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AR = Aborto espontineo.

AN = Aborto habitual.

AT = Secuencias ricas en adenina y timina.

Bandas Ag-NOR = Bandas NOR empl do ispregnacidn argéntica.
Sandas CBG = Sandas C con hidréxido de bario usando giemsa.
Sandas GTG = Bandas G con tripsina usando giemsa.

Bandas QFQ = Bandas Q con fl ia do quinacrina.
Bandas RPA = Bandas R con fluorescencia usando acridina.
Blogue © segmento C = Region polimérfica.

Brdu = $'’'-bromodesoxiuridina.

CC = Coeficiente de correlacién.

CCP = Cr de d ién p tura.

cen = Centrémero o region de constriccidn primaria.

C1 = Coeficients intelectual.

Cot = Cindtica de reasociacién.

CR = Coeficiente de regresion.

Cr = Crosatina.

cRNA = RNA complementario.

Cr 8§ o X = Cromatina sexual o X.

CV = Coeticiente de variacion.

DA/DAPI = Distamicina A/4’-¢-diamidin-2-fenilindol.

DA/N = Distamicina A/Mitramicina.

DE = Desviacién estandar.

DES = Diferencia estadisticamente significativa.

DMA = Acido desoxirribonucléico.

DA sat = DMA satélite.

oNp = irrib 1leop inas.

£C = RBucromatina.

EDTA = Etilendinitrilotetracetato disédico.

FPG = Combinacién de col £l tes y giemsa.

GC = Secuencias ricas en guanina y citosina.

GDc = Gemelos dicigotos.

Gic = Gemslos monocigotos.

G6PD = Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.

h o gh = Region de constriccién secundaria (brazos largos).
BC (C) = Beterocromatina (constitutiva).

NC P = Heterocromatina facultativa.

MM (C) = Heteromorfismo (cro-o-'élico).




HNRNA = RMNA heteronuclear.

ICH = Intercambio de crométidas hermanas.
Inv = Inversioén.

IP = Inversidén pericéntrics.

ISCH = Sistema internacional de nomenclatura en citogendtica.
> = kilobases (mil pares de bases).

B.a. = Nillones de afics.

WIC = Nitomicina C.

NQ = Nostasza de quinacrina.

ERNA = RNA mensajero.

utOMA = DMA mitocondrial.

N} = Un ciclo de replicacion.

N2 = Dos ciclos de replicaciodn.

MA = Maranja de acridina.

WOR = Regidn (es) de organizadores nucleolares.
p = Brazo corto crososdémico.

PA = Parejas abortadoras.

pb = Pares de bases.

PP = Parejas fértiles.

PM (C) = Polimorfismo (cromosdémico).

q = Braso largo cromosdéaico.

rDMA = DMA ribosdmico.

RN = Retraso mental.

R¥A = Acido ribonucléico.

RNA* « RNA marcado radiocactivamente.

RNP = Ribonucleoproteinas.

TREA = RMA ribosémico.

Tr = Tiempo de reasociacidon.

Var = Variante.



. INTRODUCCION.

El hosbre y todos los seres vivos estamos sujetos
continuamente a cambios ambientales que a través del tiempoc han
wodificado y originado las diferentes especies. La capacidad
adaptativa conlleva a que cada una de ellas adquiera unsa
morfologia, una fisiologfa y un modo de sobrevivencia wmuy
particular, todo esto a expensas del material hereditario.

En los ultimos ahos se han tratado de dilucidar los
mecanismos y las fuerzas gue rigen la division celular,
particularsente, durante los estadios de 1la recombinacion
cromosdmica. Es més, procesos como la condensacién, 1la
amplificacién y la organizacién de secuencias, a pesar de nc
intervenir directamente, tienen una funcidn muy importante en la
integridad celular. Dichos procesos se han correlacionado con los
tipos de secuengias localjzados en sitios especificos de 1los
Cromosomas humanos.

Con los adelantos citogenéticos empleando las diferentes
técnicas de bandeo y los estudios de biologia molecular, se hs
venido vislumbrando una nueva etapa acerca del mecanissc por el
cual los cromosomas adquieren una variacién morfoldgica, aun
entre individuos, en especial, en el cariotipo humano. Esas
variantes o polimorfismos son relativamente frecuentes en nuestra
®poblacién y en general se observa gue no tienen repercusior
alguna sobre el fenotipo. Sin embargo, se ha visto, en diferentes
poblaciones humanas, que no son variaciones sin sentido y que
pueden afectar el desarrollo norsal.

Un gran nuimero de trabajos postulan gue existe una relacién
entre polimorfiswos cromosémicos y enfermedad, especialmente, con
el riesgo de abortos pontéa utivos. la presencia de
infertilidad en nuestro medio tiene una aita prioridad en su
estudio, ya que alrededor de 15% de todas las gestaciones
terminan en un aborto esponténeo. De estos abortos, la wmayor
parte son cromosdémicamente anormales. Ademds, si la pérdida




repentina del embarazo constituye un problema muy perturbador, no
sélo para 1la pareja, sino también para la perwmanencia de 1la
especie humana, es importante conocer su etilogia.

En diferentes trabajos de varias poblaciones, se ha tratado
de establecer una correlacién entre estos polimorfismos
cromosdsicos y el riesgo de pérdida fetal recurrente, en
especial, con el tamafio del cromosoma Y. Pese a ello, los
resultados son contradictorios, ya que cada poblacién es evaluada
con métodos arbitrarios y, al cosparar pacientes con grupos de
individuos normales, no siempre existe una diferencia
signiticativa; ass aun, el comportamiento de estas regiones ha
sido poco estudiado.

En el Servicio de Genética del Hospital General de México
$Sa un gran porcentaje de los pacientes son remitidos por causas
de infertilidad, por lo que es conveniente realizar estudios para
tratar de deteraminar la etiologia del aborto habitual. Por tal
motivo, los objetivos de este trabajo fueron:

a) Establecer un mdtodo adecuado de cuantificacion para
las regiones polimérficas de heterocromatina constitutiva de los
crososomas humanos 1, 9, 16 e Y.

b) Determinar 1la frecuencia de los polimorfismos
crososémicos sn una suestra de la poblacion mestizo-mexicana de
1a cjudad de México.

y‘c) Indagar si existe ©0 no una correlacién entre estos
marcadores y parejas de abortc habitual, en comparacién con un
grupo testigo de parejas fértiles.

d) Contribuir a extender el conocimiento de 1la etiologia de
los polimorfismos cromosémicos a nivel citogendtico y molecular,
asi como su repercusion sobre la capacidad reproductiva del
individuo.



IZ. 0ORGANISACION NOLBCULAR os LA
CRONATINA

La estructura y funcién del genoma eucarionte se ha
estudiado detalladaments en las ultimas décadas. La ob vacion
al microscopio del contenido nuclear describe una trasa reticular
muy fina distribuida en forma heterogénea, o que indica 1la
axistencia de regiones especializadas para realizar una funcion
datersinada. Empero, no significa gque los nicleos de todas las
lineas celulares y aun de cada sspecie presanten el aismo aspecto
worfolégico, por lo que se ha paostulado una relacién entre ia
visualizacién nuclear en interfase y la expresién genética.

El término "cromatina® fué introducido en 1882 para designar
1a porcién tefiible del micleo, al describir la transformacién del
material nuclear en haces longitudinales. La cromatina (Cr) es un
complejo de nucleoproteinas constituido por &cido
desoxirribonucléico (DMA), &cido ribonucléico (RNA) y proteinas.
Las proteinas interactian coordinada y sincrénicamente con los
&cidos nucleicos y entre ellas para controlar y regular la
actividad génica. lLas proporciones relativas de las proteinas,
DHA y RNA de la Cr varian de acuerdo al tejido, especie y métado
de preparacién. Durante el ciclo celular, el DNA tiene que ser
replicado, condensado y segregado a cada una de las células
descendientes, con lo cual se perpetia la especie (1).

La a i6n del DNA depende de 1a pressncia de proteinas
bisicas que neutralizan las cargas negativas (grupos fosfato) de
los 4cidos nucléicos. Asf, la relacién DNA/RNA-proteinas
detarmina 1la estructura de 1a Cr. La masa de Cr contiene casi el
doble de proteinas que de DNA. Las proteinas son de dos tipos:
histonas, que mon muy baAsicas y mo histonas. Usualmente hay un
poco m4s de histonas que de DNA por peso. La proporcidn de las no
histonas, con respectoc a las histonas, es ligerazente menor pero
de mayor variabilidad. La cantidad de RNA es menor de 10t del DNA
y tal vez comprende cadenas ge novo que no han sido liberadas,
sin descartar la posibilidad que existan moléculas con funciones
estructurales. La interaccién DNA-histonas estd Dbien
caracterizada, pero sigue en duda si las nc histonas tienen una
funcidn estructural en la compactacién de la Cr (1-3).




Por estudios en cromosomas politénicos de Drosophila sp. se
establecié inicialmente que estaban formados por miltiples hebras
duplex ds DMA (Teoria polinémica). No obstante, axperimentos por
autorradiografia e intercambio de crométidas hersmanas (ICH)
demostraron que cada tida comprende una sola molécula de DNA
(Yeoria unindsica) (1,3.4).

8i fuese posidble medir la longitud del DNA del genoma
humano, éste tendria aproximadamente dos metros. En interfase, un
nicleo con un didmstro de 5 um contiens esta extraordinaria
cantidad de DMA. Si 10 comparasos organisado en 46 cromosomas,
cuya talla en metafase es de 2-10 um, deberé contener ~14,000 um
de DA el cromoscma mis pequefic y ~73,000 um el mis grande. De
esta maners el material gendtico, en su sstado aids condensado,
tendré una compactacidn de ~10,000 veces (1,4).

Las histonas son proteinas bdsicas con carga positiva y
presentes en todas las cdlulas esucariontes. Son ricas en arginina
y lisina y por la cantidad relativa de cada uno de estos

_ aminodcidos se clasifican en 5 tipos (1-5).

las histonas H1 tienen un peso molecular de 23,000 daltones
y son las ais bésicas (30% de lisina). Las H1l de mamiferos estén
muy relacionadas en secuencia. Ademés, existe una variante (H5)
en aves, reptiles y ciertos antibios y aparent te estd
en levaduras (1-5). Las otras histonas, H2A y H2B son ligerasente
ricas en 1lisina, mientras que H3} y H4 son ricas en arginina.
Tienen un peso aolecular de 11-16,000 daltones y cerca de 25% de
sus aminoécidos son basicos e interactuan con el DNA para forsar
el primer nivel de organizacién de la Cr (1-3).

Las histonas sufren modificaciones durante el ciclo celular,
tales como acetilacién, metilacién, fosforilacién y ADP-
ribosilacién. La selecciéon de un pequeiio numero de residuos de
cada histona indica que la reaccién es especifica, lo cual se
relaciona con etapas de maduracién (1).

La presencia de las cinco clases de histonas en 1los
eucarjontes sugiere un evento antiquo, que ha evolucionado por
divergencia de ias dupli' d y representado inicialmente
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por una sola proteina de unidén al DNA. Su existencia implica uns
gran estabilidad estructural. Las histonas ricas en arginina son
las mi4s conservadas evoluti Las 1lig te ricas en
lisina parecen haber evolucionado més rdpido que las anteriores y
las ricas en lisina en un orden de magnitud aun més répido (1-5).

Las proteinas no histonas comprenden una proporcién
ligeramente menor que la de histonas, con un pesc melecular de
10-180,000 daltones. Muestran una tasa de recambio superior a la
de las histonas; alqunas persisten escasos minutos y otras son
tan estables como el DNA. Participan activamente en funciones de
sintesis y reparacién del DNA, sintesis y degradacién de RNA y
proteinas y afadiendo o eliminando grupos acetato, metilo o
fosfato. También, participan como componentes estructurales de la
célula (actina, miosina, tubulina y tropomiosina) (1,6).

Bl contenido nuclear estd organizado en una estructura
llamada "fibra de cromatina®. Al iniciarse la condensacioén
cromoséaica, cada cromdtida constituye una fibra enrollada o
cromonema (1). Varios modelos han tratado de explicar como esta
tibra (20-30 nm de didmetro), se organiza para formar un
cromosoma. Las micrografias electrénicas la describen como
nudosa, irrsgular, hinchada y abultada. Si la masa promedioc de
una fibra equivale a -5.95x10716 g/um ¢ 2ot y la masa seca de un
linfocito humano a ~45x10-12 g, entonces una fibra de Cr tendra
~7.6 cm por miclec (4). El alto grado de empaquetamiento del DNA
hace suponer que la fibra bé&sica de 30 nm posee un nivel de
organizacién supraestructural.

Estudios con difraccién de rayos X y microscopia electrénica
confirsaron la presencia de una estructura peridédica en la Cr
{cuerpos "nu®). Esta particula fue llamada muclecsoms y contiene
~200 pares de bases (pb) de DNA, con un didnmetro de ¢6-8 nm y
unidas por filamentos de DNA de 1.5 nm de dismetro. Pero al
eliminar H1, la particula central o "core® llega a contener ~140-
146 pb y el filamento que las une es el DNA de unién o "linker®.
Tal estructura se ha observado como "cuentas de un rosario*
{(1,2,5,7) (Figura 1). En cada particula central el DNA adquiere
una nueva conformacién, que produce una inflexién cada 10 pb y
una hiperhelicidad al interaccionar con las histonas (3).



La estructura del nuclecsoma fue inferida por Kornberg y
Klug en 1974, a partir de las propiedades cromatogrificas de las
histonas. Esta se compone por un dmero de hist , rodead
por ~200 pb de DNA. El octémero consiste de dos moléculas de cada
histona (excepto H1l). Las histonas H2A y H2B forman dimeros y H3
y H4 forman tetrémeros (7) (Pigura 2). Algunos trabajos
demuestran que Hl se localiza en el punto en donde entra y sale
el DNA de 1la particula central. la funcién de Hl es dar una
estructura polar a la particula, 1o que permite la formacién de
estructuras de orden superior al condensar la fibra de Cr (Pigura
3). Bl arreglo del DMA condiciona la estructura del nucleosoma al
enrollarse cerca de dos vueltas sobre el octémero, con un
disémetro de -110 A y una altura de 55-60 A (3,7) (Pigura 4).

La H1 produce el superrenrollamiento de la fibra de 10 nm en
una de 30 nEm y un empagquetamiento de 40 su longitud. Se ha
visto qQue existe un arreglo continuo de los nucleosomas
llamado soleasoide, con ~6 nucleosomas por vuelta. Estos giran en
forma helicoidal y forman un é&ngulo de ~60° entre las caras de
nucl ady. es (Figura 5) (2,3,5).

La fibra de Cr en los periodos Gl y G2 forma alternadasente
asas pequefias o “"loops®™ y segmentos extendidos, los cuales
ascienden a ~8,000 por genoma haploide. Estos loops muestran una
apariencia nudosa, con un dismetro de ~20 nm y dado que 15-18% de
la Cr es DNA, un nudo debe tener ~-2-2,500 pb (3). Se ha observado
que al remover las proteinas de un cromosoma en metafase queda un
armazon central o ®scaffold" rodeade por un halo de DNA. El halo
consiste de muchas asas, cada una (35-100 um) anclada a la base
del armazén central. El andlisis de la estructura central revela
un predominio de dos proteinas de 135 y 170 (topoisomerasa II)
Kilodaltones, las cuales forman al parecer el eje central (2,5).

Ciertos hallazgos sugieren que la localizacién de las
histonas es independiente de secuencia. No obstante, se ha
observado en otras regiones que existe un fendmeno llamado
*phasing”, donde muestra que los nucleosomas no se ubican al
azar. Este reconocimiento no sélo se da en ias alt
repetitivas o jas en "tand . sino también en secuencias
dnicas. Quizé algunas de ellas se hallan preferentemente en




sitios donde las inflexiones del DNA rodean al octémero, mientras
que otras son excluidas (2,5,8). E1 "phasing®™ se forma en sitios
donde la unién DNA-octimero ests impedido por la presencia de no
histonas asociadas a una secuencia especifica. Empero, no se
conoce si el “phasing® es un evento fortuito producto de las
propiedades conformacionales del nuclecsoma 0 si expone ciertas
secuencias para interactuar con factores de regulacién (5).

El comportamiento y distribucién de las histonas durante la
replicacion aun es obscuro. Empero, se han propuesto tres modelos
que explican la seqgreqacién del octimero. Uno conservativo que
establece que los octémeros preexistentes persanecen en una
cadena y los de novo en la otra. Otro prop que el octd o se
conserva parcialmente, segregindose tetrimeros y reorganizandose
al adicionar nuevas histonas. Y el ultimo, menciona que el
octimero se disgrega en histonas individuales, las cuales se
integran al azar con las nuevas para formar el octédmero (1,2).

La transcripcion se localiza particularmente en la Cr
dispersa y participan histonas modificadas, no histonas y RNA,
con propiedades fisicas diferentes a las regiones condensadas o
inactivas. Tanto las secuencias activas como las inactivas (85%)
estén organizadas en nucleosomas y se postula que las histonas
inactivaban las secuencias codificantes (3). Empero, las
observaciones en genas ribostmicos de Drogophila sp y Xenopus sp.
confirmaron que el DNA se encontraba completamente "desnudo®. Sin
embargo, cuando estos genes son transcritos, e) numero de
nucleosomas es normal. De igual manera, en genes de globina y
ovoalbumina de pollo, tanto las secuencias activas como las
inactivas poseen nucleosomas, lo que implica que estos ultimos
son desplazados al pasar la RNA polimerasa y reorganizados
insediatamente después (2,3). ’

También, se ha visto que existen "regiones hipersensibles® a
DNasa I, localizadas en sitios donde la enzima tiene una ailta
probabilidad de corte (100~200 pb). Estas generalmente flanquean
el extremo 57(1,000 pb) de genes activos y pueden estar presentes
m4s de un sitio por gen (2,5). Al parecer la metilacién regula la
expresion de los genes, ya que 5% de los residuos de citosina son
metilados. Primero, por la adicién de un grupo S5-petil a la



citosina que altera la interaccién DNA-proteinas (represores o
activadores) y segundo, porque las secuencias ricas en guanina y
citosina (GC) modifican la conformacioén del DNA B (DNA Z) (5).

Por otro lado, al inicio de la divisién celular ciertos
segment o cr se tiflen més intensamente gue otros,
debido a que &n relati ads d dos. Este fendémeno
de contraccién diferencial fue definido como heteropicaosis y
éstos fueron llamados heterocromosomas. Mientras que a aquéllos
que se tiflen uniformemente se les llamé eucromosomas (9).

Por lo anterior, la bheterocromatiaa (HC) se designa como
aquellas regiones del micleo que muestran una mayor condensacién
y tincién (heteropicnosis positiva), en interfase, pero no en
telofase. La eucromatisa (EC) se designa como las zonas de menor
grado de condensaci6én y carentes de heteropicnosis. Ademds, la
EC se d on metaf Yy anatase y la HC adquiere una menor
condensacién (10-13). Esta asincronia entre estos dos ciclos fue
1lamada alociclia (12,13). En interfase, ciertas zonas pueden
forsar agregados de material gendtico densamente tefiidos llamados
oromoceatros, algunas veces asociados al nucléolo. Mientras que
en metafase, es visible un granulo muy teflido o coromémerc como
parte integral del cromosaoma (1,2,13).

Los estudios de microscopia electrénica revelan que el
contorno nucleolar es incoloro (nucleoplasma) y esté constituido
por fibrillas finas (EC) con agregados d (cr tros). La
HC consiste de las mismas fibras de nucleoproteinas que la EC,
organizadas de tal manera que permiten estados alternativos en el
empaquetaniento de la Cr entre interfase y mitosis (1,2). Mucho
se habla de que el nicleo durante la interfase se encuentra en
reposo. Esto es errénec, ya que es en ese momento cuando se
realiza la principal actividad génica: la sintesis protéica.

Se ha confirsado que la Cr tiene un orden dentro del nucleo.
En interfase, metafase y telofase estd unida a los complejos de
poro nucleares (laminilla anular). Paulatinamente la nueva
envoltura nuclear forma una estrecha asociacidén con vesiculas
planas y cromosomas. Asi, los cr se d en la
protase hacia el interior de 1la membrana nuclear por multiples




sitios de unién a las laminillas anulares. Otras observaciones
sugieren que estos sitios en los cromosomas son especificos y con
unidades funcionales, cada una con un patrén de unién distinto.
Una o dos laminillas anulares se han encontrado incorporadas a
las asas de un cromémero. Por otra parte, se ha llegado a la
conclusion de que cada cromémero participa en la distribucién de
la Cr de a organizada desp de la telofase. La meabrana
nuclear forma con las laminillas anulares puntos de injciacién de
replicacién y provee la orientacién cromosémica de telofase a
interfase. Ademis, la ana nuclear puede proveer a los
cromosomas de una unidad funcional, el cisetocore (4,14).

La HC se adhiere a la membrana nuclear inerte o "lamina®™ y a
las porciones intranucleares de la matriz nuclear. Esta unién
parece exclusiva de las secuencias ricas en adenina y timina (AT)
(cromémeros) para interactuar con una proteina no histona
especifica, la cual pudiera ser 1la responsable del
superrenrollaniento. Actualmente se postula que el DNA de
replicacién tardia es genéticamente inactivo (HC) y que se
condensa en la superficie interior de la membrana nuclear inerte,
en la lamina y alrededor del nucléolo. Bl DNA genéticamente
activo (BC) se localiza centralaente unido a 1la matriz
intranuclear y asociado a un complejo de ribonucleoproteinas
(RNP). Por ello, los cromosomas preferentemente heterocromiticos
se ubican en la periferia (X inactivos y cromosoma Y) durante la
metafase. Ademids, existe una asociacién de 1la HC con los
cr ros y cromd os. También la HC es importante para la
atraccidén y alineamiento de centrémeros (cen) con cen y de
telémeros con teldémeros por las fibras del huso acromitico (14).

La Cr sufre cambios en su empaquetamiento durante el ciclo
celular al adoptar diferentes niveles de organizacién, con un
grado de compactacién de ~50 veces. Dado que el grado de
empaquetamiento de un cromosoma es ~7,000, son necesarios por lo
menos dos Srdenes més de condensacién de la fibra solenoidal (2).

Estudios con cromosomas de condensacién prematura (CCP)
evidencian la existencia de un ciclo de condensacién cromosémica
durante el ciclo celular. La estructura de los CCP revelia que en
la etapa de Gl se establecen los cambios conformacionales de la



Cr. Aun cuando la Cr no se condensa durante el periodo S, se han
observado cromosomas pulverizados con regiocnes no condensadas
correspondientes a sitios de replicacion. Por lo tanto, hay
diferentes tiempos de replicacién cromosdmica, siendo sl cen el
ditimo sitio en replicarse. En G2 los CCP son largos, su
condensacion inicia poco después de la replicacién y alcanzan su
nixiso en metafase. Bsto demuestra que el tieapo de condensacién
de la Cr es dependiente de secusncia (15).

Diversos factorss, como la actividad de la fosfcinasa de Hi,
se han atribuido gue repercuten con el inicio de la condensacién
de la Cr. Otros, son por un cambic conforsacional des 1la
distribucison de las histonas ricas en lisina, las cuales se unen
& regiones AT. Estudios de la interaccidn entre DNA e histonas
confirsan que las colas ricas en lisina son las responsables de
la formacién de estructuras de orden superior. Asimismo, la
proteina A24 (interfase) sufre una conversién a H2A (eitosis)
durante la etapa Gl. Otro factor atribuible es 1a transicién
reversible de grupos SH a puentes S-S que ayudan a la
condensacion de la Cr (3).

Se han propuesto varios modelos que explican la compactacion
de las fibras solencidales a las dimensiones de un cromosoma. El
sodelo 1lamado de ®la fibra doblada®” (Du Praw, 1966) menciona que
antes de la replicacién, cada crososoma conforma una larga fibra
de desoxirribonucleoproteinas (DNP). Esta fibra se pliega al azar
repetidamente sobre si misms en forma longitudinal y transversal
hasta conformar la cromaitida. Esta ultima, replica durante el
periodo S con uno © m&s replicones, lo que da lugar a dos
cromitidas hermanas unidas por regiones no replicadas. En
profase, ambas cromistidas se doblan para formar los cromosomas
unidos por el cen. lLos cen replican antes de la anafase y se
produce la separacién de las cromstidas. En profase y metafase
las fibras hijas se doblan en formsa reproducible de una
generacion a otra. Y en telofase, las cromistidas se desdoblan
para adquirir su posicién nativa en la interfase y unidas a la
membrana nuclear (16). Este modelo ha servido de base para
proponer nuevos modelos de la estructura cromosdmica, a pesar de
que errdneamente planteaba la replicacidén del cen en la anafase.
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Stubblefield y Wrang (17) sugirieron que 1la constitucién
cromosémica estaba formada por miltiples moléculas de DNA y
unidas por la parte centromérica; no obstante, déste y otros
modelos polinémicos son ya obsoletos. Bak y cols. propusieron gue
las crosétidas tienen una organizacién muy sencilla. El doblado y
enrollamiento en asas forma una estructura cilindrica, hueca,
regular y larga, con un dismetro de ~400 nm llamado
®"supersolenoide® (18).

Otro modelo propone que en una crométida la fibra de Cr se
pliega en asas para formar los cromdmeros (cromosomas "lambrush®
de anfidbios). En un cromosoma alargado, los cromémeros se hacen
mds pequefios y delgados. En cambio, cuando se contraen, aumentan
de tamafio y se asocian entre si hasta no distinguirse. Al parecer
todas las conexiones entre cromastidas her . incluyendo el
cen, son asas mutuamente extendidas y ancladas en la cromatida
heramana opuesta por uniones salinas, puentes S-S o enlaces
modificados durante el ciclo celular (4).

Adolph y cols. (19) descubrieron que los cromosomas de
células HelLa mantienen su estructura después de remover histonas
Yy no histonas. Las proteinas remanentes (8%) representan un
Sar 6 1%, que va la morfologia de los cromosomas,
al cual se une el DNA. Al tratar con nucleasa micrococal este
armazén se separa del DNA, formsando una estructura fibrosa con
menos de 0.1% de DNA y aparentemente sin histonas.

Paulson y Laemmli demostraron que 108 cromosomas libres de
histonas adquieren una forma expandida con asas de 10-30 um a lo
largo de un armazén central, los cuales forman un “halo”® de
fibras densas longitudinales (20). No obstante, Marsden y Laemmli
propusieron un modelo llamado de "asas radiales®, donde la fibra
de DNP se dobla en asas y en forma radial con las bases
nitrogenadas como eje central. Pero al tratar los cromosomas con
hexilén glicol se observé una estructura radial y simétrica mas
compacta, con fibras de ~50 na de disdmetro, las cuales continuan
unidas al armazoén central (21).

Sin embargo, Okada y Comings mencionaron que cuando los
cromosomas se sujetan a cualquier manipulacién, las fibras
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centrales tienden a aglomerarse. Después de tratar con
etilandinitrilotetracetato dosdédico (EDTA) cromosomas aislados y
células mitéticas, las RNP se tifien unicamente en la periferia de
los cr y sin ob var ningin armazén protéico cuando se
sliminan las histonas y se separa el DNA (18,22).

Conforme los cr se QA , las b nitrog d
de las asas quedan en el interior. A mayor distancia entre una y
otra, se formardn cromémerce cada ver mis grandes para producir

el patrén de . La A i6n final se da en el centro y
en las asas periféricas (modelo de asas cromoméricas) (18,22).

Bésicamente existen 3 tipos de modelos para la estructura
cromosémica: 1) un armazén central protéico que mantiene la
continuidad de los mismos, 2) cromosomas donde la continuidad es
santenida 8610 por el DNA y 3) estructuras intermedias donde la
asociacion de cifertas proteinas (histonas o no histonas) ayudan a
conformar al crowosoma (3). En algunos niveles de organizacién
cromosdémica, las estructuras dependientes de secuencia se
sanifiestan por los patrones de bandeo.

Los procedimientos de tincién para producir un patrén de
bandeo cromosémico permiten su identificacién individual. Estas
bandas se originan por variaciones locales y reproducibles de la

ultraestructura, ys gque tratami con dif tivos
producen un miseo patrén de bandeo. Pese a que se conoce poco de
la formacién y origen evolutivo de las band cx Smicas, se

han propuesto varios modelos: 1) una distribucidén diferencial del
DNA y un sayor empaguetamiento de la Cr, 2) regiones que
contienen o carecen de ciertas ias o traciones
variables de regiones AT o GC y 3) producto de las variaciones en
1a asociacién del DMA y las protefnas no histonas (1).

El mecanismo de bandeo estid determinado por una composicion
diferencial de pb y una extraccién preferencial de proteinas
cromosémicas (23). Al parecer la naturaleza altasente hidratada
de las fibras de Cr representa s6lo un o en el ismo de
bandeo. De los cromosomas més compactos (metafase) hasta los sis
largos (profase tardia), existe una divisién de una banda en dos
Y la aparicion de otras en regiones que carecian de ellas (18).
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También se ha visto que cada cromosoma en metafase tiene una
secuencia identificable de crowémsercs grandes y pequeiios, En los
cromososas husanos existe un total de 500 cromémeros y 320 band
obscuras y claras por genoma haploide. Cada banda obscura/clara
tendria un prosedio de 200 genes estructurales, si asumimos que
el hombre tiens ~30,000 genes estructurales. Rl andlisis con
sutaciones inducidas sugiere que el numero total de genes es casi
igual al numero de cromdmerces. las bandas positivas (cromdmeros)
y gativas (espacios intercr éricos) estén en la misma
proporcién y se estima que 35% del volumen cromosémico es fibra.
Puesto gue los cromdémeros son estructuras gue se asocian
facilmente con los cromdémeros vecinos, las agrupaciones entre
éstos permiten la visualigacion de las bandas estructurales (4).

Quisa la visualizacién de alg bandas sea producto de un
arreglo oblicuo de cromémeros para formar fibras longitudinales
en espiral. En base a la estructura fibrosa de 10s cromosomas, se
han propuesto tres hipdtesis para la produccién de las bandas: a)
distribucién disconti{nua de la Cr en las cromatidas y regulacioén
de cromdémeros, b) afinidades quimicas especificas distribuidas a
10 largo de las crométidas que pueden coincidir o no con la
distribucién de los croadmeros y c) regiones resistentes a la
extraccién por diferantes agentes que son responsables de la
cospactacion diferencial (4).

‘Yunis y cols. propusieron un modelo que explica 1a
estructura crowosdémica basado en la distribucion de la HC. la
hoterscromatisa ocomstitutiva (HC C), formada por grandes &reas
obscuras, se compone de ias al repetitivas. Esta,
se localiza en regiones de oomstriociés primaris (cen), regiones
de orgaaisadores aucleolares (NOR), regiones de comstricciéa
secundaria (h) y posiblemente en regiones teloméricas o
intercalada con 1a BC. lLas NOR, ias duplicadas "en tandean®
de los cistrones ribosdaicos 185 y 285, se evidencian como una h.
Otras h se encuentran espaciadas por HC y tal vez representan el
sitio de otros genes en tandeam, tales como los del DNA ribosd-tco
(rDNA) 5SS © los de las histonas (11) (Pigura 6).

Comings explica que la estructura cromosémica es una hebra
duplex de DNA (20 A de diametro), la cual interacciona con las
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bistonas para producir ls estructura basica de la Cr en interfase
(100 A de digmetro). la fibra se cospacta hasta lograr una
estructurs solenocidal de 200-300 A. Posteriormente, ésta se
organiza en asas © cromdmeros producto de la asociacién antre
regionss AT (replicacion tardia) y proteinas no histonas de la
matris nmuclear. E1 ODNRA que se encuentra entre las asas, estd
- compuesto principslmente por regiones GC (replicaciom temprana).
B¢ probable que croaémarcs pequefos se asccien para forsar
crosdsercs grandes (bandas G) en los cramosomas metafésicos (23).

A su vez, Yunis propuso que asas y fibras de Cr se pliegan
para formar los Cromosomas promstafésicoe. En profase tardia, las
tibras contiguas inter-asss tienen una o mée bandas cromatidicas
densas y forman de 8-13 para constituir una banda chicura. Estas
bandas contiensn un ndmero similar de estructuras en asa que
representan a las bandas G positivas (2¢). Debido a que estas
dltimes replican tardiamente y son ricas en DNA moderadamante
repstitivo, es posible que la BC ist jar no p una funcién
génica (23,24). Por otro lado, las bandas claras (G negativas)
son sitios preferentes de hibridacién con REA mensajexo (mRMA) o
COR SUS Precursores, por lo que las fibras extendidas en
interfase no estén ordenadas al asar y representan las unidades
informacionales (24).
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IX3. DA838 N O L B C U L 2 R 8 DE LA
EBTBROCRONATINA.

A. ANTECEDENTES HISTORICOS.

Al prlmlpio. tanto en plantas comoc en animales, Unicamente
t de Cr tefiidas intensamente. Su naturaleza
y tuncion no fueron entendidos hasta que Heitz (25) elucidé que
estas dreas eran regiones que persanecian condensadas durante
mitosis (9). Kis tarde, se vié que la HC duplica tardiamente y la
EC no. Otros trabajos revelaron la presencia de dos tipos de HC:
una localizada en posicién idéntica en los cromosomas homélogos
llamada "heterocromatina constitutiva® y otra que varia en su
estado de condensacién en diferentes tipos celulares y estadios
de desarrollo 11 da "b tina facultativa®™ (HC PF). Ambas
son similares en estado condensado durante el ciclo celular y
asincronia en la replicacion. Empero, tienen muy poco en comun y
se consideran independientes (9,26).

La condensacién y la alociclia se manifiestan de diferente
forsa de acuerdo con el tejido o estado funcional del organismo.
Por consiguiente, se especulaba que la HC es mis que un estado
una sustancis que podia potencialmente transformarse de EC a HC o
viceversa. Ademss, se propuso que todas las zonas cromosémicas de
duplicacién tardia eran de HC. EPmpero, se observaron regiones
con sintesis asincrénica de DNA que no eran heterocromiticas y,
al contrario, habia HC sin replicacién tardia (12).

8in embargo, no fue hasta que Brown propuso en definitiva
dos tipos de HC: 1) la HC C que aparece desde las primeras
divisiones del cigoto y se distribuye en forsa equivalente en los
cromosomas homélogos y 2) la HC P que se origina en estadios algo
més avanzados de la embriogénesis y que resulta de la
inactivacién de uno de los dos Cromoscmas X en las heabras (10).

La localizacién de la HC es similar en los cromosomas de
diferentes especies (cen, teldmeros y adyacente a las NOR). Se
encuentra también en 108 Cromosomas sexuales y CromosOmas
supernumerarios. Entidades individuales de HC algunas veces se
combinan unas con otras para forsar aglomeraciones amorfas. En
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cromosomas individuales, cominmente comprende grandes bloques o
segmentos espaciados por EC. Por el contrario, pequeiios
frageentos de HC pueden hallarse en la EC (10).

Bl cromosoma Y y el cen de los demds cromosomas de
Brosophila sp. estén forsados por HC. Estas regiones son
innecesarias para su viabilidad, por lo que se supusc que la HC
era genéticamente inactiva (10). Pero el hallazgo de genes
intercalados en estas Areas y el reconocimiento dsl “efecto de
posicion o variegacion®, puso en duda 1la nocién de la inactividad
génica (10,12). ¥o obstante, se definié a la HC C como un tipo
distinto de Cr y se adjudicoe el términc estructural para evitar
tal ambiguedad. Posteriormente, con los inicios de la biologia
molecular se elucidé que la HC C estaba forsada por DA altameate
zepetitivo, principalmente, DNA satélite (DNA sat). Estos
resultad: 4 corrob dos mis tarde por hibridacién ip aitu
en preparaciones de varias especies animales (11).

A partir de este momento un gran numero de técnicas
citogenéticas, autorradiograficas y, principalmente, mnoleculares
han contriduido en descifrar el cosportamiento y la cosposicién
de la HC. Los resultados indican gue posee secuencias
gendticamente inactivas y que no tiene un efecto directo sobre el
fenotipo. Sin embargo, no seria sorprendente encontrar que
pudiera tener una funcién muy importante en la regqulacién de la
expresion génica yarsus ambiente en todas las especies.

B. HETEROCROMATINA  PACULTATIVA: PROPIEDADES, FUNCION Y
ORIGEN.

E1 concepto de la HC P surgié de la necesidad de definir el
cosportamiento de uno de los cromosomas X de las hembras de
samiferos y de la inactivacién del complemento haploide de origen
paterno en algunos insectos (céccidos); en ambos casos, los
procesos de heterocromatinizacién tienen grandes similitudes. Se
manifiestan durante la embriogé is, pecifi e afectan a
uno de los homdlogos y estén relacionados con la determinacioén
sexual. Dadas estas analogias, los cromosomas condensados
resultantes en ambos fendémenos se identifican como HC P (12).
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Los primeros trabajos sobrs la HC F se encaminaron a estudiar
la constitucién cromoséaica de una sabandija macho. Luego

introdujeron el pto de - P acién de dosis®™ para
explicar la expresion génica ligada al crososoma X en Drosophila
sp. Sin embargo, cuando la mayor i6n enfocada al

cromoscaa X de mamiferos (10,26), condujo a la hipdtesis de que,
en células femsninas, uno de los cromosomas X se inactiva durante
los primeros estadics esbrionarios para comspensar el dosaje de
los cromoscmas sexuales entre ambos sexos (Lyon, 1961) (27).

Uno de los fenéd »nis picuos resultado de la
heterocromatinizacién, es la condensacién de la HC F. En las
hembras de mamiferos, el cCromosoma X es un acumulo
hesteropicnético positivo, el cual es 11 do “"cromatina 1e
(Cr 8) o ®cromatina X* (Cr X). Se identificé al observar un
elemento densamente tefiido en el nucleo de las células nerviosas
de un gata. Esta Cr X © “"corpusculo de Barr” resultd ser un rasgo
caracterfistico de las células feseninas de mamiferos y no del
grado de actividad celular. En general, suele adherirse a la
membrana nuclear, tener dimensiones de 0.8-1.1 um y formar una
estructura bipartida unida por una regién central de EC. la
frecuencia de Cr X en las células varia de acuerdo al tejido y
estado funcional de la célula. El mimero de corpusculos equivale
al numero de cr X uno (nX-1), aunque también
depende del nivel de ploidia. Por consiguiente, los machos
norsales (XY) de mamiferos que tienen un sélo cromosoma X carecen
de crosatina ‘sexusl. BEn tanto que las heabras normales (XX)
poseen sélo un corpusculo (12).

En mamiferos, la inactivacién de uno de los cromosomas X
neutraliza la doble dosis de genes ligados al X de las hembras.
Varijos estudios cosprueban su existencia; entre estos se senciona
que los productos génicos de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD), fosfogliceratocinasa, a-2-macroglubulina, factores
antihemoliticos A y B y otros, ligad al cr X, se hallan
en cantidades similares en ambos sexos (12).

Varjios modelos han tratado de explicar el proceso de
inactivacién del cromosoma X: a) la existencia de un factor
episémico, b) la presencia de uno o mis genes en el X que
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controlan su actividad génica, c) la presencia de un gen
autosdémico y d) la combinacion de moléculas activadoras y un
sitio recep en el cx X (12).

La aparicién de 1a Cr X sefiala el proceso de
hat ini i6n durante la embriogénesis. En el howbre, el
corpdsculo aparece entre los 12-19 dias, una vezx que el huevo se
ha implantado. Ademés, esta aparicién no es siaultinea en todos
los tejidos, sino que en alguncs (placentarios) es més precox que
an otros (higado, intestino, wmisculo esgueldtico y cardjaco). La
Cr X es cualidad de las células somiticas, pero no de las
germinales, ya Que 1o dos cromosomas X de 1la hembra estén
elongados, 10 cual indica que ambos estén activos (12).

Algunos sstudios enzimsticos indican que la inactivacién del
X ocurre en los primeros estadios eabrionarios antes de la
ditereanciacion tisular (mérula). lLos primeros eventos son en el
trofoectodarno, sequido por el sndodermo primitivo y, finalsente,
por el ectodermo. Otros sefialan que la inactivacion en tejidos no
eabrionarios no es al azar y que el X paterno es el que estd
preferencialmente inactivo. Este dltimo infcia la replicacién -u
tampranasente que el X activo, 1o cual es op alo
en células somitices. Al parecer aste secanisso varia de un
tejido a otro. Algunos datos contradictorios en células
germinales humanas (actividad de la G6PD) sugiersn que éstas
derivan de cdlulas esmbrionarias con X inactivo y gque 1la
reactivacion se inicia al mismo tiempc que la meiosis (26).

Ciertos genes, tales como Xg y 8T8 (5), utilizando la
actividad de 1la esteroide sulfatasa y G6PD escapan de la
inactivacidn total. Ademds, se ha demostrado en mujeres con
Distrofia Muscular de Duchenne (ligada al X) que esta regién no
estA sujeta a la cospleta inactivacioén. No obstante, se ha
sugerido que el centro de inactivacion estd localizado entre las
subandas Xq11.2-g21.1 (26).

Comings sugiere la unién del cromosoma X a un sitio
especifico ds la membrana nuclear como un factor regulador de la
actividad génica. Este cromosoma se mantiene funcional, mientras
que todos los demés X se transforman en heterocromdticos e
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inactivos (23). Asimismo, la metilacién acoplada a un sistema de
retroalisentacién se ha propuesto como un mecanismo ragulatorio.
Los wmodelos nis recientes se basan en hech compl tarios
tales como aberraciones cromosémicss, unién a membrana, proteinas
no histonas, DNA Z y metilacion del DMA (26).

La mayoria de las hembras de mamiferos pressntan un
cromosoma X de replicacién tardia, sapero en algunas especies
(Akodon) puede hab 3 i6n sin replicacién tardia. Bn la
embriogénesis (mérula) de conejo, el cromosoma X puede carecer de
condensacion y replicar tardiamente. Si bien la condensacion y la
replicacién tardia son doe propiedades muy coincidentes, hay
casos, como en los anteriores, en gue suelen ser independientes
(12). En suchos mamiferos, el cr X repr ta cerca de 5%
del complemsnto haploide y en algunos casos hasta un 10% (hamster
dorado y chino), 15% (Microtus oreqgonii) y 20% (Microtus agresti)
del genoma. Estos han conservado el X original a partir de un

tro Gn. Sus grandes dimensiones se explican por una serie
de duplicaciones durante su evolucién (28).

El inicio de la replicacion del X inactivo se retrasa tanto
que sus bandas R (replicacién temprana) coinciden con las bandas
G de otros cromosomas. Una vez iniciada, la tasa es mayor que el
promedio en la célula. Reportes recientes evidencian que 1la
sscuencia de replicacién, con respecto a las bandas, no siempre
es la misma en los cromosomas X inactivos de las diferentes
células de un mismo individuo. Algunos estudios sobre perfiles de
replicacién de cromosomas X anormales en diferentes tejidos
también indican variaciones dependiendo del tipo celular (26).

Diversos estudios sobre la HC P demuestran gue, a diferencia
de la HC C, no estd formada por secuencias altamente repetitivas.
Esto no significa que la HC P excluya la existencia de HC C. Por
el contrario, se sabe que los cromosomas X de la mayoria de los
waniferos posesn una pequefia regién de HC C. Pero en otros, como
B, agxesti, 5% del meterial del X es de HC C (12). Es posible que
el proceso de heterocromatinizacién facultativa implique un
cambio de tipo protéico y/o de RKA asociado al DNA (12).

Por otro lado, se ha visto en aves y serpientes que el sexo
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masculino es howogamdtico (22) y el fesenino heterogamético (2ZW).
La unics especies en aves que presenta Cr X es Gallus domesticus
Rmpero, los resultados son contradictorios, puesto que el
corpusculo 1o han identificadc en hembras y no en machos. En
algunas serpientes se ha observado gue la Cr X es atribuida al
cromosoma ¥W. Bn anfibios y peces no se ha visto aun un rasgo
similar a la Cr X. Pero en varias especies de insectos y
crusticeos se ha postulado su existencia (12).

Pinalmente, se asume gque toda especie cuyas células
presentan corpusculos similares a la Cr X posesan también HC P,
aunque alguna de ellas no ss ajuste a la definicidén clasics.
Tanto en serpientes como en aves se ignora el momento de su
aparicion durante la evolucion, asi como su probable asociacién
con el fendm de cowp ién de dosis. Ademis, la probabilidad
de que exista HC P en la msyoria de las especies es todavia una
interrogante, ya que los resultados son confusos y se desconoce,
en algunas de ellas, cual es el sexo heterogamético (12).

C. PROPIEDADES DE LA NETEROCROMATINA COMSTITUTIVA.
1. Rasgos Particulares.

La HC C tiene una serie de propiedades tales como
condensacion, distribucion particular, inactividad génica,
duplicacién tardia y tendencia a asociarse con otras regiones de
HC. Estas se han espleado para definirla y diferenciarla de la HC
P. Adenss, sstudios bioquimicos y moleculares demuestran que esté
compuesta por sacuancias cortas repetidas "en tandem® miles de
veces (DNA sat). Por consiguiente, la HC C adquiere otras
propiedades impor gue se discutiran ais adelante.

a. Condensacién.

1os cromosomas humanos parecen como fibras heterocromsticas
que varian en grado ds plegamiento y condensacién dependiendo del
tipo celular. Se especula que la HC ¢s una sustancia y no un
estado y que la fibrilla condensada de HC es la unidad citoldgica
fundamental de la HC C y no el cromocentro (12,29).
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Cultivos de tejidos muestran que sus células tienen muy
poOCcCOS cromocentros, mientras que células no cultivadas poseen
grandes bloques de HC. Por hibridacién in situ se ha democstrado
que el DMA sat se localiza en los cromocentros de las segundas y
ests diseminado en el micleo de las células activas. No obstante,
la distridbucién y la cantidad de DNA sat de ambos grupos es
similar. Adeass, la mayoria de los subtipos de DNA sat aparecen
en la Cr condensads de las primeras y en la no condensada de las
segundas. Esto indica que la HC C pierde su identidad citoldgica,
pero no su identidad quimica (12).

Por otro lado, en células de la glandula tiroides de N,
agresti, la HC C forma grandes blogques heteropicnéticos. Espero,
después de estimularlas con tirotrofina hipofisiaria, 1a HC C
pierde condensacién y la heteropicnosis (12). Tasbién, por
micrografias electrénicas muestran una asociacién con nucléolos y
una capa de Cr condensada que envuelve a la membrana interna
nuclear, lo que pueda tratarse de la misma estructura (30).

b. Distribucién en el Genoma (Heterogeneidad).

