecuentes en seres humanos, que son: trisomia en el
cromosoma 21 (sindrome de Down), trisomia en el cromosoma 18 (sindrome de Edwards),
trisomia en el cromosoma 13 (sindrome de Patau), sindrome de Turner: X0 (monosomia) y

sindrome de Klinefelter: XXY (Herraez, 2012).

Adicionalmente se decide evaluar el cromosoma 16, debido a que la trisomia en este
cromosoma se considera no compatible con la vida y constituye la causa mas comdn de
abortos por aneuploidias en mujeres abortivas a repeticion (Kalousek y col., 1993). La
importancia del diagndstico de aneuploidias en restos abortivos se debe a que el riesgo de
aborto se modifica segun el antecedente de la mujer, particularmente si ha tenido
descendencia viva, en este caso, el riesgo es: sin aborto previo 5%, con un aborto previo de
20 a 25%, dos abortos previos de 25% Yy tres abortos previos 30%. En las pacientes sin

descendencia viva y tres abortos previos el riesgo de recurrencia es de 30 a 40%. En parejas
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con un aborto y cariotipo no afectado, es méas probable que si ocurre otra pérdida, el estudio
cromosomico sea no afectado. En cambio, si hay una alteracion cromosémica en un aborto
previo, en caso de otra pérdida lo mas probable es que ésta tenga también una alteracién

cromosomica (Lopez y col., 2011).

En la estandarizacion de la técnica QF-PCR, un factor muy importante es la
escogencia de los sistemas a estudiar. Para disminuir los resultados no informativos, la QF-
PCR debe incluir al menos cuatro marcadores por cromosoma, con un porcentaje minimo
de heterocigosidad de 70% (Ogilvie y col., 2005.). Los STRs o microsatélites son
marcadores ideales para la QF-PCR ya que poseen una alta tasa de mutacién, lo que los
hace muy polimorficos a nivel poblacional. Se ha estimado que la tasa de mutacion en los
microsatélites varia entre 10% y 10” por generacion y el mecanismo que explica mejor su
alto grado de polimorfismo es la acumulacion de errores producidos por el deslizamiento de

la polimerasa durante la replicacion del ADN (Sirvent y Gomez, 2012).

Tomando esto en cuenta, se realizd una busqueda bibliografica extensa de
marcadores STRs ubicados en los cromosomas de interés. Finalmente se escogieron
algunos de los mas reportados, que cuentan con alto porcentaje de heterocigosidad y
ademas, se seleccionaron de acuerdo al rango del tamafio del amplificado, con la idea de
realizar el analisis final mediante PCRs multiples, por lo tanto se escogieron de modo que
no hubiese solapamiento entre los rangos de tamario de los diferentes sistemas al momento

de realizar la electroforesis capilar automatizada. Para este trabajo de tesis se sintetizaron
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diez pares de cebadores, cuatro para el cromosoma 21, dos para el cromosoma 13, dos para

el cromosoma 18 y dos para el cromosoma 16.

Se evalu6 un total de 37 muestras biologicas (26 liquidos amnioticos, 08
vellosidades corionicas y 03 tejidos fetales). La mayoria de las muestras fueron de liquido
amniotico. El diagnostico prenatal es comunmente solicitado por los medicos si la paciente
presenta algin marcador de anomalia cromosomica, como edad materna avanzada,
marcadores ecograficos o marcadores séricos alterados. El diagnostico prenatal de
aneuploidias es muy importante para evaluar la posibilidad de tratamiento intrauterino,
interrupcion del embarazo o preparacion del nucleo familiar y del personal de salud, para la
atencion optima del neonato afectado (Castro y col., 2010), por ello la importancia de la

introduccion de técnicas rapidas y fiables para el diagnéstico de aneuploidias.

