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OBJETIVO GENERAL 

Aplicar las técnicas de bandeo crornosórnico en el estudio 
cltogenético, corno una herrarr.ienta adecuada para el 
diagnóstico de anomalías crornosóm!cas causantes de síndromes 
y/o padecimientos. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Realizar una revisión bibliog=áfica sobre la estructura 
crornosómica y su relación con el fenómeno de bandeo. 

Aplicar las técnicas de bandeo en el estudio de los 
pacientes con un diagnóstico clínico de un probable 
padecimiento o síndrome crórnosórnico. 

Realizar un estudio ·estadístico con los resultados 
obtenidos de los análisis citogenéticos, elaborados en el 
servicio de genética del Hospital General de México. 
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I:NTRODUCCI:ÓN. 

La presencia de una gran diversidad de padecimientos o 

sindromes originados por aberraciones cromosómicas ha hecho 

importante la participación de la citogenética humana en 

diversas áreas de la medicina. La citogenética entre otras 

funciones, realiza análisis cromosómicos que apoyan el 

estudio clinico 

tratamiento 

familiares. 

y 

permitiendo 

asesoramiento 

un 

para 

adecuado diagnóstico, 

el paciente y sus 

En los estudios cromosómicos principalmente se aplican 

técnicas de bandeo, ya que éstas permiten la identificación 

precisa de los cromosomas. De aqul la importancia de estas 

técnicas como parte del estudio citogenético que se realiza 

a los pacientes con probables padecimientos o sindromes 

cromosómicos. En el presente trabajo se analizaron los 

resultados de los estudios citogenéticos realizados en el 

Servicio de Genética del Hospital General de México, en el 

periodo comprendido de enero de 1995 a diciembre de 1996. El 

estudio cromosómico se efectuó a partir de linfocitos 

obtenidos de sangre periférica heparinizada y su posterior 

análisis mediante la técnica de bandeo GTG. En algunos casos 

para llegar a un diagnóstico 

técnicas citogenéticas tales 

fue necesario aplicar 

como: bandas CBG, 

resolución e inducción de X-frágil, entre otras. 

otras 

alta 

La revisión bibliográfica del presente trabajo muestra 

que la cromatina esta organizada en regiones con 

caracterlsticas especificas y que las técnicas de bandeo al 



poner ·de man! fiesto cada una de ·estas regiones han favorecido 

su estudio. Por otra parte se ha observado la importancia del 

estudio cromosómico para el diagnóscico adecuado de pacientes 

con padecimientos o síndromes en ocasiones or!.ginados por 

aberraciones cromosómicas y para :a detección áe portadores 

con rearreglos cromosómicos balanceados. ::1 estudio 

estadístico permitió establecer en este grupo se:eccionado de 

pacientes la causa más frecuente por la que se realizó un 

estudio ci togenético, las aberrac:.ones cromosó:;.:.cas que se 

de una 

de un 

presentaron con mayor frecuencia y 

aberración cromosómica especif:.ca 

padecimiento o sindrome cromosó::lico, 

la proporción 

como cat.:sa 

entre otros datos. 

También podemos mencionar que al::i cuando se trata de una 

población seleccionada de pacientes el 

el resultado de mayor porcen:aje 

cariotipo normal fue 

y las proporciones 

observadas de las anormalidades cromosómicas que originan un 

sindrome son similares a las reporcadas por estudios previos 

realizados en otras poblaciones. Por último podemos señalar 

la necesidad de que el médico esté familiarizado con las 

caracteristicas fenotipicas producidas por una aberración 

cromosómica, de tal manera que los pacientes con este tipo de 

padecimientos sean adecuadamente canalizados. 
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l. MARCO TEÓR:ICO 

1.1. COMPONENTES DE LA CROMATINA. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

La cromatina es un complejo formado por: Ácido 

desoxirribonucleico (DNA) de doble cadena, una gran cantidad 

de proteinas y una pequena proporción de ácido ribonucleico 

(RNA) . La cromatina se halla confinada dentro del núcJ.eo de 

la célula en interfase(l). 

1.1.1. DNA Y RNA 

El principal componente de la cromatina es el DNA, éste 

posee flexibilidad y capacidad para cambiar su organización, 

la mayor parte se encuentra estructurado en forma B de 

Watson y Crick. El DNA contiene la información genética que 

se expresa en cadenas polipeptidicas y/o moJ.éculas de RNA 

(1) •. 

Otro componente de la cromatina es el RNA, el cual se 

encuentra en una proporción de 10% del contenido de DNA, la 

mayor parte de éste son cadenas recién formadas que aún se 

encuentran asociadas al molde de DNA. Se ha considerado que 

el RNA también tenga algunas funciones estructurales (1,2). 

s 



1.1.2. HISTONAS 

Las histonas son un grupo de proteinas básicas que 

integran a la cromatina, su peso dentro de ésta equivale al 

del DNA~· poseen secuencias ricas en aminoácidos con cargas 

positivas. Se· clasifican en ci_nco categorlas fundamentales 

que son: Hl, H2A, H2B, H3 y H4. La histona Hl es rica en 

residuos de lisina, las H2A y H2B son moderadamente ricas en 

lisina y las H3 y H4 son ricas en arginina (1). 

Las histonas interactúan co~ el DNA para formar la 

unidad estructural básica de la cromatina, el nucleosoma. Un 

nucleosoma consiste de 200 pares de bases (pb) de DNA que 

giran en aproximadamente dos vueltas alrededor de un de 

octámero de histonas (formado por dos copias de las histonas 

H2A, H2B, H3 y H4. Por último la histona Hl se une 

completando el nucleosoma (3). 

Las histonas H2A, H2B, H3 y H4 o histonas del octámero 

poseen una conformación compuesta de dos regiones: una zona 

de estructura globular en el extremo carboxilo y un área 

flexible en el extremo amino. El brazo aminoterminal se 

encuentra desordenado en ausencia de DNA y puede tomar una 

conformación definida en presencia de éste. El extremo amino 

está altamente cargado de aminot;cidos básicos y comprende 

aproximadamente de 25% a 33% de la prctelna. Esta zona se ha 

6 
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asociado con las funci~n~-s bioquimicas . y biofisicas que 

realizan las histonas. La secuencia de aminoácidos de estas 

histonas se han conservado ampliamente durante la evolución, 

observándose. una semejanza de 95% en las secuencias de todas 

las H4 estudiadas (3;4,5). 

Se ha identificado dentro de la región globular de las 

histonas H2A, H2B, H3 y H4 una estructura común llamada 

dominio de plegamiento de histonas, esta estructura está 

formada por tres alfa-hélices conectadas por dos lazos, Ll ·y 

L2, denotados al-Ll-a2-L2-a3 (figura 1). EL dominio de 

plegamiento interviene en las uniones histona-histona e 

histona-DNA. Esta estructura se ha encontrado también en 

proteinas no histonas implicadas en interacciones proteina

proteina y proteina-DNA. Aparte del dominio de plegamiento, 

las histonas H2A y H3 contienen hélices adicionales en el 

extremo amino y la histona H2B contiene una en el extremo 

carboxilo (3,5,6). 

Por otra parte la Histona Hl y su homóloga H5 (presente 

en los eritrocitos de las aves) poseen una estructura 

distinta de las histonas antes mencionadas. Estas proteínas 

están formadas por una región globular central, con brazos en 

sus extremos amino y carboxilo. Los brazos son altamente 

básicos, más de la mitad del brazo carboxilo consiste de 

lisinas y argininas. Los brazos no poseen una estructura 

definida cuando las histonas están libres en solución, pero 

en interacción con el DNA adoptan una estructura definida, lo 

cual está de acuerdo con la observación de que la interacción 
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FIGURA l. ESTRUCTURA DEL DOMINIO DE PLEGAMINENTO DE HISTONAS (3) 

/-A 

¡ _________ --------· 
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con el DNA induce la formación de estructuras a-hélice en el 

extremo amino (7,8). Las histonas Hl y HS se han propuesto 

como represoras de la transcripción, lo cual está apoyado por 

la observación de que la reconstitución de la cromatina con 

estas histonas, restringe la movilidad fijando al nucleosoma 

en una sola posición, lo cual determina el contacto DNA

histona ocasionando un estado de represión(9). 

Recientemente se ha identificado un grupo muy grande de 

proteinas variantes para las cinco clases principales de 

histonas. Estas se han asociado con distintas funciones, por 

ejemplo Cse4 y CENP-A (variantes de H3 en levaduras y humanos 

respectivamente), son componentes estructurales esenciales de 

los nucleosomas centroméricos y se ha sugerido que el brazo 

amino de éstas ayuda a mediar interacciones entre las 

proteinas centroméricas. Las variantes de H2A como la 

proteína hul en Tetrahymena t; el producto del gen pht;l en 

~chizosaccharomyces pombe; H2AF en pollo y H2AZ en mamíferos, 

se han asociado con cromatina en transcripción o 

potencialmente activa. Actualmente se ha observado que la 

histona H2A.Z 

superficie que 

forma nucleosomas específicos con 

probablemente favorezca la interacción 

una 

con 

otros nucleosomas específicos o con proteínas que se asocian 

a la cromatina.(9,10,11). 

En los últimos años se ha estudiado la relación que 

existe entre las modificaciones pos-transduccionales que 

experimentan las histonas (ubiquitinación, metilación, 

fosforilacíón y acetilación), con cambios importantes que se 

8 



presentan en las células eucarion-Ces cómo: el ensamble de la 

cromatina después de la replicación, la reparación del DNA y 

la división celular. Dependiendo de las modificaciones 

postransduccionales y el sitio en donde se producen, las 

funciones que realiza cada grupo de histonas pueden ser muy 

variadas y especificas, incluso una misma histona puede tener 

varias funciones (12,13). 

Se han propuesto dos rutas por las cuales las 

modificaciones de la región amino-'::erminal de las histonas, 

pueden mediar cambios en la función de la cromatina: la 

primera es que sirvan como una señal para otros factores 

reguladores en trans o como un sitio de unión para complejos 

proteinicos especificas. Un segundo mecanismo podria ser 

modificando la estructura de orden superior de la cromatina y 

por lo tanto su compactación (13). ~a primera de estas rutas 

se ve apoyada por la observación de que la acetilación de la 

histona H4 en células humanas, si:::ve como un marcador que 

distingue regiones trancripcionalmente activas, mientras que 

la heterocromatina aparece hipoacetilada (13). 

La región amino terminal de H4 se ha asociado con 
múltiples funciones. Menee y colaboradores ( 14), utilizando 
cepas de Saccharomyces cerevisiae con mutaciones en los 
residuos de lisinas de H4, establecieron una di visión de la 
región aminoterminal en dos subregicnes: A y R, cada una con 
distintas funciones. La región R cc~sta de 15-19 residuos de 
aminoácidos, los cuales parecen necesarios para la represión 
de genes próximos a telómeros y la progresión de la fase Gl 
del ciclo celular. La región A comprende los residuos 11 a 
16, los cuales al sufrir mutacic::es en algún residuo de 
lisina, pueden ocasionar alteracic~es en los procesos de 
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división. nuclear, actividad génica. y -~~nos . en la ):n'tegridad 
del DNA. Estos .resultados fodlcan que: j~ ·• iu~ción •de los 
residuos de. lisina .de H4, es necésari~·. para 'mantener integro 
el geno.ma en Saccharomyces. 

Otra función atribuida a las histonas es su 

participación en la mitosis. se· ha observado, en 

Saccharomyces cerevlsae, que una disminución considerable de 

histonas H2B y H4 causa la muerte celular, iniciando con 

alteraciones en la fase S y ocasionando que las células 

queden detenidas en la transición de G2 a M. Esto sugiere un 

papel esencial de estas histonas en la replicación del DNA y 

probablemente en la mitosis (15). 

1.1.3. PROTEÍNAS.NO HISTONAS 

El segundo grupo de proteinas que constituyen la 

cromatina, es un conjunto de proteínas heterogéneas, las 

cuales se encuentran en una proporción relativamente menor en 

masa, que las histonas dentro de la cromatina, muchas de 

ellas están asociadas con funciones cromosómícas tales como, 

la replicación, la expresión de genes y la organización del 

cromosoma. Dentro de este grupo de proteínas heterogéneas, 

mencionaremos únicamente las que se considera que participan 

en el empaquetamiento de la cromatina, y entre ellas se 

encuentran: la Topoisomerasa II, la familia SMC y las DNA 

chaperoninas (16). 
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1.1.3.l. TOPOISOMERASA II 

Una de las protelnas :10 histonas que forman parte de la 

cromatina es la topoisomerasa II .. ~.ctualmente a esta enzima 

se le ha asociado con 

recombinación, condensación 

cromátides hermanas. La 

procesos como replicación, 

y desenlazamiento de 

de 

las 

la función catali ti ca 

topoisomerasa II consiste en relajar el super enrollamiento 

negativo y positivo del DNA. La reacción probablemente 

representa un reconocimiento no específico por parte de la 

enzima al DNA dúplex, la enzima se une y produce una ruptura 

en la cadena doble, que permite el paso de otra región dúplex 

a través de la ruptura. La reacción es dependiente de ATP, 

probablemente en cada paso es hidrolizado un ATP que puede 

utilizarse para provocar - cambios conformacionales en la 

enzima (17). 

Estudios de inmunolocalización demostraron la presencia 

de esta enzima en los cromosomas mi tóticos, lo que hizo 

suponer que realiza una función estructural aparte de su 

función catalítica. Se ha encontrado que la topoisomerasa II 

se une a un gran número de sitios del DNA llamados SAR 

( Scaffold-Associated Regio,.,s), 

en la región axial del 

probablemente favorece la 

los cuales se han localizado 

cromosoma. Esta interacción 

formación de lazos para la 

compactación del DNA en las estructuras de orden superior. 

Esto se discutirá en el capitulo sig~iente (18). 

11 
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Se ha postulado que uno de los propósitos de la 

condensación cromosómica, sea el 

hermanas replicadas, basados en 

estructural de la topoisomerasa 

desenredar las cromátides 

la actividad catalitica y 

II es probable que cumpla 

esta función junto con otros factores. Resultados de estudios 

de microscopia electrónica en linfocitos humanos en mitosis, 

muestran que los cromosomas se condensan primero como un 

simple cilindro, que subsecuentemente se resuelve en dos 

cilindros paralelos y delgados (19). 

1.1.3.2. LA FAMILIA SMC 

Dentro del grupo heterogéneo de proteinas no histonas 

ligadas 

llamada 

a la cromatina, 

SMC (Structural 

existe una familia de proteinas 

Maintenance of Chromosomes) • Este 

grupo de proteinas fue originalmente definido por Strunnikav 

y colaboradores (20). Se considera que participan en la 

recombinación y reparación del DNA y en la cm;idensación y 

cohesión de las cromátides hermanas. Una prueba de su función 

en .la condensación fue establecida por Hirano y Mitchison 

(21) al realizar análisis bioqulmicos de dos miembros de esta 

familia XCAP-C y XCAP-E, los cuales resultaron necesarios 

para la condensación in vitro de los cromosomas en extracto 

de huevo de Xenopus • 

Todos los miembros de esta familia son ATPasas con una 

configuración similar, poseen una estructura de cabeza-tallo

cola (figura 2), la cabeza en el extremo amino contiene un 
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CABEZA TALLO COL~S 

N ( 

t 
lROP :AJAOA 

FIGURA 2. ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS SMC (23) 
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sitio de unión NTP, el tallo está .constituido por dos tramos 

largos de a-hélice separados por un espacio corto del cual no 

se conoce su función y por último la cola carboxilo terminal 

contiene una secuencia única conservada llamada caja DA que 

es una región de unión a DNA. Esta conformación semejante a 

la de las proteínas motoras ha sugerido que realicen una 

función motora para el DNA (22,23). 

Las SMC son proteinas altamente conservadas 

evolutivamente; estudios de electromicroscopia de las SMC de 

Bacil.1. us subtil.is revelaron la formación de homodimeros de 

estas proteinas que presentan una marcada flexibilidad. Dos 

moléculas de SMC probablemente formen un homodimero 

antiparalelo con co-localización de los extremos carboxilo y 

amino en cada extremo. La formación de · los homodimeros in 

vitro requiere de la presencia de ATP y DNA. La forma más 

frecuente de los homodimeros es el de una barra completamente 

doblada (23). 

Las 

biológicas, 

habilidad 

proteinas SMC realizan 

su versatilidad podria 

para 

multisubunidades. 

formar complejos 

En eucariontes hay 

diversas 

explicarse 

funciones 

por su 

de proteinas con 

por lo menos dos 

importantes complejos de cohesinas y condensinas formados por 

los heterodlmeros SMC1/SMC3 y SMC2/SMC4, respectivamente y 

por un conjunto de factores accesorios que interactúan con 

ellos. Ambos complejos actúan en forma independiente pero 

probablemente coordinada (23,24). 