Se ha demostradc en diferentes especies vegetales y animales
qQue la HC C poses una distribucién heterogénea en el genoma. En
algunas de ellas se localiza preferencislmente en los cen y
telémeros. Inicialmente se determiné su ubicacién en base a la
distribucion de las h, aunque pronto se cbservé que no todas las
h correspondian a HC C y viceversa (12).

Pardue y Gall (31), al emplear por primera vez la técnica de
hibridacién in situy, registraron un patrén mds exacto de la
distribucion cromosémica de la HC C. Sin embargo, sélo se
estudiaron algunas especies debido a que las técnicas eran
complejas y relativamente costosas. Al perfeccionarlas, se
observé una coloracién positiva en las regiones formadas por DNA
sat. Estas, por el hecho de encontrarse preferentemente en los
cen recibieron el nombre de bandas C (32). Esta ultima pronto se
adopté como rutina por su facilidad y bajo costo. La ubicacién
telomérica e intersticial es poco frecuente en muchas de estas
especies y mids que una regla, constituye una excepcién (12).
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Trabajos parslelos con otros mdtodos de tincidén (bandas G-
11) indicaron gue la distribucisn haterogénsa prevalece. MNis
tarde, se observéd que la gran banda C del cromososa 1 es
citoldgicamente heterogénea y con dos entidades distintas: G-11
positiva y G-11 negativa. Aunque é¢stas son constantes, 1s
distribucion relativa y proporcidén varfa en difersntes crowceomas
1. Tal heterogensidad tasbién se ha encontrado an la banda C del
cromosoma 9, al compararse los patrones de las bandas G, G-11 y
DA/DAPT (distamicina A/4’-6~diamidin-2-tenilindol) (26).

Es evidente que varios cromcscmas exhiben heterogeneidad al
emplear varios métodos de tincién. Por otro lado, con el uso de
endonuclsasas de restriccidn se ha corroborado también la gran
heterogenidad de la HC C. La correlacién entre la localizacién
citolégica y los resultados moleculares establece que astas
regiones p jas muy het gé ubicadas en regiones
particulares {(centroméricas). El grado de variabilidad, por leo
tanto, pueds considerarse especie-aspecifica (26).

c. Inactividad Génica.

Rn D. selancgastax. ! andlisis genético muestra gue la AC C
del X ss halla casi libre de ganes (sdlo contiensn un gen llamado
"hobbed”™, el cual afecta el tamafioc del vello de la mosca). En
contraste, los dos tercios restantes contienen mss de un centenar
de genas que controlan los rasgos fenotipicos. Por otro lado, el
Baiz Yy Otros vegetales p cr supe! arios: t
son pequafos, heterocrométicos y pueden variar en cantidad entre
especies, sin cambios fenotipicos (12).

Bl efecto de posicidén, la indiscutible importancia del
cromosoma Y pars la fertilidad y el hallazgo de algunos ganes
activos insertados en regicnes de HC, sugieren que estos sitios
no est&n carsntes por coapleto de actividad génica. Ppor
consiguiente, este fendseno puede ssr resultado de cambios en la
asociacion de un gen con otros y no de la vecindad de dicho gen
con la HC. Puesto que el cromosoma Y de D, melanogaster contiene
pequefias cantidades de DNA altamente repetitivo, es posible que
el tactor de fertilidad est¢ controlado por una regidén de BC
intercalada en la HC C y con actividad genica (12).
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Por otra parte, las variaciones en la cantidad de HC C ain
efectos fenotipicos indican su escasa o nula actividad génics.
Otros descubrimientos revelan que no sdlo carece de genes, sino
que, in vive, el DMA altamente repetitivo no se transcribe (12).

4) Replicacion Tardia.

Por autorradiografia se ha observado que 1a HC C en el
saltancntes y en el centenc es de replicacién tardia, 1o que
demuestra que as un fendmeno general. No obstante, otros sstudios
en diferentes especies (wosco, rana y rata de laboratorio) han
revelado que: a) existen asreas de replicacion tardia que no
corresponden a HC C, b) la HC C no siempre es de replicacién
tardia y c) existen h tanto de replicacion temprana como tardia
(éstas formadas © no por HC C) (12). En conclusién, se asume que
la replicacién tardia es una propiedad frescuents, perco no
constante ni exclusiva de la HC C.

La replicacion y la condensacién no son estados fijos. Se ha
visto que los camblos en el cromosoma X durante el desarrollo
germinal son modificaciones de las histonas y no histonas. Asi,
cuando 1linfocitas humanos son estimulados 24 horas con
fitohemaglutinina, 1la HC ss descondensa y la EC se condenss
considerablemente. Pero durante las priseras horas, 1la
acetilacién de las histonas sucede por un casbio en 1la expresion
DHA/Ristonas y, por 1o tanto, una modificacidn estructural de las
DNP, as decir, el DMA comienza a tranacribir (34¢).

e. Asociacion.

En muchas sspecies, la HC se distridbuye en 10s cen en forsa
de corplisculos de tamafic variadble. Empero, 108 nuicleos
interfésicos musstran masas de mayor tamafio y menor nimero. En
tibroblatos de Mus musSulus, los cr pr! an bloques de
fiC & nivel centromérico, pero en interfase, sdlo se observan de
3~-6 masas de HC de tasafic mayor. Esta propiedad permits suponer
que los cromosomas se asocian durante interfase por zonas de HC.
Dicha asociacisén permanece hasta profase y desaparece en
metafase. No obstante, persiste la asociacién entre cromdtidas
herwmanas a nivel de los cen y hasta la anafase se produce 1la
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disociacion completa. Aungue no ha sido probado, en
anoreales persiste la asoclacién de la AC de algunos cromcsomas
durants metatfase y anafase dando lugar a una no disyuncién (12).

Se sabe que los cromosomas homélogos de dipteros se asocian
durante toda la interfase y la profase y que este aparsamiento
entre homdlogos se debe a la asociscién de la HC centromérica.
Algunos estudiocs asumsn gque este apareamientc no es al azar.
Otras investigacionss en diferentes sspecies de roedorss suestran
patronss de asoclacion cromoséaica tejido-especifica (12).

Bstudios actuales han comprobado que crowosomas dicéntricos
y multiceéntricos en células L y tumorales de ratdén, sexhiben sélo
un sitio de formacién del cinetocoro ssociado al cen “activo®.
Lo cen “inactivoe®™ muestran separacion prematura. Rstas lineas
celulares tratadas con 5’~bromodesoxiuridina (Brdu) y anticuerpos
anti-Brdu demcetraron qus la ¥C pericéntrica inactiva replica nis
tenmpranc que la asociada al cen activo. Al parscer existe una
relacién entre el tiempo de replicacién de un cen y el tiempo de
replicacion de la NC pericéntrica. Por otro lado, la replicacion
de 1a BC asociada a un cen inactivo pusde ser la causa de su
separacién presatura y, por lo tanto, de su inactividad (35).

2. Tipos de 8 ias en el G Busano .

La mayor parte del genoma sucarionte ests concentrado en el
niclec. En general, la cantidad de DNA varia enormements entre
especies, encontréndose difsrencias en tipo de secusncias y en
miaero cromosdsico, el cual no siempre es proporcional. Una una
poguafia parte del genoma yace en 108 organelos (mitocondrias y
cloroplastos) con variacidn en tamaio y tipo de secuencias.

a. Contenido y Wimero de Genes.

Uno de los principales cbstéculos en sl estudio del genoma
sucarionte, es 1» manipulacién de una gran cantidad de DNA. 21
genoma de un procarionte (Rscharichia £oli)., tiens ~3.2 millones
de pb, el genoma de un eucarionte inferior (R, aslancgaster)
contiens ~50 veces més DNA y el genosa humano contiene =~1000
veces més OWA (~2.7 x 10% pbf que un procarionte. Si E, goli
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poses cerca de 3000 genes informacionales, los g@genomas de ],
aalancgaster Y de humsano tendrian cerca de 1.5 y 3 millones de
genes, respectivasente. Sin embargo, es probable que no se
requiera tal cantidad de genes en estos sistemas. Por lo
anterior, se ha rado que el g total de los sucariontss
puede ser excesivo, ya que existe una mayor cantidad de DNA del
que se requiere para codificar 1los productos hecesarios
("paradoja del valor C®) (36).

Se ha comprobado que un peguefic porcentaje del genoma
eucarionte representa genes estructurales y menos de 6% del
genoma de mamiferos son genes informacionales. Asimnismo, 108 mRNA
citoplésmicos de eucari se tr. iben de solamente
2% del gencma total. Por otro lado, gran parte de los transcritos
no son traducidos. En mamiferos el RNA heteronuclear (HnRNA), con’
una coamplejidad de 5-10 veces mayor que la del mRNA, hibrida
28.5% del DMA total de copia unica. En células de ascitis de
rata, los HNRNA son transcritos de -12% del genoma, donde 25% son
de DNA repetitivo y 75% de copia unica (36).

En general, se considera que la cantidad de DNA de un
organismo es proporcional a su complejidad. Esto implica que un
incresanto en el contenido de DNA debe corresponder a una escala
filogenética superior y que el aumento de tamafio pudo originarse
por la adicion de nuevas ias. Posibl te existe un
tamafio minimo de g pecie pecifico que cumpla las
funciones esenciales. Empero, algunos organismos tienen un
contenido de DNA mucho mayor que el miniso de la especie. En
aves, reptiles y mamiferos se tiene poca variacién con respecto
al phylum- En contraste, un extraordinario rango de variacién se
sncuentra en anfibios y en plantas superiores, donde los genomas
generalmente llegan a ser diez veces (10n) mas grandes (1,2).

Es dificil calcular o8 g P cada eucarionte.
Para ello es necesario emplear métodos indirectos como son: la
medicién de sus productos génicos (HnNRNA, mRNA y proteinas) y/o
rangos de mutacién. Ademis, es indispensable efectuarlo en todos
los tipos celulares y ontogenia de un individuo (2). Las técnicas
de biologia wmolecular permitiran, en un futuro no muy lejano,
secuenciar practicamente todo el genoma humano, con lo que las
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porspectivas para elucidar un gran nimero de interrogantes sobre
1a organizacién y funcionamianto del DMA son cada Vezr Bayores.

b. Propiedadas de Reasociacién.

Britten y Kohne demostraron que en varios organisaos
sucariontes existen secuencias repetitivas (37). El hallazgo de
estas secuencias se realizé a partir de andlisis de
dessataralisacida-reasturalissciéa. Se encontrd que la cinética
de reasociacién del DNA refleja la variadbilidad de sus secuencias
Y puede ser empleada para tificar ¢ y sus product (RMA
Yy proteinas). La renaturalizacion depende de la colisién
aleatoria de las cadenas complementarias. Este anélisis se
efectia bajo condiciones especiales de concentracién salina y
temperatura. El parémetro que la controla (andlisis Cot) ests en
tuncién del producto de la concentracion jinicial del DNA
(moles/1lt) y su tiempo de 1 bacién (segundos). El valor
requerido para la reasociacién de la mitad del genoma es Coth, en
donde un valor Cothi mayor implica una reaccién més lenta y
directamentes relacionado con la cantidad de DNA (1,2,9,37).

Por lo tanto, Coty de una reaccién indica la complejidad de
un genoma, al mostrar la cantidad de las difersntes secuencias
presentes. Asi, cualquier genoma puede ser analizado al comparar
su Coth con un DMA de cosplejidad conocida (B, coli) (2):

Coth (DKM deacopocide) . Compleiidad de cualquier genoma

oty (k. sold) 3.2 x 105 pb
la f ia de paticién de una secuencia ‘especifica
deteraina su rango de reasocliacioén. Secuencias de repeticion
relati alta fan rapidamente (valores Cot bajos). -

Mjentras que secuencias uUnicas 1o hacen lentamente (valores Cot
elevados). Los experimentos de renaturalizacién del genoma
sucarionte msuestran que existen 3 componentes cinéticos bisicos:
1) de renaturalizacién rapida, 2) de renaturalizacién interwedia
y 3) de renaturalizacion lenta (1,2).

Los estudios realizados en un gran nuwero de animales y
vegetales han mostrado proporciones relativamente constantes de
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secuencias repetitivas y secusnciass unicas. En mamifercs, las
primeras constituysn -30-40% y las segundas comprenden -60-70%
del genoma total (29,37). En el genoms humanc, las cantidades
relativas son similares: 35% y 658, respectivamente (38,39).

1as secuencias repetitivas se subdividen en dos clases:

ias al te repetitivas (DNA sat) gque constituyen -10% y
ias deradanants repstitivas gque comprenden -20%. las
pri [ ] tran de 500 mil a2 1 millén de veces y las

segundas se repiten de 100-100,000 veces. Estas se encuentran
extensamente intercaladas con las secusncias uUnicas que estsn
presentes de 1-20 veces por genoma haploide (38).

Otra Clase de secusncias son las ds repetiocién imvertida o
palindrémicas. En sl hombre constituyen ~6% (DNA de orden cero} y
comprenden grupos o "clusters® de 2 a 4, dispersos no al azar en
todo el g . Se ran intercaladas con las altamente
repetitivas y las de copia unica. Adesds, se localizan en el
HnRMA, pero no en sl aRNA. los palindroses cortos son sitios de

r imfento para a 1 de restriccién, utiles en el
analisis ial del g {29,38,40).
El patrén de arreglo ial se 4 ibe en términos de

longitudes aproximadas cindticamente definidas, al examinar
secuencias de diferente grado de repeticién. El patrdn de perfodo
corto comprends secuencias repetitivas cortas {0.2-0.4 Kilobases
(Kb)] y no repetitivas (< 2 Xb) alternadas en el genoma (52%).
Tanbién, se ha detectado (Dromophila sp.) un patrén de secuencias
largss no repetitivas (> 20 Kb) intercaladas con repetitivas de
largo indefinido (208). El patrén de periodo corto fue estudiado
en Xanopus sp. y en erizo de mar, aunque &stos también tienen
secusncias no repetitivas largas alternadas con repetitivas de
largo indefinido. En el hombre, se ha encontradoc un patrén de
interposicién de sscuencias repetitivas, no repetitivas y de
repeticién invertida en 50% del genoma. los de periodo largo son
del grupo de secuencias cortas o DNA sat y constituyen la parte
principal de secuencias altamente repetitivas (38).

c. Praccionamiento por Gradiente de Densidad.
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El fraccionamiento del DNA nativo por gradiente de densidad
en CsCl ha permitido una mejor caracterizacion del genosa
eucarionte. Esta metodologia surgié cuando se encontraron
componentes mencres que diferian en sus densidades de flotacién
con respecto a la del DNA total. Estos fueron llamados DNA sat y
correspond a ias cortas de 6-30 pb repetidas
ininterrumpidanente miles de veces. Pueron observados por primera
vez en el ratén, cuyo, ternera y cangrejo. Los valores Cot en
samiferos van de 10-5 a 10-2 (36).

En el genoma de M. BUSCUlUS, en adicién a la banda principal
de 1.701 q/c-’ de sedimentacion, se tra una banda adjunta o
satélite (8%) con densidad de flotacién de 1.690 q/cl’ (41). El1
gradiente de densidad en Ag* Cs,80, revela una banda principal y
varias bandas satélite. En el conejillo de indias una banda
satélite pesada y dos ligeras se observan con respecto a la band
principal. La velocidad del DNA sat en ambos gradientes es
distinto y la composiciéon de sus ias rar te correspond
al valor esperado de densidad de flotacidén en CsCl (1).

Los gradientes de densidad en CsCl han demostrado que el DNA
sat de ratén contiene regiones AT. lLos trabajos de Frilipski y
cols. evidenciaron que el DMA de ternera ss separa en tres bandas
en CsCl (1.697, 1.704 y 1.709% g/a’) que representan 50, 25 y
108, respectivamente (36). Asimismo, Yunis y cols. identificaron
las secuenciass repetitivas del DNA nativo. la técnica comprende
1a hibridacién de un RNA marcado radiocactivasente (m') a partir
de secuencias repetitivas a una sola cadena de DNA nativo y la
determinacion de las densidades de flotacién de los hibridos por
gradientes en CsCl neutro. Bl uso combinado de dsta y la
separacion en Ag* Cs,804, ha permitido el fraccionamiento del DMA
humano en siete componentes principales: 1.698, 1.700, 1.702,
1.705%, 1.708, 1.7:1 y 1.718 q/cu’. Los componentes 4 y 5
comprenden, respectivamente, -25 y 108 del DNA total, mismos que
se observan sh otros samiferos (29).

Marx y cols. encontraron que el DNA humano libre de
secuencias de repeticioén invertida contiene secuencias moderada y
altamente repetitivas, que sedimentan en 5 fracciones diferentes
en CsCl (Cot 1). Tres de datas (6% del genoma) poseen propiedades
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semejantes al DNA sat, las restantes sedimentan a 1.70) y 1.714

g/cm® (7 y 9t del g , Tespecti e). Cada una consiste de
una cuarta parte de ias alt te repetitivas y tres
cuartas partes de jas que renaturalizan con Cot) ds 14 y
7.2, respectivamente (29). Corneo y cols. reportaron 2
omp con ias repetitivas de rapidez intermedia ‘o

intersediario lento que difieren de los encontrados por Karx y
cols. Pl primero consiste de fragmentos de 24 Kb (semejante a la
fraccion del DMA sat) y el segundo, tiene fragmentos de 600-1800
pdb espaciados con secuencias mis complejas. Este se encuentra
disperso a lo largo del genoma (29).

Nediante la combinacion de gradientes de Ag+ Cs,50, y CsCl
es posible obtener 4 componentes Bayores, 4 componentes menores y
3 satélites del DNA humano. La densidad de flotacién y la
cantidad relativa de los bcomp t del Bp te principal
del genoma de mamiferos muestra diferencias especie y tejido-
especificas. En los componentes Benores, es posible gue uno de
ellos corresponda al rDNA y otro al DNA mitocondrial (mtDNA) (29).

4. Secuencias Repetitivas y DNA Satélite.

1a mayorfia del DMA altamente repetitivo puede ser aislado en
forsa de DNA sat. En insectos y cangrejos cada DNA sat parece ser
homogéneo. Usualmente, una unidad de ia corta corresp
casi siempre a DNA sat (90%). En D, virilis existen 3 diferentes
tipos de DNA sat, asf como un DNA sat criptico (DNA altamente
repetitivo que no se separa como un DNA sat). Todas ellos poseen
una longitud de 7 pb y representan -~40% del genoma. En D,
Atlancgaster hay 4 diferentes DNA sat presentes en grandes
blogques. No hay variacién en la cantidad de los DNA sat I, II y
IV, con un rango en el numero de copias de 400 mil a 1 wmillén de
veces (5.2, 2.6 y 3.8%, respectivamente). El1 DNA sat III tiene
una secuencia compleja de 378 pb con una variacién considerable
(4%). En algunos cangrejos, el DNA sat tiene una longitud de sélo
2 pb (=AT-) y comprende ~30% del genoma (1,2,12).

En roedores, las secuencias que cosprenden cada DNA sat
muestran divergencias entre las unidades “en tandem". La
digestion con enzimas de restriccion muestra que el DNA sat del
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coneiillo de indias p tres ias diferentes. Dos de
estas (II y III), difieren en proporcién con sus componentes
senores (42). Por otro lado, cuando el DMA sat de M. RuUsCRlus es
cortado con EcoRII, exhibe una serie de bandas que incluye una
ia predomi de 234 pb (60-70% del DNA sat total). Este
representa -10% del genoma y contiene jas de h 300 pb,
en las que las hexaméricas son las mis frecuentes (2,12,42). En
el cobayo, por gradiente de densidad en CsCl, se han identificado
2 familias de DNA sat. E1 empleo de Ag'' y ng'' nha permitidoe
identificar 4 secuenciass hexaméricas diferentes, con un bajo
contenido de AT. En la rata cangurc (Ripodomys oxdi) existen 3
DMA sat diferentes con secuencias de 3, 6 o 10 pb (12).

Algunas fracciones de secuencias repetitivas no se separan
por gradientes de densidad. Estas son similares al DNA sat, pero
sés complejas. En Apodsmus agrarius el DNA sat tiene una longitud
de 200 Xb y la unidad repetitiva identificada por reasociacién
(330 pb) es en realidad mis corta, debido a los efectos de mal
apareasiento. En el DNA de ternera, también se observa este
fendmeno sUn con una longitud mucho mis corta (17 Kb). Estas
secuencias son similares a las del DNA sat, con mayor divergencia
e interdisp con ias unicas (42).

En el genoma husmano se han reportado 8 familias de DNA sat,
cuatro de ellas fueron designadas cronolégicamente como I, II,
II1 y IV por Corneo y cols. (43) y otras cuatro nombradas A, B, C
y D por Chuang, Saunders y cols. (9,40).

Cabe sefialar que no todos los DMA sat reportados fueron
aislados de muestras similares y por los mismos procedimientos.
Usualmente 3 diferentes gradientes de densidad fueron utilizados:
cscl, M* cs;80, y Bg*' Cs;50, con DMA total o previamente
fraccionado. Ademis, se emplearon fracciones de Cr obtenidas por
cromatografia NAK o por anélisis Cot (40).

Basicamente el DNA sat se caracteriza de acuerdo a su
comportamiento en gradientes de CsCl neutro, en CsCl alcalino,
donde puede analizarse cada hélice por separado, y en CsCl neutro
después de reasociar bajo condiciones definidas (40) (Tabla 1).
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Tabla 1. Densidades en CsCl del DNA Sat Rumano (g/ml) (43).

Caracteristicas DA DWA DNA OMA
sat 1 sat II sat III sat IV

Mativo en CsCl neutro 1.687 1.693 1.696 1.700
Denaturado por T 1x8SC 1.703 1.704 1.715 1.716
Renaturado a Cot = 0.1 1.694 1.696 1.703 1.706
Cadenas separadas en 1.707 1.740 1.740 1.730
CsCl alcalino 1.738 1.750 1.754 1.742
Cadenas separadas en 1.649
€sCl neutro 1.712
Diferencia de densidad
entre cadenas separadas 0.031 0.010 0.014 0.012
Cantidad relativa (%) 0.500 2.000 1.500 2.000
Posicién en Ag* Cs,50, ligero pesado 1igero pesado
RBlusicn en columnas MAK tardia temprana tardia temprana

Al analizar la banda principal del DNA de reasociacién
répida, se han observando dos fracciones diferentes llamadas cc y
8. E1 componente o tiena una densidad de 1.703 g/ml (7% del
genoma), se cbtiene del DNA de bajo peso molecular y se encuentra
interdisperso entre las secuencias unicas. El componente B tiene
una densidad de 1.707 g/ml (10% del genoma), se obtiene del DNA
de alto peso molecular, al parecer @8 rico en HC C y se localiza
en grandes bloques a 1o largo del genoma (43).

Las fracciones A, B, C y D aun no estén bien caracterizadas.
Mo se ha observado una adecuada desnaturalizacion y sus
proporciones, en el DMA total, no estan bien definidas. E1l DNA
sat A tiene una densidad de 1.712 g/ml. Las cadenas no
desnaturalizan en CsCl alcalino (1.775 g/ml) Yy es rico en GC
(53.8%). El DNA sat B tiens una densidad en Ag* Cs,50, y en CsCl
neutro de 1.726 g/ml. Al parecer tiene propiedades de TXDNA y
espaciadores. E1 DNA sat C se cobserva, en Ag* Cs,50, como una
banda ligera con una densidad de 1.703 g/ml. El DNA sat D posee
una densidad de 1.72 g/ml en CsCl neutro y de 1.782 g/ml en CsCl
alcalino (40).
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3. Relacitn entre DMA Repetitivo y Heterocromatina
Constitutiva. :

En micleos interfésicos, es posible separar la HC de la EC
por métodos fisicos. La extraccién de la fraccion heterocromética
muestra una gran cantidad de DNA sat. Sin embargo, el DNA aislado
ain requiere puriticacion y la HC no siempre equivale a la HC C.

Los wétodos moleculares, cowo 108 de hibridacidén in aity, se
pueden aplicar en los cromosonas metafésicos para localizar
iss alta y moderad repetitivas, asi como transcritos
(aRRA) de repetitividad intermedia y de copia miltiple. Ia
técnica consiste en hibridar moléculas de RWA® con el DMA de los
cromosomas en matafase. Inicialmente, las preparaciones se
someten a diversos tratamientos y condiciones uincxtlcll
(tiempo, concentracién y tesperatura) para desnaturalizar el DMA.
Lusgo, se producen los hibridos con el RNA", los cuales tendrén
una localizacién especifica para cada wmarcador empleado (44).
Esta mstodologia ha parmitido el estudio de la HC C en numerosos
grupos de organismos, tales como insectos, anfibios, aves y
saniferos, 1o que sugiere gue esta dltima posees una gran cantidad
de DMA altamente repetitivo, en especial, DNA sat (12).

a. Localizacién Cromosdmica (DMA Sat).

Los primeros estudios para elucidar el tipo de secuencias en
el DNA se realizaron al purificar y fraccionar, por gradiente de
densidad en CsCl, micleos de ' 4nd una elevada
cantidad de DNA sat. Mis tarde, Yasmined y Yunis observaron gque
1a MC de las células de higado y ceredro de ratén estén asociadas
a mucléolos y contiene 70% de DMA sat (11,29).

Pardue y Gall mostravon, por hibridacién in situ, que las
secuencias satélite del ratdn estaén confinadas a la HC C (cen) de
todos los cr , a pcion de una cantidad minima en e} Y
(31). En interfase, estas secuencias se asocian a 1los
cromocentros (HC perinucleoclar) gue parecen formarse por
agregacion de la HC centroamérica. Resultados similares se
obtuvieron en el DNA del conejillo de indias, ternera, M.
agresti, rats canguro, cangrejo y hombre. Se concluye que el DNA
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sat generalmente corresponde a -10% del gencms y que existen
diferentes tipos, dada su cinética de reasociacién (11,29).

Algunos trabajos con el genoma de M, Agrasti, se encontrd
que 28 es DNA sat I y 63 es DNA sat II, pero sin correspondencia
con la cantidad de HC C (-20%). Al caracteriszar las secuencias
repetitivas de la REC C se cbservé que no sélo contenia DNA sat,
sino también ias d te repetitivas (15%) (11). BEn
otras especies (M. pennsvlvanicus y Ellobius lutescens). la
cantidad de HC C es menor y estas variaciones son a expensas del
DMA alta (2 y 1.5%, resp i te) y d d te repetitivo
(8t en las dos especies). Por lo tanto, la HC C también contiene
otros t demés de DNA sat (11). En vacunos, se han
ld.ntiﬂcado 4 DMA sat. Uno parece ubicarse en los cen de todos
los autosomas; los otros en algunos cen. El cromosoma Y, al igual
que el del ratén, carece de DNA sat en la HC centromérica (2).

En las regiones teloméricas e intersticiales de 1los

cr s fIr te se hallan cantidades minimas de HC C.

Empero, en algunos mamiferos (hamster chino y sirio, M. agresti,

etc.), brazos cromosémicos completos pueden ser de HC C,

principalsente 108 de los sexuales. En otras especies (ratén

silvestre), 1la HC se encuentra en algunos autosomas. Algunas

excepciones se observan en hamst chino, donde la HC de Xq y de

los cromosomas 10 ¢ ¥, no contiene DNA altamente repetitivo. la

distribucién de las secuencias satélite en aves y serpientes

parece ser de varios tipos y en ambos hibrida en la regién

heterocromdtica del cromosoma W. 2En algunas aves de corral, la

; HC C se halla en los microcromosomas y en el gorrién (Passer
: domasticus) en los cen de los macrocromosomas (2,9).

La hibridacién in situ en insectos (Diptera) muestra que el-
DNA sat se localiza en las regiones centroméricas, NOR,
teloméricas e intercalares de los cromosomas. En D, melancgaster,
los 4 DNA sat tienen una distribucién especifica: el DNA sat I en
el cromosoma 4 ¢ ¥, el 1T enel 2, 3 e Y, el IIT en el X e Y y el
IVen el 2 ¢ Y. Las regiones ccy 8 de la HC C hibridan, cada una,
con secuencias de diferente grado de repetitividad (2,29,45). La
mayoria de las secuencias moderadamente repetitivas se localizan
en la HC B8 y algunas estan distribuidas en los cromémeros de
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todos los cromosomsas, principalsente en el X. En el erizo
argelianc, el DMA soderadamente repetitivo posee 23% del gencsa y
osts ubicado en la BC intercalar y bandas Q positivas (36).

En el hosbre, ¢l DMA sat de los cromcsomas metafésicos se
localiza esencialmente en la BC C (cen), en las h y cercanc a las
BOR. Aun cuando los resultados son confusos, existe gran
concordancisa en la localizacién de los DMA sat I-IV des las
regiones pericentroméricas de varios cromosomas y regién distal
de los brasos larg del cr Y (Yq distal). No obstante,
por hibridacién in situ de varias fracciones cromosémsicas, el DNA
altamente repetitivo no esté restringido a cromosomas

peciticos. t localisarse en los cen y teldmercs y
regiones hctontichlu. Esto demuestra que el DNA respetitivo no
o8 exclusivo de las regiones de AC C (46). E) DNA sat B esté en
las NOR de los acrocéntricos y la localizacién de los restantes
(OMA sat A, C y D) ha sido poco estudiada (36).

£1 DMA sat I tiene una distribucién cr éaica disp . Bl
DMA sat II estd concentrado en las regiones pericentricas de los
cromosomas 1 y 16 (hibridacion de periodo corto). Por exposicion
a periodos mas largos, la HC del cr 9 se ob va
notablemente. Bsto podria interpretarse como un indicador del
nimero relativo ds secuancias presentes en la BC C, ya que los
cromosomss 1 y 16 poseen mis de estas secuenciss que el 9 (47).
Bepero, existe una gran afinidad de estas secuencias por la HC
del cromosoma 9 y précticamente ninguna hibridacién con los
cromososas 1 y 16. Ademds, la HC de los cromosomas acrocéntricos
exhiben una cantidad consid le de ias satélite. En
conclusion, la HC de los crowososas 1 y 16 contiene muy poco DNA
sat y de un sélo tipo de secuencia (48).

Hsu y cols. fraccionaron el g h por crosatografia
de eslusion térmica y las secuencias repetitivas encontradas se
esplearon para hibridacion in situ; las siguientes conclusiones
fueron: a) la HC C se compone de varios tipos de secuencias donde
casi toda es cantroadérica y de un sélo tipo, D) algunos segmentos
de HC (cromosoma 9) parecen tener una composicion més heterogénea
an secuencias que otros (cromosoma 1), ¢) las fracciones del DNA
repetitivo se localizan en los cen, telémeros y regiones
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intersticiales, d4) las ias d d te repetitivas se
distribuy en tod los cr . siendo ligeramente mayores
en los teldmeros y e) las fracciones repetitivas con mayor
contenido de GC tienen menor afinidad por los cen (49).

Por hibridacion in situ, 7 t con bandas C no parecen
tenar ninguno de los 4 DMA sat convencionales (cromosomas 2, 3,
4, 6, 8, 11 y 12). Pero existen cromosomas como 1, 9, 13, 14, 15,
20, 21, 22 e Y, Que poseen grandes cantidades de uno o mis tipos
ds ias. Los cr 9 e Y contienen los niveles nis
elevados, mientras que los restantes contienen cantidades
intermedias. Es interesante seflalar que el cromosoaa 16, a pesar
de tener un gran segmento C, solo contiene una pequefia cantidad
de DNA sat II. Esto permite suponer que el DNA sat total (6-108%)
representa sélo una porcién de la HC C total (~20%) en el genoma
humano (26,45,50).

Los resultados de hibridacién jin aity con HC C en diversos
laboratorios muestran contradiccién. Por ejemplo, Jones y cols.
reportaron que el DNA sat III se encuentra principalmente en el
cromosoma 9 y, en menor cantidad en los cromosomas 1, 16 y
acrocéntricos. Mientras que Moar y cols. ademés 1o reportaron en
los cromosomas 7, 8, 130, 11, 17-20 e Y. Por otra parte, los
cromosomas 9 y 15 exhiben marca con RNA complementario (cRNA) de
6 de 108 8 DNA sat y en el Y se marcan 4 de ellos (40) (Tabla 2).

La localizacién de los diferentes DNA sat en los cromosomas
acrocéntricos se ha establecido por medio de translocaciones
familiares, encontrindose en brazos cortos, cen, NOR y satélites
citolégicos. Cabe sefalar que la cantidad de secuencias satélite
presenta un amplio rango de variacién en los cromosomas de cada
individuo. Los satélites citolégicos son muy heterogéneos en su
contenido de DNA sat. Algunos los poseen, otros no y son
independientes del t fio @ intensidad de fluorescencia (51,52).

Moar y cols. (1975) observaron por autorradiografia gue la’
marca del cariotipo humano en la hibridacién jn gity es
dependiente de la temperatura de incubacién. Ello demuestra que
los resultados para del DNA sat humano no son definitivos (57).
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Tabla 2. Localisacién Cromoedmica del DNA Sat Husano por
Eibridacién in gitu (36,40).

DA sat Cromosomas Principales Otros Referencias
I 4 33
4 1,3,13,14,16,21 S4
,Y 14,15,21,22 £1
1z 1 9,16 47
 § ] 53
9,Y 1,1%-17,21,22 5
111 ] 1,16,9Tupos Dy G s6
Y 53
9,15,Y 13,14,20-22 55
1,7-11,13-22,Y 37
1,3-5,7,9,10,
13-18,20-22,Y s2
v  § 53
9,15,Y 13,14,20-22 1]
A No localizado 58
B Bucléolo (acrooéntricos) L1
c ] grupos Dy G 48
| ] L] €0

La localisacién jin aitu de las secuencias moderadamente
repetitivas se ha establecido en D, melancgaster, M. agxesti y
erizo de mar, encontréndose en este Ultimo en la HC intercalar
(11,36) . En el hombre, se localiza en las bandas Q positivas. Aun
cuando no se han encontrado en la NC intercalar, 10s Cromosomas
13 y 18 poseen grandes bandas G positivas y cantidades
interdisp de DNA repetitivo. Las secuencias palindrémicas se
distribuyen por tod los cr La hibridacién in situ
usando transcritos de repeticién intermedia marcados con 1135,
indica que este RMA nuclear de bajo peso molecular se evidencia
en las regiones C de los brazos cortos de los acrocéntricos (36).

Bvidentemente, la HC C contiene mucho més DNA que DNA sat.
+ Alg de ias también se han localizado al utilizar
endonucleasas de restriccison en el genoma humano y son similares
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a algunas fracciones satélite, pero difieren en el sitio de corte
de la enzima o en sus densidades de flotacidén. En conclusioén, la
HC C consiste de secuencias satélite simples y complejas, asi
como de otras secuencias tipo satélite (26).

Prommer y cols. emplearon sondas sarcadas con Brdu para
localizar el DNA sat IIT humano. La sensibilidad y exactitud de
la técnica se comprodbdé usando como sonda un segmento de 2.5 Kb
del cromosoma Y. Este procedimiento es rapido y reproducible con
una sensibilidad similar a 1la de hibridacién jin gituy. Bl marcado
se observé en dos regiones C del cromosoma 9, en dos cen y brazos
cortos de los acrocéntricos y en el cen y regiéon distal de Yq,
as{ como en el cen de los cromosomas 1, 16, 17 y 20. Bstas sondas
pusden ser utiles para detectar transcritos y localizar DNA de
copia uUnica sobre los cromosomas humanos (61).

Ultinsamente, empleando DMA biotinilado de 2 DNA sat, clonas
de DNA repetitivo, clonas pHuR 98 y 195 (especificas para los
cromosomas 9 y 16, respectivamente) y clonas Y-especificas (pY-
3.4A), se ha caracterizado a los cromosomas humanos. Estos fueron
sisulténeamente tefiidos con DA/DAPI para identificar 1la HC C de
los crowoeomas 1, 9, 15, 16 ¢ Y. Se observé que la clona pHuR 195
hibrida en la HC de los cromosomas 1 y 16, la clona pHuR 98 en la
del cromosoma 9 y la clona pY-3.4A en los cromosomas 9, 15 e Y.
La distribucién de las 3 clonas corresponde con los diferentes
tipos de secuencias de la HC. M4s aun, las clonas pHuR 98 y 195
pueden explicar las propiedades fluorescentes sobre la cual se
basa la clasificacién citogenética de la HC (62).

b. Localizacion de otras Secuencias Repetitivas.

Las secuencias del DMA sat no son simplesente secuencias
repetitivas, sino que cada una contiene una mezcla de secuencias.
Algunas de ellas pertenecen a una sola familia, mientras otras
son diversas y dan una reaccién cruzada. Diferentes DNA sat
también tienen secusncias similares y reaccién cruzada (26).

El estudio de las secuencias repetitivas ha permitido

determinar su gran complejidad (26). Cooke (63) y Schmidtke y
schmid (64) con HaemIII aislaron dos secuencias - diferentes y
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especificas del cr Y. Amb comprend ~70% de la regién
C. Una es un fragmento de 3.4 Kb y se localiza en toda la HC C ¥y
la otra es de 2.1 Kb que se ubica en la parte terminal de la
regién C. McKay y cols. encontraron que: a) en la fraccioén de 3.4
Xb (Pr Y 1), la cantidad es proporcional a la longitud del
segmento fluorescente de Yq, b) la cantidad de la secusncia varia
sin cambiocs en la misma, ¢) el DNA femenino contiene secuencias
de tamafio variable y similares a las del cromosoma Y y d) el
fragmento de 2.1 Kb (Pr Y 2), puede ser Iindependiente de 1la
secuencia anterior, aun en el cr Y de o normal (65).

Bostock y cols. identifi otra weaclia pecifica del
cromosoma Y ean la fraccién satélite IIXI y digerida con Haelll.
los resultados sugieren que el fragaento de 3.5 Kb, incluido en
la HC C, comprende cerca de 15% del DNA del cromosoma Y. Se
localiza en la banda ql2 y en lIa porcién no fluorescente
adyacente a ella. Empero, existe un increamento desproporcional y
menor de este fragmento en individuos con Y largos (66).

Cantd y cols. (1989) analizaron por hibridacidén jin situy
secuencias repetitivas derivad del cr Y (mondas DYZl y
DY¥22). La autorradiografia en metafases con bandas G mostré que
ambas sondas hibridan en Yq. Con &lcali, el marcado con DY22 se
redujo bastante (58-82%). Estos hallazgos demuestran que la HC ¢
de Yq contiene, por lo wmenos, dos fracciones repetitivas con
diferentes sensibilidades al slcali y que DYZ2 mapea en Yq distal
Y puede ser no heterocroastico (67). Una localizacioén muy
particular de fragmeantos clonados de DNA alfoide (pHSOS) a partir
de Pst 1, muestra una hibridacién pericentromérica en todos los
cromososas. ODiferencias significativas intercromosémicas entre
individuos se detectan con respecto al numero de copias. La mayor
parte del marcado (~278) se observa sobre 1la regién
pericentromérica del cromcsoma 3 (68).

£l anflisis del DNA humanc con endonhucleasas de restriccion
ha revelado varias familias de DNA repetitivo. Una de ellas (DNA
sat 0¢) comprende fragmentes repetitivos en tandem de 340 o 680 pb.
las sondas de un fragmento a clonado de 340 pb (EcoRI) y de uno
de 2 Kb (BamKI) de la regidén pericéntrica del cromosoma X
muestran, en algunos cromososas {3, 4, 21, X e Y), que este DNA
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sat o se organiza en un mimero limitado de dominios. Adeass,
subtipos de éste scbre cromosomas individuales difieren entre si
con respecto al sitio de corte y grado de secuenclas
relacionadas, ganizand pecifi en el cen de cads
cromosoma (69). Asimismo, Delattre y cols. al aislar una
secuencia satélite especifica de 635 pb, hallaron que consiste de
3.7 sonémeros de DMA sat a de 170-171 pb cada uno e hibrids en
3cen de una regién de 2,750 pb en tandem (HindIII y Taql). Esta
secuencia ha divergido y sufrido una amspliticacién después de la
especiacién husana. La amplificacién permite un fécil monitoreo
al hibridar la regison 3cen con una sonda no radiactiva (70). ’

Greig y cols. caracterizaron un miembro de la familia del
DMA sat <. La sonda es especifica para células somsticas hibridas
Y permite la deteccién de dominios en nicleos interfésicos. la
hibridacién in aitu indica que esta clase de DNA sat o (D1622) es
exclusiva del crososoma 16 y estd organizado en una serie de
dimaros (340 pb) en tandem de 1.7 Kb de unidades repetitivas. El
D1622 total comsprende -1,400-2,000 Kb del DNA centromérico y sus
secuencias son altamente variables (71).

La hibridacién del DMA humano con tres monémeros de 68 pb de
la familia SaulA, indica la coexistencia con un bloque SaulA de
unidades divergentes de secuencias no relacionadas. El andlisis
de estos fragementos (con una longitud total de 1900 pb), muestra
la presencia de “clusters®™ Sau3A con diferentes grados de
divergencia y dos regiones de -100 y 291 pb, no relacionadas a la
familia. Una secuencia constante deriva de los 24 mondémeros SaulA
identificados entre las regiones altamente variables y dos
variantes de 8 y 10 pb, respectivamente. El fragmento de 291 pb
no relacionado a Sau3lA, utilizado comc sonda y digerido con una
bateria de enztimas de restriccién, define una "nueva® familia de
DNA repetitivo. Esta, tiene periodicidad con HaeIIl (familia
HaeIlI) y una estrecha relacién en sus secuencias con Sau3A (72).

Algunos “acrocéntricos con brazos cortos grandes (Dp+),
contienen jas ¥ pecificas que probablemente son producto
de translocaciones. La relacién de éstas con el DNA sat es
incierta, pero tal vez pueden encontrarse en los DNA sat I, III y
IV. Se ha encontrado otra secuencia (HS3) derivada del DNA sat
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‘TIT (BooRI) y clonada an XgtwES. Estudios de hibridacién in situ
usando cRA, revelan que s& localiza en la regién igh. El marcado
en otros cromcsomas (9, 15 y 16), es aun desproporcionsl a la
cantidad de DNA sat e inconstante en diferentes sujetos (26).

Reportes de otras secuencias particulares han mostrado
también cierta homologia con las secuencias satélite. Por
ejemplo, se ha demostrado que existe una estrecha relacidén entre
la hibridacion y el tamafio del segmento 1gh. Las secuencias,
aisladas de DNA masculino y HS3, son especificas del Y y del 1,

i te. Otras ia de 340 pb de la fraccién satélite
(lcolu), se localiza en la HC C de los cromosomas gue no tienen
DMAs sat convencionales. Dos Cragmentos adicionales (EcoRI) de
176 y 352 pb, muestran una densidad de flotacién similar al DNA
sat IV, pearo difieren entre ellos. Una secuencia mis de 2 Kb de
DMA humano digerida con Bamlil (clonado en pBR322) se localiza en
el cen del cromosoma X (26,45).

Otras secuencias repetitivas que han despertado smucha
polémica en la ultisa década son las secuencias Bkm. Fueron
identiticadas inicialmente en las serpientes (Bungarus fasciatus)
como un DMA sat wmenor. Estas, juntc con el DNA sat IV, se
identifican en el cromosoma ¥. Posteriorments, algunos hallazgos
revelaron que las secuencias Bka estin en ambos sexos. En aves,
aungue el cromosoma W contiens la familia Bkam, su constribucién
parece ser mencr. En mamniferos, las secuencias Bkm al parscer se
localizan en la regién sucromética del cromosoma Y y pudieran ser
indispensables para la determinacién del sexo (73).

c. focalizsacién de las NOR.

Las WOR son los sitios worfolégicos de los nucléolos que se
forman al final de la division celular. Pueron identificadas como
h no tedidas de los cr acrocéntricos a partir de su
asociacién en wmetafase (rosetas) (74). Comprenden copias
miltiples de los genes ridosémicos mayores y se han encontrado en
plantas y animales. Asi’ por ejemplo, las NOR de 506 especies
diferentes fueron identificadas de un total de 717 cromosomss a
partir de 34 familias de entre monocotileddneas, dicotileddneas y
organismos gque van desde las algas hasta el hombre. En 86%, la h
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se encontrd¢ en 10s brazos cortos y la localizacién de estos genes
en relacién al cinetocoro y a los teldmeros es la misma,
independientesente de la escala filogenética eucarionte ({75).

La hibridacién in situ se ha empleado también para localizar
los genes ribosémicos que codifican para los rRNA 55, 185 y 265
en D. mslanogaster y Xepopus laevis (74). Se encontrd que los
genes para los rRNA 55 de D, melanogaster son "clusters®™ en una
sola banda del brazo derecho del cromosoma 2. En contraste, los
TDNA 55 de X, laevis se localizaron en las regiones teloméricas
de 1los brazos largos de casi todos 1lo0s cromosomas. Su
localizacién es diferente a la de las NOR, pero en una linea
cultivada, 1a hibridaciéon es detectada cercana a éstas (76).

Los eucariontes suestran una estrecha homologia en 1la
distrubucién de los cistrones 18S y 28S, mientras que los genes
para el rDNA 55 se distribuyen en diversos sitios del genoma. -El
nimero y la posicion de las NOR varia entre especies y 1la
clasificacién de los cariotipos depende de su patrén de
aistribucién. Corollia perspicillata tiene una sola NOR en el
cromosoma X, mientras que en N, agresti se distribuye en varios
autososas. Aunque las h en general son ‘sitios NOR, otras NOR no
comunes son terminales (Cricetulus griseus y Corcllja castanea) o
centroméricas (M. musculus y M. agresti) (74).

Los cistrones ribosdmicos en el humano (de 50-300) se han
localizado por hibridacién jin gity con un promedio de 213 por
genoma haploide. Los genes que codifican para los ribosémicos
mayores también se hallan en las NOR. Asi, los genes gque
codifican para los rRNA 18S y 285 fueron asignados a los brazos
cortos de los cromosomas acrocéntricos (grupos D y G) (36,74).
Ademis, se conoce que en las NOR las secuencias de rDNA estan
espaciadas por HC (36). Los genes rDNA 5S, que constan de ~2,000
copias por genosa haploide, estdn amplia pero no exclusivamente
localizados en tandem en el extresmo distal de Yos brazos largos
del cromosoma 1 (banda 1g43). En interfase, estin frecuentemente
asociados al nucléolo (36,44). Al hibridar estas secuencias con
H3-CRNA en una columna de hidroxiapatita, se observa una unioén
preferencial con la HC de los cromosomas 1, 2, 3, 9 y 16 (44).
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D. ASPECTOS EVOLUTIVOS Y FUNCIONALES DEL DNA REPETITIVO
(DMA SAT) Y LA HETEROCROMATINA CONSTITUTIVA. .

