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INSTRUCTIVO DE USO PARA EL MANUAL

El manual trata de los temas mas representativos y por consiguiente mas importantes en
la citogenética humana y toxicoldgica, con el fin de brindarle al alumno un panorama
general de las bases metodologicas que se encuentran presentes dentro del area laboral,
por lo que es importante informar al usuario la forma en la que este manual esta
estructurado y asi lograr el uso adecuado de éste.

A continuacion se describira brevemente la composicion del manual:

Cada uno de los temas contiene un objetivo y su propia introduccion, con lo cual
se abarcan antecedentes historicos, tedricos y practicos. En el caso particular de los
temas: manipulacion de material y medios estériles, elaboracion de preparaciones
cromosomicas a partir de cultivo de linfocitos, técnicas de bandeo, cromosomas
sexuales, prueba de Ames, determinacion del potencial de un agente clastogeno,
determinacion de la capacidad antimutdgena de un producto natural e induccion de
teratogénesis en ratdn, cuentan con una practica y cada una con su propio diagrama de
flujo ecoldgico, las cuales se pueden realizar dentro del laboratorio de citogénetica. Con
lo que respecta a los temas: analisis cromosémico, aberraciones cromosomicas
estructurales y numéricas cuentan con una practica y una actividad en la cual el alumno
podra recortar los cromosomas de una microfotografia y posteriormente ordenarlos en
una hoja para armar el cariotipo. Los demas temas sélo contienen la informacion tedrica
para mantener al alumno o usuario informado sobre las técnicas mas recientes hasta al
momento, esto con la finalidad de que este manual se ajuste al programa y necesidades
del laboratorio de citogenética.
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INTRODUCCION

La elaboracion de este manual se centra principalmente en la necesidad de brindar a los
estudiantes una herramienta basica que sirva de apoyo en su formacién profesional. Se
abordaran diversos temas de la citogenética los cuales serdn presentados de manera clara y
didactica, teniendo asi su principal finalidad el ser util y despertar el interés por el area a
estudiantes de las carreras de ciencias biologicas (QFB, BQD, Medicina, Farmacia, QBP, QFI, y
carreras afines).

La citogenética es el estudio de la estructura y funcién de los cromosomas y los estudios
citogenéticos han adquirido con el devenir del tiempo una mayor importancia a la hora del
diagnostico, por lo que es importante que el estudiante conozca desde la elaboracion de un
cultivo hasta la reciente incorporacién de las técnicas de citogenética molecular, la cual, ha
mejorado el tiempo de entrega y la exactitud de los resultados y sobre todo ha contribuido
también a la observacion de nuevas anomalias cromosomicas y a la localizacion de genes
especificos.

El manual esta dividido en dos capitulos. EI primer capitulo titulado Citogenética
humana, aborda las técnicas mas representativas en el laboratorio de citogenética convencional
como es el caso de las técnicas de bandeo C y G, sexocromatina, corpusculo “F” y técnicas
moleculares (FISH, CGH, y sus variantes) para que el estudiante aprenda la realizacion del
diagnostico, prondstico y seguimiento de numerosas cromosomopatias. El segundo capitulo
titulado citogenética toxicolOgica cubre las técnicas para la deteccion de los agentes que son
toxicos para el material genético, estas técnicas son: Prueba de Ames, Micronucleos in vivo e in
vitro, ICH, Induccidn de teratogénesis en rata, pero también se tratara que el estudiante conozca
aquellas posibles sustancias que prevengan o reduzcan estos efectos genotoxicos, con lo cual, el
alumno tendra las herramientas basicas para la deteccion y el estudio de los efectos adversos o
genotdxicos sobre el proceso de la herencia.

Por lo que el estudiante al finalizar el paquete terminal de Citogenética estara
capacitado para poder identificar anomalias cromosémicas tales como, deleciones sutiles,
inversiones, inserciones, translocaciones, sitios fragiles y otras mas reorganizaciones. Ademas
sera capaz de utilizar marcadores citogenéticos aparte de las aberraciones cromosomicas
estructurales o numeéricas, podra determinar si un compuesto es genotoxico o citotdxico, asi
como también detectar indicadores sensibles de alteraciones genéticas, que son Utiles para el
diagndstico como son: la frecuencia de micronucleos y el intercambio de cromatides hermanas.

Y sobre todo conocera la importancia que tiene el uso de los diagramas de flujo
ecologicos durante la realizacion de cada practica, ya que, en los ultimos afios la sociedad se ha
preocupado y enfocado en reducir la contaminacién del ambiente, el cual, es afectado por la
generacion de cientos y hasta miles de agentes contaminantes que son depositados en la tierra
indiscriminadamente y que afio tras afio han colaborado al deterioro de nuestro planeta. Es por
eso, que cada una de esta serie de técnicas vienen acompafiadas de sus respectivos diagramas
de flujo ecoldgicos, tienendo la finalidad de indicarle al alumno cual serd el procedimiento a
seguir durante y después de cada practica realizada, ademas de el manejo preciso y adecuado de
los residuos generados dentro de el laboratorio con el fin de que el alumno también se forme
una nueva cultura sobre el cuidado del ambiente y de esta manera contribuir a la disminucion de
estos residuos que tienen impacto ambiental.
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OBJETIVO

Elaborar un manual para el area de Citogenética humana y toxicoldgica que proporcione
las bases tedricas y practicas de una serie de técnicas aplicables en estas areas, asi como
la implementacion de los diagramas ecoldgicos, que guien al alumno, y al personal
académico en el buen manejo de las mismas y de los residuos generados dentro del
laboratorio.

X/
L X4

X/
L X4

OBJETIVOS PARTICULARES

Brindar las herramientas necesarias que sirvan de prevencién y control en el
impacto del ambiente a través de diagramas ecolégicos.

Identificar y diagnosticar a través de las técnicas aqui descritas, las
cromosomopatias mas comunes en el ser humano.

Analizar y explicar como la estructura y comportamiento de los cromosomas
garantizan la conservacion de la informacion genética entre células de un
organismo a otro, lo cual implica la transmision del material genético de padres
a hijos, aplicando métodos de citologia y genética para el estudio de la herencia.

Aprender la importancia de los ensayos genotdxicos con el fin de evaluar el
potencial y riesgo de sustancias que puedan dafiar el material genético a nivel
molecular y cromosémico.
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BIOSEGURIDAD Y
CONTROL DE CALIDAD

PELIGRO
BIOLOGICO

EN EL LABORATORIO

DE CITOGENETICA Y
CITOGENETICA TOXICOLOGICA
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El trabajo en los laboratorios esta regulado por diversas normas y protocolos
tanto de calidad como de seguridad, cuyo objetivo principal es llevar a acabo un buen
desempenio de las practicas, asi como también de sensibilizar a los participantes sobre la
importancia tanto de su autocuidado como la de sus comparieros y su entorno; generar
conciencia en seguridad, de los accidentes que pueden prevenirse y del control de los
peligros asociados que ocurren con la manipulacion y el uso de agentes infecciosos y
quimicos. Estas normas a su vez se encuentran reguladas por diversas normas
(NORMA Oficial Mexicana NOM-018-STPS-2000: NOM-087-ECOL-SSA1-2002;
NOM-026-STPS-2008; como también el manual de bioseguridad 2005 de la OMS).
Siempre se debe tener presente los posibles riesgos que existen al trabajar con
materiales y agentes peligrosos, por lo que no hay excusa para que Se presenten
accidentes dentro del laboratorio si todos sus integrantes se encuentran bien informados.
Por lo cual, a continuacion se enlistaran una serie de normas que deben conocerse y
seguirse para que tanto el alumno como los profesores y trabajadores puedan llevar a
cabo.

1.- SEGURIDAD Y CALIDAD DENTRO DEL LABORATORIO

El personal que ingresa al laboratorio de citogenética se ve OBLIGADO a realizar y
a sequir las indicaciones del personal a cargo del mismo (en este caso el profesor que en
ese momento se encuentre impartiendo la materia). Ellos brindaran la informacion sobre
las medidas de seguridad al iniciar el ciclo escolar las cuales deberan seguirse a lo largo
de todo el semestre), al igual de brindar la informacion necesaria sobre dispositivos de
seguridad tales como la localizacion de extintores, tragafuegos, salidas de emergencia,
teléfonos de emergencia, lavaojos, regadera de emergencia y pictogramas ubicados al
interior del laboratorio los cuales NO DEBEN de ser ignorados por el personal (NOM-
018-STPS-2000).

1.1 .- El alumno desde su ingreso hasta su salida del laboratorio debe de contar con el
equipo necesario de proteccién personal y tener conocimiento de lo que va a realizar
durante la practica, por lo que a continuacion se brindan las siguientes
recomendaciones:

1) Bata blanca y limpia. La bata debera emplearse durante toda la estancia en el
laboratorio.

2) Usar guantes de latex, vinilo o de nitrilo y de cubrebocas en los momentos
de toma de muestra o manipulacién de las mismas.

3) Zapatos adecuados, no sandalias.

4) Usar gafas de seguridad cuando sea necesario.

5) El uso de lentes de contacto debera estar bajo ciertas consideraciones.

6) El cabello debidamente recogido.

7) Contar con un diagrama de flujo ecoldgico por persona y el material necesario
para cada préctica.

8) Cuando se tengan dudas sobre algun producto o procedimiento debe consultarse
al profesor antes de proceder.

9) Trabajar siempre en silencio y con tranquilidad.

10) Respetar, cuidar y evitar en todo momento el sufrimiento innecesario de los
animales de experimentacion.

11) Conocer la toxicidad y riesgos de todos los compuestos con los que se trabaje.

12) Leer cuidadosamente las indicaciones en la etiqueta de cada reactivo.
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13) No inhalar, probar u oler productos quimicos si no estas debidamente informado.

14) No pipetear con la boca o ingresarse a la boca cualquier otro material del
laboratorio.

15) Evita ingresar productos inflamables dentro del horno.

16) Las heridas y quemaduras deben ser tratadas inmediatamente. En el caso de
salpicaduras de acidos sobre la piel lavar inmediatamente con agua abundante,
teniendo en cuenta que en el caso de acidos concentrados la reaccion con el agua
puede producir calor. Es conveniente retirar la ropa para evitar que el corrosivo
quede atrapado entre la ropay la piel.

17) Al finalizar cada practica el material y la mesa de laboratorio deben dejarse
limpios y cerrarse las llaves de gas, agua y jaulas en caso de que haya animales
de laboratorio.

18) Debera descontaminarse cualquier material sucio antes de limpiarlo.

19) Verificar el uso adecuado de los equipos que vayas a utilizar. En caso de
desperfectos notificalos al profesor o encargado del laboratorio

20) Trabajar en la campana solamente el material necesario y evita colocar el rostro
dentro de la campana.

21) Calibrar adecuadamente los tubos a centrifugar. No abras la centrifuga hasta que
esté completamente detenida.

22) Las balanzas deben dejarse perfectamente limpias después de finalizar la pesada.

23) Y sobre todo RECUERDA que el laboratorio no es un lugar para jugar, ni
para realizar bromas.

1.2 .- Por lo general causas indirectas son unas de los motivos mas comunes de
accidentes en los laboratorios como la falta de orden y limpieza. Por lo que también se
debe de poner absoluta atencion a las siguientes recomendaciones

A. No comer, beber, fumar o aplicarse maquillaje dentro del laboratorio.

B. Mantener las mesas y escritorios siempre limpios y libres de materiales
extrafos.

C. No dejar encima de la mesa del laboratorio ningun tipo de prenda.

D. Retirar de las mesas y colocar en su sitio correspondiente cualquier material
que haya sido utilizado para realizar un trabajo.

E. Colocar materiales alejados de los bordes de las mesas, para evitar que
caigan.

F. No usar utensilios ni equipos de vidrio con desportilladuras, grietas, ¢
rajaduras.

G. Depositar objetos rotos de vidrio sélo en recipientes destinados a tal fin.

H. Colocar los residuos, remanentes de muestras, etc., s6lo en los lugares
destinados a tal fin.

I. Rotular todos los recipientes, aunque s6lo se pongan en éstos productos en
forma temporal.

J. No tirar a las tarjas residuos contaminantes.

K. Limpiar inmediatamente cualquier derrame de producto quimico.

L. Léavate las manos después de cada préactica y antes de salir del laboratorio.
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2.- SENALAMIENTOS Y COLORES DE SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

Es importante también entender y comprender la importancia de los
sefialamientos y colores de seguridad e higiene colocados en el laboratorio los cuales se
ven desde la tuberia hasta los reactivos a utilizar, cuya finalidad tiene el de indicar al
alumno la presencia de peligro y asi prevenir cualquier accidente que pueda ocurrir. En
la tabla 1 se muestran los colores de seguridad y su significado de cada uno de ellos.

Tabla 1.- Colores de seguridad, su significado e indicaciones y precisiones (NOM-026-STPS-2008).

COLOR DE
SEGURIDAD SIGHIFICADO INDICACIONES Y PRECISIONES
Paro. Alto v dispositivos de desconexion para emergencias.
Prohizicion. Sefalamientos para prohibir acciones especificas.
RCJO — — -
. . Ubkicacicn  y  localizacion de  los  mismoz e
Material, equipo v sistemas paral. . . .
) identificacion de tuberias que conducen fluidos para
combate de incendios. )
gl combate de incendios.
. ) Atencion, precaucion, verificacion e idenfificacién de
Advertencia de peligro. . . ]
tuberias que conducen fluidos peligrosos.
AMARILLO Delimitacion de dreas. Limites de areas restringidas o de uzos especificos.

Advertencia de  peligro  por|Sefalamiento para indicar la presencia de material
radiaciones ionizantss. radiactivo.

|dentificacian de tuberias que conducen fluidos de
hajo resgo. Sefalamientos para indicar salidas des
VERDE Condicion segura. emergencia, rutas de evacuacion, zonas de sequridad
y primeros auxiliog, lugares de reunidn, regaderas de
emergencia, lavaojos, enfre ofros.

AZUIL Obligacidn. Sefalamientos para realizar acciones especificas.

Dentro del laboratorio como ya se ha comentado, existe una serie de pictogramas
los cuales indican una accion ya sea preventiva o de prohibicion, las cuales estan
dispuestas para evitar accidentes en el area de trabajo. Cada pictograma se encuentra
encardado por una serie de formas geométricas las cuales tienen asociadas una accién
y estas estan asignadas por la NOM-026-STPS-2008. A continuacion en las tablas 2-6
se muestran los pictogramas que se encuentran en el laboratorio de citogenética.

Tabla 2.- Pictograma de prohibicién (NOM-026-STPS-2008).

CONTENIDO DE IMAGEN DEL
INDICACION SIMBOLO EJEMPLO
Al PROHIBIDD FUMAR CIGARRILLO ENCENDIDOD
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Tabla 3.- Pictogramas de precaucion (NOM-026-STPS-2008).

CRAMED HUMANG DE FRENTE
co _F:gilcé;umom, SUSTANCIA CON DOS HUESOS LARGOS
CRUZADOS POR DETRAS
UNA MANGC INCOMBLETA SOBRE
LA QUE UNA PROBETA DERRAMA
o3 |PRECAUCION, SUSTANCIAS UN LIQUIDO. EN ESTE SIMBOLO
3 |corrOSIVAS PUEDE AGREGARSE UNA BARRA
INCOMPLETA SOBRE LA QUE OTRA
PROBETA DERRAMA UN LIGUIDO
PRECAUCION, MATERIALES
€4 ||NFLAMABLES ¥ cOMBUSTISLES |IMAGEN DE FLAMA A
cg |ADVERTENCIADERIESGO CIRCUNFERENCIA ¥ TRES MEDIAS
g BIOLOGICO LUNAS

Tabla 4.- Pictogramas de informacion (NOM-026-STPS-2008).

INDICACION

CONTENIDO DE IMAGEN DEL
SIMBOLO

EJEMPLO

SILUETA DE UN EXTINTOR CON
FLECHA DIRECCIONAL

_ .

D11 |UBICACIONDEUNEXTINTOR | FLECHADIRECCIOMAL
REQUERIDO

D12 |UBICACION DEUNHIDRaNTE | SILUETA DE UN FIDRANTE CON

FLECHA DIRECCIOMAL

Reyes Pineda Sergio Miguel




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

Tabla 5.- Pictogramas de ubicacién (NOM-026-STPS-2008).

D23 Hotastma 0 UNRISLUETA  Humama  BaJo U
EMERGERCIA REGADERA v FLECHS DIRECCHOMAL
LIBICACOR DE

D24 ESTACIOMES % BOTIGUIN EE%%C|OHG.ELI.EGA ki FLECHA,
DE PRIMER QS ALXILIOS

CONTORNO DE CABEZA HUMANA

o [JBICACION  DE  UN[INCLINADA SOBRE UN CHORRO DE

25 | avaotos AGUA DE UN LAYVAOJOS, ¥ FLECHA
DIRECCIONAL

Tabla 6.- Formas geométricas para sefiales de seguridad e higiene y su significado (NOM-026-

STPS-2008).

SIGNIFICADC

FORMA
GECMETRICA

FORMA GECMETRI

DESCRIPCION DE

CA

UTILIZACION

Circulo con banda circular

FRECALICION

ld biaricurilal,

hase debera ser paralela a

Advierte de un peligro.

yl:uﬁanda diametral Dl_:!“':uaaF'rDhibiciljn de una accion
FPROHIBICHIMN 457 conla - horizontal, susceptikle de  provacar un

dispuesta de Ia parte ",

superior izgquerda a la g0

inferior derecha.

. Descripcidn  de  una  accidn
OBLIGACIOM Circulo. ubligaluria,

Trigdngulo  eqdildtero. La

M F 2R A O

Cuadrado o rectangul
relacidn  de lados

upYele

COmo maximo 1:2.

o. La
sera

Proporcicna informacidn  para
casos de emergencia.
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Tabla 7.- Colores de seguridad para tuberias y su significado (NOM-026-STPS-2008).

S%?}LU%TDTD SIGNIFICADO
Rojo Identificacion de fluidos para el combate de incendio conducidos por tuberia.
Amarillo Identificacién de fluidos peligros conducidos por tuberia.
Verde Identificacion de fluidos de bajo riesgo conducidos por tuberia.

3.- BIOSEGURIDAD.

Los residuos peligrosos biolégicos infecciosos (RPBI), son aquellos que se
generan durante las actividades asistenciales a la salud de humanos o animales en los
centros de salud, laboratorios clinicos o de investigacion, bioterios, centros de
ensefianza e investigacion, principalmente; que por el contenido de sus componentes
puedan representar un riesgo para la salud y el ambiente. La Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-SSA1-2002, establece los requisitos para la separacién, envasado,
almacenamiento, recoleccidn, transporte, tratamiento y disposicion final de los residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos que se generan en establecimientos que presten
servicios de atencion médica (NOM-087-ECOL-SSA1-2002).

Es por esto importante que se conozca el manejo adecuado de los residuos
biolégicos generados en el laboratorio ya que las medidas de seguridad no terminan al
finalizar el experimento. La eliminacion inadecuada o la ausencia de identificacion son
causa frecuente de contaminacién ambiental y de accidentes. El depdsito indiscriminado
de residuos peligrosos, cristal roto, etc. en el bote de basura provoca frecuentes
accidentes entre el personal de limpieza.

Los residuos bioldgicos (sangre, tejidos animales o humanos y todo el material
que haya estado en contacto con ellos) deberan ser recolectados en los recipientes y
bolsas adecuadas como se indica en la Norma Oficial Mexicana . La siguiente tabla
muestra la adecuada separacion de acuerdo a las caracteristicas de cada residuo:

Tabla 8. Separacidn de residuos biolégicos de acuerdo a las caracteristicas de cada residuo (NOM-
087-ECOL-SSA1-2002).

TIPO DE RESIDUOS ESTADO FISICO ENVASADO COLOR

4.1 Sangre Liquidos Recipientes herméticos Rojo

4.2 Cultivos y cepas de Sélidos Bolsas de polietileno Rojo

agentes infecciosos

4.3 Patologicos Sélidos Bolsas de polietileno Amarillo
Liquidos Recipientes herméticos Amarillo

4.4 Residuos no anatémicos Sélidos Bolsas de polietileno Rojo
Liquidos Recipientes herméticos Rojo

4.5 Objetos punzocortantes Sélidos Recipientes rigidos Rojo

polipropileno
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Las bolsas se llenaran al 80 por ciento (80%) de su capacidad, cerrdndose antes
de ser transportadas al sitio de almacenamiento temporal y no podran ser abiertas o
vaciadas. Mientras que los recipientes para los recipientes de los residuos peligrosos
punzocortantes deberan ser rigidos, de polipropileno color rojo, con un contenido de
metales pesados de no mas de una parte por millén y libres de cloro, que permitan
verificar el volumen ocupado en el mismo, resistentes a fracturas y pérdidas de
contenido al caerse, destructibles por métodos fisicos, tener separador de agujas y
abertura para deposito, con tapa(s) de ensamble seguro y cierre permanente, deberan
contar con la leyenda que indique "RESIDUOS PELIGROSOS PUNZOCORTANTES
BIOLOGICO-INFECCIOSOS" y marcados con el simbolo universal de riesgo
bioldgico tal y como lo determina esta Norma (NOM-087-ECOL-SSA1-2002).

4.- ACONDICIONAMIENTO DEL ENCARGADO DE TOMA DE MUESTRA

La persona designada para la toma de muestra debe estar conciente de aplicar las
normas de higiene necesarias para llevar a cabo dicho proceso. Es por ello que a
continuacidn se presenta el procedimiento que el usuario tiene que llevar acabo antes de
realizar la toma de muestra.

1. Antes de realizar cualquier procedimiento para la toma de muestra es importante
realizar un adecuado lavado de manos con agua y jabon.

2. Posteriormente se deben de secar perfectamente las manos, con una toalla o
servitoalla.

3. Deben de usarse guantes y cubrebocas estériles para evitar entrar en contacto
con el paciente y de manera accidental con la muestra obtenida.

Reyes Pineda Sergio Miguel 19



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

Diagrama de flujo ecolégico 1.- Acondicionamiento del encargado en toma de muestra.

Agua; jabon

Acondicionamiento
del encargado en
toma de muestra

Lavarse

perfectamente las

manos

Servitoalla

R1

v

Cubrebocas
; guantes

Secarse las

manos

Ll

A

\ 4

R2

Colocarse
guantes y

cubrebocas

estériles

Tabla de residuos 1.- Acondicionamiento para toma de muestra.

Numero de Residuo Norma que regula su Disposicion
residuo recoleccién o almacenamiento
R1 Agua jabonosa NOM-002-ECOL-1996 Tarja 0 desague
R2 Servitoallas sucias. NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Bolsa de basura
negra, basurero
municipal.
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CAPITULO |

CITOGENETICA
HUMANA
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INTRODUCCION

La Citogenética es la parte de la Genética que se encarga del estudio del
cariotipo es decir, el estudio minucioso de los cromosomas, su composicion, estructura,
funcién, comportamiento, de qué manera se transmiten a la descendencia y su
correlacion con las cromosomopatias (Galan, 2002). Todas las técnicas implicadas en el
estudio de la citogenética han estado constantemente evolucionando, desde el
mejoramiento del microscopio éptico, (ya que este no permitia la visualizacion exacta
de regiones cromosdmicas) hasta la aparicion de las técnicas de tincion diferencial, las
cuales hicieron posible la caracterizacidn de cada par cromosémico con mayor precision
y por lo tanto la evaluacion de la integridad microscépica de cada estructura.

Aunque se trata de una ciencia relativamente joven la citogenética ha atravesado
por una gran cantidad de avances y aportaciones tan importantes que han dado pie al
progreso de la Citogenética humana, lo cual ha derivado en la deteccion de
alteraciones numéricas y estructurales de los cromosomas.

A continuacion se mencionan algunos de los avances que se han ido dando a
través de la historia de la citogenética:

Walter Flemming que por primera vez proporcioné una ilustracion de los
cromosomas humanos y se refirio a la parte tangible del ndicleo como cromatina y
utilizé el término mitosis en 1882 (Gersen, 2005). En 1913, Bridges descubre la no
disyuncion de los cromosomas, en 1927 Mdller la mutacion de los cromosomas por
efecto de las radiaciones. Morgan y Muller recibieron Premios Nobel en 1933 y 1946,
respectivamente. En 1949 Barr descubre la cromatina sexual del cromosoma X y en
1956, Tjio y Levan determinaron el nimero 46 de cromosomas del hombre. Sin
embargo, el descubrimiento mas importante del siglo se dié en 1953 cuando James
Watson y Francis HC Crick terminaron por descubrir que la molécula del ADN tenia
una estructura de doble hélice, por lo que recibieron el Premio Nobel de Medicina en
1962. Entre 1959 y 1961 se producen los descubrimientos que fundaron la Citogenética
médica. J Lejeune descubrié la trisomia 21; Patricia Jacobs la aberracion XYY del
sindrome de Jacobs; en 1960 Novell y Hungerford descubrieron el cromosoma
Filadelfia en las leucemias y en 1961 Mary Lyon postula su hipétesis sobre la accion
génica de dosis compensada del cromosoma X (Cruz-Coke, 2003).

Ya son mas de 50 afios, desde que Caspersson y colaboradores permitieron la
visualizacion de patrones de bandas caracteristicos en un cromosoma metafasico,
mediante el uso de distintos colorantes y agentes denaturalizantes (Descailleaux, 1980)
de lo cual hoy tenemos las técnicas de bandeo Q, NOR, C, R, T, G, siendo esta tltima la
méas empleada en los laboratorio de Citogenética. En la conferencia de Paris, en 1971
guedaron establecidas las reglas de nomenclatura citogenética basadas principalmente
en el bandeo G. Estas normas, hoy conocidas como ISCN (Sistema Internacional de
Nomenclatura Cromosémica) fueron aumentadas y actualizadas sucesivamente en
1975, 1978, 1981, 1985, 1991, 1995, 2005 y 2009 (Shaffer , 2006; Pastene, 2010).
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A partir de los experimentos de Pardue y Gall en 1969 en 6vulo de rana
Xenopus que permitieron la identificacion de la posicion de secuencias de ADN in situ
mediante el uso de la hibridacién molecular (Gall; Pardue , 1969; Pardue; Gall,
1970), se formaron los cimientos sobre los cuales se desarroll6 en afios posteriores una
diversidad de metodologias basadas en la hibridizacion de fragmentos de A&cidos
nucleicos sobre cromosomas en metafase y ndcleos en interfase, denominadas técnicas
de Hibridizacion in situ (Pastene, 2010).

Las bases sélidas de la Genética molecular y los avances tecnoldgicos del ultimo
siglo no se hubiesen dado sin el uso del microscopio de fluorescencia, que no sélo
permitié identificar los cromosomas, sino que permitieron identificar anomalias
cromosoOmicas tan pequefias que estan fuera de la resolucion del microscopio optico. Y
desde 1980 las técnicas de Citogenética molecular basadas en hibridacion in situ
fluorescente (FISH) y sus variantes tecnoldgicas (hibridacién gendmica comparativa —
CGH-y FISH multicolor) han permitido la deteccidn e identificacion precisa de un gran
numero de anomalias cromosomicas (Hernando, 2005).

Por lo que hoy en dia gracias a todas estas técnicas, avances y descubrimiento el
citogenetista ha aumentado su capacidad en la deteccion, identificacion y prevencion
prenatal de anomalias estructurales y/o numéricas, y sobretodo en la citogenética del
cancer con el descubrimiento del cromosoma Filadelfia (Ph) colaborando de manera
eficiente en la comprension de la etiologia de dichas patologias.
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1.1.- MANUPULACION DE MATERIAL Y
MEDIOS ESTERILES

OBJETIVO

Aprender el manejo correcto del material y medios de cultivo celular en
condiciones estériles a través de la manipulacion de los mismos, en una campana
de flujo laminar para que adquiera destreza y habilidad, evitando asi la
contaminacion microbioldgica.

INTRODUCCION

En el laboratorio, particularmente en un laboratorio de citogenética donde se
realizan cultivos celulares, existen situaciones donde la limpieza no es suficiente, es por
ello que se requiere la certeza de la eliminacion de los microorganismos (bacterias
vegetativas o esporuladas, virus, hongos, parasitos, priones) para lo cual es necesario
utilizar técnicas que denominamos asepsia, esterilizacion y desinfeccion (De La Rosa,
2003).

La sepsis, palabra derivada del griego que significa degradacion,
descomposicion o putrefaccion, indica contaminacion bacteriana (Tortora, 2007). Por
lo que, la asepsia también conocida como la técnica estéril, consiste en mantener un
ambiente estéril y evitar la transmision de enfermedades al reducir el nimero de
patdgenos o0 agentes contaminantes. Para el mantenimiento de la asepsia es importante
una técnica adecuada de lavado de manos, o una buena higiene de las mismas, ademas
de un control ambiental, conocimiento de las precauciones universales, utilizacion de
guantes y otros equipos de proteccion personal (Fulcher, 2007).

La esterilizacion se define como la eliminacion o la destruccion de todas las
formas de vida microbiana. ElI calor es el método mas comun para eliminar
microorganismos, incluyendo las formas mas resistentes (Tortora, 2007).Todos los
métodos de esterilizacion estan disefiados para matar o impedir la reproduccién de
microorganismos potencialmente peligrosos para los seres humanos (Martin, 2001).

Estos métodos se pueden emplear para la esterilizacion del material que se usa
durante el trabajo directo con las células, o en la descontaminacién. Para un cultivo
celular, los métodos mas comunes de esterilizacion de los equipos incluyen el uso de
altas temperaturas. La esterilizacion por calor seco (~ 180 a 200° C) se puede utilizar
para la preparacion del material de vidrio (botellas, tubos, pipetas, etc.), metal (latas,
tapas, etc.) y algunos materiales de base fendlica (tapas de botellas) (Martin, 2001).

El calor seco se logra en un horno alcanzando temperaturas de 180°C por hora.
Otra manera de esterilizar por calor seco, es la flama directa o el calor directo. Al
guemar un objeto se incinera, no dejando ninguna bacteria viva, y queda el objeto
esterilizado. El aire caliente también es una forma de calor seco, aunque es poco usado,
porgue no es muy practico (Romero, 2007).

La esterilizacion més utilizada y confiable es con calor himedo, la cual requiere
de temperaturas superiores a la de la ebullicion del agua (Tortora, 2007). Debido a la
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alta energia calorifica liberada, las bacterias la absorben y mueren coaguladas, y con
ello, sus enzimas son desnaturalizadas (Romero, 2007). Estas temperaturas elevadas se
alcanzan con mas frecuencia mediante vapor bajo presion en un autoclave (Tértora,
2007), siendo esta una de las més utilizadas en los laboratorios para esterilizar cultivos y
soluciones que no formen emulsiones con el agua y que no se desnaturalicen a
temperaturas mayores de 100° C. Una temperatura de 121°C (una atmosfera de
sobrepresion) con un tiempo de exposicién mayor a 15 minutos sirve para destruir
organismos formadores de esporas (www.microbiolgia.com).

La concentracion ideal de vapor de agua para esterilizar es del 100%, por lo que;
todo el material debe estar sumergido en vapor sin aire alguno (vapor saturado), y para
ello se debe evacuar todo el aire. Esto se puede conseguir por desplazamiento o vacio.
La extraccion del aire por desplazamiento consiste en dejar hervir el agua en el
autoclave cerrada, sin bloquear la espita de salida de vapor durante un tiempo necesario
para que el vapor de agua expulse y sustituya todo el aire que habia inicialmente;
después se cierra la espita y el vapor actGa a presion y alta temperatura (De La Rosa,
2003).

Otras formas de calor himedo es el vapor fluente o corriente, que cuando se
pone en contacto los microorganismos con el vapor, éstos son quemados por la alta
temperatura. (Romero, 2007).

La esterilizacion por medio de radiaciones emplea dos tipos de radiacion: las
ionizantes y las no ionizantes. Entre las radiaciones no ionizantes esta, la luz ultravioleta
de longitud de onda entre 240 y 280 nm es un método importante, que produce
mutaciones letales. En tanto que las radiaciones ionizantes, como los rayos vy, producen
cambios estructurales de los acidos nucleicos y las proteinas. El ultrasonido también se
emplea en la esterilizacion, destruye las estructuras de los microorganismos como la
membrana plasmatica, y esto conduce a su inactivacion (Gonzélez, 2005).

La filtracion es un método til para eliminar las bacterias y los hongos de las
soluciones o el aire (mediante filtros de particulas de alta eficiencia, HEPA), no
obstante, estos filtros no consiguen eliminar los virus, esporas, ni algunas bacterias de
pequefio tamafo (Murray, 2005).