13 TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



Es.tudfos realizados en Xenopus laevis muestran que las 

subfamilias 5MC 2 y 4 (XCAP-E y XCA?-C) forman un complejo 

llamado condensina con coeficientes de sedimentación de 135, 

complejos similares se han encontrado en Saccharomyces c. y 

Schizosaccharomyces p. La Condensina 135 está compuesta de 

dos subunidades, la fracción 85 contiene las 5MC 2 y 4, 

mientras que la 115 contiene tres :;ubunidades adicionales 

llamadas complejo regulatorio (XCAP-02,-G y -H). Un modelo de 

la estructura del complejo de condensina propone que las 

proteínas 5MC originen un dlmero con forma de V con dos 

largos brazos de hélices anti-paralelas conectadas por una 

columna flexible, en ambos extremos las regiones amino y 

carboxilo terminal se unen para formar un dominio, XCAP-H 

parece ser el sitio de unión entre las 5MC y el complejo 

regulador. Cada subunidad es esencial para la viabilidad 

celular y su mutación conduce a defectos en la condensación 

de los cromosomas y la segregación en mitosis. Las 

Condensinas poseen una capacidad para cambiar la estructura 

del DNA en forma dependiente de ATP(17,23,24J. 

El papel especifico de las subfamilias 5MC 1 y 3 en la 

dinámica del cromosoma es menos conocido, estudios en S. 

cerevisiae propusieron que 5mclp y 5mc3p junto con un 

producto de un tercer gen Scclp/Mcdlp están directamente 

involucrados en la cohesión de las cromátidas. Esta idea se 

ve apoyada por estudios en extracto de células de Xenopus en 

los cuales se observó que las proteinas 5MC 1 y 3 forman un 

complejo con coeficientes de sedimentación de 95 y 145. La 

fracción 145 contiene tres subunidades adicionales, una de 

las cuales es un homólogo de Scclp/J.!::dlp y estas ¡:orotelnas 
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están implicadas en la cohesión de las cromátides hermanas 

(23, 24). 

Los resultados obtenidos hasta ahora muestran que las 

dos clases de complejos de SMC regulan la cohesión y 

condensación de las cromátidas hermanas, contribuyendo a la 

segregación de los cromosomas en las células eucariontes 

(23, 24). 

1.1.3.3. DNA CHAPERONAS 

Las chaperonas de DNA son un grupo de .proteinas que se 

unen a secuencias pequei'ias de DNA y que participan· en. la 

estructura del cromosoma. A estas proteinas se .les ha 

asociado con una serie de funciones, tales como:" colaborar en 

la replicación, activar la transcripción : y. ensamblar los 

nucleosomas (25). Tanto los procariontes como los eucariontes 

contienen proteínas pertenecientes a este· grupo. En las 

bacterias se encuentra la HU, en los _vertebrados HMG 1 y 2, 

en los invertebrados HMG-D y en las levaduras la NHP-6 (25). 

Se ha comprobado que la unión de estas proteínas al DNA 

le confiere un estado de predoblamiento o torsión, el cual 

facilita los cambios conformacionales del DNA para remodelar 

la cromatina y permitir la unión de otras proteínas (figura 

3) (25). 
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De este grupo de protelnas se han estudiado con gran 

interés las HMG 1 y 2 debido a su relación con la histona Hl. 

Las HMG de mamiferos poseen dos sitios de unión .a ONA 

llamados cajas HMG. La estructura terciaria de la segunda 

caja HMG tiene una conformación en V con una superficie 

cóncava que reconoce secuencias específicas del DNA. Las HMG 

1 y 2 interaccionan con el DNA entre nucleosomas de manera. 

similar a la histona Hl (26). 

Nightingate y Dimitrov (26) investigaron el. posible 

papel de las HMGl en la cromatina del embrión de Xenopus y 

comprobaron que HMGl interactúan con el DNA nucleosomal con 

consecuencias similares a las observadas después del ensamble 

de Hl en los nucleosomas, sugiriendo que HMGl tiene un papel 

estructural en la organización del DNA entre nucleosomas, 

tanto en los pronúcleos paternos de Xenopus como en los 

núcleos en embriogénesis temprana deficientes de Hl. El 

reemplazo de Hl por HMGl Y 2 puede reflejar una adaptación a 

una estructura de la cromatina menos estable que facilite una 

rápida replicación y división nuclear, requerida en este tipo 

de núcleos. 

Otras chaperonas involucradas en el empaquetamiento de 
la cromatina son las chaperonas de histonas, estas protelnas 
se unen transitoriamente a las histonas, con lo cual reducen 
su carga positiva e inhiben la tendencia de éstas a 
agregarse lnespecificamente con el ONA. Un ejemplo de las 
chaperonas de histonas es el Factor de Ensamble de la 
Cromatina 1 (CAF-1). CAF-1 in vitre se asocia a las histonas 
H3 y H4 recién sintetizadas y tiene la habilidad de promover 
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el ensamblado de los nucleosomas preferentemente dentro del 
ONA recién sintetizado en los 'procesos de reparación y 
replicación. Esto lo hace un fuerte candidato a coordinar el 
ensamblado de los nucleosomas durante la sintesis de DNA in 
vivo (27,28). 

1.2. EMPAQUETAMIENTO DE LA CROMATINA 

El gran tamai'lo del genoma eucarionte representa un 

problema de espacio para la célula, principalmente por este 

motivo el DNA se empaqueta en un complejo altamente 

condensado con proteinas histonas ~· no histonas. La 

cromatina presenta tres niveles principales de organización 

que proporcionan la estructura final del cromosoma: el 

nucleosoma, la fibra de 30 nm y las estructuras de orden 

superior (1). 

1.2.1. NUCLEOSOMAS 

Los nucleosomas fueron descubiertos a principios de los 

ai'los 70' s, estas estructuras representan el primer nivel de 

compactación del ONA. Los nucleosomas están constituidos por 

un núcleo de ocho histonas (un tetrámero con dos moléculas de 

H3 y H4 y dos dimeros de H2A-H2B) y 200 pb de ONA, los cuales 

giran alrededor del octámero y son f:jados en éste por la 

posterior adición de la histona Hl. (1,4). 
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La secuencia de ensamblaje de un nucleosoma se inicia 

con la formación de un heterodlmero de H3-H4 y la posterior 

interacción entre dos parejas de H3-H4 para definir un 

tetrámero, esta interacción se realiza a través de la unión 

de 4 a-hélices de los dominios de plegamiento de las histonas 

H3 y H3' . Por otra parte dlmeros de H2A-H2B interactúan a 

cada lado del tetrámero por una unión similar de cuatro 

hélices entre H2B y H4. Estas uniones junto con otras 

regiones a hélice y elementos espirales crean un núcleo 

proteico ensamblado en forma de una hélice que gira hacia la 

izquierda y que presenta una peque~a cavidad central(3,5,29). 

El cilindro formado por las histonas se encuentra 

rodeado por el DNA. La trayectoria del DNA para dar casi dos 

vueltas alrededor del octámero de histonas, requiere que éste 

se distorsione. El DNA realiza tres curvaturas centrales en 

el nucleosoma (figura 4A-B). La necesidad de flexibilidad en 

las secuencias de DNA concuerda con la observación de que los 

pares de bases G-C están en la cara interna del surco mayor 

facilitando que se doble en esta región (l,5). 

Por otra parte las interacciones entre el DNA y el 

octámero de histonas se realizan en la columna fosfodiéster 

de la cara interna de la hélice del DNA. Un contacto se 

establece cada 10 bp cuando el surco menor de la hélice se 

encuentra en la cara interior. Se han observado 

interacciones electrostáticas y puentes de hidrógeno con los 

fosfatos del DNA, asl como contactos no polares con los 

grupos desoxirribosa (4,5,29). 

18 



. ~ "' ~rrj 

\ 

• ·,, :·"' :1' 

TALLO DE 
HISTONAS 

"' 11 :.l . • ,, .. , . ;, . 
. ' :A' ,.: .. ,, 

FIGURA 4A. MODELO PROPUESTO PARA LA ESTRUCTURA DEL NUCLEOSOMA (S) 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



\ 
DIMERO 
D2A·D2B 

FIGURA 48. MODELO PROPUESTO PARA LA ESTRUCTURA DEL NUCLEOSOMA ( 1) 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



La sei'!al que estimula el ensamblaje de los nucleosomas 

no ha sido aun bien establecida. Ling y colaboradores (30) 

basados en la obse:-vación de que la ::lia.::etilación de las 

lisinas de H4 correlaciona con el ensar..blado de nucleosomas, 

en organismos tan variados como Tetra:iymena, Drosophila y 

humanos, realizaron estudios consistenées en deleciones en 

las colas amino terminal de las histonas H3 y H4 y observaron 

que si se presenta un ensamblaje de los nucleosomas, pero no 

una adecuada local.'..zación. Es clara :a !mportancia de la 

histona H4 en la formación del núcleo del nucleosoma, pero 

aún no se establece su función. 

Siendo los nucleosomas el primer nivel de compactación 

de la cromatina, se ha propuesto su participación activa como 

reguladores de la transcripción. Los nucleosomas pueden 

encerrar partes del genoma que necesitan ser silenciadas 

transcripcionalmente y pueden hacer accesibles genes que 

necesitan ser expresados a una gran velo.::idad (31,32). 

La remodelación de la cromatina parece ser un pre-

requisito para activar la transcr.'..pción, posteriores 

modificaciones pueden ocurrir sin transcripción, pero lo 

contrario no se ha observado. El preces~ de remodelación de 

la cromatina implica el reclutamiento de grandes complejos, 

dentro de los cuales podemos mencionar: fac~ores asociados a 

la proteínas de unión a la caja TATA í TBP, los TAF), la 

maquinaria remodelar.te de la cromatina dependientes de ATP, 

y/o el reclutamiento de las AcetilTransferasas de histonas 

(HATs) (31). 
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Los complejos remodelantes de cromatina dependientes de 

ATP pueden dividirse en tres subfamilias representadas por 

SNF2 en levaduras, ISWI en Drosophila Y CHDl en ratón. La 

característica conservada en todas las familias es un núcleo 

de hidrólisis de ATP con una región de homología a una 

helicasa y en el cual está basada su actividad. Algunas 

enzimas remodelantes son estimuladas por DNA y nucleosomas 

mientras otras son estimuladas por nucleosomas pero no por 

DNA y para otro grupo los brazos intactos de las histonas son 

necesarios. Esto muestra que los complejos remodelantes de 

cromatina reconocen distintas estructuras de la cromatina 

(31). 

Los modelos de acción de SWI/SNF y ISWI parecen ser 

diferentes pero ambos desestabilizan el nucleosoma eliminando 

el contacto DNA-histona y creando regiones libres de 

nucleosomas, lo que aparentemente permite el deslizamiento 

del octámero de histonas a posiciones adyacentes del mismo 

DNA. Un modelo para SWI/SNF propone que éste se una a los 

segmentos terminales del DNA provocando una ruptura de una de 

las 14 uniones entre la columna fosfodiéster y el octámero de 

histonas avanzando por movimientos dependientes de ATP hacia 

el centro del nucleosoma. Las nucleasas y las polimerasas 

pueden explotar esta debilidad para invadir el nucleosoma 

avanzando por el extremo con el DNA disociado mientras la 

superficie expuesta del octámero d9 histonas puede proveer un 

punto de entrada para unirse a otro DNA. Por otra parte ISWI 

puede introducir una deficiencia de un par de bases en el 

giro de la doble hélice de DNA alrededor del nucleosoma, la 
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propagación de este defecto alrededor del nucleosoma conduce 

al deslizamiento del octámero (4,32). 

Por otra parte, como ya mencionamos exi.ste una relación 

entre la acetilaclón de los brazos del extremo amino de las 

histonas y la transcripción. Habia pocas evidencias de esta 

relación, hasta ahora que se han carac::eri zado las enzimas 

que acetilan y desacetilan a las histo:-.as. Las enzimas que 

acetilan son llamadas HAT, las cuales resulta ron ser 

componentes de la maquinaria de transcripción. Dentro de este 

grupo de enzimas se encuentran la HAT A, Gcn5p, PCAF,SRC-1, 

ACTR, p300/CBP y TAF11230/250. Las desacetilasas de histonas 

conocidas como CHDAC) juegan un papel en la represión de la 

transcripción y entre ellas se encuentran las DHACl, Rpd3, 

HDAl, HOSl, Sin3. La acción de las HAT puede incluir no solo 

a las histonas, sino también a otros componentes de la 

maquinaria de transcripción (33,34). 

El sitio de acción de las HAT es el grupo e-amino 

de las lisinas en el brazo amino terminal de las histonas. El 

mecanismo de acción de estas enzimas puede cbservarse en los 

experimentos de inmunoprecipitación usando anticuerpos 

especificos para isoformas de histonas acetiladas. Las HAT 

remodelan la cromatina en regiones de promotores, 

facilitando la posterior unión de ~tres factores de 

transcripción y probablemente en etapas posteriores se 

requiera también acetilación, ya que se ha observado en 

levaduras qué 

son HAT (33). 

proteinas que participan en la transcripción 
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Las HAT 

aminoácido, 

acetilo a 

pueden ser especificas 

por ejemplo, p300/CBP 

las cuatro histonas del 

para una histona o un 

puede adicionar grupos 

núcleo del nucleosoma, 

mientras Gcn5p acetila sólo en dos de ellas, H3 y H4. Estas 

diferencias sugieren que los grupos acetilo adicionados, 

ademés de encender o apagar una sef!al para la transcripción, 

también pueden servir como marcas para atraer otras protelnas 

necesarias para la total activación de los genes (33). 

1.2.2. FIBRA DE 30 nro. 

La mayor parte del DNA en los eucariontes esté 

empaquetada en una fibra de cromatina de 30 nm. Esta fibra se 

forma por la incorporación de la Histona Hl a los 

nucleosomas, lo que resulta esencial para la formación de una 

estructura de orden superior. Se han propuesto una gran 

variedad de modelos que tratan de explicar la forma en que se 

origina esta estructura. De estos modelos sólo mencionaremos 

los tres con mayor soporte experimental (35). 

El primer modelo fue descrito por Thoma y colaboradores 

(36) y consiste en el empaquetamiento de la serie de 

nucleosomas en una estructura sencilla, helicoidal, de una 

sola hebra o solenoide, con aproximadamente seis nucleosomas 

por vuelta y cada vuelta con una altura de 11 nm. La altura 

se debe a que el eje de los nucleosomas se encuentra paralelo 

al eje de la fibra (figura 5a). Este modelo fue apoyado por 
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FIGURA S. MODELO PROPUESTO PARA LA FIBRA DE 30nm (35,37) 
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la observación. en condiciones iónicas bajas', de un filamento 

de 10 nm, el cual se" pensó que .formaba una hélice en 

condiciones füliológicas. ·También •. se fundamenta en el hecho 

de que el empaquetamie~to .de los nucleosomas, puede ser 

promovido por · 1a '.inte.racción entre las histonas Hl y el eje 

de la fibra,(36,37) •. 

El segundo modelo fue propuesto por Woodcock y 

colaboradores en 1984 (38) y se basa en la observación de un 

intermediario durante el desempaquetamient_o .de la fibra de 

30 nm. En este modelo los nucleosomas adyacentes: forman un 

patrón en zig-zag, que puede formar una cintá con dos hileras 

paralelas de nucleosomas, estableciendo· contacto entre las 

caras alternas de nucleosomas. La fibra de 30 nm se forma por 

el enrollamiento de la doble cinta en si misma para formar 

una hélice (figura 5b). 

En tercer lugar McGhee y colaboradores (39) propusieron 

un modelo en el cual los nucleosomas están orientados con sus 

caras paralelas al eje de la fibra (el ángulo exacto depende 

de la disposición del ONA entre nucleosomas), colocados en 

una forma radial, como rayos de rueda de bicicleta (figura 

Se). 

Athey y colaboradores (40), tomando en cuenta datos de 

estudios de rayos X y microscopia electrónica, encontraron 

fallas para los tres modelos mencionados anteriormente. El 

modelo del solenoide de Thoma y colaboradores, presenta el 
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problema de estar estructurado de tal manera que es hueco en 

el centro y ademés tiene un diémetro constante sin tomar en 

cuenta el largo del DNA entre nucleosomas, lo cual no está de 

acuerdo con las observaciones de un aumento en el diémetro de 

la fibra, conforme se incrementa el largo del DNA entre 

nucleosomas. Por otra parte el modelo de Woodcock y 

colaboradores llamado también de cinta tcrcida, propone que 

el diámetro es constante, con disminución en la masa a medida 

que se incrementa el largo del DNA entre ~os nucleosomas, lo 

cual está en contra de las observaciones de microscopia 

electrónica. Por lo que Athey y colaboradcres(40) modificaron 

el modelo del solenoide, para hacerlo adecuado a sus 

resulta dos. Proponiendo una hélice que varia en diémetro y 

número de nucleosomas por vuelta, con lazos del DNA entre 

nucleosomas hacia el centro de la fibra. El largo del DNA 

entre nucleosomas y el tamai\o del radio de la fibra permite 

que el número de nucleosomas por vuelta aumente a medida que 

aumenta el largo del DNA entre nucleosomas. 

La controversia ha 

estructura de la fibra de 

rod.eado .. por largo tiempo 

30 nm, siendo los modelos 

la 

del 

solenoide y del zig-zag los que se mantienen. Sin embargo, 

Cui y Bustamante ( 41) realizaron estudios usando pinzas 

moleculares para obtener los valores de las fuerzas de 

alargamiento durante la relajación y estiramiento de una 

fibra 30 nm. Estas mostraron una estructura irregular en 

forma de zig-zag similar al modelo de Woodcock, lo cual 

concuerda con los resultados de estudios de criomicroscopia y 

microscopia de fuerzas atómicas. Por lo que se cree que la 

estruct~ra en forma de zig-zag se presenta a ba~as 

concentraciones de sales y se compacta más y más cuando las 
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fuerzas iónicas· tienden a. valores fisiológicos. Sin embargo, 

esta densa fibra no permite detectar su geometria exacta 

(35,Ü,42). 