El problema de establecer como dos especies pueden estar
relacionadas filogendticamente es todavia discutido. Espero, las
diferencias existentes entre el genoma de uno y otro organismo,
es posible entenderlas si conocemos a fondo la organizacién y
funcién de cada una de las diversas ias implicad en la
especiacién. E1l significado del DNA altamente repstitivo es
obscuro y su funcién ain es desconocida. No obstante, nuevas
perspectivas son propuestas para descubrir la naturaleza
intrinseca de lo8 g eucari Una s de abordar este
problema es comparar por andlisis Cot el DNA de sespecies
relacionadas. Asi, se obssrva como las secuencias han cambiado,
el DMA se ha diversificado o se ha mantenido en cantidades
similares y las proporciones de las secuencias repetitivas y no
repetitivas se han alterado durante la evolucién.

1. Howmologia de Secusncias.
a. Andlisis en Primates.

En la actualidad, algunas aseveraciones se han hecho acerca
de los origenes del DNA sat humano, el curso de la evolucién de
los primates y la naturaleza misma de la AC C. La evolucion del
DMA sat humano es atribuible en gran parte a las diferencias que
existen con los genomas de primates.

Guamerson encontré en 1las superfamilias de primates
Cercopithecidae y Anthropoidae que la mayoria des los cambios han
ocurrido en la composicién de las secusncias repetitivas (77). En
1a primera, el baboon o gran simio de Africa y Asia (Papio papic)
(PPA) y el mono verde de Africa (Cercopitheacus asthiops) (Ca®)
tienen -50% ass DNA repetitivo que el mono hesus o pardo de la
India (Macaca mulatta) (M@U). Estas diferencias probablemente
ocurrieron hace 15 millones de afios (m.a.) por adicién de nuevas
secuencias, ya que el DNA es poco divergente. Primates.
superiores, como el gibbon (Hylobates lar) (HIA), el chispancé
(kan troglodvtes) (PTR) y el hombre (Homo sapiens) (HSA), han
presentado menos modificaciones en su genoma (50,78). El mono
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verde tiene un DMA sat (1.699 gr/sl) que cowprende ~20% del

Adesnds, p otros dos DMA sat que varian en cantidades
conlldcnhlu {1.711 y 2.718 g/al) y representan -~11% del DMA
total. El baboon tiene dos DNA sat (1.700 y 1.71¢ g/ml) que
constituyen -5-10% del genoma. Estos se localizan en la KC
centromérica de 1la mayoria de los cromosomas (50).

Bl DNA de ressociacién lenta (Cot 1 a 100) contiene familias
de sscuencias de 10~2000 miembros. Los Hominidae tienen la
tercera parts de sus secuencias repstitivas en este rango,
miantras que los Cercopithecidas tienen més de 1000 copias. Los
lorisidae, como loris loris (L10), también tienen familias de

ias y unas tas reasocian con Cot 1 y 10 (50).

Ciertas fas al repatitivas de primates estén
suy conservadas y se alteran mis ripidawmente en la evolucién que
las de copia uUnica, tal ver por tener nmenos funciones
d dientes de ia y tolerar cambios. EZmpero, una fraccidén
(:ot) del DMA repetitivo h que ia con la del gibbon,
se comporta como un DNA no repetitivo, por lo que ha cambiado a
una tasa similar a la del DNA humano (77). Las secuencias de
diferentes -especies si son similares forman heteroduplex con una
estabilided térmica semesjante s la de las homoduplex. En
primates, estas ultimas revelan una sorprendente cantidad de DNA
repetitivo conservada en forma no divergente durante un gran
perfiodo de la evolucion. En el mono rhesus (5.65% de DNA
repetitivo), una proporcién no divergente exhibe, en el
heteroduplex con el DNA de badboon y de humano, la misma
estabilidad que sl homoduplex. Esta fraccién a con respecto
a la distancia tilogendtica. Asi, 803 de la fraccién es comin
entre rhesus y baboon y sdlo 50% entre rhesus y el hombre (50).

También, 1la conservacién de las jas | d t
repetitivas (rDMA) es bien conocida. Por ejemplo, los genes YDNA
de insectos forman heteroduplex con los de anfibiocs y estos con
los del hombre. La calidad de los heteroduplex formad a
YRNA, muestra una reduccién gradual que va desde las bacterias
hasta organismos superiores y un incremanto en el radio GC/AU
deade los hongos hasta las fanerdgamas (50).
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La relacidén entre 1la estabilidad térmica del DNA y 1la
existencia de un mal aparesamiento ha sido ampliamente estudiada.
En primates, existe divergencia del rDNA 28S en algunas especies
(Tabla 3). Esto fue demostrado, al comparar los tiempos de
reasociacién (Tr), al hibridar los rDNA 285 de diferentes
espacies. Hubo un incremento proporcional de los Tr con respecto
a la distancia filogendtica. la reduccién en 1la estabilidad de
los heteroduplex refleja claramente la divergencia de 1las
especies, semsjants a la detsrminada paleontolégicaments. Cuando
se ajustan a los afios de la divergencia evolutiva, se ssatablece
un valor casi constants, lo que sugieren que los cistrones 288 de
los primates divergen con la misma tasa esperada. Asi, la
divergencia de los cistrones rDNA permite calcular la tasa
evolutiva entre los grupos (50).

Tabla 3. Bvolucién de los rDNA 285 en Primates (50).

Especies Tr Diferencia § Diver- Divergen- § Divergen-
Comparadas (°c) 48 Tr (°c) gencia cia (m.a.) cia (m.a.)
HSA-HSA 5.5 0.0 0.00 [ 4] 0.000
ASA-PTR 83.5 2.0 1.33 30 0.044
HSA-PPA 82.0 3.5 2.3 60 0.039
HBA-A.BP' 80.0 5.5 3.66 90 0.040

#* Mono arafia o arbusterc de América (Atales specias).

b. Homologia entre los Primates.

La presencia de varios tipos de DNA sat en el genoma humano
hace suponer una relacién con los de los primates superiores.
Esto también se corrobora con la técnica de hibridacién cruzads
empleando CRNA sat humano. Los cambios del DNA sat con respecto a
la tasa del DNA no repetitivo, han sido estimados en el ratén,
originindose hace ~4 m.a. lLos valores estimados de la edad del
DNA sat son diversos y estan dados por un factor de tres,
asumiendo que la mayoria de los cambios en las secuencias unicas
cor pond alat base de los codones codificantes (79).

(1)



Usando un factor de mal apareamiento (1.6°c = 1%} es posible
obtener grandes diferancias en la divergencia de 3 de los 4 DNAs
sat humanos convencionales. Esto indica que su orden de aparicion
{edad progresiva) es DNA sat II, I y III. Asignando un valor para
1a tasa de sustitucidn de las bases en el DNA sat, es posible
estimar 1las edades absolutas representadas por estas
divergencias. EZmpero, sélc se han estimado los valores derivados
de las divergencias del DNA de copia unica durante la evolucién
de los primates (79) (Tabla 4). Koh b © 14 datos a
un factor de mal aparsamiento de 1°c = 1.5%, los cuales se
wmoditicaron después al utilizar un factor de 1.6°c = 1% (80).

Tabla 4. Anslisis Comparativo de la Divergencia del DNA Sat en
los Primates (79).

DNA $ de Cambios Tiespo Total de % Divergencia
Cosparado {Divergencia) Divergencia (m.a.) del DNA Sat Hum.

HSA-PTR 1.00 a0

HSA-HLA 2.48 60 1.2 (II)
HSA-CAE 4.10 90 3.7 (1)
HSA-MNU 4.00 90

HSA-CCA 6.96 130 6.2 (11X)
HSA-Gdlago 21.60 160

La divergencia del DNA sat IIY de Cebus capusinus (CCA) ha
sido similar que 1a del hombre, con un tiempo de divergencia
paleontolégicamente estimado de 130 m.a., por lo que el valor
méximo para la edad del DNA sat IXI humano es de 100 m.a. Emperoc,
suponiendo que la tasa actual de divergencia de una secuencia
satélite es 3-4 veces mis rapida, se esperaria una edad de 25-30
m.8. para este satélite (Oligoceno). Calculos similares estiman
una edad de 20-25 m.a. para el DNA sat I (Mioceno Temprano) y de
9~12 m.a. para el DNA sat II (Pliocenc). De acuerdo a ésto, el
chimpanceé y el hombre divergieron hace 4~30 m.a. (79).

los métodos de secuenciacién de aminodcidos, han supuesto

edades mis recientes. Es interesante referir gue s5i el DNA de
copia tnica del hombre y chimpancé divergen en sdlc 1%, el DNA
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sat III debid originarse antes de la divergencia entre ellos. Lo
que sugiere que el DNA sat de primat no es peci pecifico.
Algunas comparaciones muestran que existe una distribucién miés
asplia de esta secuencia en el chimpancé que en el hombre.
AMeafs, el chimpancé contiene otro DMA sat en una proporcioén
mayor que la de DNA sat III humano, pero con propiedades
similares. En el DNA de hepatocitos de chimpancé, en un gradiente
de densidad de CsCl, pueden observarse dos picos satélites,
llamados A y B. El components A es similar al DNA sat III humano,
difiriendo por sélo un grado, lo que apoya fuertemente un
ancestro comin entre el hombre y el chimpancé (79) (Tabla 5).

Tabla S. Antlisis Cowparativo entre el DMA Sat III Humano y el
DSA Sat A de Chimpancé (79).

Propiedades DNA Sat III DNA Sat A
Bativo 1.696 g/ml 1.696 g/md
Desnatural izado 1.713 = 1.718 *
Renaturalizado 1.706 * 1.703 *
Tr (0.1 S8C) 69°c 69°¢c
Temperatura Tr 9°c 10°c

A pesar de que existe una relacién mas estrecha entre
chispancé y gorila que entre chimpancé y hombre, algunos trabajos
revelan lo contrario. Por hibridacién cruzada del cRNA® del DNA
sat II1 humano sobre cr de primates, se observé que éste
reaccions con las regiones de bandas C del chimpancé, gorila
(Gerilla gorilla) (GGO) y orangutan (Eopgo pygmasus) (PPM) (78) y
correlaciona con las regiones G-11 positivas. En las dos Ultimas
especies, wmuestra uns reaccién cruzada preferencial sobre los
cromosomas acrocéntricos, mientras que en el chimpancé, sobre los
aetacéntricos. Por otra parte, los cromosomas de gibbon no
parecen mostrar homologia con el resto del grupo (50,79).

Los resultados de hibridacién en filtro muestran que aun
existe 22-28% de homologia entre las secuencias satélite del
hombre y chimpancé. Las reacciones homoduplex y heteroduplex no
difieren mucho. Los heteroduplex del DNA sat III humano/chimpancé
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y orangutin decrecen en su estabilidad térmica en relacién a la
distancia evolutiva. No obstante, la combinacién cRNA humanc/DNA
chimpancé es menos estable que la fraccién homoduplex humana.
Bsto indica que las secuencias no son idénticas. Los heteroduplex
entre el cRNA del DNA sat III y los DNA de primates inferiores
(baboon) no difieren de los del DNA de ratén o bacteria. Esto
significa que las secuencias no estén presentes en grandes
cantidades en especies mis lejanas que el orangutédn (50,79).

Por la existencia del DNA sat I y II humano en chimpance, se
asume la posibilidad de que estas secuencias aparecieran a partir
de una secuencia comun, via similar a la del DNA sat III. Tal vez
se originaron por un mecanismo fortuito, en el cual los DNA sat
surgieron por ciclos de seleccion, amplificacion y divergencia de
secuencias satélite preexistentes. De acuerdo a la edad del DNA
sat III y A, los Cercopithecidae divergieron de la misma rama que
guia a los Hominidae y Pongidae durante el Eoceno (36 ¢ 2 m.a.).
No es comuin que los satélite III y A estén presentes en miembros
del grupo de los simios del nuevo mundo (Cercopithecidae y
Cebidae), si los datos estimados son correctos (50,79).

El DNA sat I reacciona ligeramente con niucleos interfasicos
de chimpancé, pero localizaciones cromosémicas no han sido aun
observadas, incluyendo al cromosoma Y. El DNA sat B de chimpancé
(1.683 g/ml) repr ta tedri te el DNA sat I, aunque su cRNA
no hibrida en sitios definidos del cariotipo humano. Tampoco hay
una hibridacién del cRNA del DNA sat II sobre los crososomas de
chimpancé o de otros primates, pero a bajas temperaturas, si la
hay. Por lo que descarta la posibilidad de una secuencia satélite
del chimpancé semejante al DNA sat II del hombre. El cRNA del DNA
sat IV humano no hibrida sobre los cromosomas de chimpancé, 1lo
cual parece ser especifico del hombre y de un origen mis tardio.
Tambidén, el DNA repetitivo cortado con HaeIll y asociado al
cromosoma Y, no es visible en el del chimpancé. Es intrigante que
el Y del gorila muestre una HC C similar a la del Y humano y es
posible, por tanto, que todos los DNA sat de los primates
superiores sean ias relaci d y originadas por separado
a partir de mecanismos saltatorios. Ademis, los componentes tipo
satélite, aislados del DNA moderadamente repetitivo, hibridan en
los cromosonmas humanos y regiones de HC C del chimpancé (50).
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Por cinética de reasociacién se sabe que los DNA sat I, IX y
III representan ~1.54% y el DNA sat IV ~28, lo que hace un total

de 3.54% de ias alt te repetitivas adquiridas en un
perfodo de 30-40 m.a. en el geanoma humano. las tasas de adicién
de DNA no di - a los g de pri expresan valorss

similares. Xohne empled estos datos para calcular la tasa
promedio de evolucién en primstes y es en el genoma husano de
0.07-0.09%/m.a. a partir de la aparicion de los Anthropoidea
(80) . Gummerson obtuvo resultados similares al usar cromatografia
téraics, con uns tasa promedio de 0.075-0.15%/m.a. (77). La
coincidencia entre los valores calculados y los estimados, con
respecto a 1a tasa de adicién del DNA sat en un periodo similar,
sugiere que estos bloques son adicionados por un mecanismo que
reside en la RC centromérica (50,79,80) (Tabla 6).

Tabla 6. Andlisis Comparativo sobre 1la Tasa de Adicion de
DMA a 108 Genomas de Primates (50).

Bspecies & Secuencias Tiempo de $ AMicién & Adicidn de

=P & Mo Divery Diverg de Secuen~ DNA Repeti-
tes (m.8.) cla (m.a.) clas/m.a. tivo/m.a.
HSA~PTR 2.2% 15-30 0.075-0.18 0.07-0.09
HSA-HIA 2.35 30 0.078 0.07
HSA-CAE 4.60 24 0.102 0.09
HSA-PPA 3.75 45 G.08¢ 0.09
HSA~INU S.17 45 0.118% 0.09
HSA~LLO 7.18 s 0.104 0.28

Los cariotipos de més de 60 especies dif: tes de pri
fueron comparsdos por Dutrillaux, al eaplear las principales
técnicas de bandeo. Los resultados revelaron una estracha
homologia en el bandeo cromosdémico entre los simics y el hombre.
Zs comin que la EC ses idéntica en todas las especies. Cerca de
708 de las bandas son similares entre sinios y lemiridos
(prosimios). En el resto, dificultades técnicas impidieron una
buena valoracién sin poder excluir una cospleta analogia (81).

Aproximadamente, 150 rearreglos fueron identificados y
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relacionados con los cr h . varian de un grupo
a otro; asi por ejemplo, las translocaciones robertsonianas son
preponderantes entre los lesuridae, pero no entre los Pongidae.
Las Fisiones céntricas son frecuentes entre los Cercopithecidae,
Pero no en otros grupos Yy las inversiones pericéntricas (IP) en
la evolucién de los Pongidae y el hombre (81).

Todas las variaciones cuantitativas y cualitativas del
cariotipo siempre implicaron la BC C. Si la HC pericentromérica
es excluida, su cantidad varia sencs de 1% (en PPA y MMU, donde
esté limitada a los cromosomas equivalentes de HSA 15 y 22) hasta
mis de 108 en CCA o mis de 20% en lepur coronatus (1LCO). Tal
variacién puede presentarse en los homdlogos y encontrarse en
diferentes individuos de la misma poblacién. También, puede
caracterizar diferentes subespecies como Hapalemur griseus
eccidentalis (HGO) y H. griseus griseus (HGG), especies como
€. asthiops y C, smabaeus (CSA) y géneros como GGO y PTR versus
PPM y HSA. Su apreciacién citolégica parece ser tan variable que
puede tefiir positiva o negativamente por casi todas las técnicas
de bandeo (C, Q, R y T). El unico parimetro estable para estas
regiones C es su replicacién tardia (81).

Existen alg sitios cr émicos dos en distintas
especies que han sido afectandos al aismc tiempo. Estos han
perdurado por varios m.a. y se han detectado en grupos que estén
alejados filogenéticamente. Por ejemplo, existe una distribucion
similar de la HC C en Exrythrocsbus patas (EPA) y en CCA, pero la
potencialidad de la HC presente no es constante. En CCA, se
observa una fuerte tincién centromérica, peroc no en la de HSA 12,
Pongidae y Cercopithecidae, o esté completamente ausente como en
€. nigrivigtatus (CNI). En Cercocebus torquatus (CTL) y €.
galeritus (CGA), se evidencia también la HC en este sitio, pero
con propiedades de tincién diferentes. Asi, 1la HC C puede tener
la misma localizacidén cromosémica en especies muy alejadas
evolutivamente y estar ausente en otras o, por 1o menos, no ser
evidenciada por la missa técnica (81).

La localizacién de los rDNA (NOR) también fue realizada en

este estudio. los Lesuridae no se incluyeron en el andlisis
comparativo, ya que sus NOR se localizan en los microcromosomas,
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y es imposible propomer alguna analogia con los simice. En todas
las especies, las NOR no tiflen con Giemsa. Varian en numero,
desde uno (g4 Rapio, Macacs, Cercocebus, Atelss) hasta 8
pares (orangutén), e intensidad de tincién. Exhiben una clara
tendencia a ubicarse en las regiones h, pero con ciertas
excepciones (Aptus trivirgatus) (ATR). La mayoria de las NOR se
localizan en cx ricos, en brazos cortos o largos.
Bn el cromosoms HSA 22 y sus equivalentes en Primates es donde se
encuentran con mayor frecuancia (81) (Tabla 7).

Tabla 7. localizacién de las NOR en Primates (81).

Cromososa HSA PTR GGO PPY o CAR CCA
Equivalente PPA I ON@
al del CGA EPA
Hombre CY)s  NMTA®

1 +

2 2q+

L +

13 * + +

14 + + +

13 + + +

18 + +

21 + + + .+

22 + + o+ + + + +

¢ CYN = Cynopithecus niger.
* NI = Carcopithecus mitis.
¢ NTA = Ryopithecus talapoin.

Existe una estrecha relacién, primero, entre bandas G-11 y
1a presencia de los DNA sat I, II, III y IV y, segundo, entre
estas localisaciones sobre los cr h Yy sus
equivalentes en los Pongidae (Tabla 8). Estas correspondencias
son tanto cuantitativas como cualitativas. El 4rea de tincién mas
evidente con G-11 se localiza en el cromosoma HSA 9 y sus
egquivalentes en los Pongidae, siendo los principales sitios para
relacionar los DNA sat de todas las especies emparentadas. Una
excepcion ss el equivalente del DNA sat II humano, el cual no
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ests presente en el chimpancé. Otras diferencias conciernen a los
acrocéntricos en cjertas especies y a los submatacéntricos en
otras. Asi, los equivalentes al HSA 2 y 18 corresponden a
acrocéntricos en el orangutén (2p, 2q y 18). Estos poseen bandas
G-11 Yy DNA sat, pero no los correspondi h (81).

Tabla 8. lLocalizacién de las Bandas G-11 (*) y de loe DNA Sat I,
11, IITI y IV Humanos en Primates (81).

Cromososa HSA PTR GGO PPY
1 I,15,11X,1IVs I * 111 .
2 2p * 2p1,II,III,IVe 2pI,II,III, IVE
3 2q1,II1,IV 2q1,1I,III,1Ve
.
H I,ITI, IV ¢ 1,111
6
7 I,1v . 1,111,1IVe * .
s
9 I,I11,11F,1IVe I,III,IVe 1,1I,11I1,IVe
10 v L] . . II -
11 1
12 4 v
13 IIII,IV * I,II1,IVe I,11,III,1IVe II,I11,IV ¢
14 I,11,111,IVe I,III,IV* I,I1,1I1,1IVe I,II,IIT »
15 I,II,II1,IVe I,I11,1Vs 1,11,111,IVe I,II,II1,IVe
16 1I I,IIL,IVe I,II,1II,IV*
17 II,Iv . I,I11,1Ve .
18 I,II1 ¢ 1,I1,I11,IVe I,1I,111 ¢
19 w
20 I,II5,IV ¢ I,IIL,IVe "
21 1,I1,111,IV* 1,II1,IVe 1,11
22 1,I1,II1,IVs I,II1,IVe I,11,11I,IVs 1,11 .
x 11
Y I,II,I11,1Ve I,IXI,IVe 1,11,X11,1V 1,1I,111,IV

Por lo tanto, se concluye que han ocurrido peérdidas o
rearreglos del segmento heterocromético o, al » un cambio en
sus propiedades bioquimicas y moleculares durante la evolucién.
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Las regiones positivas con bandas G-11 presentan una clara
evidancia de conservacién, ya gque la cosposicién de su DMA sat ha
sufrido pocos cambios en mis de 20 m.a. Sin embargo, cuando se
consideran familias mis alejadas filogenéti te (Bylobatydae o
Carcopithecidae), existen divergencias significativas reveladas
por la ausencia de bandas G-11 en ellas (81).

Los cariotipos del hombre y Pongidae difieren por un nuimsero
pequefic de rearreglos cromosémicos y los puntos de ruptura no se
distribuyen al azar (inversiones y fusiones). Al descander en la
escala filogendética, es posible sefalar los rearreglos que
ocurrieron en cada phylus y quizé encontrar alguno que guie al
origen del hombre. La tfilogenia es cowpatible con el proceso
esvolutivo, especialmente, en la adicién o pérdida de HC (79,82).

Se estudiaron cromosomas mitéticos, nucleos interfasicos y
mejosis masculina de 41 especies de los 5 grupos de vertabrados.
La técnica de tincion Distamicina A/Mitramicina (DA/M) exhibe los
patronses de bandas R. Esta tincién reveld las regiones GC de la
HC € en todos las especies. En la mayoria, la HC C tiene
propiedades de tincidn opuestas con mitramicina y quinacrina. La
aitramicina, marca intensamente las NOR en los cariotipos de
pecas, antfibios, reptiles y aves, pero no en los de mamiferos. la
falta de tincién en las NOR de mamiferos es atribuida a un mayor
nimero de secuencias de rDNA en sus genomas. Estudios en varios
estados meidticos de los vertebrados de sangre fria (peces,
antibios y reptiles) muestran que la presencia de DA/N en las NOR
es independiente de su estado de actividad (83).

Las translocaciones de DNA sat a otras regiones de HC en
cromosocsas no homélogos, parecan ho ocurrir al azar. Esto es
apoyado por la pressncia de un DNA sat particular en regiones
especificas de un s0lo cromososa sexual. Asi, se ha facilitado el
entendisiento de 1la evolucidén de los sexocromosomas en base al
DNA repetitivo, principalmente en el hombre (50).

c. Asociacién con los Crowosomas Sexuales.

Estudios realizados en serpientes y aves, han establecido
una asociacién entre DNA repetitivo y cromosomas sexuales. Por
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otro lado, los sexocromososas de mamiferos se caracterizan por la
conservacién de los patrones de bandeo cromosémico, en relacion
con ciertos grupos de vertsbrados (50).

Las serpientes primitivas (Boidae), como las pitones y

trictor van aidn los h orficos. En
algunas especies (Colubridae), el par sexual femenino
(homomdrfico) pusde ser diferenciado, ya que el cromosoma W esté
compuesto totalmente de HC C y es alociclico, aunque
morfolégicamente es indistinguible del 2. Esto hace suponer que
existe un paso transitoric en la evolucioén hacia el par
hetaromdrfico, propio de las serpientes mis avanzadas (Zlapidae,
Viperidae e Hydrophiidae) y donde el W es mis pequefio (28).

El andlisis de los DNA sat en algunas serpientes muestra que
los sexocromosomas femeninos heteromérficos exhiben grandes
cambios, pero los DNA sat masculinos estin en menor proporcién o
ausentes. Por ejemplo, Elaphe radiata (Colubridae), presenta un
DMA sat tipo III conspicuo en el femenino y se haya fragmentado
en dos partes, uno de los cuales es tipo IV. Axbos hibridan con
el W, empero este ultimo parece estar ausente en el masculino.
Otro DNA sat semejante al IV (Bkm) se encuentra en una especie no
relacionada (B. fasciatus). Junto con el DNA sat IV, es posible
identificar el cromosoaa W y determinar el grado de conservacién

de la ia de h especies del suborden oOphidia. la
cantidad relativa de las Bka permite asumir que los DNA sat estan
interdispersos con otras ias en el cr Wy pr tes

en ambos sexos de otras serpientes en cantidades elevadas (28).

La hibridacion con cRNA del DNA sat W de sarpientes sobre el
DNA de aves muastra doble saturacién con el DNA femenino,
comparado con el del lino. la pr ia de la familia 5km en
el DMA de aves se esxplica por un tro in (Arch ia) de
reptiles y aves, no hace mas de 200 m.a., lo que demuestra la
conservacién de esta secuencia y de los sexocromosomas (28,50).

Ademis, en varias especies con cr omas h érticos 1la
participacién de estas secuencias es importante en la evolucién
del dimorfismo 1. ¢or h érficos intermedios, sélo

muestran hibridacién en el W, por 1o que la composicion del DNA
sat de éste precede a la evolucién del dimorfismo sexual (50).
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Las secuencias Bkm también estin presentes en roedores y en
sl hombre. Cuantitativamente no hay diferencias entre sexos, lo
que indica que la contribucién del cr Y es pequeda. No
obstante, parecen haber grandes diferencias entre sexos al
utilizssr varias enzimas de restriccién (Southern blot). El DA
masculino digerido con HaeIIl hibrida preferentemente con 1la
sonda Bka®, mientras que el DMA femenino lo hace débilmente. Esta
diferencia es evidente al digerir con Alul (28).

Un posible mecanismo que explica estas diferencias es gue el
DNA sat frecuentesente tiene un patrdén de replicacién mis tardio
que el resto del genoma, asociado con supresion e interferencia
durante el entrecruzamiento. Este, podria ser influenciado por la
proximidad del DMA sat a través de un efecto directo en la
sintesis del DMA o por una asincronia de la replicacién durante
el apareamiento cromosémico. La IP del cromosoma W y, por lo
tanto, del DMA sat durante la evolucién, guiarian a una completa
supresion del entrecruzamiento. Por 10 que seria menos comin Que
se intercalaran los DNA sat de tales cromosomas, y otras
secuencias repetitivas, durante la meiosis y se conservaran por
mucho tiespo. Los homdlogos, entonces, se mantendrian separados y
llegarian a ser heteromdérficos (50).

2. origen, Bvolucién y Funciones Especulativas.

1a presencia ds unidades repetitivas en dem en el g
eucarionte plantea varias interrogantes, tales como el porgqué de
la existencia de tantas secuencias para realizar una funcidén
determinads. La informacién acerca del DMA sat y de la HC C, en
cuanto al origen, evolucién y funciones, es escasa.

a. Mecanismos de Aparicion.

%o cabe duda que las secuencias altamente repetitivas en
cada una de las especies han conferido ventajas sclectivas. Su
gran diversidad isplica que han evolucionado rapidamente (84). Es
dificil interpretar cémo la seleccién natural ha influido sobre
los miemdbros individuales de este tipo de secuencias. Bs probable
que ésta actie una ver que se hayan acumulado mutaciones, pero
antes de que su cantidad sea insuficiente para realizar su
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aparente funcién. La naturaleza repetitiva del DNA sat pudo haber
surgido por mecanismos que amplificaron el numeroc de copias a
partir de secuencias cortas rales, alg veces con la
adquisicion de periodos més largos. Dos tipos de procesos se han
pPropuesto para explicar esta amplificacién: la replicacién
saltatoria y la recombinacién desigual (1).

El concepto de la replicacién saltatoria fue introducido
inicislmente por Britten y Kohne para explicar céso una secuencia
particular, por un evento repentino de replicacién, produce un
gran nimero de copias. lLa sustitucién de bases de la secuencia
ancestral (por mutacién) no parece haber ocurrido con la misma
frecuencia en todas las posiciones (1). Posteriormente, se
Propuso la existencia de una serie de replicaciones sucesivas y
diversificadas a través del tiempo. La presencia de secuencias
periédicas, en las que cada una consiste de un nimero de unidades
mas pequefias (variantes), seflala que cada evento puede originar
una unidad de tamafic mayor (1,26,42).

El modelo asume una secuencia corta ancestral "a® que es
replicada subitamente varias veces hasta producir una unidad
repetitiva en tandem. Después, durante algunas generaciones
ocurren mutaciones que producen variantes *"b®, ®"c",6 etc., Bmuy
relacionadas a la secuencia original. Esta divergencia puede
originarse por una simple sustitucion, delecién y/o insercién de
bases. Luego por otras replicaciones saltatorias se ampplifica una
de las secuencias, incluyendo mis de una variante. Mas tarde, por
otra replicacién saltatoria se amplifica parte de la secuencia
con mutaciones acumuladas. El tiempo transcurrido entre una
amplificacién y otra puede asumirse por el grado de divergencia
encontrado entre estas secuencias. Los componentes mAs cortos,
deb correspond ala ia tral, siendo ademis la mas
comin. Variantes generadas, previas a la primera replicacién, son
posteriormente las mds comunes y asi sucesivamente. la naturaleza
del evento es 1§ pecifica y varios msecanismos son posibles,
aunque ningunc ha sido comprobado (1) (Figura 7).

Por otro lado, las variaciones cuantitativas posiblemente
ocurren durante la divisién de las células somdticas (1,12,26).
Esto se produce por un entrecruzamiento desigual en el DNA sat
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cuando las dos cadenas se desalinean. En el DNA sat de ratén, la
frecuencia de entrecruzamiento desigual es cercano a 1 por cada
15 unidades repatitivas de 240 pd (1).

La reccmbisaciéa desigual provee un mecanismo alternativo
para la evolucion del DNA sat. El modelo propuesto por Smith
asume que un entrecruzamiento desigual ocurre con gran frecuencia
entre cromitidas hermanss. Se ha visto que durante el ICH se
producen translocaciones de g 08 equivalentes de DNA que
estén en replicacién. Cuando ciertas secuencias se repiten en
alguna otra regién del cromosoma, es factible que ocurra un
desplazaniento en el apareamiento y que los intercambios queden
reducidos a las secuencias repetitivas, por ser las unicas
regiones hosoldélogas. E1 resultado final es la aparicién de
cromosomas desiguales, uno con un segmento repetitivo extra y el
otro carente de é1. El tamafio de la regién depende de la posicién
del entrecruzamiento y eventualmente consiste de una sola
secuencia repetitiva. El croamosoma con mayor niumero de bases
tendré més posibilidades de un intercambio desigual en 1la
siguiente generacién gue su homélogo (1,12).

Este proceso, llamado fijacién por entrecruzamiento, se
caracteriza por el numerc de generaciones requeridas para la
uniformidad. El modelo ademAs predice que secuencias cortas en
tandem pued par cualquier regién del DNA que no esté sujeto
a una presion de seleccién. También, cualquier mutante nueva
seré eliminada o diversificada para ocupar un sitio definido.
Eventualmente, su recombinacidén resulta en duplicaciones, donde
la secuencia predominante ocupard un sitio en la poblacién, o en
deleciones, gque reducen el tamafio del orden y paulatinanente
llegan a eliminarse por seleccidn natural (1) (Pigura 8).

Esto demostraria gue el DNA sat consta de unidades
repetitivas uniformes sin una tendencia de la seleccién por
secuencias particulares. Tal vez un balance entre la divergencia
por mutacién y la uniformidad por fijacién del entrecruzamiento
detersina la velocidad relativa de los dos procesos. Empero,
cuantitativamente es dificil determinar si este modelo se acopla
a la evolucion del DNA sat. No obstante, cualitativamente, parece
que si ocurrieran mutaciones y entrecruzaaientos desiguales con
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relativa frecuencia, podrian generarse primero y luego mantenerse

ordenados en tand En alg DNA sat de mamiferos, al parecer
existe una relacién entre la longitud repetitiva de 1los
fragmentos y la longitud del DNA p en el nucl (1).

Este modelo se apoya en un gran nuimero de estudios de
plantas e invertebrados, donde las variaciones cuantitativas son
significativas. La recombinacién meisética como mecanismo de
origen es excluida, ya que las regiones de HC usualmente
permanecen dispersas sin formacién de quiasmas. Por otra parte,
los eventos somAticos resultantes en la "disminucién cromatinica®
en varios invertebrados, meqgacromosomas de hibridos del tabaco y
en mamiferos (in yitro), proporcionan evidencias plausibles. Es
m4s, sitios de reconocimiento por endonucleasas de restriccién
podrian mediar un entrecruzamiento desigual gque origine
variaciones cuantitativas. Otros posibles mecanismos se explican
por la existencia de secuencias palindrémicas, puesto que en
condiciones naturales es posible incrementar con agentes
alcalinos el entrecruzamiento desigual (26).

Ootro modelo, llamado %circulo rotatorio®, que explica la
aparicién de secuencias repetitivas asume que éstas se hallan
unidas, por sus dos extremos, formando un circulo. Una de las
cadenas de DNA se abre y comienza a desenrollarse, sirviendo de
templado para la sintesis de una nueva cadena. A su vez, la
cadena complementaria se mantiene unida en circulo y actua como
molde para una segunda molécula de DNA. pPor varios ciclos, puede
producirse un nimero indefinido de secuencias repetitivas. Estas,
pueden insertarse en regiones bien definidas dentro de 1los
cromosomas © eliminarse por simple presién de seleccidén (12).

El modelo anterior se basa en la existencia de una secuencia
parcialmente multiplicada, el DNA espaciador, que separa los
cistrones ribosémicos 18S y 28S en los ovocitos de X, laevis
durante la amplificacién de los rDNA. Una amplificacién aberrante
de ¢sta pudo ocurrir y translocarse a la HC centromérica.
Alternativamente, una secuencia preexisténte en la HC pudo ser
amplificada, tal y comc sucede en los cromosomas B del
saltamontes. Esto infiere que un incremento- -en la cantidad de DNA
sat de la HC centrormérica confiere una ventaja sqlectiva, no al
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individuo, sino al cromosoma que la contiene. Asi, en Drosophila
Sp., un cen tiene diferente “"fortaleza®™ durante la primera
anafase. Un cen ®fuerte" desplazard a un "débil" tras competir
por el huso de su polo correspondiente. Al parecer no es el cen
mismo, sino la cantidad y tipo de HC la que alterari la firmeza
de unién a las proteinas del huso acromitico, reduciendo 1la
probabilidad de una no disyuncién y pérdida cromosdmica (84).

Yunis y Yasmineh propusiercn un mecanismo que pudo originar
el DNA sat. Un pequeiio segmento pericéntrico o perinucleolar es
amplificado o copiado durante meiosis en un cromosoma y
distribuido a otros, dada la proximidad entre los cen y las NOR.
Aungue el mecanismo de-distribucién se desconoce, -en el ratén el
DNA sat estd distribuido en la HC centromérica de todos los
autosomas, incluyendo el cromosoma X (29). Ohno postuld que los
sexocrososomas de mamiferos se originaron a partir de un par
ancestral comin y que el cromosoma X se ha conservado en su
totalidad, mientras que el Y sufrié cambios dradsticos. Al parecer
el DNA sat se originé con o después del surgimiento del ratén
comoO una nueva especie y el del X probablemente se originé en un
autosoma, a partir del cual se disgregd a los otros cromosomas,
exceptuando al Y. Este mecanismo, se simplificaria si alqun tipo
de interconeccién se estableciera entre los cen, lo cual es
consistente con la tendencia a ascciarse en meiosis (28).

Kurnit analizé profiundamente la variabilidad que existe en
la HC C y el DNA sat. El se apoya en un amplio numero de estudios
citogenéticos y moleculares de diversos grupcs tales como
protistas, invertebrados (vermes e insectos), plantas y animales

' superjores. Tal variabilidad implica que la HC C sufre un
intercambio desigual durante la replicacién mitética (85).

Las siguientes aseveraciones argumentan esta hipétesis (85):

1. En  la HC C las secuencias satélite son a menudo
coincidentes. Estas entidades aparentemente no son transcritas.

2. La HC C muestra un amplio rango de variacidén, usualmente
sin efecto fenotipico, entre los miembros de una especie dada.

3. El entrecruzamiento meidético en la HC es raro o ausente.

4. los rearreglos de novo de la HC C son raros en células
seiéticas y est&n bien documentados en células mitdticas.
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5. La mitomicina C (MMC), un alguilante bifuncional, induce
un alto grado de variabilidad en la HC C de células sométicas.

6. La MMC induce rearreglos somiticos del tipo ICH.

7. los estudios inter e intraespecies indican una alta
variabilidad somética del DNA sat.

8. lLa evolucién de periodicidades cortas y largas de las
secuencias del DNA sat es explicada por un entrecruzamiento
desigual. El anilisis de las segundas sugiere un mocdelo en gue el
avento de recombinacién estd asociado al proceso de replicacién.
Este Ultimo puede comprender unidades repetitivas interdispersas
que regulen intervalos correspondientes a las longitudes del
nucleosoma o adn miltiplos de dichas longitudes (85).

b. Evolucién.

Durante 1la evolucion de los protistas superiores, el tamafio
del material genético se incrementé y probablemente fue necesario
su distrubucién en uno o varios fragmentos (cromosomas). Para
realizar 1las funciones de organizacion, mantenimiento y
regulacion, el genoma tuvo gue recurrir a la aparicién de
miltiples sistemas, tales como sitios de inicio de 1a
replicacién, desarrollo de un nucléolo, etc. y de estructuras
tales como cen, teldmeros y HC, asi como de un DNA repetitivo.

Un nucléolo rudimentario y algunas secuencias repetitivas
posiblemente aparecieron antes gue el cen y la HC C, ya que
ciertos esucariontes primitivos (Chlamydomonas reinhardii) poseen
un so0lo nucléoclo y DNA repetitivo, pero sus cromosomas estan
desprovistos de cinetocoros y de HC C. Al parecer los primeros
DNA sat se originaron de protistas superiores, aungue no existe
una relacién con la presencia de HC C. En un principio, el DNA
altamente repetitivo se produjo quizd por amplificacién, pero
éstas pudieron codificar para un producto. Posiblemente se
mantuvieron durante la evolucidén por seleccién natural y por su
utilidad como cosponentes estructurales (espaciadores) (29).

Si se considera que el DNA sat es especie-especifico y con
una tasa mutacional relativamente alta, uno se prequntaria cémo
éste es capaz de proteger regiones informacionales que sufren
pocas o ninguna mutacién. Esto podria entenderse si el DNA sat
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fuera funcionalmente alterado, eliminado o intercalado en el
genomaa, pero no si uno nuevo surgiera en especies relacionadas.
Esta especificidad pudo darse siaplemente por una seleccion
aleatoria del segmento duplicado. La distribucién de las
secuencias se limita a un corto segmento, lo que justificaria la
diferencia en 1a composicién entre cromosomas homdlogos (11,29).

Por otro lado, asusiendo al surgimjento de nuevas secuencias
satélite, as posible que las secuencias "viejas® se perdieran por
acumulacién de un gran nimero de lutaciono-,’ rupturas o
rearreglos cromosémicos. Miantras otras, llegarian a intercalarse
en el genoms y forsarian una gran porcién de secuencias
moderadamente repetitivas. Asi, la especificidad del DNA sat y el
hecho de que la unidad duplicada siempre sea més pequefia gue la
nativa, hace casi imposible la probabilidad de qiad estas
secuencias pusdan ser traducidas (29,84).

2s posible que las secuencias satélite hayan tolerado mejor
las mutaciones que la EC, aun cuando pudieran dafhar su aparente
funcién. Otras sufrieron pocas mutaciones y 1llegaron a
intercalarse en pequefios bloques de EC o se alojaron en la HC C
(29). No seria sorprendente que originalmente una gran porcién de
DNA moderadamente repetitivo derivara del DNA sat y se
distribuyers en la EC. Este tal vez tenga funciones estructurales
tales como sitios de reconocimiento de las polimerasas, de
terminacion de la transcripcién, de unién a mexmbrana nuclear, de
spareaniento y entrecruzamiento o de plegamiento para mantener la
estructura cromosémica durante la divisién celular (11).

£l DNA sat de N, ausculus parece haber derivado de
secuencias cortas. la mitad de ellas son ricas en AT y quizé
derivaron de una secuencia ancestral (GAGTGA). Existen 4
secuencias principales muy relacionadas y cada una se encuentra a
~100 pb. La segqunda y la tercera pudieron derivar de la primera
por sustitucion de A por C o delecién de Ag por A . Asi, un buen
candidato pars la primera unidad de replicacién saltatoria seria
una secuencia de 4 o mas unidades ancestrales. Sus componentes
mostrarian -12% de divergencia. Esta, se observa claramente en
las secuencias satélite de las diferentes especies de Mus (1,42).
Por hibridacién cruzada se sugiere que dicha amplificacién
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ocurrié simulténeamente con la divergencia de las especies y su
complejidad pudo ser de ~120 pb (~10% de divergencia). S§i no se
produjera una seleccién natural y si las mutaciones se acusularan
con la misma tasa que en otras secuencias, la tasa de divergencia
seria de -1 m.a. Entonces, los eventos de replicacién saltatoria
habrian ocurrido hace 3, 5, 10 y 20 m.a., respectivamente. Estos
cédlculos son aproximados, ya que las secuencias satélite de cada
especie poseen su propia presién de seleccion (1).

Existen, por lo menos, dos niveles de organizacién de las
secuencias repetitivas: uno constituido por una secuencia
repetitiva més larga, donde los elementos més cortos se
relacionan unos con otros. Y otro, puede ser simplemente el
resultado de un proceso que genere miltiples copias de una
secuencia en estadios discretos (42).

£l origen y distribucién de diversas secuencias satélite en
la poblacién confiere una ventaja directa sobre los cromosomas
que las contienen, ya que "sobreviven" mejor a los procesocs
mecanicos de la meiosis. Esta hipdétesis se apoya en la presencia
de DNA sat en regiones de HC C y de DNA sat a del conejillo de
indias, donde la secuencia es simple y se ha multiplicado durante
la evolucién. Se propuso que no todo el DNA sat ¢« deriva del
tetrdmero CCCT, el cual esté presente con la misma frecuencia y
que TCCT, por sjesplo, es 10 veces mis frecuente que CCCC (84).
El conejillo de indias posee 3 DNA sat. El II (que reasocia mas
répido) y el III tienen una secuencia similar. Se asume que este
Ultiso es el mis antiguo y el que ha sufridec mas cambios. Al
igual que en el hombre, las secuencias tienen un ancestro comun y
han divergido durante su evolucion (42).

Al hibridar cRNA de una especie con células de otra, se ha
podido estimar el grado de homologia. E1l DNA repetitivo de N,
agresti hibridado con el del hamster chino, el del ratén de
laboratorio y el del hombre, muestra una arplia diferencia. Esta
espaciacién al parecer ha sido rapida y radical (9).

M. muscylus tiene una dotacién diploide de 40 cromosomas,

todos acrocéntricos. Mientras que M, poschiavinug (ratén del
tabaco), una especie relacionada, tiene un numeroc diploide de 26
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cromsosomas. La reduccién del numero diploide es, al parecer,
producto de fusiones robertsonianas comprobadas por bandas G y Q.
Ya que estas dos especies producen hibridos con alqun grado de
fertilidad, su relacién se esperaria fuera cercana, a pesar de la
dréstica diferencia en su contenido y worfologia cromosémicos.
Los puntos de ruptura fueron cercanos a los cen, debiendo ocurrir
en regiones de HC C y, por 1o tanto, en el DNA sat. Los
resultados por gradiente de densidad muestran que las dos
especies poseen la misma fraccion satélite y que 1la cantidad
perdida en M. poschiavinus fue =minima. Probablemente el
surgisiento de esta especie sea un evento reciente (9).

Cuando las ceélulas de K, musculus castansus fueron
hibridadas con cRNA® del DNA sat del ratén de laboratorio, el cen
fue evidente, lo que indica una estrecha homologia entre sllas.
De igual manera, M. cervicolor y M. <areli, poseen una dotacién
cromosémica idéntica gque M. musculus, pero una fraccién satélite
diferente. Hibridaciones in sity al usar el DNA sat de N,
RAUSCUlUS nO mostraron marcaje sobre los cromosomas de M,
servicolor. Otras observaciones con bandas G de M. garold,
tampoco mostraron diferencias con las de M, musculus, aungue las
familias de DNA repetitivo ssan completamente diferentes (9).

c. Funciones Especulativas.

Existen grandes especulaciones sobre las posibles funciones
de 1a HC C y el DNA sat (9,12,26,29,30,45,85), pero ninguna ha
sido comprobada experimentalmente.

Es posible que algunas de las ncias d a te
repetitivas formen HC intercalar y estén distribuidas, junto con
las ssatélite, en la periferia del nicleo. Por conveniencia, se
hace referencia unicamente a las secuencias altamente
repetitivas, las cuales forman las bandas C (30). Algunas de sus
probables funciones se mencionan a continuacién:

1. Inservibdle. Algqunos investigadores consideran al DNA sat
como el equivalente de los "apéndices®™ de la evolucidén genética,
Y de alguna manera, lo refieren comc "basura o chatarra®, ya que
al parecer es completamente inutil ("Doing Nothing™) (9,30,86).
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2. Mantenimiento ésioo (housekeeping). Esta asignacién
ha estado sujeta a polémicas. Aparentesente, cubre una multitud
de funciones estructurales tales como organizacién de 1los
microtibulos del huso acromdtico (HC centromérica), estabilizar
las regiones tersinales del cromosoma (HC telomérica) y direccién
de los patrones especificos de plegamiento cromosdmico. Dado que
los rearreglos cromosdsicos mids comines para la especiacion son
los robertsonianos, la gran tendencia a asociarse por secuencias
satélite podria facilitar las fusiones céntricas. Su ordenamiento
es fijo y trascendental en el funcionamiento celular. La
arquitecura nuclear se establece mediante la asociacioén de
cr b4 g los (nucléolo y meabrana nuclear). En estas
interconexiones, la presencia constante de la HC C es importante
en el mantenimiento de la estructura nuclear (9,12,26,30).

