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I. INTRODUCCION

El estudio de los cromosomas humanos ha inguietado a — |
los cient{ficos desde que la existencia de estas peguefias es
tructuras fue descubiertz. Desde el punto de vista molecu—
lar, el conocimierto de ia existencia de secuencias de ADN -

';EPetitivas:yfaevcppi&'ﬁnica:haxpermitido estudiar extensiwva

mente los patrones de arreglo secuencial dentro del genomsa,
asi como:su,patencial;ae.transcripéiénﬂy,su Significaao~fua~
cional Ta estructura de la cromatina y la de los cromosomas
se ha investigado en base a nuevas t&cnicas de microscopia
electronlca, cromosomas. de condensaclén prematura e hlbrlaa-
cidn in situ, que juntoAcon.metodo1ogia bloquimlca han permi

tido establecer‘nuevos modelos de la estructura cromosémics,
incluyendo la existencia de una unidad repetitiva bésica: 1.
nucleosoma. Ademis, mediante el uso de diferentes colorantss
'y tratamientos, los c¢romosomas mit&ticos pueden ahora visva-

lizarse con patrones de bandas caracterist:cas, lo que . facv—
lita su 1dent1f1cac16n_indlv1dual Y ‘pone de’ manifiesto es— -
tructuras diferentes con funciones probablemente diferentes.
Por Gﬁra“partei'él mapeb‘genétic0 humano se ha acelerado gza
cias a los métodos biognimicos, al uso de c&lulas hibridas -
roedor-humano, a los nuevos m&todos de bandeo de alta resolu
cibn y al uso de tecnologia -de ADN recombinante (ingenierfa-.

gen8tica) .y polimorfismos de sitios de reconocimiento de en~

zimas de restriccibn, lo que ha permitido la localizacifn xe
gional de un gran nfimero de genes.

Desde el punte de vista médico, el conocimiento de Ia ~
organizacibn molecular y funciones del genoma humano permiti
& un mejor entendimiento de las enfermedades genéticas, fa-
cilitard su diagnéstico v en un futuro, el uso de la ingenie
zia»genética*pérmitir&.ia'correéciéﬁ‘deulgs»aéfectos‘a'ﬁivel
de ADN.



Esta tesis es una revisidn de los adelantos mas recien--
tes en el conocimiento de la estructura y funcibn del genoma
humano, tratando de establecer ana. relaclon con la genetlca .
clihlca, prlnclpalmente en lo qﬁe se reflere a la comnren51én'u
de las enfermedades genétlcas ¥ su dlagnéstlco, 1ncluy,ndo un  
compendlo de las nuevasg tecnlcas de bandeo cromosémlco. Ade—”z
més se pxesentan las estadistlcas de tres afios de trabago en
el Servicio de Genekzca del Hcspltal General de México S.8. A.}.
(1980-1982) ; en donde la citogendtica es de suma imporkancia
para establecer un diagnéstico y proceder al consejo gendtico
- adecuado. Es prcpésito de esta tesms gue todos aquelles inte
resadcs en el conocimiento del genoma humano encuentren algo
de valer‘en ella._.



IT. EBEL CARIOTIPO HUNANO

1. ANTECEDENTES HISTORICOS

- BL desarrollo de la Cltogenetlca fue una consecuencla -

‘ ‘de.la evoluc'én,de las técnicas mlCIGSCﬁplGaSq Las celulas :

;dos s;glos ‘para que fueran aceptadas como unldades estruchu—
4 ’rales de los tajldos anlmales, grac;as a 1a,descr1pc16n<hls-':

tolcglca de J.J.Lister C1827) usandc gl m1croscopla compues-‘

- to agrom&tlco con resoluc16n de Lﬂm LaAevoluc15n posterlor
de las tecnlcas mlcroscénlcas dependlewen gran paxte del de~
‘ sarrollo de métodos de fzgacmén, coxte ¥y tineidn adecuados,

resalzfendose ‘Bsto durante la primera\mltad‘del siglo XIX.v- o

 'En.l858 Vlrchow'descrlblo:el.proceso de la,dlv1516n celularﬂ
mcstrando queé las celulas s;empre provaenen de otras celulas,

tes estad;os de;la d;vms;§nvcelularr smn-embarggt-lps‘prime*
ros estudios detallados de la cromosomas humancs: fueron rea=

 lfzzdos por el anatomista alemdn Arnold en 1879, Elvférmina

“cromatina" fue utilizado para deflnzr‘la porclﬁn tenlble e
del nficleo por Flemming, en 1882, al estudlar gélulas en “mm
tosis" de la cBrnea humana, describiendo la transformacibnm —
del material nuclear én haces longitudinales. El t&rmino —-
"cromosoma™ fue introducido en 1888 por Waldeyer. Al mismo

‘,ﬁiémpo.(1887}‘Heismangpxe&ijo 1la diyvisién reduccional en la

gametogénesis, siendo observada por Boveri y Ilamada poste—-—
riormente mefiosis (1,2,3).

A fines del ﬁiglo*xxx los elementos citolégicos y los =



: tlendo relacionar la transmms;én fegular'de los cromosomas ¥

- glo llneal.de lcsvgeneshen los cromosomas. En 1909, Janssens

' 71a ev1aené1a cxtolﬁglca ae la recomb1nac15n ¥yoen 1831 - == %

~ sis de Sutton-Boveri(1903), con la cual resurge la Citogené~
- tica a principios del siglo XX (1,2,3). |

mecanismos responsables de 1augqntinniaad\genética;haﬁian=s§
do identificados; perc-su papel en la herencia mo fue apre -
ciaao»éinc‘hasta*qué el trabajo de G. Eénael {1865) fue rei% 
descublerto por’ Correns, de Vries ¥ en otxos en 1900, perml—s

la herencza ae caracteres blOlﬁglCOS, o cual 1levd a la for,
mulacxﬁnpde,;a Teqria=ermgsém;ca\dg lawﬂe;enCla,'la¢H;pQ§e—

e S e ety

i b

‘Evidencias gue apoyan la Teorfa Cromosémica se acumula- '
ron durante los siguientes 30 afios.. Contribuciones impbrtan 
tes fheron' la correlac16n de los CYOmoOSomnas: sexnales con 1a '
ﬂeterminaclﬁn_del sexo* 1a demostraclon de gque cromosomas es
pecificos llevan genes especiflcos 7 da observaclén del arqg 5

5L
2

T8
g

-interprett los:qulasmas ‘observados durante la meiosis como = |

- Creighton ¥ Mc Clintock demostraron que el 1ntexcamb10 dey re

wa;onesvhomélcqas 1dentmf1cab1es estabalacompanado de un<1n——,;
: t&zcamblo de genes asignados a esas reglones (2,4, 5)_

&

YW

 Los prlmeros estudlos de Cltogenétlca se hicieron casl

'exclusivamente en plantas y‘anlmales 1nvertebrados, los con-

ceptcs bésicos fueron 6erlvados de los estudios clésicos de
los afios 30 en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster

v en 1a planta india de mafz; Zea mays (1,2,6,7). Durante
este perfodo, el trabajo en organismos superiores estaba es— ~
tancado por las dificultades técnicas que involucraba.

A partir de que los cromosomas fueron reconocidos como
estructuras bien definidas, se iniciaron trabajos para detex~
minar el mfimero cromostmico en el hombre, Aparentemenete, -
Hangemann (1891) fue el primero gue lo intentd, sin embargo



el primer dato significativo fue el de von Winiwarter en 1S%2
al contar 47 cromosomas en.uﬁa‘metafaée de espermatogonia v
23 paréswénvun.éspermatocito, concluyendo gue el nlmero cro—
mosdmico era 48 en la mujer y 47 en el hombre y que &l meca—
nismo determinante del sexoc era la presencia de uno o dos -~
cromosomas X. En 1917 Wieman reporta la presencia de cromo—
‘gomas X y ¥ en el humano y un aho después Evans describe 4§
cromosomas en cé&lulas som&ticas (2,3). El siguiente estudioc
relevante fue realizado por Painter (1921,1923) quien traba—
jando con material testicular recoriocid el cromosbmaﬁY, y’é§5:
duje correctamente el mecanismo determinante del sexo mascn&
1ino; el nfimero de cromoscmas en mitosis de espermatogonias
indicaban gué estaba entre 45 y 48. En su primer ariiculo ~
Painter favotece,elfnﬁméro‘digiqide‘dé 46, pero dos afios mfs
tarde se decide en favor de 48 para ambos sexos (8,3). A pe
saxr de gque von Winiwarter mant tenia la oglnlén de gue no exis
tia el cromosoma Y, su preséncia fue confirmada poxr Koller —
en 1937 estudiando el comportamiento de los cromoscmas Sexuz
~ les dqurante la-meiosis {3,10}..

Los trabajos siguientes se continuaron reallzando princ*
palmente con,materlal testicular, los cuales apoyaban cagi =
siempre las conclusiones de/Palnter. Los estudios en mltd—~
sis de células sométlcas eran poco. satlsFactorlos por las di
ficultades técnicas y la mala calidad que presentaban, conau
ciendo a un pericdo estitico, hasta«que;en 1956 T4io y,Levaﬁ,
estudiando mitosis de c€lulas somfticas (fibroblastos de em=-
brifn) reportaron un nfimerc diploide de 46 cromosomas, la ca
lidad de sus preparaciones era muy superior & tode lo que se
habia hecho anteriormente debido a los adelantos técnicos &
los gue se habfa llegado (1l). Su trabajo fue confirmado z=a
pidamente por C. B. Ford y Eamerton (1956) en prepardciones
de tGbulos seminiferos (12} ¥ posteriormente en otros teji-—
dos por otros investigadores; gquedando bien establecido qus
el nfimetro cromosdmico en €l humano es 465, con un complemento



cromosbmico femenino 46, XX y masculino 46, XY.

s ) Y A e e
Entre los adelantos tecnicos gue hicieron posible el =

avance de la citogénetica humana scbresalen:

2)

b}

c)

E1l uso de Colchicina, una sustancia extrafda del azafrén

{Autunp crocus), la cual tradicionalmente se ha empleado
en el ﬁratamienko'de_la,gota, Esta droga tiene el efec=
to especifico de detener las células en mitosis durante.
la metafase, al inhibir la formacién de las fibras del -

. huso acrom&tico. De esta manera se acumulan metafases -

en el cultivo y hay una mayor contraccibn de 1los cromoso

mas, lo ecual facilita su visualizacibn (2,3).

- Bl pretratamiento de Ias:éélnlasgmitétianwcon-nnausoluf

cifn hipoténica, lo gue praduce distensidn celular y per

mite la separacidn individual de los cromosomas (2,3).

'El us6 de las técnicas de "squash", derivadas de las téc

nicas para células vegetales, las cuales son dependientes -
del uso de fijadores fuertes comoweliﬁcido‘acéticaso‘las‘f
combinaciones acético-etancl y acético-metancl, lo gue =~

1levd a las preparaciocnes de secade al aire (2,3}).

Tos tzabajos=de.mjio‘y‘nevan'y los de Ford y Hamerton -

ne so6lo demostraron el nGmero correcto de cromosomas, sino -
que ademfs iniciaron el desarrollo de t&cnicas para obtener

preparaciones cromosdmicas de alta calidad.
ma importancia es el descubrimiento dé Nowell (1960} de que

la fitohemaglutinina, obtenida del frijol rojo Phaseolus -~

ris preparada como mucoproteina o proteina,; tiene efec—

to mitogénico en linfoeitos in vitro (13), lo cual permitid
el desarrollo de métodos m&s ripidos {72 h) y sencillos para
obtener cromosomas humanos, siendo relevante la microtécnica

Otrc hecho de su



de Moorhead y colaboradores (1960) (14).

En los filtimos afios la citogenética ha avanzado conside
rablemente, permitiendo la. identificacifn individual de los—
'c:omosdmas,,p:imeramenfe por métodos autorradiogréficos (15}
y posteriormente mediante el uso de diferentes técnicas que

_producen;patiqnes.espécificos de bandas a lo largo de los cro

‘mosomas; siéhdq‘iniciados»por‘CaspersoanZchs 11970);Jmedién;
te el uso de colorantes fluorescentes (16,17). Actualmente
la citogenética ha llegado al nivel molecular, que&ando aﬁa

mucho por entender y descubrir.