La desinfeccion es un proceso con el que se destruyen microorganismos
patdgenos, aunque no necesariamente todos los microorganismos, ni todas las esporas.
Los métodos de desinfeccion comprenden:

e Fisicos: Ebullicion, vapor, calor seco, la pasteurizacién, radiaciones.

e Agentes quimicos: Alcoholes, aldehidos hal6genos, metales pesados,
compuestos de amonio cuaternario, fenoles, colorantes, etc. (Forbes,
2009).

Existen diversos factores que influyen en la actividad de los desinfectantes, por
ejemplo:
Temperatura y pH
Concentracion del desinfectante
Carga microbiana
Cantidad de compuestos organicos
Naturaleza de la superficie a desinfectar
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e Tipos de microorganismos presentes (Forbes, 2009).

Los laboratorios de cultivo celular por lo general tienen la funcién de hacer
crecer y mantener las células vivas. La exposicion humana a productos quimicos
peligrosos, radiaciones o material bioldgico durante los procesos de esterilizacion y
desinfeccion de las préacticas es generalmente baja. Sin embargo, la posible exposicion a
estos agentes puede aumentar, ya que, si los experimentos en el laboratorio estan
disefiados para dafiar o matar a las células 6 si las células y los materiales utilizados en
el cultivo son infecciosos. Por lo que académicos, alumnos o laboratoristas que estan
Ilevando a cabo los procedimientos, deben ser conscientes de los requisitos de seguridad
antes mencionados (Martin, 2001).

1.1.1.- PRACTICA 1: MANIPULACION DE MATERIAL Y MEDIOS

ESTERILES

Material por alumno.

Frascos para cultivo.
Tapones para los frascos.
Pipetas seroldgicas 10 ml.
1 pipeta Pasteur.

1 Pinza Adson sin dientes.
Cubrebocas.

Material por equipo.

Jabon liquido o detergente
Horno de calor seco.
Estufa bacterioldgica.
Perilla de goma.
Algodén,

Papel estraza,

Papel aluminio,
Masking tape.
Autoclave.

Campana de esterilidad
Aparato de filtracion.
Mechero.

Reactivos.

Medio liquido #1 (caldo nutritivo).

Medio liquido #2 (extract broth).
Cloruro de benzalconio.
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Procedimiento

1.
a)

b)

b)
c)
d)
e)
f)

9)

Preparacion del material.

Lavar el material con detergente comun. Enjuagar repetidas veces con agua
corriente hasta eliminar todo resto de detergente.

Empacar de la forma acostumbrada y esterilizar el material de vidrio en el horno
a 180°C durante 2 horas. Los medios de cultivo se esterilizan en autoclave.

Técnica de manipulacion.

Limpiar el area de trabajo con agua y jabén. Por ultimo, pasar un algodon
impregnado con cloruro de benzalconio dentro de la campana de esterilidad.
Encender el mechero con flama de regular tamafio.

Vaciar 8ml. del medio #1 a cada frasco de cultivo

Adicionar con la pipeta Pasteur 10 gotas del medio liquido #2

Mezclar bien el contenido de los frascos y tapelos.

Incubar en la estufa a 37°C durante 48 horas. Observe si hay o no,
contaminacion microbiana.

Reportar resultados y conclusiones.
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Diagrama de flujo ecolégico 2.- Manipulacion de material y medios estériles.
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Diagrama de flujo ecolégico 3.- Técnica de manipulacion.
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Tabla de residuos 2.- Manipulacion de material y medios estériles.

NUmero Residuo Norma que regula su Disposicion
de residuo recoleccién o almacenamiento
R1 Agua jabonosa NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desague
R2 Agua sucia NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desague
R3 Agua jabonosa NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desague
R4 Papel con cloruro de Bolsa de basura negra,
benzalconio basurero municipal.
R5 Frasco con caldo NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa de basura negra,
nutritivo basurero municipal.
R6 Frasco con extract NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa de basura negra,
broth basurero municipal.
R7 Medios de cultivo NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Inactivacion previay

colocar en bolsas rojas
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1.2.- MICROSCOPIO OPTICO

OBJETIVO

Conocer el uso mediante su fundamento, ademas del mantenimiento adecuado del
microscopio optico, para destacar la importancia que tiene éste, en la citogenética
como herramienta de estudio.

INTRODUCCION

Los microscopios (del griego mikros: pequefio y skopein: observar) son instrumentos
Opticos que nos permiten ver objetos muy pequefios o detalles estructurales imposibles
de distinguir a simple vista porque estan por debajo del limite de resolucion del ojo
humano (Montengua, 2009).

El microscopio compuesto se describid por primera vez en el siglo XVI. En el
afio de 1665, el metddico experimentador y comerciante Antonio Leeuwenhoek (1632-
1723) fabricd sus propios microscopios que llegaban hasta unos 270 aumentos y los
cuales no fueron superados durante mucho tiempo hasta el siglo XVIII. En el afio de
1665, el famoso inglés Robert Hooke (1635-1703) construyd un microscopio compuesto
con enfoques macro y micro. En 1667 observé células en la médula del saico y fué el
primero que observé las células de las plantas (Valencia, 2004).

El desarrollo del microscopio esta estrechamente unido a la evolucién de la
biologia celular y la medicina. Los microscopios proporcionan al observador una
resolucion mejorada (capacidad de observar dos objetos cercanos como objetos
distintos), contraste (capacidad para detectar las diferentes regiones de la muestra sobre
la base de la intensidad o color) y amplificacion (capacidad de hacer visibles los objetos
pequefios). El ojo humano puede resolver objetos del orden de 0,1 mm, mientras que el
microscopio de luz puede resolver objetos del orden de 0,2 um (200 nm) con una
ampliacion de 1000X (Masters, 2008).

1.2.1.- CONSTITUCION FUNDAMENTAL

Un microscopio optico comun esta conformado por tres sistemas:

e Sistema mecanico. Constituido por piezas en las que van instaladas las lentes
que permiten el movimiento para el enfoque. Este sistema comprende: pie, tubo,
revolver, columna, platina, carro, tornillo macro y micrométrico. Estos
elementos sostienen la parte dptica y de iluminacion, y ademas permiten los
desplazamientos necesarios para el enfoque del objetivo.

e Sistema Optico. Formado por un conjunto de lentes dispuestas de tal manera que
produce el aumento de las imagenes (oculares y objetivos). Es el encargado de
reproducir y aumentar las imagenes mediante el conjunto de lentes que lo
componen.

e Sistema de iluminacion, o partes del microscopio que reflejan, transmiten y
regulan la cantidad de luz necesaria para efectuar la observacion (foco de luz
condensador y diafragma), con la finalidad de dirigir la luz natural o artificial de
tal manera que iluminen la preparacion u objeto que se va a observar en el
microscopio. Ver fig. 1 (Vives, 2006).
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1
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Tornilfo de enfoaue micrométrico

Fig. 1.- Esquema general de las partes del microscopio éptico (Tortora, 2007).

1.2.2.-FUNDAMENTO BASICO

El microscopio Optico cuenta con tres sistemas de lentes: el condensador, que
enfoca los rayos de luz sobre la muestra; los objetivos, que magnifican la imagen; y los
oculares, que agregan una mayor magnificacién y permiten la visualizacién directa de la

preparacion (Montengua, 2009).

En esencia la luz de la fuente luminosa incorporada en el pie del microscopio
atraviesa el preparado u objeto, el cual se coloca sobre la platina y el sistema de lentes
del microscopio. La imagen aumentada que producen los objetivos se aumenta todavia
mas por la accion del ocular, éste situado en la parte superior del microscopio, por
donde se observa, como lo demuestra la fig. 2 (Sobotta, 2010).
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Fig. 2.- Trayecto de luz en el microscopio éptico (genomasur.com; Tortora, 2007).

1.2.3.- RECOMENDACIONES DE USO

a) Transporta el microscopio empleando ambas manos, sosteniéndolo de la base y

del brazo.

b) Coloca el microscopio cuando menos a 20 cm del borde de la mesa.

c) Limpia el microscopio con un pafio y los lentes con papel seda o cebolla.

d) Asegurate que el primer objetivo sea el 10 X.

e) Al cambiar de objetivo con el revolver asegurate de no golpear los lentes con la

preparacion.

f) Al terminar de observar. Apaga el microscopio, enrolla el cable, retira la
preparacion y limpia la platina y los lentes como al inicio.
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1.3.- MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA

OBJETIVO

Conocer el uso y los antecedentes del microscopio de fluorescencia, asi como los
fluorocromos mas comunes, por medio de su fundamento, para destacar la
importancia que tiene éste en la citogenética como herramienta de estudio.

INTRODUCCION

Con el afan de fabricar y mejorar cada vez mas los microscopios opticos, se
lleg6 a la conclusion de que el siguiente problema a resolver era como lograr mayor
especificidad y contraste en la microscopia Optica. Después de una serie de arduos
trabajos e investigaciones, se encontrd una solucidn, la cual consistié en la aplicacion
de la fluorescencia (luz incidente de longitud de onda corta causada por una molécula
fluorescente que emite luz de una longitud de onda mas larga) a la microscopia. El
desarrollo del microscopio de fluorescencia se logrd gracias a una serie de avances
técnicos en el disefio del microscopio, asi como la utilizaciéon de moléculas de
fluorescencia intrinseca y moléculas sintéticas de fluorescencia. Augusto Kohler (1866-
1948) desarrollé en 1893 un nuevo sistema de iluminacién del microscopio (Ilamado
maés tarde la iluminacién Kdéhler) con fines fotomicrograficos. y en 1904, inventd el
microscopio de luz ultravioleta que precedio al microscopio de fluorescencia (Masters,
2010).

En 1903, Robert W. Wood (1868-1956) que trabajaba en la Universidad Johns
Hopkins demostré como aislar una banda de luz ultravioleta (300-400 nm) de una
lampara de arco con una solucién de colorante de nitrosodimetilanilina. En 1910,
Lehmann de la fabrica de Carl Zeiss utilizé la fuente de luz Wood’s modificada (Esta
modificacion de la fuente de luz de Wood bloguea toda la luz visible) para hacer un
prototipo de microscopio de fluorescencia. En 1914, Stanislaus von Prowazek
(1875-1915) fué el primero en introducir tincion vital celular en microscopia de
fluorescencia, que es su tincion fluorescente de vida de los protozoos. (Masters, 2010).

Fluorescencia: El fendmeno de la fluorescencia se produce cuando un electrén de un
atomo absorbe toda la energia de una determinada longitud de onda de la luz, saltando a
otros orbitales. Es una situacion inestable durante la cual se emite la mayor parte de la
energia que se ha absorbido (con mayor longitud de onda) y vuelve a desplazarse a su
orbital.

A medida que las moléculas excitadas regresan a su estado normal liberan el
exceso de energia en forma de luz visible de mayor longitud de onda que la radiacion
excitante. Los objetos fluorescentes aparecen brillantemente iluminados contra un fondo
oscuro, segun el color del colorante usado (Zamorano, 2010).

Fluorocromos: Un fluorocromo es una molécula que posee en su estructura dobles
enlaces conjugados y que en respuesta a una estimulacion por un foton emite otro foton
de longitud de onda superior a la del foton excitador. Cada fluorocromo se caracteriza
por un espectro de excitacion y un espectro de emision como se ejemplifica en las
tablas 9 y 10 (Morel, 2000).
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Tabla 9. Fluorocromos basicos en citogenética (modificado de Rost, 1995).

FLUOROCROMO COLORACION EXCITACION
Bromuro de etidio Rojo Verde

DAPI Azul (U.V)
Fluoresceina Verde/amarillo Azul

loduro de propidio Rojo Verde

Naranja de acridina Verde/rojo Azul (U.V)
Quinacrina Verde Violeta
Rodamina 700 Rojo Rojo

Rodamina 800 Rojo Rojo

Tabla 10. Longitudes de ondas de emisidn y excitacion para fluorocromos basicos en citogenética
(Rost, 1995).

FLUOROCROMO A de excitacion (nm) | A de emision (nm)
Bromuro de etidio 482 616
Bromuro de etidio (exceso DNA) 510 595
DAPI (DNA) 372 450
DAPI libre 355 453
DAPI neutral - 495
Fluoresceina (cation) 437 475
Fluoresceina (neutral) 437 515
Fluoresceina (monoanion) 437,491 515
Fluoresceina (dianion) 491 515
loduro de propidio 546 -
Naranja de acridina ortocromatico 502 526
(DNA)

Naranja de acridina metacromatico 460 650
(RNA)

Quinacrina 420 500
Rodamina 700 633 700
Rodamina 800 633 -

1.3.1.- CONSTITUCION FUNDAMENTAL

Fuente luminosa: Las fuentes de luz que se utilizan para la microscopia de
fluorescencia incluyen, mas cominmente, las lamparas de mercurio y de arco de xenon,
asi como las lamparas incandescentes haldgenas. Los laseres son utilizados
principalmente para la microscopia de fluorescencia confocal de fluorescencia y
microscopia de reflectancia total interna (TIRF) (Jacobson, 2010).

Obijetivos: Suelen ser de cuarzo o fluorito Esto amplia el rango atil del objetivo
en el espectro UV, ya que el vidrio absorbe la radiacion ultra-violeta.

Filtros: Los filtros estan disefiados para "pasar™ o transmitir ciertas longitudes de
onda de la luz, mientras el bloquea a las deméas. También es posible ver mudltiples,
emisiones de diferentes colores simultdneamente con filtros de paso multibanda mas
complicados (Jacobson, 2010).
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Filtros de fluorescencia y caja de filtros de fluorescencia: Retienen la radiacion
ultra-violeta, peligrosa para el ojo humano, dejando pasar solamente la radiacion visible,
que no es peligrosa. Existen un gran nimero de juegos de filtros de excitacion y de
emision para los diferentes fluorocromos:

*El de excitacion: Ubicado entre la fuente de luz y el preparado. Permite el paso de
ondas de luz con longitud que caiga en el rango azul con el fin de que el preparado sea
alcanzado exclusivamente por la luz azul y produzca emision de luz fluorescente.

*El de emision: Ubicado antes del ocular para prevenir dafos retinianos que podrian ser
causados por rayos ultravioleta que escapan el espejo dicromico. Corta completamente
la luz de excitacion no deseada, es decir selecciona la longitud de onda de emision del
fluorocromos.

*Espejo Dicroico: Permite la separacion de la luz de excitacion y la fluorescencia.
Posicionado en 45° respecto al eje optico, la longitud de onda mas corta es reflejada y la
longitud de onda més larga lo atraviesa, como se observa en la fig. 3 (Zamorano,
2010).
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Fig. 3.- Esquema de los componentes basicos del microscopio de fluorescencia (A) fuente de luz, (B)
filtro de excitacidn, (C) espejo dicroico y (D) emisién o filtro de barrera (Gersen, 2005).

Epiiluminacion: La luz empleada para la excitacion es reflejada sobre el objeto que
debe observarse a través del objetivo que actiia de condensador (Vives, 2006).
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1.3.2.- FUNDAMENTO FISICO

El microscopio de fluorescencia se caracteriza por poseer una fuente de luz de gran
intensidad, y dos sistemas de filtros. Uno de estos sistemas filtra la luz antes que alcance
la muestra, dejando pasar solo la longitud de onda que excita a las moléculas
fluorescentes que se desea visualizar. La muestra es visualizada a través del segundo
sistema de filtros, que deja pasar solo la longitud de onda correspondiente a la luz
reemitida por los componentes fluorescentes. De esta manera, las estructuras
fluorescentes aparecen luminosas y brillantes, resaltando sobre un fondo obscuro
(Montengua, 2009).

Entre otros aspectos importantes a considerar son:

*El largo de onda de la fluorescencia (emision) es generalmente mas largo que el largo
de onda de la luz excitadora.

*Mientras mas larga sea la longitud de onda, mas baja es la energia de la luz. Por lo
tanto la energia de la fluorescencia es mas baja que la luz absorbida.

*La intensidad de la fluorescencia es generalmente mucho mas baja que la de la luz de
excitacion.

*L_a fluorescencia se desvanece.

*Cada substancia posee un espectro de fluorescencia caracteristico (Zamorano, 2010).
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1.4.- ELABORACION DE PREPARACIONES
CROMOSOMICAS A PARTIR DE CULTIVO DE
LINFOCITOS

OBJETIVO

Conocer y aprender la técnica de rutina para la obtencion de preparaciones
cromosdmicas, por medio de la elaboracion de un cultivo de linfocitos de sangre
periférica, para adquierir habilidad y destreza en la realizacion de ésta.

INTRODUCCION

Las técnicas basicas de cultivo celular se desarrollaron en su mayor parte, a mediados
del siglo XXy siguen evolucionando. Los principales avances se hicieron en los inicios
de la historia del cultivo celular mediante la aplicaciéon de conocimientos derivados de
las observaciones histoldgicas, fisiologicas y anatdmicas. A mediados del siglo XX, los
avances en bioguimica permitieron un desarrollo més preciso de los medios de cultivo.
En los Gltimos 25 afos, los avances en los conceptos y la disponibilidad de reactivos
mediante las técnicas de biologia molecular, han permitido la sustitucion de suero en el
medio de cultivo y una apreciacion de la complejidad de las necesidades celulares. Esto
ha conducido al cultivo de una gran variedad de tipos de células que anteriormente eran
imposibles de realizar (Mericko et al., 2002).

Un analisis cromosdmico se puede realizar en una gran variedad de tejidos, pero
el tejido de eleccion es el cultivo de linfocitos de sangre periférica, un método rapido y
econdémico que provee un nimero adecuado de células en division (Solari, 2004), para
lo cual se requiere heparinizar las jeringas evitando asi la coagulacion. Este
procedimiento se debe realizar en condiciones de absoluta esterilidad para evitar el
crecimiento bacteriano, por lo cual se agrega al medio de cultivo una mezcla de
antibidticos (Rodriguez, 2005). La cantidad de sangre necesaria para un cultivo es de
0.5 mL (Blennow, 2006%).

La proliferacion espontanea de las células se encuentra en la médula Osea,
gonadas, tumores sdlidos y la capa del citotrofoblasto de las vellosidades corionicas,
mientras que los linfocitos de sangre periférica, las muestras de liquido amniético y
biopsias de tejido deben ser cultivadas para obtener células que se dividan (Blennow,
2006%), éstas deben ser estimuladas mediante la adicion de agentes mitogénicos en el
momento en el que se inician los cultivos celulares. EI mitbgeno mas comunmente
empleado es la fitohemaglutinina (PHA) para la estimulacion de los linfocitos de células
T CD4. Para detener las células en metafase se utilizan agentes mitostaticos los cuales

inhiben la formacién del huso acromatico como la colchicina o colcemid (Moore; Best,
20012).

La colchicina, es sumamente activa. Se afiade a las 70 hrs. de cultivo celular para
el arresto de las células en metafase por degradacion de los microtibulos del huso,
esenciales para el correcto proceso mitotico (www.genycell.com)). El tiempo de
exposicion a la colchicina varia dependiendo de la actividad proliferativa de las células.
La exposicion prolongada a la colchicina o el uso de altas concentraciones aumenta la
proporcion de cromosomas en la metafase final, dando por resultado el acortamiento de
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los cromosomas. La exposicion éptima establece un equilibrio entre estos pardmetros
(Pack, 2002).

El tratamiento con una solucidn salina hipotonica justo antes de la cosecha
permite la hinchazdn de los nicleos (Moore; Best, 2001%). Las preparaciones deben de
tener una adecuada dispersion de los cromosomas, los cuales no deben de aparecer
amontonados o sobrepuestos, esto se logra con el uso de soluciones hipotonicas, como
la solucién de citrato de sodio al 0.7% o de cloruro de potasio 0.075M (Rodriguez,
2005).

Los preparados se realizan con un fijador para la cromatina de las células
(etanol-acido acético 3:1), para que posteriormente la suspension sea goteada sobre un
portaobjetos (permitiendo el estallido celular) y se secan al aire. Dichos preparados
pueden tefiirse con Giemsa (Solari, 2004).

1.4.1.- PRACTICA 2: PREPARACIONES CROMOSOMICAS A
PARTIR DE CULTIVO DE LINFOCITOS

Material por alumno
e 2 frascos de cultivo.
1 pipeta seroldgica de 10 ml.
2 tapones para frascos de cultivo.
1 pinza Adson sin dientes de 14 cm.
2 pipetas Pasteur.
2 tubos de centrifuga de vidrio punta V.
2 bulbos de hule ambar para pipeta Pasteur.
Cubrebocas.
Guantes de latex o vinilo.
Marcador indeleble.
Ligadura.

Material por equipo.
e Centrifuga clinica.
Mechero.
Algodon.
Alcohol 70%.
Incubadora a 37°C.
Agitador tipo Vortex.
Bomba de vacio con trampa.
Refrigerador.
Campana de esterilidad o flujo laminar.
Caja de portaobjetos.
Caja de cubreobjetos de 24 X 50 mm.
Perilla de goma para pipeta seroldgica.
Jeringa desechable de 5 ml.
Jeringas desechable de 10 mL.
Vaso Copplin
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Reactivos

Cloruro de benzalconio.

Jabdn extran Merck

Fitohemaglutinina

Cloruro de potasio 0.075 M.

Colorante de Giemsa en solucion.

Medio de cultivo (Ham F-10 o McCoy 5A modificado).

Heparina 10000 UI.

Colchicina 0.04%.

Alcohol como desinfectante.

Solucion fijadora Etanol: Acido Acético 3:1 6 Metanol : Acido Acético 3:1.

Material bioldgico.

Sangre fresca heparinizada.

Procedimiento
A) Lavado del material para el cultivo celular (en caso de no utilizar material
desechable)

1.

»ow

O No O

Deje remojar el material de 2 a 12 horas, dependiendo de lo sucio que se
encuentre, en una solucién del jabén extran Merck. Este jabon puede prepararse
al 1% o incluso concentrarle un poco mas dependiendo también de que tan
sucio este el material.

Cepillar con un escobillon perfectamente todos los objetos a lavar, por fuera y
por dentro.

Comenzar los enjugues del material con agua corriente

Enjuagar 10 veces al chorro de agua o hasta la apreciacion de que no exista mas
detergente.

Enjuagar 3 veces en tinas diferentes de agua destilada.

Dejar escurrir y seque en el horno.

Envolver y esterilizar el material como se le indigue.

El material se puede dejar sumergido en esta mezcla durante toda la noche, para
que al dia siguiente se proceda al lavado con extran.

B) Obtencién de la muestra

1.

2.

3.

Obtener de 1.5 a 2 ml de sangre venosa por medio de una jeringa heparinzada
Este es el Unico anticoagulante que puede usarse.

La zona de puncion se debe limpiar con agua y jabon y desinfectarse con, por lo
menos, tres torundas humedecidas con alcohol.

Ligar el antebrazo y realizar la puncion. Una vez obtenida la sangre mezclar
muy bien rotando la jeringa. No se olvide que toda la operacion debe hacerse
dentro de la zona estéril donde se esté trabajando.

Nota: Se sugiere que el donante de la muestra se ubique en un asiento comodo y
adecuado, ya que puede ser que la persona se maree o incluso se desmaye. Al finalizar
en el el sitio de puncidn debera de ejercerse ligera presién con la borla de algodén y
posteriormente ya que no sangre colocarse un apésito. Todo esto con la finalidad de
darle su valor al donante.
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Cultivo de la muestra

1. Adicionar a cada frasco de cultivo limpio y estéril:

D)

1.

oo

E)
1.

2.
3.

F)

1.

2.

3.

Medio de cultivo 8 ml
Fitohemaglutinina 0.4 ml
Sangre entera 0.5 ml (10 gotas aprox)

Mezclar bien el contenido de los frascos e incube en la estufa a 37° C durante 70
horas.

Cumplidas las 70 horas agregar con una pipeta Pasteur a cada frasco de cultivo
0.2 mL (una gota aprox) de colchicina al 0.04%. Ya no son necesarias las
condiciones de esterilidad.

Mezclar bien y continuar la incubacion por 2 horas mas.

Cosecha de linfocitos

Una vez completado el periodo de incubacion, sacar los frascos de la estufa y
transfiera su contenido a tubos de centrifuga punta conica, centrifugar a 3000
rpm., durante 10 minutos.

Retirar el sobrenadante y adicionar 8 ml de KCI 0.075M a 37° C. Resuspender
muy bien con ayuda de un vortex el paquete celular e incube durante 20
minutos a 37° C.

Centrifugar los tubos durante 5 minutos a 3000 rpm. y desechar el
sobrenadante. Resuspender el paquete celular.

Con agitacion constante agregar lentamente 8 ml de la solucién fijadora de
etanol o metanol/ &cido acético proporcion 3:1 recientemente preparada y fria.
Evitar la formacion de grumos.

Dejar actuar la solucion fijadora durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar durante 10 minutos a 1500 rpm y retirar el sobrenadante.

Repetir 2 veces el proceso 4 y 6, ya no es necesario incorporar la solucion
fijadora lentamente, a tiempos del15 minutos cada uno.

Después de la tercera fijacion centrifugar 5 minutos y dejar un poco de solucién
fijadora para hacer una suspension celular adecuada.

Resuspender el paquete celular y deje caer 3 gotas de esta suspension sobre un
portaobjetos limpio y frio desde una altura aproximada de 20 cm. Deje secar.

Tincién de cromosomas

En un vaso de Copplin preparar el colorante Giemsa con agua destilada en
proporcion 1:10.

Sumerja los portaobjetos en el vaso de 10 a 30 minutos dependiendo de la
capacidad tintorea del colorante.

Enjuagar con agua corriente y secar al aire.

Observacion al microscopio

Observar al microscopio éptico con los objetivos 10x, 25x y 40x. Localice las
mejores metafases y anote las coordenadas.

Montar los portaobjetos con resina sintética que deberad dejarse secar por lo
menos 2 dias.

Estudiar las metafases seleccionadas con el objetivo seco fuerte (100x),
siguiendo los procedimientos descritos en el tema “Analisis cromosomico”.

Reyes Pineda Sergio Miguel 41



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

Diagrama de flujo ecolégico 4. Lavado del material para cultivo celular.
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Diagrama de flujo ecolégico 5.- Obtencion de muestra sanguinea.
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Diagrama de flujo ecoldgico 6.- Siembra de linfocitos.
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Diagrama de flujo ecoldgico 7.- Cosecha de linfocitos.
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Diagrama de flujo ecolégico 8.- Tincién de cromosomas.
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Tabla de residuos 3.- Preparaciones cromosomicas a partir de cultivo de linfocitos.

NUmero Residuo Norma que regula su Disposicion
de recoleccién o almacenamiento
residuo
R1 Agua jabonosa NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desagie
R2 Agua sucia NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desaglie
R3 Agua jabonosa. NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desaglie
R4 Servitoallas sucias. NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Bolsa de basura negra,
basurero municipal.
R5 Torundas de alcohol. | NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Bolsa de basura negra,
basurero municipal.
R6 Jeringa con sangre. NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Almacenamiento en
recipiente hermético rojo
para su posterior
recoleccion.
R7 Pipeta con trazas de NOM-002-ECOL-1996 Lavado comUn
fitohemaglutinina.
R8 Pipeta con trazas de NOM-002-ECOL-1996 Inactivacion en cloro y
colchicina lavado comin
R9 Frasco con medio de | NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Bolsa de basura negra,
cultivo basurero municipal.
R10 Sobrenadante NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Almacenamiento en
recipiente hermético rojo
para su posterior
recoleccion
R11 Sobrenadante con KCI | NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Almacenamiento en
recipiente hermético rojo
para su posterior
recoleccion
R12 Sobrenadante con NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Almacenamiento en
metanol: 4c. acético recipiente hermético rojo
para su posterior
recoleccion
R13 Sobrenadante con NOM-002-ECOL-1996 Neutralizar con una base
metanol: 4c. acético hasta obtener un pH cercano
a la neutralidad y verter a la
tarja 6 desagiie
R14 Sobrenadante con NOM-002-ECOL-1996 Neutralizar con una base
metanol: 4c. acético hasta obtener un pH cercano
a la neutralidad y verter a la
tarja 6 desagiie
R15 Solucion de Giemsa NOM-002-ECOL-1996 Verter a la tarja 6 desague
con abundante agua
R16 Agua con trazas de NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desaglie

Giemsa
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1.5.- ANALISIS CROMOSOMICO

OBJETIVO

Adiestrarse en la clasificacion e identificacion de cada par cromosémico a partir de
la observacion microscopica de la morfologia, nUmero y posicion centromérica de
los cromosomas en metafase para lograr un correcto analisis cromosémico y por lo
tanto un buen diagnostico citogenético.

INTRODUCCION

Hasta 1956 se creia en general que cada célula contenia 48 cromosomas. En esa
fecha Tjio y Levan concluyeron correctamente, a partir de sus estudios, que cada célula
somatica humana normal contenia Unicamente 46 cromosomas. Los métodos que
utilizaron, con ciertas modificaciones, se emplean hoy en dia universalmente en los
laboratorios de citogenética para analizar la constitucion cromosémica de un individuo,
lo que se conoce como cariotipo (Turnpenny, 2009).

El cariotipo es el termino usado para describir el complemento cromosémico de
una célula y este varia considerablemente de una especie a otra (Puerto. 2001). El
cariotipo humano esta formado por 22 pares de autosomas y un par de cromosomas
sexuales, XX o XY. (Bickmore, 2001).

El andlisis cromosomico consiste, en contar el nimero de cromosomas presentes
en un namero especificado de células, seguido por un andlisis cuidadoso del patron de
bandeo de cada cromosoma individual en las células seleccionadas. Dicho andlisis se
realiza en ambos miembros de cada par de homoélogos (Turnpenny, 2009). Analizando
de 20 a 25 metafases para la obtencion de un buen diagnéstico (Swansbury, 2003).

Los cromosomas en metafase tienen dos cromatides (también llamadas
cromatides hermanas), que se mantienen unidas en el centrémero. En la figura 4 se
puede observar que el centromero divide a cada una de las cromatides en dos brazos. El
brazo corto se representa con la letra p, el brazo largo con la letra g. Y las regiones en
ambos extremos de los cromosomas son los denominados teloémeros (Speicher, 2006)

teldmero

distal

A

brazos cortos
p

centrdmera

proximal
A

brazos largos

v p

distal

Fig. 4.- Partes de un cromosoma en metafase (Bickmore, 2001).
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Los cromosomas en base a su posicion centromérica se clasifican en:
metacentricos, el centrémero divide al cromosoma en brazos cortos y largos casi de
igual longitud. Submetacéntricos, si el centromero no esta situado en el centro, esto da
lugar a brazos desiguales en longitud (como se muestra en la figura 5), y acrocentricos,
si centromero esta desplazado hacia un extremo presentando brazos muy cortos y
generalmente parecen “herradura”, con unas estructuras denominadas como satélites
arriba de estos. Los cromosomas telocéntricos no existen en la especie humana, son
aquellos cuyo centromero se encuentra en el extremo y carecen de brazos cortos
(Speicher, 2006).

p
Cen— B
Cen— P
Cen — Cen—
q Q q q
Metacéntrico Submetacéntrico Acrocéntrico Telocéntrico

Fig. 5.-Tipos de cromosomas (Rodriguez, 2005)

La representacion grafica simplificada del cariotipo se Ilama ideograma, ver fig.
6. Para hacer una representacion grafica y cuantitativa de los cromosomas se utilizan
valores de longitud relativa (relacion entre la longitud del cromosoma en cuestion y la
longitud del complemento haploide), el indice centromérico (relacion entre la longitud
del brazo corto del cromosoma y la longitud total del mismo), cuyos valore oscilan entre
cero (telocéntrico) y 0.5 (metacéntrico), y el indice de brazo (relacion entre las
longitudes del brazo corto y el largo del cromosoma), cuyo valores oscilan entre cero
(telocéntrico) y 1 (metacéntrico) (Lacadena, 1996).

£
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—
—
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Fig. 6.- Ideograma de los cromosomas humanos por medio de bandeo G (www.fmv-uba.org.ar.jpg)
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Cuando los cromosomas se tifien por métodos los cuales no producen bandas,

estos pueden ser organizados facilmente en 7 grupos (A-G) basados en orden
descendente por tamafios y posicion del centrémero. Como se muestra en la tabla 11
(Shaffer, 2005).

Tabla 11.- Organizacion de los cromosomas humanos sin técnicas de bandeo. (Wyandt; Tonk, 2004)

GRUPO DESCRIPCION
Grupo A Cromosomas largos en términos de longitud con centrdmeros
1-3 localizados aproximadamente en el centro. Basados en el tamafio
estos 3 cromosomas son los més faciles de distinguir.
Grupo B Cromosomas largos submetacéntricos con un brazo corto mas
4-5 pequefio. Estos son dificiles de distinguir uno de otro sin una técnica

de bandeo, pero el cromosoma 4 es ligeramente mas largo que el
cromosoma 5.