Para el procesamiento de las muestras, se probaron dos métodos de extraccion de
ADN; el método salino y el método de columnas de silica. La extraccion de ADN por el
método salino implicéd la adicion de dos pasos extras; purificacion mediante perlas
magnéticas y cuantificacion. Las muestras debian ser purificadas dado que por este método
de extraccion, el ADN puede contener inhibidores de la PCR. También fue indispensable
que las muestras se cuantificaran, ya que, se observé mucha variacion en la cantidad de
ADN obtenida entre una muestra y otra. Debido a que la PCR se puede inhibir por falta o
exceso de ADN, era necesario conocer la cantidad de ADN extraido en cada muestra para

lograr una amplificacion exitosa.

80



En la extraccion de ADN por el método de columnas de silica (estuche comercial), el
producto final se encuentra altamente purificado y la cantidad de ADN permanece casi
constante entre una muestra y otra. Debido a esto y a que no se requiere pasos adicionales
(como es el caso del método salino), se decidié trabajar con este método y se consiguid

extraer ADN exitosamente de todas las muestras estudiadas.

Al realizar la separacion electroforética de los productos de PCR simple se
consiguid que ocho de los diez sistemas eran disomicos Yy los picos tenian una relacién 1:1,
esto es lo esperado, ya que el ADNg 9975A, con el que se amplificaron todos los sistemas,
pertenece a un individuo no afectado o disémico. El sistema D13S317 presentd exceso de
fluorescencia y el sistema D21S1411 se mostr6 monosémico, por lo tanto ambos sistemas
fueron no informativos. Con la corrida electroforética de cada uno de los sistemas STRs se
comprob6 que la movilidad a lo largo del electroferograma era adecuada, lo cual indica que

se programo de forma correcta el software de anélisis en el secuenciador de ADN.

En el ensayo de sensibilidad se obtuvo que la cantidad minima requerida para lograr
amplificacion en los diez sistemas es 0.1ng de ADN, que fue la cantidad con la que se
iniciaron los ensayos. Debido a la alta sensibilidad de los cebadores, en algunas muestras,
el producto de PCR fue muy fluorescente. El exceso de fluorescencia dificulta el analisis,
hay solapamiento en el electroferogramay se altera el rango de relacion entre los picos. Por
lo tanto, fue necesario ajustar la fluorescencia de algunos productos de PCR, por medio de

diluciones 1 en 20 con agua destilada. Las muestras diluidas fueron més faciles de analizar,
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ya que no hubo solapamiento entre picos de igual tamafio y el rango de relacién fue més

preciso, como se muestra en la figura 27.

El ensayo de especificidad, el cual hicimos con la finalidad de establecer la
capacidad de los cebadores de discriminar entre individuos trisomicos y no afectados. La
especificidad de los diez pares de cebadores se corrobord, ya que, en todos los casos de
amplificacion de muestras trisomicas, los sistemas se comportaron como trisdmicos,
presentando tres picos de igual tamafio o dos picos con relacién 2:1. De igual manera,
cuando se amplificaron muestras de individuos no afectados los sistemas se comportaron

como disémicos. Por lo tanto, no se obtuvieron resultados contradictorios a lo esperado.

Con la finalidad de disminuir tiempo y costos en cada reaccion, se procedio a
estandarizar tres PCRs mudltiples: la PCR mdltiple 1 contiene los sistemas D21S11,
D18S51, D13S317 y Penta D, la PCR multiple 2 contiene los sistemas D13S631 y
D16S539 y la PCR multiple 3 contiene los sistemas D21S1411, D21S1435, D18S386 y

D16S514.

En los PCRs multiples se consiguié amplificacion en todos los sistemas y la
movilidad a lo largo del electroferograma en todos los casos fue adecuada. Quedando
estandarizada la QF-PCR con estos tres PCRs multiples, que son los que se utilizaron

para el analisis de las 37 muestras de los pacientes.
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En las 37 muestras bioldgicas estudiadas, se encontrd6 que el 76% de los
individuos fueron no afectados, se observaron un total 9 anomalias cromosomicas, lo
que corresponde a 24% de las muestras, se encontraron 05 trisomias en el cromosoma
21 (13%), 02 trisomias en el cromosoma 13 (5%), 01 trisomia en el cromosoma 18

(3%) y 01 poliploidia (3%), tal como se describe en el grafico de la figura 25.

Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Acosta y colaboradores,
donde se estudiaron 200 muestras biologicas y se obtuvo que el 85% de las muestras
analizadas correspondian a fetos no afectados, 8% eran trisémicos en el cromosoma 21,
3% presentaban trisomia en el cromosoma 13, 2% en el cromosoma 18 y 2%
presentaban otras anomalias cromosémicas. (Acosta y col.). De igual modo en este
estudio se encontrdé que la anomalia cromosdémica méas frecuente fue la trisomia en el
cromosoma 21, seguida de la trisomia en el cromosoma 13, luego la trisomia en el

cromosoma 18 y por altimo otras anomalias.

Sin embargo, nuestros resultados difieren de los encontrado por el Dr. Cirigliano
y colaboradores en el 2009, los cuales trabajaron con aproximadamente 50.000 muestras
bioldgicas y se encontraron con que el 96.2% de los fetos eran no afectados, 1.8%
presentaban trisomia en el cromosoma 21, 0.7% mostraban trisomia en el cromosoma 18,
0.3% manifestaban trisomia en el cromosoma 13 y 1% correspondian a otras anomalias
cromosomicas. (Cirigliano y col., 2009). En este estudio la proporcion de fetos no afectados
encontrada es muy alta, también se encontrd que la trisomia en el cromosoma 18 es mas

frecuente que la trisomia en el cromosoma 13. Esta diferencia entre los resultados obtenidos
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por el Dr. Cirigliano y los nuestros, puede deberse al nimero de muestras analizadas, ya
que el N de nuestro trabajo es significativamente menor al de ellos. Por otro lado, este
estudio se llevo a cabo con pacientes espafiolas, mientras que en este trabajo de tesis se
evaluaron muestras bioldgicas de pacientes venezolanas. Los factores poblaciones o étnicos
podrian afectar las proporciones de aneuploidias encontradas. También es considerable el
hecho de que 22% de las muestras se evaluaron por ansiedad materna, mientras que en

nuestro estudio todas las pacientes contaban con algun marcador de aneuploidia.

De las anomalias cromosomicas encontradas, las muestras de liquido amniético,
incluyen todos los casos de trisomia en cromosoma 21, entre las indicaciones médicas de
estas pacientes, se encontraban: hueso nasal ausente, transluscencia nucal aumentada,
humero corto y marcadores séricos alterados, lo que concuerda con lo descrito en la
bibliografia por Nicolaides en el 2004. Se encontr6 una trisomia en el cromosoma 18, esta
paciente tenia como indicacion médica higroma quistico, lo que se ajusta a lo resefiado por
Nicolaides en el 2004. También se detectd, en liquido amnidtico, una trisomia en el
cromosoma 13, en este caso el feto presentaba polidactilia, esto coincide con lo descrito por
Matthews en 1999. En las vellosidades coridnicas se encontrd una trisomia en el
cromosoma 13 y una poliploidia, estas pacientes tenian como indicaciéon médica; edad
materna avanzada y transluscencia nucal aumentada, lo que se ajusta a lo resefiado por
Matthews en 1999. Es conveniente destacar que a pesar de que todas las pacientes
contaban con indicacion médica para la realizacién del diagndstico, el 73% de los fetos
fueron no afectados, lo cual muestra la importancia del diagnostico citogenético, mas alla

de la sola presencia de marcadores alterados.
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De las anomalias cromosomicas obtenidas, no se encontré ninguna trisomia en el
cromosoma 16 en los restos abortivos estudiados. Se esperaba, al menos, una trisomia en
este cromosoma, debido a que es la causa mas comun de abortos por aneuploidias, con una
frecuencia de 30% (Kalousek y col., 1993). Esto se puede deber a que sélo se evaluaron 03

muestras de tejido fetal, es decir el N fue muy pequefio para lograr la deteccion.