2.  EL CARIOTIPO HUMANO

: Los cromcsomas son.estructuras gue se “‘tifien 1ntensamene
te con colorantes bés;cos y son v151bles en células én mito~

sis y meiosis.

Los crcﬁOsomas«miﬁéticcs\humanasréuanac estdn duplicados

tienen una forma similar a una X. Las crom&tidas hermanas -
se mantienen unidas en una regidn de constriccibn llamada —-
centrémero o constriccibn primaria, la cual es el sitic de -
unidn a las fibras del huso. La posicién del centrémero es

variabley si se encuentrd en la parte media del crompsoma, —
los cromosomas son metacéntricos:; si se encueéntra desplazads
hacia un extremo (dando brazos de diferente tamaifio), produce
cromosomas. submetacéntricos; si'estafcerca«ﬂelreXtrema‘finalt

serén acrocéntricos y si es terminal telocéntricos (Figura 1).

En el humano existen normalmente &romogoimas de los tres pri-
meros tipos, no existiendo telocéntricos, los cuales se ob--
servan en otros animales, como por ejemplo el rat6n (1,18}.



" Figura 1. Tipos de cromoSomas por posicifn del centrSmeros

{a) Metacéntrico, (b) submetacéntrico, (¢} acro-
céntrico y (d) telocéntrico (1)

El término "cariotipo" se refiere al arreglo sistemiti-
co del complemento cromesbmico de una célula (Figura 2 &y -
B)s 8i el cariotipo es representado en forma ﬁzagramétgcao
matemgtica se obtiene un "idiograma™ (Figura 3).

IR ST i s Toae,
[P Rt A R et T
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ﬁna‘CQnsfricciﬁﬁfSecundaria puede\Sei.QEServada en Quéij ?
quiera de los cromosomas, pero generalmente Se encuentran en. ?
sitios especificos. ‘Ei.tipo~de.ccnstriccién secundaria més |
comﬁn es la gue producan los satélites CLtOLOglCOS ¥ los ene é
'contramos en los cromosomas acrocentrlces hnmanos. ~§




K ww A 0 jou ®
L i ir i 11_3173,;tvu

=1
8 .

W e woa o a R TI

o & 3% .
d 3 X C- G :
2 13 kA ) Fes

i :it &

=

& }5
in

1l

&
A
¥ o
+
{ 2
e b
E.2
A
-
-
"
™
-
b

bura 2 .- E1 carietipo humeno normal. A .-Cariotipoc mas
lino técnigca habitual. B .- Cariotipo femenino técica ha
tuals C .- Cariotipoc masculine téenica bandas § « D .= -
riotipo masculino técnica bandas C.



10

La clasificacién bisica de los cromosomas humanos en me
tafase fue derivada de conferencias en Denver (Denver Report,
1960), Londres (Lpnaonfggpqrt, 1963) yVGhicagQ{chiéagb c6ﬁ§g;,
fgnce,-laéﬁ}. Se acord6 numerar los autosomas en pares del~ .
1.31.zz,aeAacue;a¢ a1/tamaﬁc aécréciente:y posicibn del cen-—
tromero principalmente. Los cromosomas sexualés fueron de--
signados X y ¥ y se arreglan separadamente cuando es posible
o en la vecindad de lcs:grquSaaefgthstas.gﬁé\san,similar-"
res en tamano‘y merfolegia. Los 22 pares de autosomas. se di -
vlden.en.? grupes (A - G) leos cuales son fécilmente distin—-
g@iblesrcon'tinéiﬁnes;comunes (18,19,20) .

_ Tres parémetros san‘importanﬁés para la garacterizaciﬁﬁ'_>'
morfologlca bésica de un cromosoma: (&) tamafio relative, (bl
indice de brazo cromestmico definido como la relacién del ——
brazo mé&s largo (de31gnado con la letra q) 2l brazo mis cor- -
to (p), {c) Indice centromérlco ﬂeflnldo como la relacibn del

' ‘brazo més corto al largo total del CTOmasoma,. el cual deter-
 mina la‘9351c16nAre1at1va del centrémero. adem&s los cromo—=
'somas puedern sexr caradterizados por otros mftodos de estudzo, i
talgs‘camg-autorradlografia,1t1nc10nes c.meﬁlﬁas especlales. :
- Una caracteristlca morfblﬁgzca importante son las constric—-
kc1ones secundarlas ¥ en los cromosomas acrocéntricos los sa~ >’
t&lites (1& 20) ' '

L

| Eﬁ~CABIGTiPQ~EﬁﬁENQ consiste de los siguientes grupos:

Grupo A.- Cromosomas 1-3: cromosomas grandes metacéntricos
y'submetacéntxiCQS@ claramente distinguibles entre si. EY -
cromosoma 1 es el cromosoma metacéntrico de mayor tamafio del
ecarickipo. Una constriccibn secundaria est presente frecuen
temente cerca del centrbmero en la parte proximal del brazo
a ¥ puede producir variaciones en su longitud. EL cromosoma
2 es el cromosoma submetacéntrico més largo. ELl cromosoma 3
&s el segundo cromosoma metacéntrico en tamafic y es aproxima



iy :

Figura 3. El idiograma
 humano normal: una re-— -
presentacién diagramiti
. ¢a del cariotips humano
'vincoigaxandﬁflaS‘zziw -
- constriceiones secunda-
rias m&s frecuentes.

damente 208 mfs corto que el 1. Sus indices de brazo y cen~ P
tromérico ayudan a distinguir el brazo lzrgo del corto.

k §£gQg!§ye Cromoscmas 4=5: cromssomas submetacéntricos grandes
dificiles de distinguir entre si, sin embargo el 4 es ligera
mente mis largo. ‘ '

Grupo C.~ Cromosomas E?lﬁ‘y.ﬁr cromosomas de tamafic mediano,
submetacsntricos, los cuales no pueden distinguirse entre si
claramente, De acuerdo con la Convencién de Iondres, los pa
res 6; 7, 8, 11 v el X son relativamente submetacéntricos, -
1o cual sirve para aparear probables homSlogos. El cromosoma



6 es el mds largo del grupo, aundue~ﬁ6~muéﬁd més que 1 Ty
el X. Frecuentemente se encuentra una.constrnccmén secunda-,
ria en la parte nroxlmal de ios brazos largos del 8. '

Grupo D.- Cromosomas 13 - 15: cromosomas de tamafio mediano;-
'acrOcéntficbé'éOn_satéiifés.eﬁ‘1os;bfazds;cartﬁs§ pifieren
poco en,tamanc,Eldrcﬁal‘dific&ltafsuﬁiééﬁtifiéaﬁiﬁﬁrinﬁiVi*"

| “fﬁgg:é.gUCfamdsomas 16 ~ 18: crbmogomas'felaﬁivaménfe peque. -

fios, wetacentrlccs_y‘submetacentrlces. El cromosoma 16 pue-—

de u¢stzngu1rse de los otros, pues es metacentrlco o] llgeram'

,menta;submetacentzlcc; tiene una conszderable var1ac16n lndl

vidual en tamafio ﬂébiao-a‘una.cgnstrr 6n. secundaria en la

i_parﬁ#-pioximal 891”brazo-1argo;“ £cs:craﬁdscmaS“lviyvlsﬂpueég»
i den a.stlngulrse en.buenas preparaclones poxr su largo ¥ posif»'

:Eﬁ 18 es 5 - 10% m&s carto que el 17.

c1én del centrémerc.

'v> upo E.— Cromosonas 19 - 20: c:omoscmas metacéntrlcos m&s =
pequefios no. dlstlngulbles uno de otxo. '

. ruEg G.v Cromosemas 21 - 22 ¥ ¥s cromosomas acrocéntr;cos -

pequencs con sat&lites al final de los brazos cortos. EIL de’

mencr tamafio es el designade con el nfimero 21. EL cromosoma
¥ es similar a estos cromosomas pero no tieme satélites, ge-
né:&lméﬁ£é~es un poco mayor,; tiene frecuentemente una cons--
triccibn secundaria en sus brazos largos, los cudles tipica-
mente divergen menos que los de los otros cromosomas.

Ia identificacibn especifica de cada uno de los cromoso

‘mas fue posibleVBn(iggﬂ‘é&aﬁ&b”ﬁaspérébn‘y~ﬁdlswflﬁ'l7}‘&emos_

traron gus los cromosomas tefiidos con colorantes de qu;nacfi

na p:adgcgn.pat:anes»caracﬁerist1c05cy~xeproduc1bles de ban-
das hacisndo posible la identificacibn de cada cromosoma en

el cariotipo humanc. A partir de entonces numerosas técnicas
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que producen patrones de bandas en cromosomas en metafase han |

A los métodos publicados para demostrar bandas a lo lar
go de los cromosomas utilizando mostaza de guinacrina o dihi
&:ocigxuro'de guinacrina para producir un patrbén fluorescen-
te, se les llamé m&todos de tincibn Q y a las bandas fésultag;;
tes bandas 0. thras,técnicas gue demuestiran bandas idénticas ;
usan;G%emsa-paré tenir a‘ids ciomosamas‘aanQO‘lugar‘a‘bandasw o
G (Fig. 2 C). Sin embargo, algunas t&cnicas de Giemsa, dan
patrones opuestdsuen intensidad de tinCiéh;‘ée‘leslllamagméa
todos reversos o bandas R. También con colorantes fluores—-—
CEﬁteSfPﬁeaen;Ohtenerse;bandas R (18,19,20}).

‘Las técnicas de bandeo se dividen en dos grupos princi=
pales: {a) aguéllas gue dan bandas distribuidas a lo largo -
‘GEI«CIGmdsbma,'talesfcomO'lanbandas 0,6 ¥ Ra‘incluYenﬁoalas
qua»démuestran pat:oneS‘de:sintesis de ADN y (b) aquélias --
quE'tiﬁen.un,nﬁméro-restringidc.de.ba@das:ofestruéiurasfesgg :
c¢ificas gue incluyen 1osmm§tédbsugne‘rBVElan'las'ban&asfcen;
troméricas constituidas por heterocromatina constitutiva - —‘.f
(BahdaswCQ,iban&as‘teloméricas CBan&aa‘i)'y regiones de orga
nizacifn nucleolar (Bandas NOR) (20). -

T.os patrones cbtenidos con los diversos métodos de ban-
das € no permiten la identificacitn de cada Cromosoma, DEro
pueden usarse para identificar cromosomas especificos como =
el 1, § y 16 por sus regiones heterocromiticas; asi como la
porcidn distal de los brazos largos del Y. ({Figura 20} .

Dados log adelantos en la citogendética humana fuercn ne
cesarios nuevos dcuerdos con respecto a la nomenclatura ¥ - -
clasificacién a emplear; estos ocurrieron en Paris (1971, —-
1975) ¥ en Estocolmo {(1977) (19).

Una banda es definida como aguella parte de un Cxomoso-
nma que es claramente distinguible de su segmento adyacanie -



por apariencia més oscura ¢ mis clara con una o m&s técnicas
de bandeo. Hay bandas que tifien claras con un m8todo y oscwy

ras con otros. Los cromosomas son visualizados como formados

de una serie continua de bandas claras y oscuras, y por lo —-
tanto, por definicidn, no existen “interbandas™. '

La clasificacidn inicial‘ae,ios crombsbmas‘&ejacuéraé‘a
los patrones de bandas (Q y G) estd basada en los patronmes =
de bandas Q como los dieron Casperson y cols. (1971); guie—
nes se basaron en el tamafio e fndice centromérico usados pa=
~ra los cromoscmas. no ban&eados, tratando de asignar a cadal—'
cromcsoma el nﬁmero correspondmente, “cuando fuera‘poszble,
.al<a51gnado anteriormente. Después de consmdera: sus carac—
teristicas morfolbgicas, se tomaron en cuenta patrones de re
plicaciﬁﬁvy»me&idasrespeeiales§. Por razones histSricas, el
cromosoma gue es trisbmice en €l Sindrome de Down COntinuS’—
designéndose 21 a pesar de que. el 22 es 1lgeramente més lar—
go (21) ‘En la flgura 4 se muestra la representac;én dlagra
matica de los patrones.de,bandas Q, Gy R de acuerdo a la —-—.
conferencia de Paris (1971) (19).