Grupo C Es el grupo mas dificil de distinguir. Todos los cromosomas son

6-12 submetacéntricos, de longitud media. EI cromosoma X esté incluido
en este grupo por su tamafo y estructura.

Grupo D De tamafio medio con centrémeros en un extremo (acrocéntrico).

13-15 Estos son faciles de distinguir de otros grupos pero dificiles de

distinguir dentro del mismo grupo. Todos ellos pueden mostrar
satélites con considerable variacion en longitud y tamafio.

Grupo E Cromosomas cortos y un cromosoma metacéntrico (cromosoma 16) y
16-18 también con cromosomas submetacéntricos (cromosomas 17 y 18).

Grupo F Son cromosomas metacéntricos cortos. A menudo pueden ser
19-20 confundidos con el cromosoma 16.

Grupo G Son cromosomas acrocéntricos muy cortos, faciles de reconocer por
21-22 su tamafio, pero su distincion de uno de otro es dificil. EI cromosoma

Y se incluye en este grupo por que su morfologia es similar a estos.

1.5.1.-ELABORACION DE UN CARIOTIPO

Para la realizacion de un cariotipo se hace lo siguiente:

1.

2.
3.

8.
9.

Se toma una microfotografia del cariotipo de una célula donde se vean
individualizados los cromosomas con sus cromatides.

Se cuenta el nimero de cromosomas.

Se recortan las imagenes fotografiadas de todos y cada uno de los cromosomas,
dando un cierto, margen a la figura, nunca por el contorno.

Se agrupan por pares los cromosomas homologos. Si los hay, los cromosomas
sexuales se separan.

Se colocan provisionalmente sobre una cartulina u hoja blanca los pares de
cromosomas, en vertical y paralelamente, segun su longitud total y en orden de
mayor a menor tamafo.

Una vez ordenados asi, se orientan los cromosomas que no sean exactamente
metacéntricos con los brazos largos hacia abajo.

Se reubican los cromosomas ya ordenados sobre una linea recta imaginaria
segun dos criterios. 1) se colocan los cromosomas alineados sobre la linea que
pasa por los centromeros. 2) los cromosomas se alinean de manera tal que el
extremo inferior de los brazos cromosémicos quede por encima de la linea.

Se ordenan por grupos.

Se procede a numerarlos. EI nimero mas pequefio para el cromosoma mas
grande y viceversa.

10. Se sefialan los cromosomas sexuales.
11. Por ultimo se fijan definitivamente todos los cromosomas en la hoja.
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1.5.2.- Ejercicio 1.

Emplea los siguientes cromosomas para elaborar un cariotipo e indica cual es el sexo de
esta muestra.
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UAUTT;AN HOja de CariOtipo
1 2 3 4 5
A B
6 I 8 9 10 11 12
C
13 14 15 16 17 18
D E
19 20 21 22
F G
X Y
CASO LAMINILLA
CARIOTIPO ELABORADO POR DIA
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1.6.-TECNICAS DE BANDEO

OBJETIVO

Aprender las técnicas para realizar bandeo C y bandeo G, para comprender la
importancia y utilidad que tienen en la identificacion correcta de los pares
cromosomicos y en el diagnostico de alteraciones cromosémicas en humanos que
pasan inadvertidas con las técnicas de rutina.

INTRODUCCION

El inicio de la citogenética humana se le atribuye al citologista y profesor de
anatomia Walter Flemming quién publicé por primera vez una ilustracion de
cromosomas humanos y se refirié a la parte tangible del nGcleo como cromatina. Fué el
primero en utilizar el término mitosis en 1882. Posteriormente en 1888 Waldeyer
introdujo el término cromosoma, de las palabras griegas “cuerpo coloreado”. La
identificacion inequivoca de los cromosomas individuales, asi como, de las regiones
cromosomicas fue posible con el desarrollo de nuevas técnicas a finales de los afios
60°s, cuando las preparaciones cromosomicas fueron tratadas con soluciones diluidas
de enzimas proteoliticas (tripsina, pepsina, etc.) o soluciones salinas (2x SSC) y tratadas
con un marcador como Giemsa. (Gersen, 2005).

Los métodos publicados por primera vez, mostraron la aparicion de bandas a lo
largo de los cromosomas y son los que se utilizaron con mostaza de quinacrina o
dihidrocloruro de quinacrina los cuales produjeron un patron de bandas fluorescentes.
Estos métodos se denominaron métodos de tincion Q y las bandas resultantes se
Ilamaron bandas Q ver fig.7. El numero asignado a cada cromosoma se baso en el
patron de bandas Q tal como lo indic6 Caspersson y colaboradores (1972) (Shaffer,
2005).

Caspersson pens6 que si era posible unir un agente alquilante con un
fluorocromo y quizd podria lograrse su intercalacién con las guaninas del ADN
cromosdmico. Como se conocia que el nimero y tipo de bases del ADN variaba
localmente a lo largo del cromosoma metafasico, Caspersson supuso que el empleo de
dicho agente podria permitir la diferenciacion de los segmentos cromosémicos ricos en
las bases guanina-citosina (GC) de los compuestos por adenina-timina (AT) revelando
areas mas o menos brillantes lo cual contribuyo, a una mas identificaciéon cromosdémica
precisa (Drets, 2002).

Por lo que hoy en dia una banda se define como la parte de un cromosoma que
se distingue claramente de su segmento, porque presenta una coloracion diferencial,
debido a que aparece oscura 0 mas clara con una o0 mas técnicas de bandeo. Las bandas
gue se marcan en oscuro con un método pueden marcarse claras con otros métodos. Los
cromosomas se visualizan como un conjunto de una serie continua de bandas claras y
oscuras, de modo que, por definicion, no hay interbandas” (Shaffer, 2005).

Aunque las técnicas de bandeo cromosdémico son muy variadas, pueden
agruparse en seis clases principales: bandas Q, G, C, R, T, y Feulgen. A estos tipos de
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bandas habria que afiadirles las bandas de replicacion y las bandas de restriccion. El
patron producido por el bandeo G, Q y R es esencialmente el mismo, aunque las bandas
qgue son G y Q positivas son R negativas y viceversa. (Puerto, 2001). La tabla 12
muestra la clasificacion de estas diversas técnicas de bandeo cromosomico. En este
cddigo de una, dos o tres letras, donde la primera describe el tipo de bandeo, la segunda
letra la técnica general, la tercera el marcador utilizado.

Fig.7. - Bandas Q (Blennow, 2006°).

Tabla 12.- Ejemplos de los cddigos usados para describir las técnicas de bandeo (modif. Shaffer,
2005)

Q Bandeo Q

QF Bandeo Q por fluorescencia

QFQ Bandeo Q por fluorescencia usando quinacrina
QFH Bandeo Q por fluorescencia usando Hoechst 33258
G Bandeo G

GT Bandeo G por tripsina

GTG Bandeo G por tripsina usando Giemsa

GTW Bandeo G por tripsina usando Wright

GAG Bandeo G por acético salino usando Giemsa

C Bandeo C

CB Bandeo C por Hidrdxido de bario

CBG Bandeo C por Hidrdxido de bario usando Giemsa
R Bandeo R

RF Bandeo R por fluorescencia

RFA Bandeo R por fluorescencia usando naranja de acridina
RH Bandeo R por calentamiento

RHG Bandeo R por calentamiento usando Giemsa

RB Bandeo R por BrdU

RBG Bandeo R por BrdU usando Giemsa

RBA Bandeo R por BrdU usando naranja de acridina
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Para el estudio de los cromosomas humanos destinado a la citogenética clinica,
es necesario disponer de células en metafase, etapa en la cual los cromosomas poseen
su mayor grado de condensacion. Para esto es necesario realizar un cultivo de linfocitos
de sangre periférica (ver 1.4). También puede usarse una muestra de medula 6sea o
fibroblastos de la dermis, que se obtienen mediante una biopsia. Para estudios
citogenéticos prenatales se utiliza una muestra de liquido amniotico o la biopsia de
vellosidades coriénicas (Eynard, 2008).

Una medida importante asociada con estos metodos es el nivel de resolucion que
se obtiene de bandas. Como los cromosomas se condensan durante la mitosis, las sub-
bandas comienzan a fusionarse en grandes hitos a lo largo del cromosoma. Obviamente,
a estos progresos, reducen la capacidad de visualizar las anormalidades sutiles. Son mas
deseables los cromosomas con un mayor nimero de bandas visibles y sub-bandas. Los
laboratorios logran esto de dos maneras: mediante la optimizacion de las bandas y los
procedimientos de tincion, por lo que se produce un nimero méaximo de bandas nitidas
y bien definidas, y mediante la eleccidn de células mas grandes y cromosomas menos
condensados (en algunos casos esto se logra con la manipulacién de cultivos) (Gersen,
2005).

1.6.1.-BANDEO C

En 1920 Pardue y Gall observaron en los cromosomas de raton que las areas de
heterocromatina constitutiva donde se encuentra el ADN satélite se tefiia de color
oscuro con Giemsa después de la desnaturalizacion y reasociacion del ADN
cromosomico (Rost, 1995), por lo que, este tratamiento revela segmentos repetitivos en
los cromosomas y se denominé bandas C (Sumitra, 2005).

Las bandas reflejan el grado variable en que las cromatides de los cromosomas
difieren en: composicién de bases, densidad génica, tiempo de replicacion y
conformacién de la cromatina (la cromatina se puede dividir en dos tipos: eucromatina,
donde se encuentran la mayoria de genes Unicos y rica en G-C, y heterocromatina, rica
en A-T, en elementos transponibles y secuencias repetitivas llamada también ADN
satélite) (Schenderman; Goldstein, 2010).

La técnica de bandeo C marca selectivamente la heterocromatina
constitutiva 6 cetromérica (Miller, 2001), mientras que la heterocromatina facultativa
no se tifie por estos métodos, en este caso, su deteccion se realiza a partir del patrén de
replicacion tardio, caracteristico de las regiones heterocromaticas (Puerto, 2001). Las
Bandas C varian considerablemente de tamafio en la poblacién. La mayor variabilidad
se demuestra en los satélites y brazos cortos de los cromosomas acrocentricos. Estas
variaciones se denominan generalmente heteromorfismos, porque el término
polimorfismo se restringe por los genetistas a una variante hereditaria que implica a los
grandes bloques de heterocromatina de los cromosomas 1, 9, 16 y la parte distal del
cromosoma Y, motivo por el cual, las bandas méas prominentes se encuentran en estos
cromosomas. Los heteromorfismos y polimorfismos cromosémicos han sido utilizados
como marcadores en el mapeo genético, pruebas de paternidad, y la distincion de
gemelos monocigoticos, dicigoticos. Incluso las variaciones extremas en el tamafio de
variantes de las Bandas C son generalmente constantes de una generacion a otra y
demuestran la herencia mendeliana normal (Miller, 2001).
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Las bandas C mas reproducibles y mejor definidas, se obtienen realizando un
pre-tratamiento con hidroxido de sodio o de bario y sales a temperaturas elevadas, que
extraen preferencialmente el ADN de las regiones cromosémicas con bandas negativas,
la posterior coloracion con Giemsa revela regiones intensamente coloreadas, que se
localizan preferentemente en las regiones pericéntricas y teloméricas, ricas en ADN
altamente repetitivo como se visualiza en la fig. 8 (Descailleaux, 1980).
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Fig.8. - Bandas C (Blennow, 2006").

1.6.2.- PRACTICA 3: BANDEO C

Material por alumno.
e 1 pinza Adson sin dientes.
Cubrebocas.
Guantes de latex o vinilo.
Marcador indeleble.
1 pizeta.
1 microscopio.
2 preparaciones cromosomicas.

Material por equipo.
e 4 Vasos Copplin.
e 1 Bafio Maria.

Reactivos
e HCLO.2N.
Ba(OH), 0.1 N.
2 X SSC (Solucién salina doble citratos).
Solucién de Giemsa.
Buffer de fosfatos pH 6.8.
Agua destilada.
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Procedimiento

1.
2.
3.

o

10.

Sembrar y cosechar de la manera habitual (ver cap.1.4)

Utilizar preparaciones cromosémicas de dos dias de maduracion

Colocar las laminillas en un vaso Copplin que contenga HCI 0.2 N durante 10
minutos a temperatura ambiente.

Enjuagar con agua destilada.

Colocar las laminillas en un vaso Copplin con Ba(OH), 0.1 N a 28°C durante 8
minutos.

Enjuagar con agua destilada.

Colocar la laminillas ahora en un vaso Copplin con solucion 2XSSC durante 2
horas a 60 — 65°C.

Enjuagar con agua destilada.

Tefiir con Giemsa al 4% con buffer de fosfatos pH 6.8.

Observar al microscopio y estudiar las metafases seleccionadas con el objetivo
seco fuerte.

Nota: Para realizar el analisis cromosdémico una vez colocada la laminilla con la
preparacion en el microscopio, se inicia la observacién con el objetivo 10X para la
localizacion de las metafases, y después el objetivo 100X con aceite de inmersion
para el estudio de las metafases. Es mas facil la localizacion de ellas, si la laminilla
se mueve suavemente de abajo hacia arriba y de izquierda a derecha (Swansbury,

2003):
> A > A ’
v v
—> —
11. Reporte sus observaciones indicando si encontré polimorfismos.
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Diagrama de flujo ecolégico 9.- Bandeo C.

Bandeo C
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NUmero Residuo Norma que regula su Disposicion
de residuo recoleccién o almacenamiento
R1 Acido clorhidrico NOM-052-SEMARNAT-2005 | Neutralizar con
(HCI) NOM-002-ECOL-1996 una base hasta
obtener un pH
cercano a la
neutralidad y
verter a latarja 6
desagle
R2 Agua con trazas de NOM-052-SEMARNAT-2005 | Tarja 0 desague
acido clorhidrico NOM-002-ECOL-1996
R3 Hidroxido de Bario NOM-052-SEMARNAT-2005 | Neutralizar con
Ba(OH), NOM-002-ECOL-1996 un écido hasta
obtener un pH
cercano a la
neutralidad y
verter a latarja 6
desague
R4 Agua con trazasde | NOM-052-SEMARNAT-2005 | Tarja 6 desagie
hidréxido de bario NOM-002-ECOL-1996
R5 Solucion salina doble | NOM-052-SEMARNAT-2005 | Verter a latarja 6
citratos. (2 X SSC) NOM-002-ECOL-1996 desague con
abundante agua
R6 Agua con trazas de NOM-002-ECOL-1996 Tarja ¢ desagie
solucion salina doble
citratos
R7 Solucion de Giemsa NOM-002-ECOL-1996 Verter a latarja 0
desague con
abundante agua
R8 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Inactivacion y
basurero
municipal
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1.6.2.- BANDEO G

El bandeo G fue descubierto por accidente durante los intentos de mejorar la
técnica del bandeo C, ya que, la técnica de Pardue y Gall producia en una célula bandas
a lo largo de todo el cromosoma y mediante modificaciones a esta técnica se obtuvo el
patron correspondiente a las bandas G (Rost, 1995).

El bandeo G es la técnica de rutina para el diagndstico citogenético, ya que, tiene
la gran ventaja de ser permanente, barata, menos toxica y por lo tanto, es mas adecuada
que el patron de bandas fluorescentes.

Este patron se obtiene, cuando los cromosomas se tratan previamente con una
solucion salina a 60° C o con una enzima proteolitica, como la tripsina, antes de la
tincion con Giemsa u otro colorante. El patrén diferencial de las bandas, generalmente
se observa sobre determinadas regiones cromosdmicas especificas, ya que, las bandas
oscuras corresponden a las regiones heterocrométicas y las palidas a las regiones
eucromaticas. Este patron se desarrollo inicialmente para el analisis de un segmento en
un cromosoma humano ver Fig. 9 (Miller, 2001).
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Fig. 9.-Bandas G (subtelomeres.com).
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1.6.4.- PRACTICA 4: BANDEO G

Material por alumno y equipo.

2 preparaciones cromosémicas.
1 pinza Adson sin dientes.

1 microscopio.

Cubrebocas.

Marcador indeleble.

Guantes de latex o vinilo.

1 pizeta.

Material por grupo.

1 Bafio Maria.
5 Vasos Copplin.

Reactivos.

Solucion salina fisioldgica.
Tripsina 20 mg/50 ml.
Bicarbonato de sodio 7%.
Solucién de EDTA al 1%o.

Buffer de fosfatos 0.06%M pH 6.8.
Etanol al 70 %.

Colorante de Giemsa.

Procedimiento

1.
2.
3.

4.

~

Sembrar y cosechar de la manera habitual (ver cap 1.4)

Utilizar laminillas previamente maduras en la estufa a 60°C por 24 Hrs.
Sumergir las laminillas en un vaso Copplin que contenga solucion salina
fisioldgica durante un minuto.

Introducir las laminillas en una solucion a 37°C de tripsina (20 mg/ 50 ml)
bufferada a pH de 8 con bicarbonato de sodio a 7% de 10 a 15 segundos, aunque
el tiempo puede incrementarse hasta 20 segundos dependiendo de la nitidez de
las bandas, una vez que éstas se observan al microscopio. Cabe mencionar que
con las condiciones a las cuales se trabaja en el laboratorio, el tiempo 6ptimo de
digestion es de 17 segundos.

Una vez concluida la digestion, sumergir las laminillas en una solucion de
EDTA al 1% durante 15 a 20 segundos.

Enjuagar las laminillas por inmersion en dos vasos Copplin que contengan
buffer de fosfatos 0.06 M a pH de 6.8 o bien en etanol al 70 %.

Tefiir con Giemsa 1:10 durante 7 minutos.

Observar al microscopio y reportar los resultados.
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Diagrama de flujo ecoldgico 10.- Bandeo G.
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NUmero Residuo Norma que regula su Disposicion
de recoleccion o almacenamiento
residuo
R1 Solucién salina NOM-052-SEMARNAT-2005 | Tarja 6 desaglie
fisiologica NOM-002-ECOL-1996
R2 Tripsina NOM-002-ECOL-1996 Verter a la tarja
6 desaglie con
abundante agua
R3 EDTA NOM-002-ECOL-1996 Neutralizar con
abundante agua
y Tarja 6
desague
R4 Buffer de fosfatos NOM-002-ECOL-1996 Verter a la
Tarja 6 desage
con abundante
agua
R5 Solucion de Giemsa NOM-002-ECOL-1996 Verter a la tarja
0 desagtie con
abundante agua
R6 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Inactivaciony

basurero
municipal
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1.7.- CROMOSOMAS SEXUALES

OBJETIVO

Aprender las técnicas para la observacion de la sexocromatina y corpusculo “F”,
con el fin de comprender la utilidad que tienen estas pruebas en la determinacion
de los cromosomas sexuales presentes en el genoma de un individuo.

INTRODUCCION

En la década de los 40°s el embridlogo francés Alfred Jost observo que cuando
se le extirpaban las gonadas indiferenciadas al feto de un conejo macho antes de que
hubiera comenzado el desarrollo masculino, este se desarrollaba como una hembra. Las
gonadas, los conductos deferentes (mesonéfricos y paramesonéfricos) y los genitales
externos se desarrollan a partir de un estadio indiferenciado. Aproximadamente al final
de la sexta semana de embarazo en los seres humanos, después de que migraron las
células germinales del primordio del embrion dentro de las gonadas al inicio
indiferenciadas. En las gbnadas pueden distinguirse una parte interna (médula) y otra
externa (corteza) (Passarge, 2004). Recientes estudios han demostrado que la
diferenciacion de la génada se produce en el momento mismo de la edad del feto (7 °
semana), tanto para el testiculo y el ovario en el ser humano (Sizonenko, 2011).

En los mamiferos con la presencia de los cromosomas XY, la gdnada bipotencial
se diferencia hacia testiculo bajo la influencia del gen SRY (gen responsable de la
diferenciacion testicular, asi como, el factor determinante del testiculo (TDF de sus
siglas en ingles testis-determinning factor) localizados en el cromosoma Y. Los
testiculos producen testosterona, necesaria para la diferenciacién del conducto de Wolff
en el epididimo, conductos deferentes, las vesiculas seminales, y MIS (substancia
inhibidora de los conductos de Mudiller, también conocida como hormona Anti-
Mulleriana 0 AMH) la cual causa la regresion de los conductos de Mauller, Utero,
trompas de Falopio y la vagina superior en especies de mamiferos (Teixeira et al.,
2001).

Por lo tanto, en ausencia de un cromosoma Y y SRY, la génada indiferenciada
se diferencia hacia ovario. Sin testosterona, el conducto de Wolff se degenera, y sin
MIS, los conductos de Muller se diferencian en vagina superior, Utero y las trompas de
Falopio. (Teixeira et al., 2001)

Los cromosomas sexuales de los mamiferos son muy heteromorfos, ya
que, en las hembras los 2 cromosomas X son completamente homdlogos, mientras que
en los machos no, por que, el cromosoma X es grande y genéeticamente rico, ya que
tiene muchos genes activos imprescindibles para la vida, en contraste con el pequefio,
heterocromético y degenerado cromosoma Y. Asi, los cromosomas sexuales constituyen
un desafio a los mecanismos que garanticen la correcta segregacion de los autosomas
durante la meiosis, por que, la sinapsis se debe de llevar a cabo entre ellos (Akerfelt et
al. , 2010). La zona de recombinacién entre los cromosoma X e Y se encuentra en el
extremo telomérico del brazo corto de ambos cromosomas. Esta region, se le Ilama
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seudoautosémica (RSA), fue demostrada en la especie humana por Weissenbach, H.
Cooke y P. Goodfellow en 1985, pero la homologia disminuye a medida que se aleja de

esta region, ver figura 10 (Hernandez, 2006). Con el fin de hacer frente a una

sinapsis incompleta los cromosomas sexuales, se aislan en un compartimento
subnuclear, llamado corpusculo de cromatina sexual (Akerfelt et al., 2010).

Region
Pseudoautosomica

SRY

centromero

Fig. 10.- Zona de recombinancién entre los cromosomas X y Y (imagen modificada de
kadipedia.com).

1.7.1.- CROMATINA “Y” O CORPUSCULOQO “F”

En 1970 Cassperson y colaboradores demostraron que el cromosoma Y tiene
afinidad a ciertas sustancias fluorescentes como el hidrocloruro de quinicrina. Person y
colaboradores, en 1970, encontraron que las células en interfase obtenidas por un suave
raspado de la mucosa oral de varones normales, muestran un cuerpo fluorescente muy
brillante. A dicha estructura se le ha dado la denominacion de cromatina sexual Y o
cuerpo F. El estudio de la cromatina sexual Y es un método util que permite determinar
el nimero de cromosomas Y presentes en un individuo. Por ejemplo, el hallazgo de 2
cromatinas Y en varias células, puede observarse en pacientes con alteracion
cromosomica tipo XYY (Orrego, 2006)

El DNA de los cromosomas se une a los diversos tipos de colorantes algunos de
los cuales producen fluorescencia al ponerse en contacto con la luz U.V., de éstos el
colorante mas efectivo es la quinacrina que tifie de forma caracteristica a los
cromosomas. El cromosoma Y presenta una fluorescencia especialmente brillante tanto
en nucleos metafasicos como en interfasicos por lo que su identificacion es muy
sencilla. Esta técnica debe emplearse para valorar todo paciente en que se sospeche una
alteracion cromosémica (Verma, 1995).
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1.7.1.1.- PRACTICA 5: CORPUSCULO “F”

Material por alumno.

e Portaobjetos.
Cubreobjetos.
Abatelenguas.

Guantes.

Cubrebocas.

Marcador indeleble.
Guantes de latex o vinilo.
Pinzas Adson sin dientes.

Material por equipo.
e Microscopio de fluorescencia.
e Vasos Copplin
e Servitoallas.

Reactivos.
e Buffer de Mcllvaine pH 5.6.
e Solucion de quinacrina.
e Metanol absoluto.

Procedimiento
1. Preparar el raspado bucal en las laminillas.
2. Colocar las laminillas en metanol absoluto de 10 a 15 minutos.
3. Enseguida de la fijacion, dejar la laminilla en una posicion inclinada y permitir
que sequen.
Colocar la laminilla en la solucion de quinacrina de 5 a 10 minutos.
Enjuagar con agua corriente.
Montar el buffer de Mcllvaine pH 5.6.
Examinar la laminilla con el microscopio de fluorescencia con una longitud de
onda de 450 nm a 500 nm.

No ok
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Diagrama de flujo ecolégico 11.- Corpusculo F.
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Tabla de residuos 6.- Corpusculo F.

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

NUmero Residuo Norma que regula su Disposicion
de recoleccion o almacenamiento
residuo
R1 Abatelenguas NOM-087-ECOL-SSA1-2002. | Bolsa de basura
negra, basurero
municipal..
R2 Alcohol Absoluto Destilado y
reutilizado
R3 Solucién de Inactivacion por
quinacrina fotolisis solar.
R4 Agua con trazas de NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desagie
solucion de
quinacrina
R5 Buffer de Mcllvaine NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desague
R6 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Inactivaciony
basurero
municipal
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1.7.2.-CORPUSCUL O DE CROMATINA SEXUAL
O CORPUSCULO DE BARR

Los experimentos de Murray L. Barr y Ewart G. Bertram con gatas en 1949, asi
como estudios posteriores de Keith Moore y Barr en la especie humana, demostraron un
mecanismo genético en mamiferos que compensa la disparidad de dosis del cromosoma
X, Observaron un cuerpo que se tefiia de oscuro en la interfase de células nerviosas de
gatas, que no se encontraba en células similares del gato (Klug, 2006).

Pruebas experimentales demuestran que este cuerpo, llamado corpusculo de
cromatina sexual o simplemente corpusculo de Barr, es un cromosoma X inactivado.
Susumo Ohno fué el primero en sugerir que el corpusculo de Barr surge de uno de los 2
cromosomas X. Esta hipotesis es atractiva porque proporciona un mecanismo para la
compensacion de la dosis. Independientemente de cuantos cromosomas X se
encuentren, parece que se inactivan todos excepto uno, que se pueden observar como
corpusculos de Barr. Por consiguiente, el nimero de corpusculos de Barr sigue la regla
N- 1, donde N es el nimero total de cromosomas X presente ver fig. 11 (Klug, 2005).

En 1961, Mary Lyon propuso una hipétesis, la cual es conocida como “Hipotesis
de Lyon” (en su honor), en la cual inicialmente basd sus observaciones en ratones
hembras heterocigotas para genes del color del pelaje ligados al X. La pigmentacién de
dichas hembras heterocigotas era moteada, con grandes manchas que expresaban el
color del alelo de uno de los X y otras manchas que expresaban el alelo del otro X.
Tales patrones en el color del pelaje ligados al X no se produce en los gatos, ya que sus
células tienen un unico cromosoma X (Klug, 2006). Un fendbmeno que se produce en
todas las células somaticas de mamiferos hembras, como resultado de la inactivacion de
la transcripcién de uno de los cromosomas X durante el desarrollo embrionario
temprano. El proceso XCI iguala la dosis génica eficaz de los genes ligados al X entre
las hembras (XX) y los varones (XY). Durante la embriogénesis femenina precoz, se
piensa que la eleccion del X (materno o paterno) a ser inactivados es un proceso
aleatorio y posteriormente dicha eleccion puede ser heredada de forma estable. (Liu;
Sun, 2009).

La inactivacion del cromosoma X (XCI) es necesario para compensacion de la
dosis de los genes ligados al X en las células femeninas (Shen et al., 2008). La
inactivacion del cromosoma X es resultado de la inactivacion aleatoria de la
transcripcion de uno de los dos cromosomas X en las células normales de los mamiferos
hembra. Este proceso permite a los mamiferos a alcanzar la dosis de equivalencia de la
mayoria de los genes ligados al X entre las mujeres, que normalmente tienen dos
cromosomas X y los hombres, que normalmente tienen un cromosoma X. ) (Hendrich
et al., 1997).

El locus genético principal propuesto para controlar el proceso de inactivacion
del cromosoma X es el centro de inactivacion X (XIC) (Hendrich et al., 1997).

Se sabe que Xist juega un papel importante en la inactivacion del cromosoma X

(XCI) durante la embriogénesis de los mamiferos hembra. En este proceso, los eventos
geneéticos y epigenéticos, comenzando con la expresion de Xist, permiten la expresion
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por igual de los cromosomas X en las células masculinas y femeninas. En el sistema de
modelo de ratén, XCI se produce en dos fases durante la embriogénesis. En la etapa de
dos células, el cromosoma X paterno impreso es exclusivamente inactivado. Durante la
formacion de blastocito, las células de la masa celular interna (MCI) reactivan al
cromosoma X paterno mientras que el trofoectodermo y endodermo primitivos
conservan su XCI impreso. En la segunda diferenciacion celular, la inactivacion de uno
de los dos cromosomas X se produce de forma aleatoria, por lo que cada célula somética
tendra ya sea el cromosoma X materno o paterno inactivo (Dvash et al., 2010).

El mecanismo por el cual XIST induce el silenciamiento de genes, una vez
asociado con el cromosoma X inactivo se encuentra actualmente en fase de
investigacion activa.

Cuando el cromosoma X se inactiva, se replica un acido desoxirribonucleico
(ADN) a finales de la sintesis, fase (S), del ciclo celular. La heterocromatina queda
condensada durante la interfase y las formas del cuerpo cromatina sexual se extiende en
contra de la membrana nuclear. Hay muchos cambios en sus proteinas histonas
asociadas. La histona H3 es metilada en lisinas K9 y K27, y no metilada en lisina K4;
Las histonas H3 y H4 son hipoacetiladas. Ademas, citosinas del ADN dinucledtidos
CpG estan metilados, en contraste con el resto del genoma, y la histona macro H2Al,
esta asociado con la inativacion del X (Lyon, 2007).

En los seres humanos y ratones, XCI parece ser estabilizada por la metilacion de
los residuos de citosina en grupos de citosina fosfato guanina (CpG) en los sitios de las
regiones promotoras de los genes en las personas inactivas X (Hore et al., 2008).

' 4

Fig 11.- Corpusculo de Barr . A la izquierda Corpusculos de Barr en diferentes muestras: (A) (46,
XY). (B) (46, XX). (C) (47, XXX). (D) (48, XXXX). (E) (49, XXXXX). A la derecha Corpusculo de
Barr tomada en el Laboratorio de citogenetica de la FESC-1
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1.7.2.1.- PRACTICA 6: CROMATINA SEXUAL

Material por alumno.

Portaobjetos.
Cubreobjetos.
Abatelenguas.

Guantes de latex o vinilo.
Cubrebocas.

Pinzas Adson sin dientes.

Material por equipo.

Microscopio.

Vasos Copplin.
Papel secante.
Aceite de inmersion.

Reactivos.

Acetorceina.

Aceite de inmersion.
Alcohol de 96°.
Xilol.

Procedimiento.

1.

N

Obtener células epiteliales de la mucosa oral mediante raspado con un
abatelenguas estéril. Es importante emplear una presion suficientemente firme
para obtener células epiteleales profundas, las cuales tienen nucleos vesiculosos
grandes, pues los ndcleos pignoticos de las células superficiales no son
satisfactorios.

Dispersar las células sobre un portaobjetos limpio.

Adicionar unas gotas de colorante de acetoceina y coloque encima un
cubreobjetos.

Presionar con el papel secante para las células se aplanen adecuadamente y se
quite el exceso de colorante.

Observar al microscopio con el objetivo 10x 6 40x para posteriormente utilizar el
de inmersion.

Observar 50 células y anote el nimero de corplsculos de Barr encontrados.
Reporte los resultados.
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Diagrama de flujo ecolégico 12.- Sexocromatina.
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Tabla de residuos 7.-Sexocromatina.
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NUmero de Residuo Norma que regula su Disposicion
residuo recoleccion o almacenamiento

R1 Abatelenguas NOM-087-ECOL-SSA1-2002. | Bolsa de basura negra,
basurero municipal..

R2 Servitoallas NOM-087-ECOL-SSA1-2002. | Bolsa de basura negra,

sucias. basurero municipal.

R3 Papel Seda NOM-087-ECOL-SSA1-2002. | Bolsa de basura negra,
basurero municipal.

R4 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Inactivacion y
basurero municipal
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1.8.- TECNICAS MOLECULARES

OBJETIVO

Conozcer la importancia de las técnicas moleculares aplicadas en citogenética,
mediante el fundamento de las técnicas de FISH, CGH, M-FISH, etc, como
alternativa en el diagnoéstico citogenético.