3. Atracciés de los cromosomas homélogos durante meiosis.
Al parecer, no es una funcién comun. La HC C puede atraer
cromosomas homélogos para iniciar el alineamiento durante meiosis
y no homélogos para establecer la proximidad entre regiones o
cromosomas completos funcionalmente relacionados. Empero, en las
células de ratén, por ejemplo, todos los cromosopas poseen el
mismo tipo de DNA sat en su cen. Si estas secuencias son las
responsables de la sinadpsis meidtica, la iniciacién de un
apareamiento entre cromosomas no homdlogos deberia ser tan
factible comoc el apareamiento entre homdlogos. Asi, la identidad
de las secuencias heterocromaticas debe ser una obligacién wmés
que una propiedad (26,29,30).

4. Barreras de fertilidad. Es posible que la HC C pueda
establecer "barreras de fertilidad" que provean de medios para la
diversidad y especiacién de los organismos. Ademids, crean sitios
gendéticamente no esenciales para los rearreglos cromosémicos
(12,26,29,30). Asi, ciertas especies o subespecies que tienen
descendientes hibridos, presentan un fendmeno de infertilidad.
Pese al contenido similar en sus secuencias satélite, durante la
recombinacién genética e independientemente de su dotacién
cromosémica, un mal apareamiento hetercduplex persiste. Esto
impide el establecimiento de nuevas especies que puedan ser,
quiza, eliminadas fAcilmente por la seleccidén natural.
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S. Bspeciaciéa. otra funcién importante, y que de alguna
manera es la contra parte de la anterior, es la de participar en
la especiacion. Se ha observado que la HC pericéntrica de los
acrocéntricos ®facilita®™ la evolucién de los cariotipos,
en la cual se generan fusiones céntricas para dar cromosomas
Sviadbles®. Asfi, ®una cierta cantidad de HC es evolutivamente
deseable como un factor de seguridad, con un mayor grado de
variabilidad gque el que darfa un sistema inflexible compuesto
solamente de EC®. Esto se ha observado al seguir la evolucion de
algunos mamiferos. Asi, las familias del orden Rodentia (Muridae,
Cricetidae y MNicrotidae), que tienen una gran cantidad de HC
centromérica, muestran una amplia diversidad de cariotipos y de
especies. En cambio en la familia Pelidae, que tiene cantidades
relativamente pequefias de HC, existen solamente unas cuantas
especies y sus cariotipos son similares (29). Esto también es
apoyado por Dutrillaux, en donde analiza 150 rearreglos
cromosémicos de diferentes primat Yy tra qQue la HC C
siempre ha estado presente a lo largo de la evolucién (81).

6. Nateria prisa para 1a creaciésm de nuevos genes. Es casi
imposible argumentar en contra de esta hipétesis, pero tampoco es
posible encontrar un soporte para ella. En ausencia de seleccion
natural, las mutaciones pueden afectar la secuencis activa y
acumular copias redundantes. Asi, se crearian nuevos genes con
una funcién previamente inexistente y que s6lo podria adquirirse
a partir de uns nueva secuencia activa. Empero, las oportunidades
de una copia redundante que surge triunfantemente como un nuevo
gen son minimas, ya que cominmente le esperaria la degeneracién.
Para evitarlo, una secuencia debe adquirir una nueva funcién que
beneficie al organismo en un periodo relativamente corto y asi,
quedar bajo la proteccién de la seleccién natural. Esta ultima,
protege las nuevas secuencias para evitar la acumulacion de mis
mutaciones aleatorias. En este mosento, 1la seleccién natural
l1lega a ser un contribuyente activo de la evolucién, m&s que una
fuerza conservadora. Puesto que una copia redund no puede ser
ignorada por ella, los genes participantes como ancestros comunes
tienen un grado limitado de divergencia funcional (30,86).

7. Fuersa centromérics. la HC pericentromérica puede proveer
de una fuerza centromérica gque asegure una adecuada separacién de
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los cromosomas durante la divisién celular (29). Brown asumse que
la HC contribuye directamente en la orientacién centromérica. Sin
eabargo, su efecto es tardio en el ciclo celular y puede de
alguna manera reflejar el estado fisico de las regiones
adyacentes al cen. Se supone que un incremento en el numerc de
secuencias de la HC centrosérica puede mantener la estructura de
los cromosomas. Esto es, protegerlos durante el proceso de
divisién (no disyuncién) o, directamente, de algin mecanismo
semejante a la variegacion, tal y como ocurre en el maiz (84).

8. Proteccisén de regiones genéticamente activas. La HC C es
muy sensible a 1la accién de mutégenos, carcinségenos y
clastégencs. Por tal motivo, se sugiere que la HC C puede
protejer (hipétesis "salvavidas® o bodyguard) las regiones
genéticamente activas. Esto es, suele recubrir, en interfase, la
superficie interna de la membrana nuclear y el nucleole, para
proteger las regiones dispersas centrales (EC). Alrededor de las
NOR, la HC C puede servir comc un espaciador para preservar los
cistrones ribosémicos 185 y 28S de mutaciones y entrecruzamientos
desiguales. Tal funcién es esencial en la conservacion de estas
secuencias a través de la evolucidén. Ya que estos citrones son
ias d d te repetitivas, la peérdida o mutacién de
allos, no deberia alterar la maquinaria celular. Si los genes
ribosémicos necesitan proteccién, genes de copia unica la
necesitan ain mAs. Probablementc la HC es inefectiva en contra de
la penetracién de radiaciones ionozantes, pero ante la presencia
de agentes quimicos y virus es una excelente barrera. De igqual
manera, protegen el cen, el cual provee el sitio de unién al huso
acromdtico. Sin embargo, todavia no se ha propuesto algun
mecanismo para esta funcidn protectora (9,12,26,29,30).

9. Apareamiento cromosdmico. La hipstesis mas aceptada es
la relacién de la HC (DNA sat) con el apareaniento cromosémico
(12,26,29,30,45). Esto se basa en estudios realizados en D,
melanogaster y M, musculus, aungque los mecanismos meidticos del
primero difieren entre sexos. En el macho, la recombinacion no se
lleva a cabo ya que no hay formacién de quiasmas, mientras que en
la hembra si. Por manipulacicn de la HC se demuestra que el DNA
sat per se no repercute en el reconocimiento entre homdlogos
durante la meiosis (45). Sin embargo, dos subespecies del ratén
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(M. musculus musculus y M. musculus molossinys), contienen la
misma fraccion satélite, pero difieren en cantidad. Los
heteroduplex entre estas dos subespecies tienen cromosomas
homélogos con un complesento gendtico comparable. Los resultados
suestran que no solo hay apareamiento y meiosis norsal, sino que
los hibridos son fértiles. Por 1o tanto, la HC no es un factor
fundamental para el apareaaiento de homélogos. Esto es un
poderoso argumento en contra de quienes aclaman que una de las
funciones del DNA sat es actuar como barrera de fertilidad entre
organismos suy relacionados filogenéticamente (45).

10. Bat amiento émico. Otra aparente funcién de
l1a HC C es su relacién con la recombinacidén genética
(26,29,30,45) . Algunas evidencias indican que el entrecruzasiento
de plantas y animales es menos frecuente en la HC que la EC.
Regiones d das pueden atraer cr homélogos al inicio
de la meiosis y éstas probablesente aseguren el apareasiento
intimo gque es necesario para el entrecruzamiento (29).
Observaciones en cromosomas bivalentes de varias especies de
maniferos indican que la HC esté virtualmente libre de quiasmas
(26) . Otros trabajos realizados en saltamontes y D. Relanogaster
muestran gque, con respecto al t fio del bloque de HC, hay una
sinapsis regular a pesar de las asimetrias marcadas en la mayoria
de los bivalentes en las poblaciones hibridas estudiadas (45).

En algunas especies de erizo de mar, el patrén de
entrecruzasiento puede modificarse radicalaente por la presencia
de grandes bloques homocigotos de HC terminal. En especies
relacionadas, en donde los bloques C no son homocigotos, este
efecto estd ausente y rara vez ocurre entrecruzamiento. En D,
melancgaster las alteraciones en la cantidad de HC de un
cr a no sol te son capaces de influir sobre las
propiedades de este cromosoma, sino también de alterar el
potencial de entrecruzamiento de otros miembros. En conclusién,
estos descubrimientos sugieren que, a pesar de que la existencia
de arreglos secuenciales dentro de la HC son variables, esta
Ultima es capaz de reducir la recombinacién de la EC adyacente
(26,45). Aunque existen evidencias circunstanciales, de alguna
sanera estas hipétesis explican el porqué los genomas eucariontes
contienen cantidades tan elevadas de DNA repetitivo (30).
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IV. POLINORPISKOS CRONOSBSONICOS::
OTRO BNP0QUSR DR LA Q@REESTICA.

A. ANTECEDENTES.

El hombre siempre se ha preccupado por establecer sus
diferencias y caracterizar sus virtudes con respecto a otras
especies. Para ello, se ha valido de estudiar y analizar, por
diferentes mdtodos, su evolucion a partir del DNA. No obatante,
la caracterizacion de cada grupo (taxdn) y adn de cada individuo,
se basa en miltiples marcadorss o sistemas polimérficos que lea
confieren una identidad dentro de la especie misma.

Ford (1940) introdujo por primera vez el concepto de
®Polimorfismo® (PM), refiriéndose a una variante genética que
ocurre dentro de una poblacién con una frecuencia mayor que la
producida por mutacién recurrente. Asi, el término PM se ha
enpleado comunmente para definir las variaciones morfoldgicas de
un cromosoma. Estos son fAcilmente reconocibles, observandose con
frecuencia en la poblacidn, por lo que se ha recomendado el
término “"Variante® (Var) (32). Recientemente, se ha adjudicado el
téraino “Heteromorfismo®™ (HM) para describir las desviaciones de
1a morfologia de un cromosoma normal (78). Antes del advenimiento
de las técnicas de bandeo se reconocleron, entre los cromosonas
humanos, algunos homdélogos que exhibjan diferencias morfolégicas
consistentes. Con la ventaja de las técnicas de tincidén, se ha
incrementando el numero de sitios heteromdrficos y se reconoceran
aln wmis, dado los ultimos adelantos en biologia molecular al
emplear, principalaente, enzimas de restriccién.

Los sistemas polimérficos deben presentar las siguientes
propiedades para validar dicha identidad (87):

1. Poseer un patrén hereditario bien definido.

2. Ser estudiados con facilidad y utilizar una cantidad
ninima de muestra.

3. No ser afectados por agentes externos.

4. Presentar variaciones significativas, en frecuencia,
entre grupos raciales y aun entre poblaciones.

5. Pl locus © regidn estudiada debe contener alelos o
secuencias alternativas.
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6. Detectarse desde el nacimiento, sin presentar variaciones
durante la ontogenia.
7. El polimortismo debe ser selectivamente neutro.

Dentro del cariotipo humano, la presencia de alteraciones
cromosémicas, tanto estructurales comc numéricas, es bien
conocida. Sin embargo, a partir de la segunda mitad de este
siglo, los adelantos citogenéticos y moleculares han permitido
reconocer variaciones morfolégicas, expresadas de manera
diferencial aun entre cromososas homélogos.

Los Polimorfismos Cromosémicos (PM C) corresponden en
esencia a la HC C, por lo que se localizan en las rcqion-- de
constriccién primaria (cen) de todos los cr v
regiones pericentroméricas (h) de algunos cromosomas meta }'s
submetacéntricos, satélites, brazos cortos de los cromosomas
acrocéntricos y parte distal de los brazos largos del cromosoma
Y. Son tan variables de un individuo a otro que pueden ser
caracterjzados y empleados como una tarjeta de identidad
exclusiva, ya que son consistentes dentro de ¢l (excepto cuando
se presentan en forsa de mosaico). Su existencia es continua, no
discreta. Su modo de herencia es Mendeliana, aun cuando puedan
presantarse coso Var de novo. Se distribuyen en la poblacién
normal de acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg. A menudo, no hay
una relacion directa entre un HNet fismo émico (HM C)
identificado por una técnica y el mismo identificado por otra.
Todos contienen cantidades variables de diferentes tipos de DNA
altamente repetitivo (DNMA sat). Se ha cbservado también que no
tienen repercusién alguna sobre el fenotipo: sin embargo, datos
en la literatura han reportado aspliamente que pueden tener un
importante significado clinico (26,87-92).

B. VARIACION ESTRUCTURAL Y ASIMETRIA LATERAL.

Bl empleo de técnicas de bandeo, tales como Q, C, G-11, NOR
Yy R, contribuye a una mejor elucidacién morfolégica de los
cr La caracteristica principal de los PM C es su amplio
rango de variacién estructural. De hecho, estos sitios variables
se han subdividido en regiones o unidades especificas, cada una
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mostrando una variacion independiente, como la asimetria lateral,
1o que aumenta sl nimero de PM posibles (89,90).

1. Variacién Estructural.

Se ha observado que la longitud de la HC C es afectada por
el grado d4e comtracoiém oromosémica dependiente del ciclo
celular. Madan y Bobrow encontraron que la regién de HC C del

9 per relati t . 8 exXp de la
regién de EC (93). Resultados similares se han reportado al
estudiar la HC C de la parte distal de los brazos largos del
cromosoma Y (94). De jgual wmanera, Schmiady y Sperling
confirmaron que los segeentos C del crososoma 1 se contraen casi
508, mientras que el material cromosdémico restante solo 25% (95).

Balicek y cols. emplearcn un método de medicién lineal para
estudiar el tamafio de los bloques C en relacién al grado de
contraccion crososdmica. Los resultados mostraron que, al
aumentar el grado de contraccién, la HC € decrece en menor grado
que las regiones de EC. Empero, por la existencia de diferentes
métodos de evaluacidén hace dificil cosparar los resultados con
los de los otros laboratorios. Asf, para caracterizar a la HC C,
el efecto de la contraccidén debe ser eliminado (96).

scheiady y Sperling sugieren gue 1la longitud de los
segmentos C varia considerablemente dentro de una poblacién, por
lo que un conocimiento detallado de su grado relativo de
contraccién es un prerrequisito para su clasificacién exacta
(95). Esto ha sido un problema, puesto gue los diferentes
estudios no pueden ser comparados mientras no exista una
definicién uniforme. Por ello, es necesario utilizar los missos
métodos de tincioén, correccién y andlisis estadisticos para
valorar y cuantificar las regiones de HC C, asi como de EC.

Hoehn y cols. en diferentes tejidos y tiempos de cultivo,
encontraron que el promedio de las variaciones C no muestra
cambios significativos en todos los cultivos. Sin embargo, 1la
desviaci6én est&ndar (DE) exhibe un incremento en su longitud con
la edad del cultivo. En la EC y la HC C, se especula gque una
frecuencia elevada de entrecruzamientos desiguales ocurrieron en
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la HC. Al parecer cambios en el patrén de bandas C no es una
regla gensral en los diferentes tejidos de un mismo sujeto (97).

Erdtsann y cols. mostraron que el coeficiente de regresién
(CR) entre la regién C y la de EC (ig-h) del cromosoma 1 no
siempre presenta el aismo grado de contraccién., La tasa de
contraccién de la HC y de la EC varia de 21% y 42%,
respectivamente. Al emplear un andlisis de regresién lineal
computarizado para corregir el error, sugiere que los datos son
muy heterogéneos debido a la muestra y es necesario un mejor
método ds correccisén para la variacién (90).

Priedrich y Therkelsen afirman que el radio de HC y de EC de
los cr no puede ser utilizado para corregir la variacién
en longitud de la h, debido a la diferencia en el grado de
condensacién. Las h de los cromosomas 1, 9 y 16 se contraen en
menor grado que las regiones eucromdticas y su condensacioén
diferencial varia con el tamafio de la h. Ademis, existe una
correlacién lineal entre las longitudes de HC (gh) y de EC (p+q).
También, los CR de gh/p+q son maycres para las h mis grandes que
para las sis pequefias. Por lo tanto, al emplear un buen método de
correccién de las lungitudes de las h, es posible aproximarse a
una definicién objetiva para evaluar las regiones de HC C (98).

2. Asimetria Lateral.

La incorporacién de Brdu a 1os cromosomas netafésicos
modifica las propiedades de tincién. En células que han
completado dos ciclos de replicacién (M2), una cromitida tifie
menos intensamente con Giemsa que la otra. Lin y cols.
demostraron una tincién diferencial en los cromosomas de ratén
con so6lo un ciclo de replicacién (X1). Asimismo, encontraron que
la HC centromérica muestra una asimetria lateral con el colorante
fluorescente Hoechst 33258 (99). Puesto que el DNA sat de ratoén
(rico en AT) estd confinado a esta regidén y las cadenas contienen
diferencias en cantidad de timina (45% y 22%), se sugiere una
distribucién desigual de residucs de timina en ambas cromitidas.
Esto mismo se ha postulado para explicar una elevada frecuencia
de asimetria lateral en las regiones 1gh y ¥Ygqh humanas al tefir
con la técnica Brdu-DA/DAPI (89,90).
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La técnica de colorantes fluorescentes y giemsa (PPG)
permite revelar una asimetria lateral de algunas regiones C. Por
sjemplo, el cromosoma 1 exhidbe una trecuencia reducids, lo cual
puede ser un nuevo PM. La banda C del cromosoma 9 rara vez
suestra asimetria. PEn contraste, 100% de asimetria lateral es
observada en el cromosoma 16, una clara diferencia de tincioén
entre las crosétidas de Yq, las regiones C de los .acrocéntricos
(grupo D) y los cen de los cromosonas del grupo B (100).

A peasar de que existe una relacion entre las bandas C, las
bandas G-11, la asimetria lateral PPGC y el DNA sat, no es posible
explicar alqunos eventos. Asi el cromosoma 9 que contiene grandes
cantidades de los 4 DNA sat y es G-11 positivo, no muestra
tincién diferencial significativa. Mientras que el cromosoma 16
pese a contener un sdlo tipo de ONA sat (II), tiene una marcada
asimetria. Ya qie sélo hay una pequeia diferencia en el contenido
de timina total en ambas cromstidas del cromosopa 16, es probable
que ésta altere las propiedades de tincidén. Sin embargo, esto no
acontece para la HC C de los cromosomas 1 y 9 (100).

Angel y Jacobs al estudiar la HC C (M1 con Brdu),
sncontraron que las crositidas se tifien simétricasente en el
Cromosoms 9, pero en los Cromosomas 1, 15, 16 ¢ ¥, es notoria una
asimetria lateral. Adeaiés, algunos cromosomas 1 mostraron
asimetria lateral compuesta, con material densamente tedido en
ambas cromAtidas. Este patrén constante revela un nuevo tipo de
PM (101). Observaciones posteriores sugieren que probablemsnte
exista asimetria puesta en el cr 9 no detectable por
las técnicas empleadas (102).

Se ha observado gue la polaridad de las secuencias satélite
no se conserva siempre. Esto es, la expresion de la asimetria
lateral refleja la existencia de dos o mAs secuencias diferentes
en la HC C de los crowosomas 1 Y 9. Probablemente, los PM C de
asimetria lateral del cr 1 se deb a un entrecruzamiento
desigual y por la frecuencia con la gue ocurre en la evolucién y
el grado de variabilidad, no seria sorprendente que hubiesen
eventos d¢ Dovo en las diferentes familias (102). Asimismo, se ha
visto asimetria lateral en la banda 6gl2. Aunque su presencia
implica DNA sat, es interesante sefalar que la regién 6qi2 no
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solamente no hibrida con algun DNA sat convencional, sino que
puede contener un componente menor diferente. Por eso, la
correspondancia del DMA sat y bandas C negativa, es una nueva
categoria expresada en este cromosoma (103).

Por la técnica PPG, se detectaron dos regiones diferentes,
asi como las detectadas por DA/DAPI (90), de asimetria lateral en
los barzos larg del cr Y. La primera corresponde a la
bands Yqi2 y 1a gund dy te a las bandas qll1 y Ql2. En los
cromosomas Yq no fluorescentes, s6lo se detecté una regidén de
asimetria lateral en la parte distal. Esto sugiere que el DNA
sat es diferente al de las bandas ql1-ql2 y al de otras regiones
C. Empero, es posible que otros factores sean responsables de la
tincién diferencial FPG y de la asimetria lateral (104).

Una asimetria lateral simple y compuesta es poco comin en la
region C del cromosocma 1. La mayoria de los cromosomas 9, 15 y 16
muestran tincién palida y algunos con una asimetria simple. En
las regiones 3cen y d4cen (regiones AT) se observa 50% de
asimetria lateral simple, aunque sin detectar alguno de los
cuatro DNA sat convencionales (105). También, una fraccién
satélita aislada y el emplec de Hoechst 33258 y EcoRI se cobserva
un marcaje en el cromosoma 3, pero sin evidencia en el cromosoma
4; es posible que tenga otras ias repetitivas (45).
Adenés, en ocaciones es notoria la asimetria lateral en los cen
de los cromosomas 2, 5, 7, 13, 14, 17, 20, 21 y 22 (105).

La asimetria lateral simple del cromosoma 9 evidencia una
marcada diferencia entre la HC con las bandas G y aquélla con G-
11. Aunque désta se observé sélo en cr con blog
grandes, ocasionalmente mostré asimetria lateral compuesta. Se
especula que el cromosoma 9 esti compuesto de S bloques
separados de HC con diferentes concentraciones de timina,
evidenciados por 3 bloques tefiidos en una crométida y 2 en la
otra. hallazgos pueden repr tar la naturaleza general de
este Cromosoma y no un artificio de las técnicas empleadas (106)..

EZn conclusioén, la longitud de cada region de HC varia
continua ¢ independientemente. La presencia de asimetria lateral,
evidenciada con bandas G-11, hace posible la deteccién de un HM C
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equivalente: simple y compuesto. La asimetria simple no se
presenta en cualquier cromosoma con HC C y la frecuencia de
asimetria cospuesta no se corrslaciona con el tamafio de la banda.
Cada patrén es estable y horodndo, aunque con algunas
modificaciones metodolégicas se pusd tos HM (90).

C. EVALUACION DE LOS HETEROMORFISMOS CROMNOSOMICOS.

La HC C quizé representa el sistema polimérfico mids notable
en los organismos eucariontes, debido a su amplio rango de
variacién. lLos HN pueden ser evaluados de diferentes formas, con
una amplia gama de clasificaciones e influenciadas por factores
subjetivos que 8610 son aceptables si se comparan con un grupo
control ad do. Much étod de medicion son sencillos vy,
para una presentacion cuantitativa de los datos, es necesario
hacer una correccién dado el grado de contraccién cromosémica,
el cual resulta un método mis eficiente para evaluar los HM C.

La determinacién de una Var representa un gran problema.
miltiples sistemas de evaluacién han puesto de manifiesto la gran
heterogensidad de los datos. El tipo de andlisis para definir que
tan variable es un segmento heterocromitico debe incluir un grupo
testigo de la misma poblacién. Esto conlleva a la subdivisién de
las Var en clases, sin haber una identificacién objetiva. Cuande
diferentes formas subjetivas o arbitrarias de clasificacién son
empleadas, los dat tienen alg puntos de comparabilidad (90).

Para evaluar la variabilidad de las regicnes C se ha
recurrido principalmente a dos sistemas: uno cualitativo y otro
cuantitativo.

Cualitativo: Incluye la determinacién de Var del tipo +
(nés) N (normal) y - (menos). la clasificacién subjetiva, es la
de mayor especificacién (muy largo (ML), largo (L), medio (M) y
corto (C)] y las clases normales jincluyen =niés de 90% de las
bandas. La clasificacién relativa, emplea las regiones 1q, 16p,
21q, 22q, promedio del grupo P, etc., como estandar intracelular
para eliminar el grado de contraccién. También hay subdivisiones
que reflejan elevaciones de los segmentos C (bandas Ce) (90).
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Cuantitativo: las regiones polimérficas son evaluadas por su
longitud relativa, absoluta o medicién de su drea. Un andlisis
cuantitativo resulta ser ués eficiente para evaluar una
variabilidad continua. Empero, algunas variaciones pueden deberse
8 factores metodoldgicos, tales como técnicas de cultive,
desnaturalizacion, edad de las laminillas, tincion y estado de
contraccion cromosémica (90). Podugolnikova y cols. encontraron
una gran variacién inter-cultivo, pero no intra-laminilla, que
pudiera ser responsable de estas diferencias (107). Mason y eou.
notaron gque la intensidad de tincidén infl ia grand la
medicion del &rea del segmento C, asi como un efecto de la edad
de las laminillas y diferencias entre los mdtodos de tincién (90).

De localizacién: excluyendo la regidén Yq distal, la HC C de
tod. los demds cr tiene una localizacidn pericéntrica.
La deteccién de HC C en "p®" o "q" es independiente de factores
subjetivos, pero los resultados reportan grandes diferencias.
Estas divergencias se explican por vsriaciones poblacionales,
Y., principalmente, por factores metodolégicos (90).

Los métodos de tincion diferencial para la identificacion de
HM C son muy variados. la mayoria de los laboratorios, por
rasones priacticas y bajo costo, utilizan las técnicas de bandeo
convencionales tales como Q, C, R, NOR, G-11, DA/DAPI, etc. y
otros fluorocromos como distamicina A o wmitramicina D. Todas
ellas permiten localizar y medir la longitud de los PM C de cada
cromosoma. Bmpero, la variabilidad de algunas regiones, tales
como brazos cortos de acrocéntricos, es mejor identificada por
otros métodos, dado el tipo de secuencias que contiene. También,
el uso de técnicas de tincién al combinar varias de ellas,
permite obtener otra expresion de las aismas Var, asi como
diferenciar homélogos (cromosoma 1) (90).

A pesar de las diferencias metodolégicas es posible reducir
el error a un nivel cercanoc al obtenido entre células de la misma
laminilla en un anslisis bien establecido y controlado. El empleo
de métodos computarizados ha favorecido el manejo adecuado y
répido de los datos por medio de regresiones lineales para
corregir el error de contraccién cromosémica (90).
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Es dificil establecer una definicién para el tamafio de la h
de un cromosoma particular. No es recomendable sedir la longitud
relativa, tal como 9%gh/9p, 9gh/21q © 9qh/16p, Ya que no puede ser
usada objetivamente (90). Varios investigadores han intentado
resolver este problema. Lelikova y cols. proponen una correccién
de 1a longitud de acuerdo con la férmula: Le* = Lo+p(Lehr®-Lehr).
Los resultados muestran una clara regresién lineal con respecto
al tamafo del segmento C (108).

Balicek y cols. encontraron una correlacién lineal entre la
longitud de la EC y la de la HC de 10s cromosomas 1, 9, 16 ¢ Y
(96) . Podugolnikova y cols. realizaron un andlisis cuantitativo
de los segmentos C tradicionales por 3 =aétodos: A) longitud
absoluta, B) longitud relativa, como un porcentaje de la longitud
total de todas las regiones C y C) longitud absoluta con
correccisén en el grado de condensacién (108). Concluyeron que el
método B es el mis reproducible (107). Priedrich y Therkelsen
emplearon otro método de correlacién para corregir las longitudes
h con respecto a las esperadas cuando la contraccién se promedia.
Los resultados exhibieron una definicién de los limites normales
para las regiones gh de los cromosomas humanos 1, 9 y 16 (98).

Stallard y cols. notaron que los homélogos de algunos
cromosomas pueden diferenciarse por el tamafio del segmento C o
por la presencia de IP. Homélogos morfoldégicamente diferentes
muestran CR distintos, Los bloq C més grandes correspond a
los valores mayores de 1os CR y viceversa. Este sistema permite
una detinicién objetiva del tamafio del bloque C de los cromosomas
1, 9, 16 ¢ ¥, ya que los CR describen una heredabilidad y un
tamafic dependiente durante la contraccién (109).

Patil y Lubs han establecido, por bandas C, un sistema de
clasificacién para las regicnes gh de los cromosomas humancs 1, 9
y 16. Este utiliza 5 niveles diferentes y esplea a 16p para
corregir el grado de condensacién. Esta clasificacion deriva de
un anadlisis computarizado; sin embargo, los 5 niveles definidos
no intentan representar clases discretas, sino describir
unic te un pectro continuo de varijaciones en términos
semicuantitativos (110).

75



Una medicidn relativa (longitud del segmento C/suma de los
segnentos C de 108 cromosomas 1, 9 y 16 de la misma célula) del
segmento C, gensralmsente msuestra uns variacién minima
intraindividual. Por otro lado, los estudios poblaciocnales que
usan los métodos cuantitativos, sin una matodologia uniforme,
nuestran pocas similitud. Esto isplica que se requiere una
uniformidad para que el andlisis sea mss confiable (90).

La medicién dal dres de los segmentos C no es tan utilizado
como el de longitud, ya que es mis laboriosa y se necesita de un
equipo m&s sofisticado (90). Sofuni y cola. realizaron un
andlisis (110) del 4Area gh de los cromosomas 1, 9 y 16. Los
resultados indicaron una variacién consideradble en 1la
distribucion de estas regiones cercans a la normalidad, sunque ia
wedia y 1a DE para cada una fue diferente (111). Azumi y cols. al

sparar ait dtod de clasiticacién de las éreas C,
propusieron el uso de la DE como parsmetro para la delimitacién
de clases. Sin eabargo, no es un método de rutina conveniente, ya
que la frecuencia de los segmantos C de los crowosomas 1, 9 y 16
suestra una distribucién normal y en todas las poblaciones habra
datos similares a los de las clasas, atin cuando 1los promedios de
los segmentos C sean diferentes (112).

Staessen y cols. evaluaron los bloques C de 105 Crososomas
1, 9, 16 e Y por los métodos de longitud y érea. En la
comparacién, se tomaron en cuenta: la longitud y la superficie
relativa de cada cromosoma, la media de cadas individuo, la DE y
el coeficiente de variacion (CV). los resultados indicaron que el
valor relativo es mejor p o para titicar los PM C que
el valor absoluto. Adeass, la mejor evaluacién se obtiene al
medir su longitud y dividirla entre la longitud total del
cromosoma, requiriéndose analizar como minimo 20 metafases (113).

También se ha recurrido al uso de anslisis computarizados
para cuantificar el contenido de DNA de los cromosomas humanos.
Skavinski y Parcheta utilizando tincién con Peulgen, evaluaron si
existe relacion entre el contenido de DNA y los tamafios de la HC
y EC del cromosoma Y. Ellos reportaron que un PM del Y implica un
cambio an el contenido de ONA en relacidén & la longitud de HC y
de BC (114). Wall y Butler también midieron el contenido de DNA
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del cromosoma Y y usaronh un fotomicroscopio cosputarizado y
tincién con Peulgen. Despuds de corregir los errores sistemsticos
y estadisticos, los valores medidos se consideraron altamente
reproducibles y con un mayor grado de exactitud (115).

Otro método alternativo es el uso en relieve que exhiben las
regiones de HC C, al utilizar iluminacién invertida y oblicua.
El empleo de bandas Ce (= elevaciones de la HC C) revela S clases
discretas para la HC C del cr 1y pr ta ventajas al
compararlo con las bandas C (116). Al analizar el cromosoma 9
(incluyendo 9gh+, inversiones y translocaciones) se encontraron
de 0-5 bandas Ce en 9q y de 0-4 en 9p. Por lo menos 19 patrones
polimérficos tedricamente diferentes pueden observarse; empero,
sélo se observaron 15 de ellos. En ambos homdlogos, pueden
existir 52=25 cromosomas 9 cuantitativamente diferentes (117).

También, por anslisis densitométricos se pueden estudiar los
PM C. La intensidad de fluorescencia del cromosoma 13 por bandas
Q han mostrado 5 clases diferentes: 1:1.58, 2:24.0%, 3:45.5%,
4:23.5% y 5:5.5% (118). Y por microdensitometria, el &rea de una
Var sugiere también la asignacién de 5 clases diferentes para los
cromosomas del grupo D y G (119).

Estudios preliminares indican que la cuantificacion de los
HN C por anslisis fotométricos computarizados resulta excelente
(89). Caspersson y cols. eamplearon mostaza de quinacrina (MQ)
sobre metafases y el patrén de distribucién fluorescente fue
svaluado por métodos fotoeléctricos. Los datos mostraron que los
brazos cortos de algunos cromosomas (13, 15 y algunas veces 14 y
22) varian, considerablemente, en especial, Yq distal (120). Por
mediciones citofotomdtricas, el grado de absorbancia (Uv) de los
cromosomas polimdrficos 1 e Y y normales fue comparada. La
ajcrofotometria empleada a 265 nm en cromosomas sin tefir y a 546
na en cromosomas tefiidos con Feulgen muestra que la longitud de
los cromosomas polimdrficos estad determinada por un incremento en
el contenido de DNA y no por un desenrollamiento de la HC (121).

También por mediciones fotométricas sobre fotomicrografias,

cromosomas tefiidos con MQ y procedimientos reversibles es posible
obtener datos cuantitativos de los PM C de acrocéntricos (122).
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Bn conclusién, el empleo de las técnicas de bandeo
contribuye a una sejor elucidacion de estructura de los PN C.
Cada regién posee diferentes tipos y cantidades de DNA altamente
repetitivo, por lo que la clasificacion de un HN C debe basarse
en su localizacidén, tipo e intensidad de tincidn y contenido de
DA repetitivo, ass gque por una simple medicidn de su tamafio,
Debido a la existencia de diferentes parsmstros, cada laboratorio
utiliza un criterio propio de evaluacién (cuantitativa y/o
cualitativa), lo que no ha peraitido establecer una clasificacidn
detinitiva. En ocasiones se obtienen tasas elevadas de HN por una
evaluacidn errdnea. Ademés, s {mportante congiderar que la
subdivisién de un parémetro continuo en clases reduce su
capacidad informativa (90,91).

D. TIPOS, CLASIFICACION Y FRECUENCIAS EN RELACION A IAS
TECNICAS DE BANDEO.

Aungue las técnicas de bandec cromosémico se han empleado
como rutina en lcs diferentes laboratorios, es conveniente
conocer a fondo su naturaleza, nivel de organizacién y los
mecanismos por los cuales son revelados. Estas incluyen métodos
de tincién con Giemsa o colorantes fluor t {tluor }
que inducen 1a produccién de bandas claras y obscuras. Tasbieén,
se han desarrcllado técnicas de tincién selectivas y ds contec de
granulos de tincion para svidenciar PM especificos. Actualmente,
el empleo de anticuerpos monoclonales y endonucleasas de
restriccion, ha permitido llegar hasta los limites moleculares,
conociendo la naturaleza quimica y biolégica de los HX C
(89,123). Puesto que las técnicas de bandeo proporcionan un tipo
caracteristico de HN, cada una sers d ita separad .

1. Heteromorfismos con Bandas Q (QFQ).

La primera técnica de tincién diferencial sobre cromosomas
metatésicos fue implementada por Caspersson y cols. al revelar
con MQ (Bandas Q). Se observé un patrén de band fluor
transversas de intensidad variable y asi, diferentes HM en cada
uno de ellos (124). Esta teécnica se conoce actualmente como
Bandas QPQ (bandas Q con fluorescencia y MQ) (125).
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a. NMaturaleza y Mecanismos de Produccién.

Las bandas QFQ se clasifican dentro de un gran grupo llamado
*bandas f1 tes®. ta técnica, al igual que la de bandss G,
forma un patrén de bandas tefiidas positiva y negativamente,
siendo opuesto al de bandas R. Som constantes de un tejido a otro
y no cambisn durante la ontogenia. En cromosomss profasicos
aparecen numerosas bandas finas, las cuales se fusionan una con
otra para forsar ua nisero menor (prometatésicos) hasta
conformar una esola (metafésicos). Es posible encontrarias en
todos los mamiferos y otros vertedbrados, pero raras veces en
organismos inferiores (insectos) (126).

Aunque el mecanisso implicado en la fluoreacencia se conoce
poéo. se acepta qus las bandas Q positivas son regiones que
replican tardiamente (AT), mientras que las Q negativas son de
replicacién temprana (GC) (123). Trabajos de inmunofiuorescencia
y de autorradiografia apoyan lo anterior, pess a que el método
usado para desnaturalizar el DNA puede afectar su distribucioén.
Existen algunas variaciones en el patrén de replicacion de un
tipo celular o de un individuo & otro. Se ha sugerido que las
bandas Q negativas ocupan una porcién relativamente pequefia de
los cromosomsas. Trabajos por hibridacién in sity demuestran que
los genes informacionales estén localizados predominantemente en
ellas. El patrén de bandas Q ss relaciona muy sstrechamente con

el patrén de cromd Q. en cr de paquiteno.
Ya que los croméseros son las primeras sub ucturas d d
on profase meidtica, se especula que las Q positivas representan
los centros de A ién de los mitéticos (126).

Al parecer las band fluct es se correlacicnan con la
composicién diferencial del DNA. Trabajos recientes indican que
el DNA rico en AT tiende a ar la fluor ia de la

quinacrina, sientras que las regiones ricas en GC a disminuirila.
NAs aun, la variacién en la composicién del DNA précticamente
pusde ser la base para la produccién de las bandas Q (123). Como
otros fluorocromos, la quinacrina actiua con al DNA por dos
mecanismos: intercalacidn entre las pb adyacentes con uno de los
grupos basicos activos y union superficial por interacciones
®lectrostdticas con grupos fosfatos (126).
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R o .

For otra parts, es posible que las proteinas tengan alguna
influencia. Rmpero, se ha demostrado que la :distribucién de las
histonas y de las no histonas es uniforme a 1o largo de los
cromosomas, aunque existe una heterogeneidad de clertas
glicoproteinas en relacién a las bandas Q. Es probable que 1la
mayoria de los métodos no tengan la suficlente especificidad pars
una proteina conocida que muestre una clara heterogeneidad.
Algunos autores asumen qQue las bandas estdn asdciadas con 1la
condensacion cromosémica mis que con las proteinas mismas (126).

b. Tipos, Clasificacién y Precuencias.

Los BN revelados por esta técnica estén restringidos a los
can de los crososomss 3 y 4, los brazos cortos (bandas pll y pl3)

de 108 cr éntricos (13, 14, 15, 21 y 22) y la parte
distal de los brazos largos del cr Y (88,89,91,123).
Los P C con bandas QPQ se clasifican de do & su tamah

e intensidad de fluorescencia. En un principio, estas Var se
dividian sn 3 categorias: a) fluorescencia intensa, como la de Yq
distal, b) fluorescenciz normal, como en algunos satélites y c)
£1 ia gativa, como en la b de los cromosomas i, 9 y 16
(€8). Actualments, los HM C se clasifican en S5 niveles por su
intensidad de fluorescencia, la cual se asigna la clave 5 al
nivel brillante y la clave 1 al menos fluorescente (32) (Tabla 9).

Tabla 9. Criterioc para los Niveles de Intensidad QFrQ (32).

Clave Descripcion Comparacion
1 Negativo No fluorescente
2 PAlido Como en 1p distal
3 Medio Como en la banda principal 9q
4 Intenso Cowo en la banda principal 13qg distal
L Brillante Como en ¥q distal

Se ha sugerido una relacién entre los pb y la estructura
secundaria del DNA. Esta fluorescencia cambia con la energia de
las 4 basas del DNA, 1o que explicaria el grado de fluorescencia
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en todo el cromosoma, la mayor brillantez de las bandas Q vy,
adends, el efecto de las proteinas en el acceso de la quimcrlng
al DNA. Estudios con MQ tritiada sugieren que no hay mnis
colorante unido al cromosoms Y que a 108 otros cromosomas (3).

En los cromosomas 3 y 4, las bandas intensamente
fluorescentes estin adyacentes a los cen de ambos brazos. Los HM
del cromososa 3 son mis en la banda 3qll, seguido de una
en brazos cortos y luego en ambos brazos, con una frecuencia que
va de 41.0 hasta 68.4% en poblaciones normales (88,89,91). Estas
discrepancias tal ve:z son por difersncias raciales o el uso de
distintos sistemas de clasificacién. Petrovic reportd un nuevo
PM con propiedades de tincién no usuales, que es variable en
tamafio, posicién con respecto a la banda de HC y no es brillante
con bandas QPFQ (127). También, se han reportado IP del cromososa
3, una de ellas implica las bandas inv(3)(p15ql2) y sin efectos
fenotipicos (88,89).

Existe una mayor incidencia en el grado de HM del cromosoma
4 (4cen) que en la del cromosoma 3 y va de 2.7-48.3%,
(89,91,128). Verma y Dosik reportaron una frecuencia de 8.5% en
individuos normales (129). Bardhan y cols. notaron dos tipos de
HM para el cromosomsa 4: una de fluorescencia media en el cen (88%)
y otra, int ; £l , en la regién p proximal. En
este estudio ninguno de los individuos analizados presentd ambos
tipos de PM 0 en ambos homdlogos (130). No se han registrado Hll
con IP para el cromosoma 4 (89).

Pese a que con la técnica de bandas QFQ no se observa una
fluorescencia positiva para las h de los cromosomas 1, 9 y 16,
Spedicato y cols. reportaron una Var ho usual en la regidn 9qh.
Este material extra exhibe una intensidad similar a la banda 9q21
(131). Un caso similar fue reportado por Thompson y Roberts para
una nueva Var del cromosoma 16, la cual ia un t
extra en la regién proximal de los brazos cortos (16p+) (132).

Los cr acr ricos p tan la mayor diversidad
de HM. los brazos cortos (pll), satélites (pl3d) o ambos pueden
presentar fluorescencia normal o intensa. Aunque todas las
combinaciones se han encontrado en cada uno, el cromosoma 13 es
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el nis bheteromdrfico, sientras que el cromosoma 21 lo es menocs
(88,89,91). Las band int £l son siempre C
positivas y las 1 te fluor den ser C positiva o
negativa. Esto hace suponer que no todos los PM poseen ONA
altamente repetitivo. Las variaciones de los tallos de los
satélites parecen ser C negativas, lo cual se debe a que son
regiones moderadaments repetitivas codificantes para los rRMA 188
Y 288 intercaladas con secuencias repetitivas (88).

Por fotometria, Schnedl y cols. hallaron qus, por lo menos,
12 de 23 pares cromosémicos contienen un HM. E1 13cen es
brillante y de tamafio variable, similar al de 10e cromoscmas 3 y
4; empero, sus bratos cortos no musstran la intensidad reportada
an la literatura (121). Wachtler y Musil encontraron en la region
15Sp un area distal del cen (p1.1.1-p1.1.3). Se dedujo que 1la
banda es parte del tallo satélite, con una frecuencia de
aparicion de 87% (133). De igual manera, Chen y cols. encontraron
8 Var del cromosoms 15 coh 3 grupos diferentes de ellas: 1)
fluorescencia diferencial del cen y satélites, 2) fluorescencia
brillante de satélites gigantes (15s++) y 3) aumento intersticial
del segmento haterocromético entre el cen y satélites (ph+) (134).

Barnstein y cols. encontraron una Var extrema (22p+) del
Cromosoma 22 gque en ocasiones presenta un material no
identificado (fluorvescencia negativa). Ademis, el DNA en eata

region se raba alt. te metilado y su asociacién (3) no
fue mayor a la de 1os otros acrocéntricos, pese a un nimero
P ibl ivo de g ribosomales (135).

Al investigar la frecuencis de los PM QrQ en liquido
amniético, Barker y cols. encontraron 12 Var; las nis frecuentes
fueron 1a banda brillante 13p (45.8%) y 3cen (42.68). Sin
embargo, en un estudio adicional se halld un patrén polisértico
diferente entre los cariotipos materno y fetal (136).

Pinalmente, la técnica de bandas QFQ que revela el HM C mis
brillante (nivel 5), virtualmente unico en el cariotipo humano y
vagamente expressdo en otras variantes, corresponde a las dos
terceras partes distales de los brazos largos del cromosoma Y
(34,88,89,91). Se ha sugerido gue el material genéticamente



Y

activo se locaiiza en el g no f} , consiad
invariable en su tamafio. Mientras que el segmento gendticamente
inactivo o brillante es variable en tamafio (32). También se ha
visto que la intensidad de tincién de la region Yq distal con
Hoechst 33258 es menor que con quinacrina (34). Todas las
variaciones en longitud son atribuidas a un incresento o
decremsento sn el contenido de DNA sat (88).

Wahlstrém 1llegé a la conclusidén de que cromosomas Y
extresadasente largos o cortos son el resultado de cambios
estructurales. Si cromosomas cortos fuesen debidos a un estado de
contraccién, el cromosoms deberia mostrar fluoreacencis (137).
Soudek y Laraya hallaron un cromosoma Yq- (indice promedio
Y/7=0.85 en 60 individuos normales) no f1 te. Sin go,
por bandas C, observaron una regién C positiva. Asusen que se
trata de dos regiones distintas, ya que ambas técnicas no
reaccionan sodbre ¢l mismo segmento heterocromético (138).

Algunas evidencias asumen que la longitud del seguento no
fluorescente del cromosoma Y también es variable: por ello,
futuras investigaciones deberén definir si las variaciones son
por uno o varios tipos ds arreglos secuenciales de la HC C (89).

2. Heteromorfisamos con Bandas C (CBG).

Pardue y Gall, al hibridar in situ cromosomas de ratén,
notaron que la HC centromérica tefiia mis intensamente con Giemsa
que el resto de los cromosomas (31). Estas observaciones fueron
similares a las de los cromosomas humanos (29,139). En el método
utilizado originalmente, las preparaciones cromosdémicas eran
tratadas con HCl, RNasa e NaOH para desnaturalizar el DNA e
incubadas en solucién salina citratada (2x5SC). MNMétodos

b £ desarrollados al tratar las laminillas con
soluciones alcalinas moderadas {Ba(OH) 3] (140). Aunque estos
métodos tienen un patrén similar de bandeo, tienen la ventaja de
controlar mejor el pr de r alizacion. Bl método fue
adjudicado como Bandas C (32). Mas tarde, un término wmis
especifico fue asignado como Bandas CBG (bandas C con hidréxido
de bario y Giemsa) (125).
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a. Waturaleza y Necanismos de Produccidn.

La técnica de bandas CBG se clasifica como “bandas:
constantes”. La composicién de la HC C ha sido poco estudiada.
Nétodos especificos de tincién de proteinas no diferencfan las
regiones heterocrositicas, aunque pueden visualizarse con un
tratamiento previo. Esto sugiere que las proteinas presentes
deben ser mis resistentes a la extracciéon. Por otro lado, 1la
tincion con Giemsa es positiva debido a la extraccisén del DNA en
estas regiones. Se sugiere que el mecanismo de produccién de
bandas C incluye:1) un tratamiento &cido que despurina al DWA sin
rupturs del mismo, 2) una incubacién en solucién salina que rompe
al DMA y permite gue los fragmentos queden en la solucién y 3) un
tratamiento con &lcali que produce un alto grado de
desnaturalizacién, 1o que facilita la disolucién del DNA (126).