Algunos cromosomas pueden presentar formas variantes en
Ia poblaciéﬁ,normal‘ EStas7variantes o'péiimorfismcs eSt&ﬁ'

dad,dé‘t1n016n de,una handa esPecifmca.



MIGN! pigatlvas o
bt Tineton pdilde B
pandes § Posiiivas

gandis Qy G Positivas ggnga;- yarlakies

pandar & Hegativie

Figura & .= Identificacidn de las bandas cramosbmicas del-
cariotipn de acuerdo con el sistemz de la conferencia de--
Paris (1971) {1%).




3. EUCROMATINA Y HETEROCROMATINA.

En varios estadios de la m1t051s v memos;s, partlcula.
mente en 1ntevfase v profase, ciertos Cromosomas o segmentcs
de‘crcmosomas‘se tifien m&s- intensamente gue otros debido a -
‘que;eSEén relativaménte‘més'contraiaﬁs. Este fenémeno de ——
“condensacién diferencial es refezldo como heteropxcnoszs v -
el térmlno fue 1ntroduc1do en 1804 por Montgomery al observar
que los cromosomas X de una linea celular germinal de ciex—-
tos‘insegtos se condensan prematurameétejy se presentan dsn—
samente teﬁidoé. A estos cromosomas Iés'llamﬁ'heterocromGSQ,
mas, mientras que a los cromoscmas normalmente tefiidos los —.

llam6 eucromosomas {2, 22)

Heitz tlﬁzsj'aefinié la heterocromating COmMO CIOMOSOEAS
:o:ségmentGSJciomosémiCOS gué se encuentran condensados en in
*erfase, ‘exhiben.una sezprendente heterqplcnos 's. en profass
y no se desenrollan en telofase como el res;o del mater;a;,~

cromosémlco (gucromatlﬂa) {23).

La heterocromatlna asi definida es probablemente deriva
da de 1a eucromatlna por el paso posterior a un eéstado perma[
nente © semlpermanente de condensaclén {Coleman, 1943). Los
estudios de microscopfa electrbnica indican gue no hay dife~
rencia én la estructura bisica de la cromatina en las regic—
‘nes eu_y’hetexccrpméticas; cualquier'aiférencia‘en“aparien——i
cia es debido a la gran condensacidn del material en las - -
éxeas»heterbcxcméticas {2}.

En los afios siguientes se acumularon trabajos sobre he~
terccromatina, sin embargo no es sino hasta 1966 en gue Brown
definid los diferentes tipos de heterocromatina, cuando se -
unificaron los criterios y se sentaron las bases para estu-—
dios posteriores (24).

it
1
]
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La heterocromatina se diviae'en-facultaﬁfva y constitu= .
tiva. Wradicionalmente se ha considerado a ambos tipos come -
genetlcamente inertes e inactivos en sinte51s de ARN y por -

¥

estudios de autorradiografia, de replicacidn tazdia.ensgntQE,;
fase, en comparacidén con la eucromatina (1). o
La heterocromatlna Facultatlva es la que resulta de la ?
inactivacién de uno de los cromOSOmas X en los individuos: fe3§

meninos. ILos trabajos de Ohno (l&SQ}VyALyon {1961), asi co~
mo sus trabajos subsecuentes (25,26,27), han dado las bases
para el entendimiento de este tipo de cromatina la cual com~ |
prendé el 2.5% del genoma femenino normal y adguiere una for -
ma cendensa&a &n la embr;ogene51s temprana, es metabéllcamenfi
te inactiva h'd Q:ovee.nnpmecanlsmoﬂefEQtlvo‘para 1gualar'lav~‘f
cantidad de ADN activo entre ambos sexos (23). -

_ - La heterocromatina constitutiva es la gque estd presen-
te en regiones cromostmicas homblogas vy muestra d;ferenﬁes -
grados de.heteroplgnos;s.J Gall Y. Earaue (1970) {28) -con sus*-
experimentos de hibridacisn ADN/ARN in situ demostraron que
‘eXiste\en\todosvlos‘genomas‘de-mamifezosm  arrighi’nysu (29)
‘aplicando estos m8todes 2l genoma humano pusieron de mani-= -~
fiesto sus Yegiones leterocromiticas. En los mamiferos esfénf
preferencialmente localizadas alrededor de los centrGmeros y
:aéz105.orgaﬂi2aéores;nucledlaxes, '

Los patrones de heterocromatina constitutiva en el ca--
riotipo humanc se ponen de manifiesto mediante las técnicas
para producir bandas €. (Figura 2 D). Todos los cromosomas
en metafase contienen heterocromatina constitutiva en canti
dades variables en el Srea Centromérica. Grandes poiciones
se éncuentran en los cromosomas 1, 9 v 16 en los cuales ésta
se extiende de la regibn centromérica a los brazos largos. -~
ILa porcibn de mayor variabilidad en t@masfio se encuentra en —
los brazos largos del cromosomda Y (porcidn distal} a pesar -



' de gue en el centrdémero-hay muy poca cantidad.

- Yunis yVYasm_neh.(lBGS){ZZ :23) iniciaron la elucldaclﬁn

‘melecular de la heterocromatina constitutiva demostrandquue,

conzenia ADN altamenﬁe repetltlvo h'a 1a 1lamaron ADN “satéll—

et por separarsa del restn del ADN en gradlentes de centri-—
ﬁuga;;an- En ek capitulo siguiente sé ahondaré sobre la com
posicién molecular de la heterocromatina y sus posibles fun= -

ciones dentro de la organizacién y expresifn del genoma.
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.Uno de los obstéculos pr:.ncn.pales para el estud:.o det “"e:s -

Iial genetzco én. sus celulas. El genema de un pzocarlcnte b=

» can paza aproxmadamente 3,000 genes; en cambio en ga-
noma humano contiene 2.7 X 109‘ pazeés de nucleéti&os, por ' Ic
. gue es posible” suponez: gue contiene ADN sufz.ca.en.te para unos

s 3 mlllones de- g'enes iy aﬁn cuando no. se requ:.era tal cantz.aac.
'{30) T ’ e

o Pad‘ria considerarse que el ccnten:.do de ADI\F en un orga_
msmo es proporc:.onal & su compl' j.z.dad, sin emhargo, hay ups -

© gran &J.ver, idad en cuanto al contem.c‘{o de ADN en eucara.ontes

'superiores y por egemplc la mayoria de los anflbios t:.enen' -
: 'm&s ADN qzre aves y mamiferos, 1ncluyendo al hembz:e (1.

, ﬁﬁfﬁﬁtxaf?afﬁew'es PbSibléwébnSidéraEfqueVlafééntidadun
v minmadeADN para una rama £ilogenstica dada, ﬂedifique, e
su totalidad, para genes informacionales y el aumento en el

) contz.ene ﬁnz.camente 3 2 :X 1086 pares ae bases, qua =

i:amano de“l genoma podria orlginarse: pm: 1a adicidn de, secue_.‘ :

c:Las que cumplan con ctras :Euncicnes o duplz.cac:.anes de las
ya existentes (31). '

Experimentalmente, resulta diffcil calcular cuantos ge—
nes contiene el genoma de un elicarionte, para ello es necesz
rio utilizar métodos indirectos como son: la medicibn de sus
productos (ARNs y protefnas) y/o por rangos de mutaecién. '



La medlc16n .del. nGmero de genes por medlo de sus produc:
tos, se hace prlncxpalmente‘1dent1£1cando ARNS mensajeros -—— .
(ARNm) y para tener una idea real de su‘cant;dad,es_necesaxlo"
efectuarlo en todos los tipos de c&lulas y en todas las eta-
 pas del desarrollo de un organismo. En base a estos estudios
se-sabefgne:ﬁnicamehté»ae‘1.é 2 % del genoma eucarionte re--—
preséﬁﬁa'g‘eﬁes‘ informacionales (30, 32,33). Sin embargo, es-
tudios recientes con ARNS heteronucleares (ARNHn) indican -=
que aproximadamente 30 - 40% del ADN es transcrito, pero 6=
lo una pequefia porcién de &ste es traducido (ARNm) (34-36).

2. SECUENCIAS DEL ADN HUMANO

E1l primer paso para tratar de explicar la gran cantidad
de material genético en eucariotes fﬁéila‘démdstragiénvatea
presencia de secuencias repetitivas dé nucleStidos de su ADN
por Britten y Kohne (1968) en varios organismos (38).

Ei‘hallazgc de estas secuencias sesréalizé.gqr estﬁdiOS“&e

denaturalizacidn-renaturalizacién. TLa fraccibn de ADN de--—
tectada como repetitiva depende en gran medida de las condi-
cionés en gue se realice el estudio. El-ﬁDﬁ'r&ééﬁifiVQ‘éS -
cindticamente definido como la fraccidn de ADN gue reasocia
bajo condiciones de vconc'e_ni:raciﬁn! de catifn monovalente y -
tiempo, sin permitir ninguna reasociacifn de Secuencias no —
repetitivas. Bajo condiciones estrictas, las cuales requie=
ren un apaream:.ento casi perfecto para que los "duplex" sean
estabilizados, sdlo secuencias de faveada repetunén s& rea-
socian. En ocasiones, otras secuencias son clasificadas co-—
mo repetitivas o viceversa. Esto significa que la definicitn
cinética de una secuencia repetitiva es empirica porque el -
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grado de exactitud de las repeticiones en los difersntes -
ADNs con secuencias repetitivas es variable y lag condicio-
nes pueden ser tales gue pocas secuenciés aparezcan como g
petitivas {39). ‘

El an&lisis del ADN gendmico es usualmente conducido -
bajo condicicnes de concentracién de sal y temperatura gue
llevan a la reasociacicn de casi todo el ADN, y cuya medida
és una funcibn del producto de la concentracifn inicial de ,
ADN en moles por litro y el tiempo de incubacibn en segun——
dos (An&lisis Cot) (38j.

La frecuencia de repeticibn de una familia especifica
de secuencias de: nucleétldos determina su rango de reasocia-
cidn. Secuencias de nuclebtidos de repet1c16n relatlvamen-—
alta&reasqe1QCLon.;ap;damente.(ualores‘CotAmuy bajos), mien-
tras que las secuencias no repetitivas o de copia finica lo -
hacen lentamente (valores Cot elevados) (31). |

Los experimentos aéwreﬁaﬁuralizacién'mééliiadﬁs‘cbn~ﬁa
gran nfinero de ADNs animales y vegetales, han mostrado pro-
porciones relativamente constantes de secuencias repetitivas
-y“ﬁnicés (38,40,41) . En mamiferos, por ejemplo; - las secuen—
‘cias repetitivas constltuyen de 30-40% del genoma, mientras
que el restante 60 = 70%. cerresponde ‘a secuencias fnicas =
(30}« ’

Estudios de renaturalizacifn en el genoma humano mues=-—
tran gue las cantidades relativas de secuencias repetitivas
y Gnicas son las mismas gue para otros animdles, reportdndo-
se 35% de secuencias repetitivas y 65% de secuencias fnicas
{36,42) .

A pesar de gue las secuencias repetitivas frecuentemen-—
te exhiben un amplio espectro de f£recuencias de repeticibs -
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en el genoma, para prepésftOS'descriptivos s€ ccnsideran‘co— 
mo componentes discretos, definidos basicamente en 3 componen
tes cinéticos: uno de renaturalizacidn muy rapida, otro de -
.renaturallzac16n lnte:medla y un percero de renaturallzac1on

lenta (41}.