INTRODUCCION

En el afio de 1969, los investigadores Joseph Gall y Mary Lou Pardue se dieron
cuenta de que la hibridacion molecular podria ser usada para identificar la posicion de
las secuencias de ADN in situ (Gall; Pardue, 1969). Meses después, los dos cientificos
publicaron un documento histérico que demuestra que las copias radiactivas de una
secuencia de ADN ribosomal se podria utilizar para detectar secuencias de ADN
complementarias en el nucleo de un 6vulo de rana Xenopus (Pardue; Gall, 1970).

Poco después de los trabajos de Gall y Pardue, los marcadores fluorescentes
reemplazaron rapidamente a los marcadores radiactivos, como son las sondas para la
hibridacion, debido a su mayor seguridad, estabilidad y facilidad de deteccion. De
hecho, actualmente la mayoria de las hibridaciones in situ se realizan mediante el
procedimiento de FISH. La deteccion de una secuencia de ADN se puede comparar a
buscar una aguja en un pajar, en donde, la aguja es la secuencia de ADN de interés y el
pajar es un conjunto de cromosomas (O'Connor, 2008).

El cariotipo humano por lo general se estudia por medio de las técnicas de
citogenética clasica (bandeo). Para llevarlas a cabo, se tiene que obtener los
cromosomas en metafase de las células mitoticas. Esto conduce a la imposibilidad de
analizar todos los tipos de células, y la extrapolacion de los datos citogenéticos
recuperados de un par de decenas de células mitoticas para todo el organismo, lo que
sugiere que todas las células restantes poseen estos genomas. Las técnicas de
citogenética molecular han demostrado repetidamente ser eficaces en el diagnostico y se
han reconocido como un valioso complemento o incluso alternativa al bandeo
cromosomico (Vorsanova et al., 2010).

La hibridacion in situ con fluorescencia FISH es una técnica en la que una sola
cadena de acidos nucleicos (ADN por lo general, pero también puede ser utilizado el
ARN) se le permite interactuar de modo que los complejos, o los hibridos, estén
formados por moléculas de secuencias complementarias con bastante similitud. A través
de los acidos nucleicos de hibridacion, se puede determinar el grado de identidad de la
secuencia, estos permiten la deteccion de las secuencias especificas y localizadas en un
determinado cromosoma (science.jrank).

El progreso de la citogenética se ha convertido de manera significativa mas
rapida desde el descubrimiento del bandeo de los cromosomas, la hibridacion in situ
con fluorescencia (FISH) y técnicas metodologicas a base de FISH mejoran en gran
medida la deteccion de anomalias genéticas en celulas normales y cancerigenas (Wang,
2005).
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1.8.1.-ELECCION DE LA SONDA

La eleccion de la sonda es la decisién mas crucial que debe tener el investigador
y depende en gran medida de lo que se va a identificar. En citogenética clinica, las
sondas a partir de ADN gendmico de una region especifica son las que, por lo general se
utilizan, ya que son de mayor tamafio y se visualizan facilmente. Las sondas de ARN,
también se utilizan en FISH, y su principal aplicacion es la deteccion de ARN
mensajero (ARNm) expresados en células y tejidos. Las sondas de oligonucledtidos se
puede sintetizar en la secuencia diana que se conoce y es lo suficientemente grande
como para ser visualizada con un microscopio de fluorescencia (> 1 kb) (Gole, 2001).

1.8.1.1.- TIPOS DE SONDA

Basicamente existen cuatro tipos de sondas que se puede utilizar en la
realizacion de la hibridacion in situ.

Sondas de Oligonucle6tidos

Estas son preparadas mediante una sintesis quimica automatizada. El método
utiliza facilmente los desoxinucleotidos disponibles los cuales son econémicos, pero por
supuesto se requiere que se conozca la secuencia de nucleétidos especificos que se
desea preparar. Estas sondas tienen la ventaja de ser pequefias, generalmente alrededor
de 40-50 pb y resistentes a ARNsas. Esto es ideal para la hibridacién in situ, debido a
su pequefio tamafio, permite la facil penetracion en las células o tejidos de interés. Otra
de las ventajas de las sondas de oligonucleétidos es que son de cadena sencilla lo cual
excluye la posibilidad de renaturalizacion (genedetect.com).

Sondas de ADN de cadena sencilla.

Estas sondas son de menor tamafio entre 0.1 y 20 kb. EI método de preparacion
(PCR) también consta de un menor nimero de fases, por lo que las sondas se obtienen
de forma més rapida y sencilla. En general, partiendo de DNA de doble hebra se
preparan sondas de la misma naturaleza, salvo en la PCR asimétrica, que conduce a
DNA de hebra sencilla, y en la RT-PCR, que permite obtener sondas de DNA de doble
hebra partiendo de un RNA (Luque, 2001).

Sondas de ADN doble cadena

Estas pueden ser preparadas por la inclusion de la secuencia de interés en una
bacteria que se replica, se lisa y el ADN se extraé, se purifica y la secuencia de interés
se extirpa con enzimas de restriccion. Por otra parte, si la secuencia es conocida
entonces se puede producir la secuencia pertinente por el disefio de cebadores
adecuados por PCR, con gran rapidez con lo que se puede obtener una muestra muy
limpia. La ventaja del preparado de la bacteria es que es posible obtener grandes
cantidades de la secuencia de la sonda en cuestion (genedetect.com).

Sondas de ARN

Puesto que los hibridos ARN-ARN son mas estables que los hibridos ARN-
ADN, las ribosondas ofrecen la posibilidad de realizar la hibridacion en condiciones
mas estrictas, condiciones que ayudaran a aumentar la especificidad y reducir el fondo.
Por lo tanto, una sonda no unida especificamente se puede eliminar por digestion con
ARNasas, que es muy especifica para ARN (Hadidi, 2003).
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1.8.1.2.-CLASIFICACION DE LAS SONDAS

Sondas para enumeracion cromosomica (centroméricas): identifican solamente las
secuencias repetidas de ADN o satélite humano. Son las sondas de FISH especificas
para cada cromosoma, ya que se utilizan para identificar este ADN, que generalmente se
encuentra cerca de los centrémeros. Permite la identificacién y recuento de cromosomas
humanos en interfase y metafase de células frescas y muestras almacenadas. Se utilizan
comunmente para estudiar los cuerpos polares, blastbmeros, muestras prenatales,
tumores y neoplasias malignas hematolégicas ver fig. 12(www.abbotmolecular.com).

Fig. 12.- Marcacion por una sonda de enumeracién cromosémica.

Sondas para pintado cromosémico: identifican cromosomas completos marcando
cromosomas especificos. En un nacleo de una célula diploide, las 2 areas del
cromosoma se marcan igual, mientras que en un caso anormal existird un nimero mayor
de &reas marcadas ver fig. 13(Goldys, 2009).

Fig. 13.- Marcacion por una sonda de pintado cromosdmico

Sondas para identificacion de un locus especifico: identifican reordenamientos que
afectan a regiones cromosomicas mas pequefias que una banda G las cuales se pueden
visualizar utilizando sondas FISH especificas de banda. Estas sondas en particular,
mejoran la resolucion en general, que con las obtenidas con las sondas del cromosoma
entero en la identificacion de anomalias cromosdmicas. Las sondas de banda especificas
son capaces de detectar pequefios segmentos cromosomicos, tales como los implicados
en translocaciones sutiles con puntos de interrupcion localizados en distintas bandas
ver fig. 14 (www.kreatech.com).
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Fig.14.- Marcacion por una sonda de locus especifico.

Sondas subteloméricas: identifican solamente regiones cromosdmicas proximas a los
telomeros, que contienen secuencias Unicas que son especificas de cada cromosoma.
Han demostrado ser una herramienta muy Util para la deteccion de anomalias
teloméricas implicadas en abortos recurrentes, asi como en la deteccién de casos de
retraso mental. Dicha identificacion es importante dado que las regiones subteloméricas
contienen una gran cantidad de genes ver fig. 15 (Hernando, 2005).

Fig.15.- Marcacion por una sonda subtelomérica.

1.8.2.-PRINCIPIOS DE HIBRIDACION IN SITU FLUORESCENTE

En la figura 15 (a) se muestran los elementos basicos del FISH son una sonda
de ADN Yy una secuencia de destino. (b) Antes de la hibridacion, la sonda de ADN se
marca por diversos medios, tales como desplazamiento de la mella, primer etiquetado al
azar, y PCR. Se utilizan cominmente dos estrategias de etiquetado: etiquetado
indirecto (izquierda) y el etiquetado directo (panel derecho). Para el etiquetado
indirecto, las sondas se marcan con nucleétidos modificados que contienen un hapteno 6
utilizando anticuerpos contra el hibrido especifico, mientras que el etiquetado directo se
usan nucledtidos que se han visto modificados directamente para contener un
fluoréforo adherido a este. (c) La sonda marcada y el ADN diana se desnaturalizan. (d)
La combinacién de la sonda desnaturalizada y objetivo permite la hibridacion de las
secuencias de ADN complementarias. (€) Si la sonda se ha denominado indirectamente,
es necesario un paso adicional para la visualizacion del hapteno no fluorescente que
utiliza un sistema de deteccién inmunoldgica o enzimética. Mientras que el FISH es
mas rapido con sondas marcadas directamente, el etiquetado indirecto ofrece la ventaja
de amplificacién de la sefial mediante el uso de varias capas de anticuerpos, por lo que
puede producir una sefial que es mas brillante en comparacion con los niveles de base
ver fig. 16 (O'Connor, 2008).
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Fig.16.- Principio de FISH (Goldys, 2009).

1.8.3.- FISH DE INTERFASE

El FISH en Interfase se utiliza para el analisis y la deteccion de anomalias
numéricas, especialmente en el diagndstico prenatal en las células del liquido amnidtico
y de las vellosidades corionicas (trisomias de los cromosomas 13, 18 y 21 representan la
mayoria de las anomalias cromosdémicas de interés de diagnostico en las clinicas
prenatales), las pruebas prenatales no invasivas (Con el uso de un clasificador de células
activadas por fluorescencia, eritrocitos nucleados, los cuales son de origen fetal, se
pueden separar y se analizar mediante FISH para aneuploidias de los cromosomas de
interés.) y/o diagnostico genético preimplantacional de embriones (sondas especificas
de cromosomas X e Y se utilizan en embriones para comprobar el sexo. Las sondas
especificas autosomicas se estan utilizando para identificar anormalidades en los
embriones de sospecha) (Gole, 2001).

1.8.4.- FISH DE METAFASE

Las técnicas de citogenética de rutina son de gran valor en el suministro de la
informacién basica para los cromosomas implicados y FISH puede ser utilizada para
obtener informacion precisa y la confirmacion de los puntos de interrupcion, como
translocaciones de segmentos muy pequefios que no pueden ser visualizados por el ojo
desnudo bajo el microscopio, incluso con una muy alta resolucion, inversiones de
segmentos cromosomicos, muchas de las microdeleciones y sindromes de supresion de
genes contiguos y marcadores cromosomicos (Gole, 2001).
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1.8.5.- TECNICAS COMPLEMENTARIAS MOLECULARES DE
HIBRIDACION IN SITU

En los Gltimos afios la citogenética en combinacion con métodos moleculares, ha
traido como consecuecia rapidos progresos, lo cuales han resultando en el desarrollo de
técnicas mas sofisticadas como son FISH, HGC y todas sus variedades (Dudarewicz et
al., 2005).

La hibridacion gendmica comparada (HGC), también llamada CGH (del ingleés,
comparative genomic hybridization), es una técnica citogenética-molecular que permite
detectar cambios numéricos de secuencias de ADN (pérdidas, deleciones, ganancias y
amplificaciones) en un tejido tumoral. Dicha técnica se basa en la hibridacion in situ del
ADN tumoral y de un ADN control marcados con fluorocromos de distinto color y
cohibridados en presencia de ADN Cot-1. Después de la hibridacion, las variaciones
numericas del ADN tumoral se cuantifican mediante el coeficiente de intensidad de
fluorescencia entre el ADN tumoral y el ADN normal. A partir del andlisis de un
minimo de 10 a 12 metafases se obtiene el valor promedio y se generan los perfiles de
pérdida y ganancia (por encima del umbral 1.25 se considera ganancia y por debajo del
0.75 se considera perdida) (Espinet, 2010; Hernando, 2005).

Ya que la CGH compara las diferencias cuantitativas entre los genomas
individuales, sus aplicaciones se limitan al anlisis de pérdidas y ganancias de los
cromosomas (genomica) loci sin la visualizacion directa de los cromosomas
(Vorsanova et al., 2010).

Recientemente, la hibridacion genémica comparativa de matriz (aCGH array
comparative genomic hybridization en sus siglas en ingles) se ha utilizado en
citogenética clinica prenatal y postnatal para detectar desequilibrios cromosémicos
microscopicos. Esta técnica da resultados réapidos y la deteccion multiple de ambas
anomalias numéricas y desequilibrios estructurales con una resolucion mucho mas alta 'y
cobertura méas amplia que el cariotipo convencional y otras técnicas de citogenética
molecular (Park, 2010).

Las técnicas M-FISH y SKY Multicolor (M-FISH) puede visualizar la
complejidad de los reordenamientos estructurales en una vision unica, a veces sin ser
detectados por la citogenética convencional, mediante la aplicacion de 24 colores
distintos que separa a los cromosomas unos de otros (De Vree et al., 2009),
permitiendo una rapida identificacion de las 22 parejas homologas . Estas técnicas son
muy Utiles para determinar de forma inequivoca cariotipos complejos y cromosomas no
identificables con las técnicas de bandeo convencionales (marcadores cromosdmicos)
(Espinet, 2010). EI M-FISH es una técnica citogenética recientemente desarrollada para
el diagnostico del cancer y la investigacion sobre los trastornos genéticos ver fig. 17
(Wang, 2005).
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Fig. 17.- Cromosomas marcados con la técnica de M-FISH (Hernando, 2005).

Recientemente, se ha descrito la técnica de multibanding-FISH (RxFISH),
técnica similar a las de M-FISH o SKY, que permite la generacion de un patron de
bandas de distintos colores para cada cromosoma. Dicha metodologia se basa en las
homologias gendmicas que existen entre la especie humana y diferentes especies de
mono. Las ventajas que ofrece respecto a las de MFISH o SKY radican en que la de Rx-
FISH permite la identificacion de alteraciones estructurales dentro de un mismo
cromosoma (inversiones y translocaciones) y en que los puntos de rotura de los posibles
reordenamientos pueden ser localizados con mayor exactitud. Asi mismo, permite
determinar cariotipos complejos y cromosomas no identificables con las técnicas de
bandeo (marcadores cromosémicos) pero tiene la limitacion, como M-FISH y SKY, de
necesitar células en division. Esta técnica aln estd en fase de desarrollo y
experimentacion por lo cual no existen demasiadas referencias en la literatura ver fig.
18 (Espinet, 2010).

Fig.18.- Cromosomas marcados con la técnica de FISH-multibanding (Hernando, 2005).
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El FISH Multicolor de Centromero especifico (cenMFISH) es otra nueva
técnica de FISH multicolor que utiliza un coctel especifico de sondas que permite la
caracterizacion simultdnea de todos los centromeros humanos mediante el uso del
etiquetado de ADN satélite centromérico como sondas. Cada par de cromosomas
homdlogos se distinguen uno de otros con un color distinto. Asi los cromosomas pueden
ser identificados a partir de un color de centromero, obtenidos de la combinacion de 1 a
5 fluorocromos ver fig. 19 (Hernando, 2005).

Fig. 19.- cromosomas marcados con la técnica de FISH Multicolor de Centrémero especifico
(Hernando, 2005).

1.8.6.- PROTOCOLO ESTANDAR PARA FISH

Las laminillas que se han preparado para FISH a veces pueden ser utilizadas
inmediatamente. Sin embargo, la hibridacion puede ser mas eficiente si anteriormente
las laminillas se maduran un poco. Esto se puede hacer, ya sea dejando las laminillas en
la mesa durante la noche o colocando las laminillas en 2 x SSC a 37° C durante 30 min.
Posteriormente se pueden deshidratar, poniéndolas a 79, 90 y 100% de etanol para
estandarizar. EI método supone que las sondas se encuentran ya en la dilucion de
trabajo, y que no requieren un paso de prehibridacién como a veces es necesario para
algunos pintados cromosomicos. Ademas, algunas sondas son pre-desnaturalizadas y
por lo tanto no necesitan ser desnaturalizados antes de la hibridacion (Czepulkowski,
2001).
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EQUIPO
e Vaso Copplin
Cubreobjetos 18 x 18 mm
Cubreobjetos 25 x 50 mm
Tubos Eppendorf
Microscopio de fluorescencia con filtros apropiados
Forceps
Parrilla
Portaobjetos para microscopio con extremos frios
Pipeta Pasteur de 1 mL
Termdmetro de superficie
Balde de agua

SOLUCIONES

2 x SSC (solucion salina doble de citratos)
4,6-diamino-2-fenil-indole(DAPI) 125 ng mL™ o contra tincién apropiado
Etanol absoluto, grado analitico.

Kit de deteccion para Biotin-digoxigenin, si la sonda no es marcada
directamente

Hielo molido

Sonda DNA, marcada directa o indirectamente
Formamida

Parafilm

Buffer salino de fosfatos (PBS)

Cemento de caucho (como la que se encuentra en los kits de reparacion para
bicicletas)
e Tween 20

PROTOCOLO

Preparacion de muestras y portaobjetos para FISH

La preparacion debera llevarse a cabo dependiendo del tejido los cuales pueden ser
medula 6sea, amnidcitos y sangre.

Desnaturalizacion de los portaobjetos e hibridacion

Afadir 5 pL de la sonda en el portaobjetos.

Colocar cubreobjetos 18 x 18 y sellar con el cemento de goma.
Desnaturalizar a 70-75° C en el horno por 2 min.

Permitir la hibridacion a 37° C toda la noche en la obscuridad, en una caja
sellada, la cual contenga papel himedo para prevenir que la sonda se
deshidrate.

el o

Alternativamente la sonda y el portaobjetos pueden desnaturalizarse por separados de la
siguiente manera:
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Desnaturalizacion de la sonda

1.

Si la sonda no es pre-desnaturalizada, cologuela en un tubo Eppendorf e
incube a 70° C por 5 min. y a continuacion, refrigérelo en hielo durante unos
5 minutos antes de aplicarlo a los cromosomas desnaturalizados.

Desnaturalizacion de los portaobjetos

1.
2.
3.
4
5.

6.

Prepare en un vaso de Copplin la solucion desnaturalizante  (70%
formamida y 2 x SSC a pH de 7.0).

Caliente en bafio maria la solucién desnaturalizante a 70° C.

Precaliente los portaobjetos en la incubadora a 37° C.

Afada en el bafio maria con la solucion desnaturalizante a los portaobjetos y
déjelos por 2 min.

Deshidrate los portaobjetos en etanol helado a 70, 90 y 100%, dejandolos
por 1 min. en cada solucion.

Incline los portaobjetos en posicion vertical y déjelos secar al aire.

Hibridacion

N

Afadir 5 pL de la sonda en el portaobjetos.

Colocar cubreobjetos 18 x 18 y sellar con el cemento de caucho.

Permitir la hibridacion a 37° C toda la noche en la obscuridad, en una caja
sellada, la cual contenga papel himedo para prevenir que la sonda se
deshidrate.

Lavado de astringencia

1.

Llenar con SSC un vaso Copplin que contenga una gota de Tween 20. La
concentracion de SSC requerida dependera de la astringencia requerida para
la sonda usada y los rangos irdn de 4.0 a 2.0 x SSC.

Antes de lavar, remueva el cemento de caucho de todos los portaobjetos y
posteriormente remueva los cubreobjetos.

Coloque cada portaobjetos en la solucion precalentada de lavado por 2-5
min. (dependiendo de la astringencia) a 72+ 2° C. (nota la temperatura de la
solucion de lavado debe ser medida directamente con un termometro, ya
que, no se debe confiar en la temperatura del bafio maria). No deberan de ser
lavados mas de 2 laminilla al mismo tiempo, ya que, cada laminilla se baja
la temperatura de la solucion de lavado. La solucién debe recalentarse entre
cada lavado.

Transfiera los portaobjetos desde el SSC caliente al 2 x SSC Tween 20 para
RT de 2- 10 min.

Retire los portaobjetos de la SSC y coloquelos verticalmente para
escurrirlos. El portaobjetos no se debe secar completamente.

Deteccion directa de las sondas marcadas

1.

2.

Afada 10 ul de DAPI antifade o contratinciones alternativos y coloque un
cubreobjetos de 25 x 50 mm en el portaobjetos.
Examine el portaobjetos usando el microscopio de fluorescencia.
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Deteccion indirecta de las sondas marcadas
Los tiempos de incubacién y las soluciones utilizadas aqui varian ampliamente
dependiendo del kit de deteccion. Un dato aproximado se describe a
continuacion.

1.

2.

w

Afadir alrededor de 100 ul del antidigoxigenina y/o avidina marcado
fluorescentemente al portaobjetos, dependiendo de la concentracion.
Cubra con una pieza de parafilm e incube a 37° C en la obscuridad por 5-
15 min.

Retire el parafilm.

Lave el portaobjetos a través de una serie de 3 lavados, ya sea 2-4 x SSC
Tween 20 o solucion buffer de fosfatos, conteniendo Tween 20, por cada
2 min.

Afada 10 pl de DAPI antifade o contratinciones alternativos y coloque
un cubreobjetos de 25 x 50 mm en el portaobjetos. selle con cemento de
caucho.

Si se requiere amplificar la sefial

6.

7.

11.

12.
13.
14.

Despegue el cemento de caucho usando los forceps y luego remoje los
cubreobjetos en 2 x SSC.

Retire los cubreobjetos de la solucion anterior y remoje en 2 x SSC
nuevo por 5 min.

Afadir alrededor de del anticuerpo marcado fluorescentemente para el
sistema de deteccion de la digoxigenina, o el antiavidin para el sistema
de deteccion de la biotina.

Incube a 37° C en | obscuridad por 5-15 min.

. Lave 3 veces in una solucion de SSC/PBS Tween 20 , por cada 2 min (el

portaobjetos detectado con digoxygenina puede ser ahora montado con
contratincion, como anterior)

Afada alrededor de 100 pl de avidina marcada fluorescentemente para el
sistema de deteccion de la biotina.

Incube a 37° C en | obscuridad por 5-15 min.

Lave 3 veces in una solucién de SSC/PBS Tween 20, por cada 2 min.
Monte con contratincion.
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1.9.- ABERRACIONES CROMOSOMICAS
ESTRUCTURALES (ACE).

OBJETIVO

Analizar preparaciones cromosomicas a través del microscopio éptico para
adquirir destreza, habilidad y poder discriminar las diversas cromosomopatias
estructurales en el humano, con el fin de realizar un correcto diagndstico
citogenético.

INTRODUCCION

Para que un cromosoma sea completamente funcional y por lo tanto pueda estar
implicado en el proceso de la herencia debe de tener ciertos locus especificos, como
son: los telomeros, centromeros, y origenes de replicacion. Los origenes de replicacién
garantizan la copia exacta de todo el genoma, los telémeros protegen la terminacién del
cromosoma de la degradacion y eliminacion proporcionando cierta estabilidad, y los
centromeros aseguran la reparticion del genoma a las celulas hijas. Los defectos en
cualquiera de estas funciones conducen a la inestabilidad del genoma, su
reorganizacion, y por lo tanto, puede ocurrir una aneuploidia. Las anomalias
cromosOmicas constituyen también la base de enfermedades humanas congénitas
(Stimpson et al., 2010).

Las ACE’s se forman por la ruptura del material genético cromosdémico o
sobrecruzamiento desigual del cromosoma dando lugar a eliminaciones (deleciones),
anillos cromosémicos, duplicaciones, translocaciones, inserciones, e inversiones.
Una simple ruptura en un cromosoma puede producir una delecion terminal, mientras
que dos rupturas en un solo cromosoma pueden dar lugar a una delecion intersticial, un
cromosoma en anillo 0 una inversion. Dos rupturas en dos cromosomas diferentes
pueden producir cambios estructurales como translocaciones simples, reciprocas y
robertsonianas. Un sobrecruzamiento desigual puede dar lugar a duplicaciones o
deleciones (Moore; Best, 2001b).

Las cromosomopatias estructurales pueden ser balanceadas o no balanceadas.
Las balanceadas a menudo no tienen consecuencias importantes para quien las porta,
pero para su descendencia si, en tanto, que las anomalias que no estan balanceadas,
pueden producir sindromes graves a los individuos y a su descendencia. Dichas
cromosomopatias se dan por una inapropiada alineacion durante la meiosis o por
ruptura en la meiosis o mitosis (la probabilidad de una ruptura cromosémica aumenta
con la presencia de agentes nocivos, denominados clastdégenos), y aunque existen
mecanismos de reparacion algunas estas rupturas se mantienen o se reparan de manera
ineficiente de tal forma que se altera la estructura del cromosoma (Jorde, 2005).

El analisis cromosémico de las células que se dividen a veces revela la presencia
de cromosomas rotos o de reordenamientos complejos, tales como anillos y
cromosomas con centromeros multiples. Algunos de estos pueden dar lugar a células
hijas con deleciones o translocaciones, mientras que otros seran incompatibles a la
division celular y la supervivencia de la célula (Warburton, 2006).
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1.9.1.- REORDENAMIENTO INTERCROMOSOMAL

El tipo mas comun de reordenamiento cromosomico es la translocacion, la cual
implica el intercambio de material genético entre cromosomas no homologos. Las
translocaciones se clasifican en dos tipos: 1) las translocaciones reciprocas en las cuales
existe un intercambio mutuo de material genético y 2) las translocaciones
robertsonianas las cuales ocurren entre los cromosomas acrocentricos (Jorde, 2005)

1.9.1.1.- TRANSLOCACION RECIPROCA

Las translocaciones reciprocas son una de las anomalias cromosdmicas
estructurales mas comunes en nuestra especie y estan presentes en 1 de cada 500 recién
nacidos. Este tipo de reorganizacion se considera equilibrada cuando no hay ganancia o
pérdida aparente del material cromosomico ver fig. 21-k (Baptista et al, 2005).

Las translocaciones balanceadas tienen problemas reproductivos, incluyendo
abortos involuntarios recurrentes y / o descendientes con anomalias congeénitas debido a
la segregacion de una forma desequilibrada de la translocacion (Baptista et al, 2005).

En 1960, Peter Nowell y Hungerford David, describieron una anomalia
cromosémica en pacientes con Leucemia mieloide crénica, en el que pensaban que un
cromosoma acrocéntrico era producto de una delecion. Este fue el primer ejemplo de
una anomalia cromosémica vinculada a una malignidad especifica. Como las técnicas
de bandeo cromosémico mejoraron, se hizo evidente que la anomalia cromosémica era
un cromosoma 22 acortado. En 1973, el Dr. Janet Rowley determiné que el cromosoma
22 acortado, llamado cromosoma Filadelfia (Ph), era el producto de una translocacion
reciproca entre los brazos largos de los cromosomas 9y 22, t (9:22) (q34 ; q11) ver fig.
20 (Druker, 2008).

5 j &
-
Ph 22q—

Fig.20.- Diagrama esquematico de la translocacion creadora del cromosoma Filadelfia (Druker,
2008).
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1.9.1.2.- TRANSLOCACION ROBERTSONIANAS

La translocacion Robertsoniana (ROB) se observa en los seres humanos con una
incidencia de 1.23 por 1000 nacimientos (Ogur et al., 2006). Las ROB’s en los seres
humanos rara vez se forman por la ruptura en el centrémero. La mayoria son en realidad
la fusion y la ruptura del brazo corto, producidas dentro de ADN satélite Il (Stimpson
et al., 2010) de los cromosomas acrocéntricos 13, 14, 15, 21 y 22, teniendo a veces el
cromosoma translocado dos centromeros. Por lo general, se observa una pérdida
simultanea de ambos brazos cortos ver fig. 21-1. Las translocaciones ROB’s mas
frecuentes son der(13; 14) (0,97 por mil), sequido por der(14; 21) (0,20 por mil). En
general, los portadores de este tipo de translocaciones son fenotipicamente normales,
con ndmero cromosomico reducido debido a la union de 2 cromosomas y tienen un
mayor riesgo de abortos espontaneos y una descendencia cromosOmicamente no
balanceada. Ademaés, los portadores masculinos de translocaciones Rob tienen
problemas de fertilidad més frecuentes por oligoastenoteratospermia (OAT) (Ogur et
al., 2006).

1.9.2.- REORDENAMIENTO INTRACROMOSOMAL

Los reordenamientos intracromosdmicos son aberraciones citogenéticas que se
presentan en un solo cromosoma. Estos incluyen deleciones intersticiales y terminales,
duplicacion intersticial, inversiones, e isocromosomas (Shaffer, 2000).

1.9.2.1.- DELECIONES

Las deleciones implican la pérdida de material cromosomico y se clasifican en 2
tipos: 1 )deleciones terminales son resultado de una simple ruptura en un brazo del
cromosoma con pérdida de material genético, ver fig.21-b 2) deleciones intersticiales
implican dos rupturas en el mismo brazo del cromosoma con pérdida material ver
fig.21-c (Luthardt; Keitges, 2001).

Ejemplos de sindromes en el humano causados por este tipo de reordenamiento
intracromosomal son: la delecion 4p- asociadas al sindrome de Wolf-Hirschhorn, la
delecion de 5p- asociadas con el sindrome de Cri-du-chat (Thomas et al., 2006).

El Sindrome de Cri du Chat (CDC) fue descrito por primera vez por Lejeune et
al. en 1963 y su nombre se debe a la caracteristica clinica mas representativa de este
sindrome, la cual es un agudo llanto similar al maullido de un gato. Este sindrome
resulta de una delecion total o parcial del brazo corto del cromosoma 5 (5p) y
generalmente se asocia con una delecion de novo en mas del 80 por ciento de los casos
(Rodriguez et al., 2010).
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1.9.2.2.- DUPLICACIONES

Las duplicaciones se deben a un entrecruzamiento desigual entre cromosomas
homologos durante la meiosis y tienden a producir consecuencias menos graves que las
deleciones, por lo tanto la pérdida de material genético es mas grave que la ganancia del
mismo. La descendencia de los individuos que portan una translocacion reciproca
pueden presentar una trisomia parcial, o duplicacion de material genético ver fig. 21-g
(Jorde, 2005).

1.9.2.3.- INVERSIONES

Las inversiones se clasifican en 2 tipos pericéntrincas y paracéntricas. Las
pericéntricas implican una ruptura en cada brazo del cromosoma y la inversion del
segmento que contiene el centromero ver fig.21-d. Las paracéntrica ocurren por dos-
rupturas en un solo brazo del cromosoma y no involucran al céntromero ver fig.21-e.
Algunas inversiones se encuentran con mayor frecuencia que otras. La mas comun,
recurrente en los humanos es la inversion pericéntrica asociada con la heterocromatina
del cromosoma 9, més de 2% de la poblacién lleva la inv (9) (p11g12). (Shaffer, 2000).

1.9.2.4.- ISOCROMOSOMAS

Un isocromosoma es un cromosoma que consiste en dos copias idénticas de un
brazo cromosomico y ausencia del otro ver fig.21-h. Una persona con 46 cromosomas,
pero con un isocromosoma presentara una monosomia parcial de un brazo y una
trisomia parcial del otro brazo. Los isocromosomas son resultado de una misdivision
durante la meiosis | y meiosis Il (aunque este es menos probable), o de la ruptura y la
reunion de cromatides hermanas cerca del centrémero. El isocromosoma méas comun
consiste en el brazo largo del cromosoma X que es frecuente en personas con sindrome
de Turner. La mayoria de isocromosomas X son en realidad dicéntricos. La inactivacion
de un centromero hace de este un cromosoma anormal més estable durante la division
celular. Los isocromosomas autosémicos también ocurren con mayor frecuencia
involucrando a los cromosomas acrocéntricos con la pérdida de sus brazos cortos. Los
isocromosomas desbalanceados siempre estan asociados con anormalidades clinicas
debido a su desequilibrio genético inherente (Luthardt; Keitges, 2001).