Esto sélo refleja los diferentes grados de despurinacién o
desnaturalizacién, empero interacciones entre DNA y proteinas,
comparadas a las presentes en brazos cromosémicos, pueden afectar
la extraccion. También, una digestién con DNasa apoya que el DNA
esté fuertemente asociado a proteinas (126). Es de suponer que
las regiones altamente repstitivas desnaturalizan mis rﬁpiduont.

que el DNA menos repetitivo. Esto pued barse se
tifie con naranja de acridina (NA) despuéds do un tratamiento con
&lcali. Empero, las bandas C se prod en DNA renaturalizado o

en DNA de una sola hélice fijado en formalina, lo que descarta un
mecanismo de produccién por rapida renaturalizacion (3).

Al parecer algunas bandas C no poseen DNA sat, sin existir
una correlacién entre bandas C positivas y DNA de doble cadena.
Este Ultimo no une més colorante que el de cadena sencilla. Por
otro lado, mis de 80% del DMA aislado de cromosomas © nicleos
interfasicos permanece de doble hélice durante la fijacién y miés
de 708 de hebra sencilla después del tratamiento con Alcali y
2xS8C. Adends, el DNA sat centromérico es mis resistente a la
extraccién debido a un mayor grado de compactacién (3,141).

Observaciones més detalladas concernientes al mecanismo de

produccién de las bandas C fueron realizadas por Comings y cols.,
Yy llegaron a las siguientes conclusiones (141):
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1. En promedio, la técnica completa de bandas C remueve
cerca de 60% del DMA.
2. Este DNA es prefencialmente extraido de regiones C-

negativas.

3. La tincién con PFeulgen indica que las bandas C pueden
explicarse por las diferent raciones de DNA a lo largo
de los cromosomas.

4. Tratamientos con &lcali o tr: ient prolongad con

tripsina no influyen en la permanencia de las bandas C.

S. E1 uso combinado de NA y Giemsa indica que: a) el DNA
repetitivo renaturaliza en segundos An sity, mientras que el no
repetitivo en mjinutos y b) las bandas C no dependen de la
renaturalisacién diferencial.

6. Para obt band ¢, los cr deb tratarse mis
drasticamente que para obtener bandas G y eliminar éstas.

7. Las interacciones DNA-no histonas probablesente son parte
importante en la produccién de las bandas C.

A este respecto, es dificil que el RNA o las histonas
participen en la produccion de bandas C, ya que en los cromosonas
tratados con Ritasa o &cidos no afectan su produccién (141).

Fundanmentalmente, la produccién de bandas C es por una
extraccion selectiva del DMA de las regiones C negativas y por
persanencia de una mayor cantidad de DNA en las regiones de HC C
(123,141,142). Se sugieren dos etapas sucesivas para la pérdida
del DNA: 1) despurinacién y desnaturalizacién simulténea durante
el tratamiento con HCl y 4&lcali (NaOH o Ba(OH);) y 2) el DNA
desnaturalizado es cortado en fragmentos sis pequefios que se
pierden durante la incubacién en 2x5SC. Los factores que influyen
en la pérdida selectiva del DNA de las regiones de HC C aun no se
han establecido. Pero se ha observado que ciertas proteinas no
histonas unidas a la HC C resisten a estos tratamientos (123).

Existe una nueva técnica de bandas CBG de alts resoluciém
que ha sido aplicada a las regiones C de los cr h
1, 9, 16 @ Y. Los cen tifien fuertemente al igual que algunos
satélites y la morfologia es bien preservada. la técnica es
altamente reproducible y simple, la cual se puede aplicar a
cromosomas en profase tardia y netafase temprana (143). Se
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obsarva que las h estin compuestas de Areas obscuras (HC) y de
4reas claras (EC), indicando la presencia de diferentes tipos de
DNA. Bn suma, aunque la region completa replica tardiamente no lo
hace al mismo tiempo (144).

b. Tipos, Clasificacién y Precuencias.

Los MM C evidenciados por la técnica de bandas CBG estin
oonfinados a los cen ds todos los cr , & los satélites y a
los brazos cortos de los Cromosomas acrocéntricos (13, 14, 15, 21
Y 22), s las h de los cromosomas 1, 9, 16 y a la parte distal de
los brazos largos del cromosoma Y (88-92,123).

Estos PM C se clasifican de acuerdo a su tamafo (longitud
y/0 &érea). Las primeras descripciones de estos PN en cariotipos
norsales se realizaron por tinciones convencionales de -2-3% en
poblaciones de recién nacidos vivos. Se reportaron PM tales como
1gh+ (0.628), 3cen+ (0.298), Dp+ (2.38), 16gh+ (4.0%8), Gp+ (3.5%)
Yy Gs+ (2.5%) (145). Nikelsaar Yy cols. y Priedrich y Nielsen
reportaron un marcador 1gh+ (0.9%) y 9gh+ (5.7%) en una poblacién
norsal y un 1gh+ (4.128) en 5,043 recién nacidos vivos,
respectivamente (146,147). Asimismo, Perg Smith detectaron
var del tipo 1lgh+ (0.58), 9gh+ (1.28), 16gh+ (0.888), 17ph+
{0.75%) y del grupo G (1.6%) en otra poblacién (148).

También, en dos poblaciones hindues, Ghosh y Sing detectaron
PM de los cromosomas del grupo D (9.0%), del grupo G (5%) y 16gh+
(48%) con frecuancias de 10, 6 y 3%, respectivamente (149). Cabe
sefialar que aquellas descripciones eran meramente apreciativas y
8610 se reportaban los mis evident Adenis, no tad con un
método de medicion adecuado para evaluar dichos PM, ni con un .
grupo comparativo apropiado para cada poblacion.

con el advenimiento de las nuevas técnicas de tincién,
diferentes estudios han reportado un elevado indice de HM C en
casi tod los aut , principalmente en las regiones gh de
los cromosomas 1, 9, 16 e Y (Tabla 10). Es importante que para
definir a un PN es necesario contar con un entrenamiento adecuado
para sensibilizar al observador en tener un criterio lo sas
objetivo posible.
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Tabla 10. PM C de Bandas C Reportados por Diferentes Estudios
(157, modificada).

1gh 9gh 16gh Otros (A) (B) {C) (D) Referencia

1 1 1 4 S 4 1 7 1%0 (1971)
5 6 7 13 20 17 3 kDY 151 (1973)
9 10 1 - 19 - - 20 152 (1973)
19 ) ] 12 216 - - 47 148 (1974)
1 - 4 34 2500 38 2462 39 153 (1974)
20 26 24 11 49 42 7 81 154 (1974)
5 1 13 202 13939 215 13724 221 155 (1975)
[ 4 10 172 11148 187 10961 192 156 (1975)
7 11 8 16 30 26 L} 42 157 (1976)

A = Numero de individuos estudiados.

B = Numero de individuos con PM C.

C = Numero de individuos sin PM C.

D = Nimero de PM C observados.

Para los crososomas humanos del grupo A se han reportado
diferentes Var. Kim (158) encontré tres tipos de h para el
Cromososa 1; la var mis frecuente (tipo III) estuvo presente en ¢
miembros de una misma familia y concluyé que estas regiones
constituyen los cromocentros de células interfadsicas y de
cromosomas profésicos. De igual manera, Tiur y cols. (159)
hallaron una Var 1q+, cuya frecuencia (1.9%) es mucho mayor que
la reportada en la literatura (0.3%). Petrovic (127) encontrdé una
variante no usual (3cen+) con una tincién positiva con bandas CBG
¥ GTG, pero variable con bandas QFQ.

En los cromosomas del grupo B, también se han reportado Var
raras. Babu y Verma (128) encontraron un PM en el cromosoma 4
(4ph+). En el cromosoma 5 (5gh+) se hallé una Var similar en 2
familias diferentes, que posibl te proveng de un ancestro
comin y corresponda a una amplificacion del material G-11
positivo o a una insercién del segmento C del cromosoma 9 (160).

Entre los PM del grupo C, Sofuni y cols. hallaron una nueva
Var en dos wmujeres japonesas (6ph+), que por sus cualidades de
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tincién parece similar a 9gh. Otra fue identificada como 12ph+ y
posteriormente confirmada en dos varones de otra poblacién
japonesa (161). Madan y Bruinsma refieren que la Var del
cromosoms 6 estis en la banda 6pll y tra un iner to de ~9%
del contenido total crososémico (162). Empero, Callen y cols.
sugieren gque este PN (6ph+) es mis bien una duplicacién del cen,
ady a las ias alfoides y que corresponde a una
G-negativa (163). Otra Var rara fue reportada en 3 generaciones
de un misma fasilisa como 11¢23.2, la cual es no-centromdrica y
CBG, GTG y QPQ positiva (164).

hand

La regién polimdrfica 9gh ha sido ampliamente examinada.
Madan y Bobrow evaluaron el tamafio de esta regién y encontraron
un tamafio promsedio entre homdlogos de 1:2 a 2:3. Al comparar el
tamafic con sus brazos cortos, 6% de estas, son casi tan o mis
grandes que 9p, 10 que demuestra un menor grado de compactacioén
(165) . Hansmann propone que este PN puede producirse por dos
sacanisnos distintos: un entrecruzamiento desigual o un evento de
doble rupturs que lleve a una insercién o una delecién. Empero,
se observa una wmayor frecuencia de 9gh+ (8.2%) que de 9qgh-,
probablemsente por una mayor eliminacién de este Ultimo. Los
macanissos que altsran la cantidad de HC C deben ser fr es y
siempre en los mismos puntos de ruptura y reunién (qii a ql3)
(166) . Spedicato y cols. describieron un PM C no usual y sin
efectos fenotipicos en 9p proximal que corresponde a una band
extra G-positiva, C y G-11 negativa (131).

Se ha reportade que la mayor frecuencia de los PM del
cr 16 corresponde a 16gh-, aunque también se han visto HM
16gh+. Ademids, Thomp y Roberts (132) y Pinel y cols. (167) han
reportado un nuevo HN (16p+). En ambos trabajos, los portadores
son fenotipicamente normales y muestran una banda extra G-
positiva, C y DA/DAPI negativa, lo que indica que no consiste de

HC C demostrable por estas técnicas.

Por otro lado, Crossen observé 4 formas distintas de HM en
el cromosoma 19: 1) HC confinada al 4rea centromérica, 2) HC que
se extiende del cen hacia los brazos cortos, 3) HC que se
extiende del cen hacia los brazos largos y 4) HC que se extiende
hacia ambos brazos. La mayor frecuencia (~75%) correspondié a la
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primera categoria (1:1) designada como "norsal®, mientras que en
la cuarta categoria no se observé ninguin caso (168).

En la mayoria de los cromosomas acrocéntricos, es frecuente
observar casi todos HM posibles. Por ejesplo, el cromosoma 15
exhibe un material fuertemente tefiido (ph+), que no se ha
asocjiado con actividad nucleolar. Ademés, se han observado Var
tales como 15ss-, 158+ y 15ss+ (134). También se ha reportado un
PM 22p+ que se correlaciona con el porcentaje de asociacién y es
posible que presente una amplificacién de su rDMA (135).

El cr Y con bandas CBG también tifie positivamente en
las dos terceras partes de sus brazos largos. Todas las Var son
atribuidas a la cantidad de HC C presente, con una incidencia de
1/100 para ¥Ygh+ y 0.39/100 para Ygqh- en individuos normales
(154). Tanto las bandas CBG como QFQ denotan el grado de este PM,
no 1 te ¢l mismo segmento C (138).

Inicialmente, los HM C de las regiones igh, 9qgh y 16gh se
clasificaban en las 3 categorfas tradicionales, mientras que
otras, tales como los cromosomas de los grupos B, D, £ (17-18), P
Yy G, se clasificaban en 4:0, 1:3, 2:2 y asi, de acuerdo al patrén
de comparacién C entre homdlogos (151). Miller y cols. sugirieron
que la HC podria ser clasificada en 5 categorias, empleando como
referencia a 21q (169). Empero, algunos autores opinan que este
Ultimo es muy largo y que las h grandes serian erréneamente
clasiticadas dentro de un nivel intermedio.

Por métodos cuantitativos, la variabilidad intraindividual
de las regiones de HC C de los cromosomas 1, 9, 16 e Y sugiere
que las longitudes relativas son més estables que las absolutas.
Asi, las longitudes promedio y DE de estas regiones fueron 1.26
¢ 0.23, 1.13 ¢ o0.20, 0.85 ¢ 0.14 y 1.13 ¢ o0.21,
respectivamente. El anadlisis comparativo, la variabilidad y la
distribucion de los segmentos C entre sexos no revela diferencias
estadisticamente liqniﬂcativn (DES). Esto confirma la idea de
que la longitud gh es una caracteristica neutra en la poblacién
normal independientemente del sexc (170,171). Adenis, no existe
una correlacién entre la longitud de homélogos O en cromosomas de
varios pares, por lo que son combinaciones al azar (172).



Actualmente, el tamaho de las regiones gh tradicionales se
clasifica en 5 categorias diferentes, utilizando como referencia
el promedio de los brazos cortos del cromososms 16 (16p). Esto es
con el propdsito de eliminar el grado de contraccién cromosdmica
de cada mitosis (89,110) (Tabla 11).

Tabla 11. Criterio de Clasificacion para el Tamafo de los PN de
la region gh de¢ los Cromoscmas Humanos 1, 9 y 16 (110).

Mivel Descripcion " Base
1 Ruy Pequefio < 0.5 x 16p
2 Pequefio > 0.5~1 x 16p
3 Intermedio > 1-1.5 x 16p
4 Grande > 1.5-2 x 16p
S My Grande > 2 x 16p

2n un estudio, las regiones gh fueron clasificadas por sexo
(Tabla 12). Por lo general, las del cx 1 cor ponden a un
nivel intermedio, las del cromosoma 9 al pequefic y las del
cromosoma 16 al wuy pequafio. Para o8 cromoscsas 1 y 9, se

asignaron 4 niveles y para las del 16, solamente 3 niveles (173).

Tabla 12. Frecuencias de 10s Diferentes Tamafics de PN C por Sexos

(89,173, ,m0diticada).
Miveles
(1) 2) (3) 1)
Sexo 1 916 7T 1 91 T 1 916 T 1 9167 T
Masc. 8 14 40 62 34 44 35 112 38 20 5 63 2 2 240

Fem. 8 25 37 70 36 40 36 112 34 14 7 55 2 1 3 240

Total 132 225 118 5 480
(L3) (27.5) (46.87) (24.58) (1.04)




Si todos los cr son incluidos, la frecuencia de los
niveles 1, 2, 3 y 4 es de 27.5%, 46.87%, 24.58% y 1.04%,
respectivamente. Por ejemplo, el nimero 25 significa que 25
cromosomas 9 son pequefios (nivel 2). Ne hubo DES entre las
frecuencias de h igot Y het igot (Tadbla 13), asi como
para el tamafio y posicion de los MM C (173).

Tabla 13. Tasafio de los PM en las "h" por Homélogos (173).

Niveles#

Cromosoaas 1,1 1,2 1,3 2,2 2,3 3,3 3,4 Total

1 3 9 1 21 21 23 2 [ 1]

9 7 22 3 25 12 ] 3 80

16 27 22 1 19 11 80

Total 37 53 S 65 a“ n S 240
L] 15.41 22.08 2.08 27.08 18.33 12.91 2.08

* las combinaciones que no se encontraron entre los 80
individuos se eliminaron de esta tabla.

En los Ultimos afios ses ha desarrollado un nuevo sistema de
clasificacién para la region gh del crososoma Y, al usar un
microscopio fotométrico. Este cuantifica el contenido de DNA de
cromosomas individuales y la HC C muestra una distribucioén
discontinua en bloques separados por bandas pilidas (EC) que no
tifien con bandas CBG. Esta distribucién permite su clasificacién
en 4 tipos (Tabla 14) de acuerdo al nuimero de bandas. Se
encuentra una relacién de 1:4:4:1 para los diferentes PM de la
regién Ygh, correspondiente a los cromosomas con 1, 2, 3 o 4
bandas C, respectivamente. Si se comparan los patrones de bandas
C, se nota un incresento en la masa promedio de 1.36 x 10°14 q
por cada banda extra, 1o que representa un aumento aproximado de
13.26 x 108 pb. Los resultados sugieren que estos cambios en la
HC son suficientes para producir un HM. Esto ademis demuestra que
la HC no se observa en forma continua, sino en bloques discretos
(115).
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Tabla 14. Relacion entre el Mimero de Bandas C, Masa de DNA y
squivalencia (pb) de los tipos de Cromosomas ¥ (115).

Mimero de Bandas C
Parsmetro

1 2 3 - 4

Wmero 10 30 32 s

Masa promedio S5.88x1073¢ 7.17x1073¢  5.63x2072¢ 20.005x10"1¢
Wimero de Bandas C vs. correlacion de masa, r=0.9997

oe 0.498 0.416 0.4255 0.449

pb promedio  57.42x20%  70.12x10%  ¢.31x20%  97.735x10¢
Diferencia (9) 1.30x10°1%  1.4x1073¢  1.4x10724

Diferencia promedio (g) 1.36x10"14¢
Diferencia promedio (pb) 13.26x108
P=192.37

gl=3/76 signiticativa a P > 0.001

Varios sistemas de clasificacién se han propuesto, pero
ning se ba acep unénimemente. E1 Sistema Internacional de
Nomenclatura en Citogendtica Bumana (ISCM) (125) propone el uso
de la clasificacion de Patil y Lubs (110). Sin embargo, el hecho
de adjudicar a cada regién un cierto nivel, obliga a los
investigadores a realizar estudios comparativos y poblacionales
para establecer el significado citogenético y molecular de la HC
C y, por lo tanto, de los diferentes PN C.

c. Inversiones Pericéntricas.

for el imiento de las inversiones (inv) de
los cromososas humanos era extremadamente limitado. S6lo algunas
que se podian detectar eran las pericéntricas, las cuales eran
identificadas por su morfologia  (cromosomas metacéntricos).
Actualmente, por las técnicas de bandeo es posible detectar
cualquier tipo de inv. La identificacién de IP de las regiones de
HC (h) permitié renococer un nuevo tipo de HM C.

Existen pocos trabajos en poblaciones normales gque reportan
1P de los cromosomas 1, 9, 16 ¢ Y, de las cuales la regién 9gh es
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la de mayor frecuencia (Tabla 15). Las frecuencias de IP de 1gh ¥y
16gh son casi esporadicas. Por ejemplo, Tuur y cols. informaron
una frecuencia de inv(l) de 0.48% en 208 adultos norsales no
relacionados (159).

Tabla 15. Precuencias de IP del Cromosoma 9 con Diferentes
Métodos y en Diferentes Poblaciones (166, modificada).

Poblacién Bandeo Precuencia Referencia (afo)
Recién Nacidos - 1/3543 174 (1970)
Caucdsica y Negra - 2/3476 17% (1971)
Caucdsica y Negra - 10/ 807 175 (1971)
Pacientes - 1/2291 148 (1974)
Pacientes-Escocia + 4/ 367 148 (1974)
Normal + 8/ 282 165 (1974)
Pacjentes-Pinlandia + 6/ 631 176 (1974)
Pacientes-Alesania + 6/ 93 166 (1976)
Pacientes-Havaii + 9/1032 177 (1978)

En un estudio resalizado en Hawaii con individuos de
diferentes raszas, se hallaron IP de gh en 13 individuos. Cuatro
de ellos tuvieron una inv(l) parcial, otro una inv(9) parcial,
uno més tuvo una inv (9) parcial en ambos homélogos y un 21p- y 7
pacientes una inv(9) total. La frecuencia observada fue de 3.4%
en orientales y de 0.4% entre los no-orientales (177).

Hanemann realizé un trabajo exhaustivo sobre la variabilidad
estructural del crosososa 9 y su evolucion. Observé que este
Cromosoma muestra una alta susceptibilidad a rearreglos
estructurales, particularmente IP y 3 tipos de IP: Tipo I, toda
la HC C yace en 10s brazos cortos; Tipo II, parte de la HC C se
localiza en los brazos cortos y el resto en q préximal y Tipo
III, cromosoma subtelocéntrico con parte de la HC C en los brazos
cortos y el resto localizado intersticialmente en los brazos
largos. Al parecer los puntos de ruptura se localizan
preferentemente en la HC o cercano a las uniones de EC-HC. Estas
observaciones sugieren que el cromosoma 9 humano fue en un
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principio acrocéntrico y que tenia, por lo =menos, algunas
funciones similares a las de los cromcsomas de 108 grupos D y G.
Probablemente, durante su evolucién este acrocéntrico cambié a
submetacéntrico debido a una IP (166).

Donlon y Nagenis emplearon diferentes técnicas de bandeo
para definir la subestructura de 9gh. Por bandas CBG, 21 (38.88%)
sujetos tuvieron una region positiva en ambos brazos (IP tipo II)
© en brazos cortos sdlamente (IP tipo I). En 18 de ellos, el
segmento C era mucho mayor que la regién G-11 positiva. Empero,
se presentaron pocas diferencias entre ambas técnicas cosparsdas
con las que revelaron IP parciales o cromosomas normales (106).

Para evaluar diferentes tipos de IP y establecer sistesas
de nomenclatura més uniformes, Verma y cols. clasificaron a los
HM con IP en 5 categorfias (Tabla 16). Esta se basa en la cantidad
de HC C (h) confinada & cada brazo de los Cromosomas humanos 1, 9
y 16 (173).

Tabla 16. Criterio de Evaluscidn de los PX con IP de las *h® en
los Cromosomas Humanos 1, 9 y 16 (173).

Wivel Descripcidn Definicion

1 No inversidén (NI) La h estés confineda a los brazos
oq".

2 IP-Nenor (NIN) Nenos de la nitad de la h ests
P en los b ap,

3 Inversion Media (NI) La mitad de la h estd presente en
brazos p y la otra en brazos q.

4 IP-Nayor (MAJ) Nis de la mitad de la h ests

en los b P.

S Inversién Completa (CI) La h completa de los brazos q
pasa a los brazos p.

Al evaluar los HX con IP de los cromososas 1, 9 y 16 en 80
caucasicos, se sncontré que el cromososa 16 no presenta IP, lo
cual se confirma con lo reportado en la literatura. Solamente se

traron 34 cr (7.08%) con una IP. De estos, 16

94



correspondieron al cromosoms 1 y 18 al cromosoma 9 (Tabla 17). ¥o
se observaron IP con nivel 5, asi como con nivel & (173).

Tabla 17. Frecuencias de los Diferentes Tipos de HX con IP por
Sexo en los Cromosomas 1, 9 y 16 (173).

Niveles de Inversion

Sexo Cromosoua 1 (wr) 2 (mm) 3 (HI)
1 70 10

Masculino 9 72 6 2
16 [ 1)
1 7 s 1

Fesenino 9 70 8 2
16 80

Total aus 29 5

Porcantaje 92.92 6.04 1.04

Menga, los KM con IP de los 80 individuos se clasificaron
por homdlogos. Por ejemplo, hay 4 pares del cromososa 9 en los
que un homdlogo no tuve IP y el otro tuvo la mitad de la h
presents en ambos brazos (173) (Tabla 18).

Tabla 18. P!! con IP entre los 80 Individuos por Homdlogos (173).

Niveles de Inversioén

Crowosona 1,1 1,2 1,3 2,2 Total
1 65 13 b 8 b 3 8o
9 62 13 4 1 80
16 80 80
Total 207 26 S 2 240
Porcentaje 86.25 10.83 2,08 0.83
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También, se combinaron los resultados de los tamafos y las
IP de los cCromosomas 1, 9 y 16. No se presenté una DES entre
masculinos y femeninos, pero si hubo una posible interrelacisén al
mostrarse una elevada frecuencia. Por ejemplo, hay 118 cromsosomas
que se clasificaron como tamafio ®"intermedio® (nivel 3) y 23
(19.5%) tuvieron IP. En contraste, hubo 225 que fueron de tamaio
"pequefio® (nivel 2) y unicamente 10 (4.4%) tuvieron IP. Es
posible que una IP parcial pequefia o muy pequefia de la "h" sea
indetectable con las técnicas empleadas (173) (Tabla 19).

Tabla 19. Interrelacién de los Tamafios y PM con IP de los
Cromosomas ), 9 y 16 (Combinada) (173, wmodificada).

Niveles por Tamafio

Niveles de 3 2 3 4 Cromosonas
Inversion Totales
1 (MI) 132 215 95 4 446
(%) (27.50) (44.79) (19.79) (0.83) (92.92)

2 (NIN) 7 21 1 20
(8) {1.45) (4.37) (0.20) (6.04)

3 (HI) 3 2 S
(3) {0.62) (0.41) (1.04)

Total 132 225 118 S 480

Porcentaje (27.50) (46.87) (24.58) (1.04)

3. Heteromorfismos con Bandas R (RFA).

El principio bisico de las 1lamadas bandas ®reversas® o
bandas R es el tratamiento de las laminillas a altas tesperaturas
en soluciones amortiguadoras y tincién con NA o Giemsa. Pl patrén
de bandas R es opuesto al producido por las bandas Q y G. Otros
métodos para evidenciar bandas R incluyen tincién con diferentes
fluorocromos tales como cromomicina Al y olivomicina y en general
cualquiera que tenga afinidad por secuencias ricas en GC (123).




En un principio (Dutrillaux y Lejeune, 1971) se empled
colorante Giemsa (178) y mis tarde, (Vermsa y Lubs, 19735) MA para
dar una mejor resolucion a los cromosomas (179). Actualmente, son
nombradas cowmo Bandas RFA (bandas R con fluorescencia y tincién
con MA), asi como modificaciones de la misma: Bandas REG (con
calor y Giemsa), Bandas RB¢ (con Brdu y Giemsa) y Bandas 2BA (con
BSrdu y NA) (12)3,125).

a. Maturalesa y Necanismos de Produccidn.

Las bandas R corresponden al grupo de las “bandas
fluctuantes®. Por hibridacién ip aitu y autorradiografia, se
observé que éstas son las regiones de transcripcion mas activas y
que las rupturas cromosdmicas espontineas ¢ inducidas ocurren en
ellas (126), aunque los sitios criticos pueden ser las zonas de
interbanda. Las bandas més extensas son las primeras en replicar
Yy & tiespos intermedios de replicacion se producen bandas
intermedias. Por ello, la replicacién de bandas Q no se sobrepone
con la de las bandas R y ¢sto es consistente con la presencia de
dos etapas en la fase S. 8i cada banda R contiene m&s de 100
replicones, entonces cada una debe activar un numsero suficiente
de ellos a diferentes tiempos en § temprana y carecer de
replicones tardios; eapero, los resultados no son uninimes (180).

21 principio general es el uso combinado de un colorante
fluorescente como MA (tincién primaria) y de otro colorante que
sea o0 no fluorescente de diferente 1longitud de onda
(contratincion). Después de una desnaturalizacién selectiva y
tincién con NA, las hebras sencillas se tifien de color rojo y las
duplex de color verde. También, diferenciss en densidad
slsctrénica entre bandas y regiones interbanda son mucho ads
finas en cr con band R que en aquéllos con bandas G
(123) . De hecho, la naturaleza diferencial entre las bandas Q/G y
R es por secusncias cosplementarias de "clusters® AT y GC, mAs
que por una relacién lineal entre la intensidad de fluorescencia
de una banda y su mposicién de b (3).

El mecanismo de produccién de las bandas R no ha sido
dilucidado por completo. Se ha observado que el tipo de bandeo
producido puede alterarse por simple ajuste de pH y temperatura.
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Adenis, se ha visto que esta técnica es la que extrae la menor
cantidad de proteinas durante el proceso de desnaturalizacion de
los cromosomas (126). Por otra parte, se ha comprobado que con
tratamientos térmicos existe una mayor desnaturalizacién de
secuaencias ricas en AT que de regiones ricas en GC (180).

b. Tipos, Clasificacién y Precuencias.

Los HM C con bandas RFA se an pecial te en los
brasos cortos de tod los cr icos (grupos D:
13-15 y G: 21-22). Las variaciones en estas regiones pueden
observarse tanto en color como en tamafio (89). Verma y Lubs
establecieron un sistema de clasificaciéon para los HX con bandas
RPA (181). Este ss basa, por una parte, en 6 colores distintos al
comparar los P con las diversas regiones del cariotipo (Tabla
20) y, por otra parte, en 5 niveles de tamafo al compararlos con
el brazo corto del crowosoma 18 (18p) (Tabla 21).

Tabla 20. Criterio de Clasificacién de los HM C con Bandas RFA
en Base & su Color (181).

cédigo Color Comparacién

b Rojo Jcen.

2 Rojo-naranja Media de 2q (q21-q24).

3 Maranja-amarillo 18p.

4 Amarillio palido Distal 1q (q32 y q42) y 20p.

s Amarillo brillante Distal 1p (p3), 22q y 19.

¢ Verde pdlido Presente solamente en la h de
los cr acrocéntricos.

En un estudio piloto las frecuencias de los HM fueron
registradas. E1 tamafo de los PM fue del mismo orden en todos los
Crososomas, aunque ligeramente menor en el 22 (Tabla 22). Uma h
de color verde (clave 6) del cromosoma 13 representd la mayor
trecuencia, mientras que la mis baja se le atribuyé al cromosoma
22. Al comparar con bandas QrQ, las variaciones fueron notorias.
Por ejemplo, 62% de los cromosomas 14 tuvieron un PM con bandas
RPA y unicamente 25% de estos con bandas QFQ. En contraste,



ninguno de los cromosomas sin Var RPA tuvo una Var QPQ. Por el
contrario, las Var QFrQ mas { de los cr 13, 15y 21
correspondieron a cromosomas con y sin una Var RFA. En general,
Var extremas en color fueron Buy raras. Se concluye ques no hay
relacién alguna entre la intensidad QPQ y los varios colores
observados con RPA (181).

Tabla 21. Criterio de Clasificacién de los HM C con Bandas RFA en
Base a su Tamafio (181).

Cédigo - Tamafio 13-15 21-22
1 Muy pequefic Virtualmente ausente  Virtualmente ausente
2 Pegquefio < 0.5 x 18p < 0.25 x 18p
3 Medio > 0.5 a 1.5 x 18p > 0.25 x 18p
4 Grande >1.5 a 2.0 x 18p = 18p
L1 Muy grande > 2.0 x 18p > 18p

Tabla 22. Precuencia de HM C en 25 Individuos Normales con
Bandas RFA en los Cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22 (181).

Color cédigo 13-15 ] 21-22 L 3
# Cromosonas 4 Cromosomas

Rojo 1 [ 0 0 [}
Rojo-naranja 2 2 1.3 3 3
Naranja-Amarillo 3 90 60.0 15 15
Amarillo palido 4 3 20.7 64 64
Amarillo brillante 5 L} 2.6 12 12
Verde pilido 6 23 15.4 6 6
Tamafio

Muy pequefio 1 1] 0 0
Pequernio 2 24 16.0 3 3
Medio 3 118 78.7 86 86
Grande 4 8 5.3 10 10
Muy grande 5 [} 0 1 1
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gstudios posteriores tampoco demostraron relacién entre PM
datectados por bandas QFQ y RPA. Las frecuencias de color con RFA
para los cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22 fueron 33.0, 38.0, 28.0,
50.C y 24.5%, mientras que con QFQ fueron 56.0, 10.0, 10.0, 15.5
Y 10.0%, respectivamente. El color sis frecuente para el grupo D
fue naranja-amarillo, mientras que para el grupo G fue amarillo
palido (089,182), El1 t fio més fr fue el cédige 3 (medio).
No bubo DES entre sexos y es evidente que las bandas RFA detectan
sés variaciones en el tamafo de los brazos cortos de los
cromosomas acrocéntricos que cualquier otro método (89,183).

4. Heteromorfismos de las NOR.

Las MOR soh las h de los brazos cortos de los cromosomas
acrocéntricos. A partir de las técnicas de hibridacién in gitu,
se desarrollaron métodos accesibles para localizar NOR en
cromosomas metafésicos. En un principio, las NOR se tefifan con
Giemsa y tomaban el nombre de Bandas N (184) o Bandas MSG (bandas
N con tincién de las NOR y Giemsa) (125). Luego, fue desarrollado
un método mis aspecifico con impregnacién argéntica (Ag) y fueron
llamadas Bandas NOR (185) o Basdas Ag-NOR (123,125).

a. Naturaleza y Mecanismos de Produccién.

La tincién Ag-positiva de las NOR se observa en las zonas de
células mitéticas que fueron funcionales durante la interfase
anterior. La cantidad de material tefiible varia durante el ciclo
celular. Es mayor en la interfase y menor en metafass y anafase.
En células meioticas la tincién permanece hasta paquiteno o
diplotenc, pero se pierdes en metafase. Esto indica que el grado
de actividad ribosdmica y de la tincién es proporcional al numerc
de copias activas de rDNA. El numero de NOR varia de 4-10 y la
cantidad de plata en cada acrocéntrico con NOR activo da un
patrén unico en cada individuo y constante en todos sus tejidos.
Sin embargo, 1la cantidad de NOR activas depende de 1la
diferenciacion celular y los requerimientos funcionales (74,126).

Las NOR de los cromosomas  humanos son afectadas por el

envejecimiento, con pérdida de rDNA hibridable y decrezento de la
cantidad de Ag fijada. Ademas, ésto es mis notorio en las mujeres
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(cromosomas del grupo D) y su actividsd parece estar regulada por
sistemas hormonales (tirdides) (74).

Una de las caracteristicas de las NOR es gue permanecen
asociadas en metafase, por lo que se le ha descrito come una
asociacion de satélites. De hecho, las asociaciones son producto
de la participacién activa en la formacién de los nucléolos de la
interfase precedente. Empero, éstas se realizan a nivel de los
tallos (NOR) Yy no en los satélites mismos. Rl término adecuado
para designarlas seria entonces asociscién de NOR o de
acrocéntricos. El contacto fisico entre ellas estd dado por los
rDNA. Asi, la frecuencia de asociacién se correlaciona con la
longitud del tallo-satélite, la cantidad de tincién Ag-positiva
Y la cantidad de rDNA presente. Se han establecido varios
criterios para determinar 1la distribucién y el porcentaje de
asociacién entre individuos. Al parecer el cromosoma 21 participa
mds activamente que otros, en donde se observan rearreglos Yy
dependencia del sexo. Por ejezplo, en mujeres los cromosomas 13 y
21 participan con mis frecuencia que otros (26,74).

Las asocjaciones se pueden clasificar en cromitidicas (mas
frecuentes) y cromosémicas. Se ha encontrado con ICH que las
crométidas asociadas tienen una orientacién lateral y una
segregacion al azar, en una cromitida y no aleatoria de doble
crositida, en el segundo y tercer ciclo celular, aunque 1los
resultados son confusos (74).

Al combinar las diferentes técnicas de bandeo es posible
distinguir tres regiones de los brazos cortos de los cromosomas
acrocéntricos, las cuales exhiben una gran variabilidad. Las
regiones no tefiidas después de una tincién con DIPI o quinacrina
parecen ser los tallos, pero cuario se tifien con mitramicina se
observan dos regiones: una proximal muy fluoresente y otra distal
Buy opaca. Esta ultima contiene muy poco DNA, pero al utilizar
bandas Ag-NOR el precipitado queda opaco y deja libre la region
fluorescente. Esta porcién esté sujeta precisamente a PM y puede
estar ausente o tener grandes cantidades de secuencias GC (186).

El mecanismo de produccién de las bandas N y NOR es poco
conocido. En ambas técnicas la tinciéon es negativa después de un
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tratamiento con tripsina o pronasa, pero es positiva al extraer
el DMA (26,123,126). Al parecer las no histonas son las
responsables de la produccion de las bandas N (184), con una
pequefia porcion y especificas de las WOR (23,123).

Bl componente responsable de la tincién Ag-NOR parece ser de
naturaleza protéica, de tipo acidico y altamente fosforilado
(RNP). Se ha observado que solamente las NOR activas se tihen con
plata, 1o Qque indica que las proteinas asociadas con 1la
transcripcién de los citrones ribosdmicos son las responsables de
esta impregnacién. Estudios de microscopia electrénica revelan
que la tincién es adyacente a las NOR y no sobre ellas. También
se ha & ado que t. proteinas estdn representes sélo en
unidades de transcripcion nucleclar y ausentes en las secuencias
espaciadoras entre un cistrén y otro. Su naturalesa es incierta,
pero se ha sugerido la participacién de proteinas acidicas ricas
en grupos sulfhidrilo y disulfuro, de las proteinas C23 y B23 y
de las subunidades grandes de la RNA polimerasa (23,123).

b. Tipos, Clasificacion y Precuencias.

Zn los .croe‘nttleu, con bandas QFQ, CBG y RPA, existen por
lo 3 band orficas: bandas pl1, p12 y pli. S8in
embargo, al esplear la técnica de bandas Ag-NOR, unicamente la
banda pl2 (NOR) es fuertemsnte tefiida. Usando bandas RFA, se ha
desostrado que el color de las NOR equivale al verde pialido y no
se observa en ninguna otra parte del genoma humano. El numero de
acrocéntricos que revela este color, varia de una persona a otra y
es consistente en todos sus tejidos (74,89).

Las regiones Ag-NOR se han clasificado citolégicasente en S
categorias, de acuerdo a la cantidad de plata depositada. El
nivel 1 corresponde al "muy pequefio”, mientras que el nivel 5 al
*muy grande®. Rara vez tamafios muy grandes con NOR duplicada o
triplicada con o sin satélite (14p+ y 22p+) han sido reportados
(51,74,069,135). E1 cromosoma 15 es el nmnés polimértico,
principalmente 15p+ y 15ps+ (133,134). Howell y Black
describieron una técnica simulténea de bandas NOR y bandas G que
persite la identificacién individual de las NOR y evalua la
cantidad de plata sobre cada acrocéntrico (187).
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5. Heteromorfismos Usando- Biologia Molecular.
a. Mecanismos de Produccién.

Recientemente, el uso de las técnicas de Biologia Molecular,
sobre todo aquellas que implican endonucleasas de restriceiéam, ha
permitido también la identificacién de HM C. Los cromosomas
metafasicos son susceptibles a DNasas. Por ello, al tratar
cromosomas con estas enzimas, muestran un patrén de bandeo
caracteristico, resultado de la cantidad de DNA extraido, Qque a
su vez depende del tamafio de los fragmento producidos y
deterainado por 1la distancia entre dos sitios de corte-~
especificos (26,123).

La digestién con DNasa I y nucleasa microcéccica sobre el
DNA produce secuencias cortas de unos cuantos pb. Por el
. contrario, con DNasa se generan fragmentos largos debido al
reconocimiento de secuencias cortas de 4-5 pb. Esto resulta en la
extraccién selectiva de secuencias especificas, en donde las
zonas que tienen un mayor numero de sitios de reconocimiento
generan fragmentos més pequefios. Se ha sugerido que fragmentos de
DNA de més de 1000 pb permanecen en la matriz cromosémica,
mientras que fragmentos menores de 250 pb son extraidos de los
cromosomas. La pérdida del DNA estsd directamente relacionada con
el decremento en la tincién diferencial con Giemsa (26,123).

El mecanismo de bandeo cromosémico por endonucleasas de
restricciéon ha revelado que, al cuantificar radioactivamente el
DNA extrafido y digestiones subsecuentes con proteinasa K,
producen la pérdida de fragmentos mas largos. Esto sugiere que la
organizacién espacial y el plegamiento de las fibras de Cr son
factores importantes en el mecanismo de produccion (188).

Cada regién cr 6mica pued revelarse al enmplear
diferentes enzimas y tincién con Giemsa. El cromosoma completo es
susceptible a la digestidén; no obstante, por el hecho de que las
enzimas de restriccién r diferent sitios de corte y
produzcan bandas similares, es probable que éstas no tenga acceso
a todos los sitios especificos. Algunas enzimas como Alul, Mbol,
DdeI, EcoRII y HinfI, producen una marcada disminucién de esta
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Dale y cols. sncontraron en una familia dos portadores de un
14p+. El1 materijal extra C positivo reveld que contenia DNA
repetitivo, diferente a los encontrados cosunmente en la HC C de
los cromosomas 1, 9, 15, 16 e Y., La hibridacién in gitu con la
sonda a (pTRA-2) para acroc4ntricos mostréd un incremento
significativo en la cantidad de las secuencias a centroméricas
(192). Barle y cols. también hallaron otro 1l4p+, al emplear las
sondas PTRA-2, pPTR9-H2 (especifica de DNA sat III) y p¥3.¢ . Al
parecer, el origen del saterial extra es resultado de 1la
amplificacién de aslgunos segmentos centroméricos (DNA sat IIl),
normal te pr tes en el cromosoma 14 (193).

Para caracterizar a la HC C, Babu y Verma evaluaron estas
regiones con Alul, Haelll y varias técnicas de bandeo. Los
resultados mostraron que la HC puede dividirse en por lo menos 7
tipos. las regiones pericéntricas de los cromosomas 1, 5, 7, 9,
13-18 y 20-22 consisten en més de un tipo de HC, en las cuales el
cromosoma 1 tiene el mayor grado de heterogeneidad, mientras que
para los cromosomas 10, 19 e Y, no lo hay. El cromosoma 18
repr ta el HM pequefio con mis fr ia en tamafio y posicién
(Alul). Esto sugiere que las propiedades de cada tipo de HC estén
relacionadas con la diversidad de sus secuencias (194).

Una nueva secuencia ha sido aislada a partir de una clona de
DNA sat III (sHS3), clonado de sgtWES y derivada de EcoRl. Esta
se localiza en el cromosoma 1 (gh), mientras que en los
cromosomas 9 y 16 no se relacia con el t fio del g to €
polimérfico. La secuencia dentro de sHS3 puede representar una
fraccién satélite homoléga a algunas de las secuencias de DNA sat
1I o III. El1 DNA sat total contiene una mezcla de secuencias,
algunas de las cuales se localizan en ciertos pares cromosémicos
(195) . Este hecho fue confirmado mis tarde al esmplear una clona
de DNA sat oc para evaluar la especificidad y variabilidad de 1la
HC C. Cinco sondas hibridaron en los cromoscmas 3, 11, 17, 18 y
X. Los resultados revelaron que la HC C tiene, efectivamente, una
gran variabilidad de secuencias satélite a que pueden ser utiles
para la deteccién y la evaluacién de los PM C humanos (196).

La técnica de citometria de flujo se ha empledo ultimamente
para identificar cromosomas mitéticos y cuantificar DNA.
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Bowblogos materno y paternc pueden diferenciarse por la posicioén
*pico® al emplear Hoechst 33258 y cromomicina A3; esta
distribucion diferencial se conoce como cariotipos de flujo
bivariaate. Al hacer un anélisis comparativo y determinar el
rango de posicién pico entre cromosomas normales, los cromosomas
13-16, 19, 21, 22 e Y fusron los =niés heteromdérficos y los
cromosomas 2-8 y X los menos polimérficos. El cromosoma 21 m4s
grande fus 45% mayor que el 21 mis pequefio. lLa composicién de
bases de las regiones C difirié entre los tipos cromosdmicos. La
hibridacién jin situ con sondas especificas de DNA repetitivo
indicaron que la variabilidad en el numero de copias es
parcialmente responsable de la posicisn-pico en algunos
[ . Por tant los HN C pusden ser identificados por la
informacién paterna de los cariotipos de flujo si los rsarreglos
de novo son resultado de cambios en el contenido genético (197).

También, actualmente, se han caracterizado y evaluado los HM
de las regiones de bandas C por medio de una bateria de enzimas
de restriccidén (Alul, MdOI, Haelll, Ddel, Hinfl y Rsal) (Tabla
23). Cada enzima induce un patrén de tincién caracteristico de
cada regién heterocromitica, 10 qgue sugiere una alta diversidad
de secuencias repetitivas o satélite en ellas. No obstante,
varios PN identificables por bandas CBG no fueron detectados.
Bsto indica que puede existir una variabilidad en la distribucién
y en la frecuencia de sitios de restriccién en cromosonmas
homélogos. Asi, la region C revelada por esta técnica proporciona
una herramienta muy util para identificar marcadores y
compararlos con los de otras técnicas ya descritas (188,198).

6. Heteromorfismos Revelados por Otras Técnicas de Bandeo.

1a técnics de Basdas G-11 representa una modificacién de la
tincién con Giemsa a un pH alcalino (pH 11). Esta tincidn esta
restringida a ciertas regiones de bandas C, la cual revela las
regiones pericentroméricas de los cromosomas 1, 3, 5, 7, 10, 20 y
la regién proximal de los brazos cortos y satélites de
acrocéntricos. El érea m&s evidente corresponde a 1la del
CTOMOSORA 9 Yy algunas veces a las del 1 y del 4 (26,123,126).

El mecanismc de produccion de las bandas G~11 ain no es bien
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Tabla 23. Distribucién de Bandas C Convencionales Comparada con
la de Bandas Inducidas por Endonucleasas de Restriccion
en los Cromosomas Numanos (188).

< Band Bandas por End 1 de Restriccidén
No. c
Alul  Mbol HaeIlI Ddel HinfI Rsal
1 e - Aand A aad gap(2) +++
=(1)
2 + - + - - - +
3 + +(2) + - + +(1) -
=(3) -(2)
4 + +(1) - - - - -
=-(3)
S + + + - - - -
6 + - - - - - -
7 + + + - - - +
] + - + - - - +(1)
-(1)
L ] o4 +44 4t ++e +e gap(2) +
-Q)
10 + +(2) + - - - -
=(3)
11 + - - - - - +
12 + - + - - - -
13 ++ +4+(3) + - + - -
+(2)
14 ++ +(2) + - - - -
15 + ++ + + + - -
16 H+ +++ + ++ ++ gap -+
17 + - - - - - +
18 + - + - - - -
19 + - - - - - +(1)
-(1)
20 + ++ + - - - ++
21 + + + + - -
22 + - - - - -
X + - - - - - -
Y +44 +44 +44 +44+ ++4 - -
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+++ = region grande.

++ = regién mediana.

+ = regién pequefa.

- = ausencia de regién.

gap = regidn no tefiida en &rea paracentromérica.

() = nimero de individuos que presentan o no bandas
inducidas por endonucleasas de restriccién en el mismo
Cromososa para una engima determinada.

entendido. Empero, para la formacién del eaosinato de azufre es
preciso uns tincién magenta y la produccién de éste se puede
ajustar con la concentracién de los colorantes y el pH (126). Se
ha establecido que hay una estrecha relacién entre las regiones
G-11 positivas y las regiones que contienen DNA sat III (123).

1a presencia de algunos individuos que carecen coampletamente
de la regioén C del cromosoma 9, revelado con bandas G-1},
comprusba la posibilidad de ser tolerada sin afectar el fenotipo
(199). También, individuos con una gran banda extra en el
9 d, pr t dos entidades distintas, con una

banda no uMhlo en medio de la regidén sin efecto alguno (200).