El camponenue del ADN de renaturallzac16n xép;da contler ;
ne secuencias repetidas un enorme nﬁmero de veces, en el or-;!
den ge 10 POXY genoma (BDN satélite). Tamb;enAen~este.com§géi
nente pneaen~encontrarse secuencias de repeticibn invertida -
o secuencias palindrfmicas; en el humano constituyen 6% (36) .-
i?alindrdmés‘co:tos sirven como sitiocs de reconocimiento paxa
muchas endonucleasas de restriccion bacterianas, lo gque ha
facllita&a el an&lxszs de la estructura del genoma anlmal a
nivel de secuencias (43). ‘

El ADN‘que renatura con rango«intermedlo contlene se ~_..
cuencias xepetldas en el orden de 10 - lO _veces, pudlendo,
en €1 hombre ser dmv;da&o‘en'var;asesubclases. 1as secuen~—
cias de este tipo se encuentran extensamente intercaladas -
con las no repetitivas (36,41). T T

Los campanentes del gencma de renaturalizacitn lenta ==
contienen secuencias que, en general, est&n presentes s6lo -
una vez por genoma,CADN de-copla.ﬁnlca)m Si considerancs sl
concepto de que los "genes clisicos™ estén presentes sblo una
vEpror_génOma,.eSEa;porciSn‘cpntén&r& los genes informacio-
nales, afin cuando debe recordarse gue Gnicamente el 5% de es
te ADN represente genes informacionales (37); lo gue implica
qué la funcidn de una gran cantidad de este ADN se desconoce.
Es importante seflalar la existencia-de un componente de muy
baja repeticibn que renatura con propiedades de copia finica;
el cual ha sido descrito en el hombre (36).
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3. DPATRONES DE ARREGLO SECUENCIAL

El arreglo en el genoma de las secuencias repetitivag'y
no repetitivas ha sido descrito en términos de longitudes ——
aproximadas y puesto que estin cindticamente deﬁiniaés,témiiv
nan cuando limitan‘cogwseduencias~defdi§eﬁente'grado'&e=xqgg
ticidn. Esto podria significar gue una secuencia simple no
repetitiva, estuviera fhncionalménte snbdividiaa,”adémﬁs Ias
secuencias repetltlvas pueden estar en.fbrma aislada o como
racimo de repet1c10n.

Se conoce como “intérpé5101on“ 4 las secuencias repetlr
tivas y no repetitivas aiternadas (34) . La 1nter9051c16n de
secuenc1as repetitivas cortas (0.2 - 0. 4 kb) con secuencias
no repetitivas cortas (412kb) ha sido encontradaAen la mayo—
ria de los genomas (1nterpos;c16n de periodo corto). Tam- -
bién en un gran n@meroc de gencmas se han detectado porciocnes
de secuencias 1§;gas.novrgget1t1vas {algnnas kilobases) in--—
‘ftercaiadas'CQn‘se¢uencias»repetitivas de largo indefinido y
- finalmente; en algunos organismos se han observaEO'nn‘a;re-
glo secuencial de periodo Iargo, en el cual tanto 1lds secuen
cias repetitivas como las no repetltlvas se extienden por al
gunas kilobases.

El periodo corto fue estudiado principalmente en Xenopus
y en el erizo de mar, aunque tambifn en estos organismos se
encuentran secuencias largas no repetitivas con repetitivas
de largo indefinido, mientras gue el periode large correspon
de al genoma de Dresophila (34,35,44). '

En el hombre, Schmid y Deininger (1975) han reportado -
un patrfn de secuencias repetitivas, no repetitivas y repeti
ciones invertidas intercaladas en 80% del genoma. Aproxima-



*‘&Eﬁéﬁ%&ng%;éGQSiSﬁa» 1 lntez;ﬁ iod 6n4d34$ecueﬁc;as de. conla“
ﬁnlca.con un promedlo de 2 kb de largo ¢on seécuencias repetirv
tivag de aproximadamente 0.4 kb. Una segunua,porc;andel gg;‘
noma estf ocupada por un arreglc_intefcaiado~ae secuencias -
largas de copia finica (320 kb) con repeticiones de largo in
definidOy comparabIES a 1os:de XEnopus‘y'ei erizo de mar yxﬁfi
que consﬁltuyen 20% del ADN (36). se ha propuesto que des peﬁj
'riodos largos de repet1c1ontgene;almente_repnasentan racxmos;;
de periodos cortds o ADNs satélite. En el hombze, la prih@iﬁg
pal porcidn de secuencias repetitivas largas se ha demostra=
ab;quépesté,fozmaaahpgr;seéuéneiaS»Satélite (36) . P

En el genoma humano se encuentran ademis 5% de secuen—-~ -
cias de repeticibn invertida, ilamado ADN de orden cerc, la
éstrucﬁura‘aevlosvcﬁaieSresﬁa-azzeglada,ae‘tal manera que —=
Qna secuencia de bases corta estd covalentemente unida‘a»sﬁ,[%
complemento, permitiendo el apateémientO‘iﬁﬁracaaena de frag
mentos de una s6la hélice. Estas secuencids sevencuentran -ff
én grupos de. 2 a 4, 1oca11zados separadamente, dlspersos por f
todo el genoma; en tha forma no al azar, sino adyacentes a -
secuencias especiflcas (45). Se ha sugerldo\que las secuenv~%
cias invertidas no deben considerarse como una subclase de ‘f
;secuenc1as rgpetltlvas, ya que se encuentran 1ntercaladas conr

SN |

de estasas;milaz en cualqu;er‘parte del genoma (35). ,Estas |
secuencias se encuentran en el ARNHn pero no en el ARNm (45),

Existen componentes de repeﬁiciﬁn intermedia dispersos
a lo largo del genoma y tambi&n componentes que intercalan -
secuencias moderada y altamente repetitivas en el génoia hua-
mano (46,47,48). '
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4. FRACCIONES DEL GENOMA HUMANO

Tas fracciones del ADN nativo de doble h&lice obteni- -
das por gradientes de densidad de sales de cesio ‘han permiti
do nuevos aperﬁés'al eStu&ip:&elrgenamapeuCarionte, "Bl wuso
de esta metodolegfa se inicid al encontrarse componentes me-
nores de ADN que diferian en sus densidades de flotacidn con
»reép.e.c%éo: a la de la masa total de ADN, al centrifugar en ‘_’uurn =
gradiente neutro de CsCl {49Y. Estos éompone'ni‘:esf menores |~
fuercon llamados M)Ns satélite y se observaron en el ratbn, -

cuyo y ternera.

Estas té&cnicas recibieron un mayor interés a yart:.r de
los trabajos de Filipski y cols (1973) que mostraron gue el
ADN de ternera podia separarse en tres componentes gue ban-~
dean a densidades discretas en CsCl (1.697, 1.704 v 1.709) y
representan 50, 25 y 10% del ADN, respectivamente (50).

La mayor cantidad de informacifn gque se puede cobtener a

 partir de equilibrios de -sedimentacifin en gradientes de den~ - —

o
-

‘sidad se logra mediante la combinaci6n de gradientes de ~-"—
.Agf T 0852-804 4 CSCI. De estz forma el ADN humano puede ser

resuelto en 4 componentes principales, 4 componentes menores
¥ 3 saté@lites {51}. En la tabla 1 se muestran sus densida==
des y porxcentajes relativos.

COMPONENTES DEL ADN - (51).

Principales Menores satélites
F % £ B £ %
1.687 16 1.732 0.7 1.6875  0.15
1.699 49 1.7135 1.5 1.6955 1.2
1.704 18 1.736 1.3 . 1.6995 0.5

1,709 1l 1.78 0.3
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El usoc comb_n*ae ae fraccmonamlento pcr—gradlentes ae —f

aenﬁzdaé«y técnicas de renaturalizacifn han permitide una me

jor caracterizacidn de las diferentes fraccicnes del ADN.

&si, sabemos gue los ADNs satdlite se caracterizan por
ésﬁaf coﬁpuEStos'ée“wequeﬁas‘gécﬁenéias ae nuéleétidds CE a

Cot &n mamiferos de IO 5‘a lﬂ 2

¥ los cualss raramente cons—~”

tituyen. més de 10% de gencma {30 51) . En relacibn a los com '
ponentes menores del ADN ‘es posible gque al lguno - de ellos co——{;

,xresPonda,afADN.r;bopgma; (aD¥T) {51y .

Yunis y cols. réportaron una téenica de hibridacidn con -

gradiente de densidad de Cs€l gue llevd a la identificacifn

de la disposicibi de &enSi&aaes de los cémpbnenﬁesﬂﬁaiivﬁs:~'“
. del ADN conteniendé secuenc;as repetltlvas. BL ﬁse CQﬁbiﬁaéﬁf
© do de hlbrldaclén en gradlentes de CsCl ¥ separacmdn'nb*’graf
dlentes denAg i CSZSO4 ha perm;t;do el ;rac01onamlento del 7~
- ADN humsno en 7 cemgonentes que‘bandean‘a ‘1.698, 1.700, 1. 702,

-_,705, #.708, l 711 ¥ 1.715 resgect;vamenbe en Cscl‘neutra =

“EA el.hombre,'utlllzande ADN cocrtado, llbre de secuen~—’

éias_;nvezt;das,,se han~encontrado fracclones gue cani_ﬁnen

i
1
S
|
B

ADN moderada y altamente repetitivo, que sedimenta en 5 gru=
pos en’ gradientes de CaCl conr Cot de ltﬁ. Tres de eatos‘gru_ ,
pos poseen.propledades semejantes a ADN satélite (6% éel ge-
noma), las restantes bandean & 1.703 y 1.714 y constituyen 7

v 9 % del ADN total respectivamente. Cada wuna consiste de =
una euarta parte de secuencias altamente repetitivas y tres
cuartas partes de secuencias moderadaniente repetitivas gue -
yenaturan con Cot 172 de 14 y 7.2 respectivamente (£6).

Cornso y cols han aislado dos fracciones de ADN zepeti-

tivo renaturando & valores Cot intermedios. Estos componen~



tes han sido llamados ADN de rapidez intermedia (densidad de
flotacidn 1.703) e intermediario lento (1.707) en base a ———
sus propiedades cinéticas. E1 ADN de rapidez intermedia ~—
tiene una organizaci®n compleja, en una parte en fragmentos

arracimados de mas de 24 kb, en una fraccifn semjante a ADN

sat@lite y una parte en fragmentos que van de 1,800 a 600 pb
espaciados con secuencias mis complejas. EL ABN intermedia~

- rie 1ento estd f£inamente dlsperso a lo largo del genoma (48).

5. =~ ADNs SATELITE

En el ADN humano se han reportado ocho grupos de ADNs -
satélite, cuatro.aewelleS~des;gnaaos'czOnblégicamenﬁe:Ii Iz,

III y IV, encontrados por Corneo y cols. (47) y relativamente

bien'caraqterizados:y‘oﬁxés_caatrq-llama&cs‘A,wa C y D pox
_Chuang y Saunders y cols. {(22,51). :

Es importante sefialar gue no todos los ADNs satélite re
portados fueron aislados por procedimientos ¥ muestras simi-
lares.' Enkgeneral se utlllzaronAtres tlpos diferentes de ——
gradientes: €sCl, Ag ng s Y Hg cs2504 con &PK total o ~
nreVAamente fraccionado, preparaciones de nucleolc, fraccio-
nes de cromatina, por columnas de cromatograffa MAK o frac—-

cicnes Cot.

Bisicamente un ADN satélite es caracterizado de acuerdo
con su densidad en CsCl neutro: en CsCl alcalino, donde pue-
den analizarse cada hélice por separado y en CsCl neutro des
pués de denaturalizacidn renaturalizacidn bajo condiciones =

gefinidas.

En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas de los 4

»*



ADNs satélite aislados por Corneo y cols (47).

TABIA 2

CARACTERYSTICAS DE ADNs SATELITE (47).