Los estudios de Cuí y Bustamante (41) también muestran 

una débil atracción entre nucleosomas, probablemente 

involucrando a las histonas del octámero, lo anterior 

concuerda con estudios de difracción de neutrones en los que 

se observa que los brazos de las histonas sobresalen del 

nucleosoma y al parecer promueven la formación de la fibra de 

30 nm quizás por contactos entre nucleosomas adyacentes o 

por influenciar la configuración del DNA entre nucleosomas, 

Estudios con sistemas en los cuales las histonas del núcleo 

carecian de tallos mostraron la falta de formación de la 

fibra de cromatina y la ausencia de asociaciones fibra-fibra 

aún con la histona Hl en posición correcta(4,41,42). 

Por otra parte la histona Hl estabiliza la estructura de 

la fibra por medio de la neutralización electrostática de 

segmentos de DNA entre nucleosomas a través de cargas 

positivas en sus brazos. La fosforilación de Hl actúa 

alterando las cargas de una pequei'la región que se fosforila 

debilitando su interacción con el ONA(S,42). 
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1 • 2. 3. ESTRUCTURA - DE ORDEN -SUPERioR. 

La forma en que se origina la estructura de o:-den 

superior, de un cromosoma a partir. de· la~ fibra de 30 nm; no 

está aun bien. establecida·; Saitoh y colaboradores C4.3) 

proponen un modelo que describe· l.á estruc-::ura del cromoscna, 

tomando en cuenta .la·· posible funéión ·de sub-elementos como 

son: los SAR, el armazón proteic.; y -los lazos de cromati:-.a. 

Con el propósito de.describir éste·y otros modelo definire::ios 

brevemente cada uno de estos sub-elementos. 

1.2.3.1. Los SAR. 

La formación de la estructura superior requiere la 

presencia de secuencias del DNA, las cuales se asocian al 

armazón proteico y están implicadas en delimi::ar 

estructuralmente los lazos de DNA in vivo. A estas regiones 

se les llama SARs, fueron caracterizadas en muchos organis~os 

incluyendo humanos y levaduras, estimándose 10 000 SARs en el 

genoma de los mamiferos. Se han definido como secuencias de 

un tamaño variable (0.6 a algunas kb), altamente ricas en AT 

(más de 70%), con regiones de secuencias cligo(dA)-oligoCdT) 

llamadas A que estan distribuidas a lo largo. Las regiones A 

están implicadas en la asociación de les SARs al arma:ón 

proteico. Al parecer su participación en la modelación de la 

cromatina no depende de su especificidad en la secuencia de 

bases, sino de sus caracteristicas estructurales, ya que la 
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presencia de regiones oligo (clA) -oligo (dT) favorecen la 

formación de un surco que posiblemente sufre plegamiento 

(44). La función de los SAR se ve apoyada por estudios 

realizados en el complejo de genes del interferon humano tipo 

I. La presencia de 36 SAR sugiere la organización de estos 

genes en una serie de pequenos lazos de DNA (2-10 kb) con las 

reglones que codifican dentro de cada lazo flanqueadas por 

SAR. La presencia de los SAR y el agrupamiento de las 

regiones A sugieren un al to nivel de organización de la 

cromatina (45). 

Una de las funciones principales de los SAR es mediar 

entre el DNA y las proteinas necesarias para mantener la 

forma del cromosoma. Strick y colaboradores (46) comprobaron 

esta participación de los SAR en la estructura de orden 

superior, por medio de la aplicación de proteinas 

artificiales inhibidoras de los SAR llamadas MATH (multi-AT 

hook) • Ellos observaron que la proteina MATH 20 aplicada 

antes de la condensación cromosómica ocasiona una 

condensación que no llega a la forma final del cromosoma, por 

otra parte si MATH 20 se adiciona después de la condensación 

cromosómica se origina una reorganización de la cromatina en 

una forma de esfera. De acuerdo a esto podemos considerar que 

los SAR no sólo median interacciones durante el ensamblado de 

los cromosomas, sino que además participan en el 

mantenimiento de la estructura de orden superior. 
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Las funciones- de los SAR est:-án fuertemente relacionadas 

con la unión que presentan con la topoisomerasa II. Los SARs 

se unen selectivamente a la topoisornerasa II por 

interacciones cooperativas, las cuales se creé que se dan en 

las regiones A caracterizadas po:::- sufrir :ma curvatura. Las 

interacciones entre los SAR y la topoisomerasa II están 

relacionadas con el papel de esta enzima en la estructura de 

la cromatina (47). 

Por otra parte los SAR también interactúan con la 

histona Hl, esto permite suponer que los SAR localizados en 

el DNA entre nucleosomas se unen en una forma preferencial y 

cooperativa a la histona Hl. y _partiéip~n en· 1a regulación de 

la transcripción. Los SAR _se,_ han.· involucrado no sólo en el 

empaquetamiento de la cromatina y en la transcripción, sino 

también se cree _ · que · participan- . en procesos como la 

replicación y la recombinación (47). 

Se han realizado diversos estudios para mapear los SAH, 

los cuales han permitido localizarlos en los limites de 

distintos genes, en los origenes y terminaciones de 

replicación y en la cromatina condensada de los centrómeros y 

telómeros (48). El uso de técnicas como la hibridación in 

situ fluorescente (FISH) por Bickmore y colaboradores (49) ha 

permitido obtener evidencias visuales de que los SAR están 

asociados con la región axial de los cromosomas metafásicos 

en mamiferos. 
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1.2.3.2. LAZOS O ASAS DE CROMATINA. 

Los modelos que tratan de explicar la estructura de 

orden superior, consideran la existencia de lazos o asas de 

DNA formados por la fibra de cromatina de 30 nm, estos lazos 

están estructurados como barras con aproximadamente 500 nm de 

largo y 30 nm de ancho. La cantidad de pares de bases por asa 

de DNA es de un rango de 5,000 a 120,000 con un promedio de 

50,000. Los lazos muestran una polaridad bioquimica como 

consecuencia de los SAR presentes en sus bases (43,50). 

Tomando en cuenta el tamai'lo de los lazos, el genoma 

humano haploide de 3. O billones de pares de bases de DNA 

corresponderla a 60,000 lazos. Se ha propuesto que cada lazo 

de DNA contiene un gen o un grupo pequei'lo de éstos que se 

encuentran ligados y que pueden funcionar como unidades 

genéticas y estructurales de los cromosomas (43,50). 

1.2.3.3. ARMAZÓN PROTEICO. 

El armazón proteico es una red de proteinas, las cuales 

se piensa que organizan la fibra de 30 nm. en lazos 

topológicos, al unirse al DNA en regiones especificas (SAR). 

Contiene sólo un 3-4% de la masa total de un cromosoma y fue 

visualizado primeramente por Paulson y Laemli (51) mediante 

el tratamiento de los cromosomas con detergentes suaves, que 

ocasionaban la remoción de histonas y muchas otras proteinas 
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no histonas, lo que va -generando- una red --de protelnas 

residuales, como si fueran un fantasma del cromosoma 

metafásico rodeado por un halo de DNA. Actualmente la 

aplicación de técnicas de inmunofluorescencia con anticuerpos 

contra topoisomerasa II permite su visualización. El armazón 

es una mezcla compleja de proteinas que incluye: a la 

topoisomerasa II, la SC-2, las proteinas SMC, los complejos 

de condensinas y las protelnas centroméricas CENP-B y CENP-C, 

entre ot~as (44,46). 

Estudios bioquimicos y estructurales de cromosomas 

metafásicos identifican a la topoisomerasa II como el 

principal componente del armazón proteico, por lo cual se le 

involucra como un controlador de la condensación cromosómica. 

Se ha observado que cuando la topoisomerasa II se 

desfosforila pierde mucha de su actividad, pero la recupera 

al volverse a fosforilar. Su estado de actividad puede estar 

relacionado con su papel en la condensación cromosómica 

durante la mitosis, ya que su fosforilación se incrementa 

gradualmente a través de S y G2 y llega a su maximo durante 

la mitosis (47). 

Investigaciones realizadas sobre las proteinas de la 

familia SMC han permitido proponer modelos sobre la forma en 

que éstas se organizan dentro del armazón proteico. Uno de 

estos modelos propone que la topoisomerasa II y los complejos 

de cohesinas están presentes desde la fase S (19). 

Probablemente las cohesinas se unan a la cromatina durante la 

interfase para ejecutar su función principal, que es 
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constituir o ser parte de la maquinar!~ de cohesión, la cual 

mantiene a las cromátidas hermanas juntas después de la 

replicación. Mientras tanto los complejo de condensinas 

parece que están involucrados en el acortamiento del eje 

interlazos y la compactación de los lazos de cromatina, por 

la introducción de superenrrollamiento. Al parecer el 

complejo de la fracción 13S de las condensinas induce una 

tensión de la superhélice de DNA que actúa como una fuerza 

que impulsa la compactación de la fibra de cromatina en la 

mitosis. Con la disociación de las cohesinas las cromátidas 

hermanas se separan y las condensinas participan en la 

compactación del cromosoma. Este modelo no explica por 

completo a1gunas diferencias observadas experimentalmente en 

Xenopus y s. cerevisiae sobre la presencia de 1os complejos 

de cohesinas y.condensinas durante las diferentes etapas del 

ciclo celular y la. forma en que son disociados (19). 

Por otra parte Uhlmann y colaboradores ( 1 7) propusieron 

un modelo en el cual las condensinas tienen la función 

especifica de compactar los lazos de los cromosomas, mientras 

que la organización del eje de los cromosomas parecerla ser 

realizada por proteinas diferentes que probablemente incluyan 

a las cohesinas. Este modelo se basa en las observaciones de 

que las condensinas en algunos organismos como Drosophila no 

son esenciales para formar un acortamiento del eje del 

cromosoma, pero son requeridas para condensar los lazos de 

cromatina que se extienden de este eje y que por otra parte 

las cohesinas en algunos organismos como levaduras son 

requeridas para la total condensación del cromosoma. 
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1.2.3.4. MODELOS PROPUESTOS PARA LA ESTRUCTURA DE ORDSN 

SUPERIOR 

A pesar del amplio uso de las técnicas de bandeo tan:::> 

en el área de la investigación como en la rucina clinica, no 

existe un modelo que explique totalmente como se da el 

fenómeno de bandeo y como éste está relacionado con la 

estructura de orden superior de los cromosomas (~3). 

Saitoh y Laemmli(43) basados en sus investigaciones 

proposieron un modelo que trata de explicar la estructura del 

cromosoma metafásico. Ellos realizaron tinciones 

diferenciales en cromosomas nativos de Indican muntjan. La 

tinción del cuerpo de los lazos con YOY0-1 seguida de tinción 

con MG, produce un patrón de bandas R, mientras que la 

tinción con daunomicina o la aplicación de anticuerpos contra 

Topoisomerasa II o contra proteinas HMG-1 genera un patrón de 

bandas Q, tiñendo selectivamente la base de los lazos. En 

este modelo los lazos de DNA son acados al armazón proteic:> 

por medio de los SAR, éstos se alinean en una columna 

longitudinal, la cual presenta una señal brillante ccn 

daunomicina y a la que se ha llamado cola o columna AT 

(figura 6A) • La diferente ruta de empaquetamiento que suf!:e 

esta columna AT a través del cuerpo cilindrico del cromosoma, 

es lo que da origen al patrón de bandas. En las bandas Q y 3 

la columna se encuentra en un 

ajustado(simulando una cuerda para saltar) 

lazos de DNA es corto, aproximadamente 

empaquetamiento 

, el tamaño de les 

de 500 nm, y se 

encuentran orientados paralelamente al larg.:> del cromosoma. 
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Por otra parte en las banda~· R i~· columna AT se encuentra 

extendida, con los lazos de DNA largos CBOO nm) en forma más 

radial y no transversales, alcanza.ndo la periferia del 

cromosoma, lo que le permite ·una forma más abierta de la 

cromatina en esta zona rica en.genes (figura 63). 

Woodcock y colaboradores(42) propusieron un modelo 

diferente basados en investigaciones bio:lsicas de los 

cromosomas. Utilizando una técnica de micropipeta en 

cromosomas mitóticos de células ce pulmón de tritón, se 

observó que los cromosomas son objetos altamente extensibles 

mostrando una deformación reversible cuando se estiran diez 

veces más que su largo original. Estos datos concuerdan con 

un modelo en el cual los cromosomas contienen algunos ejes 

delgados a los cuales la cromatina blanda o suave está 

anclada, los ejes son muy delgados y se enc:.ientran rodeados 

de proteinas o complejos proteínicos con propiedades 

elásticas las cuales pueden ser quebradas por la aplicación 

de fuerzas, las proteínas SMC son las candidatas para formar 

los ejes (figura 7). 

Otro modelo propuesto para la estructura de orden 

superior de la cromatina es el de Wanner y colaboradores 

(52). Este modelo se basa en observaciones realizadas por 

microscopia electrónica de alta resolución en combinación con 

tinción separada del DNA y las proteínas de los cromosomas 

metafásicos. Este modelo (figura 8) considera que durante la 

condensación se forman lazos del sol.einoide los cuales son 

estabilizados por una proteir.a, prol:-ablemente una 
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topoisomerasa o un miembro de la familia SMC, grupos de cerca 

de 50 lazos forman los cromómeros con diámetro de 200-300 nm. 

Durante la condensación el cromosoma se va acortando y 

engrosando cuando más y más cromomeros se van formando. Esto 

causa por razones estéricas una tensión vertical a la 

dirección del eje lo cual fuerza a las cromátidas hermanas a 

apartarse y ser finalmente separadas. 

1.3. REGIONES ESPECIALIZADAS DE LA CROMATINA. 

La cromatina a lo largo de los cromosomas presenta 

modificaciones en su estructura, las cuales originan regiones 

especializadas con funciones especificas. Dentro de éstas se 

encuentran los telómeros y los centrómeros que participan en 

procesos como: condensación y segregación cromosómica (53). 

1.3.1. TELÓMEROS. 

Los 

localizadas 

telómeros 

al final 

son 

de 

estructuras nucleoproteicas, 

un 

propiedades muy caracteristicas 

periferia del núcleo, apariencia 

cromosoma lineal, 

como localización 

fisica de racimos 

poseen 

en la 

y una 

estructura diferente del nucleosoma para su cromatina 

(54, 55). 

Los telómeros realizan dos funciones ampliamente 

conocidas, la primera de ellas es mantener el largo de los 

cromosomas, dada la inhabilidad de la DNA polimerasa para 

replicar los extremos del DNA lineal y la segunda es 

distinguir el final de los cromosomas de una ruptura de la 

doble cadena de DNA, al formar una capa protectora que evita 
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la fusión ' ext,remo-extremo. A'ctualmente se les ha asociado 

además "con procesos como la organización nuclear y el 

apareamiento meiótico, entre otras funciones(5~,55). 

Los telómeros de distintos eucariontes r.uestran un DNA 

con caracteristicas conservadas. Este consiste de secuencias 

cortas repetidas, que contienen tractos tip~cos de 3 o 4 

guaninas e~ una cadena y tractos de citosinas en la cadena 

complementaria, lo que produce una cadena rica en G y otra 

rica en C, como por ejemplo T2AGl/ClTA2 en los telómeros 

humanos. La cadena rica en G se extiende para formar una 

horquilla o asa de cadena simple con 12-16 nucleótidos. Esta 

asa en los protozoarios ciliados existe durante la mayor 

parte del ciclo celular y en s. cerevisiae se presenta 

durante la fase S, al mismo tiempo que el DNA es replicado. 

La presencia de tractos de horno purinas le da a la horquilla 

G la posibilidad de adoptar conformaciones de ONA diferentes 

del DNA-B, dandole la capacidad de en:paquetarse en 

estructuras cuádruples de guanina o formar complejos 

multicadenas que pueden adquirir diversas conformaciones. Aún 

no está establecido si estas conformaciones existen in vivo, 

pero lo más 

particular 

horquilla G 

probable es que se establezcan en una etapa 

del ciclo celular. Se ha propuesto que la 

en eucariontes superiores es i::portante para 

controlar la actividad de la telomerasa, promover 

interacciones telómero-telómero durante la r::eiosis, 

influenciar el acortamiento de los telómeros y unir los 

cromosomas a sitios nucleares especificos (54-5él. 

Los telómeros poseen un ONA que es sintet~zado en forma 

especifica por una transcriptasa reversa llam¿ja teL:-::ierasa, 

la cual e longa la cadena rica en G a par:: r de ::ractos 
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preexistentes, con el fin de compensar la progresiva 

reducción del DNA por la replicación incompleta del final del 

cromosoma. La telomerasa se puede considerar una 

ribonucleoprotelna por su componente de RNA. En algunos 

ciliados, levaduras, ratones y humanos el RNA actúa como un 

templete para la adición de nuevo ONA en los telómeros. Se ha 

observado que la actividad de la telomerasa coincide en 

tiempo con la replicación del DNA en telomeros lo que hace 

suponer que estos dos procesos están acoplados mecánicamente. 

Por otra parte se ha encontrado que en células· de mamiferos 

existen mecanismos independientes de telomerasa para mantener 

los telómeros tales como la recombinación homóloga (54,56). 