1.9.2.5.- CROMOSOMAS EN ANILLO

Los cromosomas en anillo se producen cuando se rompen dos extremos de un
cromosoma que posteriormente se unen ver Fig.21-i. Existen 2 tipos de anillos
1) céntrico cuando el anillo contiene el centromero, y acéntrico el anillo formado no
contiene el centromero, y este se pierde durante la meiosis. Aunque los cromosomas en
anillo se presentan en todos los cromosomas humanos, habitualmente son inestables
(raramente, se transmite de padres a hijos) y tienen notorias dificultades durante la
mitosis cuando las cromatides hermanas intentan separarse. Estos problemas pueden
ocasionar cambios en el tamafio y contenido de los anillos y por lo general la pérdida, lo
cual provoca otras anormalidades y distribucion en mosaico de la descendencia celular
(Sack, 2002).
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Fig. 21.- Reordenamientos estructurales del Cromosoma. (A) el brazo del cromosoma y de las
denominaciones numéricas de bandas de acuerdo a ISCN. (B) Delecion Terminal y (c) delecién
intersticial, cada uno con pérdida de fragmento acéntrico. (D) la inversién pericéntrica y (e)
inversion paracéntrica, cada uno con rotacién del segmento entre los descansos. (F) la duplicacion
directa y (g) la duplicacion invertida. (H) la generacion de Isocromosoma de armas cortas y largas.
() el cromosoma anillo con dos fragmentos acéntrico. (J) La insercion del segmento de un
cromosoma en un cromosoma no homologo. (K) translocacién reciproca en el intercambio de
segmentos entre cromosomas no homdlogos. (L) translocacion Robertsonianas entre dos
cromosomas acrocéntricos. (Luthardt; Keitges, 2001)

Reyes Pineda Sergio Miguel 90



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

La siguente tabla presenta las abreviaciones de los cromosomas para las
aberraciones cromosomicas de los seres humanos de acuerdo al Sistema Internacional

de Nomenclatura de la Citogenética Humana

Tabla 13 .- Abreviaciones cromosdmicas segun Sistema Internacional de Nomenclatura de la

Citogenética Humana (Passarge, 2010)

Cariotipo femenino normal con 46 cromosomas (dos cromosomas 46,XX
XX)

Cariotipo masculino normal con 46 cromosomas (un cromosoma Xy | 46,XY
uny)

Cariotipo con 47 cromosomas ( dos cromosomas XX e unoY) 47, XXY
Cariotipo con 47 cromosomas (cromosomas X e Y) y un cromosoma | 47,XX,+21
21 adicional (trisomia 21)

Brazo corto del cromosoma 13 13p
Brazo largo del cromosoma 13 13q
Region 1, banda 4 del brazo largo del cromosoma 13 13q14
Delecion del cromosoma 5 del(5)

Delecion de cromosoma 5, desde la region 2 banda 1 del brazo largo
(2921) hasta el final (telomero del brazo largo (g-ter)

del(5)(g21-qter)

Inversion del cromosoma 4 , 4p11 a 4921 (inversion pericéntrica) Inv(4)(pl1lg21)
Forma de anillo del cromosoma 13 (implica una delecion) ri3
Isocormosoma para el brazo largo del cromosoma X i(Xq)
Translocacion reciproca entre un cromosoma 2 y uno 5; el brazo t(29-;5q+)

largo del cromosoma 2 se acortd y el del 5 se alargd

El segmento 922 al g32 de un cromosoma 2 se insertd en la regién
pl4 de un cromosoma 5

Ins(5;2)(p14;922;032

Cromosoma X con un sitio fragil en la posicion q 27.3 Fra(X)(g27.3)
Perdida -

Ganancia +

Mosaicos; translocacion robertsoniana /

Reyes Pineda Sergio Miguel 91




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

1.9.3.- PRACTICA 7: ANALISIS Y ELABORACION DE UN

CARIOTIPO CON ABERRACIONES CROMOSOMICAS

ESTRUCTURALES (ACE).

Material por alumno

1 laminilla con preparacion cromosomica
1 microscopio.

Procedimiento

1.

2.
3.
4. Anotar sus observaciones e indicar de que ACE se trata.

™=

Colocar la laminilla con la preparacion cromosémica en el microscopio.
Observar al microscopio dptico con los objetivos 10x y 40x.
Estudiar las metafases seleccionadas con el objetivo seco fuerte (100x).

1.9.4.- Ejercicio 2
De la siguiente microfotografia localizar y contar el nimero de cromosomas.
Realizar los pasos como se indican en el capitulo 1.5 anélisis cromosémico.
Analiza y utiliza la tabla para indicar de que ACE se trata.

Reyes Pineda Sergio Miguel

92



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

A L 5’?

™ g ﬂ . F

: 7

4 , 3 ﬁ/ \

_*’% dq , °

N T
ﬁig 'm-!ﬂl

S
5 g*ﬂi



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

CUAUTITLAM

Reyes Pineda Sergio Miguel 94



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

Uraan Hoja de Cariotipo
1 2 3 4 5
A B
6 7 8 9 10 11 12
C
13 14 15 16 17 18
D E
19 20 21 22
F G
X Y

Reyes Pineda Sergio Miguel 95




Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

1.10.- ABERRACIONES CROMOSOMICAS
NUMERICAS (ACN).

OBJETIVO

Analizar preparaciones cromosomicas a través del microscopio éptico para
adquirir destreza, habilidad y poder discriminar las diversas cromosomopatias
numeéricas en el humano, con el fin de realizar un diagndstico citogenético
correcto.

INTRODUCCION

El cariotipo normal de los cromosomas consiste en un patron de 22 pares de
cromosomas autosémicos y un par de cromosomas sexuales: XY en el varon y XX en la
mujer (Pagana, 2008). Las alteraciones numéricas pueden ser por exceso, disminucion
o por defecto, y afectar a toda la serie haploide (euploidias) o a pares cromosémicos
aislados (aneuploidias) (Oliva, 2004).

1.10.1.- EUPLOIDIAS

Las alteraciones euploides son mdaltiplos exactos del nimero haploide n
(triploidias 3n=69 cromosomas, tetraploidias 4n=92 cromosomas, etc.). Si el nimero de
veces que se repite la serie haploide es muy elevado se denominan poliploidias; su
origen suele residir en una dispermia (fecundacién del ovulo por dos o mas
espermatozoides) o por error meiético (no expulsion del cuerpo polar) o por errores en
la citocinesis (Oliva, 2004).

Estas euploidias se pueden producir en los tumores o en lineas celulares
cultivadas; produciéndose normalmente en pocos tejidos del cuerpo. La triploidia o
tetraploidia puede ocurrir en la concepcion, pero por lo general conduce a la muerte
embrionaria o fetal. La haploidia, es cuando hay s6lo un cromosoma de cada par, se
produce rara vez en los tumores, pero no es compatible con el desarrollo mas alla de las
primeras divisiones celulares (Warburton, 2006).

1.10.1.1.- TRIPLOIDIA

Las triploidias son unas de las anomalias cromosomicas mas comunes en los
seres humanos, que ocurren en aprox. el 1% de todos los productos de la concepcién. La
mayoria de las concepciones triploides mueren en el desarrollo temprano, representa
aprox el 10% de los abortos espontaneos (Zaragoza et al., 2000).

La triploidia es un trastorno genético que no es compatible con la vida, con un
conjunto de cromosomas haploide adicional que resulta en un total de 69 cromosomas
ver fig.22. Existen dos tipos de triploidia segln el origen parental. El tipo I, cuando el
complemento cromosomico que esta de mas es de origen paterno (diandra), “con
crecimiento normal del feto”, presentando un aumento de la translucencia nucal, y una
placenta ampliada y multiquistica con niveles elevados en suero materno de beta
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gonadotropina coridénica humana (- hCG), lo que se conoce como mola hidatiforme.
Los embarazos molar parciales se asocian generalmente con triploidia de origen
diandrico (Houwen et al., 2009).

Tipo I, con el conjunto de cromosomas adicional que esta de mas es de origen
materno (diginia), se caracteriza por una placenta pequefia, pero normal, con
disminucion de los niveles de restriccion del crecimiento B-hCG y del feto asimétrico.
Los defectos estructurales comunes en ambos tipos son las manos, el corazén, la cabeza
y la cara con malformacién (Houwen et al., 2009)

i=¢¢" i ¥ g
QR (IR ({1

paS & S

{

7} ¢ oo Sgs ¥¥y 121
HERHBIIRIIRIIRLL
7 Q9

1
s F
I xr? AbS $AFR Q)‘!
19 20 21 22 X Y

Fig.22.- Cariotipo de una célula triploide de un feto abortado (Warburton, 2006).

1.10.1.2.- TETRAPLOIDIA

La mayoria de las plantas poliploides son tetraploides. Los alotetraploides, son aquellas
plantas que tienen dos genomas diferentes, surgen a partir de cruzamientos entre
especies diferentes seguida por la duplicacion de los cromosomas. Esta situacién da
lugar a la formacién de bivalentes en la profase de la meiosis | y por lo tanto es llamada
la herencia disomica. Mientras que los autotetraploides son aquellas plantas que tienen 2
genomas iguales (Birchler, 2009).

1.10.1.3.- POLIPLOIDIAS

La poliploidia, es la duplicacion de todo el genoma, con la participacion de
alopoliploides y autopoliploides. Es un modo importante de especiacion en las plantas,
pero es relativamente rara en los animales. El 47% de todas las plantas con flores y el
95% de todos los helechos surgié a través de la duplicacién de los cromosomas en
hibridos interespecificos (Nevo, 2006).

1.10.2.- ANEUPLOIDIAS AUTOSOMICAS

La aneuploidia, se define como un ndmero anormal de cromosomas, es
reconocida como un mecanismo comun de las patologias cromosémicas humanas, a
menudo conduce a patrones anormales de la expresion génica con exceso o disminucion
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en la expresion de genes especificos. Clasicamente, el término se limitd a la presencia
de cromosomas enteros de mas (trisomia) o la ausencia de cromosomas (monosomia).
Sin embargo, con el desarrollo de técnicas moleculares de alta resolucion para escanear
el genoma, as aneuploidias estdn siendo cada vez mejor definidas e identificadas
(Dierssen et al., 2009).

La aneuploidia (trisomia o monosomia) es la anomalia cromosoémica mas
frecuentemente identificada en los humanos, se producen en al menos 5% de todos los
embarazos clinicamente reconocidos. Sin embargo, algunos fetos aneuploides
sobreviven a largo plazo, ademas, la aneuploidia es la causa mas comudn de retraso
mental. El desequilibrio de la dotacion cromosomica generalmente da lugar a la
inviabilidad. Por lo tanto, la no disyuncion meioética y el rezago anafasico es un de los
mecanismos que la producen (Hassold; Hunt , 2001).

1.10.2.1.- NO DISYUNCION

La combinacion precisa y la segregacion en las dos divisiones meioticas
garantizan el reparto equitativo del material genético de las células somaticas diploides
en las cuatro células haploides resultantes. La no disyunciéon se produce tanto en
meiosis como en mitosis, cuando los dos cromosomas homdlogos en la primera division
o0 de las dos cromatides hermanas en la segunda, no se separan el uno del otro en la
anafase, sino que disyunden juntos hacia el mismo polo de la célula (Moore; Best,
2007).

1.10.2.2.- TRISOMIA

La trisomia humana es la principal causa de pérdidas fetales, mortalidad perinatal e
infantil, malformaciones congénitas y retraso mental. Esto incluye s6lo el impacto de la
trisomia en el cariotipo constitucional del individuo que se determina durante la
fecundacidn o a partir de las primeras divisiones celulares (Zaragoza et al., 2006).

1.10.2.3.- TRISOMIA 13

El sindrome de Patau es una enfermedad congénita que fue reportado por el Dr.
Klaus Patau en 1960. El sindrome es causado por la presencia de una copia extra del
cromosoma 13 ver fig.23. La incidencia del sindrome de Patau es de aproximadamente
1 por cada 12.000 nacimientos. (Nanjiani et al., 2007). Su importancia se debe a su
asociacion con malformaciones multiples del sistema nervioso central, el sistema
cardiaco y circulatorio y el sistema urogenital, ademas de una tasa de supervivencia
limitada. Las malformaciones del sistema nervioso central son importantes factores
predictivos de la supervivencia de un nifio que tiene este sindrome (Duarte et al.,
2004).

Los estudios han informado que la supervivencia de lo afectados con la trisomia
13 varia de 2.5 dias a 4 meses (Rasmussen et al., 2003). La causa mas comun de
muerte son las complicaciones cardiopulmonares. Por lo que la supervivencia hasta la
edad adulta es extremadamente rara (Nanjiani et al., 2007).
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Fig.23.- Cariotipo masculino con sindrome de Patau presentando trisomia del cromosoma 13. 47,
XY, + 13 (modif. Shaffer, 2000).

1.10.2.4.- TRISOMIA 18

El sindrome de Edwards es un sindrome debido a la existencia de tres
cromosomas 18 ver fig. 24. Su incidencia se estima entre 1/3.000-1/6.000 recién
nacidos vivos, aunque su incidencia real depende del porcentaje de diagnéstico prenatal
mediante la realizacion o no de amniocentesis. Es més frecuente en madres de edad
avanzada, y llega incluso a 1/500 a la edad de 43 afios. El 95 % de los casos
corresponden a trisomia completa por no disyuncion, siendo el resto trisomia por
translocacion. La trisomia parcial y el mosaicismo para la trisomia 18 suelen presentar
un fenotipo incompleto. Aparece con mayor frecuencia en mujeres, y suelen presentar
numerosas anomalias congenitas. Las méas frecuentes son el retraso del crecimiento
intrauterino, las anomalias craneofaciales, en extremidades, esternon corto,
malformaciones urogenitales, gastrointestinales, del sistema nervioso central (SNC), v,
especialmente, cardiopatias congénitas. (Torres et al., 2005)

La trisomia 18, es la segunda trisomia mas comunmente diagnosticada de las

trisomias autosémicas en recién nacidos vivos. A pesar de estas condiciones se asocia
con un alto grado de mortalidad infantil (Rasmussen et al., 2003).
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Fig.24.-Cariotipo femenino con sindrome de Edwards demostrando trisomia en el cromosoma 18.
47, XX,+18 (Warburton, 2006).

1.10.2.5.- TRISOMIA 21

En 1866, el médico inglés John Langdon Haydon Down, al referirse a un determinado
tipo de retraso mental (RM), intenté describir el aspecto comdn de un 10% de sus
pacientes con RM. Las hendiduras palpebrales hacia arriba y la facies aplanada lo
Ilevaron a acufiara el término "mongolismo™ aunque hoy en dia ya no es usado, por su
similitud con ciertos rasgos asiaticos. Este parecido es coincidental y el término deberia
abandonarse dado que nifios de cualquier grupo étnico pueden presentar el sindrome de
Down (SD). En 1958, casi 100 afios después de la descripcién original, Jerome Lejeune,
un genetista francés, descubrid que el SD respondia a una anomalia cromosomica
(Kaminker; Armando, 2008).

El sindrome de Down (SD), es causado por un cromosoma 21 extra (trisomia 21)
ver fig.25, es el mas estudiado de la condicién aneuploide humana (Freeman et al.,
2007). Aproximadamente el 0,45% de las concepciones humanas son trisomicos para el
cromosoma 21(Hsa21). La incidencia de esta trisomia esta influenciada principalmente
por la edad y en algunas poblaciones cerradas (entre 1 en 319 y 1 de cada 1000 nacidos
Vivos son trisomicos para Hsa21) (Wiseman et al., 2009)

Las caracteristicas del SD son retraso mental, hipotonia y rasgos fenotipicos
caracteristicos. Los componentes variables incluyen defectos cardiacos, anomalias del
tubo digestivo, las cataratas congenitas y la leucemia (Freeman et al., 2007)

La inmensa mayoria de la trisomia 21 o sindrome de Down es causada por la no
disyuncion meidtica. (Oliver et al., 2008)

Ademas de sindrome de Down y otros nifios nacidos vivos con trisomia, el
impacto de la no disyuncion del cromosoma materno-relacionada con la edad en la
salud reproductiva humana es evidente a partir de estudios de las pérdidas de embarazo
espontaneo y ovocitos humanos. Por lo tanto, se piensa que un aumento en la
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aneuploidia es el principal factor subyacente responsable del incremento en la
infertilidad observado entre las mujeres con edad avanzada (Graves et al., 2009).

Una asociacion entre la edad materna y la recombinacion también se ha
identificado en la poblacién general. La alteracion de la recombinacién genética ha sido
identificada tambien como un factor de riesgo. En los organismos modelo, la ausencia o
reduccion de los niveles de recombinacion, junto con la subdptima ubicacion de los
eventos recombinantes, aumentan el riesgo de una segregacion deficiente (Lamb et al.,
2005).
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Fig.25.- Cariotipo femenino con sindrome de Down demostrando trisomia en el cromosoma 21.
47, XX,+21 (Luthardt; Keitges, 2001)

1.10.3.- ANEUPLOIDIAS EN CROMOSOMAS SEXUALES

Las anormalidades de los cromosomas sexuales tienen anomalias clinicas menos
graves que los relacionados con los desequilibrios autosomicos. Esta diferencia puede
ser atribuida a la inactivacion genética de todos menos un cromosoma X en los casos en
que varias copias estan presentes, y el contenido de genes relativamente bajo de los
cromosomas sexuales. La aneuploidia de los cromosomas sexuales es relativamente mas
comun, con una frecuencia de alrededor de 1 de cada 500 nacidos vivos. Algunos
trisomias de los cromosomas sexuales (XXX, XXY, XYY) son relativamente frecuentes
en los recién nacidos, pero poco frecuente en abortos espontaneos. La monosomia del X
(sindrome de Turner), por el contrario, es una de las anomalias cromosémicas mas
comunes que se observan en los abortos espontaneos, pero relativamente poco frecuente
en los recién nacidos (Luthardt; Keitges, 2001).

1.10.3.1.- SINDROME XO

Henry H. Turner describio el sindrome que lleva su nombre en la década de
1930 en la Clinica de Endocrinologia de la Universidad de Oklahoma (Sawalha et al.,
2009). El sindrome de Turner (ST) es una de las aneuploidias mas comunes en los seres
humanos, esta presente en 1 de cada 2000 recién nacidos con fenotipo femenino. Los
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individuos con ST presentan fenotipos muy variables (Oliveira et al., 2009), las
caracteristicas mas comunes del sindrome de Turner son: baja estatura, amenorrea
primaria, gonadas indiferenciadas, Utero pequefio, no hay células germinales o
formaciones  foliculares  esternébn  corto  malformaciones  cardiovasculares,
malformaciones renales (como el rifion en herradura) e hipoplasia de los huesos del
cuarto o quinto metacarpianos y metatarsianos, cuello alado (Sawalha et al., 2009).

El 45, XO es una causa comun de pérdida temprana del embarazo, lo que
representa aproximadamente el 7% de los abortos espontaneos. Alrededor del 30% de
los pacientes con sindrome de Turner son mosaicos, tanto con una linea celular 45,XO
ver fig. 26 y wuna la linea celular 46, XX 0 una que contiene un cromosoma X
reorganizado. Los estudios moleculares muestran que el Unico cromosoma X es de
origen materno en el 80% de los casos de 45, X. Esta es probablemente una
consecuencia de una mayor vinculacion entre los problemas del cromosoma X y del
cromosoma Y durante la meiosis masculina, asi como tal vez una mayor tendencia a la
pérdida somatica de un cromosoma Y, en comparaciébn con un cromosoma X
(Robinson, 2001).
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Fig.26.- Cariotipo del sindrome de Turner demostrando monosomia del cromosoma X.
45, XO (Luthardt; Keitges, 2001).

1.10.3.2.- SINDROME XXX

La trisomia X es una anomalia de los cromosomas sexuales con un fenotipo
variable, debido a la presencia de un cromosoma X extra en las mujeres (47, XXX, en
lugar de 46, XX). Es la m&s comun de las anomalias cromosomicas femeninas, que
ocurre en aproximadamente 1 de cada 1.000 nacimientos de nifias. Originalmente
descrito como el "superfemale” en 1959 en una mujer de 35 afios de edad con capacidad
intelectual normal, que presentdé amenorrea secundaria a los 19 afios de edad (Tartaglia
et al., 2010).

La dismorfologia facial no es muy significativa en este sindrome, sin embargo,
individuos pueden presentar epicanto, hipertelorismo, fisuras palpebrales y un ligero
retrazo mental, hipotonia y también puede estar presente la hiperextensibilidad de
articulacion (Tartaglia et al., 2010).
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1.10.3.3.- SINDROME XYY

El sindrome XYY afecta a 1 de cada 1.000 varones y se caracteriza por: estatura
alta, asi como alteraciones neuroldgicas, cognitivas, presentan dislexia y su funcion
testicular suelen ser normales por lo tanto son fértiles y presentan un ligero retrazo
mental. Estos nifios tienden a requerir terapia del habla. A menudo tienen dificultades
para dominar los programas escolares y la necesidad de servicios de apoyo educativo en
la lectura y la escritura. Aumento del riesgo de problemas de hiperactividad ver fig. 27
(Ross et al., 2009).
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Fig.27.- Cariotipo de sindrome de Jacobs, donde se demuestra un cromosoma Y extra.
47, XYY (Robinson, 2001).

1.10.3.4.- SINDROME XXY

Henry F. de Klinefelter en la década de los 40"s ayudd a describir un nuevo
sindrome, el sindrome de Klinefelter (Sawalha et al., 2009). Se creia que era un
trastorno endocrino, de etiologia desconocida, hasta que en 1959, cuando Jacobs y
colaboradores reconocen que el sindrome de Klinefelter es un trastorno cromosémico en
el que hay un cromosoma X que resulta en el cariotipo de 47, XXY (Visootsak;
Graham, 2006).

El Sindrome de Klinefelter, es una de las aneuploidias de los cromosomas
sexuales mas comun, ocurre 1 en 1000 hombres (Ross et al., 2009). Hoy en dia, se sabe
que aproximadamente el 80% de los casos son por causa de una trisomia (47, XXY), el
20% restante son poliploidias cromosémicas de mayor grado (por ejemplo, 48, XXXY)
0 mosaicismos. Menos del 10% de todos los sujetos con sindrome de Klinefelter son
diagnosticados antes de la pubertad, y s6lo aproximadamente una cuarta parte de los
varones adultos con el sindrome se diagnostica (Aksglaede et al., 2006)

Fenotipicamente, el sidrome Klinefelter se caracteriza por fenotipo masculino,
testiculos y genitales pequefios, criptorquidia, ginecomastia, hipospadia, proporciones
de cuerpo eunucoide, azoospermia, altos niveles de gonadotropinas (FSH y LH) y
niveles bajos de testosterona, escaso vello pubico y axilar y son estériles (Aksglaede et
al., 2006).
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1.10.4.-PRACTICA 8: ANALISIS Y ELABORACION DE UN
CARIOTIPO CON ABERRACIONES CROMOSOMICAS
NUMERICAS (ACN).

Material por alumno
¢ 1 laminilla con preparacion cromosomica

e 1 microscopio.

Procedimiento
1. Colocar la laminilla con la preparacion cromosémica en el microscopio.

2. Observar al microscopio optico con los objetivos 10x y 40x.
3. Estudiar las metafases seleccionadas con el objetivo seco fuerte (100x).
4

. Anotar sus observaciones e indicar de que ACE se trata.

1.10.5.- Ejercicio 3
De la siguiente microfotografia localizar y contar el nimero de cromosomas.
Realizar los pasos como en el capitulo 1.5 anélisis cromosémico.
3. Analiza y utiliza la tabla para indicar de que ACN se trata.

™=

Reyes Pineda Sergio Miguel 104






Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

i |.-_1h='|_lJ- L JI'I|J|-|' E:.ﬂ
ol 8 u._’f: L
dlmﬂ -
e - #jil
T"—'f. S,

ol nde
l'_l

2

CUAUTITLAM

Reyes Pineda Sergio Miguel 106



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

Uraan Hoja de Cariotipo
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CAPITULO II

CITOGENETICA
TOXICOLOGICA
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INTRODUCCION

En nuestra vida cotidiana tenemos que lidiar con un nimero cada vez mayor de
compuestos quimicos nuevos Yy diferentes, tales como, colorantes y conservadores
alimenticios, drogas, tintes para la ropa y objetos ordinarios, los pesticidas y muchos
otros. En la actualidad el nimero de sustancias quimicas registradas se estiman en
millones de dolares, y es bien sabido que la proliferacion incontrolada de nuevas
sustancias quimicas puede representar riesgos para el medio ambiente y las personas,
por lo que su potencial de toxicidad tiene que ser considerada. Los productos quimicos
biol6gicamente activos interactian con las biomoléculas, desencadenando mecanismos
especificos, tales como la activacion de una cascada enzimatica o la apertura de un
canal idnico, que dan lugar a una respuesta bioldgica. Estos mecanismos, son
determinadas por las propiedades quimicas, por desgracia, en gran parte desconocida,
por lo que las pruebas de toxicidad son necesarias (Ferrari; Gini, 2010).

La Genética Toxicoldgica o Toxicologia Genética es el estudio de los efectos
adversos o genotdxicos sobre el proceso de la herencia (Krishna; Hayashi, 2000) en
pocas palabras esta disciplina se encarga de detectar las genotoxinas, agentes capaces de
actuar directa o indirectamente sobre el ADN o sobre moléculas asociadas (proteinas
que intervienen en el ADN o segregacion cromosomica) y que producen alteraciones en
el material genético a concentraciones no téxicas o subtoxicas (Pastor 2002). Los
estudios de la genética toxicologica han dado lugar a una serie de pruebas, tanto in vitro
como in vivo, disefiados para evaluar los efectos de las sustancias quimicas sobre los
mecanismos genéticos y el consiguiente riesgo para los organismos, incluido el ser
humano (Krishna; Hayashi, 2000).

Los analisis con células eucariotas permiten la deteccidn de una mayor extensién
del dafio, que van desde las mutaciones génicas y las aneuploidias cromosémicas. El
uso de ambos sistemas de pruebas procariotas y eucariotas permiten fortalecer y
correlacionar los resultados para asegurar si la sustancia realmente tiene cualquier
efecto nocivo en los genes (Liman et al., 2010).

Existe una bateria de ensayos considerable para la deteccion de diferentes efectos
genotoxicos de los compuestos en sistemas experimentales “in vitro”, o para
investigaciones de la exposicién a agentes genotdxicos “in vivo” (Hovhannisyan,
2010). Generalmente, esta bateria incluye una serie de tres ensayos: uno in vitro que
detecta las mutaciones genicas en bacterias, otro in vitro para las alteraciones
cromosOmicas en células de mamiferos en cultivo, y uno in vivo en rata o ratén, ver
tabla 14 (Bello, 2001).
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Tabla 14. Bateria de ensayos recomendadas. (Guzman, 2008)

TIPO DE EFECTO GENOTOXICO A ENSAYO REALIZADO

ENSAYO EVALUAR Y SISTEMA DE FORMA
EXPERIMENTAL HABITUAL

In vitro Ensayos que detectan Prueba de Ames

mutaciones génicas en bacterias.

In vitro Ensayos que detectan Ensayo de linfoma de
alteraciones cromosomicas. raton o aberraciones
cromosomicas
In vivo Ensayos que detectan Ensayo de micronucleos
interaccién con el ADN en roedor

Por ultimo unas de las pruebas finales es la induccion de teratogénesis en rata
este estudio consta de dos experiencias: la determinacion del efecto teratogénico y el
estudio del efecto abortivo mediante los indices de implantacion (ii) y el indice de
reabsorcion (ir) utiles en la determinacion final de agentes teratogénicos en la
industria farmacéutica.

Reyes Pineda Sergio Miguel 110



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

2.1.- PRUEBA DE AMES

OBJETIVO

Comprender las bases tedrico-practicas de la prueba de Ames, para la deteccion de
agentes genotoxicos y con ello pueda establecer la actividad mutagénica de ciertos
compuestos.

INTRODUCCION

La prueba de Ames / Salmonella, fue desarrollado por el profesor Bruce Ames de la
Universidad de California, Berkeley en 1970 (Felton; Wu, 2003), y en la actualidad es
el mas empleado para el tamizaje genotoxicolégico de nuevas sustancias propuestas
como medicamentos, por su alta predictibilidad, rapidez y sensibilidad en la deteccién
de carcindgenos genotdxicos que inducen mutaciones puntuales (Gutiérrez et al.,
2005).

El ensayo de Ames / Salmonella bacteriana mide mutaciones quimicamente
inducidas por mutantes construidos especialmente de Salmonella typhimurium LT-2.
Estos mutantes (cepas de ensayo) que tienen un Unico cambio de bases en el ADN, o
deleciones de bases en el operon de histidina (una serie de genes responsables de la
sintesis de la histidina, aminoacido esencial) por lo que son His- (Felton; Wu, 2003).

Adicionalmente a la mutacién para histidina, cada cepa presenta otras mutaciones, que
hacen incrementar su sensibilidad para determinados mutagenos. (Trossero et al.,
2006). Cuatro cepas de salmonela son las mas cominmente utilizadas en el ensayo: TA
1535, TA100, TA1573 y TA98. Las cepas TA1535, TA100 y TA 102 detectan las
mutaciones por sustitucion de pares de bases; y TA98, TA1537, TA97 y TA97a
detectan mutaciones por corrimiento de lectura. La cepa TA102 detecta mutaciones en
la base de pares A-T, en comparacion con otras cepas que detectan mutaciones en las
regiones G-C (Choy, 2001). Otras cepas tales como TA110, TA89, TA1538, etc., se
han dejado de usar con frecuencia por diversos motivos (por ejemplo, son menos
sensibles) (Trossero et al., 2006).

Estas cepas de S. typhimurium auxotrdficas a histidina son expuestas a una
muestra con y sin activacién metabdlica y plagueadas en agar medio minimo con
histidina/biotina. Dada la composicion del medio de cultivo, se forman colonias con las
células prototréficas a histidina (his-), procedentes de mutaciones espontaneas u
originadas de mutaciones provocadas por la muestra problema, posteriormente las
colonias revertantes son contadas (Mendoza; Ramirez, 2008).

Se cuentan por miles la cantidad de sustancias que han sido ensayadas con el test
de Ames, desde compuestos metalicos (complejos de hierro, rutenio y osmio con
bipiridinas sustituidas, ensayadas con TA98 y TA100 o de platino, también con las
mismas cepas TA98 y TA100, hasta mezclas complejas como aguas residuales
hospitalarias, también empleando las mencionadas cepas , o0 incluso para la deteccion de
antimutagenos, como la actividad protectora de flavonoides, con la cepa TA102
(Trossero et al., 2006).
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La experiencia en la deteccion de productos quimicos para la actividad mutagénica ha
sefialado que sélo una fraccidn relativamente pequefia de ellos es capaz de interactuar
directamente con el ADN para producir mutaciones. Sin embargo, hay otras sustancias
quimicas que pueden ser metabolizadas por enzimas (principalmente) en el higado de
los mamiferos, sobre todo por las reacciones de oxidacién, para producir metabolitos,
que son capaces de reaccionar con el ADN e inducir mutaciones. Para detectar este tipo
de mutégenos «indirectos», es necesario incorporar en los ensayos in vitro, un sistema
de metabolizacion capaz de proporcionar los sistemas de activacion necesaria para
producir metabolitos reactivos de ADN (Parry; Parry, 2006). En dichos sistemas se
utiliza la llamada fraccion S9, el cual es el sobrenadante, separado por centrifugacion
del tejido hepético homogeneizado, y que contiene las membranas del reticulo
endoplasmico, los ribosomas, las enzimas solubles y los cofactores enddgenos. La
induccion con Aroclor 1254 para enzima citocromo Pgso permite obtener fracciones S9
con actividad metabdlica alta (Bello, 2001).

En el ensayo de Ames se considera mutagénico un compuesto o0 muestra a
analizar, cuando una determinada dosis, inferior a 5mg /caja Petri es capaz de duplicar
el namero de colonias bacterianas que se presentan en ausencia de dicho mutageno.
Estadisticamente, otro criterio, es la existencia de una curva de dosis-respuesta
calculada por el método de minimos cuadrados (Moreno, 2007).

Se considera toxico un compuesto en el ensayo cuando al observar la placa en un
microscopio, el fondo bacteriano auxotrofo no se observa, y en su lugar se encuentran

colonias muy pequefias; a este evento se le denomina “pinpoint” o crecimiento de fondo
(Moreno, 2007).

2.1.1.- CUIDADOS DE MANIPULACION DE LA CEPA S. typhymurium
S. typhimurium puede causar diarreas e intoxicacién alimenticia cuando es ingerida.
Todas las cepas de S. typhimurium presentan alta virulencia; sin embargo, las cepas que

se usan en esta prueba presentan una baja virulencia debido a la presencia de la
mutacion rfa (Mendoza; Ramirez, 2008).

2.1.2.- PRACTICA 9: PRUEBA DE AMES

Material por alumno.
Cubrebocas.

Guantes de latex o vinilo.
Marcador indeleble.

1 pinza adson.