ADN ADN -,  ADN
sat T sSat II sat ITI Sat

Nativo en CsCl neutro 1.687 1.693  1.696  1.70
Denattirado x calor en lxssc 1,7031 1.704 1,715 - 1.7
Renaturads a Cot 0.1 1.694 1.696  1.703  1.79

 HElices separadas en_Cscl :,Q,J. 1.740° 1.740 1.7%
»alcaﬂino ' : - 1730 1.750 1.754 L. 74
’Diferencia de densidad en- S e ey
tre hBlices separadas . 0«31 0,010 0,014  0.0%
Cantidad relativa (¥) - 0.50 2.0 1.5 2.0
"Pdsiéiﬁn‘eﬁ‘ﬁ;_*032304 o ligero pesado llgero::»pésﬁﬁ
Eluciﬁn en coliumnag MAK ~ tardia temprana tardia tempvJ

Los ADNs satélite &, B, C y D o estén aln bien defini~ - |
 dos, sus caracteristicas se describen a continuacibm: = |
' ADN SATELITE A: Tiene una densidad de 1.710 en CsCl neutro,
no muestra separacién‘ae-hélices’enVcsclvalcalinp‘ccn‘ﬂna -
densidad de 1¢775 £22,51}¢'

ADN SA&ELITE B: Se encuentra en el lauo llgero del A, como-
una pequefia prominencia al separarse en Ag -052804, tiene — ‘
una densidad de 1.726 en CsCl: Chuang ¥ Saunders afirman =-
que tiene propiedades de ADN con genes y espaciadores zibo~ N
somales (51}. ' ‘ ‘

ADNs SATELITE C ¥ D. EL € se cobserva como una banda sSatéli
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te en el lado 1iger¢~de'unigtaaiénte‘éeaAg*+Csisoa, con ana
densidad de 1.703 en CsCl neutro. El D tiene una dénsidad
de 1.720 en CsCl neutro y de 1:782 en CsCl alecalino (51).

6. BOCALIZACION CROMOSOMICA: DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE =
ADN.

Los estudios de la organizacifn molecular del genoma pue |
den set extendidos a nivel cromosdmico por medio de la hibri-
' aac10n111s1tu {28). Esta técnica ha sido apllcada para la -
locallzac16n de ADNs alta y medianamente repetitivos, asi co
mo.para ARN transcrltovde;ADN de.reptltlv;dad.intermedia.

Ia hlbrldac16n in sxtu cons1ste en una hlhrldac16n ADN~
ARN (marcado) reallzada sobre lam;nillas con preparac;ones -
czcmpsomlcas_enAmatafase, las cuales 5e steten,a‘dlversgs_-
tratamientos para desnaturalizar el ADH, incub&ndcse poste-—
riormente ¢on el ARN marcado para producir los- hih:aacs;7lc§-'

‘cuales tendran upa localizacién especifica para cada tipo de
- ARN que se utilice (52).

A. TLocalizacién de ADN satBlite:

EL ADN satélite parece estar concentrado esencialmente
en la hetercocromatina constitutiva, particularmente en las -
regiones pericentroméricas y cerca de los organizadores nu-=—

cleplares.

Se ha detectado ADN satélite en casi todas las regiones
heterocromiticas de los cromosomas, a excepcibn de 5 de ellos
los cromosomas 2,6,8,11 y 12; la cantidad de ADN satélite es
variable en cada cromosoma y asi existen cromosomas como el
X, 9, 13, 14, 15, 20, 21, 22 vy el Y gue tienen altas concen~
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ADN satéllte e1-9 y el Y. ‘Una extrana anomalia la constmtu-ff
- ye elcromosoma 16, el cual presenta wia gran banda de heterg

cromatina (Banda C) y solo contiene ADN: satellte II en peque -

-:ng cantldad {39,53-56) .

Ckre. elles, encent:andose en brazos cortos, entre el centrome:
-ro y los erganlza&ores nucleolares (54 55}.

,tos de los acrocentrlcos ¥ én la parte.medla dlstal ae los -

fa 1ocallzac16n de los ADNs satellteien cromosomas acreff
céntrzcos se ha establecido en translocaciones familiares en -

:Es;impafﬁante;seﬁalarfqyé\ia cantidad de ADN. satélite

muestra un amplio rango de variacién en los cromosomas norma |
- les de- individuo a individuo. Los satélites c1tolég1cos son
' kheterogenees en contenido de ADH satelxte, algunos lo contleoff

-nen, mientras que‘otros no y su ¢contenido no estﬁ relac:enado

con el tamafio o ;nten51dad de su fluorescencia (55].

, El ADN satéllte I estd preferen01a1mente locallzado en -
Ia reglén perlcentromerlca del cromcsoma 9, los brazos COE== -

razos largos del Y. -EL II se encuentra principalmente By = =
las cromosomas 1,9 ¥ 16, lcs acrocéntricos, partleularmente

el 21 y en elfxg.EerDN‘satél;te‘III,selencuent;awamgl;amen-

te distribuido, localizdndose en los cromosomas 1,3,5,7,9, =

- 10,13-18,20-22 y ¥. EL ADN satélite IV tiene grandes blogues

en ld parte distal de los brazos largos del ¥, encontrindose |
también en los acrocéntricos y-en la banda C del 20. t30, 53ﬂ
55, 56}. ‘ ’ V

B. Localizacibén de Secuencias moderadamente repetitivas:

La localizacifn in gitu de secuencias moderadamente re
'geti%ivas‘ﬁazsidoiexaminada'eﬁ‘algﬂncs‘o:ganismcsp tales co-
mo Drosophila, Migrgiagragrestigzy:el-erizd\de‘ﬁar, eﬁCﬁhﬁ?5§“ 
dose generalmente en la heterocromatina intercalar. (23,28,30).




En el hombre, ADNs de secuencias modevamente repetitivas
esﬁﬁnkprefeIEntialmenté lpcaliZadqs;en.iés‘bauﬁas‘Q.ﬁeziﬁiég*
sa fluorescencia. Algunos cromosomas como el 13 y el 18 tie
nen bandas G obscuras grandes, asf como grandes cantidades -
- de ADN repetitive (57).

- Las secuencias: de repetitividad invertida‘ﬁ palindrémi—-—
 cas, gue constituyen 3 - 6 % del genoma, estin ampliamente
faisﬁribui&aS'por todos los cromosomas (58);

Hlbrldaclén in sxtu con,transcr19016n de secuenc1as &e
repetitividad intermedia; usando,ARN cromesomaT hnmano marca
‘do con 1?3, indics que este ARN nuclear de bajo peso mole:&;
lar tiene ana.IOCalizacién“pfeferencialpen‘las;regibnes:tegg,
méricas y heterocromiticas de Ios brazos cortos de los czromo
Somas acrocéntreiso, aéi'ccmoaunaﬁhibriiaciGnmsignifidaﬁiva
de las bandas Q fluorescentes/G obscuras (30). o

. €.  Locdlizacitn de genes especificoss

Transcripciones de genes duplicados sucesivamente, talss
como los cistrones para los ARN ribosomales (ARNZ) y las his
tonas, se& han tratado de localizar por hibridacifn in situ.

Los cistrones ribosomales 18 v 28 S se. encusntran siem-—
pre en las regiones ae-los-organlzadores nucleolaxes (NOR) &e
todos los euicariontes examinados, siendo mapeados por primera
vez en los cromosomas humanos, encontrindose en la regidn sa-—
telite organizadora nucleolar de los cromosomas &= los grupes
Dy G (52,59).

De acuerxdo con Bross y Krene (1972) el genoma humano tie
ne 416 cistrones de ADNx poxr cdlula haploide o un promedio e



.28 8. En el hombre, estos genes, de los cuales se tienen ~

- givamente distribuidos en el extremo dlstal de los brazos et

- {5 2)s
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82 por NOR en metafase (60). Recientemente, (Kdung'y‘Cleu;
1976) estimaron en fnicamente 50, el nmerc de genes riboso~;§
males (61). No todes los cromosomas D y G tienen el mismo * 1
nfimero de genes ADNT. 'CrOmdsqmaS'COﬁ?ValQréS”altbs siempre .

presentan satélites grandes.

Los Cromosomas acrocéhtricos,freGuentemente se eéncuaen=-
tran aSOCiados»enfmetafase, formando rosetas,; lo cual se ha 7}
interpretado como un remanente de act1v1da6.nucleolar y'por fj
vlo cual se ha 1nterpretado Como un.xemannnte de actiwvidad —f{
nucleolar y por lo cual se Vven comfinmente 1mpllcados en - - ]}
translocaciones. '

Ios organizadores nucleolares tienen heterocromatina es’ |
'pgcianEO‘ics‘cisﬁronés.;ibosomalés, la razbn para este tipo !
de estructura se desconoce, pero se ha postulado que puede ’¢f
proteger a estos genes de cambios evolutivos CEO,SB;SS)-::

En los eucariontes, a‘diferénéia-de‘las bacterias, los _ .
genes ribosomales 5 S no se encuentran cercanos a los 18 y ~ |

2000 copias por genoma haploide, estin amplza, pere no excluf—f

largos‘del cromosoma 1 (banda 1g43) (62). En interfase ;os
genes 5 S estdn frecuentemente asociados con el nucleclic = = |

Los genes para las histonas han sido localizados axn Bro
sophila, el erizo de mar y otros organismos. En el hombre,’
se supone se encuentran repetidos de 10 & 20 veces y ex un -
cromosoma del grupo € (52). Recientemente se han asignado -
al cromosoma 7 {63).

©

Se han intentado localizar ARNms en el hombre usazndd cxg
mosomas en metafase con bandas G en cultivos de linfocitos y
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ADN complemenﬁarlo a ArNm total {peli A) de células Wllz, (=)o}
servdndose una dlstrlbu016n,preferenc1al de unibn a bandas -
claras (64).

El desarrollo de tgcnicas de hibridacién in situ com ADN
recombinante ha permitido un incremento en el conocimiento de
' 1a organizacifn del genoma, permitiendo el mapeo de secuem——
cias especificas, tales como las secuencias répetitivas gme
se encuentran en €l gen de la # globina humana (65} y afin de
la secuencia misma del gen (66). |

 Las técnicas de bandeo cromosGmicc on guinacrina y Gism
sa pusieron de manifiesto diferencias estructurales a lo Iar
go de los cromosomas de mamiferos. Ya que el gemoma del heg
‘bre y los mamiferos contienen de 30 & 50% de,ADH*repetitivnf |
el cual es pogo tradicido ¥ sewencuentra‘principalmenxé«en -
las bandas G obscuras, es posible :ésptacular que ?e',,s,tajs banéas
estén formadas por ADN sin funciones génicas, mientras que -
ias bandas claras contendrin a la mayoria de los genes infor
macionales (301. En estudios de material de abortos con tzri
somias parciales y totales principalménte letales se ha asu~
mido por medio de bandas ¢ -gue las bandas no fluorescentes -
tienen un mayor contenido de genes estructurales (67).

EnAel.genoma humano haploide se observan 320 bandas - =
glara/cbscura en metafase con tecnlca»de bandas &, por lo =
gue cadd banda clara obscura tendria enwpromedlovzco gene&;k
asi asumimos que el hombre tiene aproximadamente 30,000 ge—
nss estructurales (3?,58};', | ’

En contraste, en el casco de los cromosomas politénicos
de Drosophila se han identificade 5,000 regiones banda.intez
banda (cromomercs) y el anilisis gendtico basado en el ntme~
ro total de mutaciones inducibles sugiere que el nfmerc de -
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genes informacionales es aproximadamente igual al de cronb-
meros {69}. o

Para tener umna resolucibn comparable en el hombre se -~ -
han desarrollado t&cnicas de ban&as'G‘eﬁ profase, demostrdn-
do gue las bandas de los cromosomas en metafase resultén:de'
la coalescencia progresiva de numerosas bandas pequefias des-
cubiertas en las diferentes etapas de laﬂprofa§e¢lasiwén\la
profase tardia se tdienen 1,256 bandas,en la temprana aproxi-
madamente 3,000,por lo que se sugiere que en la profase tar
dia cada banda clara podrfa tener unos 60 genes estructura-—
les esenciales, mientras gue las oscuras, que se presentan -
en la misma proporcidn que las claras, tendrin pocos © min--
gin gen estructural (68). ' ‘

7. FUNCIONES DEL GENOMA

ﬁé;majoxia‘de los genes estructurales humaros parecen =
estar presentes en s6lo una ¢ pocas copias por genoma, afin ~
los genes ribosomales; sin embargo, el genoma de sus Cromoso _
mas contiefie muchas veces la cantidad de ADN gue se réénierep
codifique para proteinas y es obvio gue el material extra --
consiste de secuencias de toda clase de frecuencias, gue van
desde el altamente xwepetitivo hasta el ADN de copia Gnica, - .
asf como que el ADN repetitivo y el de copia Ginica est&n cer -
canamente intercalados. Por esta razbn; se han postulado —-
mlltiples teorias para explicar el exceso de material genéti
co, principalmente en cuanto se refiere a los diferentes ti-
pos de secuencias repetitivas y a sus patrones de arreglo —-
dentro del genoma.