La telomerasa 

germinales de muchos 

se encuentra activa en las células 

vertebrados y al inicio del estado 

embrionario, pero permanece inactiva o reprimida en-. células 

somáticas, lo que produce el acortamiento de los telómeros y 

el envejecimiento celular. La presencia de oncogenes virales 

o algunas mutaciones somáticas que bloquean el envejecimiento 

celular ocasionan que las células continúen dividiéndose y 

erosionando los telómeros, esta erosión de ·los telómeros 

conduce probablemente a la activación de la telomerasa. La 

activación de la telomerasa parece ser necesaria para 

sostener el crecimiento de muchos tumores humanos,: eiÍlta idea 

es apoyada por el hecho de que el 85% de más de 1000 biopsias 

de tumores malignos estudiadas muestran ·1a presencia de 

telomerasa activa (57). 
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1.3.2. CENTRÓMEROS~ 

Los centrómeros son estructuras dentro de: cromosoma que 

realizan diversas funciones, son el sitio f:nal de unión 

entre cromátidas hermanas durante la mitosis, son la región 

donde se forman los cinetocoros encargados de unir los 

microtúbulos, regulan el movimiento de los crcmosomas en la 

mi tos is y actualmente se ha propuestc su part ~cipación como 

puntos de control en el ciclo celular. La pa::-ticipación de 

los cinetocoros como puntos de control se apoya en la 

observación de que muchas células durante la mitosis, en las 

cuales los centrómeros no han alcanzado u~a orientación 

correcta, envian una sei!al que demora el ciclo, al parecer 

los cinetocoros son capaces, de alguna manera, de sentir la 

tensión producida por una unión bipolar estable y en ausencia 

de ésta transmiten una setlal inhibidora q~e detiene la 

transición metafase-anafase. En humanos la microinyección de 

anticuerpos contra proteinas centroméricas también causa un 

retraso en la mitosis (58,59). 

Los centrómeros están compuestos por :NA con gran 

variedad en secuencia y tamatlo entre diferentes especies, 

sólo existe una secuencia que se conserva ent::-e primates y 

roedores que es el sitio de unión para la proteina CENP-8, 

llamada caja CENP-8 de 17 bp. Los centrómeros e~ los humanos 

están formados por DNA a-satélite, un repetido en tandem rico 

en A-T de 171 bp, al cual se le ha asociado cor. las funciones 

especificas de los centrómeros. La participaci;':n del DNA a

satéli te en la funcionalidad de los cer.trómeros :ue estudiada 

por Sun y colaboradores (60) utilizando ce~trómeros de 

minicromosomas de Drosophila, determinando a'"~ el :JNA a-
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satélite en estos organismos y probablemente en eucariontes 

multicelulares no es ni necesario, ni suficiente para la 

función de los centrómeros. Ellos proponen que la función de 

los centrómeros sea realizada por la formación de una 

estructura de orden superior especifica, es decir un conjunto 

tridimensional organizado que resulta de una arquitectura del 

DNA y/o interacción especifica de proteinas y DNA en el 

centrómero. 

Existen tres grupos de proteinas centrómericas; Él 

primero son proteinas asociadas con el centrómero. ··~:' t'ravés 

del ciclo celular (CENP A, B, e y O), el seg~~clo·:·s~~:.las 
asociadas transitoriamente (CENP E y F) y el t'erc~~o ;:sofl las 

INCEPs o proteinas internas del centrómero (6i (~· ó\f-'':·:• ::.te, 
. . ,--·:-:.., S-·>~"--:./~'':· 

~-~,'.' -, \·::ó;,' 

CENP-A es una variante de H3 la·; cu~J.' 6;;~~~{tica con 

particulas 

reemplaza 

del 

a 

corazón 

H3 dentro 

del nucleosok~ '.;17~~6; 'se' cree que 

del tetráffiero 
:.·:·-e\.'._:, 

(H3/H4)2. Se ha 
-.. ,- ·:' 

descubierto que la proteina CENP-A posee un .sitio blanco para 

las proteinas que se asocian a ce.ntrómero, lo que hace 

suponer que CENP-A, se produjo por la necesidad de tener una 

estructura nucleosomal especifica donde el sitio N-terminal 

pueda tener un contacto selectivo con otros componentes del 

centrómero, tales como las proteinas CENP-B y CENP-C. El 

soporte experimental de esta hipótesis viene de trabajos 

genéticos con S. cerevisae, donde un homólogo de CENP-A, CSF4 

es esencial para una segregación correcta de las cromátidas 

hermanas. Esto sugiere que los nucleosomas que incluyen CENP

A ensamblan un sitio cromosómico diferenciado, que puede 

servir para facilitar la unión de los cinetocoros y la 

función de los centrómeros en la segregación cromos6mica(61). 
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CENP-B y CENP'-C són grandes prote~lnas hidrofilicas que 
• •• • J 

tienen la capacidad de unirse al DNA~ en el caso de CENP-B se 

sabe que se asocia principalmente con ::ubulina y CENP-C se ha 

encontrado presente sólo en los cinetocoros ac::ivos durante 

la mitosis, probablemente para dar estabilidad ;él). 

El segundo grupo lo forman las proteinas que se asocian 

transitoriamente con el centrómero, en::re estas se encuentran 

CEP-E y CEP-F, las cuales se han localizado en la placa 

externa de los cinetocoros y la corona fibrosa. Estudios con 

anticuerpos, han determinado que se encuentran sólo en 

centrómeros activos. CENP-E es una pro::eina con un sitio para 

la unión de kinesina localizado próximo al extremo amino. La 

microinyección de anticuerpos para CEP-E ha :nostrado que 

interfiere con el movimiemto apropiado de los cromosomas en 

metafase, detiene el inicio de la anafase y bloquea el 

movimiento independiente de ATP de los cromosomas, manejado 

por despolimerización de microtúbulos. Estos resultados 

sugieren un papel de CEP-E en el mantenimiento de las uniones 

de microtúbulos (62). 

El mecanismo por el cual estas proteinas están ausentes 

en los cinetocoros inactivos , no está aún bien clara, se ha 

propuesto la existencia de un factor organizador, la pérdida 

del cual produce a gran escala la eliminación de la 

estructura externa de los cinetocoros, un candidato para esta 

función es CENP-C, una proteina necesaria para mantener el 

tamafto y estabilidad de los centrómeros y que interactua con 

el DNA (62) 

El último grupo de proteinas que se unen a centrómeros 

son las INCEPs. Estas proteínas u~en a la• cromátidas 
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hermanas en el dominio de -apareamiento del centrómero y en 

las regiones donde las cromátides están en contacto. Las 

INCEPs son liberadas al inicio de la anafase, por lo cua: se 

ha sugerido que realicen una :unción en la regulación. del 

apareamiento entre cromátidas he::manas (62). 

La estructura de orden superior de los cent-rómeros ·fue 

estudiada por Strissel y cclaboradores (63)' mediante 

hibridación DNA-DNA tipo Southern e hibridación in si tu 

fluorescente (FISH) en extractos de cromosomas metafásic=is, 

utilizando sondas de DNA considerado como SAR. Sus resultados 

mostraron que posiblemente las regiones centroméricas de 

muchos, sino es que de todos los cromosomas metafásicos, son 

regiones donde los cromosomas c=intienen lazos de cromatina 

más pequeños en tamaño que en los brazos y donde los SAR 

están concentrados. Este agrupamiento de SAR es responsable 

en parte del compacto empaquetamiento de la cromatina 

asociada con la constricción primaria de las regiones 

centroméricas y parecerla que éste les confiere propiedades 

estereo-fisicas, básicas para la realización de las funciones 

de los centrómeros. 

1.4. TÉCNICAS DE BANDEO 

Las técnicas de bandeo son un grupo de métodos que 

producen una tinción diferencial de los segmentos adyacen::es 

de los cromosomas, es decir producen zonas claras u oscuras 

bien definidas a lo largo de los cromosomas. El pat:::ón 

originado por estas técnicas es reproducible, de tal manera 

que nos permite detectar al ter:ciones estructurales a lo 
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largo de los cróinoliomas; - haciéndolas. valiosas herramientas 

para el diagnósÚco én._nico (64). 

1. 4 .1.BANDAS Q~ _ 

La· técnica de bandas QFO · (ban.das- o .. por Fluorescencia 

usando QuihacririaJ- · fUe:ciescrita í:í6i;-;;~a'fpS:rso~y colaboradores 

( 69) y consiste'. en _é introdÜcfr·' las. la'minlÚas'en 'una solución 
• •- -~ -• r • - -> • •" ~ 

de quin~criria, ·:'.-; --~-~sp;~~~:-{ ,t~~ffHf#}i:,~S~-~ <ªm-~rtigua~or y 
observarlas én ul1 mi~rosc~p,io·;:d~ · fluorescencia ;,co~ un filtro 

adecuado ª ""ª H~~¡l:"~~~~j;;¡z~J~~[~~·,;,~}c' . · 
Esta: técnica-tienec;léi\desyent_aja_j¡de_{;c¡ue ••las laminillas 

, '_:·.:'. - -.:, ,e:,~:¡<·;---~·'.'.\~:.-,;· {:.:: ... ;_.f-~>:):::~v 1 ··:tr!::,'.\:,'r~-c,:~: ,-;;,·:·':\:::- ~'::0:· :' ;,'\\ ' : > :·_ -· :. ·. 
tei'iidas con : quinacrina; no'{,son.Xper111anentes;;;después de una 

=~;::=::::'r~1~~~f tt11~:!~~i~:~:~f :1~~:::::~:·:: 
envejecimiento ~ ·pretrat_amiento de -1as/laminillas ( 64, 65) • 

El patrón de bandas que se genera es muy similar al de 

bandas G (figura 9), pero con algunas variantes, la región 

distal del brazo largo del cromosoma Y es mucho mAs 

brillante, la región pericentromérica de los cromosoma 3 y 4 

y la región pericentromérica y satélite de los cromosomas 

acrocéntricos presentan polimorfismos. Esto hace que la 

técnica se pueda utilizar para reconocer variaciones 

polimórficas en estas regiones (64,65). 

Se han propuesto diferentes teorlas para explicar el 

patrón de bandas generado, la primera fue propuesta por 

Carperson y colaboradores quienes supusieron que la 

brillantez de determinadas zonas se debla a la presencia de 

41 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



·-----¡--

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

i~m . . . 

]lj¡lftlj~)l 
1 1 • .. u u 

111! ji }H ~ ji 
.. ,. ·' •• 11 .. 

~;: +rA ~· o~: .: . ~~. ' . . : 1,. 
11 'º .u n " 1 

1 

~h\M)\.'S\.Ull.\..\I~~ 

FIGURA 9. DIAGRAMA DE BANDAS DEL CARIOTIPO HUMANO DE ACUERDO 
A LA CONFERENCIA DE PARIS DE 1971 (65) 

'41-A 



una mayor · conceritraC:.Í.Ón d~ has es GC. esto fue 

rechazado al apl.i.Car . estudio~ · de irutÍiin~fl.{¡oie·~~erí~ia que 

demostraron el aumento de br.i.llantéz en :se.gmerú:·cs. ricos·. en AT 

y que por otra parte' las constricciorie5i:seé:llnda::iás .. ricas en 

AT de los cromosomas humanos no mÚes.tra ··:luorescencia 
:. . .. ~.,. : ·. . .. ' 

brillante. Otra propuesta es que la distrib~ción de las 

proteinas de la cromatina, en especi.al .l.as, no ·!:!stonas y el 

empaquetamiento de la fibra de cromatina sean las causas 

principales de la formación de estas bandas (64). Una 

explicación más completa del fenómeno de bandeo es la 

propuesta por Saitoh y Laemmli (43), en la cua.:. las bandas 

son el resultado de la diferencia en el tamaño y organización 

de los lazos de cromatina y de la ruta de empaquetamiento que 

sufre la columna AT en las bandas G/Q y R. 

1.4.2. BANDAS G. 

Las bandas G pueden ser generadas por tratamientos 

diversos como la desnaturalización controlada en una solución 

salina citratada a 60ºC, el tratamiento con detergentes o 

enzimas proteoliticas como la tripsina bandas G'7G (bandas G 

por Tripsina usando Giemsa) o quimiotripsina y una posterior 

tinción con Giemsa (64,65). 

Estas técnicas de bandas presentan ciertas ventajas 

comparadas con las bandas Q, ya que tienen mayor resolución y 

son permanentes. Las características de las candas G han 

facilitado su aplicación en varios 

clínica humana, la botánica y 

campos corr.:- la 

la zooloqia 

genética 

(66, 67). 

Actualmente esta técnica puede combinarse con :-::ros métodos 
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como son las técnicas de alta resolución y la hibridación in 

situ (68). 

El patrón de bandas generado por estos métodos es 

esencialmente el mismo que el de bandas Q a excepción de las 

regiones centroméricas de los cromosomas y las constricciones 

secundarias de los cromosomas 1 y 16, que se titlen más 

oscuro. La región distal del brazo largo del cromosoma Y se 

title menos intensamente (69). 

Las diferentes explicaciones . para:c:. la.' e_?'.istencia del 

patrón de ba.~~as G .consideran que las·;¡j~~da;s:: s~·' encuentran ya 

presentes .en ·los cromosomas debido a- la·~'t6~;;;·J d~ organización 

de la 'fibra 

técnicas · á1 
de cromatina en las bandás G. ~ • R . y que ., ' 

desnaturalizar proteinas ·sólo las ponen 

manifiesto (64). 

l. 4 • 3 • BANDAS R 

las 

de 

La técnica de bandas R consiste principalmente en el 

tratamiento de las laminillas con álcali y calor (80-90°C) 

para producir una desnaturalización en los cromosomas y 

subsecuente tinción con Giemsa, bandas RHG (bandas R por 

Calentamiento usando Giemsa) o naranja de acridina, bandas 

RFA (bandas R por Fluorescencia usando Acridina) (64,70). 

Las bandas producidas por este método son el reverso del 

patrón de bandas Q y G , es decir que en éstas aparece oscuro 

lo que en las otras aparece claro y viceversa. Las bandas R 

son preferidas por algunos laboratorios de citogenética 

clinica por ofrecer la ventaja de que las regiones 

teloméricas de muchos cromosomas, que tiñen claro en bandas 
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Q/G se tii'len oscuras en bandas . R; per:mitiendo detectar 

deleciones y translocaciones en estas .re.giones ·(69, 70). 

Algunas de las teorias propuestas para explicar el 

mecanismo de obtención de bandas R consideran que se originan 

por el contenido rico en AT del DNA de las bandas G, el cual 

sufre una desnaturalización más rápida por el t:ratamiento, 

dejando en su estado nativo al ONA rico en GC de !as bandas R 

o bien que las proteinas asociadas a este DNA rico en AT 

sufran una desnaturalización ( 64). Las teorias q:.:e tratan de 

explicar las bandas generadas por di versas técnicas pueden 

ser complementarias y no excluyentes, ya que al parecer el 

contenido de DNA, el empaquetamiento de la cromatina y las 

proteinas asociadas a ONA, forman segmentos especificas en el 

cromosoma, los cuales poseen caracteristicas que les 

proporcionan un potencial de tinción distinto y que se pone 

de manifiesto por diferentes pretratamientos (43). 

l. 4 • 4 • BANDAS C 

La técnica de bandas CBG ( bandas C usando hidróxido de 

Bario y Giemsa) consiste en someter los cromosomas a un 

tratamiento primero con ácido (HCl), después con álcali 

(hidróxido de Bario) y soluciones salinas C2xSSC) y calor 

(60ºC), antes de la tinción con Giemsa (69). 

Las bandas C tienen muchas aplicaciones clinicas, pueden 

ser usadas como marcadores en una familia , utilizarse para 

detectar puntos de ruptura o translocaciones que incluyan la 

región centromérica, asi como para identificar la región 

distal del brazo largo del cromosoma Y. ( 64) 
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Las bandas C ponen de manifiesto la· heterocromatina de 

las regiones centroméricas de los cromosomas y la porción 

distal del brazo largo del cromosoma Y. Con .esta técnica se 

pueden observar polimorfismos en los cromosomas 1, 9, 16 y 

el brazo largo del cromosoma Y (65,.69). 

Se han propuesto principalmente dos teorias que· tratan 

de explicar la obtención de bandas por esta técnica. La 

primera de ellas considera que las bandas.·:se originan .Por. la 

rápida renaturalización del DNA altamente. repetitivo de los 

centrómeros, sin embargo, esta teoria tiene .en .contra ·la 

presencia de bandas e positivas .en re.giones con ·oNA no 

repetitivo. La segunda propuesta considera. que las ·bandas e 
. . ._ . . 

se deben a la presencia de proteinas especificas no histonas 

que impiden la desnaturalización, fra.gmentac~ón y pérdida del. 

DNA. Esta teoria se apoya en la ,:observación de· prciteinas 

especificas en las regiones centroméricas; como· la variante . ' - . 
de las histonas CENP-A y las. proteinas CENP-B .y CENP-C, las 

cuales les confieren i:ara~t~dsti~as > estructurales 

especificas (64,71). 