Material por equipo.
e Mechero.
Discos de papel filtro estériles de 6 mm de didmetro.
3 tubos 13 x 100 mm, tapa plastica, estériles.
1 pipeta estéril de 1 ml.
2 pipetas estériles de 5 ml.
1 bafio Maria a 48° C.

Reyes Pineda Sergio Miguel 112



Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

e [Estufa.

Reactivos.
e 3 placas con 15 ml de Agar Minimo Glucosa (AMG).
1 botella con 20 ml Agar Top, semisdlido (0.6% de Agar).
1 botella con solucion 0.5 mM de L-histidina/biotina, estéril.
Solucién salina estéril.
Solucion de azida de sodio (NaN3), de éster metalico de acido metano
sulfonico 6 de éster etilico de &cido metano sulfdnico.

Material bidlogico.
e Cultivo de Salmonella typhimurium en tubos 18 x 150 mm, que contengan 5
ml de caldo nutritivo e incubado con agitacion constante a 35° C por 12 a 18
horas.

Procedimiento.

1. Colocar la botella con el agar Top en un bafio Maria hasta que el medio se licue,
pasar al bafio a 48° C. Dejar la botella en el bafio hasta que el agar alcance la
temperatura de este.

2. Afadir 2 ml de la solucion 0.5 mM L-histidina/biotina a la botella con el Agar

Top y mezclar bien.

. Distribuir porciones de 2 ml del Agar Top a cada uno de los 3 tubos mantenidos
en el mismo bafio.

. Inocular 0.1 ml del cultivo de la cepa a cada uno de los 3 tubos.

. Rotar rapidamente el tubo entre las palmas de las manos unas 10 veces.
Inmediatamente verter el contenido de cada tubo en cada uno de los platos de
AMG, distribuir sobre toda la superficie del medio.

. Dejar solidificar la capa de agar semisélido durante unos 15 minutos. Rotular
una placa como “control” y las otras dos de acuerdo con los mutigenos que se
vayan a probar.

. Utilizando pinzas, colocar un disco de papel filtro en el centro de cada plato de
AMG. Presionar los discos levemente con las pinzas para que se adhieran al
agar.

8. Afadir una o dos gotas de SSE al disco en el centro de la placa control. Afiada

una o dos gotas de los mutagenos por evaluar en los otros discos.

9. Incubar los platos, con el fondo hacia arriba, por 24 horas a 35° C.

10. Observar si existe crecimiento y anotar resultados (Rodriguez, 2005%)

w
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Diagrama de flujo ecolégico 13.- Prueba de Ames.
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Tabla de residuos 8.- Prueba de Ames.
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Numero Residuo Norma que regula su Disposicion
de recoleccién o almacenamiento
residuo
R1 Trazas de solucién NOM-002-ECOL-1996 Verter a latarja 0
histidina/biotina desagtie con
abundante agua
R2 Tubos con cepa NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Inactivacion previa 'y
colocar en bolsas rojas
R3 Medios contaminados | NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Inactivacion previay

colocar en bolsas rojas
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2.2.-DETERMINACION DEL POTENCIAL DE
UN AGENTE CLASTOGENO

OBJETIVO:

Aprenderd a determinar el potencial de un agente clastégeno, por medio de la
técnica de ICH’s tanto “in vitro” como “in vivo”, para qué pueda realizar una
evaluacion del dafio cromosémico.

INTRODUCCION

El concepto de genotoxicidad es un término amplio que hace referencia a cualquier
tipo de dafio causado sobre el material genético. La fijacion y transmisién del cambio
inducido en el ADN, bajo la forma de mutacion génica, cambios cromosomicos
estructurales o numéricos, es un suceso esencial en la induccion de defectos hereditarios
y la aparicion de procesos cancerigenos. (Guzman, 2008).

Las pruebas de genotoxicidad se utilizan comunmente para identificar los
productos quimicos con potencial genotdxico. La frecuencia de microntcleos vy el
intercambio de cromatides hermanas son relativamente rapidas, faciles y sensibles a
los indicadores de dafio genético (Balakrishnan et al., 2008).

Es por lo tanto importante ser capaz de: a) determinar el nivel aceptable de dafio
genético en una poblacion humana, b) identificar a los individuos que pueden ser
hipersensibles a las genotoxinas, c) determinar la cantidad de nuevos productos
quimicos que se liberan, d) determinar el nivel de aumento de alteraciones genéticas en
una poblacién que sigue un accidente grave, y €) rutinariamente controlar a las personas
expuestas a los agentes que pueden ser perjudicial a nivel genético (Fenech, 1993).

2.2.1.- INTERCAMBIO DE CROMATIDES
HERMANAS

El intercambio de crométides hermanas (ICH) constituyen un ensayo importante
en la evaluacion del dafio cromosémico, inducido por mutdgenos, cancerigenos y
clastégenos (Maravilla et al., 2001). Los ICH"s son intercambios reciprocos entre
cromatides de un mismo cromosoma. Estos se producen en loci homdlogos,
involucrando rompimiento y posterior unién durante la replicacion del DNA
(Quintanar, 2005). Se ha propuesto que ocurre donde se bifurca la cadena doble de
ADN de tal manera que las lesiones que no se reparen antes de la sintesis de ADN sean
las causantes de los ICH, por lo que esto ocurre sin pérdida de ADN, asi como, sin
cambios en la morfologia del cromosoma (Portilla, 2007).

El intercambio entre cromatides hermanas (ICH) es un evento celular normal
que se produce durante la fase S de la mitosis. En condiciones normales, las células
humanas tienen frecuencia basal relativamente constante de ICH espontaneos por
metafase. EI nimero de ICH varia en células diferentes, con un intervalo de 2-20, y
frecuencia promedio por metafase de 5-8 en sangre. Se puede observar incremento en la
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frecuencia de ICH por exposicién de las células a agentes clastogénicos, lo que ha
permitido que se reconozca como un evento indicador de dafio al genoma (Pérez et al.,
1999).

La prueba de ICH fue muy popular en el pasado, porque es mas sensible que la
prueba de aberraciones cromosémicas clasica para detectar la mayoria de los productos
quimicos que dafian el ADN y maés facil de realizar (Speit; Henderson, 2005). En 1957
Taylor y colaboradores fueron los primeros en observar ICH’s en cromosomas de Vicia
faba marcados con timidina tritiada, sin embargo la autoradiografia tubo poca
resolucion. Con el desarrollo de nuevas técnicas (Maravilla et al., 2001) la tincion
diferencial de cromatides hermanas fue descrita por primera vez por Huang en 1967 en
células de hamster chino tratadas con 5-bromo-2'-desoxiuridina (5-BrdU) (Gonzalez;
Navarrete ,1982), con la incorporacion de 5- bromodesoxiuridina (5-BrdU) en el
procedimiento de prueba actual de las ICH’s, una valiosa informacion sobre la cinética
del ciclo celular se puede obtener mediante la identificacion de las células en los ciclos
de division M1, M2 y M3 de la mitosis (Giri et al., 2003).

En 1973-1974, Latt demostrd que la tincion con el fluorocromo Hoechst 33258
permite distinguir por su menor grado de fluorescencia las crométides B-B (5-BrdU -
5-BrdU )de los B-T (5-BrdU- timidina) o TT (timidina- timidina). Posteriormente Perry
y Wolff modificaron la técnica afiadiendo una nueva tincion de Giemsa, por lo que el
Hoechst 33258 maés Giemsa se le denomino FPG (Fluorescence Plus Giemsa). Tras dos
ciclos de replicacion en presencia de BrdU y con fotolisis del ADN bromosustituido
mediante luz U.V, las cromatides B-B se tifien menos que los B-T apareciendo en las
preparaciones un contraste de tincion palida/oscura en los respectivos tipos de
cromatides. Este aspecto de tincion tan caracteristico de los cromosomas se le denomina
cromosomas arlequinos (Lacadena, 1996).

La prueba de ICH’s viene utilizandose in vivo desde 1976, cuando Steka y Wolff
disefiaron un método para detectar dafios genéticos producidos por mutagenos-
cancerigenos. Desde entonces se ha usado para el estudio de la accion de diferentes drogas
antineoplasicas, a fin de mejorar la terapia en beneficio del paciente (Cupeiro, 1996).
También se ha utilizado ampliamente in vitro desde el trabajo pionero de Perry & Evans. Se
ha aplicado en el estudio de diferentes drogas antineoplasicas y también en otros campos
como la oftalmologia, nutricién, medio ambiente. (Cupeiro, 1996)

Un mecanismo molecular por el que se producen los ICH’s, es el modelo
propuesto por Painter (1980,1982), el cual se basa en roturas de doble cadena que
ocurren durante la replicacién de ADN con la intervencion de topoisomerasas que unen
las cadenas recién sintetizadas de las regiones ya replicadas con las cadenas aun sin
replicar (Lacadena, 1996).

El 5-BrdU es una base anadloga de la timidina y se incorpora en su lugar de
manera eficiente durante la elongacion de las cadenas del ADN en la replicacion
(Macias, 2009). Durante varias rondas de replicacion se formaran cromosomas cuyos
cromatides estaran formados por una doble helice de ADN con una 0 ambas cadenas en
las que el 5-BrdU (B) sustituyo a la Timina (T), por lo que se tendrdn croméatides mono
0 bifilarmente bromosustituidos (B-T, B-B) Ver fig. 28(Lacadena, 1996).

Los estudios in vitro suelen emplear dos ciclos de incorporacion de la BrdU,
mientras que en estudios in vivo, por lo general implican la incorporacion de BrdU solo
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para el primer ciclo (sobre todo debido a la dificultad de mantener los niveles de BrdU
en in vivo) (Latt; Schreck, 1980).

En la figura se puede observar que al momento del primer ciclo de replicacion
en presencia de la base solo una cromatide ha incorporado 5-BrdU; mientras que en el
segundo ciclo de la replicacion se puede apreciar que las dos crométides han
intercambiado sus segmentos, por lo que, para el tercer ciclo de replicacion se podra
tener una cromatide con 5-BrdU incorporada completamente (Portilla, 2007).
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Fig.28.- Modelo de Painter (Lacadena, 1996)

Esto se debe a que el colorante Hoechst 33258 se une fuertemente a las regiones
ricas de A-T del ADN para formar un complejo. Se piensa que para ocupar uno de los
groves de la doble hélice del ADN. Esto aumenta las propiedades iniciales de complejos
fluorescentes de los colorantes Hoechst y los hace con menos intensidad de
fluorescencia, por lo que la fluorescencia de la Bisbenzimida se apaga por la
incorporacion del analogo de la base 5-BrdU (Rost,1995).

El ensayo de ICH proporciona datos cuantificables de cada célula anotada, lo
que aumenta la eficiencia de los datos. La naturaleza facilmente cuantificables de las
ICH con una alta sensibilidad para revelar las interacciones toxicas de ADN vy la
capacidad demostrada de los productos quimicos genotoxicos para inducir un aumento
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significativo en las ICH ha dado lugar a este punto final se utiliza como un indicador de
dafo en el ADN tras la exposicion a agentes genotoxicos. (Giri et al., 2003).

2.2.2.- PRACTICA 10: ICH “IN VIVO”

Material por alumno.

e Bisturi.
Bolsas amarillas.
Cubreobjetos.
Guantes de latex o vinilo.
Jeringas de 1 ml.
Marcador indeleble.
Portaobjetos.

Material por equipo.

e Balanza.
Aguja e hilo quirdrgicos
Servitoallas.
Algodon.
Camara de éter.
Grapa quirargica.
Bafio Maria 37° C.
Tubos de centrifuga.
Centrifuga.
Vasos Copplin
Vortex.
Pipeta Pasteur.
Mechero.
Lampara de U.V.
Vaso de precipitado.
Bolsas amarillas.
Plancha de diseccion.

Reactivos.

e Daunorrubicina (1 mg/kg).
Eter.
5-bromo-2"-desoxiuridina (5BrdU).
Colchicina 7.5 ug/g.
Solucion hipotonica de KCI 0.075 M.
Solucion metanol: acido acético (3:1) frio.
Hoechst 33258.
Agua destilada.
2 X SSC (Solucion salina doble citratos).
Solucion de Giemsa.
Aceite de inmersion.

Material biologico.
e 3ratones.
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Procedimiento.
Induccion de ICH “in vivo” con Daunorrubicina.

1. Pesar y marcar el raton.
2. Administrar el compuesto correspondiente de acuerdo a la siguiente tabla

Raton Tratamiento Via de Dosis (mg/kg)
administracion

1 Agua destilada

2 Daunorrubicina Intraperitoneal 1

3. Treinta minutos mas tarde, anestesiar al raton con un algoddn saturado de éter
dentro de una camara.

4. Implantar subcutaneamente (en uno de los costados) una tableta de 45 mg de 5-
bromo-2"-desoxiuridina (5BrdU) recubierta en un 75% de parafina.

5. Realizar costura en el lugar de la incision para evitar la salida de la tableta

Cosecha celular para ICH “in vivo”.

6. A las 21:30 hrs. de implantada la tableta de 5-BrdU, administrar la colchicina
7.5 ug/g a los ratones por via intraperitoneal (1.P.).

7. A las siguientes 2.5 hrs. sacrificar a los ratones y extraer ambos fémur, a los
cuales se les corta la epifisis. Colocar los cadaveres en bolsas amarillas segun la
NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y amarrar el cuello de la bolsa.

8. Pasar con ayuda de una jeringa 7 ml de solucién hipotdnica de KCI 0.075 M a
37 ° C por la cavidad de cada uno de los huesos para que la médula dsea sea
expulsada, y recibir en un tubo de centrifuga que contienel ml de la misma
solucion.

9. Resuspender el paquete celular y dejar incubando a 37° C por 1 hr.

10. Centrifugar al término de la incubacién, los tubos a 1500 rpm durante 10
minutos.

11. Retirar el sobrenadante y resuspender el paquete celular adicionando gota a gota
8 ml de la solucion metanol: acido acético recién preparada y fria (3:1).

12. Centrifugar durante 10 minutos a 1500 rpm.

13. Repetir 2 veces mas el proceso de fijacion, pasos 11 y 12 (no es necesario
agregar lentamente la solucion metanol: Ac. acético).

14. Después de la ultima centrifugacion, se retira el sobrenadante dejando
aproximadamente 1 ml de la solucidn, resuspender el paquete celular y realizar
las preparaciones cromosOmicas por goteo sobre portaobjetos limpios vy
posteriormente se flamean.

Tincion diferencial para ICH “in vivo™.

15. Colocar en cada laminilla 5 0 6 gotas de la solucion de trabajo de bisbenzimida
Hoechst 33258 y colocar encima un cubreobjetos para expandirlas.

16. Mantener las laminillas en obscuridad por 30 min.

17. Adicionar alrededor del portaobjetos unas gotas de buffer de diferenciacion.

18. Exponer las laminilla a la luz U.V por 60 min., a una distancia no mayor de 1
cm. de la lampara.
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19. Retirar los cubreobjetos, por inmersion de las soluciones, en un vaso de
precipitado con agua destilada y dejar secar.

20. Sumergir las laminillas en un vaso Copplin que contenga solucién doble de
salina- citrato a 60° C por 15 minutos.

21. Enjuagar las laminillas en agua caliente y luego en fria por inmersion, dejar
secar las laminillas al aire.

22. Tefiir con Giemsa durante 12 minutos.

23. Observar al microscopio con el objetivo 10X para localizar las células
posteriormente pasar a el objetivo 100X utilizando aceite de inmersion para el
analisis de las células.

24. Obtener la cinética de proliferacion celular: Analizando las metafases y
clasificarlas en 1ra, 2da o 3ra division celular, cuantificar 50; al igual que el
indice mitdtico: en 1000 células totales se contabilizaran el # de células que se
encuentran en metafase y en las metafases de 2da division celular, analizar la
frecuencia de ICH. Cuantificar 15 metafases por raton.
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Diagrama de flujo ecoldgico 14.- Induccion de ICH “in vivo” con Daunorrubicina.
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Diagrama de flujo ecolégico 15.- Cosecha celular para ICH “in vivo”.

Cosecha de
linfocitos para
ICH “ in vivo”.

Colchicina
jeringa

21.5 hrs posterior a
la implantacion
administrar via I.P.
7.5.ug / g de
colchicina
[

¢ 7 R5
3 hrs despues
sacrificar los

ratones

Bisturi; J
pinzas. i

Extraer ambos
fémur y cortar
la epifisis

KCI; jeringa;
tubos de -
ensaye

Expulsar la médula
6sea con 7 ml de sol.
Hipoténica de KCIl a un

tubo de centrifuga
que contiene 1 ml de la

solucién

Resuspender el 1h
paquete celular e 37J
incubar en la c
estufa
1500
. rem
Centrifugar 10
Pipeta min
Pasteur; J
Solucién o
fijadora.

Retirar sobrenadante y
resuspender
Adicionando gota a
gota 8 ml de soluciéon
fijadora fria
[

L » R8
Realizar 1ra | 15 Min.
fijacion T° amb.
Centrifugar 1500
Y retirar rpm.
sobrenadante| 10 Min.
Pipeta
Pasteur; > RO
Solucion
fijadora.
Realizar 2a | 15 Min.
fijacion T° amb.
> R10
15
Realizar 3a Min.
fijacion T®
amb.
1500
- rpm
Centrifugar 10
min
Pipeta ]
Pasteur
Retirar el
sobrenadante
dejando 1 ml y se
resuspende el
paquete celular
‘ > R11

Realizar
preparaciones
cromosoémicas sobre
un portaobjetos

G

Reyes Pineda Sergio Miguel 123



Diagrama de flujo ecolégico 16.- Tincion diferencial para ICH “in vivo”.
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Tabla de residuos 9.- Intercambio de cromatides hermanas “in vivo”.

NUmero Residuo Norma que regula su Disposicion
de residuo recoleccién o almacenamiento
R1 Heces y orina de raton | NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa de basura negra,
basurero municipal
R2 Jeringa con NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Almacenado en

daunorrubicina

recipiente rigido rojo
para su posterior
recoleccion.

R3 Algodon con éter Bolsa de basura negra,
basurero municipal
R4 Bisturi NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Almacenado en
recipiente rigido rojo
para su posterior
recoleccion.
R5 Pipeta con trazas de NOM-002-ECOL-1996 Inactivacion en cloro y
colchicina lavado comin
R6 Cadaver de raton NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa amarilla para su
posterior recoleccion.
R7 Fémur de raton NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa amarilla para su
posterior recoleccion.
R8 Sobrenadante con KCI | NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Almacenamiento en
recipiente hermético
rojo para su posterior
recoleccion
R9 Sobrenadante con sol NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Almacenamiento en

metanol: 4c. acético

recipiente hermético
rojo para su posterior
recoleccion

R10 Sobrenadante con sol
metanol: 4c. acético

NOM-002-ECOL-1996

Neutralizar con una
base hasta obtener un
pH cercano a la
neutralidad y verter a
la tarja 6 desaglie

R11 Sobrenadante con sol
metanol: 4c. acético

NOM-002-ECOL-1996

Neutralizar con una
base hasta obtener un
pH cercano a la
neutralidad y verter a
la tarja 6 desaglie

R12 Agua NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desagle
R13 Solucién 2XSSC NOM-052-SEMARNAT-2005 Tarja 6 desagle
NOM-002-ECOL-1996
R14 Agua NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desagie
R15 Solucién de Giemsa NOM-002-ECOL-1996 Verter a la tarja con
abundante agua
R16 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Inactivacion previay

basurero municipal
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2.2.3.- PRACTICA 11: ICH “IN VITRO”

Material por alumno
e 1 pinza Adson sin dientes de 14 cm.
1 pipeta serologica de 10 ml.
2 bulbos de hule ambar para pipeta Pasteur.
2 frascos de cultivo.
2 pipetas Pasteur.
2 tapones para frascos de cultivo.
2 tubos de centrifuga de vidrio punta V.
Cubrebocas.
Guantes de latex o vinilo.
Marcador indeleble.
Frasco de cultivo

Material por equipo.
e Agitador tipo Vortex.
Algodon.
Caja de cubreobjetos de 24 X 50 mm.
Caja de portaobjetos.
Campana de esterilidad o flujo laminar.
Centrifuga clinica.
Estufa.
Jeringa desechable de 5 ml.
Jeringas desechable de 10 mL.
Lampara U.V.
Mechero.
Micropipeta de 50 pl
Perilla de goma para pipeta serolégica.
Refrigerador.

Reactivos
e Agua desionizada.
Alcohol 70%
Alcohol como desinfectante.
Cloruro de benzalconio.
Cloruro de potasio 0.075 M.
Colchicina 0.04%.
Colorante de Giemsa en solucién.
Fitohemaglutinina
Heparina 10000 UI.
Medio de cultivo (Ham F-10 o McCoy 5A modificado).
Solucién 2XSSC.
Solucidn bisbenzimida Hoechst 33258.
Solucion buffer de fosfatos pH 6.8.
Solucién fijadora Etanol: Acido Acético 3:1 6 Metanol : Acido Acético 3:1.
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Material bioldgico.
e Sangre fresca heparinizada.

Procedimiento.
Siembra de linfocitos para ICHs “in vitro”.

1. Obtener una muestra de sangre venosa por medio de una jeringa de 5ml
previamente heparinizada.

2. Adicionar a cada frasco de cultivo: 8 ml de medio de cultivo, 0.4 ml de
fitohemaglutinina, 0.5ml de sangre y 45 ul de 5-bromo-2"-dosoxiuridina (5-
BrdU) a una concentracion de 1mg/ml.

3. Mezclar el contenido de los frasco de cultivo e incube en la estufa a 37° C
durante 71 hrs.

Cosecha de linfocitos para ICH's “in vitro”.

4. Cumplidas las 71 horas agregar con una pipeta Pasteur a cada frasco de cultivo
0.2 ml de colchicina al 0.04%. Ya no son necesarias las condiciones de
esterilidad.

Mezclar bien y continuar la incubacion por 2 horas mas.

Una vez completado el periodo de incubacion, sacar los frascos de la estufa y

transfiera su contenido a tubos de centrifuga punta conica centrifugandolos a

3000 rpm., durante 10 minutos.

7. Retirar el sobrenadante dejando solo 1ml aproximadamente del producto y
adicione 8 ml de KCI 0.075M a 37° C.

8. Resuspender muy bien con ayuda de un vortex el paquete celular e incubar
durante 20 minutos a 37° C.

10. Centrifugar los tubos durante 5 minutos a 3000 rpm. y desechar el
sobrenadante. Resuspender el paquete celular con ayuda de un vértex.

11. Con agitacion constante agregar lentamente 8 ml de la solucion fijadora de
etanol o metanol/ &cido acético proporcion 3:1 recientemente preparada y fria.
Evite la formacién de grumos.

12. Dejar actuar la solucion fijadora durante 30 minutos a temperatura ambiente.

13. Centrifugar durante 5 minutos, desechar el sobrenadante y resuspender el
paquete celular.

14. Repetir 2 veces el proceso 11 y 13, a tiempos del5 minutos cada uno.

15. Después de la tercera fijacion centrifugar 5 minutos y deje un poco de solucion
fijadora para hacer una suspension celular adecuada.

16. Resuspender el paquete celular y deje caer 3 gotas de esta suspension sobre un
portaobjetos limpio y frio desde una altura aproximada de 20 cm. Deje secar.

oo

Tincion diferencial para ICH’s “in vitro”.

17. Colocar a cada laminilla de 4 a 5 gotas de la solucion de trabajo de
bisbenzimida Hoechst 33258 y colocar encima un cubreobjetos para
expandirlas.

18. Las laminillas se mantienen en la oscuridad por 20 min.

19. Colocar alrededor del cubreobjetos unas gotas de buffer de diferenciacion.
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26.
27.
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Exponer las laminillas a la luz U.V. por una hora, a una distancia no mayor de 2
cm. de la lampara.

Retirar los cubreobjetos por inmersion de las preparaciones, en un vaso de
precipitado con agua desionizada.

Sumergir las laminillas en un vaso Copplin que contenga 2xSSC a 60° C por 15
min.

Enjuagar las laminillas en agua caliente y luego en fria.

Tefir con Giemsa al 5% en buffer de fosfatos pH 6.8 durante 10 min.

Observar al microscopio optico con los objetivos 10x, y 40x.

Estudiar las metafases seleccionadas con el objetivo seco fuerte (100x).
Cuantificar 50 metafases especificando cuantas de ellas son 1%2 %3 @
generacion. Cuantificar 15 metafases para analizar la frecuencia de ICH. En
1000 células totales, indicar el nimero de metafases.
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Diagrama de flujo ecolégico 17.- Siembra de linfocitos para ICH's “in vitro”.
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Diagrama de flujo ecolégico 18.- Cosecha de linfocitos para ICHs “in vitro”.
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Diagrama de flujo ecolégico 19.- Tincion para ICH’s “in vitro”.
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Tabla de residuos 10.- Intercambio de cromatides hermanas “in vitro”.

NUmero Residuo Norma que regula su Disposicién
de residuo recoleccién o almacenamiento
R1 Servitoallas sucias. NOM-087-ECOL-SSA1-2002. | Bolsa de basura negra,
basurero municipal.
R2 Torundas de alcohol. | NOM-087-ECOL-SSA1-2002. | Bolsa de basura negra,
basurero municipal.
R3 Jeringa con sangre. NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Contenedor sélido
color rojo; y su
posterior recoleccion.
R4 Pipeta con trazas de NOM-002-ECOL-1996 Lavado comdn
fitohemaglutinina.
R5
R6 Pipeta con trazas de NOM-002-ECOL-1996 Inactivacion en cloro y
colchicina lavado comun
R7 Frasco con medio de NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa de basura negra,
cultivo basurero municipal.
R8 Sobrenadante NOM-087-ECOL-SSA1-2002. | Almacenamiento en
recipiente hermético
rojo para su posterior
recoleccion
R9 Sobrenadante con KCI | NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Almacenamiento en
recipiente hermético
rojo para su posterior
recoleccion
R10 Sobrenadante con sol | NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Almacenamiento en
metanol: ac. acético recipiente hermetico
rojo para su posterior
recoleccion
R11 Sobrenadante con sol NOM-002-ECOL-1996 Neutralizar con una
metanol: &c. acético base hasta obtener un
pH cercano a la
neutralidad y verter a
la tarja 6 desagiie
R12 Sobrenadante con sol NOM-002-ECOL-1996 Neutralizar con una
metanol: ac. acético base hasta obtener un
pH cercano a la
neutralidad y verter a
la tarja 6 desagile
R13 Agua NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desaglie
R14 Solucion 2XSSC NOM-002-ECOL-1996 Verter a latarja 6
desague con abundante
agua
R15 Agua NOM-002-ECOL-1996 Tarja 6 desague
R16 Solucion de Giemsa NOM-002-ECOL-1996 Verter a latarja 6
desague con abundante
agua
R17 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Inactivacién previay

basurero municipal
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2.3.- DETERMINACION DE LA CAPACIDAD
ANTIMUTAGENA DE UN PRODUCTO
NATURAL

OBJETIVO

Aprender a determinar la capacidad antimutidgena de un producto de origen
natural, por medio de la técnica de microndcleos, para que pueda evaluar la
actividad antigenotoxica de dicho compuesto.

INTRODUCCION

Como ya se habia mencionado anteriormente, existen dos razones principales
que justifican la preocupacion del hombre frente a la exposicion a los agentes
mutagénicos. Primero, un incremento en el grado de mutacion de las células germinales,
el cual puede provocar el aumento de la incidencia de las enfermedades genéticas en las
futuras generaciones. Y segundo, las mutaciones en las células somaticas pueden
contribuir en varios desordenes, incluso, estar involucradas en las patogénesis de
algunas enfermedades degenerativas cronicas tales como la diabetes mellitus,
enfermedades cardiovasculares y los procesos carcinogénicos (Arencibia et al., 2009%).

La mutagénesis es una modificacion del material genético que resulta estable y
transmitible a las células hijas surgidas del proceso de division celular. Dicha mutacién
puede ser espontanea debido a un error en la replicacion o reparacion de DNA; o bien,
puede ser inducida por efecto de agentes fisicos y quimicos que han penetrado al
organismo vivo (Macias, 2009). Las mutaciones pueden ser clasificadas en dos grandes
grupos: (1) mutaciones puntuales, que son alteraciones que involucra a uno o unos
pocos cambios de nucleétidos y (2)reordenamientos, que son mas grandes o alteraciones
cromosOmicas "graves" que incluyen cientos o incluso millones de nucleétidos (Ennis,
2001).

Los productos quimicos potencialmente mutagénicos pueden inducir cambios a
nivel génico en las células somaticas, cuya modificacion puede estar involucrada en la
formacion de cancer, mientras que en las células germinales, las modificaciones de los
genes pueden dar lugar a varios tipos de defectos de nacimiento. Debido al peligro que
representan para la salud por su potencial mutagénico, es importante que todos los
productos quimicos, para los cuales no es posible la exposicion humana, sean
examinados para detectar alguna actividad mutagénica. Si el potencial mutagénico se
detecta, se pueden evaluar los riesgos de la exposicidn y por lo tanto controlar el uso de
ésas sustancias y en su caso eliminarlas del mercado y el medio ambiente (Parry;
Parry, 2006).

Los agentes que provocan mutaciones se denominan mutagenos y se clasifican en:
« A.- Agentes de tipo fisico, como las radiaciones alfa, beta, gamma, X, ultravioleta,

etc., los cuales producen rupturas o lesiones cromosomicas.
* B.- Agentes de tipo quimico, como drogas y componentes vegetales.
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« C.- Agentes de tipo bioldgico, como ciertos virus que afectan al material genético de la
célula a la que parasitan.

* D.- Agentes nutricionales y metabolicos.

* E.- Reacciones de autoinmunidad.

« F.- Factores asociados a la edad materna (Arencibia et al., 2009").

Esta exposicion de las poblaciones humanas a diferentes agentes xenobidticos
ha generado un considerable interés en el uso de suplementos dietéticos, particularmente
productos derivados de plantas, debido a que se ha demostrado que existe una relacion
inversamente proporcional entre el consumo de vegetales y la incidencia de cancer (Ver
fig.29) (Garcia; Altamirano , 2007).

-

Celula germinal Lesidn en ADN

Sistemas
(—— de
reparacion

Putacidn en calula germinal

LIS eRaN

Letalidad Desarrcllo Desarrallc
del esparma inviable viabla
POSIBLES : .
EFECTOS Ohgosperm_ua Abortos Malformaciones congénitas
ADVERSOS Azoospermia espontaneos Enfermedades genéticas

Fig.29.- Tipos de modificaciones resultantes de la mutacién de células germinales (Guiérrez, 2010).

2.3.1.- QUII\/IIOPREVEI’\ICION, ANTIMUTAGENOS Y
ANTICANCERIGENOS NATURALES

La quimioprevencion se refiere al consumo de agentes quimicos sintéticos
(farmacos) o naturales (fitoquimicos) que disminuyen o inhiben la actividad mutagénica
o0 carcinogénica de los xenobiéticos ver fig.30, y aunque los mecanismos de accién de
muchos de ellos aun no se conocen, algunos tienen propiedades antioxidantes y pueden
atrapar radicales libres generados durante el metabolismo celular o producidos por lo
mutagenos (Pimentel et al., 2006).

Con la quimioprevencion se busca invertir, eliminar o evitar tanto la fase inicial

de la carcinogénesis o la progresion de las células neoplasicas de cancer. La ciencia que
estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal con una finalidad terapéutica,
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ya sea para prevenir, atenuar o curar un estado patologico se define como fitoterapia
(Canfigueral et al., 2003).

Proteccion contra las roturas Aumento de enzimas antioxidantes
de cadena en el ADN inducidas (glutation reductasa, glutation
por la radiacién peroxidasa, superéxido dismutasa
y catalasa)

Disminucién
de la mutagénesis Extractos Capacidad antioxidante
y la carcinogénesis de plantas y secuestro de radicales libres

La actividad antihemética,
antiinflamatoria, antioxidante,
inmunomoduladora y estimuladora Estimulacién de los sistemas

del sistema hematopoyético de reparacion en el ADN

Fig.30.- Posibles mecanismos de accién de plantas quimiopreventivas (Martin; Almeida, 2008).

De acuerdo con la clasificacién convencional originalmente propuesta por Lee
Wattenberg, los agentes quimiopreventivos se subdividen en dos categorias principales:
Los agentes bloqueadores y agentes supresores. Los agentes blogueadores evitan que
los carcindgenos alcancen su sitio objetivo, sometiendo a la activacion metabdlica o
desde la interaccion subsecuente de macromoléculas celulares cruciales (por ejemplo, el
ADN, el ARN vy las proteinas). Los agentes supresores, por el contrario, inhiben
la transformacion maligna de las células iniciadas, ya sea en la etapa de promocién o de
progresion. (Surh, 2003).