3. Funciones del ADN satélite:
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bases no usuales, acumulaciéh de gustituCioﬁes\de bases, di~
ferencias de especie a especie y a la falta de ARN celular -
que hibridice al ADN satélite, parece improbable que eéstas -
secuencias codifiquen para proteinas. .Sevsugixié que por sSu
localizacitn preferencial en regiones heterocromiticas, peri
canﬁroméricas,y perinucleolares podfan estan involucrados —-
en manteéener la estructura;ceﬁfromérica.y fugcionar'protegié§
do otras regiones vitales del genoma, tales como los cistro-
nes riboscmales 18 y 28 S. Una tendencia a suprimir entwe——
cruzamientos, a influenciar lafcoﬁSErvaciénsagugenes<ligaﬁgs
v a predispéner a fusién cromosdrica en la~parte‘de\la hete~
rocromatina rica en ADN sat&lite, también se han postulado -~
(30) .

El hecho de gue las diferentes especies posean diferen—
tes componentes satelmtes también sugiere que éstos estén in
volucrados en progesocs de especlaclon y sirvan como una ba--—
rrera efectiva contraAla fértlllzac16n cruzada entre espec1es

no relacxonadas (23, 30},

Se ha visto que el ADN de mis rdpida evolucibén es el ADN
satélite (39). Se cree gue este tipo de ADN aparece por la .
relativamente xépida amplificacifn de pequenos segmentos de
polinuclebtidos en una-regién‘centrcmérica o nucleolar y se
extienda a otros cromosomas mientras estdn en cercana ascc;a
cién durante la meiosis (23,39). '

La especifieidad de especie puede explicarse por la apza
ricibn de nuevos ADN sat€lite, producides a partir de un seg
mento de un viejo satélite, el cual una vez alterado se pier
de por rupturas cromosSmicas y rearreglos o bien son manteni
dos en la heterccromatina ¢ intercalados en el genoma, dando
origen a secuencias con diferente grado de repetitividad {31,
39).

Debido al corto tamafio de la secuencia répéfifiﬁa}’ﬁérff"”‘”



'bifn fue posible observar que el ADN satélite estd implicado |

‘en 1a heterocromatina (53). Estas secuencias altamente repe |
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Por su naturaleza cambiarnte, el ADN sat&lite puede pro- |
teger secuencias adyacentes, ya que el altomgraac‘ae‘repéti— ﬂ
tividad le pérmite scumuilar un gran nfimero dé mutaciones, -~
sin gue se alteren sus supuestas funciones (3%). Ademds, por

los estudios reallzados en cromosomas con translocaciones ro i
bertsonianas, se ha:VlS to que es en el ADN satélite donde —
ocurren log puntos de ruptura para el rearreglo cromoesdmico,
con pérdida aa.secuenc1as, lo que lleva a postular gue su ~—,€f
presencla no s lndlspensable. De este~t;po de estud;osrtag.f

en la formacibn de rosetas por los cromosomas acrocéntricos
Y que cromosomas con poco o nada de el no parylclpan en ta -
les asoclac1ones (54 , 553 « '

Un hecho 1mportante es que el ADN satélite unlcamenue “_f
constltuye 4% del genoma, por lo que 1ia heterocromatina (20%)
tendrs ademis otros componentes, principalmente repetlclonesk”
intermedias, por lo gue debe considerarse con‘culdado¢las,sggf
puestas funciones del ADN“satélite aadaS»por’sﬁ 10calizaci6g‘§

titivas no se transcriben, lo cual es aparentemente ccincidegé
te en la heterocromatina y tawbién Ia heterocromatina consti |
tutiva nuestra una amplia variacidn, usualmente sin efectos
fenotiplcos, entre miembros de especies dadas, alvlgual,que
ocurre con los ADNs satéllte (70).

Estudios.xecienﬁes.enjqusophilaamelapogasté: aemﬁestrang
gue el ADN satélite no tiene efectos sobre el apareamiento - :
de los cromosomas en meiosis, ni en la estructuraciOn del cen
trbmero, como incialmente se habfia postulado (53,70). Es ——
obvio gue en las regiones heterocrom&ticas no existen guias-—
mas, aungue no Se conocen las bases para estavrapulsién,(7ﬂ);z

Se ha demostrado que la recombinacibn mitdtica ocurre - .
frecusntemente én la heterocromatina, especificamente en re-
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giones satélite, de donde se supone proviene su gran variabi
lidad (70). Para lo anterior‘SerpostulanadifErenfesfmecanis
mos entre los que destaca la duplicacibn saltatoria, en la ~

cual se tiénen rangos de perlod1c1dad del largo del nucleoso

ma o.mﬁltlplos £31,70) .

Ecr~otra,parté‘se han encontrado sitios de reconocimien
to para endonucleasas dentro de los ADNs satélite, los cua--
les estdn a intervalos regulares como 1o revela la estructu-
ra del nucleosoma (70) . '

En los cromosomds sexuales de los vertebrados, se han ~
encontrado secuencias de ADN sat@lite ampliamente conserva—=

das, habiéndoselés implicado en proceso de diferenciacién —--

sexnal, los cuales estdn bien documentados en‘serpiehtes, po
llos, ratén y otres organismos; en. el,hombre no se tienen da
tos precisos (71).

B. Papel funcional de los patrones de arreglo secuencial:

a} Funciones evolutivas
Ios diferentes patrones de arreglo secuencial parecen
tener importancia evolutiva. La correlacifn entre un peguefio

- gerioma y la falta de periodos cortos de intercalamiento es -

consistente con la pérdida de ADN en una trasicibn evolutiva
de patrones cortos a largos de interposicibn (41).

Se ha visto gue especies que carscen de perfodos cortos
de intercalamiento contienen peguefias cantidades de ADN repe
titivo,; por lo gue una posible pérdida de €1 oxrigind la for-
macidn de arreglos largos de copia finica. ILa géneracibn de
secuencias répetitivas largas a partir de las cortasg, pusde
explicarse por una concemitante pérdida de espaciadores de
copia finica (72), lo cual ha sido observado dentro de proce~
sos de espeviacidn (41). Se ha argumentado que ambos tipos
de secuencias, de copia fnica y repetitivas, intercaladas 3
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rearreglos del ge-

- @rian servifs comd7eieﬁeﬁ€égﬁpzomatores de
noma, incluyendo rearreglos de regiones de control, lo cual  ;
es un prereguisito para un cambio evolutivo (73). Ademds —=-
los genomas ﬁipifica&bs‘pcr’axreglo.secuencial‘ae,periodb.~-¢
largo pueden derivar de genomas organizados en perifodos cor- -
tos en el curso de especializacidn, los genomas que mantie-—
ner: un periodc corto de interposicidn, por otra parte, son =~ -
los gue retienen la flexibilidad evolutiva (41).

bado que el incremento en ¢l tamafio total del'genoma'-e
refleja adiciones perié&icas,degsecuencias;repetitivas en ~—
rangos diferentes en animales y plantas, mientras que el ADN
de copia Gnica se acumula por una gradual divergencia evolu-—
cioparia de estas repeticiones, una gran parte del(zﬁﬂ‘fepe;g 
.tivb asi como no repetitive, no tiéne“nfnguna Funcién depsn—
diente de secuencia. Se ha postulado la,existencia de ADN“?‘:
secundario o nucleoesgquelé&tico, el cual tendr&'un;pagal fun~—
cional en la estdtica nuclear y quizd también codifique para -
ARN nucleoesquelédtico (31,41). ' .

'b) Funciones regulatorias

2demss de su posible funcibn en los eventos de reorgani
zacibn del genoma, se ha sugerido gue las seciiencias repetiti
vas intercaladas juegan un papel importante en la regulacibn
de 1la replicaci®n (74) y m&s notablemente en Ia.regula¢i6n~de
la expresitn génica(75).

Una diferencia fundamental en la forma bdsica de organi
zacifn entre los genomas eucaridntico y procaridntico es la
localizacidén fisica de los genes estructurales funcicmalmen-—
te relacionados. En el genoma bacteriano los genes guz codi
fican para proteimas involueradas en una via metabdlicz comln
estin generalmenté ligados en un "cperghﬁ, y el transcerito
primaric es lefido come un mensajexo policistrbnico {7€].
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En los eucariontes los genes gue estin funcionalmente -
relacionados estén fisicamente dispersos a través del genoma
Por ejemplo, en el gencma humano, los genes que codifican pa
ra las enzimas que catalizan los 6 primercs pasos del metabo
llsmo de la glucosa.mapean‘en 6 cLomosomas dlzerentes (77),
gulados genes que esténilocallzaéos en sitlos dlferentes.éel'
genoma similt8@neamente. ‘

Britten y Davidson han peruesto~un:modelc que coordina
la regulacitn de las secuencias de genes estructurales no con
tiguos en eucariontes basados en eventos de control a nivel
| trénédripcionalwy_posfranscripcinnal (75) «

En analogia con el modelo de regulacifn de Jacob—uoncd
(1961)(76) se sugiere gue las baterias de genes que son acti
vados 51mult&neamente comparten secuenc;as repetltlvas homb=
1ogas llamadas "recentoras", las cuales sexv;rian come sitios
fus¢bles, El ARN‘actlvador’es transcrltq:a-gaztlr devgenes
_ “integradores”, 1los cuales a su vez estdn controlados por se
cuencias "sensoras” a las que se unen agentes inductores de
actividad especifica del genoma tales como las hormonas (75) +

Davidson ¥ Britten (1979) postularon que la mayoria de
los genes estructurales son transcritos continuamente en ran
gos similares en cualquier célula y la cantidad de ARNm ciio
plasmético es controlada postranscripcionalmente (72).

fa unidad de transcripcidn constitutiva bisica se asume
gue ¢ontiene al gen estructural y secuencias cortas de con——
trol intexcaladas. Ias regiones del genoma gue se transcri~
ben en forxma celular especifica bajo un estimulo especifico
no contienen genes estructurales, sino gue &stin formadas ~
poxr elementos repetitivos yva sea intercalados con secuencias
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. i
i et

‘finicas "espaciadoras® o en forma de racimo. Sus transcritos
son complementarios a los perfodos cortos intercalados que es |
t&n en ambos exremos d= los génes estructuraies. Seé forxman
"duplex" ARNJARN los cuales se cree que protejen al mensaje
de nucleasas degradatzvas o) pramhnven el prccesamlento del -
’ mensa;ero {72).

Entre 1os hechos encontrados gque apoyan,este modelo se

. encuentrans ’ ‘ -

- - 1i) Secuencias cortas de repetitividad intermedia estén pre-

i) Los patrones de arreglo secuenﬁlal de "pezxodo corto” ob- lg
servados en un gran nfimerc de organismos, ineiuyendo al hcm-~fl
bre (36-36), asi como su prevalencia a trayés de la evoluc;én.

~ ferentemente localizadas en la vecindad de genes estructura- -|
les. La evidencia'queAappya/esie conceptc se encontrb en :
el erizo de mar, al demostrarse gue 80 - ioa%»ae las molécu~
~las de ARNm presentes en el embrifn son transecritos de se-<
,bcuencias ﬁﬁlcas adyacentes a secuencias repetitivas lnﬁerca
ladas en el genoma (40}« En otros organlsmos, tales como - i{j
el ratbn se hHan reportaécfhallazgos semejantes (78). ’ 'f“f
43i) EL hecho de que entre 10 y 30% del ADN sea transcrito ";
en varios ‘encariontes examinados, afin cuando sélo una‘negue—$;;
fiz parte de esﬁos<:epresentan mensajes (34,40}
iv)Las secuencias repetitivas son transcritas en fo:mauteji—'
do espectfica. Esto fue demostrado por los estudios de — = -
‘Scheller (1978) y Constamtini (1978) al estudiar diferentes s
secuencias repetitivas clonadas del ADN del erizo de mar =--
frente a ARN total de varios estadfos de su desarrollo encon
trando diferentes cantidades de cada uno de elles (79,80).,

Es importante notar gue casi siempre, ambas hélices del
ADN nuclear es fuertemente especifico; sin embargo pargcs ——
ser gue el ADN de copia finica es transcrito en todos los es-
tadios del desarrollo de un organismo (30,32,421).