-" :-;-." .; < -~.: -.. 
Kunze y colaboradÓre~ · (72L ~si:udiáron la formación de 

bandas e utilizando crb~6somas : de . . Mus .muscu.lus, los cuales 

poseen un sitio citogenéticamente polimórfico para una banda 

C. Sus observaciones mostraron que se requiere de una 

cantidad minima de 10.5-17.5 Mb para que esta región tii'!a 

como banda C positiva, de lo contrario aparece como banda C 

negativa. Estos resultados hacen suponer que cantidades 

menores de repetidos no son detectados como bandas e por 

limitaciones de la técnica y no por diferencias en la 

estructura de la cromatina. Sin embargo, Kunze y 

colaboradores (72) también mencionan que no es suficiente un 
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deben conta~ con ~ecu'ené::ias que tengan cap~ciclad para formar 

una estructura 'e.spe:ciuc:'a de la heterociomatina constitutiva. 

1.4.5. BANDAS'T: 

El -~ét;ocio> de bandas THG (bandas .. T po:r::-: Calentamiento 

usando ~iemsa.J .. :~s una modificación de. la técnica· de bandas R, 

puede realizarse introduciendo la laminilla en i.:na solución 

amortiguadora de fosfatos a pH 6. 5 a 87 ºC o. bien incubando 

por 20-60 min. en una solución salina balanceada de Earle a 

87°C. Ei: método de bandas T pone de manifiesto las regiones 

teloméricas de los cromosomas (65, 69)-. 

Se cree que las bandas T· se producen en parte p_or una 

desnaturalización más rápida del DNA· rico en AT, el cual 

pierde su a Unidad por el Giemsa. · Por ,· ;,tro lado al 

incrementar el tiempo de tratamiento con éalor, h.ás :bandas R 

gradualmente se destii'len permaneciendo sólo: las 'b.andas .:T más 

ricas en GC (64). 

Dentro de estas bandas se han encontrado la mayor parte 

de los genes y oncogenes mapeados, por lo que la detección de 

cambios estructurales dentro de estas regiones por las 

técnicas de bandeo es 

citogenético (64,69). 

importante para el diagnóstico 

1.4.6. CARACTERISTICAS DE LAS BANDAS. 

Las técnicas de bandeo antes descritas ponen de 

manifiesto di fe rentes regiones a lo largo del .::::omosoma con 
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caracteristicas especificas, ,:·10 cual' hace :considerar que las 

bandas obtenidas. por estas técnica·s· no ;·ólo representan , las 

propiedades de tinción ·de una región.- sino que también 

sei'\alan áreas 

especifica ( 64) . 

con composición y estructura 

Una caracteristica observada de las bandas G/Q y R es el 

proceso que las origina, estas bandas se forman por fa 
condensación que presenta la cromatina para pasar de la 

replicación a la mitosis. El proceso de condensación fue 

estudiado por Drovin y colaboradores (73), utilizando cuatro 

diferentes técnicas de bandeo GTG, GHG, RHG y THG,· para 

seguir el paso de pro fase ( 1, 250 bandas) a meta fase 

tardia(300 bandas). Sus resultados mostraron que las 300 

bandas que se observan en la metafase tardia, principalmente 

resultan de la fusión progresiva de numerosas bandas pequei'\as 

llamadas sub-bandas, las cuales aumentan su ancho y acortan 

su longitud, lo que favorece su agrupamiento. En la mayoria 

de los casos dos bandas mayores que limitan a una menor se 

funden para dar una banda principal. La fusión de las bandas 

no se da en forma sincronizada y se ha observado que hay 

algunas bandas que sólo se contraen y no se fusionan. Por 

otra parte la condensación parece darse preferencialmente en 

los brazos largos más que en los cortos, se condensa primero 

la cromatina de replicación tardia de las bandas G y las 

bandas R de replicación temprana se condensan menos. 

Por otra parte las bandas G y R no sólo muestran 

diferencias en su proceso de condensación, Holmquist y 

colaboradores (74) realizaron una investigación que reunió un 

conjunto de caracteristicas especificas de cada tipo de 

bandas y que permitió clasificar la cromatina de las bandas 
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en cinco sabores de acuerdo 'a' la composición de bases y la 

localización de secuencias: un, sabor , para :·l~s' bandas G y, 

cuatro diferentes para las band~s R,' las tlp~7as R'. (GTG-, 

Alu-, GC-), las (GTG-, ·Alu+;' ·GC+ )< lasi'(GTG-·;·}u!lc'., GC+) y 

las (GTG- Alu+, GC+)- (figura .10); L6~'; :do~''.·:- últini:Os - grupos 

forman las bandas T. -
:' . '.'· 

Los resultados obtenidos ~o~Í:ra:o~:-· caracteristicas 

individuales para cada . tipo de 'baridas··.· Las bandas G/Q 

mostraron tener un contenido. má;i -: rico: en .AT, aun cuando éste 

sólo es de un 3.2%, son escasamente, sensibles a DNAsas, 

poseen pocos puntos de ruptura" y.: rearreglos, contienen un 

número pequei'lo de genes y éstos , generalmente son tejido 

especificas, son pobres en secuencias Alu, ricas en Ll y su 

replicación es tardia (74). 

En relación a las bandas R, Homquist y colaboradores(74) 

mencionan que dentro de los cuatro sabores que las forman, se 

encuentran todos los genes de mantenimiento "llousekeepings" y 

la mitad de los genes tejido especificas, todos ellos de 

replicación temprana y con islas CpG. Las bandas R también se 

caracterizan por sensibilidad a DNAsas y ·por·1a presencia de 

un nillnero mayor de rupturas y rearreglos comparadas con las 

bandas G, asi como una replicación temprana. 

Las bandas T fueron divididas por Holmquist y 

colaboradores (74), de acuerdo a las secuencias que contienen 

en dos grupos: ricas en Alu y GC y las no ricas en Alu pero 

ricas en GC. Dentro de estas bandas se ha encontrado la mayor 

parte de los genes y oncogenes mapeados, así como los puntos 

de ruptura que producen cáncer y los cambios cromosómi ces 

asociados con algunas neoplasias, lo mismo que la mayor parte 
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de las· rupturas inducidas por rayos X, quiasmas r.ieióticos y 

rearreglos de la evolución. 

Gardiner (75) retoma los trabajos de Holmquis: sobre los 

sabores de la cromatina, pero también menciona otros trabajos 

en los cuales se mapeo la composición de bases de 2lq y Xq26-

q28, con el propósito de analizar la densidad de islas CpG y 

el contenido de Alu y Ll (76, 77). En estos c=abajos se 

observó que las bandas R con alto nivel de GC (50%) tenian 

una alta densidad de islas CpG y las bandas con bajo nivel de 

GC tenian baja frecuencia de islas CpG, sin embargo, las 

bandas con contenido moderado de GC, presentaban ;ariedad en 

la densidad de isl.as, así como el contenido de Alu y Ll., no 

mostrando variaciones extremas entre estas bandas R y l.as G, 

lo cual. es contrario a lo predicho en estudios anteriores. La 

reunión de estos datos sugiere que a nivel de 10 a pocos 

cientos de kilobases la rel.ación entre l.a composición de 

bases, densidad de islas CpG y contenido de repetidos son 

bastante variables dentro de las bandas R. 

Por otra parte Gardiner (75) menciona que l;is estudios 

realizados en 6p, región donde se l.ocaliza el complejo 

principal de histocompatibilidad, asi como en X:¡28 y 21q, 

muestran un agrupamiento y organización de genes en 

fragmentos de aproximadamente 100 Kb, que recuerda~ los lazos 

de DNA propuestos por Saitoh y colaboradores (43). Aunque no 

se ha establecido claramente la relación entre las funciones 

de estos grupos de genes, se ha propuesto que este 

agrupamiento debe permitir un control regional o :emporal de 

la transcripción. En el cromosoma 21, más del 90% de los 

genes mapean dentro de la porción distal del b:·¿;zo largo, 

correspondiente a una banda R (2lq22), mientras cr.:e la banda 
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G (2lq21) contiene el 40% del DNA del brazo largo, pero menos 

del 5% de los genes. Esto parece éoincidir en todas las 

bandas G (75). 

Las bandas G como se ha mencionado contienen una gran 

proporción de DNA y pocos genes, esto ha hecho preguntarse 

que función tiene el 95% del , DNA que no codificante, la 

primera propuesta es que sea DNA chatarra sin ,ninguna 

función. Sin embargo, existen estudios que apoyan lo 

contrario, por ejemplo, se ha observado, que la secuencia de 

100 Kb del receptor de células T de humano y ratón esté 

altamente conservada no sólo en la secuencia codificante, lo 

cual hace suponer que dentro del DNA ·no codificante existe 

información especifica. Por otra parte, er examen de 

secuencias de DNA como palabras. de 3-8 Kb, utilizando 

estadisticas que se aplican a un.lenguajenatural, mostró que 

el DNA que no codifica presenta un ord~n que.hace suponer que 

contenga información en otro lenguaje distinto al del DNA que 

codifica para una proteina (75) .' 

1.5. APLICACIONES CLÍNICAS 

La citogenética es una herramienta fundamental en el 

diagnóstico de enfermedades genéticas, adquirió una mayor 

importancia durante los años sesenta cuando aumentó la 

observación de la correlación cariotipo-fenotipo (78,79). 
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Las enfermedades 

citogenética, presentan 

cromosómicas 

una prevalencia 

.detectadas 

de · 1!150 o 

por 

1:200 

recién nacidos vivos, son una causa significativa de retraso 

mental (especialmente cuando se asocian a ·. caracterlsticas 

dismórficas) y de amenorrea primaria (50%). Las .ano=malidades 

cromosómicas también son la causa del 60% ·de los abortos 

espontáneos en el primer trimestre (80) . 

Los padecimientos cromosómicos pueden ser:. originados por 

anormalidades numéricas o estructurales. Dentrc de las 

anormalidades numéricas se encuentran las poliploidias, que 

se presentan cuando el número de cromosomas es un múltiplo 

del número haploide y mayor al número diploide y las 

aneuploidias que se presentan por exceso o pérdida de uno o 

más cromosomas. Muchas anormalidades númericas ·se presentan 

esporádicamente, por lo que los padres del paciente tendrán 

un cariotipo normal. Las aneuploidias de autosomas más 

frecuentes responsables de sindromes clinicos especificos 

son las trisomias 21, 13 y 18 y en los de cromosomas sexuales 

son 47,XXY y 47,XYY en masculinos y 45,X en femeninos 

(78,81,82). 

Las aberraciones estructurales incluyen deleciones, 

translocaciones, duplicaciones, inversiones, isocromosomas y 

cromosomas en anillo. Las deleciones se deben a una ruptura o 

pérdida de un segmento de un cromosoma. Las translocaciones 

son producto de la ruptura de dos cromoscmas, con 

transferencia y fusión del fragmento roto de un cromosoma a 

otro. Las duplicaciones se originan por un entrec::-uzamiento 

desigual entre las cromátidas durante la meiosis originando 

la duplicación de un segmento en el crome soma. Las 

inversiones son consecuencia de dos rompimientos e~ un mismo 
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cromosoma, donde el segmento que se forma se invierte antes 

de volverse a unir. Los cromosomas en anillo se producen por 

dos rupturas en un mismo cromosoma, en el cual los extremos 

se pegan y forman un anillo. Los isocromosomas se originan 

por la división anormal del centrómero durante la mitosis, 

produciendo que un brazo se pierda y el otro este duplicado o 

por un evento anormal de 

hom6logos(78,81). 

cromátidas hermanas o cromosomas 

Cuando se presenta un rearreglo estructural siempre debe 

identificarse si es de novo o si es heredado de uno de los 

padres, si este es el caso debe tratarse de determinar la 

naturaleza del arreglo e identificar··. otros miembros de la 

familia que sean portadores del mismo. Pueden encontrarse 

rearreglos balanceados en los padres de un paciente con 

translocación no balaceada Y.· en parejas con pérdidas 

recurrentes del embarazo o infertilidad. También pueden 

presentarse mosaicos cromosómicos en los cuales un individuo 

posee dos lineas celulares cada una diferente en su 

constitución cromosómica. Por último los cromosomas en anillo 

pueden ser más dificiles de identificar debido a la variación 

en su estabilidad y en las células en que se encuentra 

(78, 81). 

El diagnóstico citogenético es importante para que el 

médico conozca las posibles manifestaciones de la enfermedad 

al nacimiento, durante la ninez y en la adolescencia, las 

principales indicaciones clinicas para un análisis 

citogenético son: retraso en el desarrollo, retraso mental, 

anormalidades múltiples congénitas, caracteristicas 

dismórficas, ambigüedad o anormalidad genital, desarrollo 

sexual anormal, infertilidad, desórdenes del crecimiento, 
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sospecha de algún sindrome cromosómico y diagnóstico prenatal 

(80). 

El diagnóstico citogenético se apoya en una se::ie de 

técnicas, algunas de las cuales se han modificado con los 

avances tecnológicos. ::'entro de estas técnicas se encuentra 

el raspado bucal. Este método se ha usado principalmente para 

la detección rápida de cromatina sexual, ya que u::a masa de 

cromatina sexual (cuerpo de Barr) representa al c::omosoma X 

inactivo. El número de cuerpos de Barr es igual al ~úmero de 

cromosomas X menos l. Otra aplicación del raspado bucal es la 

tinción con quinacrina, que produce una zona de fuerte 

brillantez en el brazo largo del cromosoma Y (cromatina Y), 

que es más visible en células en interfase. Esta técnica se 

usa principalmente cuando se quiere llegar al diagnóstico 

asociado a condiciones de anormalidad o ambigüedad genital y 

en caso de ·desarrollo sexu~i anormal. Sin embargo, estas son 

solo pruebas.presuntlvas:cieJ.:complemento cromosómico sexual y 

siempre debe· .. confirniarse con un cariotipo (791. 

Una técnica fundamental para el avance de la 

citogenética fue la realización del cariotipo. Esta consiste 

en aplicar a un cultivo celular, un tratamiento con 

fitohemaglutinina y soluciones de colchicina e hipotónicas 

antes de fijar. El grupo de células estudiadas se b~oquean en 

la etapa de meta.fase del ciclo célular, posteriormente se 

rompe la membrana celular y subsecuentes procesos y tinción 

permiten visualizar claramente los cromosomas de una célula 

de un individuo. La obtención del contenido cc~pleto de 

cromosomas permite identificar a los cromosomas por su tama~o 

y la posiclón del centrómero 

Sl 
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TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



clasi'ficarlos en grupos pero no identificarlos 

individualmente (65,69). 

Otras técnicas importantes para la el togenéti"ca son las 

de bandeo, éstas se desarrollaron en los 70', al aplicar 

métodos de tinción di fe rentes como la flourescencia (bandas 

QJ y técnicas de desnaturalización (bandas GJ (79). Por medio 

de éstas fue posible identificar y conocer la arquitectura de 

cada cromosoma humano, asi como detectar anormalidades 

estructurales como translocaciones, deleciones y 

duplicaciones. Una banda de un cromosomas metafásico obtenida 

por estas técnicas corresponde a 7. 5 Mb, por lo cual con 

estos metódos es posible detectar deleciones o duplicaciones 

en el rango de 5-10 Mb. Debido a las caracteristicas antes 

mencionadas las técnicas de bandeo son de amplio uso en el 

diagnóstico citogenético, generalmente para el inicio de un 

análisis se emplean las bandas G y si se tiene duda del 

diagnóstico obtenido por esta técnica o bien si se sospecha 

de un sitio especifico donde se presente la aberración, se 

utilizan técnicas de bandeo que pongan de manifiesto esa 

región, por ejemplo bandas e, R, T ó NOR (81). 

Otra técnica citogenética es la utilizada para la 

detección del sindrome del X frágil, este método consiste en 

el empleo de un medio de cultivo carente o con antagonistas 

del ácido fólico, con el cual se produce la manifestación de 

un sitio frágil en Xq27.3(86). Con la aplicación de técnicas 

directas de DNA para el gen del sindrome de X frágil CFMR-11 

su uso ha disminuido. La aplicación de esta técnica es 

recomendada en pacientes masculinos con RM no dism6rficos, 

autistas o individuos con historia familiar de RM ligado al X 

(79). 
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La citogenética 

técnicas de alta 

sincronización del 

población rica en 

también cuenta con métodos come 

resolución, las cuales imp:ican 

cultivo de células, para obtener 

profa ses o prometa fases, cuando 

las 

la 

una 

los 

cromosomas se encuentran menos condensados. La apli=acién de 

técnicas de bandeo de alta resolución revela u~a ~ayor 

cantidad de 

contiene de 

preparaciones 

bandas, mientras ur.a célula tipica en metafase 

400-500 bandas. por genoma haploide, las 

de cromosomas sincronizadas hacen posible 

visualizar 1, 000-2, 000 bandas. Este estudio se aplica en 

circunstancias en las cuales una región partic~lar del 

cromosoma se estudia en gran detalle, ya que no es posible 

aplicar alta resolución a todos los estudios cromosó~icos por 

el trabajo que requiere y la dificultad del análisis. Una de 

sus mayores aplicaciones es para el diagnóstico de sind=omes 

de genes contiguos, en los cuales el padecimiento se debe a 

una microdeleción o duplicación de un segmento crcmosómico 

que incluye múltiples genes, cada uno de los cuales 

contribuye al fenotipo, como por ejemplo en los sindromes de 

Miller-Dicker, DiGeorge y Prader-Willi o Angelman (78,79,81). 