Mediante la QF-PCR se obtuvieron resultado en los tres casos donde no se logro
cultivo celular para cariotipo. Ademés, la edad gestacional avanzada no fue un
impedimento para lograr resultado, ya que se pudo extraer ADN vy realizar la PCR en
muestras de hasta 26 semanas de gestacion, siendo este uno de los principales motivos para

el fracaso en el cultivo celular (Castro y col. 2001).

Los resultados obtenidos utilizando la QF-PCR estandarizada, se correspondieron
en su totalidad a los encontrado mediante el estuche comercial Devyser® o cariotipo para
las mismas muestras. Se identificaron correctamente trisomias en los cromosomas 13, 18 y
21, asi como una poliploidia (euploidia). No hubo casos de falsos positivos, ni falsos
negativos, lo cual revela que la técnica posee una especificidad del 100%, esto concuerdan

con lo encontrado por otros autores (Pertl y col., 1999; Lee y col., 2004; Cirigliano y col.,

2006).
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En la mayoria de los estudios que evaltan la QF-PCR, se estima la sensibilidad de
la técnica, lo cual se hace incluyendo casos de mosaicismos. Se ha obtenido que la
sensibilidad siempre va de 90% a casi 100%. Esto se debe a que los casos de mosaicos no
siempre pueden diagnosticarse correctamente por QF-PCR, de hecho es una de las
limitaciones de la técnica (Cirigliano y col., 2001). La linea celular afectada debe ser mayor
al 30% para mostrar patrones anormales de picos en la QF-PCR que permitan determinar
el mosaicismo (Mann y col., 2005). De igual modo, las trisomias completas representan el
95% de los casos de aneuploidias, seguidas de las translocaciones (3 a 5%) y con menor
frecuencia se encuentran los mosaicos, representando el 2 a 3% de los casos (Gallardo.,

2016).

Gracias a la automatizacion de la electroforesis, que permite evaluar varias muestras
a la vez, y a la estandarizacion de la QF-PCR por medio de PCRs multiples, en este trabajo
de tesis los resultados se pudieron obtener, en promedio, en menos de 24 horas, mientras
que el estudio por cariotipo, que implica cultivos celulares y detencion de los mismos en
metafase, requiere por lo menos un par de semanas de trabajo. En muchos casos este lapso
de espera provoca ansiedad en la madre, principalmente si hay sospechas de cualquier
anomalia cromosomica. Experimentar niveles altos de ansiedad durante el embarazo puede
llegar a tener efectos adversos, como incrementar los niveles de hormonas de estrés, lo cual
podria disminuir el flujo de la sangre uterina, asi como la induccién de un parto prematuro
(Littleton y col., 2006). El diagnostico rapido que brinda la QF-PCR es muy valioso en

casos urgentes de los cuales dependan intervenciones médicas importantes, tales como
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cirugias fetales, prescripcion de medicamentos o la decisién de terminar el embarazo por

cromosomopatia (Pert y col., 1999).

La estandarizacion de la QF-PCR de forma manual demostré reducir
significativamente los costos, representando una diminucién de 95% en el costo del

diagnostico.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis demuestran que la QF-PCR
es una técnica, econdémica, fiable, rapida y de facil andlisis, que puede utilizarse como

complemento del analisis citogenético convencional.
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7. CONCLUSIONES

Se consiguid extraer exitosamente ADN de las 37 muestras bioldgicas estudiadas

con el método de columnas de silica.

Se logro estandarizar la QF-PCR de forma manual por medio de tres PCRs

multiples.

Los resultados obtenidos utilizando la QF-PCR estandarizada se correspondieron en
su totalidad a los encontrado mediante el estuche comercial Devyser® o cariotipo,

mostrando una eficiencia de la técnica de 100%.

La estandarizacion de la QF-PCR de forma manual demostré disminuir los costos

del diagnostico en un 95% en comparacion con el estuche comercial.
La QF-PCR es una técnica econdmica, fiable, rapida y de facil anlisis, que permite

el diagnostico de aneuploidias en muestras de liquido amniotico, vellosidades

corionicas y restos abortivos.