La subestructura de la regién C del cr 9 con d
G-11 a menudo exhibe un bloque muy distal con respecto al cen. La
examinacién de IP muestra una posicién tefiida no usual en los
brazos largos y ninguna en los cortos, por 10 que no son
verdaderas inversiones. Adeass la asimetria lateral de HC C sélo
se presenta en aquellos cromososas que contienen blogques grandes
G positivo. La porcién C que corresponde al material G-11
positivo no revela un patrén constante de asisetria, por 1o que
en ciertos cromosomas un bloque de HC G-11 a msnudo rota 180° en
relacién a otros bloques G-11 de la misma banda ¢ (106).

Una gran variedad de f1 {colorant: fluor tes)
han sido empleados para tefir cromosomas, los cuales dan patrones
de bandeo caracteristicos. Los fluorocromos primarios como
Hoechst 33258, DBP (2, 7-di-t-butil proflavina), DAPI y DIPI son
agentes afines a las secuencias AT y revelan bandas similares a
las QPQ o H. Pero otros, 11 dos DNA ligandos, como olivomicina,
cromemicina A3 y mitramicina, son afines a las secuencias GC y

108



exhiben bandas tipo RFA. Estos, cuando se usan indspendientemente
producen bandas poco diferenciadas. Pero diferentes combinaciones
de uno de cada grupo inducen o aumentan tal diferenciacién. Esto
se logra por un bandeo competitivo de cada uno de los ligandos
y/© un mecanismo de transferencia de eneryia (26,123).

Las Bandas E vistas en los cromosomas tefiidos por DAPI
aparentemente reflejan areas con cantidades diferentes de AT. DA
es otro ligando con afinidad por AT que se une al surco menor del
DNA. Asfi, la fluorescencia diferencial ODA/DAPI tal vez exhibe
interacciones entre los 2 colorantes con preferencia por pd
similares. Al parecer los sitios de unién DAPI son bloqueados por
DA en regiones de EC, mientras algunos sitios en las regiones de
HC quedan disponibles para DAPI (26,123). Ademis, es posible
observar una fluorescencia simultinea de bandas R y DA/DAPI que
revela regiones de HC C (cromomicina A-DA/DAPI) (201).

Los cromosomas tefiidos con DAPI nmuestran fluorescencia
brillante en las regiones 1gh y 16gh y un patrén complementario
de bandas tipo QFQ. Si éstos se exponen luego a colorantes no
fluorescentes como DA, exhiben especialzente las regiones de HC
de los cromosomas 1, 9 y 16, la regién proximal de los brazos
cortos del cromosoma 15 y Yq distal (26,34,123).

Se ha visto que existen 3 tipos de IP de 9gh tefAidas con
DA/DAPI: a) aquéllas en las que la regién C fluorece sdlc en los
brazos largos, b) aquéllas en las que la regién C fluoresce sdélo
en los brazos cortos y c¢) aquéllas en las que la regiénm €
fluoresce en ambos brazos. Por hibridacién jin sity también se
observa un contenido diferencial de DNA sat en cada tipo de 1IP,
donde los tipos a y b tienen cantidades similares, mientras que
el tipo ¢ contiene casi el doble que su homdélogo. Al parecer
DA/DAPI tifie especificamente HC que contiene DNA sat (202).
Asinismo, es posible evaluar el HM 15p por DA/DAPI siguiendo el
mismo criterio de clasificacién que se da para bandas QFQ (Tabla
9). A pesar de que el PM 15p no es siempre positivo con esta
técnica, el grado de HM es mucho mayor de lo que revelan otras
técnicas ya que su intensidad es independiente del tamafio (203).

La varjacién de la intensidad DA/DAPI en la banda Ygl2

109



exhibe 3 clases distintas de HC C. Una muy constante (Yqll.23) no
descondenss cuando se expons & DA mostrando una fluorescencia
phlida con bandas Q, C positiva y brillante con DA/DAPI. Las
otras dos clases estén en la banda Yql2. Amb : una
descondensacién con DA, brillantes con bandas Q y una banda C
positiva. Una de ellas es brillante y la otra pélida con DA/DAPI:
el tamafio y la intensidad de ambas es variable. Estos resultados
indican que bay uns alta heterogeneidad de secusncias en 1la
rogion de BC C del cromosoma ¥ (204).

Bl emplec de patronas de replicacién tardia y fluorocromos
también permite 1la visualizacion de los HM C. Rsta técnica es
referida como Bandas LSA (bandas de replicacisn tardia por Brdu y
tincion con MA) y se basa en un criterio de clasificacién similar
8l de las bandas Q (Tabla 2¢). Pese a que las bandas LA\ revelan
principaslmente el tamafio y la intensidad de fluorescencia de los

cen, brasos cortos y satélites de los cr ricos,
son evidenciadas también regiones tipo C (78). En rnudad, los
seguentos de replicacién tardia de los cr corresp a

1a intensidad de fluorescencia de las bandas LBA (205).

Tabla 24. Clasificacion por Tamafio e Intensidad de Fluorescencia
de los BN C de 108 Acrocéntricos con Bandas LBA (78).

Intensidad Tanafo de Brazos "p" Tamafio de Satélites
1.Megativo Muy pequefic (ausente) Muy pequefic (ausents)
2.P811d0 (1q) Poquefio (<0.25x18p) Pequefio (raro)
3.Medio (9q) Intermedio (<0.5x18p) Intermadio (<0.25x18p)
4.Intenso (13q) Grande (<1.0x18p) Grande (<0.5x18p)
S.brillante (Yq) Muy grande (> 18p) Muy grande (>0.5x18p)

En un estudio, los cr acrocéntricas tueron
inados y dos con el patrén de bandas QFQ. Un total de

41 PH C oo d.cocurcn 28 de ellos con bandas LBA (11 en brazos
cortoc Y 17 en cen) y 7, incluyendo 4 de éstos en los satélites,
se con band QrQ. Seis Var fuercn determinadas por
ambos métodos. Aunque las bandas QFQ son mis efectivas en 1la
deteccion de Var satélites, el empleo de bandas LBA parece ser
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mAc Util en la deteccién de cen y brazos cortos de acrocéntricos
(205). Asimismo, las Var 1gh, 9gh y 16gh se clasificaron en 5
niveles de acuerdo a su intensidad de fluorescencia. Se
encontraron 15 PM y el tamaiio de las regiones gh parece decrecer
en relacién al del ¢t fio cromosdémico. Adexés, ~50% de
los aut restant (por ejemplo 2, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12,
17, 18, 19 y 20) tuvieron un PN (206).

En otro trabajo, el tamafio de 1la HC centromdrica de
los cromososas 2, 5-8, 10-12 y 17-20 fue medido por
microdensitometria y evaluado con bandas LBA. Se observaron 87 PM
y el tamafho relativo de la HC centromérica de cada par fue: 3.2,
4.6, 8.2, 8.5, 5.4, 5.3, 5.5, 5.6, 9.6, 7.5, 12.4 y 11.2%,
respectivamente (207). Asi también fueron evaluadas las regiones
gh de los cromosomas 1, 9 y 16 y los brazos cortos de los
acrocéntricos. las regiones gh tuvieron una frecuencia de 14.4%,
19.3% y 20.8%, respectivamente. 2Zn el cromosoma 13 (7.0-19.68), 5
estuvieron en la clase 2, 15en la 3, 3 en la 4 y 1 en la 5. Para
los cromosonas 14, 15, 21 y 22 se detectaron 11, 7, 10 y 10 PN,
respecti t Ademés, las regiones 3cen y 4cen mostraron 8 y 9
HM, respectivamente (118).

.

Bn conclusién, la presencia de HM C en los cromosomas
humanos revela una amplia distribucién de secuencias satélite y
otras altamente repetitivas entresezcladas unas con otras. Esto
conlleva al uso combinado de técnicas de tincién selectiva y
biologia molecular éan una mejor caracterizacién y un mayor
entendimiento de su naturaleza.

E. ESTUDIOS FAMILIARES Y SEGREGACION DE LOS HETEROMORFISMOS.

La existencia de los HM C en individuos normales permite que
estos se Aistribuyan en las generaciones subsecuentes. Un gran
nimero de trabajos familiares sefialan qgue estos se heredan en
forma Mendelians simple y que un entrecruzamiento meiético ocurre
en o adyacente a la regidn C (88,99). Sin embarqo, otros estudios
informan que no siempre se segregan al azar y que existe una
segregacion preferencial. Ademds, ciertos sujetos presentan Var
de novo y aun sosaicismo somético (91).
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Palmer y Schroeder reportaron un familia de 3 generaciones,
en donde 12 miembros presentaron una Var del cromosoma 9 con un
radio de segregacion de 1:1. Empero, se asume la posibilidad de
una segregacién preferencial en los ococitos de la abuela
portadora (208). Otro trabajo indicd que generalmente la regidén
9gh+ es producto de una duplicacién de la HC y de replicacidén
tesprana. Este PM tuvo un radio de 25:10, el cual diferia
significativamente del esperado. Un disturbio en la segregacidn a
favor ds este PM es postulado nue te (209).

Otros trabajos familiares en recien nacidos sehalan que la
cantidad de HC C del cromosoma Y es heredada de manera constante;
no obstante, no incluyen mediciones precisas de tal regidn (91).
McKenzie y cols. evaluaron la longitud del cromosoma Y y
encontraron que ésta es altamente heredable, pero variadble de una
familia a otra, principalmente para la regidn C (210). Taabién,
Beltran y cols. observaron que en varios descendientes existe una
alta heterogeneidad entre las regiones de EC y de HC del
crososoma Y (211). Asimismo, se estimaron las longitudes gh de
los crososomas 1, 9 y 16 por medio una regresién lineal de las
sediciones de EC y HC. No hubo DES de estas regiones entre los
descendientes y los padres. Sin embargo, existe una fuerte
tendencis de los pri en p cr nis pequefi que
en los adultos (212).

Por otra parte, en la heredabilidad de los PM QFQ, se

ré que 8 ¢ distintos eran estables, heredables y
tenian un radio de segregacién en cada progenie de 1:1 (213). Con
bandas CBG, se observé la herencia de 14 PM distintos, con més
variabilidad y presentes en 90% de las células. Aunque los PM
tueron observados en la regién 3cen, reqgiones centroméricas y
satélites de los acrocéntricos, no hubo una correlacién entre las
bandas Q y las bandas C (214).

En 10 segregaciones de 5 &rbolés genealégicos, un total de
99 Var se identificaron y se dividieron en 3 tipos: 1) Var
heredadas (85 individuos), 2) Var nuevas (7 casos) y 3) Var
slteradas (7 personas). 5610 se encontrd 3% de mosaicismo. Aungque
estos valores no revelan la frecuencia estimada por falta de
medidas cuantitativas, si reflejan un patrén hereditario clasico.
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Ademas, la presencia de los dos udltimos tipos des Var sugiere gque
rearrreglos ocurrieron durante el entrecruzamiento meidtico (215).

Asimismo, un grupo de 32 familias revelo que 29 tuvieron uno
o mis apareamientos informativos por lo en un cr . Bl
cromosoma 1 tuvo un radio de 0.497 y el 16 de 0.54. En cambio, la
mayoria de las regiones 9qh+ tuvieron una segregacién
preferencial (216). En otro estudio, 22 individuos revelaron P
en uno © ambos cromosomas 1, 9 o 16: 10 mostraron 1igh-, 2 1gh+,
S 9gh-, 3 9gh+, unoc 16gh- y 6 16gh+. No hubo una DES en la
segregacién, pero la regién 9gh+ tuvo una segregacién
preferencial en 15 de 20 individuos (217). Se sugiere que este
imbalance podria explicarse por un efecto adverso del marcador
sobre su howmélogo, generando gametos no viables, tal y como
ocurre en Drosophila sp. (209).

8imi y Tursi (218) evaluaron las longitudes gh de los
cromosomas 1, 9 ,16 e Y. Estas se transmitieron en 63 de los 67
cagos y revelaron una DES con respecto a la longitud incrementada
del segmento C. Ademis, se ré una discrepancia entre la
longitud 9gh del progenitor y aquélla del descendiente, por lo
que se especula que haya ocurrido un rearreglo meidtico del
segmanto C. Otro reporte (219) indicé una distribucién y una
segregacison de los PM en forma normal. De las 204 Var estudiadas,
200 fueron heredadas y s6lo 4 (1.96%) fueron nuevas. Adesds, 11
individuos (2.35%) presentaron mosaicismo. También, se propone un
entrecruzamiento desigual como mecanismo para genarar Var de nove.

Se reportaron 3 familias con una Var diferente, sin algquna
patologia y con un sagmento extra en el cromosoma 9 (banda 9pl2).
Esta revela una intensidad media con Band GTL (band. G con
tripsina y tincién con Leishman) y RBG, C negativa y positiva con
Peulgen. Ha sido observada en células neoplasicas y al parecer es
una regién de EC que contiene rDNA. la hibridacién ip sity con
el genoma total, DNA satélite a, DNA sat III y rDNA produjo en
todas reaccion negativa. Debido a que 2 miembros han heredado una
var de tamafio menor, se sugiere que las Var 9pl2 son regiones
homogéneamente teriidas o ESR (har(9)(pl2)] (125) y gque una
amplificacién ocurrié in yivo en las células normales (220).
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Por otro lado, la segregacion de los PM también ss ha
dewostrado por estudios en gemelos. Van Dyke y cols. evaluaron
las Var en gemelos wmonocigotos (GMc) y dicigotos (GDc) por bandas
QrFQ y CBG. ¥o hubo DRS en la frecuencia entre los Glc; empero,
entre los GDc hubo discordancias en 5 regiones polimdrficas (igh,
3cen, 4cen, 13p y 22p). De 17 GDc, 12 de ellos tuvieron
cariotipos distintos, mientras gque en todos los GMc las Var
fueron estables y heredables (221).

Zn otro estudio, las regiones C de los cromosomas 1, 9 y 16
de 16 GMc Yy 16 GDc del mismo sexo, mostraron concordancia
solamente en los primeros (0.64, 0.73 y 0.40%, respectivaments).
Aunque se sesperaria una transmision reqgular de los PN, factores
como fallas metodoldgicas, variaciones de condensacién y
entrecruzaniento desigual son propuestos como posibles causas
(222). Asimiemo, por PM C QFQ en 24 gemelos, solamente 16 de
éstos fueron confirmados como GMc. lLa concordancia media (0.56)
indics una DBES (P > 0.001), por lo que cada grupo tuvo su propio
patréon de segregacién clésico (223).

En conclusién, la presencia de HN C en estudios familiares
demuestra que son segregados en forma mandeliana, aungue algunas
vVar pueden surgir ge novg. No obstante, una segregacion
preferencial de la regién 9gh+ es muy evidente. Por otra parte,
la presencia de mosaicismo en ciertos individuos indica que
eventos de mal apareamiento ocurren tanto en células somiticas
como en meidticas. Asimismo, la concordancia de PM en casi 100%
de los Gic es bien conocida.

P. DISTRIBUCION DE LOS POLINORFISNOS EN POBLACIONES HUMANAS.

la incidencia de los PM C tiene una amplia distribucioén
en las poblaciones humanas. A través del tiempo, estos marcadorss
se han diversificado a partir de un ancestro comin debido a una
seleccion natural. Pese a 1los inconvenientes de los métodos de
evaluacién, algunos estudios han establecido un analisis
! % ivo entre los dif grupos raciales. Varios trabajos
han determinado la longitud del segmento C de los cromosomas 1,
9, 16 ¢ Y por andlisis cuantitativos, como el de Podugolnikova y
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Korostelev que demuestran que los PM C en la mayoria de las
poblaciones normales tiene una elevada heterogeneidad (224).

Asi, astudios esporadicos se han realizado para establecer
. el tipo y frecuencia de una poblacién particular. En una
muestra poblacional en Estonia, 51 mujeres y 52 hombres tuvieron
458 y 50% de Var autosdmicas, respectivamente. Las mis evidentes
fueron lgh+, 9gh+, 16gh+, 17ph+, Dp+ y Gp+. Si se toma en cuenta
que 5 hombres tuvieron un PM Ygh (9.58), la frecuencia de PM del

sexo 1ino liger: te 51.9% (146).

En una poblacién americana, la distribucién de los PM C
abarcé un total de 391 HM y un promedio de 5 por sujeto. las 225
Var Q se distribuyeron en 76 individuos y con 3 Var por persona.
Las mids frecuentes fueron en 3icen, 4cen (ambos con 40.9%) y en
13p y/0 138 (46.8%), que juntos comprenden -90%. lLas Var C se
distribuyeron en todos los cen y gh. Para el cromososa 1 (8.5%)
hubo 6 1gh+ y 7 1gh-, para el 9 (15.68) hubo 11 9gh+, 7 9gh- y 6
inv({9) y para el 16 (16.9%) hubo 8 16gh+ y 18 16gh~-. Las Var
centroméricas se hallaron en 73 sujetos con 1 por persona.
Unicamente 36 satélites fueron positivos (3.4%). Si se excluyen
las Var Ygh, no existe una DES entre sexos y sin una correlacién
entre los PN C QrQ y CBG: empero, la combinacién de estas
técnicas provee una mayor informacién (225).

En otra muestra, 376 neonatos presentaron 1.6, 10.7 y 1.4%
de Var C en los cromosomas 1, 9 y 16, respectiv te. Sol t
0.6% tuvieron una inv(9). La proporcién de HM del grupo C fue de
1%, excepto para los cromosomas 7 (108) y 11 (13%). Las Var Q
3cen y 4cen tuvieron una tasa de 55% y 138, respectivamente. La
Var 13 con nivel 5 tuvo la mayor frecuencia (74%), seguido por
los HM 14 y 15 con ~2.5% cada uno. Hubo una DES con nivel S entre
22p (34%) y 22s (28%) a comparacidn de 21p (2.6%) y 21s (17%). La
distribucién de estos PM C se comporta de acuerdo a la ley de
Hardy-Weinberg, a excepcion de la de los cromosomas 13 y 22 (169).

En 3 poblaciones escocesas, los PM C de las regiones 1igh y
9qh no mostraron DES entre ellas. Una tasa elevada de 1l6gh fue
observada en todas las poblaciones. Ademss, existié una menor
frecuencia de inv(l) parcial en una de las poblaciones y una
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mayor incidencia de inv(9) parcial en otra. En promedio, las
frecuencias de los niveles brillante e intenso fueron 4.17%, 3.9%
Y 2.9% para cada poblacién. ¥Wo hubo DES entre 1os sexos, aunque
1a observacién de los PM fluorescantes fue subjetiva (226).

En 200 neonatos de Nueva Delhi, las regiones C tradicionales
sostraron que la moda de 1gh, 9¢h y 16gh correspondié a los
niveles 2, 2 y 3, pecti te, en amb . Se pr que
sxfiste uns frecuencia muy baja de EM comparada con la de otras
poblaciones, principalmente del segmento 9gh. Esto confirma una
variacién étnica/racial y geogrifica de los H¥ C, a pesar de
emplear diferentes metodologias en cada estudio (227).

Pn México, fue evaluada la distribucién gh de los crowosonas
1, 9, 16 ¢ Y por dos métodos de cuantificacién. Las curvas de
distribucién fueron muy cercanas a la norsal, muy similares con
las reportadas en otros grupos étnicos y con wmuy poca
variabilided racial. 21 CV del &rea fue mayor (23.7-25.6%) que el
del largo (13.6-15.5%) y la medicién de la prisera discrimina
mejor las variaciones de t fio. Aung el método de
medicion del Area es mis complicado y requiere de mayor tiempo
que el de la cuantificacién del largo, el prisero determina con
nis ctitud el ¢ fo de los segmentos C (228).

Asimismo, dos estudios comparativos en las poblaciones
blanca y negra con bandas Q y C fueron realizados. Bl primero,
registré una tasa elevada de HM C en negros, principalmente en
los cromosomas del grupo € (175). En el segundo, fueron nis
frecuentes los HN QPQ en negros, con un promedio de 7 PM por
sujeto y de un nivel brillante o int (cr 3, 13 y 22).
Los HM de los cromosomas 4, 8§ y 19 fueron menos frecuentes, pero
®mis comunes en negros; el HM Xcent fue mis comin en blancos.
Menis, la inv(9) total fue mis comin en negros, mientras que la
inv(1l) parcial lo fue en blancos (229).

En 80 negros americanos se evalué el tamafio y tipo de IP de
las regiones gh (CBG) y ee compararon con los de una poblacién
blanca. Las frecuencias de los HM lgh (10.63%) y 16gh (6.88%) son
similares a las reportadas en la poblacién blanca (11.3% y 7.5%,
respectivamente). Sin embargo, hubo una mayor incidencia de 9gn
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(47.5%) en blancos que en negros (30.08). Las tasa de IP de los
cromosomsas 1 (17.58), 9 (21.9%) y 16 (0.08) en negros fus mayor
que la de los blancos (10.0%, 11.25% y 0.0%, respectivamants).
Aands, hubo una correlacién entre el incremento de tamaio de la
region gh con la frecuencia de IP (P < 0.01). Se concluye que
existen diferencias raciales entre el tamafic de los HM del
cromosona 9 ¢ IP de los cromosomas 1 y 9 (173,230).

Con respecto al cr Y, 2,183 caucésicos de diferents
origen europeo se analizaron para determinar su longitud. Se
reporta una tasa del Ygh+ de 1.0% en la poblacién protestante,
2.6% en la catdlica y 3.6% en la judia. Aunque 458 de la catdlica
era italiana, 80% de los sujetos con un Y largo descienden de
familias italianas. Puesto que la mayor frecuencia de Y¥Ygh+ se
encontré en individuos de origen judio, italiano y espafiol y la
nis baja en personas del norte de Europa, parece ser qus el
cromosoma Y largo tuvo su origen en el Mediterrineo y luego
divergié gradualmente hacia el norte de Europa (231).

En 60 caucésicos se determiné la longitud de Yq a partir del
indice Y/F y se clasificaron en 5 categorias. Las frecuencias de
éstas fueron 0.0, 15.0, 66.7, 13.3 y 5.0%, respectivamente. Bl
rango promedio del cromosoma Y fue de 0.9-1.09. Ademés, la
variacién se presenté tanto en el g fluor te como en
el no-fluorescente. Ninguna relacién se hallé entre los dos
segmentos evidenciados por la técnica QFQ (232).

Por densitometria se evaluaron los segmentos C de los
cromosomas 1, 9 ¢ 16 de una poblacién indigena y de una caucésica
del Prasil. No se presenté variabilidad intra e interpoblacional,
aunque los caucésicos tuvieron los promedios més bajos. Las
frecuencias relativas fueron similares en ambos grupos (40.7%,
34.5% y 24.8% contra 40.9%, 34.2% y 25.0%, respectivamente). En
los caucédsicos, las frecuencias de las regiones 1gh (6%) y 9ph
{(98%) fueron mayores, comparadas con 2% de ambas regiones en
indigenas (233). No obstante, al evaluar la region ¥Ygh existis
una DES intrapoblacional (0.81-1.32) en indigenas, pero no hubo
una correlacién sorprendente entre Ygh y las regiones 1gh y 16qgh.
Por lo anterior, tal ve:z la variabilidad C pueda estar sujeta a
efectos intercromosdémicos de naturaleza desconocida (234).
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otro trabajo similar fue realizado en cauciésicos vy
japoneses. El primer grupo tuvo los segmentos 1lgh, 9gh y 16gh
relativamente mis grandes. Pese 2 una mayor presencia de IP
parciales en caucésicos, y correspondiente al aumento de tamafio
de la region gh, el unico P diferente fue el del cromosoma 9. No
obstante, el HM Ygh de los japoneses tuvo una gran DES con
respecto al de los caucidsices. 1os valores totales de la HC C no
mostraron DES, aun entre sexoe, de ambos grupos raciales (235).

Por otro lado, algunos estudios en poblaciones japonesas
mestran que la incidencia de Var Q medis individual es de 3.83 ®
1.06. Una tasa baja de icen+t y una alta de Ygh+ en varones,
parece ser caracteristica de la poblacién. La longitud promedio
de Yq registra un indice (Yq/21p) de 1.56 B 0.25. La banda Yqll
es casi constante (pélida) y la banda Yql2 variable (brillante).
AMenis, la banda 13pll es més frecuente (44.8%) que la banda pl13
(satelites) de los cromosomas 14, 15 y 21 (236). Por otra parte,
9 Var de los qrupos D y G fueron analizadas y se encontraron 4
dobles Ag-NOR en los brazos cortos (p++): dos del cromosoma 22,
uno del 13 y el otro del 14 y otros 4 HM presentaron solamente
una Ag-NOR positiva: 2 fuerom 15s+, uno 22s+ y otro 15p+. En este
estudio el cromosoma 14 no tuvo material Ag-NOR, el cual
desuestra que la cantidad Ag-NWOR no siempre se correlaciona con
el tamafio Q o C positivo. Tal vez dos mecanismos originen estas
Var: por duplicacion (brazos cortos o satélites) o por insercién
de un NOR positivo y satélites de un acrocéntrico donador (237).

En 3 poblaciones mongélicas y 3 de Highland Kirghiz (URSS)
los PM QFQ de 7 autosomas (3, 4, 13-15, 21 y 22) no mostraron DES
en las frecuencias internas y distribuciones. Pero el anélisis
comparativo revelé una DES en: 1) el promedio de HM por individuo
(3.49 y 2.50, respectivamente), 2) la mayorfia de las Var halladas
en 1os cromosomas 3 y 13 de ambas poblaciones. Hubo una inv(3)
con ~5.8% y ~0.3%, respectivamente y 3) 1la distribucién de
homoworfismos y HN en 4 pares (13-15 y 21), con una tasa mayor en
los mongoles (-/-) que en las poblaciones de las tierras altas.
Tal vez HC C asuma un caracter selectivo en la adaptacién de las
poblaciones humanas a climas extremosos (altitud) y en 1la
presencia de heterogeneidad intrarracial en 1los songoles que
viven en diferentes zonas ecolégicas (238). Empero, con bandas
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CBG el tamafio de los segmentos gh tradicionales entre estos
grupas éthicos, no exhibid DES en sus frecuencias. Por lo que se
sugiere, contrariaments, que la NC C no tiene un significado en
el proceso de adaptacién de estas poblaciones humanas (239).

Por Ultiso, un gran estudio pablacional, de los principales
PN C, fue realizado. Se contemplaron 4 grupos sétnicos (6,230
sujetos): 2,334 (37.3%) 4 dient de europ 1,795 (28.78)
de negros americancs, 1,737 (27.8%) de hispance y 384 (6.18) de
asiaticos (orientales e indies). Bl andlisis confirmé que: 1) 1la
trecusncia de inv(9) es mayor en negros (3.57%), ligeramente
elevada en hispanos (2.42%8) y baja en blancos (0.73%) y ssisticos
(0.268), 2) el cromcsoma Y parece ser aés variable en asisticos
(3.37%) e hispanos (1.828) que en blancos © negros y 3) el PM
Sgh+ es el mis frecuente, seguido de 1gh+ y 1légh+. Los HN con
inv(1), 9qh~ y 16gh- son raros, sin presentarse casos de 1qh- y
de inv(16). En general, existe una ligera discrepancia entre
cromosomas Y largos (0.678) y cortos (0.57%), sin que sea
significativa entre los grupos. Los datos confirman que estas Var
tiensn una distribucién particular en cada poblacién examinada
{240) .
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V. POLINBNORPFPIBHNOS CRONOBSONICOS 4
80 RBLACION cos LA CGREERTICA
CLXNICA.

A. APLICACIONES.

El empleo de las diferentes mstodologias que identifican las
regiones polimérficas de cualquier individuo, constituye una
berramients muy util en el &rea de la gendtica clinica. Ya que
estos HX se heredan en forma clasica, son estables y con una tasa
sutacional baja, son utilizados como marcadores citogeaétiocos
para rastrear su segregacion entre los d dient y pod
establecer su parent En ch » la variacion entre
ellos es discontinua y permite la identificacién individual de
cualquier sujeto dentro del linaje (89,133,134,136).

Con el uso estos marcadores, es posible identificar el
origen de crososomas adicionales. Tal es el caso del cromosoma 21
extra en individuos con Sindrome de Down, asi como de otras
polisomias. De igual manera, se ha estudiado el posible mecanismo
productor de las triploidias en abortos y el origen de 1la
dotacion génica en otras poliploidias (89,134,136).

Bl uso de marcadores bioguimicos ha sido importante para los.
‘sstudios €s ligamieato géaice. Bmpero, si éstos se emplean junto
con los PN C, la informacidéa ¢ ada se incr Esto tiene
gran valor para los estudios de mapeo que implican herencias
ssndelianas atipicas. la localizacion de un HM es muy importante
ya que proporciona datos sumamente Utiles para regiones del
genoma con pocos loci mapeados. Por ejeaplo, hace uncs afos habia
solamente dos loci comnfirmados en el cr 3, adya tes a la
beada b ética. Esto es, porgue do se tabl un
ligamiento con Var, automiticamente se asigna el locus. Tal es el
caso de la asignacién del primer locus autosdémico (grupo
sanguineo Duffy) a la regién 1igh. También, estas Var se emplean
para ordenar loci relacionados al cen y para detectar rearreglos
cromosémicos que pudieran afectar el ligamiento (136,241).

los MM C han sido usados en el diagaéstioco preaatal para
distinguir los cariotipos materno y fetal y para detectar una
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posible coataminmacién de células maternas a partir de cultivos de
liquido amniético (89,136). También han sido utilizados como una
prueba més en casos de disputa de paternidad. Es importants
recalcar que esta prusba mis que confirmar descarta la paternidad
del individuo, con una confiabilidad de -99.0% (242).

Otras aplicaciones han sido el estudic de los macanissos
cromosémicos que intervienen en la produccién de mosaicos, fusion
de embriones o gqui ismo, cr patias en retinoblastomas,
origen de teratomas de ovario y en el seguimiento de células
transfundidas o transplantadas. Actualmente, se han aplicado en
pruebas de oigocidad en gemelos y otros nacimientos miltiples.
Finalmente, pueaden ser empleados en el napeo genético a partir de
células somidticas hibridas (89,134,136).

B. SIGNIFICADO CLINICO.

Se ha visto que la HC C tiene caracteristicas, muchas veces
excepcionales, que 1la hacen ser dificilmente comprensible. Su
gran variabilidad es quizé la cualidad miés notoria, no sélo desde
el punto de vista evolutivo, sino también clinico. Aunque su o
sus posibles funciones no se han dilucidado, varias hipdtesis han
sido propuestas y ss discute la idea de que sus sscuencias no
repercuten en el fenotipo y no tienen alguna funcién especifica,
"viviendo simbiéticamente como un pardsito en el genoma" (92).

Aungue a los PM C se les consideraba sin ningun signifticado
clinico, en los ultimos afos reportes en la literatura sefalan
que estas Var ce asocian con el desarrollo anormal del individuo.
Empero, las conclusiones son controversiales y los mecanismos no
son muy claros. Cuando se comparan diferentes grupos, 1la
metodologia, los parémetros, las variaciones étnicas y las vias
de evaluacién impiden un buen andlisis estadistico. Varijos de
estos estudios son descritos a continuacién.

1. Apeuploidias. las primeras averiguaciones se realizaron a
partir de trabajos en donde contemplaron pacientes con diferentes
tipos de aneuploidias tales como Sindrome de Down, trisomia 13 y
18, monosomia X Yy otras polisomias. Mas tarde, se asumié que
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estos rasgos desbalanceados se asociaban con la HC de laos
cromoscmas adicionales (243). La presencia de algunas Var (como
1Sp+) aparsntemente elevan el riesgo de aneuploidia, tal vez por
interaciones no especificas de la HC de varios cromoscsas (92).

Mielsen y cols. informaron una frecuencia elavada de 9gh+ en
padres (3.5%) y parientes (2.8%) de nifos con aberraciones
cromosémicas, a diferencia de la poblacién normal (0.1%). Este PM
probabl repr ta una duplicacién de la HC que pudiera dar
un alto riesgo de anomalias cromosémicas en la progenie (244¢).
Holbak y cols. también hallaron una mayor frecuencia de igh+ y
9gh+ en padres de productos abortados con cromosomopatias gue en
padres con descendienteas norusles. Empero, los HM de
acrocéntricos sostraron frecuencias contrarias (245).

Al comparar casos de Sindrome de Down y controles con
retrasc aental (RM), la HC de los cromosomas i, 9, 16 ¢ ¥ no
revela alguna asociacién entre los dos grupos, asi como una no
disyuncién del cromosoma 21 (246). No obstante, un tudio de
recién nacidos (93 con Sindrome de Down y 171 de pacientes con
miltiples malformaciones y/o RM) mostré una distribucién normal
en al tamafic de las regiones igh y Sgh y una sayor frecuencia de
HC sobre 9p en el ultimo grupo (247). En otros dos grupos, con
las mnismes caracterfsticas, los resultados mostraron una
correlacién entre la longitud qh y 1las caracteristicas
antropométricas. Ambos reportes sugieren que las regiones de HC C
ejercen alguna influencia en ciertos estadios del desarrollo
embrionario, producto de un desbalance cromosémico (248).

En un trabajo, con el uso Alul en de 5 casos con Sindrome de
Zdvards, 1s HC centromérica mostrd 4 personas heterocigotas para
los 3 cr 18. Ademés, se tré predominio de una region
grande o muy grande de HC C, lo cual asume gue éata podria tsner
una funcién importante en el proceso de la no disyuncidén (190).

Algunas evidencias sefialan una tasa elevada de Gp+ en
sujetos con Sindrome de Down, debido a una expresién aumentada de
las NOR en el cromosoma 21 (74,91,92). Empero, personas con
acrocéntricos NOR positivos tienen una wmejor prognosis,
que agquéllos con NOR negativos (74). También, se ha reportado una
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alta frecuencia del PM 9gh en pacientes con trisomis 9 parcial o
completa, asi como un 22p+ en la trisomfia 22 (92).

2. Anomalias ea el desarrollo. Se ha sugerido una relacién
entre HX C y malformaciones congénitas (91,92). Gardner y cols.
asumen que portadores de un 1gh+ podrian tener hijos con Sindrome
da Meckel (249). Kunze y Mau reportaron que de 23 pacientes
malformados con RM, todos presentaron por lo mencs un HM C,
nientras que en 235 controles se halld solamente una Var (250).
Halbrecht y Shabtay hallaron una tasa elevada de PN de
acrocéntricos (en especial del cromosoma 21) que pudieran
relacionarse con disturbios en el desarrollo del sistema nervioso
central. Adeass, la presencia de cada PM pareceria incrementar el
riesgo de no disyuncién y descendientes con malforamaciones
congénitas (251). Sin embargo, en otro grupo la presencia de PM
no resulté significativa. Se desconoce la causa del efecto
fenotipico y si la presencia de estas Var es producto sélo de la
incidencia racial (2%52).

Por otro lado, Nielsen y cols (1981) investigaron 11,148
recién nacidos y encontraron una mayor frecuencia de Ygh- (45.5%)
en nifios con defectos congénitos (icterus y eritroblastosis
fetal) que en normales (25.8%), asi como Var autosémicas (10.68%)
Y Ygh+ (14.08) en nifios con bajo pesoc al nacimiento, en
comparacién con 108 normales (4.0%8) (253). También, Podugolnikova
y Blumina (198)) mostraron que 100 nifics con embriopatias de
etiologia desconocida tenian un PM de los cromososas 1, 9, 16 e
Y. Esto haria suponer que también un decremento en la cantidad de
HC podria afectar el procesc normal de morfogénesis (254).

En 6,691 recién nacidos, 2.6% presentaron un Y largo, pero
sin DES en la frecuencia de malformaciones y peso al nacimiento.
No obstante, un incremento significativo en la estimulacién de
prostaglandinas se hallé en las madres de los portadores Ygh+.
Aunque el efecto es desconocido, aparentemente hay un cierto
riesgo de problemas al nacimiento en nifios con un Y grande (255).

3. Retraso sental. Algunos estudios revelan una correlacién

entre PM C e individuos con coeficiente intelectual (CI) bajo
(90,91). En uno de ellos, los resultados mostraron 6 Var por

123



paciente, la mayoria observadas en negros. Entre ¢stas, lqh- o
igh+ mostraron una DES entre nifoce con CI bajo (19%) y nifocs
control (St). Similarmente, variaciones de la regién gh fueron
ads comunes en nifice con bajo peso al naciajento (256).

En otros trabajos, las frecuencias de 16gh+ y de igh+ fueron
0.12 y 0.08%, respectivaments, compsradas con 0.1 y 0.04% en la
poblacion normsl. En ambos grupos No se encontrd asociacién entre
estos P y WM (337,258). Asiaiswo, la frecuencia de una inv(3l)
fue la misma en personas con RN y personas norsales. Bsto
conlleva a que la inv({l) no se asocia con el RN (259). Los HX de
108 cromosomas 1, 9 y 16 de diferentes grupos raciales con CI
bajo exhibieron diferencias en su distribucion. lLos orientales
tuvieron con mds frecuencia 1ign+, 9gh~ e IP que otros grupos,
nientras que para los caucésicos sl 9gh+ fue el mis frecuente. ¥No
obstante, no se hallaron DES entre los diferentes grupes, ni
antre los diversos grados da RN (260).

Asinismo, los PN C des pacientes con CI bajo se compararon
con individuos control. Se cbservé una mayor frecusncia ds sgh+
en los primerce y un 9gh~ en el grupo control. Se suglere la
posibilidad de algin efecto negativo de estas Var sobre el
fenotipo, en combinacion con otros factores (261). También, se
encontré una mayor frecuencia de HM dal cromosoma 4 (41.6%) en
pacientes con esquizofrenis, MM, hiperactividad y retraso en el
desarrollo que en individuos normales (8%). Bsto indica un
posible efecto adversc de asta Var sobre los portadores (130).

La existencia de algunos PN C en ciertos individuos con RM
es relativamente comin. Mo obstante, una evaluacidon més preciss
de estas regiones se requiers para un anilisis adecuado.

4. Con@uots aatisocial. E1 PN de la regidn heterocroastics
del cromososa Y es uno de 1los amis estudiados y nis
controversiales. Varlas asociaciones se han hecho con resp
con alguna patologia. Por ejemplo, se ha establecido una
relacién entre un Y largo y conducta antisocial, en especial con
criminalidad. Aunque los resultados son confusos, se espera que
estudios futuros amplien el conocimiento sobre esta asociacién y
otros posibles efectos fenotipicos.
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Al comparar la longitud del crowosoma Y entre recién nacidos
Y criminales, una distribucién normal fue observada en ambos
grupos, aunque la longitud media fue mayor en el segundo grupo (P
< 0.001). Se presume una corrslacion entre el tamafo de la regiom
Ygh y el riesgo de criminslidad (262). En otro trabajo, el
cromosona Y fue medido y comparado entre prisioneros e individuos
normales. Los resultados revelaron una DES (P < 0.025) en la
trecuencia de un Y largo entre los dos grupos. Adesmds, tanto el
fragmento fluorsscents como el no fluorescente ds Yq estuvieron
implicados en la variacion de sus longitudes (263).

8in esbargo, otros estudios han reportado lo contrario. Por
ejemplo, Benezech y cols. examinaron la longitud del cromosoma Y
entre criminales y personas sanas. la distribucién normal de
ambas poblaciones no indicé entre el promedio de Y/P, los
valores Y-fluorescentes/Y y el nimero de estos segmentos
fluorescentes. Mo existe una relacién entre el tamafio del Y y
anorsalidades peiquistricas de estos individuos (91,264).

S. cascer. Uno de los aspectos mis importantes atribuidos a
los MM C es la posible relacién con cincer, en particular en
pacientes con tumores sélidos (linfomas, carcinomas de ovario y
sence, mielomas, etc.) y leucemias. No obstante, los resultados
son dudosos y se requiren mis estudios.

Atkin reporté una frecuencia de 1qgh+ de 55.2% de pacientes
con cAncer comparada con 31.0% de un grupo control. Esto muestra
una DES y, por lo tanto, una asociacién entre un igh+ e
ineatabilidad general de los cromosomas (265). En otro estudio, 9
de 14 carcinomas de ovario presentaron en uno o ambos Cromosonas
1 un HN gh+ y otros dos presentaron IP de la regién igh, aun en
las células normales (linfocitos). Por lo gque se asume una
relacién entre estas Var, neoplasia oviarica y cambios
estructurales del cromosoma 1 (266). De la misma manera, la
frecuencia de IP del cromosoma 1 mostré una DES entre pacientes
con céncer (158) y norsales (4%). Al parecer cuando el punto de
ruptura de un segmento invertido ocurre en la vecindad de la BC
C, un efecto adverso repercute en la atraccién cromosémica, o
bien, una cantidad desigual entre los homélogos da como resultado
un mal apareamiento somédtico (267).
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Por otro lado, 8 de 13 carcinomas de vejiga presentaron un
1gh+ y en ) de éstos también se encontrdé en las células normales.
2a 4 tumores hubo IP de uno o ambos cromoscsas 1 y, en 7 de los
cromoscomas, un cambio estructural. Se sugiere una asociacién
entre la estas Var, la ptibilidad a c4 Y la presencia de
cambiocs estructurales en ¢l cromosoms 1 (268). Otro trabajo en 26
carcinosas de cervix wmostré gque, ademss de los cambios
estructurales en el cromoecma 1, 6l rasgo ais consistente en los
complenentos ansuploides de estos tUmOres parece ser un exceso de
BC C en el Cen y parte de la b del cromosoma 1 (269).

En un grupo de 120 pacientes con enfermedades malignas y
premalignas se cbeervd una alta frecuencia de MM de las regiones
igh y 9%gh. La susceptibilidad a ciertos agentes virales o
msutégencs serfia una explicacion a esta tasa elevada en algunas
tamilias. Un imbalance cromosdémico, aunado a factores ambientales
tal vez sea 1a base de la iniciacién de la malignidad (270).

Un grupo de mujerses con carcinoma de ovario y de sencs y
controles fusron analizados. Wo existié DES en las frecuencias de
bandas Q y C entre ambos grupos, aunque hay una posible relacién
entre el tamafio del segmento C e inversién. No obstante, 1la
P ia de estas Var no estd asociada con un alto riesgo de
malignidad (271). Asi también, la frecuencia de NN en 23
pacientes con enfermedades malignas y sus controles no mostré
DES, excepto para el cromosoma 1 (céncer de mams) que fue mis
comdn que en los controles. Los resultados indican ninguna
relacion entre M y algunos tipos de malignidad (272).

Otros dos trabajos indican que la frecuencia de segmentos C
grandes se relaciona con pacientes con leuceamia mieloide crénica
y otros desdérdemes mieloproliferativos. En el primero, bubo una
frecuencia abs elevada (20/24) de 1gh+ en individuos con leucesia
mieloide crénica que en controles (8/17) (273). Bn el segundo, 70
~ pecientes con Ph+ también mostraron una DES. BEn pacientes con
Policitemia Vera, leucemia mieloblaistica aguda y metaplasia
mieloide no hubo DES para la regién 1gh, pero si la hubo para 9gh
en los primeros dos grupos y para 16gh en el tercer grupo (274).

En otro grupo de pacientes con malignidad epitelial, 62%

126



tuvieron un HM 1gh cosparado con 36% de los controles (P < 0.18%).
Empero, 498 de los pacientes sin malignidad tuvieron HM. También,
IP parciales en unc o ambos cromosomas 1 fueron miés frecuentes
(495%) en los primeros, que en pacientes sin ella (378) y en
controles (26%). No obstante, los estudios combinados mostraron
DES (69% y 83% contra 49%, respectivamente), por 10 que se asume
una asociacién entre HM y céncer (275). Al evaluar pacientes con
mieloma multiple y controles, se hallé 928 de PM (1lgh-, inv(l),
inv(9) y 16gh-) en el primer grupo contra 44% en el segundo. Se
sugiere gque esta neoplasia presenta un comportamiento
heterocromético intermedio entre las enfermedades hematolégicas y
los tumores sdélidos (276). Empero, para nmujeres con
adenocarcinoma de ovario y/o de masa y mujeres sanas, los
resultados no mostraron DES para las regiones gh de los
cromosomas 1, 9 y 16. Por lo tanto, no hay una relacién causal
entre estas Var y un elevado riesgo de malignidad (277).

También, mujeres con céncer cervico-uterino, con lesiones
pre-salignas y controles fueron estudiados. Bl primer grupo
exhibié una mayor frecuencia (48.39%) de 1gh+ comparado con
controles (29.8%) y lesiones pre-cancerosas (28.8%). Se especula
que estas Var podrian tener una influencia en el désarrollo
maligno del cervix uterino (278). Pinalmente, otro estudio de
pacientes con leucemia mieloide crénica Ph+ y controles, indicé
que los HM 16gh+ e inv(9) parciales son mas frecuentes en el
primer grupo. Se sugiere que el incremento de HC C, via ICH,
puede facilitar 1la heterocigocidad de genes responsables del
desarrollo y/o progresién de neoplasias (279).

6. otras asooclaciomes. El conocimiento de los PM C también
se ha encausado hacia otras asociaciones y aunque los reportes
son esporddicos, deben ser tomados en consideracién. En un
estudio de nifios en clases especiales y en clases normales no se
encontré DES coh respecto a la longitud del cromosoma Y. No
obstante, una correlacién entre tal longitud y un incremento en
el nivel de actividad si fue significativo cuando anmbos grupos se
conjuntaron. Es posible que la cantidad excesiva de HC C de Yq y
factores ambientales repercutan en el aprendizaje y conocimiento
intelectual del individuo (280).
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La evaluacién de la longitud del cromosoma Y en una
poblacion japonesa mostré una correlacion entre la longitud de la
banda Ygl2 y la estatura. Esto es, los varones mis altos tuvieron
Y mfs largos, por lc que un posible efecto de la HC de Yq sobre
la estatura del hombre es una posibilidad a considerar (281).

Pryns y cols. inforsaron de una nifa con inestabilidad
cromosémica de las regiones qgh tradicionales asociada con
salabsorcién e inmunodeficiencia combinada (282). También,
Maraschio y cols. reportaron otro paciente con las nismas
caracteristicas. Este fenotipo y las configuraciones radiales
constituyen ya un nuevo sindrome y postulan que el defecto bésico
radica en una mutacién que interfiere con el proceso norsal de
condensacién de la HC centromdrica (263).

Por otro lado, las observaciones citolégicas demuestran una.
asociacién de pequefios nucléolos con regiones medias de
cromosomas grandes. En wmeiosis masculina, 9cen posee una
estructura compleja, 1a cual ests asociada al nucléolc en 84% de
las células de Sertoli. Ademds, numerosos micronicleos también se
asocian con segmentos de HC C. Estos pueden observarse en los
oocitos a partir de los 6 meses de gestacién y su funcién pudiera
relacionarse con la ontogenia regular del individuo (90).