Existen datos diffciles de reconciliar ¢on =1 modsiso o=



. damente repetd
- mo log primates. (39)._ Ya gque si éstas tienen funciones re~

_lprapuesna algunos de los cuales seflalan funciones estructura
les en las que lnterven&rian todo tipo de secuencias, repeti
£ivas y‘no repetitivasy entre &stos se encuentran~
_ i} Ia existencia de genomas €on diferentes patrones de = ata -

glo secuencial, tales come el de m:osophz.laE gue careceriam
de los elemantas reguladores propuestos (44) . Sin-embargc —
sesﬁn algunios autores estos elementos alin no han sido det&c-
fadot con‘lcs metedcs cinéticos empleados (41,72).

231) La ausenc&a-de‘una parte considerable del genoma conte~—
niendo secﬂenc;as moderadamente repetitivas szn_consecuenw -

cias en algunos organismos de la famllla.Mlcrotlnas ¥ en e1~>i
nrntozearla Stynlonychia (30). _ ,
£ii) En el moho de agua Achylya basexual;s, cuiyo genoma tlene

.uga organizacidn en pexiedos de 1ntercalamlento largo, las -~

secuencwas ﬁnlcas exP?esadas en los mensajeros (2 000) dlfle

CF e

CZJﬂ}» (81),
iv) La marcada,dlferencla.entre las secuenclas-cortas modera 
ivas en ﬁspecves ce‘caﬁamente relacionadas <o

gulatorlas, Se espérariz gue fueran censervaaas a través de . --

I EVOluClﬁﬂa

‘7v} La exxstenc1a de secaenc;as altamente repet;txvas (ADE sa
’télzteli que constituyen aproxlmadamente 10% ae-los~genomas,

1as.cua1es noe son txanscr1tas y por su localizacifn en regio
nes perlcentxamérlcas b4 per;nucleolazes,}han gido 1mplicadas_

“en funciones estxuctnra.les {23,30).

vi} La localizacibn cromosbmica de las secuencias moderadamen
te repetitivas en blogass de heteroecromatina const;tutzva‘ln—
tercalay apazentemente inactiva genetlcamente (30 57) s

Rl conocimiento actual de 1a organizacibdn de setuencias

| gel ADN peimite finicamente establecer conclusiones indirectas

de los mecaniszos que conducen a una expresibn génica diferen
cial en las c8lulas eucaridticas. Ia mayoria de los estudios
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definen un grupo de secuencias sin definir sus funciones indi-
viduales especificas, por lo que atin gueda mucho gbradeScu—~

brir dentro de este campo para poder llegar a un conocimiento-
integral del genoma eucarionte. ' B

C.  Modelo de estructura génica eucarionte:

de ADN transczltoﬁy la_cantldadgde,ARNm, se‘encuentra.en.la

existercia del ARNHn, que se caracteriza por suﬂrépiaa‘sinQ
sis y degradacién, su gran peso mglecnlaxf_Cbmpeéiéiénvde?1%5 _
ses semejante a ADN b4 por él hecho de gque nunca deja el f::iﬁ;-r_r_' :
cleo. Tienen de 5 a 10 veces la complejidad de los mensaje-
ros y se transcriben de ADN con diferentes grados de repeti~
tividad. BSus secuericias repetitivas se caracterlzan por ser
reéistentes‘a clertasdAENasas, lo- cual‘sug;e:e‘la«ﬁorm301én

de regiones de doble h&lice intracadena {(30,31).

ﬁOS-ﬁRNHhs:fueIOn‘propuesfos como precursoras de ARNm.
Esto fue<conflrmado por al hallazgo dentro de estos de se=~
 ctencias virales y de genes de hemogloblna e 1nmunoglobu11——
nas (30,31).

Se supone gue los ARNHns contienen una parte informatiﬂ
va. Esta Gltima permite modificaciones postranscripcionales
al servir como sitios de interaccidn de ﬁroteinas reguladoras
que activan o suprimen su procesamiento a ARNm {(82,83).

Otro dato importante para el conocimiento del genoma ==
sucarionte lo constituye el hallazgo de secuencias de inter-
vencién, no codificadoras dentro de los genes sestructurales,
las cuales son removidas para dar oxigen a los mensajeros ac
tivos. Esto sugiere gque los genes eucaridhticos se encuen—
tran cortados "split genes" (84,85).



Basdndose en las caracteristicas antes mencionadas se -

~ han propuesto modelos de la estructura génica en eucariontes.
A ééﬁﬁiﬁuaciaﬁ"se-desériben log elementos qué'cbnsiiﬁuirﬁn -

el m@delc tlplCO de la estrucruna genlca ‘en. eucaxlontes ¥ -
los cudles se muestran en 1a Elgura 5 '

a) - Promoteres eucarlonxes. Un promotor és fnnclonalmente de

¥

flnld@ como una secuenc;a ae ADN‘en el extremo 5¢ de una unl

.ﬂe ;n;g;a;gén,para la«ARngpol;mezasa@ Lgs,pﬁomgtcres:nﬁ es~
tan definidos ﬁnfvéréalmente.[-Géﬁeralmente los promOEoré9’~
procarléhtlcos constan de 2 sitios especiflcos de interac~ =

citns el sitio de reconoc1m1enuo, 51tuado & unos 35 pb del =

prlmer codbn del mensaaero y la caja P lbnow que précede la

1n~c1ac16n.del transcrlto por aproxlmadamente»lo nucleétldos-*

(31, 41, 86).

Se7és@ezariar9ﬁe los promotores de geries eucariontes tu--
vieran una localizacitn similar a los de procariontés. Si-~
tios de reconocxmlento an&logos se han encontrado a aproxxma
dzmente 30 nnCLeotlﬂOS del inicio del men adj¢&0; ¢0a caales.
estan formados por 6-7‘nucleotmdos‘con 1a secuencia Tg¥’7'3
tcaja de Hogness) la cnal ha sido descrita en los genes de
las histonas del exizo de mar, en histonas de otros organis~
mos y en muchos genes mis. Sin embargo, su localizacibn no
es siempre la misma y a pesar de ser semejante a la caja de
Pribnow en procariontes, se reguiere afin de la secuencializa

cidn de otros genes para conoger su funcidn, gue hasta ahora
sblo se ha asignado por analogfia con el genoma procarionte.

b} Secuencias lidex. Las secuencias lider de genes eucarit-
ticos se& definen como secuencias no traducidas que codifican

para el extremo 5' del ARNm maduro, precediendo el codbn de
iniciacién (41,84). ’




. ‘Bstas s'écue_rnc.ias han sido descritas en algunos ARNm vi- |
rales eneucariontes (88). ILos lideres de los ARNm secuencia -|
dos varian considerablemente en longitud y en ocasiones con=
£ienen pequeﬁas'secuengias palindrémicas. Sin embargo, en,-ff
‘algunos ARNms como los de SV40 y de la glqbi,na del gérmen ‘-d__eﬂ'_ |
trigo‘éstas:seGUencias'pc son necesarias para la traducci®n

(89,90) .
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ARN heteronuclear

tider Intedn 4

S

Secuencias lider codificadas en cierta regidn de gencmas
viralés se han encontradoc en mensajeros presetites en otra re-
gifn del genoma. A este proceso de reunidn de secuencilas se

que es colineal con el ADN al que se le agrega pos

'de intervencidn (SS)V

.

Esquema de un Modelo GBnico Eucarionte.
El ARNm maduro se genera a partir de un precursor

transcripcionalmente la copia de poli A, met‘:t_léndo
se en el extremo 5' v removifndose las seeuenci ag -
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le ha llamado empalmado (slicing) (31,85). Este tipo de pro
cesamienﬁo‘se‘ha demostrado también en el gen de ovoalbumina
(87) ¥ en otros, sugiriendo que se trate,dekun proceso gene-
ral ga,que‘las>regipnes_qug‘cqaifiganppafa,proteinas sufren
también este tipo de procesamiento: o

 Independientemente de la funcibn de las secuencias lider
en la expresiéhjgénica4 su,prccésamiento'sugiere,que‘debauser
una caracteristica comln de la produccitn de eSpeCissfde men-
sajeras tELaciQnaaqs’en.las'células,éuéariontes (41).

d)‘Eanes,int;ones:y’sééuehciasIflanqueédoras; ,Estuaics're—
cientes muestran gue 1a~m§goria;dé'lqs genes en eucariontes
y en sus virus parecen estar empalmados o cortados (split);
es decir gue existen fragmentos de ADN que no estén presen--
 tes en los mensajeros maduros llamados intrones, log cuales
~ interrumpen los exones o partes codificantes de los genes <~
(9L}

_ Ias bacterias carecen de secuencias de intervencifn en
sué»ﬁbﬁsv En eucariontes su presencia se ha comprobado en =
genes tan diversos como: los gue codifican para ARNr, las glo
binas, ovoalb@mina, fibroina del gusano de seda, inmunoglobu~
. linas y otros (41, 31, 85, 87, 88).

Debido a gue a estas secuencias se lés asignd un papel
funcional, se asumibd que estarian repetidas en varios sitios
del genoma. Sin embargo, se demostrd que se trata de secuen
ciag Gnicas pero flangueadas por secuencias de diferente gra
do de repetitividad ampliamente distribunidas. Muchos intro-
nes comparten principalmente el dinuclebtido GT en el extre-
mo 5% y el dinuclebtido AG en el 3' (31,41). Estas similitu
des sugieren gue el nfmero de enzimas procesadoras debe ser
pequenio {84,85}).
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7En,los\genes de las inmunoglobulinas, la excisibén de al
menos parte de un intrén, es necesaria'para generar el gen -
de la cadena ligera durante la recombinacidn somitica gue tie
ne-lugar>én-el linfocito diferenciado del ratén (92). EIL gen:
resultante se caracteriza por 2 secuencias de lnterven61en.y
el sitio de reconccimiento para la enzima procesadora es 1ma
secuencia palindxbmica c¢apaz de formar un asa de‘estructura
invertida (93). Estos datos muestran gue eventos de ::e,cthg._; ‘
‘nacibn a nivel de ADN ¥ ARN astén-implicados en la expresibn .
de los genes de la inmunoglobulinas. ‘

En el ADN ribosomal de Drosophila coexisten genes con y
'sin»intranS¢‘aentro:ae.iahunida&,réyetitiva,y:al parecer s6
lo se transcriben los genes ininterrumpidos (41). En con- - -
traste, los genes de la fibroina de la hormona de crecimien-
to de rata y las:gldbinas.de~mamiferbs SOH idénticos tanto -~

“en las células gue los expresan coms en las que no lo hacen.
.ILos intrones son conservados éin‘impprtar»la fuente celular B
de ADN (31,41,85). "

Es posible que los intrones no tengan una misma funcifn
dernitro del genoma ya que ex&sten,los genes eucaricntes inin——
terrumpidos, tales como las secuencias arracimadas que codi~
fican para las histonas en Drosophila y en el erizo de mar.
Otxc hecho que hace dudar de su papel funcional es la peque-
fia homologia gue existe entre secuencias de intervencidn de
genes en éspecies cercanamente relacionadas (genes de la
globina en conejo y xatén). Sin embarge, se encontrd una -
alta similitud entre las regiones codificadoras adyacentes &
las secuencias de intervencifn, lo que sugiere gue cumplan -
con un papel funcional (41,85). Se ha postulado gque los exo
nes representan las bases estructurales de las regiones fun—
cionales y gque los intrones y el procesamianto han tenido --—
una importante intervencitn en la evolucibn del genoma euca-
rionte (82,83,91).
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ay Secuenclas hemﬁlogas en el extremo 3. El‘asﬁuéiar el —~
extremo 3" de los genes de histonas del erizo de mar se en~.
,éogtré/gue»aprox1madamente_3ﬁ‘pb més alli del codén de ter—
minacidn existen 2 secuencias altapente conservadas gue mues
tran simetria en parejas. Esto sugiere la formacifn de es—-
: trﬁcturas;Sécuﬁdarias‘qﬁafsitvaﬁ'como3si*iOs*ae‘recéhbcimin
to para proteinas reguladoras. En otros genes como la  glo
‘b:_na de pollo, en las oy & globz.nas de ratén se demastré =
iz conservacidn de una secuencia. flanqueadora que ;ncluye un_
‘7pallndrcme en el extremo 3*; 1o cual snglere iy regulacmén -
coordinada de genes que mapean en ‘cromosomnas dlferentES {31,
41y, Estas secuenCLas pma:’an lntervenlr como sefiales de re
concyimlento para una enzima, Impllcada en sintesis o procesa
fmlenuo de ARNm ya<que las colas de polladenlna son adyacen~~'

tes a ellas (94}.