Los fitoquimicos quimiopreventivos pueden bloquear o revertir la fase
premaligna (iniciacion y promocion ver cap. 2.4) de la carcinogénesis en multiples
pasos. También pueden detener o por lo menos, retardar el desarrollo y la progresion de
células precancerosas en los tumores malignos. (Surh, 2003).

Por otro lado, la experiencia epidemioldgica hace énfasis entre el consumo de
altas cantidades de frutas y verduras y un menor riesgo de cancer en determinados
tejidos, en especial canceres epiteliales del tracto digestivo y respiratorio. De hecho, la
modulacion de efectos carcinogénicos y mutagénicos por los promotores o inhibidores
es de crucial importancia para el resultado final de estos efectos bioldgicos y para el
cancer en particular. Por lo tanto, no es de extrafiar que en los Gltimos afios muchos
estudios se han centrado en los efectos antigenotdxicos de frutas, verduras, y los
compuestos naturales de plantas que forman parte de la dieta y también, en sus
mecanismos de accion (Edenharder et al., 2002).

Estudios recientes han permitido discriminar entre los componentes que
presentan una mayor actividad antimutagena y se ha encontrado que pigmentos como
los beta-carotenos y la clorofila, asi como algunas vitaminas (A, C, D y E) son las
principales sustancias que le confieren esta propiedad a las frutas y a los vegetales,
siendo esta propiedad mas marcada para la clorofila, ver tabla 15 (Garcia;
Altamirano, 2007).
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Tabla 15. Fuentes principales de componentes antimutagenos (Garcia; Altamirano , 2007).

Sustancia protectora de dafio
mutagénico o cancerigeno

Principales fuentes alimenticias

Vitamina A Margarina, Higado.

Beta carotenos Vegetales rojos y amarillo ( zanahoria,
jitomate)

Vitamina C Citricos (naranja, limon, etc.)

Vitamina E Aceites vegetales y harinas.

Selenio Carnes, huevos.

Clorofila y sus sales

Vegetales verdes.

Indol-3-carbinol

Cruciferaceas.

Capsaicina Chile.

Fibra vegetal Pifia, meldn, etc.
Organosulfuro Ajo.
Antraquinona Sabila.

Flavonoides

Uvas rojas, vinos maduros.

23.2.- CLASIFICACION DE LOS INHIBIDORES DE
MUTAGENESIS.

» Mecanismos extracelulares.

Dentro de los mecanismos que tiene el organismo para protegerse de aquellos agentes
que puedan ser mutagénicos o carcinogénicos se encuentra la inhibicién de la entrada de
éstos a la célula y su formacién enddgena, asi como la desactivacion de los mismos ya
sea por medio de mecanismos fisicos o quimicos y su absorcidn por agentes protectores.

« Inhibicion de la mutacion e iniciacion del cancer por mecanismos celulares.

La célula puede impedir la aparicion de mutaciones o de células malignas atrapando
agentes foraneos y detoxificAndolos, modificando el transporte de membrana,
modulando el metabolismo y la reparacion del ADN e inhibiendo la replicacion celular
y el control de la expresion génica.

* Inhibicion de la promocion del tumor.

En este caso, los mecanismos propuestos estdn encaminados a inhibir los efectos
mutagénicos mediante la proteccion de los puntos de comunicacién intercelular, la
modulacion de las sefiales de transduccidn, estimulacion de la actividad antioxidante y
la eliminacion de radicales libres asi como la inhibicion de la proliferacién celular e
induccion de la diferenciacion y apoptosis celular.

* Inhibicion de la progresion del tumor.
La progresion del tumor es béasicamente inhibida por las vias propuestas en el

mecanismo anterior, s6lo que aqui, es necesario incluir otras tales como: la actividad
antineoplasica fisica, quimica o biologica y los efectos del sistema inmune.
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* Inhibicidn de la invasion y metastasis.

Las vias propuestas para este mecanismo son, ademés de las citadas anteriormente, la
inhibicidn de la neovascularizacion y la activacion de genes responsables de impedir la
metastasis. (Arencibia et al., 2009%).

Para determinar si la potencialidad antimutagénica de un compuesto investigado
es de caracter desmutagénico o bioantimutagénico, el procedimiento mas utilizado
consiste en evaluar, de forma comparativa, las respuestas mutacionales obtenidas al
aplicar tres variantes fundamentales de tratamiento: cotratamiento (compuesto y
mutégeno a la vez), pretratamiento (primero el compuesto y a continuacién el mutageno
en ausencia del compuesto) y post-tratamiento (primero el mutageno y a continuacion el
compuesto) (Arencibia et al.,2009%).

2.3.3.- PRUEBA DE MICRONUCLEOS

En los afios 20°s, en algunos trabajos cientificos se describe la presencia de
pequefios ndcleos en el citoplasma de varias células, sobre todo en células sanguineas.
Carlson, Sax y Koller identificaron las mismas estructuras después de haber irradiado
células vegetales con rayos X. Pero no fue hasta 1959 cuando Evans y colaboradores,
utilizaron el ensayo de MN para cuantificar la induccion de dafio cromosémico in vitro,
demostrando que las radiaciones ionizantes provocaban una clara relacion dosis-efecto
en células de Vicia faba (Pastor 2002). La prueba de MN fue propuesta por primera
vez en 1970 por Schmid y por Haddle como un ensayo in vivo para la deteccion de
potencial genotdxico, el cual se fundamentaba en la capacidad de la sustancia en estudio
de inducir la formacion de MN en los eritroblastos de médula 6sea, un linaje celular en
constante proliferacion y por lo tanto ideal para valorar la induccién de dafio genotoxico
por agentes clastdgenos y anetigenos (Guzman, 2008).

Un micronicleo (MN) es un pequefio nlcleo adicional separado del nucleo
principal (Erolu et al., 2010) y se definen como cuerpos citoplasmaticos pequefios y
redondos que contienen ADN, formados durante la division celular por la pérdida de
fragmentos acéntricos de cromatina y / o la totalidad de un cromosoma (Prasad et al.,
2009). Estos son generados por varios mecanismos. Los mas frecuentes son: a)
inhibicién de la polimerizacion de la proteina que forma los microtibulos del huso
acromatico denominada tubulina, la cual tiene participacion directa sobre la migracion
de los cromosomas y por lo tanto, puede producir células aneuploides por rezago
anafasico y b) la produccion de rupturas cromosomicas que originen cromosomas Yy/o
fragmentos acéntricos, ver fig.31 (Pimentel et al., 2006).

El ensayo de microndcleos ha sido utilizado ampliamente para medir la
genotoxicidad, tanto in vivo como in vitro. El ensayo de MN, cuando se realiza
adecuadamente, detecta clastogenicidad debido a la rotura de cromosomas, y también
aneugenicidad, debido a la pérdida de cromosomas como resultado de la disfuncion del
aparato mitético (Gonzalez et al., 2003). Los micronicleos se pueden observar en
eritrocitos policromaticos (EPC: eritrocitos jovenes) en la médula 6sea o en sangre
periférica y también en eritrocitos normocroémicos (ENC: eritrocitos maduros) en sangre
periférica después de exposiciones prolongadas (Choy, 2001).
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Fig. 31.- Formacion de microndcleos en una célula que se divide. Los micronucleos vienen de
cualquiera de los fragmentos de cromosoma en anafase(A) o cromosomas rezagados (B). (Fenech,
1993).

Los microndcleos se identifican facilmente porque son morfolégicamente
idénticos (pero mas pequefio) al ndcleo principal (Fenech, 1993). También se les
conoce hematologicamente como cuerpos de Howell-Jolly, son generalmente restos
pequefios y redondos de cromatina nuclear que se ven en los eritrocitos y no deben
confundirse con los corpusculos Heinz o Heinz Ehrlich resultantes de la lesion oxidativa
y la precipitacién de la hemoglobina (Krishna; Hayashi, 2000).

Las primeras células precursoras de los eritrocitos son los proeritroblastos los
cuales contienen un ndcleo grande y claro, posteriormente se dividen formando los
Ilamados eritroblastos basofilos los cuales contienen ya un ndcleo méas pequefio con una
cantidad un poco mayor de heterocromatina. De estas células surgen los eritroblastos
policroméaticos cuyo nucleo carece de nucléolos. Estos a su vez dan lugar a los
normoblastos policromatéfilos que al sufrir una mitosis forman normoblastos
ortocromaticos. Por altimo, todo el citoplasma se Ilena completamente de hemoglobina.
El nacleo se expulsa, con lo cual se forma el eritrocito anucleado casi maduro, ver fig.
32 (Sobotta, 2010). Los nuevos eritrocitos que se forman por expulsion del nacleo de
eritroblastos todavia contienen ARN ribosomal y se llaman eritrocitos policromaticos
(PCE). Se tifien de forma diferente y se puede distinguir de los normocrémicos (NCE)
que carecen de los ribosomas (Mavournin et al., 1990).

Cuando el ndcleo principal del eritroblasto policromético se transforma en una
célula de eritrocito maduro, los microndcleos permanecen en el citoplasma, donde se
pueden detectar facilmente y cuantificar por el uso de manchas especificas de ADN
(Parry; Parry, 2006), de lo contrario quedaria anucleado. Resulta més facil visualizar
los micronudcleos en estas células, pues carecen de ndcleo principal (Arencibia et al.,
2010). La deteccion de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPC-MN) tanto en
médula 6sea como en sangre periférica de roedores es un indice muy sensible del dafio
producido por radiaciones y por mutagenos quimicos, por lo que, este indice permite
establecer el dafio de manera méas valida y confiable, incluso a pesar del efecto que
tenga el mutageno y/o la dosis sobre la cinética de los procesos que ocurren desde la
produccion del dafio al ADN hasta la aparicion del EPC-MN en la sangre (Pimentel et
al., 2006).
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Las células hemaéticas se someten inmediatamente a una tincion supravital o se
extienden en frotis y luego se tifien. EI empleo de colorantes especificos de ADN como
naranja de acridina o Hoechst 33258 mas pironina-Y pueden evitar algunos de los
artefactos que aparecen con colorantes no especificos del ADN (Dominguez, 2005).
Con la tincion con Giemsa (5 % en H20 comun) se posibilita la distincion entre los
eritrocitos jovenes y maduros (Arencibia et al., 2009%). Ya que la presencia del acido
ribonucleico (RNA) en el citoplasma de los eritrocitos recién formados hace que
adopten una coloracion azul al ser tefiidos siendo denominados eritrocitos
policrométicos (EPC) (Guzman, 2008), y los maduros o normocromaticos (ENC) se
tifien de rosado en un tono claro. Los micronucleos pueden ser observados en ambos
tipos de células, con una forma redondeada caracteristica, como pequefios nucleos
teflidos de azul intenso o violeta oscuro, semejante a la tincion de los nicleos normales
(Arencibia et al., 2009°).

Célula madre
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Fig. 32.- Eritropoyesis en humanos (http://raulcalasanz.files.wordpress.com/2009/10/
eritropoyesis.gif )

Se estima un tiempo aproximado de 10-12 horas para la primera aparicion de
MN en EPC tras la exposicion a un agente genotédxico. Este es el tiempo considerado
para que tenga lugar: 1) la progresion del eritroblasto hacia la mitosis, 2) el posible
retraso mitotico inducido por el tratamiento, 3) la propia formacién de los MN a partir
de fragmentos cromosémicos o cromosomas enteros no incluidos en el nucleo de la
célula hija y 4) la expulsion del nacleo principal tras la Ultima mitosis para convertirse
en EPC (Guzman, 2008). Los eritrocitos de raton tienen un tiempo de vida de
aproximadamente 30 dias y se considera que el ciclo celular es de 10 a 20 horas. Con lo
que el lapso de la division a la enucleacion es de 6 horas y el tiempo de los EPC en
medula Gsea es de 24 horas, después aparecen en sangre periférica por un tiempo de 24
a 48 hrs en donde el EPC maduran en ENC (Dominguez, 2005).

La prueba de MN en médula 6sea (in vivo) se ha utilizado ampliamente para
evaluar el efecto antigenotoxico de los recursos naturales o agentes sintéticos
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quimiopreventivos. La evaluacion de las frecuencias de micronucleos y las alteraciones
cromosomicas en las células de la médula 6sea ayuda a controlar el alto riesgo a el
cancer en la poblacion humana (Pugalendhi et al., 2009).

En afios recientes el higado se ha utilizado mas frecuentemente en el estudio de
MN, en lugar de la médula Osea, porque: a) muchos productos quimicos son
metabolizados en el higado, pero no en la médula dsea, b) los metabolitos de corta
duracion generada en el higado (u otros tejidos) no permiten una exposicion eficiente en
la médula 6sea, ¢) la médula dsea no es un dérgano diana para algunas clases de
sustancias cancerigenas. Zhurkov y colaboradores recomiendan el uso tanto de médula
6sea e higado para evaluar la toxicidad sistémica genética de los productos quimicos
(Suzuki et al., 2009).

La prueba in vitro MN en células de mamifero es una de las pruebas mas usadas
en la industria farmacéutica. El ensayo de MN in vitro, permite también la deteccion de
forma fiable de compuestos clastogénicos inductores (dafio cromosdmico) y los efectos
aneugénico (la pérdida de cromosomas), al observar la formacion de las MN (en el
citoplasma) a partir de cromosomas dafiados o perdidos (Mondal et al., 2010).

El uso de la técnica del recuento de MN sobre cultivos de linfocitos humanos fue
propuesta por primera vez por Countryman y Heddle en 1976, cuyo Unico requisito era
la eleccidn de tipos celulares con gran actividad mitética. Mas tarde, en 1985, el ensayo
de genotoxicidad fue mejorado por Fenech y Morley, consiguiendo frenar el proceso de
division celular cuando la célula s6lo hubiese sufrido una divisién mitotica, para ello
desarrollaron la técnica del bloqueo de la citocinesis (CBMN: cytokinesis-block
micronucleus) cuyo fundamento es la utilizacién de un agente quimico denominado
citocalasina-B (metabolito aislado del hongo Helminthosporum dematoideum) cuya
funcién es impedir la citocinesis celular. La figura 33 muestra el blogueo con
citocalasina-B y la consecuente obtencion de células binucleadas, sin el cual se
observarian células mononucleadas con pérdida cromosomica, siendo imposible
diferenciar si se trata de células madres o hijas (Zalacain et al., 2005).

Mitosis

_ Anafase
@) >c X

mitotica

Sin citocalasina -B

Célula Binucleada Células Mononucleadas

Fig.33.- Esquema comparativo del uso de citocalasina-B en las prueba de MN (Zalacain et al.,
2005).
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2.3.4- PRACTICA 12: MICRONUCLEQOS

Material por alumno.

Bisturi quirdrgico.
Portaobjetos.
Guantes desechables.
Cubrebocas.

Bolsas amarillas.
Marcador indeleble.
Pinzas Adson.

Material por equipo.

Microscopio dptico.
Balanza.

Vasos Copplin.
Papel seda.
Servitoallas.

Reactivos.

Ifosfamida (IFF).
Solucion de Giemsa.
Alcohol absoluto.
Solucion de Giemsa.
Aceite de inmersion.

Material bioldgico.

Raton.

Procedimiento.

1.
2.
3.

oA~

~

10.
11.
12.

13.

14.

Limpiar los portaobjetos.

Pesar y marcar el raton a utilizar.

Tomar una muestra de sangre periférica del raton obtenida a partir de un corte de
la porcion terminal de la cola, lo que correspondera a la basal de microndcleos.
Realizar frotis sanguineo. Y dejar secando al aire.

Administrar al raton con ifosfamida (IFF) 60 mg/Kg. por via oral.

A las 48 hrs. posteriores a la administracion de IFF, volver a tomar sangre
periférica del raton.

Realizar frotis sanguineo por triplicado.

Sacrificar al ratén por dislocacion cervical. Colocar los cuerpos en bolsas
amarillas segin la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y amarrar el cuello de la bolsa.
Fijar las laminillas obtenidas con metanol absoluto durante 3 min.

Enjuagar con agua corriente y dejar secar al aire.

Sumergir las laminillas en un vaso Copplin con Giemsa durante 12 minutos.
Retirar las laminillas del colorante y enjuagar en agua corriente y dejar secar al
aire.

Observar las laminillas al microscopio a través del microscopio 6ptico de luz en
el objetivo 10X para la localizacion de los eritrocitos y posteriormente con el
objetivo 100X utilizando el aceite de inmersion para la identificacion de las
celulas.

Observar las laminillas y cuantificar 1000 eritrocitos policromaticos anotando
cuantos de ellos contienen MN (EPCMN). De igual manera se obtendra la
relacion de los eritrocitos policroméaticos y los normocrémicos (EPC/ENC)
mediante la cuantificacion de 1000 eritrocitos.
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Diagrama de flujo ecolégico 20.- Micronucleos.
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Tabla de residuos 11.- Microntcleos.

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

NUmero Residuo Norma que regula su Disposicion
de recoleccion o almacenamiento
residuo
R1 Heces y orina NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa de basura negra,
basurero municipal
R2 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Inactivaciony
basurero municipal
R3 Jeringa con IFF NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Almacenado en
recipiente rigido rojo;
para su posterior
recoleccion.
R4 Cadaver de raton NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Bolsa amarilla para su
posterior recoleccion.
R5 Metanol Destilado y
reutilizado
R6 Agua con trazas de NOM-002-ECOL-1996 Tarja ¢ desagiie
metanol
R7 Solucion de Giemsa NOM-002-ECOL-1996 Verter a latarja 0
desagie con
abundante agua
R8 Agua NOM-002-ECOL-1996 Tarja ¢ desagiie
R9 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Inactivaciony
basurero municipal
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~2.4.- DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE
CANCER CON MARCADORES GENETICOS y
LINEA CELULARES.

OBJETIVO
Conocer algunas técnicas para la deteccion de marcadores genéticos en procesos
neoplésicos utilizando lineas celulares, para que realizar un diagnostico de cancer
mas completo.

INTRODUCCION.

El cancer es una compleja enfermedad genética que es causada principalmente
por factores ambientales. Los agentes que la causan (carcindgenos) pueden estar
presentes en los alimentos, el agua, en el aire, en productos quimicos y la luz del sol a
las que las personas se exponen. Debido a que en las células epiteliales de la cubierta
del tracto respiratorio y digestivo, se metabolizan los carcindgenos, no es de extrafiar
que mas del 90% de los canceres se produzcan en el epitelio (Alison, 2001).

El sufijo 'Oma’ denota generalmente un tumor benigno, los tumores del epitelio
glandular se denominan "adenomas (por ejemplo, adenoma de colon). Los tumores del
epitelio de superficie se llaman 'papilomas (por ejemplo, papiloma piel). Sin embargo,
el carcinoma y el sarcoma se refieren a los tumores malignos de los epitelios vy el tejido
conectivo, respectivamente, calificados por el tejido de origen (por ejemplo, cancer de
préstata). Existen numerosas excepciones a esta nomenclatura sistematica, las leucemias
y los linfomas son tumores malignos de la médula dsea y tejido linfoide,
respectivamente, y el melanoma maligno se deriva de las células productoras de
melanina de la piel (Alison, 2001).

La carcinogénesis quimica es considerada un proceso multiestadio que
generalmente posee un desarrollo lento, este se inicia con la exposicion al agente causal,
seguido de un periodo de latencia que posee una duracion variable y desemboca en la
manifestacién clinica de un tumor (Macias, 2009). La mutacion carcinogénica inducida
en las celulas somaticas lleva a una inestabilidad genética, que se considera como una
faceta importante de la carcinogénesis. Los agentes que inhiben la formacion de
aductos de ADN, estimulan los mecanismos de reparacion del ADN, y posen funciones
antioxidantes, por lo cual, son considerados como agentes antigenotdxicos (ver cap.
2.3) (Pugalendhi et al., 2009).

Durante el estudio de la induccion experimental de la carcinogénesis en
roedores, en el desarrollo de un tumor, se considera que se compone de varias etapas,
independientes, pero estrechamente vinculadas, las cuales son: iniciacion del tumor,
promocion y progresion. Es util pensar en estas etapas cuando se quiere estudiar un
proceso de quimioprevencion (ver cap. 2.3) (Surh, 2003).

La iniciacién es un proceso rapido e irreversible que consiste en una cadena de
eventos intra y extracelulares. Estos incluyen la captacion inicial o la exposicion a un
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agente cancerigeno, su distribucion, el transporte a los érganos Yy tejidos, su activacion
metabolica y su posible desintoxicacion, puede también ocurrir la interaccion covalente
de especies reactivas con el ADN en las células diana, lo que generard dafios
genotoxicos. En contraste con la iniciacion tumoral, la promocién, se considera que es
un proceso relativamente largo y reversible en el que proliferan activamente las células
preneoplasicas y se van acumulando. La progresion, la etapa final de la transformacion
neoplésica, implica el crecimiento de un tumor con potencial invasivo y metastatico, ver
fig. 34 (Surh, 2003).

2.4.1.- MECANISMOS DE CARCINOGENESIS.

El mecanismo de carcinogénesis siempre ha sido un tema interesante de debate en
la biologia del cancer, aunque el conocimiento de ella es ain incompleto. Numerosos
mecanismos se han propuesto y se han inspirado en los nuevos descubrimientos en la
investigacion del cancer. Para la carcinogénesis quimica, los productos quimicos son
habitualmente clasificados como carcindgenos genotdxicos 0 no genotdxicos sobre la
base de la mutagenicidad de la sustancia quimica. La perturbacion inicial de la célula
por un carcinégeno genotoxico, son los cambios genéticos que resultan en mutaciones.
Los carcindgenos no genotdxicos, por el contrario, inducen los cambios epigenéticos
que dan lugar a la expresion de genes anormales. A continuacion se muestra como se
presentan dichos mecanismos:

1) Mecanismos genotdxicos.
e Cambios de secuencia en el DNA.
a. Aductos de DNA.
b. Daiio al DNA por radicales libres.
2)Mecanismos no genotoxicos.
e Proliferacion celular.
a. Proliferacion regenerativa celular.
b. Factor de crecimiento inducido por la proliferacién celular.
e Proliferacion de peroxisomas.
e Comunicacion intracelular.
e Impronta genémica (Choy, 2001).

CARCINOGENESIS
INICIACION PROMOCION TRANSFORMACION PROGRESION
CARCINOGENO
TRANSFORMACION
GENETICA TRANSFORMACION TRANSFORMACION
GENETICA GENETICA =¥
»
— — — & — Y &0
Py r .\“1
CELULA
MALIGNA
DIVISION CELULAR SUMORIMATCR®

Anomall'as cromosomicas

Fig.34.- Etapas en la induccion de la carcinogénesis (Tompa, 2007).
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2.4.2.- ONCOGENES.

Los protooncogenes son componentes normales del genoma necesarios para el
funcionamiento de la célula, Sin embargo, cuando se alteran, se convierten en
oncogenes y promueven el cancer. Un oncogén se define como un gen cuya proteina
producto, en condiciones especiales, pueden participar en los procesos que conducen a
la transformacion de una célula normal en una célula maligna. Los protooncogenes
pueden convertirse en oncogenes activados por uno de varios mecanismos. La primera
es a través de la fusion del oncogén con otro gen por translocacion o inversion. Un
segundo mecanismo en la activacion de oncogenes, implica la yuxtaposicion del
oncogén con elementos de la inmunoglobulina de reglamentacion o los genes receptores
de células T en linfomas de células B y T, una vez mas a través de roturas
cromosOmicas y la reunién. Un tercer medio de la desregulacién de los oncogénes
implica la amplificacion del gen, detectado con tincion homogénea de regiones o
minutos dobles. Un medio final de la activacion de oncogenes implica mutacion puntual
(Choy, 2001).

Las translocaciones se asocian con la activacion de oncogenes, estas pueden
interrumpir las secuencias codificantes de los genes o de los componentes que pueden
caer fuera de las secuencias de codificacion y alterar la regulacion transcripcional del
gen. A veces la secuencia intacta de codificacion de un gen en particular, que por lo
general se expresa en niveles bajos indetectables en la célula normal, se sobreexpresa
por su yuxtaposicion a un promotor muy activo y a secuencias potenciadoras. El
cromosomas Filadelfia (Ph) es el sello de la citogenética en la leucemia mieloide
cronica (LMC), ya que, fué la primera translocacién de diagndstico identificada en un
cancer humano (Mascarenhas, 2006).

La amplificacion génica es un proceso anormal en el que el nUmero de copias
de una regiéon cromosémica aumenta, por lo que es, un mecanismo importante para la
oncogenesis y la progresion tumoral. Los oncogenes son a menudo amplificados
durante la progresion del cancer, y parte de la amplificacion del gen puede estar
asociada con la resistencia a los medicamentos contra el cancer. Ademas, la
amplificacion del gen puede, en algunos casos, correlacionarse con el pronostico de la
enfermedad y se utiliza como una herramienta de diagnostico. Por ejemplo un alto nivel
de amplificacion del gen receptor de androgenos esta relacionado con la progresion del
cancer de prostata humano. Por lo tanto, la amplificacion de los genes esta fuertemente
asociada con la carcinogénesis y/o progresion del cancer (Uchida, 2006).

Mientras las translocaciones y amplificaciones se producen en regiones de ADN
lo suficientemente grandes como para ser visualizadas con un microscopio, las
mutaciones puntuales, son mecanismos bien establecidos en la activacion de los
oncogenes, Y se derivan de un solo cambio de bases (Todd, 2006).

2.4.3.- P53 Y MDM2.

El gen p53 se localiza en la region cromosémica 17pl3, una region que
frecuentemente se encuentra delecionada en tumores humanos. Aunque originalmente
fue descrito como un oncogén, el gen p53 tiene caracteristicas de supresor de tumores
(Garcia, 2000). La funcion de p53 como supresor de tumores depende principalmente
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de su capacidad para prevenir la proliferacion celular en respuesta a estimulos de estrés
que se encuentran durante la progresion carcinogénica. La activacion del p53
conduce a la detencion del ciclo celular (bloqueando la progresion desde la fase G1 a la
fase S y la replicacion del DNA) vy la apoptosis. Pueden desempefiar un papel en la
induccion de la diferenciacion y la senescencia celular. En células normales el tipo
normal de la proteina p53, debido a su corta vida, es indetectable por
inmunohistoquimica, de forma que las alteraciones en p53 debidas a mutaciones tienen
como resultado una perdida en control del ciclo celular (Bélint; Vousden, 2001; Santos
et al., 2005). Las mutaciones en la p53 tienen caracter dominante, y no es recesivo
como es habitual en los supresores de tumores, dado que la proteina p53 normal
funciona en forma de tetrdmeros y la proteina p53 mutada tiene capacidad de
oligomerizar pero inhibe la actividad de la proteina normal. Este efecto se denomina
“dominante negativo” (Garcia, 2000).

Las células tumorales con un p53 mutado carecen del factor de transcripcion p53
normal. En su ausencia no se puede inducir la apoptosis, por lo que aumenta la
probabilidad que se produzca la acumulacién de mutaciones que conducen al cancer
(Campbell, 2006). EI gen p53 se encuentra frecuentemente mutado en cancer
esporédico, y las mutaciones en linea germinal de la p53 resultan en el sindrome de
Li-Fraumeni, un sindrome de susceptibilidad al cancer hereditario que predispone a los
individuos a sarcomas, linfomas, tumores de mama, cerebro y otros. Esto se ha
observado en paralelo con ratones deficientes para p53 que son altamente susceptibles a
desarrollar tumores, aunque la deficiencia de p53 no impide el desarrollo normal
(Balint; Vousden, 2001).

Por otra parte la proteina MDMZ2, codificada por el gen MDM2, corresponde a
uno de los factores nucleares que regulan el ciclo celular en la transicién de las fases G1
(intervalo entre el fin de la mitosis y el inicio de la sintesis de acido desoxiribonucleico,
ADN) a S (replicacion del ADN), cuya funcion y expresion se ven alteradas en diversos
tipos de neoplasias humanas. Momand y colaboradores descubrieron que el producto de
este gen era una proteina que se une al producto del gen supresor de tumores p53.
(Flores; Sobrevia, 2000). Cuando la p53 se encuentra unida al MDM2 su destino es la
destruccién via proteosomas dependientes de ubiquitina. La transcripcion de MDM2
depende de p53. Por tanto, p53 regula la transcripcion del producto genético que lo
Ilevara a su propia destruccion, y en las células tumorales que carezcan de MDM2, p53
sera estable (Campbell, 2006). Por otra parte se sabe que el gen MDM2 sea amplifica
en aproximadamente el 10% de todos los canceres humanos, con un tercio de los
sarcomas donde se ve amplificado MDM2 (Bouska; Eischen, 2009). La amplificacién
de MDM2 se asocia con el desarrollo de los tumores que conservan la p53 de tipo
salvaje lo que sugiere que la sobre expresién de MDM2 impide la respuesta normal de
p53 mediada por el estrés oncogénico (Balint; Vousden, 2001). Oliner y colaboradores
encontraron que el gen MDM2 esta amplificado (un gen que usualmente se encuentra en
copia simple puede incrementar su nimero hasta cientos de copias) en varios tipos de
sarcomas humanos en alrededor de 30-40% de los casos analizados. En la actualidad se
sabe que el gen MDM2 se encuentra amplificado en una gran variedad de tumores que
incluyen leucemias y linfomas, carcinomas ovaricos y pulmonares, y tumores de mama
(Flores; Sobrevia, 2000).
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2.4.4.- LINEA CELULAR.

Una linea celular se origina a partir de un cultivo primario en el momento del
primer subcultivo exitoso. El término linea celular implica que los cultivos de la misma
consisten en numerosos linajes de células presentes originalmente en el cultivo
primario. Los términos finitos o continuos son usados como prefijo si se conoce el
estado del cultivo. Si no, el término linea es suficiente. El término linea continua
reemplaza al término linea establecida. (http://cancer.ung.edu.ar)

Las células cancerosas no responden normalmente a los mecanismos de control
corporal. Se dividen de forma excesiva e invaden otros tejidos. Por lo que, sino se
controlan, pueden matar al organismo (Campbell; Reece , 2007). El crecimiento
tumoral depende de la proliferacion incontrolada de la poblacion celular neoplasica.
Existen caracteristicas que permiten la diferenciacion de las células tumorales frente a
las células normales en cultivos celulares: crecen con mayor densidad celular,
dependen de menor concentracion sérica (factores de crecimiento en suero), crecen
encimadas formando grupos de células denominadas focos. Por el contrario de las
células normales que dependen de mayor concentracion sérica y suelen cesar cuando
entran en contacto unas con otras (Rubin, 2003). Esta monocapa crecera hasta alcanzar
cerca del 100% de confluencia (mé&xima capacidad de cubrimiento de superficie);
pasada esta etapa, el crecimiento se detiene por inhibicion por contacto y las células
pueden comenzar a degenerar, despegarse y morir (http://cancer.ung.edu.ar)

Una de las caracteristicas principales en las células normales es el tiempo de
vida limitada que estas tienen cuando estas se cultivan, dejando de proliferar cuando
entran en periodo de senescencia. Las células inmortales crecen en cultivos de forma
indefinida obteniéndose de manera espontanea o en algunos casos entrando en procesos
de malignizacion (Rubin, 2003). Un ejemplo impresionante es una linea celular que se
ha estado reproduciendo desde 1951. Las células de esta linea se denominan células
HelLa (Henrietta Lacks cuyo tumor extirpado dio origen a estas células) (Campbell;
Reece , 2007).

Las lineas celulares derivadas de células tumorales, se utilizan ampliamente en
la investigacion del céncer, ya que pueden proporcionar informacion sobre los
mecanismos subyacentes que juegan un papel en la biologia del tumor. Tienen una serie
de ventajas, tales como: la posibilidad de generar cantidades suficientes de material de
investigacion, su uso para la manipulacién genética, y la oportunidad de utilizarlos para
tanto estudios in vitro como in vivo. Las lineas celulares pueden ser Utiles para aclarar
una serie de caracteristicas de los tumores, tales como la cinética de crecimiento y las
propiedades metastasicas, y sirven como primera linea de ensayos para el presunto
tratamiento. Permiten el analisis de las propiedades y el comportamiento del tumor,
siempre que hayan mantenido las propiedades de los tumores in vivo (Van Staveren,
2007).

2.4.5.- MARCADORES GENETICOS.