En algunos portadores de Var no usuales una tasa elevada de
- rupturas cromosémicas y sensibilidad se ve aumentada in vitro por
radiaciones y agentes quimicos. Esta inestabilidad se heredada y
tal vez sea consecuencia de una mala reparacién del DNA; ademis
es mayor en sitios de HC que de EC. Es comin que Var y rearreglos
estructurales los porten individuos con defectos congénitos. Sin
embargo, cuando los sitios HC-EC estén implicados, es nmas
probable que ocurran duplicaciones o deleciones debido a una
mayor susceptibilidad de estas regiones (90).

También, las sreas de HC C son fuente de iaserciones virales
y evidencias indirectas sefialan una relacién entre la cantidad de
PM y la susceptibilidad al virus Coxsackie B. La elevada
frecusncia de rupturas en portadores de estas Var, es quiza
consecuencia de una inestabilidad cromosémica heredada y de
susceptibilidad génica, debido a infecciones persistentes por
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virus atenuados. En pacientes infértiles com mosaicismo para el
HM del 9, se ha encontrado un titulo significativo de anticuerpos
contra virus del Herpes. Asimismo, trabajos epidemioldgicos
informan de una alta susceptidbilidad de integracién viral
asociada al PN del cromosoma Y y relacionado con una séla
secuencia repetitiva. Esto se ha comprobado por dif sitios
de corte de HaeIIl. También la resistencia a otros virus parece
relacionarse con los PN de las JNOR y 1la asociacién con
malformaciones del sistema nerviocso central podrfia explicarse por
1a integracion viral y factores ambientales (92).

Finalmente, algqunos investigadores han considerado que los
sitios frigiles de los cromosomas humancs son otro tipo de PX C.
Asi, se han propuesto que estos sitios son zonas de modificacién
o de integracidn viral (92).
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VI. POLINORYPISNOS CRONOBSBONICOS  §
ABORTO EADITOUAL.

En nuestro medjo la i{nfertilidad es comunmente aceptada como
la incapacidad de llevar a término el producto concebido. Empero,
existen controversias para establecer cuantas interrupciones debe
haber tenido una pareja para considerarla infértil, asi como
tomar en cuenta los abortos espontiéneos (AE), partos inmaduros y
fetos con o sin malformaciones que haya tenido durante su vida.
Por otra parte, se debe tomar en cuenta que las interrupciones
diagnosticadas que ocurren dentro de las primeras 20 semanas de
gestacion se consideran AE y aborto habitual (AH) a la presencia
de dos © mis AE consecutivos. A este respecto, se sugiere que
existe un riesgo de un segundo aborto de ~22.7% (284).

A principios de los afios 60’s se empezaron a estudiar los
aspectos etioldgicos de los AE. Los & citogenéticos del
material abortado muestran que 50-608 de todos los AE tienen
alteraciones cromosSmicas tales como aneuploidias, poliploidias y
mosaicos de éstas. También, se ha comprobado que si el primer AE
es cromosémicamente anormal, existe $0% de probabilidad de que el
segundo también lo sea. Se ha descubjerto en las parejas
infértiles una gran cantidad de cromosomopatias que estan
vinculadas con el aborto, principalmente, rearreglos balanceados
tales como inversiones y translocaciones, asi como algunas
microdeleciones, las cuales se consideran independientemente del
sexo (204-285).

A partir de los aflos 70’s, los estudios han reportado gque
108 HN C no son variaciocnes sin sentido y pueden repercutir en la
integridad del producto. Esto es, existe una correlacién entre la
presencia de PN C en un miembro de la pareja y pérdida fetal
recurrente. No obstante, los resultados son controversiales, ya
que al comparar individuos portadores de estas Var con individuos
tenotipicamente normales no siempre existe una DES. Ademss, debe
considerarse que la metodologia empleada, la eleccidén del grupo
testigo, los andlisis estadisticos y las variaciones raciales
son pardmetros que se emplean arbitrariamente. Los reportes mas
sobresalientes gon descritos a continuacién.
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A. REGIONES HETEROMORFICAS TRADICIONALES.

Los primercs estudios se realizaron en familias que incluian
parejas seleccionadas por tener dos o mis AE. Los resultados
mostraban una tasa relativasente alta de Var tales como 1g+, 9q+,
16gq+, Dp+, Ds+, Dps+, Gp+, Gs+, Gps+, 1l7ps+, ¥q- y Yq+, ademis
de asociaciones miltiples de cromosomas acrocéntricos (286-294).
Se considerdé que estas Var no tenian una repercusién en los AE,
pero que podian contribuir a disyunciones anormales causadas por
un imbalance de las regiones de HC C (289-290). No obstante, ya
que estos estudios se realizaron con pocos individuos y fueron
altamente selectivos, sin incluir grupos testigo adecuados y
métodos cuantitativos, la evaluacién no es muy confiable. Pese a
1o anterior, la frecuencia de PM C, principalsente ¥Ygh+, fue
mayor en las parejas abortadoras (PA) que en las normales. Sin
embargo, no fue posible esstablecer su significado (289-294).

1. Heteromorfismos de los Cromosomas 1, 9 y 16.

gntre los primeros estudios con evaluaciones confiables se
encuantra el de Nolbek y cols. quienes informaron una frecuencia
de HN C (gh) de 26.9% en parejas con AH. La distribucion de estos
PN establece una DES entre las PA ocon cariotipo anormal y com
cariotipo normal. De las 17 regiones gh+ encontradas, 16
correspondieron al cromosoma 9 y una al cromosoma 1. Se postula
que tales gh+ podrian causar inestabilidad meiética (293).

Hemming y Burns reportaron que en 45% de padres abortadores,
uno de ellos tuvo un Sgh+ comparado con 57.58 de las parejas
tértiles (PF). Empero, 15% tuvieron un 9%gh+ en ambos padres
comparado con 5% de las control. También, en 62% de padres
abortadores, un padre tuve un 1igh¢ cowparado con 608 de las
parejas control y en 2.5% ambos padres tuvieron un igh¢ comparado
con 108 de las comtrol. No se hallaron DES entre las poblaciones,
10 que no estadblece relacion alguna entre MM C y AN (296). Pero
al examinar un grupo de 180 PA, la regién 16gh revelé DES con
respecto a la del grupo control. Estos resultados sugieren una
asociacion entre el AN y la presencia de un 16gh+ (297). Otro
grupo de PA mostrd una frecuencia elevada (12.5%) de 1lgh+, lo que
establece una DES con respecto al grupo de PP (1.78). Al parecer
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en algunos individuos normales, grandes cantidades de secuencias
repetitivas pueden ser toleradas sin consecuencias, pero en
otros, un 1gh+ puede sumentar la tasa de una no-disyuncién (298).

Pazra encontrar una asociacién entre Var y capacidad
reproductiva, Carothers y cols. aplicaron un método que compara
portadores y no portadores dentro del mismo linaje con respecto
al muimere de nacisientos, tiempo de generacién y descendientes,
on rvelacién a 1a edad reproductiva. Los resultados mostraron
ninguna DES entre los grupos, aunque sn los portadores los AR
temprancs pueden vetardar el siguiente embarazo y tener un efecto
indetectable sobre la aptitud reproductiva (299).

Asi también, Biusberg y cols. examinaron los HNX autosémicos
ds un grupc ds PA ¥y unc de PP. Las longitudes de las regiones ¢h
de los cromosomas 1, 9% y 16 de ambos grupos no difirieron en sus
distribuciones, por 1o que nNo exists una relacion entre PR C y AH
{(300). Tho y ©ols. reportaron una slevada frecuencia (12.0%) de
" en parejas con AN en cosparacién con la poblacion general
(2.68). En uno de los subgrupos abortadores, la Var sés frecuente
fue Sgh+ (2.528). Se cuestiona si algunos X pudieran tener una
repercusion deletérea sobre la aptitud reproductiva (301).

Por otra parts, Ford y cole. evaluaron por pares homdlogos
1o It Sgh de un grupo de Bmujeres con AH y de un grupo de mujeres
control. Los resultados mcetraron gque: 1) los pares uis largos
del grupo problesa £ signiticaty uis largos gue los
del grupo comtrol, 2) los pares wmis pequefios fueron iguales en
ambos grupos, 3) las DES entre howdlogos fusron mayores en el
grupo de abortadoras Que en el control y 4} la susa de homdlogos
fue significativaments mayor en el primsro que en el sagundo
grupo (302). Asimismo, em otro grupo de mujeres intértiles
también se mostrd que la relacion entre el cromosoma 1 més chico
¥y o1 9 nis grande y las diferencias de par de cada cromosoma son
esigniticati t Y en las mujeres abortadoras (303). Se
concluye que las diferencias en el tamafic de la NC y/o su
intersccién con los cromoscmas 1 y 9 pudieran influir en el
aparsamiento cromosémico, 10 que da como consecuencia una mala
segregacién, o bien, que un exceso de la misma pudiera
distorsionar alguna funcién génica.
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Al comparar otro grupo de PA con PP, loe PH 1, 9 y 16 no
soetraron DES inter-individual e inter-poblacional. Empero, las
variaciones intra-individuales para cada homélogo, en ambos
sexos, fueron altamente significativas. Aunque son afectadas por
el grado de contraccion cromosémica, ni 1a cantidad de BC C ni
la diferencia entre homélogos sefialaron una DES entre ambas
poblaciones, 10 gque sugiere que los fendémenos presuntivos de no-
disyuncién no son causa de infertilidad (304). Rodriguez-Gémez y
cols. sxaminaron los HX C de un grupo de PA y des un grupo de PP.
Los resultados tampoco revelaron DES de las regiones gh de los
cromosocaas 1, 9 y 16 intra e interpoblacional, diferencias entre
cromosomas y entre homélogos. Es posible que el valor de
correccion (218) espleado en este estudio y el método de cultivo
hayan influido en los valores obtenidos, por 1o que la varjacion
mitética es un factor a considerar (305).

Ultimamente, se han reportado dos Var no usuales. Una
correspondiente al cromosoma 9 (9p21) con una banda G extra, C-
negativa, G-11 negativa y asociacién NOR sin aparente efecto
fenotipico. la otra corresponde al cromosoma 16 con una .bands
adicional pericentromérica (16p+), con tincién C-negativa y Ag-
NOR negativa. El origen y naturaleza de estas bandas extras son
- desconocidos, ya que al parecer carecen de actividad génica y
tienen diferentes propiedades que l1la HC C. 8in embargo, un
posible riesgo de asociacién de éstos (9p+ o 16p+ en los
portadores) con el AH, no pusde ser excluida (131,132).

2. Beteromorfismos del Cromosoma Y.

Uno de los PM C asociados con AH m4s controvertidos es el
del cromosoma Y. Al igual que en el caso de las Var autosdmicas,
los trabajos iniciales sobre el HM Yqh fueron meramente
descriptivos y sin andlisis estadisticos (286,289,292). WNo
obstante, tendencias subjetivas hacian incapi¢ en tal
correlacién. Reportes como los de Patil y Lubs sugieren
fuertemente que el riesgo de AH se incrementa cerca de cinco
veces en familias caucasicas con un cromosoma Y largo. De 1,736
hijos de madres con dos o menos AE previos, 33 tuvieron un Y
largo, en contraste con 3/29 recién nacidos de madres con 3 o mis
AE consecutivos; esto representa una DES (306,307).
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Wielsen encontrd en 5,761 varonas exaainados que 58 posefan
un Yght; sus sadres tuvieron 118 embarazos, 26 de ellos abortados
(22%). Bl grupo control comprendid 4,895 infantes con cariotipo
normal y ein un Y largo, en donde sus madres presentaron 138 de
AE. Rsto produce una DES e indica gque un padre portador de un
Igh+ incrementa el riesgo de AH (308). Asimnismo, Genest analiszé
51 PA, ds las cuales 39 varones revelaron cariotipo normal, 10 un

Gght, 2 un Yge y otro sujeto 2 cromosomas Y. La tasa elevada de
Ygh+ indica que el riesgo ds aborto recurrente aumenta cuando un
padre posee un Y largo (309).

Al examinar 101 PA, se observd ques 76 varones tenian un
cromosomsa ¥ normal, 19 un Ygh+, 5 un ¥Ygh~ y 1 una inv(Y). Bl
indice prowedio fue de 1.08 % 0.014 y 52.63% de los sujetos
estuvieron por debajo de este valor. Los datos soportan que un
aumento en la longitud de Ygh puede causar pérdida fetal (310).

Zmpero, los reportes con bandas QPQ de Blumberg y cols.
establecen que no existe una DES en 1la distribucién de la
longitud de Yq entre PA y PF. Por lo tanto, un cromosoma Y largo
no es un factor importante en la eticlogia de AZ recurrente
(297,300,311). También, un grupo de 108 parejas con AH y otro de
108 individuos con RN fueron evaluados en forma ciega por dos
observadores. La comparacién cuantitativa no revelé DES en
relacion a la longitud de YQ en ambos grupos. Sin smbargo, en el
primer grupo si existidé por lo menos un hijo anormsl, cuando el
padre tuve un Y largo. Aunque 10s resultados sugieren que aungue
la pérdida recurrente del embarazo no se asocia con un Y largo,
si con un desarrollo fetal anorsal (312,313).

Verp y cols. estudiaron 3 grupos diferentes de PA: 1) con 3
o mds AE ¢ infantes no vivos, 2) con 2 o mis AE e infantes vivos
Y 3) con infantes vivos sol e. Las tend ias centrales
fusron eimilares, pero las distribuciones de las longitudes de
Ygh wostraron DES, por lo que una longitud éptima de esta regidn
con respecto a su funcién reproductiva es una caracteristics
importants (314). los estudios de Verma y cols. en un grupo de 15
parejas con AH y 15 controles tampoco revelaron DES en 1la
longitud promedic del Y. Probablemente el indice Y/P influya en
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longitud normal del Y de cada grupo racial (315).

for otra parte, Genest y Genest estudiaron sujetos de 10
gensraciones en & familias gue presentaban AH. Bn 2 familiss, los
varones portaron un Ygh+ y en las otras 2 un Ygh~- o un Y normsal.
Zn una de las familias con Ygh+, 17/26 mujeres tuvieron 21.8% de
AEZ, mientras que en las otras 3, 7/30 mujeres tuvieron una tasa
de AE de ¢.9, 7.5 y 5.7%, respactivamente. Parece ser que 1la
correlacion entre un cromosoma Y largo y pérdida fetal en 1la
primera familia es un hecho. Sin embargo, la baja frecuencia de
AZ en las otras portando un ¥Ygh+ indica que los Y largos son de
varios tipos y producto de diferentes mecanismos (316).

Pinalmente, al evaluar el cromosoma Y de un grupo de PA y de
uno de PF se detectaron DES. Pese a la sxistencia de mecanissos
que pudieran producir un efecto negativo sobre los descendientes
Y & la presencis de Y largos en otras poblacicnes normales, es
poco probable que un PH Ygh+ estuviess asociado al AH (305).

3. Otros Heteromorfismos.

Existen pocos estudios cualitativos de otros PM C en
relacién al AH. Se han encontrado con bandas QFQ Var extresas en
casi tod: los cr {300,317); sin embargo, es daificil
evaluarlos debido a gue no existe un patrén de comparacion
adecuado para establecer el grado de significancia y unicamente
es posible hacerlo en base a la frecusncia poblacional. Por lo
anterior, s6lo se hard mencién de algunos estudios esporadicos.

Petrovic reporté una Var(3) (pliqll) no usual en un vardn, en
el que su upou habia tenido ) AE y un nifio norsal. Al parecer
esta bandas es de replicacién tardia (C positiva), no estd
implicado ningun g transl do y tal vezr es resultado de
una amplificacion. Ninguna asociacién con el AH es considerada ya
que la Var también estd presente en la madre y sin antecedentes
de AE (127). De igual wmanera, dos familias distintas mostraron
una Var extrema 20ph+, donde cada esposa tuvo dos AR
consecutivos. El1 HN fue estable en tamafio y segregindose
preferencialmente. Pese a no tener efectos fenotipicos, no deja
de ser una vVar rara y siempre asociada al AH (318).
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También, se ha sstablecido que la asociacién NOR de algunos
acrocéntricos se relaciona con aborto recurrente. En un estudio
cowparativo, 1a wmods y la sedia de Ag-NOR observadas en los
acrocémtricos no mostyd DES entre un grupo de parsjas con AN y un
grupo control. Empero, el promedic de asociaciones Ag-NOR por
célula fus similar en masculinos y femeninos del primer grupo,
PerYo menor que en sl segunde (319). Al parecer se observa una
relacidén entre asociaciones NOR y AH, aunque reportes anés
sxtansos deben realizarse al respecto.

8. RECIONES HETEROMORFICAS CON INVERSION PERICENTRICA.

2s muy discutida la propuesta de si las IP que implican
dnicamente la region heterocromética son consideradas comoc un P
o son inversiones clésicas como las implicadas en cualgquier otra
parte dal cariotipo. Aunque en las diferentes poblaciones humanas
se acepta que la frecuencia de IP de los cromosomas 1, 3 y 16 es
variable y aparentemente no repercuten en el fenotipo, se hs
propuesto que estos AN tiensn un efecto deletéreo sobre la
capacidad reproductiva del portador o sobre 1o mecanismos de
recombinacion meistica durants la segregacidn ds 108 Cromosomas.
Informes en la literatura sugieren una mayor frecuencia ds IP del
cromosoma 9, seguidas por la de los cromoscmas 1 y 16 en relacién
al AN, comparadas con la de la poblacién general.

poué y cols. reportaron por primera vez una correlacién
entre IP del cromososa 9 e infertilidad, al estudiar a 10
fanilias no relacionadas. En 4 de ellas, la IP estuvo relacionads
con cromosomopatias., la frecuencia de portadores (masculinos) fue
de 7/10 y se observaron periocdos grandes de estsrilidad, cuando
el portador sra el varén. Quizs la interaccion de la IP con otras
regiones cromosémicas origina las ancmalias responsables de los
AE (320). No obstante, de la Chapelle y cols. no hallaron una DES
entre 6/732 (0.82%) personas con pérdida fetal de una
inv(9) (p11ql3) y un grupo control de 631 sujetos (1.1%) (3I21).

Los estudios reslizados por Howard-Peeblas indicaron, por un

lado, que las inv($) ocurren con mayor frecuencia que en otras
partes del carifotipo. Y por el otro, que los efectos de una IP en
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un portador sobre su capacidad reproductiva no son de alto riesgo
Yy que podrian ser el resultado de diferentes mecanismos de
interaccion cromosdmice y meidtica (322,323). Pero Tho y ools.
encontraron un alto porcentaje de inv(9) en 110 parejas con AM
comparado con un grupo testigo de 1,569 sujetos. Rllos
concluyeron que existe un mal apareamiento dado por esta Var,
sdemés de un efecto intercromosdémico que predispone a la no
aisyuncién (301). De igual manera Ford y cols. afirmaron que las
inv(9) suestran DES entre un grupo de PA y un grupo control. Si
se correlaciona la diferencia de tamafio entre los homdlogos, el
efecto se establecs por un =nal aparsamiento de los Cromosomas
msorfolégicamente diferentes, la cual pudiera ser critica (302).

En otro estudio de parejas infértiles y controles no hubo
DES entre las frecusncias de inv(i) parcisles e inv(9) totales.
Emperoc, al cosmparar los resultados de las inv(9) parciales,
fusron observadas DES entre ambos grupos, principalmente en las
sujeres desl grupo problema (305). Por ultiso, fue reportada una .
nusva Var de una IP de la regién heterocromitica del cromososa 19
{inv(19) (p13q13)] en 3 familias. Estas tuvieron AE con o sin
morti malformados; en una de ellas se hallé también una
inv(9) total. Al parecer una segregacién preferencial de las IP
es notoria, por 1o que un portador de esta Var puede tener un
alto riesgo en la aptitud reproductiva (324).

En conclusion, los HM C de los cromosomas 1, 9, 16 ¢ Y al
parecer repercuten indirectamente sobre las parejas originando
problesas de fertilidad, pussto que un exceso o una cantidad
diferencial de HC entre homélogos pudiera generar productos
desbal d 8in bargo, debido a gue los resultados son
controversiales, se requieren mAs estudios an diferentes grupos
raciales. BEn relacidén a las IP de 1a regison heterocromitica, 1a
mayoria de los datos apoyan la idea de una clara asociacidn con
el AH. Aunque los mecanismos no estdn bien entendidos, es posible
gue un efecto adverso en el apareamiento cromosémico conlleve a
la produccién de cromosomopatias © a una no disyuncién durante
los estadios embrionariocs. En consecuencia, la infertilidad por
ansusomnfa de recombinacién puede reflejar detenciones  muy
tespranas del embarazo, muchas veces sin ser detectados.




VII. aBETODOLOGIA.
A. MUESTRA BIOLOGICA.

De un grupo de parejas con AH, se estudiaron en forma
retrospaectiva 21 de ellas, las cuales acudieron al Servicio de
Genética del Hospital General de México 8Sa. de EZnero de 1980 a
Enero de 1990. Para ello se tomaron en cuenta los siguientes
requisitos: 1) que ambos provengan de abuelos mestizos mexicancs
Yy 2) que tengan 2 o ais AR consecutivos, con o sin antecedentes
de hijos vivos sanos y/o productos salformados y habiéndose
descartado previamente causas ginecolégicas, inmunolégicas,
endécrinas e infecciosas. Bl grupo testigo estuvo integrado por
25 parejas -seleccionadas tomando en cuenta los siguientes
requisitos: 1) que ambos desciendan de abuelos nmestizos
maxicanos, 2) que hayan tenido 2 o mAs hijos sanos y 3) gque no
tuvieran antscedentes de AE previos o posteriores a los hijos.

B. OBPTENCION DE LAS PREPARACIONES CROMOSOMICAS.
1. Cariotipo de Linfocitos de Sangre Periférica.

Las preparaciones cromosémicas fueron realizadas a partir de
un cultivo de linfocitos de sangre periférica por la técnica de
Moorhead (325), modificada en el laboratorio del Servicio de
Gendtica de este mismo hospital.

1. Tomar una muestra de sangre periférica por cada individuo
con una jeringa heparinizada en condiciones de esterilidad.

2. Colocar de 7-9 gotas de sangre (~1 ml) en 5 =l de medio
de cultivo (*). Preparar 2 frascos por cada individuo.

3. Incubar AQurante 70-70% horas a 37°C. Adicionard4s =l de
solucién de colchicina al 0.02% e incubar por 14-2 horas a 37°C.

4. Vaclar el contenido  de cada frasco a un tubo de
centrifuga de 15 ml y centrifugar a 3,000 rpa durante 5 minutos.

5. Decantar el sobrenadante y resuspender el precipitado
{boton celular). Agregar 5 ml de solucién hipotdnica (0.0375 M de
KCl) a 37°C. a cada tubo agitando simultaneamente en el vortex.
Dejar reposar durante 20-30 minutos a 37°C.
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6. Centrifugar a 3,000 rpa durante 5 minutos. Decantar y
agregar gota a gota, agitando en el vortex, 5 aml de fijador
fresco (metanol-adcido acético 3:1). Dejar reposar durante 30
minutos a temperatura ambiente.

7. Centrifugar a 3,000 rpa durante 5 minutos. Decantar y
resuspender el botén en 5 ml de fijador. Centrifugar nusvamente.
Repetir esta operacién cuantas veces sea io (-4 )
hasta obtener un botén blanco y un sobrenadante transparente.

8. Para hacer las preparaciones, decantar Yy adicionar 10
gotas de fijador para resuspender. Tomar con una pipeta pasteur y
dejar caer desde una altura de ~10-15 ca 2-3 gotas sobre cada
portacbjetos limpio y desengrasado. Dejar secsr al aire.

9. Tefir con Giemsa durante 3 minutos (3 ml de Giemsa + 47
ml de solucién amortiguadora de fosfatos pPH 6.8 o agua
destilada). Lavar con agua corriente y dejar secar al aire.

10. Observar al miroscopio. Buscar metafases no muy cerradas
Yy con cromocsomas de buena morfologia. Del cultivo de cada
individuo se prepararcn de 8-10 laminillas, las cuales se dejaron
envejecer a temperatura ambiente por lo menos una semana antes de
realizarles las técnicas de Bandas GTG y CBG.

Preparacioén de reactivos:

- Medio de Cultivo®: 0.5 ml de suero de ternera fetal (108%)
4+ 4.5 m]l de medio de cultivo Mc Coy 5a + 2,000 U/ml de penicilina
y 275 pg/ml de estreptomicina + 0.2 al de fitohemaglutinina M.

- Solucién de cColchicina: pesar 0.02 g de colchicina y
aforar en 100 ml de agua destilada previamente esterilizada.

- Solucién de Colorante Giemsa: pesar 5 g de Giemsa + 220 ml
de glicerina agitando con calor. Dejar enfriar lo suficiente y
agregar después 300 ml de metanol. Calentar un poco y filtrar en
caliente.

-~ Solucién amortiguadora de Posfatos pH 6.8 (Sorensen):
pesar 2.56 g de Na HPO, + 6.63 g de KH PO, y aforar a 1000 ml.

2. Técnica de Bandas GTG.
Para descartar alguna aberracidén cromosémica estructural, se

realizé en las preparaciones de cada individuo la Técnica de
Bandas GTG de Wang y Pedoroff (326) modificada.
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1. Colocar 1las laminillas por =-30-45 segundos en una
solucion que contiene 3 ml de una solucidén de Tripsina al 1% + 47
ml de amortiguador ds fost pH 6.8 en baific maria a 37°C.

2. Enjuagar con solucién salina isotdénica (0.9% de Nacl) y
luego en agua corriente. Tefir con una solucién de colorante
Giemsa (3 ml de Giemsa + 47 ml de amortiguador de fosfatos pH
6.8) durante 1-1) minutos. Lavar con agua corriente y secar.

3. Observar al nmicroscopio. Se localizan metafases bien
bandesadas y con P dos para analizar. Si es posible
tomar fotografias de algunas mitosis.

Nota: Los tiempos de tripsina deben ajustarse en cada caso.
Preparacién de reactivos:

- Solucién de Tripsina: pesar 1 g de Tripsina + 0.02 g de
EDTA. Aforar en 100 =l de amortiguador de fosfatos 0.01 M pH 6.8.
Mgitar durante 5-6 horas en agitador magnético. Piltrar y
fraccionar en alicuotas de 5-10 ml para guardar congelada.

3. Técnica de Bandas CIG.

Pars la observacion ds los PN C, se llevé a cabo la técnica
de Bandas CBG dado por Sumner (140), modificada en el laboratorio
de citogendtica del Servicio de Genética de este mismo hospital.

1. Colocar las laminillas en una solucién de HCl 0.2 W
a te 20-30 minut Enjuagar con agua destilada.

2. Poner las lasinillas en una solucién de Ba(OH), (0.065 M)
a 37°C. durante 20-30 minutos. lavar con agua destilada a 37°C.

3. Colocarlas en una solucion de 2xSSC (8.82 g de citrato
de sodio + 17.53 g de WaCl y aforar en 1000 ml de agua destilada)
a 60°C. durante 2 horas. lavar con agua destilada a 60°C. y con
agua corriente. .

4. Tehir con una solucién de colorante Giemsa (5 ml de
Giemsa + 45 ml de amortiguador de fosfatos pH 6.8) durante S
minutos. Dejar secar al aire.

5. Observar y analizar al microscopio. Buscar mitosis
abiertas y con buena morfologia. Potografiar .
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C. EVALUACION.

Por cada individuo, tanto pacientes come grupo  tastigo,
fueron analizadas de 8-10 metafases. La seleccién de las
metafases se realizd de la siguiente manera:

1. La mitosis debfa contener por 10 mencs a 108 Cromoscmas
implicados en el estudio, o sea, a los pares cromosdmicos 1, 9 y
16 y al cromosoms Y, en su caso.

2. Estos, no debian estar doblados ni superpusstos afectando
la regién heterocromdtica de alguno de ellos.

3. Las crositidas de cada cromosoma debian persanecer
paralelas y proximas entre sf, de tal forms que se apreciara bien
el contorno de la regioén C.

4. La tincién CBG debia mostrar un contraste bien definido
entre la regién C y el resto del crowmosoma.

5. E1 grado de espiralizacién de los cromosomas debia ser de
“tanafio mediano®. Para corregir el grado de contraccién
cromosémica de cada mitosis, se empled el largo promedio de los
brazos cortos del cromosoma 16 (16p). Esta regién se eligié como
referencia por: a) que no se aprecia una alteracién significativa
en el grado de compactacién, b) ser de tasafio intermedio,
comparado con las regiones gh de los cromosomas 1, 9 y 16, C) ser
el cen facilmente identificable y d) poder localizar el cromosoma
16 répidamente en la metafase (110).

Las 6-10 metafases seleccionadas se fotografiaron con
pelicula Kodalith ortho 6556 tipo 3 (35 mm) en un fotomicrosopio
Carl Zeiss Pomy III con un objetivo de inmersioén planapocromstico
100x. Los negativos se montaron para transparencia y se
proyectaron por medio de un proyector Kodak Ektagraphic B-2,
lente Ektanar de 4-6 pulgadas £:3.5, en una pantalla rigida a una
distancia constante des 303 cu. la muuqacion total (10,000x)
se dié por la estimacién del aumento que tiene el ocular, el
objetivo, el sistema automatizado de fotografia y el aumento que
da el proyector.

Por cada individuo se utilizé una hoja blanca de papel bond,
sobre la cual se trazd la longitud de los segmentos C de cada uno
‘de los cromosomas de cada mitosis. Las mediciones van de la parte
intferior del cen a la parte media terminal del segmento gh de los
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cromosomas 1, 9 y 16, de la parte ssdia proximal a la terminal de
1a region Ygh y del cen a la parts tersinal de 16p. Para ello se
eupled un vernier Scala calibrado con precision 1/20 mm.

Todos los valores de cada sujeto se ordenaron en una tabla,
colocéndose los mayores de cada par crowmosémico en la columna
izquierda y los menores en la derecha (’). Para determinar la
longitud C, se calculé el valor promedio y DE de cada individuo,
al analizsar cada unc de los cromosomas 1, 1’, 9, 9’, 16, 16’ o
Y, asi como el de la regioén 16p y 16p’.

También, se p taron los dat correspondi al rango
de variacién de las sedidas observadas de las regiones C de los
cromoscmas 1, 9, 16 e Y.

Para el andlisis estadistico, se empled uUnicamente 1la
longitud promedio gh de cada cromosoma de cada persona y se
aplicé la prusba *U™ ¢s Naan-Whitasy. El procedimiento es el
siguiente:

1. Se determinan los valores de n; y n;, donde el primero es
el nimero de casos del grupo mis peguefio.

2. Se entreme:zclan los valores de ambos grupos, asignando el
rango (R) de 1 sl puntaje qus sea algebraicamente mas bajo, donde
la susa de n) + ny = M.

3. Se destermina el valor de "U®, por medio de las férmulas:

n(ny + 1) ny(ny + 1)
U= ang ¢ smcemmeeee = Ry, U/ = Ny 4 —cmemomeon -Ry
2
ya que U = nmn, - U’

4. Como la muestra n; > 20, es posible determinar la
significancia de un valor de "U® observado por medio de:

nnz
. L
U - w 2
g = - , donde la
U
7(n)(ny) (ny + my + 1)
/
\V4 12
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N2 /7{ny)(nz)(ny + ny ¢+ 1)
nedis * W » cvee  y DEw XU =/
2 v 12

La prusba *U* de MNann-¥Whitney es una de las prusbas no
parasdtricas mis podsrosas, su potencis-eficacia se acerca s 3/m
= 95.58 cuando N (numero de datos totales) aumenta. Constituye la
alternativa m&s util ante la prusba *t* do el 1§ igad
desea evitar las suposiciones que ésta exige o sf la ndiclan on
la investigacion es mis vaga que la escala de intervalo (327).
Tanbién se aplicé una prueba "U® pars la diferencia en longitud
de cada regién C de cada par cromosémico, esto es: lgh~igh’,
9gh-9gh’ y 16gh-16gh’.

Los datos obtenidos se exprasaron tambidén en gréficas, en
las que se muestra el perfil de los histog ¢ COrresp ient
& la distribucidn de cada cromosoma de ambos grupos, asi coso la
de la -diferencia de cada par cromosdmico.

Ademis, la evaluacion de los PM C se realizé en base a la
longitud promedio de 1a region C y, de acuerdo al método de Patil
y Lubs (110), fueron clasificados en 5 niveles enpleando
nusvaments como referencia a 16p. lLas Var medidas en los limites
entre 2 niveles fueron asignadas al nivel superior. Asi, las
frecusncias de cada segmento gh de cada par cromosdémico y del
cromosoma Y fueron obtenidas. También, fueron registradas 1las
frecuencias de 1las IP, tanto parciales comoc totales, en ambos
grupos y clasificadas en 5 niveles de inversisn (230).

Para tener un buen control de calidad de las mediciones de
1a regién C, fue necesario realizar una segunda medicion de la
region 16p prowmedio de cada persona (grupo control) para aplicar
una prusba de asociacién de rangos. Esta Ultims, 1llamada
coeticieste de correlaciém de -1 de 8p (rg), requiere
que las variables sean medidas en una escala ordinal. El
procedimianto es el siguiente:

1. Se ordenan las cobservaciones de la primera sedicién en la
variable X de 1 a N y las de la segunda medicion en 1la variable Y
de 1 a N.
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2. Se spunta el rango de cada variable X y el rango de cada
variable ¥ junto a su anotacioén.

3. Se detersina la diferencia entre los dos rangos (ai) de
cada valor, se sleva éste al cuadrado (di’) Yy se suman todos
el108 (R) pars determinar zdild.

6. Se smplea la férmula:

s £ai?
L S s cuando ¥ = 430 o
”-n
/u~2
ter, / . do ¥ > 10
VvV 1-72

Por Ultimo, fue apucnda la prueba x? ae iadepsndencia de
varisbles categéricas en los resultados de los valores de los
niveles de tamafio y niveles de inversidn de las regiones de HC C
de los cromoecmas 1, 9, 16 e Y.

En todos los antlisis de las mediciones fus considerado un
nivel alfa de 58 (¢ = 0.05).
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Vii3. R B SBULTADOS ¥ DISCUSION.

La historia clinica de las 21 parejas con AH fus registrada.
De ellas, 13 pr aron uni te AE tivos, 5 tuvieron
AH y un sortinato con o sin malforsaciones congénitas, 2 tuvieron
AH e hijo(s) vivo(s) sano(s) y solamente una presenté AE
recurrente e hijo vivo no sano. Los datos obtenidos de la HC C
Buestran que la poblacién de las parejas con AH es heterogénea.
Bsto dificulta la comparacién de la muestra con los reportas de
la literatura, donde generalmente se define al grupo problesa
como aquellas parejas que hayan tenido solamente dos o mis AE
consecutivos (286-289,291-293,295,297,298,300,304,309,312,314).

Un total de 7,860 mediciones fueron realizadas en las 1,104
metafases de los 92 individuos, de las cuales 4,172
correspondieron al grupo testigo (25 PF), 3,504 al grupo problesa
(21 PA) y 184 correspondientes a 1a sequnda medicién del grupo
testigo (16p promedio).

Los resultados obtenidos y el andlisis de los mismos se
muestran en las tablas 25 a 37 y en las figuras 9 a 20.

Los valores promedio y las DE de las regiones polimérficas
de 108 tres pares cromosdémicos 1, 9, y 16 y del cromosoma Y de
cada grupo se muestran en la tabla 25. En todos los casos, los
valores de la media del grupo de PA fueron ligeramente superiores
a aquéllos del grupo testigo, principalmente, los valores de las
regiones gh de los cromosomas 9 y 9’. Ademis, se d tra que la
cantidad de HC C estd en proporcién directa con la longitud C y
con el tamaido correspondiente de los cromosomas 1, 9 y 16, sin
existir una DES entrs ambos grupos. Estos resultados estsn de
acuerdo con lo reportado en la literatura (170,218,228,233), en
donde el mayor contenido de HC pert al cr 1yel
senor al cromosoma 16. Los valores encontrados para los segmentos
C de los cromosomas 9 y 9’ entre ambos grupos son los Bmis
discrepantes. Esto podria explicarse por cantidades variables de
y/o excesivas de secuencias repetitivas contenidas en esta
regién, principalmente DNA sat I1I1I, ya que este cromosoma
presenta mayor variacién de secuencias que los pares autosémicos
1y 16 y similar a 1a del cromosoma Y (295) (Tabla 2).
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Los datos pertenecientes al rango de variacién de la
longitud promedio de los segmentos de HC C de cada cromosoma de
anbos grupos, se suestran en la tabla 26. En los C1l y C1’, las
cifras del grupo control tuvieron un intervalo mis amplio que las
del qrupo problema. Sin embargo, en el C9 del grupo de PA el
intervalo fue ligeramente superior que el del grupo de PF y muy
amplio para los C9’, Cl16 y C16’ para ambos sexos. Era de
esperarse Qque la regisn C del cromoscoma 1 fuese altamente
polimérgica, puesto que contiene una cantidad mayor de HC C que
cualquier otro autosoma, pero menor diversidad de secuencias
(47) . No ocbstante, para la regién C del cromcsoma Y, el rango mis
amplio correspondié a los individuos del grupo testigo. Esto es
contradictorio, ya que si el segmento Yq distal es uno de los que
posesn una mayor diversidad de secuencias (26,45,50) y un mayor
grado de PM (34,88-91), se esperaria una asoclacién con la
pérdida repentina del embarazo (306-316). Esto implica que una
relacién causal entrs la longitud del blogue C y la presencia de
AR es practicamente excluida, por lo menos, para este cromosoma.

Los resultados del andlisis estadistico por la prueba "U" de
Nann-Whitney se muestran en las tablas 27 y 28. lLos valores N1 y
W2 asi como Rl y R2 para cada reqién C de cada cromosoma y la
diferencia entre homélogos, fueron obtenidos (Tabla 27). En base
a éstos, se calcularon los valores de U, U’ y 2 , asi como los
valores correspondientes de p y 2p (Tabla 28). Como se puede
observar, los valores p de los cromosomas Cl, CY y las tres
diferencias entre homélogos fueron mayores de 0.05, por lo tanto,
no existe DES entre el grupo de PF y el grupo de PA. Esto implica
que al menos la longitud C de estos cromosomas no contribuye
directamente en la etiologia de la pérdida fetal. En cambio, los
valores p de las regiones gh de los cromosomas C1’ C9, C9’, Cl6 y
C16’ si suestran DES entre ambos grupos. Esto podria demostrar
que la longitud C en estos ultimos si representa un factor
qumnu en la estabjlidad cromosémica del producto. No se
excluye 1l1a posibilidad de que, en casos particulares, las
cantidades moderadamente elevadas, dentro de los limites de la
significancia estadistica (como es el caso de Cl con p = 0.053),
puedan también repercutir en la vitalidad del embrién.

El valor del coeficiente de correlacién de Spearman (rg) fue
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de 0.9999%6, por lo que existe un buen control de calidsd pars
1ss mediciones ds todas las regiones gh de 108 grupos ds parejas
testigo y parejas problesa.

Bumerosos estudios se han realizado para tratar ds
establecer si axiste una correlacién entre PM C y parejas con AM.
Estos se basan en los aspectos cuantitativos de las regiones gh
tradicionales y wmuastran parasetros sisiliares de comparacion
(Tabla 29). Empero, los criterios da sesleccion de las suestras
poblacionales, mimero de células analizadas, sétodos de medicion
y eatadisticos son muy heterogéneos. En térainos gensrales,
sxiste una fuerte is a @ rar gue los MM C estén
implicados en la pérdida fetal recurrente. No obstante, es
probable que algunos de estos trabajos no cuenten con un buen
control de calidad en sus mediciones y que la significancia no
represante en realidad lo observado. De igual manera, la eleccién
de grupos comparativamente apropiados y métodos estadisticos
adecuados pueden influir notablemente en 1os resultados.

En adicién, la prusba *U" de Nann-Whitney no mostré
significancia alguna en las Adifersncias en longitud del segmento
C entre homélogos ds los tres pares cromcsémicos entre un grupo y
otro. Esto podria indicar que las interacciones entre homsdlogos
dea las secuencias contanidas en la HC C no son causa de AH. La
mayoria de los autorss emplean valores promesdic, pero con un
senor nimero de metafases (1-10) por persona, por lo que esto
podria parcialmente explicar 1la controversia entre AEX recurrente
y la presancia de HM C (304,305). Maes y cols. asumen que ni la
cantidad ds HC C (en cads homélogo o un prosedio de ambos), ni la
diferencia entre homélogos {(expresada como la diferencis en
longitud € entre ellos) difieren significativamente; de tal
manera Que los fendmencs presuntivos de una no disyuncién nc son
causados por los PN C {(304). 5in emdargo, Ford y cols. reportaron
qQue las diferenciss en el tamaho y/o la interaccion de la HC C
entre los cor 1y 9 pusd actuar adversasente sobre el
apareamiento cromosémico, dando como consecuencia una malas
segregacion de los cromosomas (302,30)).

For otro lado, en las fiquras 9 a 17, se muestran los
histogramas corresspondientes a la longitud media de HC C/16p

147



promadio de 108 pares cromosémicos 1, 9 y 16, asi como las
diferencias entre homdélogos en relacién a su frecuencia en las PP
¥ las PA. Bn el C1 (Pigura 9) y el C1’ (Figura 10), los valores
¢h dsl grupo de PA fueron lig te mis elevad que los del
grupo de PF, lo cual indica que contienen cromosomas con sayor
cantidad de BC. Rsto demostraria que la HC C adicional pudiera
ser un fact tr 1 en la etiologia de los abortos. As{,
Wordernson réd una elevada fr ia de 1qh+ en parejas con
All. Sugiere Que generalmente cantidades excesivas de secusncias
repetitivas pueden tolerarse sin ias, pero, la
presancia de PM en el cromosoma 1 en clertas familias con pérdida
fetal pueden generar una no disyuncion (298). Ademés, se ha visto
que cuando va aunado & una asociacién no fortuita con
acrocéntricos se incrementa el tamafio de la misma y el riesgo de
AZ consecutivos (38). 8i las aneuploidias estan intimamente
ligadas con los AE, esto podria ser 1a causa de una alta
incidencia de heterocigotos para igh+ en PA (249).

Respecto al ¢9 (Pigura 11) y C9’/(Figura 12), los histogramas
suestran que la frecuencia de los valores gh mis elevados es
ampliamente superior en las parejas problema que en las tuugo.
Por tal motivo, grandes regiones de HC en estos cr
ser causs de infertilidad. Wielsen y Sillesen seflalaron qu. un
9¢h+ en mujeres tiende a incrementar la posibilidad de tener un
descendiente con alguna aneuploidia ds novo o anormalidades
cromosdémicas estructurales, en adicién a AX (156). Asimismo,
otros trsbajos asocian al segmento 9gh con oligospermia,
subtertilidad y AN (244,295,320). Ford y Lester mencionan que
portadores de regiones enorses de HC en este par tienen una mayor
posibilidad de presentar una no disyuncién (328).

En las graficas del C16 (Figura 13) y del Ci6’ (rigura 14),
los segmentos gh de las parejas infértiles exhibieron una mayor
frecuencia de valores mis elevados, que en las parejas con
fertilidad probad q las medidas centrales fueron
favorecidas en los dos grupos. Esto es, en algunas parejas las
regionss 16gh+ pueden influir adversamente en su reproduccién con
una historia de AH. A pesar de contener un blogue pequefio de HC
C, se esperaria que 6l cromososa 16 no tuviera un efecto directo
sobre los posibles mecanismos que desencadenan 1os AE, ya que
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posee una baja racion de ias repetitivas y de un
s6lo tipo (DA sat II) (47). La literatura ha reportado pocos
casos asociando PN del crososoma 16 y AB (32). Wo cbstants, los
resultados de este trabajo indican gque una correlacién es
posible, pero no es tan importante la cantidad de secuenciass en
esta region, sino el tipo de secuencia la cual pudiera perturbar
1a segregacién cromosdémica.

Comno puede observarse (Figura 15), 1los valores qh
diferenciales entre crososomas 1 de las PF fueron mayores que los
de las PA, pero sin DES entre un grupo y otro. Lo anterior
corrobora los ballazgos de Rodriguez y cols. (305). No obstante,
Frord y cols. reportaron que el tamaio de la diferencia del par 1
en &l grupo problesma es ass grande que en el grupo testigo (303).

los valores diferencjales del tamafio del blogue C entre el
par 9 (FPigura 16), aunque son superiores en las PF, no mostraron
entre ambos grupos, lo que indica ninguna asociacién con el
aborto recurrente. De igual manera, Rodriguez y cols. sefalaron
que tales diferencias gh entre ambos grupos no son causa de
aborto (305). Empero, Ford y cCoOls. asumen gue el CromoscRa BiS
largo ejerce un efecto negativo sohre el pequefio. Esto se lleva a
cabo por un mal apareamiento entre hosdlogos morfolégicamente
diferentea ads que por un efecto de tamafio (302).

Se ha ecqrobado que las trisomias autosémicas son de las
aberraciones cr & nis en AE. Dentro de ellas, las
del cromosoma 16 son las mis frecuentes, pese a que el material
abortado es dificil de Jdetectar en las primeras sesanas del
smbarazo (284,285,288,292). Si la HC C se tra incr d
en uno o© b de . posiblemente las secuencias
cowprendidas en esta region también ejerzan un efecto similar al
de 1gh y %gh, lo que produciria un desbalance cromosémico en el

8in bargo, las diferencias gqh entre los homélogos
cu-cu' (rigura 17) indicaron que no hay DES entre las PP y las
PA. Esto es spoyado por el estudio de Rodriquez y cols. (305).

Por otra parte, en las tablas 30 a 32, se comparan las
frecuencias observadas por niveles de tamafo (ISCN) de cada
region C de los cromosomas 1, 9 y 16 entre los grupos testigo y
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problema. En este tipo de andlisis, sin embargo, los resultados
son diferentes a los ya descritos, a excepcién del cromosoma 9.
La regién C del cromoscma 1 mostrd los niveles mayores de tamafo.
Para el nivel 3, el mayor porcentaje correspondié a las PA,
nientras que los niveles 2 y 4 & las PF (Tabla 30). La longitud C
del cromosoma 9 mostré valores diferentes: un gran porcentaje
para el nivel ) conclerne al grupo problesma, mientras que para el
nivel 2 al grupo testigo (Tabla 31). Los segmentos C del
cromogsoms 16 priécticasents no mostraron DES en sus frecuencias
para cualquier nivel entre um grupo y otro, aunque solamente dos
individuos de las PA tuvieron un bloque C de nivel 3 (Tabla 32).