La técnica de alta resolución que produce 1000 bandas, 

tiene una sensibilidad para detectar deleciones o 

duplicaciones en un rango de 2-3 Mb. En los casos donde las 

anormalidades estructurales son más pequefias es reccmendable 

utilizar técnicas citogenéticas moleculares como la 

hibridización in si tu fluorescente (FISH), con una 

sensibilidad que dete~ta delecior.es submicroscópicas je menos 

de 3Mb. Este método consiste en la hibridización de u~a sonda 

especifica marcada con el DNA desnaturali=3do en 

preparaciones de cromosomas er. metafase, en cé:.:ilas en 
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interfase o secciones de tejidos fijadas. Las sondas marcadas 

de DNA incluyen sondas de secuencias únicas, secuencias 

repetitivas o bien de una biblioteca de un cromosoma 

particular. Dependiendo de las sondas, esta técnica puede ser 

utilizada para detectar el número de copias de un cromosoma 

especifico, identificar los derivados o cromosomas 

marcadores y detectar microdeleciones y translocaciones 

crlpticas (81). Una modificación de esta técnica es el Múlti 

FISH ó M-FISH el cual permite visualizar a los 22 autosomas y 

los 2 cromosomas sexuales cada uno con un color ·diferente. La 

técnica consiste en la hibridizacion de un grupo de sondas de 

DNA especificas para cada cromosoma marcadas con una 

combinación diferente de fluorocromos. El M-FISH permit.e 

detectar anormalidades estructurales y numéricas de todos· los 

cromosomas en un solo FISH. Se ha utilizado en algunos :casos 

para: a) detectar cromosomas marcadores y determinar el 

contenido de heterocromatina del marcador, b) detectar 

anormalidades estructurales como translocaciones o 

inserciones y demostrar que rearreglos dentro de un 

cromosoma no contienen material de otro. Es importante notar 

que en el caso de rearreglos intracromosómicos es necesario 

realizar bandas G ya que estos pueden escapar a la detección 

por M- FISH por lo que las bandas G clásicas continúan siendo 

indispensables. Sin embargo las tecnlcas de M-FISH tienen la 

desventaja del alto costo de las sondas y la necesidad de un 

equipo automatizado para poder integrar los diferentes 

colores (78,79,81, 83). 

La utilización de las técnicas de bandeo en conjunto con 

las técnicas moleculares permite obtener una mayor 

información genética. Es posible establecer nuevos protocolos 

para el trabajo en laboratorio como el propuesto por Oawson y 
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colaboradores para determinar, el Origen; de · un ;:romosoma 

marcador, de inicio se ·realizan las bandas GTG, 

posteriormente las bandas ·e pará detectar: la presencia de 

centrómero en el marcador ·Y c:Íe. acuerdo' a los resul cados se 

pueden obtener mas datos a partir de técnicas de bandeo 

especificas como bandas Q, bandas NOR, DAPI y con estos 

resultados poder realizar un escudio de FISH, para llegar a 

determinar el origen del marcador (83,84). 

La citogenética realiza diversas funciones de:ltrc del 

campo clinico, no sólo en la determinación de la etiologia, 

diagnóstico y manejo de enfermedades cromosómicas, sino que 

también realiza un papel central en la elucida=ión del 

desarrollo de neoplasias. El primer hallazgo cromos~mico en 

una neoplasia fue el cromosoma Filadelfia, el cual se 

describió completamente en 1973 , estableciendo un mcdelo que 

sugiere la especificidad de cambios cromosómicos para 

producir condiciones neoplásicas. Las translocaciones en locl 

que involucran a los proto-oncogenes y genes tumor supresor 

permitieron comenzar a determinar la participación je éstos 

en la formación de neoplasias. El monitoreo citogenético está 

integrado en la mayor parte de las neoplasias =orno una 

evaluación básica en el diagnóstico y como una herraitienta en 

su manejo.(80). 

Las técnicas ci togenéticas también se aplica:. en el 

diagnóstico prenatal. Este estud:o debe realizarse e:l caso de 

edad avanzada de la madre, parejas con un producto previo con 

trisomia o una historia familiar con trisomia, par~jas con 

rearreglo estructural que presentan el riesgo de un 9roducto 

no balanceado, parejas portadoras de un pade=im.!.ento 

hereditario, parejas con antecedentes de slndrome de :\-frágil 
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y en el caso .de ·~~~--;-e-1· ultra~onido o los metodos de tamizaje 
no invasivos provean indicios de alguna anormalidad 
cromosómica. ·Las ·muestras para el diagnóstico prenatal pueden 

ser de células de li~uido amniótico, vellosidades coriónicas 
o del cordón umbilical (78). 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS. 

TÉCNICA PARA CARIOTIPO DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFÉRICA 

I. Cultivo de linfocitos. 

1. Tomar sangre en condiciones asépticas con jeringa 

heparinizada. 

2. Colocar 10 gotas de - sangre . heparinizada y .O .1 ml. de 

fitohemaglutinina 'en· 5 mi:cl~ •. ~i~.i.~'-'R~MI<su~lementado. Deben 

prepararse dos frascos ~d~ ~~~i~~t~:){ :; ·. :'. .••· . 

3. Incubar el. frasco a.37.-~c·ci~iinf¡.¡" 72_hi:s~· 
4. Una hora y media antes de l~s' 7; ··hri~ •Adicionar SOµJ., de 

colchicina al O. 02% y reincubar 'ú)s ·- Úascos - a 37 ºC para 

completar el. tiempo. 

II. Cosecha de linfocitos •. 

1. Después de haber incubado una hora y media con colchicina, 

pasar el contenido de J.os frascos a tubos de centrifuga de 15 

ml y centrifugar a 3500 rpm, durante 5 minutos-.. : · 
·, ~ ·. 

2. Decantar el. sobrenadante y resuspender el. .botón.· -Agregar '5 

ml de solución hipotónica O. 075 M a 37 

vortex. 

3. Incubar a 37ªC durante 30 minutos. Pasados los 30 min. 

Centrifugar a 3000 rpm durante 5 min y decantar el 

sobrenadante. 

4. Realizar la primera fijación añadiendo al botón 

resuspendido 5 ml de solución fijadora de Carnoy gota a gota 

con agitación. 

5. Dejar reposar 15 minutos a temperatura ambiente 
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6. Pasado este tiempo centrifugar nuevamente y repetir el 

paso anterior cuantas veces sea necesario para· .obtener. un 

botón blanco y un sobrenadan ta transpareryte •. . . .· 

7. Para hacer las preparaciones decantar el >sobrenadante y 

adicionar aproximadamente 1 ml de. fijador pa~a ::resuspender el 
.. ;·. 

:~t~::ar con una pipeta Pasi:eur la suspehsió~<Y d~j~:~ caer 3 

gotas sobre cada laminil.la perfectamente lim~i~;y d~~~~~sada. 
Dejar secar al aire. ' ·:;• 0;, '. 
9. Teí'lir las laminillas por cinco minutos con , {;~¡,; is011lción de 
Giemsa. Lavar con agua común y dejar secar · .•.•>>;. ••:.;·.;:{_:;·- .··· ·. 
10. Observar al microscopio con obj eti ,;o . sec~{ cié~j\;.>~~ra ver.· 

la calidad y cantidad de las metafases y h~c~:r:.;ri{á~ l~mi~illas 
para técnica de.bandeo. :<· ,' 

:·::.• 

TÉCNICA DE BANDAS GTG. 

1. Las preparaciones cromosómicas def• paso .:anterior se secan 

al aire y se dejan envejecer durante una semana. 

2. Sumergir una larninil.la en la solución ·de tripsina a 

temperatura ambiente durante 10 segundos 

3. Pasado el tiempo lavar la laminilla en una solución 

amortiguadora de fosfato pH 6.8. 

4. Teí'lir las laminillas por 3 minutos con Giemsa, lavar con 

agua corriente y dejar secar. 

5. Ver algunas metafases con el objetivo de inmersión para 

observar las bandas producidas. De acuerdo a la observación 

determinar el tiempo adecuado de tripsina para el resto de 

las laminillas. 
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TitCNicA DE BANDAS CBG. 

l. Colocar las preparaciones cromosómicas en HCl 0.2 N. 

durante 30 minutos. 

2. Transcurrido el tiempo· lavar: con-:agua destilada 
. - ' ' 

3. Colocar las laminillas.en."Ba(OH)2:0.065H. a 37ºC durante 
'·.• :·. : ~, 

~~ :~:::
0

::n agua de~tÚ;ct~ a·'jj;~,c .>' 

:~ra~otleo~a:r~~s 1~~'.~:~t.i~l; ~9-.·t-~,~!~i-';j~ución (2xSSCl a 60ºC 
. " .. :·· -·"· .. ~- .,. . j;ii;'1. -,_. ~(·:';;· .-; ~· 

6. Lavar con agua d~-sti.lacta a~16o~c y. con agua corriente. 

7. Secar y ten~~~~SiC:6'~:~,;ú'~~\;;;~~·Jiil~l6i?· de ' Giemsa durante 3 
minutos. ·.·.·:· · ,,. >}::; .;:•.::'.; ,:,i\;.'.;'';~:'; .. ,''.·.',,.""i'; ,'. ""···· 

-·'· :·'{'./i-~~~ '.J;\-~:>i\';.: .• ,,., .'><'.~·;. J:-:· ' '·.,;: 
e. Lavar 7cin1agÚa'.~orri'ente'y'.dejarsecar. 

9. Obser~ar ·.:y:~~~ti~;'ii!~ii~.i6~osc6pio •· 
';)-~::)_·.:<~~;:·. -~;,(~··º . : :\:~;:' 

TitCNICA DE:ALTA 'RESOLUCIÓN~ 

, _ __:: 

I. Cultivo de. linfocitos. 

l. En tubos de polipropileno se coloca de 10 gotas de sangre 

heparinizada en 5 ml. de medio RPMI640 suplementado. Se 

prepara por duplicado. 

2. Incubar por 72 horas a 37 ºC. Adicionar O.OS ml de una 

solución de metrotexate 10(-SlH. 

3. Se mezcla bien para inducir la sincronía y se incuba a 37 

ºC por 17 horas. 

4. Pasado este tiempo centrifugar a 3500 rpm durante 5 

minutos. Decantar el sobrenadante y adicionar 5 ml. de 

solución Hanks y resuspender el botón en condiciones 

estériles. Repetir el lavado 

5, Decantar el sobrenadante y adicionar 5 ml. de medio RPHI 

1640 y 50 µl de solución de BrdU. Incubar a ~7°C por 5 horas. 
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6. Adicionar .. 50 µ!; :de;:colchicina al 0.02%. 

7. Incubar a 37 ºC duran'te 15· minutos. 
'. ¡ ... , ,~- .. r ~--~ 

--"'·""',-

II. Cosecha':· de~ iiriio'citos. 

seguir los·:paso~·dehÚ.~osechá de· linfocitos de la técnica de 

cariotipo ele i¡~fo~l'to~. . 

TÉCNICA DE x..:frágil .: 

Inducción de sitios frágiles usando medio deficiente en ácido 

fólico. 

I. Cultivo de linfocitos. 

l. En un tubo de polipropileno se colocan 10 gotas de sangre 

heparinizada, 0.1 ml de fitohemaglutinina en 5 ml. de medio 

de cultivo RPMI-1640 deficiente en Acido fólico suplementado. 

2. Incubar por 96 horas a 37 ºC. 

3. Adicionar O. 2 ml de colchicina O. 02% 45 minutos antes de 

la cosecha. 

II. Cosecha de linfocitos. 

seguir los pasos de·.la cosecha de linfocitos de la técnica de 

cariotipo de linfocitos. 

Inducción del s.itio fr.ágll usando fluorodesoxiuridina como 

inhibidor de la timilidato sintetasa. 

I. Cultivo de linfocitos. 

l. Tomar sangre en condiciones asépticas con jeringa 

heparinizada, 

62 



2. Colocar de 10 got~s de sangre ttéparinizada y O .1 ml. de 

fitohemaglutinl~¿ en 5: ml.. de riiédio M~cCoy 5A suplementado. 

Deben pr~par~rs~ dbs frascos po~páciente. 
3. Incubar el· Úasco ~ 37 ~e durante 72 hrs. 

4. Adicionar o .. L mi.· de;:Fl:¿orodesoxiuridina de una solución 

de trabajo 10(-5) ~'a' cada tubo. 

rr. cosecha· ctehinfocüos. 

seguir los. ~~·~d5\·de'1~·:é~secha de linfocitos de la técnica de 

cariotip~ de Ú~fob~tos 
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3. RESULTADOS 

En las tablas 1-10 se muestran los resultados obtenidos. 

Se estudiaron en el servicio de Genética del Hospital General 

de México ssa; en el periodo de enero de 1995 a diciembre de 

1996. un total de 1948 individuos, que incluyen casos indices, 

familiares, cónyuges y controles (tabla No.1). de los cuales 

se tornó muestra para estudio citogenético a 456 individuos 

(23.39%) y se analizo el 14.83%. El 4.51% no pudieron ser 

analizadas, porque el número 

para realizar el .. estlldio y 

cromosomas con un pat:ré>ri · é!e 
integrar un diagnosticó">'' 

_ _,-,. 

de meta fases fue. insuficiente 

. en el 4. 05%'~ se · ·obtuvieron 
. ·', ... ' ·.:-!': 

bandas defici'ente para poder 

El análisis de las causas por las que se realizó estudio 

citogenético (tabla 2) mostró como las más frecuentes al 

retraso en el desarrollo y/o mental y los sindrornes asociados 

con éste. Para los estudios citogenéticos realizados en 1995 

.y 1996 el cariotipo normal fue el más frecuente representando 

el 71 62%(tabla 3). En los cariotipos con resultados 

anormales se presentaron con mayor frecuencia aberraciones en 

autosornas, principalmente asociadas a Sindrorne de Down. Las 

aberraciones en cromosomas sexuales básicamente estuvieron 

presentes como causa de Sindrorne de Turner (tablas 4 y 5). 

La clasificación de los cariotipos por la presencia de 

aberraciones numéricas o estructurales, permite identificar a 

las aberraciones numéricas ~n autosornas, como las más 

frecuentes, ya que representan un 51.21% (tabla 6). 
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De las aberraciones en. ~_autosólriaf>'·· observadas en los 

cariotipos realizados a los paciente·s ·em ·1995 se observa a la 

trisomia 21 y las translocacio~es·'.•robertsoriianas como las más 

frecuentes con 

respectivamente. 

un porcentaje .de·: 62.06% y 20.68% 

En el caso de ·los pacientes estudiados en 

1996, la trisomia 21 sigue siéndo:la'· aberración numérica más 
\ '• . 

frecuente, pero las translotacio!les ·'·no robertsonianas fueron 

las aberraciones estructural'ef>';'·cie _mayor porcentaje (tabla 7 y 

9). 
':-¿:;.·; .,· :·,, . .-: ,.' 

Por otra• parte:~ ... ~;~ z~~rracionés 
encontradas· más.:· f~ecuenfeménte en los 

cromosómicas sexuales 

cariotipos realizados 

en 1995 y 1996, : son .. las : asociadas al sindrome de TÜrner, 

correspondiendo'p~incl~almente a 

y 10). 

la monosomia 45,X (tabla .8 
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TABLA Nol 
RESULTADOS DEL TOTAL DE MUESTRAS A LAS QUE SE LES REALIZO 

ESTUDIO CITOGENÉTICO EN 1995-1996. 

ESTUDIOS CITOGENETICOS 1995 1996 TOTAL 
No. % No. % No % 

No. DE PACIENTES DEI" 1141 58.57 807 41.42 1948 100 
VEZ DEL SERVICIO DE 

GENÉTICA 
TOTAL DE MUESTRAS 277 100 179 100 456 100 

RECIBIDAS PARA ESTUDIO 
CARIOTIPOS ANALIZADOS 153 55.23 136 15.91 289 63.37 

MUESTRAS QUE NO 78 28.15 10 5.58 88 19.29 
CRECIERON 

MUESTRAS NO 46 16.60 33 18.43 79 17.32 
ANALIZABLES 
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TABLA No.2 
CAUSAS POR LAS QUE SE REALIZO ESTUDIO CITOGENÉTICO EN 1995-1996. 