88



8. BIBLIOGRAFIA

—Acosta, M., Arcia, O., Romero, G., Caraballo, G., Monasterios, R. Diagndstico
prenatal de aneuploidias frecuentes (13, 18, 21 y sexuales X, Y) mediante la técnica de QF-
PCR en muestras de pacientes venezolanos. Aun sin publicar.

—Annese, V., Latiano, A., Palmieri, O., Li, H. H., Forabosco, P., Ferraris, A.,
Dallapiccola, B. 2003. Linkage of ulcerative colitis to theperi centromeri cregion of
chromosome 16 in Italian inflammatory boweldisease families is independent of the
presence of common CARD15 mutations. Journal of medical genetics, 40(11): 837-841.

—Bartlett, J., Stirling, D. 2003. A short history of the polymerase chain reaction. PCR
protocols. 3:6.

—Bendafna, W., Morales, F., Castro-Volio, I. 2009. Diagndstico molecular de
cromosomopatias fetales en Costa Rica. Acta Médica Costarricense ISSN 0001-
6012, 51(4).

—Bendafia, M., 2008. Validacion de la técnica QF-PCR para el diagndstico de
cromosomopatias en Costa Rica. Ciudad Universitaria Rodrigo Facio. Costa Rica.

—Boue, J., Bou, A., Lazar, P. 1975. Retrospective and prospective epidemiological
studies of 1,500 karyotyped spontaneous human abortions. Teratology.12: 11-26.

—Castillo, S., Fuentes, A., Paulos A., De la Rosa, E. 2014. Estudio cromosomico en
abortos espontaneos. Rev. chilena obst. y ginecol. 79(1): 40-46.

—Castro, J., Llano, I., Aguinaga, M., Ibafiez, J., Segundo, J., Beltran, J., Dominguez,
M. 2010. Estandarizacion del procedimiento de toma de muestra y cultivo para estudio
citogenético de tejido de abortos del primer trimestre del embarazo. Perinatol Reprod

Hum. 24(1): 20-27.

89



—Castro, I., Sander, K., Vargas, M., Sanchez, L., Escalante, G. 2001. Diagnostico
prenatal citogenético mediante amniocentesis durante los trimestres 11 y 111 de gestacion en
Costa Rica. Revista de biologia tropical, 49(3-4): 1227-1236.

—Cirigliano, V., Voglino, G., Ordonez, E., Marongiu, A., Paz Canadas, M., Ejarque,
M., Adinolfi, M. 2009. Rapid prenatal diagnosis of common chromosome aneuploidies by
QF-PCR, results of 9 years of clinical experience. Prenatal diagnosis, 29(1): 40-49.

—Cirigliano, V., Voglino, G., Marongiu, A., Cafiadas, P., Ordofiez, E., Lloveras, E.,
Adinolfi, M. 2006. Rapid Prenatal Diagnosis by QF-PCR: Evaluation of 30,000
Consecutive Clinical Samples and Future Applications. Annals of the New York Academy of
Sciences. 1075(1): 288-298.

—Cirigliano V, Lewin P, Szpiro-Tapies S, Fuster C and Adinolfi M. 2001.
Assessment of new markers for the rapid detection of aneuploidies by quantitative
fluorescent PCR (QF-PCR) Annals of Human Genetics. 65: 421-427.

—Chitty, L., Kagan, F., Molina, J., Nicolaides. 2006. Fetal nuchal translucency scan
and early prenatal diagnosis of chromosomal abnomalties by rapid aneuploidy screening:
observational study. BMJ. 332: 452-455.

—Choueiri, M., Makhoul, N., Zreik, T., Mattar, F., Adra, A., Eid, R., Zalloua, P. 2006.
The consanguinity effect on QF-PCR diagnosis of autosomal anomalies. Prenatal
diagnosis, 26(5): 409-414.

—Coco, R., Mincman, J., Polo, M., Coco, I., Gismondi, F. 2008. Diagndstico prenatal
ultrarrapido de triploidia por PCR fluorescente. Reproduccion, 23: 3-8.

—Conde, R. 2016. Biologia 2 (Vol. 2). Grupo Editorial Patria.