Pocos autores han reportado la frecuencia de los HN C por
niveles de tamafio (305) en relacién al AH y sin hallazgos
favorables. Solamente algunos trabajos se han encaminado a
obtener la incidencia en poblaciones humanas, tales como la negra
(230) y la caucaésica (233). En este estudio, los resultados de la
prusbs de x? de las regionss gh de los cromosomas 1, 9 y 16 por
niveles de tamafc fueron obtenidos. En los casos Cl y C16, las
cifras de x2 fueron S.42 Yy 2.5 con una p > 0.05,
respectivamante. Esto implica que no existe, para estas regiones
heterocrométicas, una DES entre las parejas testigo y las parejas
con AR. No obstante, el valor de x2 de C9 fue de 16.69 siendo la
p < 0.005, por lo que existe uns amplia DES entre las PF y las PA.

Los resultados obtenidos con la prueba de x2 por niveles de
tamafio sugieren que no existe una correlacién de las longitudes
Gh de 108 cromosomas 1 y 16 con el AH. Empero, los de la regién
9gh asumen que ésta se encuentra intimamente relacionada con la
pérdida del embarazo. Tal vez el segmento sea muy susceptible y
genere gametos cromosdémicamente anormales, debido a un
entrecruszamiento desigual entre las secuencias repetitivas
contenidas en esta regidn. Quizaé una no disyuncién se lleve a
cabo tan tesprano Qque no sea posible detectarla clinicamente.
Cabe seflalar gue, por 10 menos, para el cromososa 1 los datos
expresados en los limites de 1la significancia no escapan de un
posible efacto sobre el desarrollo normal del individuo, pues los
niveles adjudicados incluyou'nngol amplios y no estin ajustados
para establecer una asociacién entre PM con alguna patologia,
sino una incidencia meramente poblacional.
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En esta poblacién, la cantidad de HC en cada uno de estos
cromosomas parece ser critica. Probablemente no es la diferencia
que exista entre homadlogos, sino mis bien la cantidad excesiva de
secuencias o de algun tipo de secuencia particular incresentada
en ambos 10 que repercuta, cuantitativa o cualitativasente, en la
recombinacién cromosdmica y, por lo tanto, genere una posible no
disyuncion. Esto es, el riesgo de AH parece aumentar cuando el
individuo es portador de grandes regiones C positivas. También,
es plausible que algunos individuos con Unicamente una regién gh+
no necessriamente estén en riesgo de presentar AH y, por el
contrario, sujetos con regiones que posean cantidades moderadas
de HC C, pero con concentraciones mayores de secuencias
repetitivas particulares, puedan presantar una probabilidad mas
elevada de AE consecutivos.

Las Var tienen una incidencia relativamente baja en la
poblacién general y como algqunos informes postulan que no son
inofensivas, las cuales se relacionan con la pérdida repentina
del embarazo, el significado de é¢stas es dificil de tasar debido
a métodos no uniformes. Por lo anterior, un wmonitoreo de los
cromosomas polimdrficos del material abortado sers de gran ayuda
para aclarar tal asociacién (293). Ademss, microancnalias
morfolégicamente indistinguibles pueden ser etiolégicamente
diferentes y algunas de ellas ser translocaciones reales, pero el
homélogo que también toma parte en el intercambio, no puede ser
identificado (289).

Debe notarse que la ausencia de cualquier cambjio detectable
en la aptitud reproductiva de los portadorss no necesariamente
contradice a algunos reportes. En una especie como el hombre, con
un alto grado de compensacién y éxito reproductivos, los AZ
tempranocs simplements retardan el siguiente embarazo a término
por unos cuantos meses y asi, pasan inadvertidos ciertas
anomalias menores. Por ejeaplo, el radio de segregacién y de
muerte fetal son consistentes con la prodabilidad de AE de un
portador, el cual es cerca de dos veces mayor que el de un no
portador; aun el efecto en el riesgo reproductivo seria el de
ampliar el promedio de tiempo de generacién de los portadores por
unas cuantas semanas (299).

151



Ls etiologia de los AE ha sido de sucha importancia y por
eso, numerosss hipétesis han tratado de explicar como los
diferentes PM C a nivel molecular pueden interferir con el
embarazo a término. Kiosaar y Mikelsaar son de la opinién de que
el estado de 1a regién C pusde ser diferente en padres pomdom
Yy sus descendientes. Los AR de los primeros pued ser
por un desbalance de la HC en loa emdbriones, o bien, contribuir a
separaciones cromsosésicas anorsales al poner en peligro el
dasarrollo fetal por una "carga genética estructural® (289,290).

Se ha postuladu que el incremento de HC en los cromosomas 1
Y 9 cercana 8l cen pusde originar un disturbio en la segregacién
de alguno de ellos durants meiosis (290). Esto es, pars inhibir
1a formacién de los quiasmas, la HC C puede provocar una
formacion ineficiente de los bivalentes, la cual se esitua al
inicio de una segregacién cromosdmica desigual (45,258). Ahora
bien, si regiones 1gh+ y 9gh+ muestran asociacion evidente con el
AH, ed probable que ésta este influenciado por separado o por una
interacién de ambas regiones que interfieran con alguna actividad
critica. Es wmnis, los dos homélogos pueden actuar sinérgica o
independientemente. Aungue una alta correlacion es justificada,
un efecto comin en meiosis femenina es dificil de concebir como
una interaccion que opere en el aparsamiento o en la segregacién.
En adicién, se ha visto que como 85% de las mujeres con dos AE
consecutivos tienen al menos un feto cr 6mi 1, se
infiere gue los portadores son mis susceptibles a la no
disyuncién meiética (303,328).

Pord y Llester, asumen que los HM influyen en 1la
gametogénesis masculina y femenina, quizs por alteracién en 1la
mitosis y/o meidsis. Sus astudios mostraron que células con Sgh+
e IP, ademis de un nimero significativo de células hiperploides,
incrementan la probabilidad de una mala segreqgacién mitética in
xitro, ya que las fibras del huso acromético sufren una
alteracién en estructura y funcién, tris afectarse la unidn
centrowdrica. No obstante, no se descarta la posibilidad de que
las Var repercutan en la seiosis al reducir la eficacia del
apar ient dmico; o bien, que en ciertas condiciones
celulares encaminadas a una inestabilidad mitética puedan
predisponer a cambios en la seidsis (328). Asimismo, otras
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investigaciones establecen que si el tamafo gh de en uno de los
homélogos -autosémicos es el doble gue el del otro, se
correlaciona con retardo en la separacién centromérica. Esto es,
el cromosoma con la region C mis grande tiende a separarse nis
tardiapente que su homélogo, lo que sugiere que la cantidad del
blogue C repercute directamente en el control génico de la
disyuncién: mecanismo que serfa trascendental para explicar el
origen de algunas de las trisomias (329).

ias investigaciones concernientes a la regién de HC C del
cromosoma Y y su asociacién con el AR consecutivo son las mis
controversiales (306~316). Rl histograma correspondiente al
segmento C del cromosoma Y (Figura 18) muestra que no hubo DES
entre parejas testigo y parejas con AH, aungque denota una paquefia
tend ia en las gundas por tener los valores gh mis elevados.
Bsto implica que la presencia de Ygh+ no causa infertilidad.
Algunos informes asocian un cromosoma Y largo con riesgo de
aborto recurrente (307-310,316). Aun cuando los resultados
contradicen lo anterior, otros autores opinan que existe una
longitud utabloelda en relacion a la funcién reproductiva (J14).

Ahora bien, los resultados de la prusba "U® de Mann-¥hitney
no on DES antre las poblaciones de PP y de PA, por 1o que
no existe tampoco correlacidn alguna entre la longitud de la
region gh del cromosoma Y y pérdida repentina del embarazo.

De igual maners, los resultados por niveles:de tamafio de la
regién C del cromosoms Y fueron obtenidos. la frecuencia del
nivel 3 fue mayor en el grupo problema, pero menor para el nivel
2 (Tabla 33). E1 resultado Ge 'la prusba de x? de la regién C del
cromosoms Y fue de 1.8%5 con una p > 0.05. Esto indica que no
existen DES entre el grupo de parejas testigo y el de parejas
problema, por 10 que la presencia de PM del cromocscsa Y no es
causa de 1la falla reproductiva en las parejas con AH.

Reportes en la literatura informan tanto de asociaciones
negativas como positivas entre el tamaftc de ¥q distal y parejas
con AH (Tabla 34). Esto podria deberse a que la mayorfa han sido
poco controlados o conducidos inadecuadamente, ya que 1la

153



interpretacién de 1os HX C es altamente subjetiva e influenciada
por dstalles matodolégicos y técnicos, desde la elaboracién de
las preparaciones cromosémicas hasta la realizacién de 1las
técnicas de madicion. Adeass, no t con un grupo control
apropiado, puesto que es preciso definirlo en base a un grupo con
fertilidad comprobada. Por otra parte, se ha demostrado que la
inclusién de parejas con un feto malformado o con un hijo sanc
adenis de historia de pérdida fetal recurrente, se reporta con
frecuencia, lo cual dificulta las comparaciones entre un estudio
y otro (300,305,314-316).

A pasar de que la variacién de Ygh corresponde a 1a HC C, es
posible que también exista variacion en 1la porcién de la EC
proxisal (305,314). Al parecer el grado de contraccion estd
genéticamente controlado y las caracteristicas de este
enrollamiento son heredables. Los cromosomas in Yivp presentan
parémetros distintos, teniendo grados tridimencionales de
densidades fibrosas dependientes de ciclo celular, interaccionss
con otros cromosomas y una composicién inherente DNA-proteinas;
esto es, no hay una longitud absoluts establecida. Por ello,
dsben_realizarse mediciones cbjetivas de los cromosomas en forma
espacial para la dsterminacion de mis limites. Las variaciones ip
yitro son influenciadas también por la posicién cromosémica
(declinants, torcido), estado de contraccién, modo de preparacioén
y fluctuaciones tintorsales. Ademés, el pr fotogratico pued
alterar el tamafio aparentes y la subjetividad del observador que
evalua cada mitosis aumentar el grado de error (314).

Cuando se comparan las frecuencias de las longitudes Ygh
entre los diferentes laboratorios, la variacion mitética es un
pardsstro a ié (305). 81 el ¢ fio del Y fuera
un factor importante an la falla reproductiva, entonces por el
proceso de seleccidén natural los grupos étnicos con un cromosoma
Y largo (expresado normalmente como el indice Y/PF > 1) deberian
haberse extinguido, ya que las mujeres nunca habrian sido aptas
para procrear (315). Contrario a esto, diversas poblaciones
huaanas que portan un Ygh+, tales como la judia, italiana y
espafiola (231,240) asi como la hindu y japonesa (236,240), no
muastran una mayor tasa de AP consecutivos. Por ello, se sugiere
que 1la variabilidad del cromosoma Y es un PM normal no asociado a
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problemas reproductivos (305) y se propone que antes de noabrarlo
como "normal o anorsal®, es preciso definir su tamafio con
referencia al de la poblacién general (315).

Asimismo, es probable qQque un cromosoma Y grande en algunas
parejas con AH no afecte la fertilidad del individuo portador,
sino la viabilidad del cigoto; o bien, aunque algunos varones
posean cromosomas Y con longitudes similares, éstas difieran en
su naturaleza y, por lo tanto, en su comportamiento (316).

Por otro lado, la influencia de un cromoscma Y largo sobre
la pérdida reproductiva es un asunto de debate, pues parece ser
una caracteristica heredable en cantidades restringidas y
limitada solamente a algunos portadores con Ygh+. (309,310).
otros resultados sugieren que el riesgo de AH es cerca de dos
veces mayor en familias con un Y largoe (306). En_  suma, la
frecuencia de esta Var en los descendientes daria también
informacién valiosa, particularmente cuando la longitud de Yq
distal fuese determinada en los abortos (307,308). Existen
evidencias que segmentos recoabinantes de DNA repetitivo en la
region C tienen homologia con el DNA autosémico. A pesar de
ignorar una posible funcién del DNA repetitivo, tanto
centromdrico cowo disperso, es coherente que influya en varios
niveles, tales como funcién génica o diferenciacién celular (313).

Se ha visto que los acrocéntricos pequeh y el cr 4
se contraen proporcionalmente menos durante mitosis, haciéndose
' mAs elongados (209). Si es asi, las variaciones en longitud
serfan menores que en los deamds Cromosomas, por lo que la
observacién de un Ygh+ en portadores es un rasgo norsal, pero con
una longitud 6ptima en cuanto a la funcién reproductiva. No es
aventurado postular que la HC adicional o la carencia de ella
pudiera afectar el apareamiento a nivel del huso acromitico y
guiar a una aneuploidia (314). Alternativamente, la variacién en
el Y serfa también en la EC, a expensas de -la cantidad de HC
(313). Por ello, eventos tempranos en el desarrollo o en 1la
meiosis paterna podrian afectar gravemente la funcionalidad de un
gen, causando una deficiencia o una duplicacién (314). Esta
Ultima, es mis probable que suceda por una asplificacicn de una
secuencia mas que por una translocacién (127,160).
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Ias discrepancias entre mujeres abortadoras y la incidencia
de AR en familias con Ygh+ similares pueden explicarse por
diversos mecanismos: a) resultado de una elongacién del DNA junto
con cambios conformacionales gque expliquen la alteracisén de
secuencias de DNA sat especificas (316,330) y b) un efecto de
posicién resultado de un rearreglo cromosémico, en el cual los
genes cercanos a la HC proximal sean dajados (316). También, se
ha postulado que el riesgo de pérdida fetal estd determinado por
1a integracién eventual de DMA viral y no por la cantidad de
secuencias repetitivas. Ello explica porqué sujetos con otros HM
del cromosoma Y morfolégicamente similares no presentan una
historia de falla reproductiva recurrrente (309).

A este respecto, la integracion de DNA viral en el segmento
Ygh puede ser un hecho, ya que la resistencia o susceptibilidad a
ciertos virus parece estar también en las NOR de acrocéntricos.
Lo anterior se justifica por los defectos congénitos que son

tualmente dos in utero por la insercién viral. El efecto
teratogénico resultante puede ser diferente de acuerdo a la
capacidad génica e immunocompetencia del embdridn. Asi, estos
factores pusden asociarse a los PN C por vias miltiples. También,
el tamafio de las NOR puede tener un significado importante en la
no disyuncion de los acrocéntricos, principalmente, del cromosoma
21 (92). Algunos estudios han reportado Var con doble NOR que
quizé estén relacionadas con riesgo elevado de trisomia 21
regular. Por lo anterior, se menciona que los cromosomas del
grupo D y G son de los uUltimos en separarse del plano ecuatorial
durante la disyuncién cromosémica humana (331).

En este trabajo, no pudo ser evaluado el grado de PM de los
cromosomas acrocéntricos, establecer la frecuencia poblacional
sestiza mexicana y tal vez una asociacién con la pérdida fetal en
las parejas con infertilidad, por 1o que un estudio a fondo es
necesario. Pocas investigaciones al respecto se han realizado en
relacion con esta patologia (319) y a pesar de no contar con
resultados contundentes, no se descarta la posibilidad de que en
estas regiones polimérficas también existan secuencias
especificas que influencien la segregacién cr émica. Ademis,
es probable que la susceptibilidad a ciertos virus, por
integracion en tales :zonas, tanto en secuencias altamente
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repetitivas como NOR, en adicion a una posible amplificacién de
algunas de ellas, ses un mecanismoc por el cual los eventos de no
disyuncién repercutan en la fertilidad de las parejas.

Finalmente, de las 21 parejas examinadas con AH, ¢
presentaron una IP de la regién heterocromética del cromosomsa 9
(28.578) (Pigura 19). De éstas, 3 correspondieron a individuos de
sexo femenino y las otras 3 a individuos masculinos (Tabla 3S5).
En el grupo testigo, unicamente una pareja tuvo una IP del
cromosoms 9 (4.08), correspondiente a un individuo de sexo
femenino (Pigura 20): 46,XX,inv(9)(pllql2).

En el grupo problesa se obtuvieron las frecuencias de los
diferentes tipos de IP del cromosoma 9 por niveles de inversién
(Tabla 36), al seguir estrictamente la clasificacién de 1la tabla
16 (capitulo IV.D.2.c), donde la mayor frecuencia correspondié al
nivel 1 (Mo inversién: NI). La tasa de IP del grupo de PA fue de
6/42 individuos (14.29%), mientras que sélo hubo un sujeto del
grupo testigo con IP de la regién 9gh (2.08) y que correspondié
al nivel 3 (MI). Al aplicar la prueba de x’, los resultados
wostraron un valor de 4.89,p < 0.05. Esto demuestra una clara DES
entre ambos grupos dentro de la poblacién mestiza mexicana.

La existencia de IP en nuestro medio y el indice de
asociacion con el AH en este estudio es claro. Del total de
parejas analizadas con AE consecutivos, 1la frecuencia de
aparicion en ambos sexos fue de 50% en cada uno, lo que implica
que un sujeto puede tener una IP independientemente del sexo. A
pesar de que los datos musstran una evidente DES entre las
poblaciones examinadas, las regiones de HC C de las PA comprenden
un grupo muy heterogéneo de IP de casi todos los tipos. Ambos
aspactos analiticos establecen que las IP del cromosoma 9 sonh un
factor causal en la produccién de varios de los AE.

Mo se sade a ciencia cierta como las inv(9) se relacionan
directamente con el AH: se consideran aparentemente Var normales,
las cuales tienen una frecuencia de 1% en la poblacién general
(289,290). BRmpero, el riesgo de los portadores con IP puede
depender de donde ocurran 10s puntos de ruptura, la distancia de
estos Ultimos al cen y la frecuencia de entrecruzamiento con 1la
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inversion. Rstos pueden ser factores que afecten la formacion de

cr 31 t. Asi, no es posible generalizar que las
inv(9) sean comunes y consideradas como PM C normales (323).
Parece ser que las IP proceden de un ° :

ampliamente distribuidas en las diferentes dtnias y permiten
distinguir morfolégicamente varios tipos de cromosomas
invertidos. Noorhead, asume que: a) ¢stas no causan anosalias
fenotipicas, b) la proporcién de los d dient clini e
anormales debido a un entrecrusamiento desigual en la dupliaccion
inducida es pequefia, c) la infertilidad en portadores es poco
cosin y d) los eventos de no disyuncién resultantes de
interaccionss de regionss C pueden ser coincidencia (332).

En estos individucs, posiblemente los puntos de ruptura y
reunién son los realmsnte criticos. Esto podria ser el resultado
de diversos mecanismos Qque dan como consecuencia una variedad de
fallas reproductivas, dedbido a un desbalance génico en el
portador o en el cigoto (322). En realidad, no significa que las
IP que implican mayor cantidad de HC C en los brazos cortos sean
las Que tienen mayor probabilidad de originar una aparente

gregacion desigual ¢ la divisién celular. Lo anterior se
explica por 1los resultados obtenidos, donde el dnico sujeto
testigo presentdé una IP media (nivel 3), mientras que tres
individuos del grupo problesa tuvieron una IP menor (nivel 2).

La funcién de la NC C es aun desconocida y, por lo tanto, el
signiticado biolégico de los PN C, en especial, los implicados en
las IP no son mera casualidad. Reportes en la literatura informan
que la relacion de las inv(9) con el AE consecutivo no es clara
(Tabla 37). Bs importante recalcar Que en la mayoria de los
estudiocs no se realizd un adecuado andlisis comparativo y alguncs
pardmetros a considerar debieron ser: 1) la poblacién normal
equivalents & la examinada, 2) la poblacién problema con amplio
conocimiento de su historia obstétrica y 3) las parejas evaluadas
como una unidad (296). No obstante, la mayoria asumen una
correlacion entre inv(9) y AH. Adeads, alg P de la
pérdida reproductiva en ciertas parejas portadoras pueden estar
ligados también con anomalias cromosémicas (241,258) y miltiples
malformaciones durante el desarrollo embrionario (251,295).
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Es més, algunos autores han reportado que grandes periodos
de esterilidad se dan con mayor frecuencia cuando el portador de
la inv(9) es el vardn. Esto puede reflejar que anormalidades en
la g is o cig detenidos tespranamente lleven a
(orﬂunctonu no detectables. Sin ubarqo, efectos deletérecs
en la espermatogénasis por transl iones bal d se han
reportado, no asi por inversiones (320).

RBstudios del segmento 9gh con tincioén especifica sugieren la
existencia de actividad génica durante la primera divisién
seiotica masculina (pagquiteno) (337). Asimismo, en la profase del
ovocito (diplotenc), la asociacién de material micronuclear con
esta regidn indica también actividad génica, dada por la
formacion de aRNA (338). Parece ser Qque una inversién o rearreglo

en el bloque %gh puede tener ias en la primera divisién
meidtica. Ademds, alg pect de falla reproductiva quiza
tén 1igad con cr ias, tales como: a) disminucién

cuantitativa de la upomtoqtnuh, b) riesgo de no disyuncién
meidtica en otros pares cromosémicos y c) disturbios en la
sintesis de aRNA durante meiosis, debido a cambios metadbdslicos
Que dan como resultado malformaciones congénitas. No obstante, el
apareamiento de los homdlogos, sélo ss establece mediante la
formacidén de inversiones en asa (301,320).

8i las variaciones de tamafio de estas regiones C se
relacionan con puntos de ruptura vulnerables, algunas de ellas
puaden ser ads propensas a ruptura y reunién, especialmente, las
que se ran cer a la unién EC-HC. También, una
posicién espacial propia de la regién 9gh durante la interfase
puede rssultar en ruptura y reunién simulténeas en estos dos
puntos. Se postula que cuando un entrecruzamiento meidtico en un
segmento invertido origina gametos desbal d la fertilidad
por “aneusomia de recombinacién® puede reflejar detenciones muy
tempranas del cigoto, la fertilizacién permanece indetectable y
las no subsecuentes fertilizaciones simulan esterilidad o AE no
datectad Ap de que ninguna aneusomia de recombinacién se
ha visto en descendientes de familias con inv(9), tanto en

t como en product abortados, se especula que este evento
@S raro o ausente en las secuencias repetitivas (320).
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Tabla 25. Promedios y Desviacién Estandar de las Regionss
Polisérticas de 1os Cromosocmas 1, 1‘, 9, 9/, 16, 16’ e
Y en los Grupos de Parejas Abortadoras (PA) y Parejas
Fértiles (PP). ’
Grupo c1 cy’ cY c9’ c16 c16* [ 4
¥ 2.185 1.008 1.031 0.861 0.740 0.595 0.948
0 Y
oE = 0.148 0.129 0.140 0.167 0.131 0.13% 0.158
) X= 1.145 0.936 0.948 0.766 0.675 0.548 0.913
2 4

= 0.170 0.137 0.227 0.110 0.097? 0.09% 0.189




Tubla

Cromosoma

(0.873-1.482)=0,619¢

28. Rangn de Variscién de 1le

Longitud Promedio de lom Segmentos de HC C de los

Cromosomas 1, 9, 18 o Y entre Parejes Abortadoras y Parejas Fértiles por Sexo.

e m e e semmA o e e et — o0 4 So - = n e o iy e e 0 e B k. A - o= e S = e e S e 8 e n e b e s -

Parejas Abortadoras

(0.799-1.284)=0.485

(0.720-1.342)=0,622

(0.502-1.174)=0.672

(0.521-1.035)=0.814

(0.328-0.850)=0.522

(0.678-1.201)=0,523

(0.964-1.512)=0.548
(0.694-1.193)=0.489
(0.772-1,311)=0.539
(0.453-1.211)=0.758
(0.408-1.086)=0,688

(0.335-0.820)=0.585

*+ = Diferencia de los valores extromos.

Parejas

(0.911-1.776)=0.8465
(0. 603-1.450)=0.767
(0.735-1.336)-0.604
(0.585-1.048)=0.463
((.484-0.885)=0.401
(0.416-0.788)=0.372

(0.667-1.458)=0.791

Pértiles

(0.791-1.582)=0.791
(0.689-1.288)=0.587
(0.748-1.202)=0. 454
(0.504-0.890)=0.486
(0.487-0.861)=0.374

(0.453-0.705)=0.252



Tabla 27. Datos Correspondientes & 108 Valores de N), N2, Rl y R2
asi como da U, U’, 3, P ¥ 2p de 108 Segwentos C de cada
Cromoscma y Diferencias entre Nomdlogos.

c1 [~ SANN - J P’ Ci6¢ Cr6' CY cCi1-C1’ c9-cy’ C16-C1¢’

n 92 2 @2 42 [} ] 2 2 a2 42 @°
n2 50 50 S0 S0 S0 S0 25 S0 S0 S0
BRI 2160 2316 2331 2364 2272 2199 540 1872 184S 2097
R2 2118 1962 1947 1914 2006 2079 541 2406 2433 2181
T 4278 4278 4278 4278 4278 4278 1081 4278 4278 4278

Tabla 28. Resultados de 1a PRUEBA *U° DR MANS - WEITHEY.

° o’ g P P

€1 e 1357 -1.623 .05 0.108
c’ 87 1413 -2.845 0.002 0.00S
c» 72 1428 -2.963 0.002 0.003
co’ 639 1461 -3.222 0.000 0.000
c1é ™m 1369 -2.501 0.006 0.012
c1¢’ a4 1296 -1.928 9.027 0.054

- 4 1e¢ 309 -1.025 0.15¢ 0.308
c1-c1’ nn t 0.633 e.262 .522
9=’ 1158 9432 0.847 .19 0.39¢

C16-C16’ 206 1194 -1.129 0.129 9.258




‘I'uhi- 29. AnAlisis de los Estudios al Estimar ls Relacitén entre Heteromorfismoe de la
Regitn “qh" de los Cromosomas 1, 9 y 18 y Aborto Habitual (AH),

‘TAMARO NUMERO DE METODO METODO RELACION
HM C POBLACIONAL CELULAS/ DE KSTADISTICO ENTRE KEFERENCIA
PERSONA MEDICION HM C y AH
qh A0 PA % Subjetivo xz + 29%
tqhe. 50 PA, 2 Objetive x? - 208
dqgh+ 50 PF¥
168gh+ 180 ind. con AM, ? Subjetivo e + 297
ind, fértiles (7)
1ghe 20 PA, 1 Subjetivo v + 288.
11 Py
qh 184 ind. con AH, 15 Objetivo Pearson, Co- 300
185 ind. fértilea "ty "ut
qh 110 PA 20 Subjetivo " . 301
fqh+ 58 M con AH, 1 Objetivo “Ur, ety + 302
100 M fértiles AnéAl.Var.
1gh-tigh b4 M con AH, 1 Objetivn Y + 303
100 M tértliles
qh 15 PA, 20-46 Objetivo Anhlisin - 304
15 PF¥ de Varisnze
qh 100 PA, 5 Objetivo Uty vt - 0%
106 PF¥ i
qh 21 PA, ‘ 8-10 Objetivo ey x® . Presente

2b PF¥ Ketudio

U ey e i et e 4 e e e et m e i o et A e RS — e oo on

PA - parejas ahortadoras; P¥ = parejas tértiles; M = mujeres;: ind.= individuos. .



Tabla JO.

Comparacién de las Precuencias de los Heteromorfismos

de los Cromoscmas 1 y 1’ entre Parejas Abortadoras (PA)

y Parejas Pértiles (PP) por Sexo.

Niveles de Tamafo

Pequedio (2) Intermedio (3) Grande (4)

”n r” P r PA e
Sexo O 1 2 1 1 12 P T 2
Masculino 3 11 4 19 18 10 20 ¢ 1
Pemenino 1 20 4 18 19 11 20 7?7 1 1
subtotal ¢ 21 8 37 37 11 40 1 T a2
Total 2s " as ss s3 1 2

Porcentaje (29.76) (45.0) (69.05) (S53.0) (1.19) (2.0)

Tabla 31.

Comparacién de las Precuencias de los Heteromorfismos
de los Cromoscmas 9 y 9’ entre Parsjas Abortadoras (PA)
y Parejas Pértiles (Pr) por Sexo.

Niveles de Tamafio

Muy Pequeno (1) Pequafio (2) Intermedio (3)

n” er PA . PA ”r
Sexo 9 9 9 9 ® 9 ® 9 9 9 9 9
Masculino 9 15 18 2¢ 12 6 7 1
Pemenino 1 10 17 19 25 11 3 [
Subtotal 1 19 32 37 4 23 9 13 1
Total 1 s1 (3 32 14
Porcentaje (1.19) (60.71) (86.0) (38.1) (14.0)




Tabla 32. mlh de las Precusnciss de los Neteromorfismcs
de los Cromcsomas 16 y 16’ estre Parejas Abortadoras
(M) y Purejas Pértiles (PF) por Sexo.

Siveles de Tamafio

Wy Pequeds (1) Peguedo (2) Intermedio (3)
” w ”n ‘o ” rr
Saxo 216 16° 1616° 16 16° 16 16° 16 16° 16 16’
Masculino ¢ 212 2015 2 1 1
Pemsnino 1 e 1 1 17 35 ae 1

Subtotal T 10 213 39 32 a8 2
Total n 15 n (1] 2

Forceataje (13.1) (15.0) (84.52) (85.0) (2.38)

Tabla 3). Comparacidén de las Precuencias de los Beteromorfisaocs
del Cromosoms Y emtre Parejas Abortadoras (GP) y
Parejas Pértiles (CT).

Niveles de Tamafio Grupo Problema (3%) Grupo Testigo (8)
Poquefio (2) 12 (357.14) 19 (76.0)
Intersedio (3) L (62.86) ¢ (24.0)

Total 21 23




Tabla 34. AnAlisie de lomn Estudica en Diferentes Poblaciones que Sugieren una Relacién
entre la Longitud de ls Regién “gh” de) Cromosoma Y y Aborto Habitual.

DKFINICION TECNICA DR MKTODO FRECUENCIA  FRECUENCIA  RELACION REVERRNCIA
(GP/GT) MEDICION  KSTADISTICO DKL GF (X) DEL GT (X)

2 o mas AKC/ Y/20 g 9.6 6.4 - 300
ain AX (P=0.025) -
2o me ARC/ /Y e 88.0 a1.0 - 08

2 1s
3 o mAs ARC/ F 2 x* 10.3 1.9 . 307
< 2 AKC (P<0.05)
n ambos AK V¥ 2 x* 1.0 0.0 + 308
") (Yaten)
¥ o mAs AEC Y/F¥ ? 19.6 <1.6 - 309
o mAs AKC Y/F 21 ? 18.8 ? . 310
1o mAs ARCY Y0 21 x“, Fisher 90.6 9.1 - (M s
ind. con RM y "
4o mAn ARG/ Y/20 = 0.96 0.u1 - () 314
1 o mAs 13
Ao mAn ARG Y/F > 1 Ané L.V, 1.046 1.068 - b
itin AE (PQ.0Y) .
2o whe AR Y/¥ x 65.4 29.3 . me
(P20, 008%) .
U maey AU, Y/tep Uty xz §7.14 (2) 16,0 - (?7) Presonte
9

stin A e 18 (P<O.UY) 42.86 24.0 Entudio

ABC abortaa capontianeos consecutdvon; G grapo problema: GT= grupo tentigoe; 1652 infantes
tanoes ind, Individuos: M= rotraso mental; (2)° nivel pagquofio: (4)- nivel intermedio,



Tabla 3S5. Historia Reproductiva y Resultado de los Cariotipos de
las Parejas Abortadoras con una Inversién Perioéntrica
dsl Cromosoma 9.

Pareja ¥o. Abortos Cariotipo
Wo. Esponténecs Pemanino Rasculino

1 2 " 46,XY, inv(9) (p11q12)
2e 3 46,XX, inv(9) (P11qQ12) | |

3 2 " 46, XY, inv(9) (P11q12)
4 3 ] 46, XY, inv(9) (P11q12)
S 3 46,XX, inv(9) (P11q12) n

] 2 46,XX, inv(9) (P11q12) ]

¥ = Wormal.

¢ = Daspuds del segundo aborto tuvierom un hijo con Sx. Down.



Tabla 36. Frecuencias de los Distintos Tipos de Inversién
Pericémtrics por Wiveles de Inversion (Ver Tabla 16)
del Cromosoma 9 del Grupo Problema por Sexo.

Sexo Niveles de Inversion
1(s1) 200m) 3(am) aAY)  s(er)
Nasculiso 18 2 1
? Femsnino 18 1 1 1

Total 36 3 1 2

Porcentaje 5. 71 7.14 2.38 &N




Tabla 37. Precuencia de 1Inversiones Pericéntricas de 9gh en
Parejas Abortadoras y en Parejas Pértiles de 1la
Literatura y de Este Estudio.

Parejas Parejas
Abortadoras Pértiles Correlacién Referencia (afo)
n ¥ ) (¥

S0 28.0 50 22.0 »o 296 (1979)
37 5.4 ? ? 328 (1980)
145 2.76 ? ? 329 (19%0)
42 9.5 ? SI 330 (1980)
100 2.0 92 1.1 ? 331 (1980)
110 S.4 1589 1.3 81 301 (1982)
S2 5.17 100 1.0 sI 302 (1982)
100 16.84 106 9.92 NO ? 305 (1987)

21 28.%7 25 4.0 81 Presente Estudio
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Pigura 3. Estructura Tridimencional de la Partfcula “central® del
Nucleosoma con Aproximadamente 146 pb de DMA (5,7).

Pigura 4. Representacién de la Partfcula “central® con la parti-
cipacién de la Nistona Bl (Nucleosoma) (3,7).



Pigura 5. Fibra de Cromatina de 30 nm de Ancho, la cual Posee 6
Nucleososas por Vuelta y Organizada en Forma Bspiral
(Modelo del Solenoide) (2).




Pigura 6. Estructura CromosSmica en Estado Desespiralizado y
su Relacién con las Bandas (24):

A. Heterocromatina Constitutiva Perinucleolar y Pericentromérica.

B. Constriccién Secundaria del Organizador Nucleolar.

C. Constriccifn Primaria o Centrémero.

D y E. Principales Bandas y Subandas, las cuales Contienen los -
Genes Informacionales.

F. Bandas G Claras Donde se Encuentran los Genes Estructurales.
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FIGURA 9.  HISTOGRAMA DE LOS VALORES CORRESPONDIENTES DEL
CROMOSOMA s {Ct)
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FISURA 10.  MISTOSRAMA DE LOS VALORES CORRESPONDIENTES AL
HOMOLOGO DEL CROMOSOMA 1 (C1)
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FIGURA 1.

HISTOSRAMA OE LOS VALORES CORRESPONDIENTES OEL
CROMOSOMA 9 (C9)
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FIGURA 12, HISTOSRAMA DE LOS VALORES CORRESPONDIENTES AL
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FISURA 13. HMISTOSRAMA DE LOS VALORES CORRESPONDIENTES DEL
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FIGURA 14, HISTOSRAMA OF LOS VALORES CORRESPONDIENTES AL
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FIGURA IS. WISTOSRAMA DE LOS VALORES CORRESPONDIENTES A LAS
DIFERENCIAS DE LOS ¢ 1
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Figura

19. Cariotipos Parciales con Inversion Pericéntrica de la
Region 9qh en las Parejas Abortadoras con Técnica de

Bandas CBG (Ver Tabla 35).
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Figura 20. Cariotipo de un Individuo de Sexo Femenino del Grupo

Control con Inversion Pericentrica media de 9gh

{Nivel 3 = HI) con Tecnica de Bandas CBG.




IZ. CONMCLUSIONMNES.

Los HM C son variaciones morfolégicas del cariotipo. En
éstos se ha visto que tienen una frecuencia particular y estén
distribuidos en los diferentes grupos étnicos. Contienen

ncias alt te repetitivas, especialmente DNA sat, en
diversas proporciones para cada regién C. Su composicién
demuestra que son zonas carentes de actividad génica, con
replicacién tardia y un elevado porcentaje de asociacién con
otras regiones similares; no obstante, existen algunas
excepciones en la diversidad de las especies.

En las ultimas décadas, a estos marcadores no se les
consideraba con un rasgo importante que repercutiera en el
fenotipo. Sin embargo, los hallazgos citogenéticos y de biologia
molecular han demostrado que un incremento en la cantidad de HC C
en algunos de los cromosomas polimérficos y dogérdcno- en el
desarrollo son &l resultado de un mecanismo comin, aunque
pudieran no estar relacionados como causa y efecto, sino como
fenémenos coexistentes.

Los casbios cuantitativos en la HC en los limites del
cariotipo normal se relacionan con el fenotipo de cada poblacién.
En este estudio, la evaluacién de las regiones polimérficas fue
realizado por un método de medicién, al tomar en cuenta 1la
longitud de cada segmento gh de los pares cromosdémicos 1, 9 y 16
Yy del cromosoma Y. Al parecer los métodos conmparativos,
principalmente los visuales, son un tanto subjetivos:; empero, los
resultados exhiben un buen control de calidad de las mediciones.

Los anslisis estadisticos de cada regién qh demuestran que:

1) E1 aumento en la cantidad de HC C presente en 1los
cromosomas 1 de las PA no es la causa de los AE consecutivos, ya
que no existen DES con respecto a las PF. No obstante, se presume
que ciertos individuos pueden pr ar cons ias deletéreas.
Esto depende de los valores expresados por las cantidades
variables de HC C, ya que se encuentran entre los limites de la
significancia estadistica.
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2) El incremento en la cantidad de HC C presente en los
cromosomas 9 de las parejas con AH son causa de aborto
recurrente, ya que existen amplias DES en relacidén con las
parejas testigo. Esto implica que para estos segsentos,
cantidades elevadas de secuencias repetitivas tienen un efecto
adverso sobre la aptitud reproductiva del individuo.

3) las regiones de HC C de los cromosomas 16 no muestran
cantidades elevadas, a pesar de tener gna ligera DES dentro de
los limites estadisticos entre un grupo y otro. Por ello, no es
posible afirmar que el contenido de jias inc adas en
tales édreas sea el responsable de la pérdida fetal recurrente,
sino mAs bien, por el tipo de secuencias que contiene.

4) La cantidad de HC C del cromosoma Y no es un factor que
repercuta en la falla reproductiva de las parejas con AE
consecutivos. Los valores de la regién Yqh de los varones
infértiles y varones sancs no muestra DES evidentes: no obstante,
no se descarta la posibilidad que algunas secuencias repetitivas
particulares si puedan influenciar la pérdida fetal.

S) las diferencias de cantidad de HC C entre homélogos de
los tres pares cromosémicos 1, 9 y 16 no son causa de AH.

6) La presencia de HM con IP del cromosoma 9 puede influir
directamente en la pérdida repentina del embarazo. Se exhiben DES
en sus frecuencias entre el grupo de PF y PA. Sin embargo, todo
depende de donde ocurran los puntos de ruptura, ya que sdélo
algunos sitios son vulnerables y pudiera ser que sean los gue
realmente repercutan en esta patologia. Esto se justifica debido
a gue sélo un individuo del grupo testigo tuvo una IP media
(nivel 3), mientras que tres individuos del grupo problema
presentaron una IP menor (nivel 2).

Por lo anterior, se asume que los PM C son entidades que
pueden repercutir en la fertilidad de las parejas, aunque 1la
cantidad de HC y tipo de secuencias en cada regién polimdértica
pareceria ser critica. Ademds, el efecto no es tanto por la
diferencia que exista entre homsélogos, sino mas bien por las
elevadas concentracionss de secuencias contenidas en estas zonas
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o algun tipo de secuencia particular que determine, cualitativa o
cuantitativamente, el riesgo de presentar aborto recurrente en el
individuo portador. De igual a, alg punt de ruptras y
reunién en donde ocurran las inversiones son quisé
trascendentales para producir los AE consecutivos Yy/o,
probablemente, los productos salformados.

Es posible que la presencia de HM pueda interferir con la
divisién celular y generar defectos en el desarrollo por varios
mecanismos. Estos Ultimos pueden ser el resultado de un ‘cambio
génico, una nmutacion en el sitio de ruptura o pequefas
duplicaciones o deleciones. La presencia de grandes éreas
haterocromsticas cer al cen puede producir disturbios en la
segregacion de los cromcsomas. Las Var menores también pueden
influenciar la segregacion por via similar.

Por otro lado, los HM C alg pued ser un tlcior
trascendental de los defectos congénitos Los mecanismos
propuestos son sélo conjeturas y dificiles de verificar. La
especificidad de la distribucién de los diferentes DNA sat puede
tener una funcién en el reconocimiento de procesos de
recombinacion cromosémica y pueden ser criticos para el
apareamiento entre homélogos durante meiosis, mitosis o
interfase. Un entrecruzamiento desigual entre homologos durante
mejosis o mitosis puede generar cromosomas con cantidades mayores
o menores de HC y eventos similares de recombinacién pueden
suceder entre regiones homélogas y no homdlogas Tales eventos,
pueden relacionarse con la aposicion de secuencias palindrémicas
y ocurrir durante la replicacién del DNA: tambien en células
sométicas, son en donde pot ial te pueden originarse HNM.

En una gran variedad de plantas y anisales. ia recombinacion
meidtica es reducida en la EC que yace en la vecindad de la HC.
Pero, por otro lado, la presencia de HC adicional en un sélo

P inc: tar los valores de recoambinacién de las
regiones aledafias de EC &n otros cromosomas. El cen también puede
ser gravemsnte afectado al reducir tal recombinacién en la EC
adyacente y este efecto podria modificarse s: la distancia de
esta Ultima al cen es alterada por una IP.
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Las variaciones de la HC C parecen ser un rasgo general, no
8610 en o1 humanc sino tambien en los demis eucariontes. Se ha
establecido, por un sodelo de ICH, que esta variabilidad es mis
frecusnte que las translocaciones en las poblaciones naturales.
Celulas tratadas con MIC muastran mucho sés ICH, en relacién al
segmento C, Que intercambics intercromosdmicos. Aunque raros,
estos Ultimos ocurren y explicarian la dispersién de secuencias
repetitivas © de un DMA sat particular en diferentes crososomas
de un cariotipo. Algunas evidencias citogenéticas y wmoleculares
soportan la ides de gue los HM C resultan de un intercambic
desigual de doble cadena durante la replicacién. Asi, los HM son
tolerados sin consecuenciass fenotipicas. Varias de estas

ias son interdispersas, reconocidas por enzimas de
restriccion, a intervalos regulares de 1la estructura del
nucleososa. Estas, podrian mediar el sal entrecruzamjiento y
resultar en cantidades variables de HC y de DNA sat.

En organismos inferiores (Drosophila sp.). alteraciones en
la cantidad de HC no solamente influencian las propiedades de
recombinacién, sino también alteran el potencial de
entrecruzamiento de otros cromosomas. Estos mecanisaos podrian
proporcionar una fuerza selectiva suticiente para la presencia de
los HN en cusstién. Se ha observado que como la cantidad des NC
centromérica es reducida, también 1o es la frecuencia de
recosbinacisn de la EC proximal cercana a las regiones C. Los HM
C, ent , repercuten en el aparato meidtico y/o mitético y tal
vez tengan una ispor adaptacién evolutiva de ias secuencias
que los contienen. En diferentes especies con cariotipos
similares, la falta de diversidad evolutiva se asocia con la
sscasa cantidad de HC. Esta Ultisa, tiende aparentemente a ayudar
8 la especiacién, sunque pusde al mismo tiempo proveer cambios
cromosdémicos en células somdticas con consecuencias deletéreas.

Asimismo, una isplicacion directa no especifica de los HM
pueds ser su eventual influencia sobre los procescs metabédlicos,
(procesos embrionarios), asi como la evidencia de inestabilidad
cromosdémica innata, en adicién a la susceptibilidad por el
ambjiente determinante. También, es posible que éstos puedan
repercutir a varios niveles, tales como susceptibilidad,
resistencia y/o capacidad de integracién para ciertos virus.
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Cabe sefalar que hasta no realizar sétodos mis unificados de
cuantificacién y estadisticos de los segmantos de HC C, no se
podrdé establecer un criterio acertado para correlacionar P C. y
1a presencia de AR. Para ello, se requeriris de la organizacidm
de talleres en donde se definan los pardmetros en cuestidn.

Es posible que en un futuro no muy lejano, con los adslantos
en biologia molecular y la elucidaciéon del genoma humano, se
descubran las secuencias, las propledades fisicas y quimicas, asi
oomo las funciones de estas regiones polimndrficas. Eato serd de
gran ayuda para sclarar la asoclacién de estas Var con alguna
enfernedad, especialmsnts, con la pérdids repentina del esbaraso.
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5. SYRARZIO.

los Polimorfismos Cromosémicos son variaciones morfolégicas
de un cariotipo y se tran con fr fa en la podlacidn,
los cusles se observaba que nc tenian repercusion alguna sobre el
fenotipo. Sin esbargo, se ha visto que no son variaciones sin
sentido y puedan afectar el desarrollo normal del individuo,
principalments, con el riesgo de aborto habitual.

Para confirmar este hallazgo, ss estudiaron 231 parejas con
aborto recurrents y fuaron cowparadas conh un grupo de 25 parejas
tertiles. Ambas del mismo grupo étnico, se sujetaron a las mismas
tondiciones metodoldégicas y las prep i dmi

icas “
realizaron & partir de cultivos de linfocitos de sangre
periférica para la determinacién de los polimorfismos de los
‘romosonss 1, 9, 16 @ ¥ por la técnica de bandas CBG.

Los resultados de ambos grupos se compararon con la prueba
*U" des Mann-Whitney y se encontrd que los cromoscmas 1, Y y las
tres diferencias entre homélogos no mostraron diferencias
significativas. ¥o od te, los cr 1’, 9, 9, 16 y 16’
s: mostraron diferencias significativas en la distribucién de
ambos grupos (p < 0.05). Asinismo, los resultados de la prusba de
x? de las frecuancias por niveles de tamafo fueron obtenidos. No
existieron diferencias signiticativas para las regiones gqh de los
romosomas 1, 16 @ ¥; en cambio, para la regién gh del cromosoma
< s la hubo (p < 0.005). Ademss, se obtuvieron las frecuenciass
de los tipos de inversidn pericéntrica del cromosoma 9 y
sostraron nusvamente diferencias significativas entre el grupo de
parejas abortadoras (14.29%) y de parejas fértiles (2.0%).

las regiones gh de 108 cromosomas 1, 16 @ Y y las tres
diferencias entre homélogos no se relacionan con la pérdida
repentina dsl embarago. Bmpero, la regién gh e inversién
pericéntrica del cromosoma 9 se asocian estrechamente con el
riesgo de¢ aborto habitual. Es probable que cantidades elevadas de
secuencias o de un tipo de secuencia particular, asi como puntos
de ruptura y reunién criticos en estas zonas, perturbe la
segregacion cromosomica y, por lo tanto, genere los abortos
esponténeos y/o productos malforsados en las parejas.
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