CAUSAS POR LAS QUE SE REALIZO CARIOTIPO PACIENTES PACIENTES TOTAL 
1995 1996 

No. % No. % No. % 
RETRASO EN EL DESARROLLO Y/O RETRASO 
MENTAL 30 10.83 26 16.20 56 12.28 
Sx.DEDOWN 28 10.10 24 13.40 52 11.40 
Sx. DE X-FRÁGIL! o 00.00 3 1.67 3 0.65 
Sx. de PRADER WILLI 4 1.44 2 1.11 6 1.31 
DESARROLLO SEXUAL ANORMAL 

SÍNDROME DE TURNER 13 4.68 21 11.73 34 7.45 
SÍNDROME DE KLINEFEL TER 1 0.36 5 2.79 6 1.31 
SÍNDROME DE XYY 1 0.36 o 0.00 1 021 
DISGENESIA GONADAL MIXTA 3 1.08 o 0.00 3 0.65 
DISGENESIA GONADAL PURA 2 0.72 7 3.91 9 1.97 
VARÓN XX o 0.00 2 1.11 2 0.43 
AMENORREA l' Y 2' 6 2.16 6 3.35 12 2.63 

AMBIGÜEDAD GENITAL 2 0.72 2 1.11 4 0.87 
OTRAS CAUSAS 6 2.16 4 2.23 10 2.19 

SOSPECHA DE ALGUN SINDROME EN 
ESPECIFICO 

RETINOBLASTOMA 5 1.80 o 0.00 s 1.09 
ICTIOSIS LIGADA AL X dcl<Xn1'.3-o2 l .3) 22 7.94 o 0.00 22 4.82 

EXPOSICIÓN A AGENTES CLASTOGENICOS 
EXPOSICIÓN ARA YOS X E INDIVIDUOS 5 1.80 3 1.67 8 1.75 
CONTROL 

EXPOSICIÓN A Co. 1 0.36 o 0.00 1 0.21 
DEFECTOS CONGEN!TOS 

20 7.21 12 6.70 32 7.01 
PROBLEMAS DE LA CONCEPCION 

ABORTO HABITUAL 27 9.74 14 7.82 41 8.99 
ESTERILIDAD 8 2.88 8 4.46 16 3.50 
EMBARAZO DE ALTO RIESGO 13 4.69 8 4.46 21 4.60 

PADRES U OTROS MIEMBROS DE LA FAMILIA 
DEL CASO ÍNDICE 35 12.63 11 6.14 46 10.08 
OTRAS CAUSAS 45 16.24 21 11.73 (J6 14.47 
TOTAL 277 100 179 100 456 100 
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TABLA No.3 
RESULTADOS DE LOS CARIOTIPOS REALIZADOS A LOS 

PACIENTES EN 1995-1996. 

RESULTADOS PACIENTES PACIENTES TOTAL 
ENCONTRADOS EN 1995 EN 1996 

No. % No. % No % 
CON ABERRACION DE 29 18.95 28 20.58 57 19.72 

LOS AUTOSOMAS 
CON ABERRACION DE 12 7.84 13 9.55 25 8.65 

LOS CROMOSOMAS 
SEXUALES 

SIN ALTERACIONES 112 73.20 95 69.85 207 71.62 

TOTAL 153 100 136 100 289 100 
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TABLA No.4 
RELACIÓN ENTRE EL CUADRO CLÍNICO Y LOS RESULTADOS 

OBTENIDOS EN LOS PACIENTES DE 1995 

CUADRO CLÍNICO 

RETRASO EN EL DESARROLLO Y/O 
RETRASO MENTAL 
SxdcDOWN 

Sx de PRADER WILLI 
DESARROLLO SEXUAL ANORMAL 

SÍNDROME DE TURNER 
SÍNDROME DE KLINEFELTER 
SÍNDROME DE XYY 
DISGENESIA GONADAL MIXfA 
DISGENESIA GONADAL PURA 
AMENORREA I' Y 2' 
AMBIGÜEDAD GENITAL 

OTRAS CAUSAS 
SINDROMES ESPECIFICO 

ICTIOSIS LIGADA AL X 
EXPOSICION A AGENTES 
CLASTOGÉNICOS 

EXPOSICIÓN ARA VOS X E 
INDIVIDUOS CONTROL 

EXPOSICIÓN A Co. 

DEFECTOS CONGÉNITOS 

PROBLEMAS DE LA CONCEPCI N 
ABORTO HABITUAL 
ESTERILIDAD 
EMBARAZO DE AL TO RIESGO 

PADRES U OTROS MIEMBROS DE LA 
FAMILIA DEL CASO ÍNDICE 

OTRAS CAUSAS 

TOTAL 

CARIOTIPOS 
NORMALES 
No. % 

11 
2 
2 

3 
o 
o 
o 
2 
5 
1 

3 

8 

69 

9.82 
1.78 
1.78 

CARIOTIPOS 
ANORMALES 
No. %. 

2 
21 

1 

4.87 
51.21 
2.43 

TOTAL 
No. %. 

13 8.49 
23 15.03 
3 1.96 

~:10 .. 6.S3 
'':t· 0.6S 

1 0.65 
3 1.96 
2 1.30 
5 3.26 
1 0.65 

3 1.96 

8 5.22 

3.26 

.6.53 

13.72 
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TABLA No.5 
RELACIÓN ENTRE EL CUADRO CLÍNICO Y LOS RESULTADOS 

OBTENIDOS EN LOS PACIENTES DE 1996 

CARIOTIPOS CARIOTIPOS 
CUADRO CLiNICO NORMALES ANORMALES TOTAL 

No. % No. %. No. %. 
RETRASO EN EL DESARROLLO Y/O 
RETRASO MENTAL 17 17.89 1 2.43 18 13.23 
SxDEOOWN 1 1.05 23 56.09 24 17.64 
Sx DE X-FRÁGIL 2 2.10 1 2.43 3 2.20 
Sx. DE PRADER WILLI 2 2.10 o 0.00 2 1.47 
DESARROLLO SEXUAL ANORMAL 

SÍNDROME DE TURNER 7 7.36 12 2926 19 13.97 
SÍNDROME DE KLINEFELTER 4 4.21 1 2.43 5 3.67 
DISGENESIA GONADAL PURA 5 .5.26 o 0.00 5 3.67 
VARÓN XX o .o.oo ·. o 0.00 o 0.00 
AMENORREA 1' Y 2' 6 •6.3t ·. o 0.00 6 4.41 
AMBIGÜEDAD GENITAL 1 .· 1.05 .. o 0.00 1 0.735 
OTRAS CAUSAS 3 3.15 o 0.00 3 2.205 

EXPOSICI NA AGENTES 
CLASTOGÉNICOS 

EXPOSICIÓN ARA YOS X E 3 5.26 o 0.00 3 2.205 
INDIVIDUOS CONTROL 

DEFECTOS CONGENITOS 
5 5.26 o 0.00 5 3.67 

PROBLEMAS DE LA CONCEPCI N 
ABORTO HABITUAL 11 11.57 o 0.00 ti 8.08 
ESTERILIDAD 3 3.15 >o: 

:;~~,~~·} 
3 2.20 

EMBARAZO DE AL TO RIESGO 8 8.42 ' 1 ,, 8 5.88 

PADRES U OTROS MIEMBROS DE LA 
FAMILIA DEL CASO ÍNDICE 4 s 3.67 

OTRAS CAUSAS 13 15 11.02 

TOTAL 95 136 100 
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TABLANo.6 
CARIOTIPOS CON ABERRACIONES NUMÉRICA Y ESTRUCTURALES 

TIPO DE ABERRACION PACIENTES EN 1995 PACIENTES EN 1996 TOTAL 
No % No % No % 

NUMERICA 32 78.04 34 82.92 66 80.48 

AUTOSOMAS 20 48.78 22 53.65 42 51.21 

CROMOSOMAS SEXUALES 12 29.26 12 

ESTRUCTURAL 9 21.95 7 

AUTOSOMAS 9 6 

CROMOSOMAS SEXUALES o. 000 1.21 

TOTAL 41 100. : 82 100: 
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TABLA No. 7 
TIPO DE ABERRACIONES ENCONTRADAS EN AUTOSOMAS 

TIPO DE ABERRAOON PACIENTES PACIENTES 
EN 1995 EN 1996 

No. % No. % ·. 
NúMÉRJCA 20 68.96 22 78.57 

18 62.06 19 67.85 
TRISOMíA21 

02 6.89 00 00.00 
MARCADOR 

00 00.00 03.00 10.71 
MOSAICO 

ESTRUCTURALES 09 31.03 06.00 21.42 

DELECIÓN 01 03.44 02.00 07.14 

TRA.'ISLOCACIÓN 06 20.68 01.00 03.57 
ROBERTSONIANA 

BALANCEADA 03 10.34 00.00 00.00 
NO BALANCEADA 03 10.34 01.00 03.57 

TRANSLOCACIÓN 02 06.89 03.00 10.71 
NO ROBERTSONIANA 

BALANCEADA 00 00.00 01.00 03.57 

NO BALANCEADA 02 06.89 02.00 07.14 

TOTAL 29 100.00 28.00 100.00 
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TABLANo.8 
TIPO DE ABERRACIONES ENCONTRADAS EN CROMOSOMAS SEXUALES 

TIPO DE ABERRACIÓN PACIENTES PACIENTES 
EN 1995 EN 1996 

No. % No. % 
NUMÉRICA 12 100 12 92.30 

45,X 4 33.33 9 69.23 

MOSAICO 
45,x/46,XX 3 25.00 2 15.38 
45,X/46,XY 3 25.00 o ºº·ºº 

47,XXY 8.33 1 7.69 

47,XYY 8.33 o 0.00 

ESTRUCTURALES o 0.00 1 7.69 
MOSAICO 

45,X/46,X,i(Xq) o º·ºº 1 7.69 

TOTAL 12 100 13 100 

73 



TABLA No.9 

CARIOTIPOS CON ABERRACIONES EN AUTOSOMAS 

TIPO DE PACIENTES PACIENTES TOTAL 
ABERRACIÓN EN 1995 EN 1996 No. % 

No % No. % 
SINDROME DOWN 21 75.86 23 82.14 44 77.19 

TRISOMÍA 18 62.06 19 67.85 37 64.91 

MOSAICO o 0.00 3 10.71 3 5.26 

TRANSLOCACIÓN 3 10.34 1 3.57 4 7.01 
ROBERTSONIANA 

: 

TRANSLOCACIONES 5 17.24 3 10.71, 8' 14.03 :· 

EN GENERAL : .· 

DELECIONES 1 3.44 2 7.14 3 .. , 5.26 
MARCADORES 2 6.89 o .· 0.00 .. 2 .·. 3.50. 

'::. 

TOTAL 29 100 28 100 57 100 
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TABLANo.10 
CARIOTIPOS CON ABERRACIONES DE LOS CROMOSOMAS SEXUALES 

TIPO DE ABERRACION PACIENTES PACIENTES TOTAL 
EN 1995 EN 1996 No % 

No % No. % 
SINDROMEDE 7 58.33 12 92.33 19 76.00 
TURNER 

45,X 4 33.33 9 69.23 13 52.0 
45,X/46,XX 3 25.00 2 15.38 5 20.0 
45,X/46,X,i(Xq) o 0.00 1 7.69 1 4.0 

SINDROMEDE 
KLINEFEL TER 47,XXY l 8.33 1 7.69· 2 8.0 
SINDROME 47XYY 1 8.33 o '0.00 1 4.0 
DISGENESIA 
GONADAL MIXTA 3 25~00 o 0.00 3 12.0 
(45,X/46,XY) •', ' 

TOTAL 12 100 ' 13 100 25 100 
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4. D:CSCOS:CÓN DE RESULTADOS 

Como se observó en los resultados anteriores el retraso 

en el desarrollo y/o mental fue la principal causa (12.28%) 

de ~studio citogenético (tabla No.2). Los factores que lo 

producen pueden ser perinatales, posnatales y genéticos, 

dentro de estos ultimes se encuentran las anomalias 

cromosómicas en un 10. 7% de los casos. El retraso mental 

puede estar asociado en sindromes bien definidos como X 

frágil, Down, Edward y Patau, entre otr,o~ .. (85).-';i.os pacientes 

con retraso mental estudiados en este•': Sl;!rvi,cio·, presentaron 

retraso mental aislado, asociado 

asociado a un sindrome especifico. 

a' otras' 'anoi;;alidades 

'. ·~· . ,· ·. ·, .'. . : ~.;. . 

o 

El sindrome más frecuente asociado'.,cori.retr~~o mental es 

el de Down. Este padecimiento se presenta 'eri<1:700 recién 

nacidos. Su fenotipo es muy singular/, 16•;· ~Jal', fac:U.i ta su 

detección. La región cromosómica critica cie''est~'.'sindrome se 

localiza en 21q22.2-q22.3, por lo ta~to,~ .. ~~Yde·~sperar que los 

hallazgos citogenéticos en estos pacientes impliquen al 

cromosoma 21, ya sea en una trisomia regular, una 

translocación robertsoniana o no, un isocromosoma 21q o un 

mosaico. La trisomia 21 regular es la principal causa de este 

sindrome (86.58-95%) (86) y se debe en su gran mayoria a una 

no disyunción meiótica materna, la cual se ha visto asociada 

con edad avanzada(79,87,88). Las translocaciones son causa 

menos frecuente de este sindrome (7. 67%) principalmente son 

robertsonianas y en algunos casos los padres pueden ser 

portadores de una translocación balanceada que heredan a su 

hijo. Otra causa de sindrome Down en menor proporción son los 
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mosaicos (5. 75%) que se presentan por una no disyunción en 

los cigotos (86). 

En el se:::-vicio de Genética se estudió un ::otal de 52 

pacientes con sospecha de sindrome Down (tabla 2) , en :os 

casos que pudieron ser analizados, la trisomia 21 regular fue 

la causa citogenética del sindrome más frecuente (77 .19%), 

seguida por las translocaciones robertsonianas (7.01%) y por 

último los mosaicos (5.26%) (tabla 9). Las proporciones 

observadas son semejantes a las reportadas en la litera ti.:ra 

( 8 6) , las translocaciones son todas. robertsonianas t ( 13; 21) , 

t(21;21) y t(l4:21), la última'·de éstas estuvo presente en 

tres miembros sanos de la ·familia de un paciente, el padre y 

dos hermanos. Por último sólo . tres de los pacientes con datos 

clinicos de Sx. Down presentaron un cariotipo normal. En 

estos casos dado que las bandas GTG no detectan duplicaciones 

cripticas o submicroscópicas en 2lq22.2-q22.3 que se han 

visto asociadas con la presencia de Sindrome Down es 

recomendable seguir la metodologia sugerida por Heras y 

colaboradores(89) que consiste en descartar la posibilidad de 

un mosaico analizando 50 metafases o estudiando por FISH 500 

células en interfase, posteriormente se re-evalúa al paciente 

considerando los criterios de Jackson y colaboradores (90) 

para detectar rearreglos cripticos de 2lq y de considerarse 

necesario se realice FISH con sondas que mapean en 2lq22 .2-

q22. 3 y seguir si es necesario con el estudio de ot:::-as 

células como fibroblastos. El diagnóstico deberá ser 

reexaminado si todos los resultados son normales. 

El sindrome de X-frágil representa la causa más común de 

retraso mental por un patrón de herencia ligado al cromos2ma 

X, se estima que se presenta en 1: 4425 a 1: 604 4 5 varones. 
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Citogenéticaménte es .detectado por la inducción de un sitio 

frágil en Xq27. 3 el cual -se expresa_ en - 70% de los casos . - -
!81,87). En este estudio resulto positiva la inducción del 

sitio frágil en -Xq27. 3 para uno de -los· tres casos estudiados 
- -

(tabla 2). Se recomienda realiza~ este estudio cuando no se 

ha ~ncontrado otra -~ªu.sá .·posible de,~ia e¡{fe~ed_ad, si hay un 

diagnóstico de autismo~ o: si .la historiá' :familiar muestra un 

retraso mental co'n ··patrón -dé herencia'·úc;¡ació al cromosoma x 
(81, 87). 

Otro sindrome,': que_· presenta retraso, mental es el. de 

Prader Willi (PW); que 'tiene una frecuencia de 1:10 - 000 

recién nacidos. Más del 70% de los pacientes con PW presen_tan 

una deleción de la región 15qllq13. La déleción puede ser 

detectada citogenéticamente por técnicas de alta resolución. 

En el Servicio de Genética se estudiaron con técnicas de alta' 

resolución, cinco pacientes con sindrome de PW (tabla -4 y 5) 

de los cuáles sólo en uno fue posible detectar- la:deleción 

lSqll-13 como la causa del padecimiento (tabla 7), _es posible 

que en los otros pacientes la deleción no pueda observarse 

citogenéticamente o no esté presente, por lo que requieren de 

otros estudios como hidridación ln sltu fluorescente, 

hibridización DNA-DNA tipo Southen o PCR para buscar 

rearreglos submicroscópicos y poder corroborar el diagnóstico 

(79, 91). 

En los casos estudiados con retraso mental no asociado a 

un sindrome especifico en 1995 y 1996, cinco mostraron 

aberraciones 

estructurales 

estructurales 

citogenéticas, 

y tres 

fueron: 

dos de 

numéricas. 

las 

Las 

cuales fueron 

aberraciones 

46,XY,-6, +der(6) t (6;?) (q25;?); 

47,XY,+der(9)t(6;9) (p22.3;q21.2) y las aberraciones numéricas 
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las óbservaci~ne.S ·d~ 'qirn los' au¿6sÓ~a~,conÚerie gefies para el 

crecimiento, desárrollc:l y - f~nci6n -nornÍal_,\i'é' un - c~~dl vi duo y 
' ·: ' . ~ ~ 

que aberraciones en ellos producen retras~' er{'el'-'crecirniento, 
< .::· ' '·''<'·' 

retraso mental y anomalias congénitas p9) < éo'r :ot!:a, parte en 

casos esporádicos puede presentarse,: el '.\:retra.So mental 

asociado con aberraciones en cromosomas·,- ~·é·,¿~~{es,· como se 

detectó en dos pacientes, en los cua'~es .,: la: reali.zación del 

estudio citogenético permitió ei' diagnÓát'ic~ 'de un paciente 

con sindrome de Klinefelter ·y una -,.pa~l~nte - con síndrome de 

Turner, los cual.es generalmente rio i:;;;~~~n''.con retraso mental 

(79). 