Inicialmente, los mapas genéticos consistian en una representacion grafica de la
ordenacion y ubicacion de los genes en cada cromosoma. Anteriormente la
disponibilidad de los marcadores genéticos incluian genes que codifican caracteristicas
facilmente observables como color de flores, grupos sanguineos y las diferencias
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bioguimicas, limitando los intentos de realizar mapeos genéticos (Pierce, 2010). Sin
embargo, actualmente se incluyen en estos, mapas no solo genes, sino otras regiones del
DNA, de modo que para englobar a ambos se emplea el termino marcador genético; este
papel puede desempenfiarlo cualquier caracteristica fisica 0 molecular de DNA que
difiera entre individuos y sea detectable en el laboratorio (Luque, 2001).

En la actualidad existen diversos tipos de marcadores genéticos como son:

o Los Short Tandem Repeats (STR) son los marcadores genéticos mas clasicos y
comunmente utilizados. Consisten en fragmentos relativamente cortos (entre 2 'y 6

nucleétidos) de Ia secuencia genética que se repiten un namero variable de veces.
GTTCAACCATCCATCCATGGCCAT .....

. GTTCAACCATCCATCCATCCATGGCCAT .....
. GTTCAACCATCCATCCATCCATCCATGGCCAT .....
. GTTCAACCATCCATCCATCCATCCATCCATCCATGGCCAT ......

Se transmiten tanto por via materna como paterna de manera que cada individuo recibe
STR tanto de su padre como de su madre bioldgica. Asi, una persona, por ejemplo, si es
heterocigota, puede tener un alelo de 7 repeticiones y otro de 12.

. Los polimorfismos de nucledtido Unico (“Single Nucleotide Polymorphisms”,
SNP) son la forma mas sencilla de polimorfismo genético ya que consisten en el cambio
de un solo nucleétido en el contexto de una secuencia genética. Se distribuyen de
manera heterogénea por todo el genoma y se encuentran tanto en las regiones

codificantes (exones) como no codificantes (intrones y region promotora).
L.GATACTACCTTAGACT...

) ) ) --GATACTAAATTAGACT ... | )
Este tipo de polimorfismo tiene una gran importancia biologica, ya que determinan la

mayor parte de la variabilidad genética de los individuos, causando muchas de las
diferencias fenotipicas (observables) de los mismos.). Su andlisis puede ayudar a
determinar si una persona en estudio procede o no de un determinado origen geografico
y comparar esta informacion con la de las otras personas.

o Polimorfismos del ADN mitocondrial uno de los aspectos mas relevantes de las
mitocondrias es que sélo proceden de la madre, ya que se encuentran en el citoplasma
del évulo fecundado por el espermatozoide (que s6lo aporta el ndcleo al nuevo
organismo recién constituido). Por lo tanto, el material genético mitocondrial de
cualquier individuo  se hereda  exclusivamente por via  materna
(http://www.allelyus.com).

2.4.6.- MARCADORES GENETICOS Y CANCER

En los ultimos afios el uso de los marcadores genéticos han sido de gran ayuda para el
diagnostico de cancer, como son el cancer de mamas en las mujeres y el cancer de
prostata en los hombres.

Es el caso de los supresores tumorales BRCA1 y BRCA2, en donde la mutacion de
estos genes se ha relacionado con el cancer hereditario. Existe una mayor posibilidad
de riesgo de cancer de mama, pancreas, uterino, cervical o cancer de ovario en las
mujeres, en tanto que en los hombres se ve aumentada la posibilidad de generar cancer
de testiculo, prostata y de pancreas, cuando se ve alterado el gen BRCAL. Mientras que
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el riesgo de cancer de pancreas, cancer de estdbmago , vesicula biliar y cancer de vias
biliares , y el melanoma en el caso de las mujeres y, el cancer de mama en hombres ,
cancer de pancreas y céncer de prostata parece ser mas fuertemente asociado con
mutaciones en el gen BRCA2. (http://www.cancer.gov)

Existen algunas indicaciones para la solicitud de estudios de BRCA1 y BRCA2 cuando
se sospecha de posibles mutaciones en familias con historial de cancer. A continuacion
se enlista algunas de estar recomendaciones:

Madre o hermana han desarrollado cancer de mama antes de los 40 afios

Madre o hermana han desarrollado cancer de mama antes de los 50 afios y otro
pariente cercano de la misma rama familiar ha desarrollado cancer de mama,
ovario, colon, endometrio o sarcoma antes de los 65 afios.

Madre o hermana han desarrollado cancer de mama antes de los 50 y 66 afios y
otro pariente cercano de la misma rama familiar ha desarrollado cancer de
mama, ovario, colon, endometrio o sarcoma antes de los 50 afios.

Historia dominante de cancer de mama (cuatro o mas casos de cancer de mama u
ovario, o ambos, en la misma rama de la familia, a cualquier edad).

Historia de malignidad en la madre o el padre ( cancer colorrectal, de ovario, de
endometrio o sarcoma antes de los 50 afios), y al menos uno de los parientes ha
desarrollado cancer de mama antes de los 50 afios. (Fernandez et al., 2000).
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2.5.- INDUCCION DE TERATOGENESIS EN
RATON.

OBJETIVO

Aprender y realizar el andlisis macroscopico de los efectos de un agente
teratogénico, mediante la induccion de teratogénesis en rata, para que observe los
cambios en la morfologia y el impacto que tienen sobre el embrién dichos agentes.

INTRODUCCION

La dependencia de la poblacion al consumo de medicamentos para aliviar sus
dolencias se ha ido incrementado notablemente en el trascurso de la historia (Diaz,
2006). El tratamiento con medicamentos recetados durante el embarazo y la lactancia
constituye un riesgo potencial tanto para la madre y el feto (Olesen et al., 1999) (se
conoce que el promedio de medicamentos que ingieren durante esta época es alrededor
de 11 medicamentos distintos de los cuales una parte son automedicados) (Diaz, 2006).
Los estudios sobre los efectos secundarios de los medicamentos en el feto, se han
centrado tradicionalmente en el potencial del efecto teratogénico. (Olesen et al., 1999).

La teratogénesis se define como una serie de malformaciones congénitas o
mutaciones, ya sean inviables (abortos) o viables. Las malformaciones o anomalias
congénitas suelen desarrollarse en etapa embrionaria, por lo que es importante tener
conocimiento en embriologia. Después de la fertilizacion del 6vulo, comienza la
proliferacion de las células que dan origen al feto. En los humanos, alrededor del
noveno dia comienza el proceso de diferenciacion celular y los distintos tipos de células
especificas que constituyen el organismo comienzan a formarse y migran a su posicion
apropiada. Esto ocurre hasta el desarrollo completo del feto. (Arencibia et al., 2009°).

Un teratdgeno es cualquier agente ambiental o quimico que produce o
incrementa la probabilidad de dafio fetal (Aguilar, 2009). Tales agentes incluyen;
desequilibrio metabdlico (creatinismo endémico, diabetes, deficiencia de acido félico,
hipertermia, fenilcetonuria, enfermedad reumatica) (http://www.worldlingo.com),
Tabaco, cafeina, alcohol, salicilatos, farmacos tiroides, tranquilizantes, drogas ilegales
(Moore; Persaud, 2004), virus, radiaciones, hipertermia, microorganismos, sustancias
0 condiciones materiales capaces de interrumpir o alterar el desarrollo del huevo
fertilizado, embrion o feto, alterando la expresion génica y afectando, en consecuencia a
procesos tales como: muerte celular programada, migracion, proliferacion celular,
histogénesis, sintesis o funcién de proteinas y suministro de energia (Aguilar, 2009)
ver tabla 16.

La teratologia, tuvo sus origenes a principios del siglo XX con la observacion en
la década de 1920 en el que las mujeres embarazadas expuestas a la radiacion ionizante
producian nifios con defectos en los nervios y el esqueleto. En la década de 1940, fue
reconocida una conexion entre la infeccion por rubéola materna y la muerte neonatal y
sus anomalias. Los experimentos realizados por Warkany y colaboradores en la década
de 1940 demostraron un crecimiento y desarrollo anormal en los embriones de
mamiferos después de la exposicion materna a una dieta deficiente o la irradiacion. El
interés en el campo de la teratologia aumento significativamente entre los afios de 1950
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y 1960, cuando los bebés humanos con graves defectos en las extremidades nacieron de
madres que consumieron el sedante Talidomida durante el embarazo (Hodgson, 2010).

Tabla 16. Teratdgenos que se sabe causan defectos de nacimientos en humanos (Moore;
Persaud, 2004).

AGENTES ANOMALIAS CONGENITAS MAS COMUNES

FARMACQOS O DROGAS

Alcohol Sindrome de alcoholismo fetal(SAF), crecimiento retrasado;
retraso mental; microcefalias; etc.
Aminopterina Defectos esqueléticos; malformaciones del sistema nervioso

central; meroanencefalia (ausencia de la mayor parte del
cerebro; etc.

Busulfan Anomalias esqueléticas; opacidades cornéales; paladar
hendido; etc.
Cocaina Crecimiento retrasado; microcefalia; infarto cerebral;

anomalias urogenitales; etc.

Metotrexato Malformaciones multiples; en especial en esqueleto, que
incluyen cara, craneo, extremidades y columna vertebral

Talidomida Desarrollo anémalo de extremidades, como meromelia
(ausencia parcial) y Amelia (ausencia total); anomalias
faciales; anomalias sistémicas, como cardiacas y renales

Tetraciclina Tincion dental; hipoplasia del esmalte.

COMPUESTOS QUIMICOS Y CAUSAS FISICAS

Bifenilos policlorados (BPC) | Crecimiento retrasado; cambio de coloracion de la piel.

Metilmercurio Atrofia cerebral; espasticidad; convulsiones; retraso mental
Dosis altas de radiacion | Microcefalia; retraso mental; anomalias esqueléticas;
ionizante retraso del crecimiento; cataratas.

INFECCIONES
Citomegalovirus Microcefalia;  coriorretinitis;  pérdida  nurosensorial;

hidrocefalia; pardlisis cerebral; calcificacion cerebral

Toxoplasma gondii Microcefalias; retraso mental; microftalmia; hidrocefalia;
pérdidas de audicion; alteraciones neuroldgicas; etc.

Virus herpes simple Vesiculas y cicatrices en piel; coriorretinitis; hepatomegalia;
trombopenia; petequias; anemia hemolitica; etc.

VIH . Falta de crecimiento; microcefalias; frente prominente
cuadrada; puente nasal aplanado; hipertelorismo; filtrum
triangular y labios abiertos

Virus de la varicela Cicatrices cutaneas; anomalias neuroldgicas; cataratas;
microoftalmia; retraso mental; anomalias esqueléticas; etc
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Las anomalias congénitas tienen diversas causas que pueden incluir a la
predisposicion genética, defectos cromosomicos, accion del medio ambiente en el que
se desarrolle el feto, ingestion de farmacos durante el periodo de gestacion, entre otras
causas. De hecho, en la actualidad todavia se desconoce la causa de casi el 70% de las
anomalias congénitas (Diaz, 2006). Para comprender los principios y mecanismos de
teratogénesis en esta practica de laboratorio, se ha comentado que el estudio de la
embriologia es un punto importante, por lo que uno debe primero entender el ciclo de
reproduccion de la especie, asi como el desarrollo normal del embrion ver fig. 35 y
tabla 17.
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12 /i
Determinacion

f} E

Dias desde la
fertilizacion

Desarrollo v
crecimiento
fetal

Fig.35.- Desarrollo embrionario de la rata. A) Comenzando con la fertilizacion B) etapas de division.
Hasta la etapa de blastula. C) implantacion en la pared uterina. D) Gastrulacion. E) Determinacion.
F) Organogénesis. G) Periodo fetal (Hodgson, 2010; llus. http://cicshare.dep.usal.es)

Tabla 17. Caracteristicas de reproduccion de algunas especies (Bello, 2001).

DESARROLLO
CICLO REPRODUCTIVO EMBRIONARIO
ESPECIE | TAMANO TIPO DURACION | MADUREZ | IMPLANTACION DURACION
DE (DIAS) SEXUAL (DIAS) GESTACION
CAMADA (DIAS) (DIAS)
Humano 1 menstrual 28-29 4380-4745 6 270
Raton 11 Estro 4-5 28-49 45-5 19
Rata 10 Estro 4-5 46-53 5,5-6 22
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Con el fin de demostrar que un agente es teratogénico, se debe mostrar que la
frecuencia de anomalias ha aumentado por encima de la tasa espontanea en embarazos
en los que la madre esta expuesta a tal agente (enfoque prospectivo), o que los lactantes
con malformaciones tienen antecedentes de exposicién materna al agente con mayor
frecuencia que los nifios normales (enfoque retrospectivo). A pesar de que el analisis
farmacologico en animales prefiados es importante, los resultados cuentan con un valor
pronostico limitado, respecto a los efectos farmacoldgicos en embriones humanos, ya
que, los experimentos en animales, siempre sugeriran una posible aparicién de los
efectos similares en los humanos (Moore; Persaud, 2004).

En 1959, Jim Wilson embridlogo y anatomista estadounidense en su monografia de
Medio Ambiente y los defectos de nacimiento propuso sus 6 principios de teratologia.
Estos principios guian el estudio y la comprension de los agentes teratogénicos y sus
efectos sobre los organismos en desarrollo:

1. La susceptibilidad a la teratogénesis depende del genotipo del embrion y la
manera en que este interactGa con factores ambientales adversos.

2. La susceptibilidad a la teratogénesis varia con la etapa de desarrollo en el
momento de la exposicidn a una influencia negativa. Hay periodos criticos de
susceptibilidad a los agentes y sistemas de 6rganos afectados por estos agentes.

3. Las manifestaciones de aumentar el desarrollo anormal de la frecuencia y el
grado a medida que aumenta la dosis del efecto adverso no observable (NOAEL)
a una dosis que produce el 100% de letalidad (DL o).

4. Los agentes teratogénicos actuan a través de mecanismos especificos en células
y tejidos en desarrollo para iniciar la secuencia de eventos anormales en el
desarrollo de una patogénesis

5. El acceso de las influencias adversas a los tejidos en desarrollo depende de la
naturaleza del agente. Varios factores afectan la capacidad de una sustancia
toxica en contacto con un embrién en desarrollo, tales como la naturaleza del
propio agente, la via y el grado de exposicién materna, la tasa de transferencia
placentaria, la absorcion sistémica, y la composicion de los genotipos materno y
embrionario o fetal.

6. Hay cuatro manifestaciones del desarrollo anormal (malformacion, retraso
mental, déficit funcional y muerte) (Bello, 2001).

En la actualidad se utilizan protocolos experimentales estandarizados que se
consideran evaluaciones aceptables y sélidas del desarrollo embrio-fetal. Con ellos es
posible evaluar el efecto de una sustancia dada sobre practicamente todas las fases del
proceso reproductivo (Arencibia et al., 2009°). Y en donde la dosis-umbral sera la
concentracion que dispara una respuesta especifica y varia entra sustancias, estadios de
desarrollo fetal, e individuos (Aguilar, 2009).

Se ha demostrado que dos personas cualesquiera expuestas a la misma cantidad y
forma de una sustancia similar durante un estadio comparable de embarazo, pueden
presentar una amplia variacion en el efecto, es decir muestran diferente susceptibilidad
(Aguilar, 2009). Los factores que pueden determinar el resultado experimental final en
la experimentacion con animales son los siguientes:
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la composicion genética de los animales de experimentacion
la salud nutricional de los animales,

el estado de la enfermedad microbiana de los animales,

la microflora normal del animal,

la etapa de la vida del animal (Barlow et al., 2002).

Otro de los factores importantes es la relacion dosis-respuesta. Se requiere generalmente
una cantidad especifica de un teratdgeno para que el embrién o feto esté en riesgo de
dafio (Aguilar, 2009).

La tincion con rojo de alizarina es un método selectivo y progresivo para la
tincion del esqueleto de especimenes limpios, elaborado con material de la rata,. La
muestra se fijada con alcohol 95% por lo menos 48 a 96 horas y posteriormente, se
colocada en una solucion de KOH al 1% hasta que los huesos son claramente visibles a
través de los tejidos circundantes. Posteriormente son transferidos directamente a una
solucion diluida de alizarina en KOH. Y Completado por un proceso de limpiado, (1) en
la solucion de Mall’s, agua 79 partes, y glicerina 20 partes y KOH una parte, (2) en
aumento de las concentraciones de glicerina. Conservar en glicerina pura. El éxito de
este método depende de la obtencién del grado adecuado de la aclaracion antes de la
tincién. Si la muestra no esta suficientemente aclarada, una tincién general de los tejidos
usualmente se produce (Dawson, 1926).

2.5.1.- PRACTICA 13: INDUCCION DE TERATOGENESIS

Material por alumno.
e Instrumentos de diseccidon: Tijeras pequefias, pinzas pequefias (punta curva
y punta recta), tijeras grandes, pinzas grandes.
Bolsas amarillas.
Etiquetas adhesivas.
Guantes de latex o vinilo.
Cubrebocas.
Marcador indeleble.

Material por equipo.

e Balanza.
Jeringa de 1 ml.
Plancha de diseccion.
Camara letal para asfixia por éter.
Placas petri.
2 bandejas plasticas.
Esponja.
Jabon liquido o detergente.
Servitoallas.
Microscopio estereoscopico.
Colador.
Embudo.
Papel filtro.
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e Frascos de boca ancha

Reactivos.
e Solucidn Rojo Alizarina.
Solucion al 1% de Hidroxido de Potasio (KOH).
Solucién de Mall’s.
Alcohol 95 %.
Solucion salina fisiologica.

Material biolégico.
e 1 Ratén hembra.
e 2 Ratdn macho.

Procedimiento
Induccion de teratogénesis en ratdn

1. Pesar y marcar a los animales.

2. Aparear hembra con 2 machos adultos de la misma linea comprobandose la
copula por lavado vaginal con suero fisioldgico que se observara al microscopio
Optico, tomandose la presencia de espermatozoides en la lamina como dia cero
de la gestacion.

3. Administrar la droga entre los dias 8 al 14 de la gestacion, ya sea, via ORAL
O/Y INTRAPERITONEAL.

4. Observar a los animales para determinar signos clinicos de toxicidad durante
toda la gestacion. Mantener en cajas con libre acceso al agua y la comida con un
ritmo de 12 horas de luz y oscuridad y son pesadas en dias alternos.
Pesar a los animales nuevamente entre los dias 19 y 20.
Sacrificar las hembras gestantes bajo anestesia en camara de éter.
Realizar la laparotomia. La piel por encima del perineo serd levantada
ligeramente y se hara un corte usando la tijera quirtrgica curva. Usar la punta de
las tijeras y comenzar con el corte, la piel se cortara en la linea media hasta el
esterndn. La pared peritoneal se sujetard con las pinzas dentadas y se cortara
encima del perineo. De nuevo usando las tijeras quirdrgica curva se hard una
incision en la linea media hasta el esterndn. Dos incisiones mas en la pared
peritoneal, como se muestra en el diagrama de abajo, completaran la abertura de
la cavidad abdominal.

No o
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N
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Observar y contar la presencia de fetos muertos, reabsorciones y cuerpos lUteos.
cubrir con papel filtro dos bandejas plasticas y marcar una "lzquierda" y la otra
"Derecha", listas para recibir los fetos de los respectivos cuernos del utero.
Clasificar los implantes como:

e Vivos (FV),

e Recientemente muertos, muerte fetal (FM), fetos completamente
formados pero mas palidos que los normales,

e Muerte tardia o reabsorcion tardia (RTA), en la cual la organogénesis ha
ocurrido asi que el embrién es visible pero el desarrollo no ha progresado
al estadio fetal,

e Muerte temprana o reabsorcion temprana (RTE), cuando la muerte ha
ocurrido poco después de la implantacion asi que no es visible el
embrion, el implante es un area de tejido placental degenerado.

e

Calcular con estos datos el indice de implantacion (ii) y el indice de
reabsorciones (ir) segun las formulas siguientes:

ii= implantes / cuerpos luteos x 100
ir= reabsorciones / implantes x 100

Examinar la morfologia fetal en el microscopio estereoscopico, las cuales deben
de incluir: forma de la cabeza de perfil. Examinar la forma y tamafio de los ojos
(cerrados), orejas, maxilares, hocico. Los miembros se examinaran respecto a la
forma, tamafio y posicion y los digitos en cuanto a su nimero y profundidad de
los surcos digitales. Ejemplos de anormalidades son: polidactilia (digitos extra),
ectrodactilia (digitos ausentes) y sindactilia (digitos fusionados). La cola se
examinara fijandose en la presencia, tamafio, forma, y posicion. Una cola normal
es ligeramente curva y de 3 cm de largo en la rata. También se realizara el
pesado de éstos en la balanza, asi como el sexado de cada animal. Ademas se
deberan analizar las visceras maternas registrando las observaciones.

Cualquier anormalidad encontrada debe ser anotada, antes de que los fetos sean
colocados en la bandeja.
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Colocar la madre, el Gtero abierto y los otros desechos en bolsas amarillas segun
la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y amarrar el cuello de la bolsa.

Obtener las crias viables, las cuales se lavaran con suero fisioldgico, y secadas
sobre papel de filtro.

Fijar los fetos en etanol al 95% por un minimo de 48 a 96 hrs. El alcohol
afiadido, debe ser lo suficiente para cubrir los fetos. . Nota: El alcohol tiene que
ser cambiado al menos una vez durante este proceso. Para esto deposite el
alcohol usado en el recipiente de desechos.

Tincion de Dawson

15.
16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.

Al terminar los fetos deshidratados estaran rigidos y de color beige palido.
Escurrir el alcohol de los fetos usando el colador y el embudo. Transferir lo fetos
a un nuevo frasco.

Afadir la solucion de KOH al 1%. Si es necesario, cambiar el KOH diariamente,
de nuevo usando colador y embudo. Es importante tratar el tejido ablandado
muy suavemente. Este proceso estard completo cuando los huesos de los fetos se
muestran claramente a través del tejido blando. Este paso toma
aproximadamente 1-3 dias.

Transferir los fetos a cada uno de los frascos con la solucion de rojo alizarina
aproximadamente 24 horas.

Examinar los frascos regularmente para chequear la intensidad del color.
Permita que la tincion actué hasta que la intensidad deseada se alcanza. La
coloracion es completa cuando los huesos son obvios. Debe evitarse la
sobretincion.

Retirar el KOH y el colorante escurriendo los fetos adecuadamente.

Afadir la solucion de Mall’s. Los fetos inicialmente flotaran en esta mezcla,
pero después se hundiran por su propio.

Escurrir la solucién de Mall’s 'y transferir los fetos a una solucién a partes
iguales de glicerina y agua destilada.

Si se quieren conservar los fetos se debe aumentar paulatinamente la cantidad de
glicerina disminuyendo la de agua destilada.
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Diagrama de flujo ecolégico 21.- Induccidn de teratogénesis en ratén.
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Diagrama de flujo ecolégico 22- Tincion de Dawson.
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Tabla de residuos 12.- Induccién de teratogénesis en rata.

NUmero Residuo Norma que regula su Disposicion
de recoleccién o almacenamiento
residuo
R1 Orina y heces NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Bolsa de basura negra,
basurero municipal
R2 Laminillas NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Inactivacion previa y
basurero municipal
R3 Jeringa con droga NOM-087-ECOL-SSA1-2002 | Almacenado en recipiente
rigido rojo; para su
posterior recoleccion.
R4 Orina y heces NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Bolsa de basura negra,
basurero municipal
R5 Algodon con éter Bolsa de basura negra,
basurero municipal
R6 Cadaver de raton NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Bolsa amarilla para su
posterior recoleccion.
R7 Solucion salina NOM-052-SEMARNAT-2005 Tarja 6 desagie
NOM-002-ECOL-1996
R8 Alcohol Destilado y reutilizado
R9 Frascos sucios NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Bolsa de basura negra,
basurero municipal.
R10 Solucién de KOH NOM-052-SEMARNAT-2005 | Neutralizar con un &cido
NOM-002-ECOL-1996 hasta obtener un pH
cercano a la neutralidad y
verter a latarja o
desague
R11 Solucién rojo de NOM-002-ECOL-1996 Neutralizar con un &cido
alizarina hasta obtener un pH
cercano a la neutralidad y
verter a latarjao
desagle
R12 Solucion de Mall’s NOM-002-ECOL-1996 Neutralizar con un acido
hasta obtener un pH
cercano a la neutralidad y
verter a latarja o
desague
R13 Glicerina + agua NOM-002-ECOL-1996 Verter a la tarja 6 desagie
destilada con abundante agua
R14 fetos NOM-087-ECOL-SSA1-2002 Bolsa amarilla para su

posterior recoleccion.
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CONCLUSIONES

Se elaboré un manual que proporcionara al alumno las bases teorico y préacticas de las
técnicas mas aplicables en el area de la Citogénetica humana y toxicoldgica, el cual
servira como herramienta en el andlisis y diagnostico correcto de las cromosomopatias
que afectan al hombre. Asi también, se demuestra la importancia que tienen los ensayos
genotoxicos en la evaluacion del potencial y riesgo que diversos compuestos quimicos
pueden poseer para generar alteraciones al material genético y propiciar efectos
adversos sobre el proceso hederitario.

A través de este manual se brindara un panorama general de todas las normas que rigen
el desarrollo de un trabajo experimental en el laboratorio, asi como las pautas para la
realizacion de buenas practicas y finalmente el conocimiento de cémo cumplir con los
requisitos minimos para la disposicion de los residuos generados a traves de cada una de
ellas.
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APENDICE A
Preparacion de reactivos

1) Solucioén hipotdnica de KCI 0.075 M
Pesar 1.3979 g de cloruro de potasio y disolverlo en 250 ml de agua destilada.

2) Colchicina 0.04%
Pesar 0.04 g de colchicina y disolverlos en 100 ml de agua destilada.
NOTA: Utilizar guantes y cubreboca al preparar esta solucion.

3) Fitohemaglutinina

Lavar 20 g de frijol con agua corriente. Dejarlos remojando toda la noche a 4°C. Transcurrido el
tiempo decantar el agua, poner los frijoles en una licuadora y hacer una pulpa fina con 30 ml de
solucioén salina isoténica (NaCl 0.85%). Pasar la pulpa a un frasco con tapa y agregar otros 70
ml de solucién salina isotdnica. Continuar la extraccion por 24 hrs. A 4°C, agitando
ocasionalmente. Posteriormente puede centrifugarse en una centrifuga clinica para quitar los
residuos gruesos de la pulpa del frijol, para posteriormente centrifugar a 4°C por 15 minutos a
14 000 rpm. Retirar los sobrenadantes y de ser necesario centrifugar una vez mas hasta que no
observen sélidos. Recoger el sobrenadante y medir su volumen. Diluir 1:25 con solucién salina
isotonica. Esterilizar por filtracién inmediatamente. Congelar la fitohemaglutinina en alicuotas
pequerfias para su uso.

4) Acido clorhidrico 0.2 N
Medir 0.616 ml de HCI de densidad 1.118 y aforar a 1000 ml con agua destilada.

5) Hidréxido de Bario 0.1 N
Pesar 2.14225 g de Ba(OH), y disolverlos en 250 ml de agua destilada.

6) Solucion salina doble de citratos 2xSSC
Pesar 17.53 g de NaCl, 8.82 g de Citrato de sodio y disolver primero una sal y luego la otra en
1000 ml de agua destilada.

7) Buffer de fosfatos 0.3 M pH 6.8 (proporcién 3A : 2B)
Solucion A: Pesar 40.827 g de KH,PO,y disolver en un litro de agua destilada.
Solucion B: Pesar 42.588 g de Na,HPO, y disolver en un litro de agua destilada.

8) Acetorceina

Pesar 0.5 g de orceina y colocarla en una matraz Erlenmayer con 12.5 ml de acido acético
glacial. Hervir la solucion durante 30 minutos, evitando que ebulla demasiado pues puede
derramarse, agitando el matraz continuamente. Enfriar la solucion y aforar a 25 ml con agua
destilada. Almacenar en botella ambar y proteger de la luz (duracién de 6 meses). Filtrar en
frasco gotero para su uso.

9) Buffer de fosfatos 0.06 M pH 6.8

Pesar 2.0413 g de KH,PO, y disolverlos en 250 ml de agua destilada.

Pesar 2.1294 g de Na,HPO, y disolverlos en 250 ml de agua destilada.

Para obtener la solucion de trabajo mezclar 25 ml de cada una de las soluciones anteriores
obteniéndose asi el pH de 6.8.

10) Solucidn de tripsina

Pesar 20 g de tripsina grado reactivo y disolverlos en 50 ml de agua destilada.

11) Solucio6n de Giemsa.

Adicionar 5 ml del colorante de Giemsa al 10%, 5ml de buffer de fosfatos pH de 6.8 y 40 ml de
agua destilada neutra.
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12) Solucio6n de bicarbonato al 7%
Pesar 7 g de bicarbonato de sodio y disolverlos en 100 ml de agua destilada.

13) Solucion de EDTA al 1%
Pesar 0.5 g de EDTA y disolverlos en 50 ml de agua destilada.

14) Buffer de Mcllvaine (pH5.4)
Disolver 2.1 g de Acido citrico (H3CgHs07) 3.9 g de Fosfato di basico de sodio (Na,HPO,) en
500 ml de agua destilada

15) Soluci6n de Quinacrina
Atabrine 1 tableta (100 mg) y 200 ml buffer de Mcllvaine (pH 5.4)

16) Solucién al 1% de Hidroxido de Potasio (KOH).

Pesar 5 g de KOH con + 100mg de precision. Posteriormente colocar 100mL de agua destilada
en el frasco, y afiadir el KOH. Cuando el solido se haya disuelto, agregar los restantes 400mL
de agua destilada y mezclar. Transferir la solucién preparada a un dispensador etiquetado.

17) Solucién Rojo Alizarina.

Colocar 100 ml de agua destilada en un frasco. Afiadir 50 mg de rojo alizarina S y agitar
vigorosamente para dispersar el material. Posteriormente afiadir 5 g de KOH y agitar. Completar
con 400 ml de agua destilada y agitar. Antes de usar, filtrar la solucién en un frasco limpio y
descartar el sedimento.

18) Soluci6n de Mall’s.
Colocar 100mL de agua destilada en un frasco y afiadir 1 g de hidréxido de potasio y agitar.
Afadir otros 400 ml de agua destilada y agitar. Afiada 100 ml de glicerina y agitar.

19) Stock de Hoechst (10*M)
Pesar 0.025 gy disolverlos en 10 ml de agua destilada.

20) Solucién de trabajo de Hoechst
1ml de la solucion stock + 9 ml de agua destilada + 10 ml de buffer de diferenciacion.

21) Buffer de diferenciacién.

1.18 g de citrato trisédico dihidratado (Nas;CsHsO;H,O) disolverlos en 50 ml de agua
destilada.0.221 g de fosfato de sodio monobésico. Disolverlos en 10 ml de agua destilada.
Preparar el buffer titulando el citrato con el fosfato hasta pH=7.

22) Solucién de trabajo buffer de diferenciacion.
Diluir con agua en porcion 1:1 v/v

23) 2XSSC
8.923 g de citrato trisédico dihidratado y 17.532 g de cloruro de sodio, disolver ambas
sales en un litro de agua. Concentraciones finales de citrato 0.03M y del cloruro 0.3M.
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APENDICE B
NORMA OFICIAL MEXICANA

¢ NORMA NOM-002-ECOL-1996, que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales a los
sistemas de alcantarillado urbano o municipal.

e NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-018-STPS-2000, sistema para la
identificacion y comunicacion de peligros y riesgos por sustancias quimicas
peligrosas en los centros de trabajo.

¢ NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-026-STPS-2008, colores y sefiales
de seguridad e higiene, e identificacion de riesgos por fluidos conducidos en
tuberias.

¢ NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-052-SEMARNAT-2005, que
establece las caracteristicas, el procedimiento de identificacidn, clasificacion
y los listados de los residuos peligrosos.

e NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002

proteccion ambiental-salud ambiental-residuos peligrosos biolégico-
infecciosos- clasificacion y especificaciones de manejo.
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APENDICE C

Formas y significados para los diagramas de flujo

ecoldgicos.

[ J

Inicio/ Terminacion: sefala el
comienzo 6 el final de wun
diagrama.

Entrada de datos: indica los
valores iniciales que debera
recibir el proceso.

Proceso de datos: sefiala
operaciones 0 procesos especificos
que se realicen con los datos.

Decision: nos representa una
disyuntiva logica o decision.

Conector: nos indica entradas o
salidas para el flujo del diagrama

Documento generado: documento
resultado del diagrama

RIESGO BIOLOGICO

CORROSIVO

INFLAMABLE

NOCIVO

RIESGO AMBIENTAL

[
<>
O
-
i

TOXICO
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