90



—Diego, D., Garcia, M., Trujillo, M., Gonzélez, C., Rodriguez de Alba, M., Ayuso, C.
2005. Application of quantitative fluorescent PCR with short tandem repeat markers to the
study of aneuploidies in spontaneous miscarriages. Hum Reprod. 20:1235-12.

—Gallardo, P. 2016. Cribado de anomalias cromosémicas en el primer trimestre de
gestacion. Validacién de la tecnologia QF-PCR en relacion con el cariotipo en el
diagnostico prenatal de aneuploidias. Tesis de doctorado. Universidad de Granada. Espafia.

—Hamilton, S., Mann, K. 2012. QF-PCR for the diagnosis of aneuploidy best practice
guidelines V3.01. Association for Clinical Cytogenetics and Clinical Molecular
GeneticsSociety.

—Herréez, A., Sanchez, A. 2012. Biologia molecular e ingenieria genética. Elsevier.
Segunda edicion. Madrid, Esparia.

—Hultén, M., Dhanjal, S., Pertl, B. 2003. Rapid and simple prenatal diagnosis of
common chromosome disorders: advantages and disadvantages of the molecular methods
FISH and QF-PCR. Reproduction. 126(3): 279-297.

—Kaminker, P., Armando, R. 2008. Sindrome de Down: Primera parte: enfoque
clinico-genético. Archivos argentinos de pediatria, 106(3): 249-259.

—Kalousek, D., Langlois, S., Barrett, I., Yam, ., Wilson, D., Howard-Peebles, P.,
Giorgiutti, E. 1993. Uniparental disomy for chromosome 16 in humans. American journal
of human genetics, 52(1): 8.

—Lathi, R., Hazard, F., Heerema-McKenney, A., Taylor, J., Chueh, J. 2011. First

trimester miscarriage evaluation. Seminars in reproductive medicine. 29:463-469.

91



—Lee, M., Ryu, D., Kim, B., Lee, E., Cho, J,. Yang, M., Kim, J., 2004. Rapid
Prenatal Diagnosis of Down Syndrome Using Quantitative Fluorescent PCR in Uncultured
Amniocytes. J Korean Med Sci. 19: 341-4

—Litt, M., Luty, J. 1989. A hypervariable microsatellite revealed by in vitro
amplification of a dinucleotide repeat within the cardiac muscle actin gene. American
journal of human genetics. 44(3): 397.

—Littleton, H., Radecki A., Berenson. 2006. Correlates of anxiety symptoms during
pregnancy and association with perinatal outcomes: A meta-analysis. Am. J. Obstetr.
Gynecol. 62: 123-133

—Lopez, A., Huerta, S., Galvan, R., Posadas, R., Del Angel, A., Gonzalez, P. 2011.
Diagnostico citogenético en aborto espontaneo del primer trimestre. Ginecol Obstet
Mex, 79(12): 779-84.

—Mansfield, E. 1993. Diagnosis of Down syndrome and other aneuploidies using
quantitative polymerase chainr eaction and small tandem repeat polymorphisms. Human
Molecular Genetics, 2(1): 43-50.

—Matthews, A. 1999. Chromosomal Abno afectadoities: Trisomy 18, Trisomy 13,
Deletions, and Microdeletions. J Perinat. Neonat. Nurs. 13(2):59-75

—Menasha, J., Levy, B., Hirschhorn, K., Kardon, N. 2005. Incidence and spectrum of
chromosome abno afectadoities in spontaneous abortions: New insights from a 12-year
study. Genet Med. 7(4): 251-632.

—Miller, S., Dykes, D., Polesky, H. 1988. A simple salting out procedure for

extracting DNA from human nucleated cells. Nucleic acids research, 16(3): 1215.

92



—Nicolaides, K. 2004. Nuchal translucency and other first-trimester sonographic
markers of chromosomal abnormality. Am. J. Obst. Gynecol .191:45-67

—Nicolini, U., Lalatta, F., Natacci, F., Curcio, C. 2004. The introduction of QF-PCR
in prenatal diagnosis of fetal aneuploidies: time for reconsideration. Human
ReproductionUpdate. 10(6): 541-548.