Los 28 casos,, rési:an'tes:· ciue.•. mostraron un cariotipo 

normal y que no poseeri';' seA;~-l~s :clínicas que hagan sospechar 

de una ano~al.i.d~;{. '(;rO'rn~.Sómlca , especifica, pueden ser 
''.·?'" 

estudiados por ~u:fti-'trsii.1 'ci 'por 

Comparativa· (CGH)\:;;i~-E.Stat'- 1'.iltima 

Hidridizaci6n 

consiste en 

Gen6mica 

detectar 

rearreglos criptXb6~~:~¿J:{J.~~: regiones subteloméricas ricas en 

genes y en' dc:Í~d~':: se': ha_ observado que se presenta la mayor 

parte de rearregl.ós asociados con retraso mental ( 64, 91) • 

Existe un conjunto de enfermedades que en ocasiones 

están asociadas con alteraciones citogenéticas en autosomas y 

que fueron causa de estudio en este Servicio de Genética, 

dentro de las que podemos mencionar el retinoblastoma. E:. 

retinoblastoma es un tumor maligno que se · presenta en la 

retina de infantes, con una incidencia de 1: 20 ::lOO recié:-t 

nacidos y se origina por una mutación en el gen RB1 mapeado 

en 13ql4. Los hallazgos citogené~icos pueden ser deleciones ; 

translocaciones que impliquen esca región. En el servicio de 

TESIS CON 
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Genética se recibieron 5.pacieni:es con retinoblastoma:en.1995 

(tabla 2), pero las · mue';tras. rio '.'.'fueron analizables 

probablemente porque los' pá~iellt~s · .. ;ya,: '.,habiéln recibido 
quimioterapia ( 7 9) • ~::, · ~;·>', '· · · · · 

'.: .. :;•;:·~ '.i;~:'Lf" 
Otro padecimier:ito estuélia~Ó {en ¡.:'el '{~ervicio' de Genética 

fue '1a Ictiosis ligada ál x. 'Esta''.;"~rit'ermedad se presenta en 

la mayoría de los casos por 'una;:deleció!i'fren· la· región Xp22.3, 

donde se localiza el gen de la' ester~i~:íe '.isulfatasa (STS) • Las 

deleciones qu~ ocasionan este pad~·~i~i·e~;t·~ son muy pequenas y 

sólo en algunos casos pueden ser óbservadas por la técnica de 

alta resolución (87). En este ·servicio se estudio a 22 

individuos, que incluyen pacientes y familiares, a los cuales 

se les realizaron estudios bioquímicos, moleculares y 

citogenéticos. Los últimos con el propósito de buscar algún 

rearreglo cromosómico fortuito asociado al padecimiento o 

bien una deleción lo suficientemente grande para ser 

detectada, lo cual no se observó ya que todos los cariotipos 

fueron normales. 

En el servicio de Genética también se realizó< estudio 

citogenético a individuos que trabajan con radiación y' que 

pudieron estar expuestos a ésta. Es conocido que los rayos X 

y otras radiaciones ionizantes pueden causar rupturas 

cromosómicas en algún estado del ciclo mitótico o meiótico. 

El estudio citogenético de estos individuos incluyen la 

realización del mismo estudio a un individuo control de igual 

sexo y edad, con el propósito de poder comparar los 

resultados. 

cromosómicas 

En estos pacientes se encontraron rupturas 

y cromatidicas; poliploidias y 

endoreduplicaciones. Un indice de ruptura de 0-2% se 

considera normal, lo cual se observo en 7 de los casos y sus 
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controles .. • ·Un· . caso con exposición accidental a Ce 

radioactivo,: presentó un 16% de células poliploides, por lo 

que se recomendó un ·seguimiento. En uno de los individuos 

estudiados en '.i996 se observó un alto porcentaje de rupturas 

croÍnosóm.icas' y endoredup:icaciones, sin embargo en el control 

también hubo un alto porcentaje, por lo cual se repitió el 

estudio y los resultados fueron normales, de tal manera que 

se considera que los datos iniciales no tienen ninguna 

relevancia clinica (65). 

Por otra parte los problemas relacionados con la 

reproducción son una de las causas principale·s::.;de . estudio 

citogenético durante la edad adulta. Oentr~:·d~:;·é~~·;;,~ ·podemos 

mencionar los abortos habituales, la esterú.i.dad y los 

embarazos de al.to riesgo (92). En el caso de aborto habitual 

se ha encontrado que en poco menos del 10% de las parejas que 

lo presentan, uno de los cónyuges es portador de un rearreglo 

cromosómico bal.anceado. Por otra parte en 1.as parejas con 

infertilidad inexplicable las anomalias citogenéticas también 

pueden ser responsables del problema. Por último las parejas 

que han tenido un nil'io con aberraciones cromosómicos 

estructurales, por ejemplo translocación, duplicación, 

inversión, deben ser estudiados, para determinar si son 

portadores equil.ibrados del rearreglo. En estos casos el 

estudio citogenético además de explicar la etiología del 

problema, determina el consejo genético para la familia. En 

el servicio de Genética se tomó muestra para cariotipo a 48 

individuos con problemas de la concepción, en 1995 y a 30 en 

1996, siendo una de las principal.es causas de estudio 

citogenético (17 .09). Todos los cariotipos estudiados fueron 

normales. 
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Un grupo importante de padecimientos cromosómicos, son 

los correspondiente a aberraciones en cromosomas sexuales. En 

el servicio de Genética, los estudios cromosómicos realizados 

durante 1995-1996, mostraron un total de 12 y 12 cariotipos 

(29.26%) con aberraciones en cromosomas sexuales (tabla 3). 

La bibliografia menciona que las aberraciones cromosómicas 

más frecuentes son en el número de -cromosomas sexuales, 

siguiendo en frecuencia los ·autosomas y·.' por · úl timci los 

rearreglos estructurales (87)", la di"feréné:ia ·:~entre las 

proporciones bibliográficas y las ·. obtenidas . en'. este· estudio 
·.,.·,.-;; 

(tabla 3 y 6) se debe a que·., se utilizó una .. población 

seleccionada del total de individuos que : ac~de'n al Hospital 

General, los pacientes que se at.ienden :· er{ el·· s·ervicio de 

Genética en su mayoria son canaliz.ados : por. los. médicos de 

otros servicios, los cuales 'pueden· .. no detectar algunos 

pacientes con aberraciones de cromosomas sexuales, que 

presentan fenotipos menos severos que''.los ·de los autosomas o 

incluso normales, lo cual•: dificulta su identificación y 

diagnóstico. Las principales causas de consulta en este 

· servicio relacionadas con aberraciones en cromosomas sexuales 

fueron probable síndrome de Turner, amenorrea 1° y 2•, 

disgenesia gonadal y cuatro casos de genitales ambiguos 

(tablas 2 y 3). 

La diferenciación sexual en el humano se lleva acabo en 

varias etapas, que incluyen el establecimiento del sexo 

cromosómico durante la fertilización, el desarrollo del sexo 

gonadal y la definición de los genitales internos y externos. 

Este proceso de diferenciación y formación gonadal requiere 

de toda una cascada génica. En el caso de la diferenciación 

testicular se ha considerado al gen SRY localizado en Ypll.3 

como el control maestro. Aparte de SRY existen genes en 
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autosomas o ligados al X que ·participan en la :diferenciación 

sexual, dentro de l~s que ·~od~mo~ niencionar a SOX9, HTl, DAXl 

y SFl. Las mutaciones en este. conjunto de. genes dan origen a 

diversas patologias sexuales. Por otra parte la ·ausencia o 

exceso de cromosomas :X y la pérdida de .un se.gmento de si; 

brazo corto, origina. :.fenotipos femeninos ·con anomalias 

ocasionadas por ·•un· aumem:o o disminución de'l.: producto. de 

genes que no esttin· 'sujetos al proceso de 'inactivación. 

(93, 94,95).. ·.;~(:~ ,-~;·.,~ "~,·' 
< . ,\- .... " ::.· .·e>· 

;:. 

0::::2~?:~::E:~:::;~;=::~·~J~i~~~f ~f g;::.~: 
XYY •. Las aberraciones de· .los . ·cromosomas: sexuales• observadas 

en ·el servicio de Genétic'a. •en.· ·-·~ªY?r );~~i'~eritaje fueron 

monosomias del cromosoma X que 'pr6ducen sindrome 'de Turner 

(tabla 10). Está reportado que ,el'~'so'lsde. los sindromes de 

Turner presentan un cariotipo 45,x .. ; e1ls% 45,X/46,XX y el 

8% 45,X/46,X,i(Xq)(Bl). La frecuencia de las causas 

citogenéticas observada en este estudio, es similar a la 

reportada en la literatura· y todos los casos se deben a la 

ausencia de un cromosoma X o .la pérdida de un segmento de su 

brazo corto (tabla 10). En los últimos aiios se ha propuesto 

que el promedio de monosomias 45,X como causa de sindrome de 

Turner puede ser mucho menor, ya que se ha observado la 

necesidad de una linea celular 46,XX o 46,XY para la 

supervivencia en la etapa embrionaria. Un estudio de mosaicos 

45,X/46,XX mostró que en la mayoria de los casos la primera 

linea celular fue 46, XX y la segunda se formó por la pérdida 

de un disómico normal. ['~ las anomalias estructu:cales que 

producen sindrome de Turner, 

83 

la mtis frecuente es el 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



isocromosoma del bra~o largo del X, del cual se encontró un 

caso en 1996 (93;94,95). 

Dentro de los sindromes . con aberraciones crómos6micas 

sexuales y fenotipo masculino, observados ·en ·este .:estudio ·se 

encuentra el de Klinefelter y el 47 ,XYY:. En ·1996 se 

estudiaron cuatro pacientes probables. Kllnefelter·~ :·.:de los 

cuales tres presentaron un cariotipo normal y ·~Ólo iun~ fue 

47,XXY (tabla 10). Por otra parte en 1995 se ~r~sentó un 

paciente con probable sindrome de Usher en.el.cual sú estudio 

citogenético mostró un. cariotipo 47,XYY. En general los 

pacientes con Sx de Klinefelter este sindrome tienen un 

fenotipo masculino: · nonnal, por lo general cursan con 

azoospermia, aunque a°!~u~os mosaicos pueden ser fértiles y es 

dificil detectar!~~:'.,~' 

Otras anomalías estudiadas son las reversiones sexuales 

parciales o completas, las cuales producen discordancia entre 

el sexo cromosómico y gonadal-fenotípico, pueden estar 

·aisladas o como parte de otros síndromes. Estos padecimientos 

se originan por mutaciones en los genes que participan en la 

diferenciación gonadal. En el caso de la disgenesia gonadal 

pura completa 46,XY, el 10-15% de los pacientes presentan 

mutaciones o deleciones en SRY, el resto se ha postulado que 

se deban a mutaciones en genes aún no caracterizados, que 

participan en la determinación gonadal. La reversión sexual 

también esta asociada a síndromes monogénicos bien definidos, 

esta asociación ha permitido reconocer la participación de 

genes como WTl y SOX9 en el proceso de formación y 

diferenciación sexual. La disgenesia gonadal también está 

asociada con anomalias cromosómicas como: duplicación de 

Xp21, deleción de 9p y deleción de lOq. En este estudio se 
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realizó cariotipo, a siete pacientes con disgenesia gonadal 

pura, observándose un resultado 46,XY para cuatro y 46,XX en 

tres, también se estudiaron tres probables disgenesias 

gonadales mixtas que presentaron un cariotipo de 45,X/46,XY. 

Ningún cariotipo mostró aberraciones cromosómicas 

estructurales, que también pueden estar involucradas en este 

padecimiento (93,94,95). 
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5. CONCLUSIONES. 

De acuerdo con la investigación bibliográfica realizada 

es importante ser'lalar que la estructura de la cromatina no 

solo es vital para la condensación y segregación de los 

cromosomas durante la división celular, las ·modificaciones 

que ésta presenta son un medio para regular la expresión de 

genes. El tiempo y acción de los activadores, represores, 

metiladores, acetiladores condensadores y remodeladores de la 

cromatina, es una compleja coreografia en la que un pequer'lo 

defecto rompe el proceso intacto de la información. 

Actualmente se sabe que muchas enfermedades genéticas humanas 

resultan de mutaciones en genes que producen proteinas que se 

conoce o se sospecha que están involucradas en mantener o 

modificar la estructura de la cromatina. Dada la importancia 

de la estructura de la cromatina resulta fundamental 

continuar con el estudio detallado de ésta. 

Por otra parte, la forma en que se organiza la cromatina 

a lo largo de los cromosomas metafásicos, genera regiones o 

bandas que se ponen de manifiesto por un conjunto de métodos 

llamados técnicas de bandeo. Las bandas revelan regiones con 

caracteristicas diferentes y especificas como son: nivel de 

condensación, composición de bases, presencia de puntos de 

ruptura y rearreglos, tiempo de replicación, sensibilidad a 

DNAasa, contenido de genes, presencia de mutaciones, etc. 

Las técnicas de bandeo que se realizan en un estudio 

citogenético permiten identificar los cromosomas o las 

regiones de éstos implicadas en un padecimiento o síndrome 
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cromosómico, lo cual 'facilita· .la 6Ó~que~a · o aportación de 

información sobre dichas r~gf~nes. ·. 

De igual manera se :obse.fVÓ q~e· el estudio cromosómico, 

es fundamental para el·· dlag~Óstico adecuado 

probables padeclnli~~i:~~ o '. sindromes, 
";,,, 

de-pacien~es con 

los cuales son 

ocasionados por ..:_aber,riú:ic:mes cromosómicas. La aplicación de 

las técnicas dé. ; ba~cl~o· y otros métodos citogenéticos, 

permitieron corr6!::í~f~~ :'o. descartar la presencia en 289 de los 

individuos est~di~ciás, .·•_de aberraciones cr~mosómi~as ·asociadas 

a un cuadro. cÍÍni~C>. 
-_~J'.~ 'f ::;~~~<"' 

, ~ ,, , 
Aún' cuat;é:!6'.i'se. estudio ·una población seleccionada, la 

incidencia.: .·d~~u1:~~-:; _anormalidades cromosómicás numéricas y 

estrUCtU~a'ii~C;,;;·:~ f'ii'ei:!6~: Si~Úares a lOS porcentajes mOStradOS 

en e~t~dib:; 3'~~~l~zado~ en otras poblaciones, siendo 

trisonlí~{~l J.'~<~b~~ración ·e~ autosomas más frecuente y 

· cromoso~~s -~~xllal~~. la monosomia 45,X. 

la 

en 

Por último podemos mencionar la necesidad de contar con 

médicos familiarizados con las características fenotípicas 

producidas por las aberración cromosómica para que se real.ice 

un adecuado diagnóstico clínico, lo cual permita que los 

pacientes con este tipo de padecimientos sean apropiadamente 

canalizados. 
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PREPARACIÓN DE SOLUCIONES 

Solución de antibiótico 
solución de estreptomicina 
estreptomicina 
agua destilada 

solución de penicilina 
penicilina 
agua destilada 

7. ANEXO 

1.00 gr. 
5.00 ml. 

800.000 u. 
5.00 ml. 

preparar una solución 1% p/v de estreptomicina con 1000 U de 
penicilina 

Medio suplememtado RPMI. 
solución de antibiótico 
suero fetal de bovino 
medio RPMI 1640 

Colchicina al 0.02% 
colchicina 
agua destilada 

Solución hipotónica de KCl 0,0375 M, 
KCl 
agua destilada 

Fijador de Carnoy 
rnetanol absoluto 
ácido acetico glacial 

Colorante de Giernsa. 
Giemsa 
glicerina 

1.00 ml. 
10.00 ml. 

cbp. 100.00 ml. 

0.02 gr. 
cbp, 100.00 ml. 

5.6 gr. 
cbp 1.00 Lt. 

75.00 ml. 
25.00 ml. 

5.00 gr. 
250.00 rnl. 

se calienta a 60'C con agitación aproximadamente por l.o hr, 
se agrega metanol (450 ml.) y se filtra. 

Tripsina al 0.1% 
tripsina C'.03 gr. 



buffer de fosfatos pH. 6.8 

Buffer de. fosfatos pH.6.8 0.1 M. 
fosfato cie potasio·. mónobasico 
fosfato de s~dio dibasico 
agua destÚad~ 

' .. ,," "' 
Acido clorhídrico o.2 N. 

HCl (37%) 
agua destilada 

Hidróxido de Bario 0.065 M. 
Hidróxido de barrio 
agua destilada 

Solución salina citratada doble (2xSSCl 
citrato de sodio 
cloruro de sodio 
agua destilada 

Medio suplememtado RPMI 1640. 
solución de antibiótico 
suero fetal de bovino 
medio RPMI 1640 

Solución de metrotexate 
Frasco con metrotexate (50mg/ml) 
agua estéril destilada 

Solución de BrdU 

50.00 ml. 

6.63 gr. 
2.56 gr. 

cbp. 1.00 lt 

l. 64 ml. 
100.00 ml. 

11.039 g. 
l.OOlt. 

2.205 gr. 
8. 765 gr. 

500.00 ml. 

1.00 ml. 
10.00 ml. 

cbp. 100.00 ml. 

0.045 ml. 
5.00 ml. 

BrdU 0.02 gr. 
agua estéril y destilada 10. 00 ml. 

Solución de Fudr 10(-5)M. 
Fudr O.i mg. 
Solución de Hankg 5. O ml. 

De la solución anterior se toma lml. Y se lleva a un volumen 
de 8 ml en solución de hankg. 
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