—Ogilvie, M., Donaghue, C., Fox, S., Docherty, Z., Mann, K. 2005. Rapid prenatal
diagnosis of aneuploidy using quantitative fluorescence-PCR (QF-PCR). Journal of
Histochemistry & Cytochemistry, 53(3): 285-288.

—QOchshorn, Y., Bar-Shira, A., Jonish, A., Yaron, Y. 2006. Rapid prenatal diagnosis
of aneuploidy for chromosomes 21, 18, 13, and X by quantitative fluorescent polymerase
chain reaction. Fetal DiagnTher. 21:326-331.

—Pertl, B., Weitgasser, U., Kopp, S., Kroisel, P., Sherlock, J., Adinolfi, M. 1996.
Rapid detection of trisomies 21 and 18 and sexing by quantitative fluorescent multiplex
PCR. Human Genetics. 98: 55-59.

—Pertl B., Kopp S., Kroisel P., Hausler M., Sherlock J., Winter R., Adinolfi M. 1997.
Quantitative fluorescence polymerase chain reaction for the rapid prenatal detection of
common aneuploidies and fetal sex. American Journal of Obstetrics and Gynecology. 177:
899-906

—Pertl B., Kopp S., Kroisel P., Tului L., Brambati B., Adinolfi M. 1999 Rapid
detection of chromosome aneuploidies by quantitative fluorescence PCR: first
applicationon 247 chorionic villus samples. Journal of Medical Genetics. 36: 300-303

—Pierce, B. 2009. Genética: Un enfoque conceptual. Editorial Médica Panamericana.

Tercera edicion. Buenos Aires, Argentina.

93



—Radstrém, P., Knutsson, R., Wolffs, P., Lévenklev, M., Lofstrom, C. 2004. Pre-PCR
processing. Molecular biotechnology. 26(2): 133-146.

—Robinson, W., McFadden, D., Stephenson, M. 2001. The origin of abnormalities in
recurrent aneuploidy/polyploidy. The American Journal of Human Genetics, 69(6): 1245-
1254.

—Rodriguez, A., Medinilla, F. 2014. Estudio Genético Poblacional de Frecuencias
Alélicas para 15 marcadores STR presentes en la Poblacion del Estado de Zacatecas
Aplicado a la Préctica Forense. Archivos de medicina, 10(1): 1.

—Ruiz, Y.2013. Aplicaciones de los SNPs al Anlisis Genético de Restos Oseos
Antiguos en la UCCVDF-AMC. Unidad Criminalistica contra la Vulneracion de
Derechos Fundamentales, adscrita a la Direccion de Laboratorios Criminalisticos del
Ministerio Publico.

—Schmidt, W., Jenderny, J., Hecher, K., Hackeloer, B., Kerber, S., Kochhan, L., Held
K. 2000. Detection of aneuploidy in chromosomes X, Y, 13, 18 and 21 by QF-PCR in 662
selected pregnancies at risk. Molecular Human Reproduction. 6: 855-860.

—Sirvent, M., Gomez, C. E. 2012. Marcadores moleculares basados en PCR:
Marcadores SSR o STR (Simple Sequence Repeats o Short Tandem Repeats).
Microsatélites. Universidad Politecnica de Valencia. Espafia.

—Urquhart, A., Kimpton, C., Downes, T., Gill, P. 1994. Variation in short tandem
repeat sequences—a survey of twelve microsatellite loci for use as forensic identification

markers. International journal of legal medicine. 107(1): 13-20.

94



—Valdez, F., Sessarego, T., Rubio, K. 2012. Aneuploidias en mujeres de edad
avanzada, ¢cual es el riesgo real?. Revista Peruana de Ginecologia y Obstetricia, 58(1): 17-
22.

—Walsh, P. S., Fildes, N. J.,, & Reynolds, R. (1996). Sequence analysis and
characterization of stutter products at the tetranucleotide repeat locus VWA. Nucleic acids

research, 24(14): 2807-2812.

95