e} ARNm, "caps"*y SlthS de hnlﬁn a rlbosomas. - BL ﬁeéanismo
de i _nl_lac1on de 1a traduceifn pue&e © Ho 1mp11car interaccie
nes entre ARNm y‘ARNr tales cono las observadas en los 51_§;A“
mas- procarlontlcos (95).’ Ia complemenfarldad entre las re=-—
gicnes de iniciscibn de los ARNms de-eucar;ontes~y»el.ARNr -
'“S“ﬁunafsiémﬁfe'és;cﬁvia, Se ha propuesto un modelo en el =
cual la subunidad 40 s del *1bosoma interacciona con el extre
5 éel mensajero ¥ se‘mueva a 1o largo de €1 hasta encontrar
;el coaon,ae iniciacidn (AUG) . para posterlormente urniirse la —
‘subunidad 60 5.  Este proeeso es facilitado por una Ieglén =

' 1lamada “cap® {41,95) .

Ya mayorfa de los ARNms de eucariontes tienen ung modi-
ficacibn postranscripcional en su extremo 5', el "cap", que
consiste en la metilacibn de una guanina en la posicidn 7,
unida a trav8s de un enlace pirofosfato 5'~5% a un segundo ~
nuclebtido metilado en su posicidn 2(m?GS pppXm¥m}, también
se encuentran adeninas metiladas en la posicidn 6 en.51tles
intermedios (31,95).



48

Se ha,aemostrado que el "cap Jjuega un papel impo:tanté._”
en la inicifacibn de la traduccibn asi por ejemplo, el ARNm -

de 1a R globina es de 1,000 a 2,000 veces mis efectivo si
posee “cap” (41), sin embargo, existen mensajeros que se tra
ducen en forma adecuada afin cuando carecen de “eap" (41,95)

Se ha postulado gue esa estructura es necesaria cuando el co

 d6n AUG se encuentra muy distante del extremo 5' del mensaje
ro y en ciertos sistemas riboscmales gue tienen una gran -
afinidad por secuencias del ARNm (95).

 Independientemente de su funcidn dentro de la traduccién |
estas estructuras protegen al mensajero de degradacibn por -

exonucleasas, lo Cﬂal,permiﬁehgue¢53a:tradﬁgiﬂby(QS),

f)_Co}as éggéoliadéﬁipa {poli A). Los ARNms eucarigﬁticdSQY’ 

de sus virus generalmente contienen colas poliadeniladas de

- 50 - 200 residuos en su extremo 3'. El segmento de poliA es

adicionado postranscripcionalmente y puede tener. lugar'aﬁﬁes-f;

o después del procesamiento del mensajero, en el nficléc o en
«el citoplasma (41,85,95) . ' '

Se ha wvisto que ias colas de pollA establllzan al mensa

- THETOo, pronab.{.emente en 1nteracc3.on con prote:.nas espec:x.f:_cas .

evitando que‘el.mensagezo~sea;deg;adada por nucleasas {95).
Se ha sugerido gue el hexanucleftido gue la precede, es el
sitic de reconocimiento para la polimerasa encargada de sin-
té%iza£<esﬁa cola (41). ’

Por otra parte se ha demostrado gue las secuencias no -
codificadoras del extremo 3' no intervienen en la traduccidn
{89).

Los BRNms de las histonas carecen de colas poliadenila-
das en su extremo 3'. Estas pequeifias moléculas de mensajero
se ferman durante la fase de sintesis del c¢iclo celular ¥ -
parecen salir mis ripidamente del nficleo gue otros mensaje——
ros (31,41,82). Se ha pxnpunstc la sxistencia de 2 mecaznis-

A

i




mosbpara‘lafmanufactura v transporte de los ARNms: una via
sin poli A y otra con poli A, siendo al parecer esta ﬁltzma
la mas comfn (82,83).

T cuando la defimicisn de giferentes elementos de la -
unidad genética eucarionte ha permitido émplia:'nUQstros co—-
nocimientos acerca de las diferentes funciones gue cumplen -
dentro del genoma, todavia se requiere la integracién de es-
tudios préctiCOS‘yttegtiCQStpara,tene:‘un;mqaeloibésicgude‘~
la estructura génica asi como de la forma en gque funciona.

8. MAPEG DE GENES EN EL HUMANO

“El an&llsls genetlco convenc1onal en el hombre ha encan-
‘-trado‘mﬁltlples obstﬁculos, tales como famlllas pequeflas, ——

- tiempos de generacibdn muy largos y carencia dawmazcado:e54ﬁf
cromosbmicos o fenotipicos. EL mape6>ae.gene3=se“habia basa

do finicamente en la determinacibn de hevencia autosbmica y — -
ligada al cromosoma X . de 1los genes para sindromes heredaacs4”

¥ antigenos de gxupos sanguineos.

Tos avances de la CitogenStica, tales como técnicas de
cultivo e identificacién de cromosomas; las baterias de mar-
cadores fenotipicos incluyendo isoenzimas y ctros polimorfis
mos protelfcos detectables por cleectreforesisy y sl conoci— =
miento de las bases biogquimicas de muchas de las enfermedades
genéticas, han permitido un avance en el mapeo de gehes humz
nos. Estas observaciones sé realizaron por medio de estudics
familiares y por cultivos de células sematicas hibridas xoe-—
dor=humano.

A partir de los sistemas de c€lulas hibridas se han de—



- al X no se transmiten de‘lnva
"masculmnosi; Ia primera asigna
el de ra.ceguera‘al color,

‘teratomas de ovario. Otro metods potenc;al o constltuye la;

hibridacidn 1n351tu z prlnclpalmente cuando se comblna con ==

- ‘técnicas de ADN recemblnanta (Ver localizacidn cromosomlca =

dg.seguenﬁlaszeS§eCi£Lcas.gn;estewmistwcapiiulo)._

'A. Estudios familiares (96,97}

. Lcs estudlos famllxares pezmlten determxnar‘sz el gen — 
para un fenotlpo dado debe asignarse a un cromesoma xia a un
autosoma no iéentlflcado, baséndose‘en que: los genes llgados
‘duos,mascullnos a 1ndlylauos

n. de un«gen.al cxomosoma.x,-3
fue hecha en 1911, mlentfas que

1“jpr1mera a51gnac16n a.un aitosoma se establecmé has*a -5_1’

-1968,’ e
Los estudlos ae famlllas con pa rones de pellmqr?*smos i

'intergénlcas comc unaimedlda ae la frecuencma de recaﬁbana—-',

c16n melética.

Por otra parte 88 pBSlble asmgnar genes a un cramcSoma
en forma indirecta, si se demuestra que estén llgados a otro .

gen gque ya haya sido asignado a un cromosoma especifics.

Los polimorfismos cromosbmicos hereditarios pueden uti-
lizarse para asignar locus polimbrficos a cremoscmasvespéﬁih
ficos en base a estudios combinados de marcadores cromosémi-
cos y de otro tipo. De esta forma se asign6 el primer gen a
un autosoma, €l grupe sanguinec Duffy al cromosoma 1, al mog



trar su unidn con un incremento en el polimorfismo heredita-

Tio eén 1a,he£erocromaﬁina pericentromérica de este cromosema.

- En forma slmllar se asignd tamb1én el gen para la naptoglebz
na a los brazos largos del cromosoma 16.

Dentro de los estudios familiares ha sido de suma Htili

dad el dosage'génicc, ya que'én«este-tipd de estudios con ==
.frecuen01a se trabaja con materlal derivade de pacientes con

anormalldaaes cromosémicas. Bl dosage ‘génico puede ser cua= -

l;tatmvo:Ofcuantlﬁatlvp. Se definen los estudlos de. dosage
génico cualitativo como &quellos gue comparan el nfimerc de =
productos diferentes de genes alélicos con el nfmero de genes

'présente. Los estudios cuantitativos COrreiacidnan el nﬁmercg

de genes yresentes con los c¢ambios en la cantldad de exgre-—
’ slon génica tales como la cantlda& de una proteina especifl-
cao de clerta act1v1&ad en21mét1ca. ‘

Para el dosage cualitativo se han utilizado diferentes
dberraciones cromosémicas, como deleciones y trisomias tota-

-les ¥ parc;aleS; tratando de correlacionar la pzesencia de R,

proauctos con el nfimerc de genes alelicos presentes.r Este -
t;po‘devestndiouha=:esu1tadowmny fitil para un anilisis de ==
exclusién y para el mapeo del cromosoma X.

los estudios cuantitativos han resultado Gtiles para la

asignaciﬁn‘de’genés principalmente al cromosoma‘21,'por la =
‘accesibilidad a individuos monosbmicos; disémicos v trisfmi-
cos; apllcandose tambidn paravlavdetecclén de.heterccigotos
en casos de enfermedades que se presentan en estado homocigo
to. Recientemente han permitido la cpnfizmacién-de‘asignas-
ciones efectuadas por otros métodos, permitiendo su localiza
cibn en regiones subcromosémicas. |

Genes cercanamente ligados pueden ser inferidos poxr de-
teccidn aevpratéiﬁas que presumiblemente se forman por combi



naclén‘de dos genes relaCLOEados. De esta forma se sﬁgirié"““
que los genes de las cadenas £ ¥y & de la hemoglobina esba= - 3
ban cercanamente 11gados debido al haliazgo de 1aAnemoglob1 J-f.
na Llpo Lepore que tiene secuenc;as de amlnoéclﬁcs que indi
can recombinacibn de los genes para las cadenas B y &, &f
fUh hecho similar se sugiere yara‘las caﬂenas pesaﬁas de las
1nmunoglobu11nas (971 L ‘ B

B. Estudlos utlllzandc celulas sométlcas‘hibrldas- (31 97}

El mapeo de genes humanos medlante esta.metoaolegla con |
siste~en la,cbtenclén de una celulamhlbrlaa,roedezwnumano, 1a
'cual se forma fusmonando células de roedor deflclente en un |
gen, con eélulas hnmanas. PBara consegnlr la fusibn se utlll '¢
lizanAvirus Senda; inactrvadcs y algunos productas‘qpimlcos.»ff

e iz el ads

~ Un hecho qne.favorece el mapeo es la perdlda paulatlna {'f
7wy selectiva de todos lcs cromosomas- humanes, excepto aqnel = f%ﬁ
- que contiene el gen ‘deficiente en el genoma de roedor, ya =- _ﬂ€

que la.célula hibrlda requleze de un genomalintegro nara so- fff

b:ev1var;‘_ o - ST : . - _',*;%

; Za.separaclén de los hibridos de las celulas progenmt0~
Ias se lograﬁmealante el usoc de sistema sslectivo\que petii-~
*a: seleccionar los hibrldos & favor o en contra de un feno—
tipo dado. De esta manera pneden‘relaglcnarsa‘&icnos‘fEnupg._ ”
pos con la presencia o ausencia de Un cromosoma especifico ca

la siguiente asignacibn.

Uno de los sistemas selectivos gue mayor uso ha recibi~
do es el medio HAT (Hipoxantina-Aminopterina-Timidina). Los |
an&logos de purinas tales como la 8-azoguanina y 6-tioguanina
requisren ser convertidos en nucleftides por la enzina ~ =~




hipoxantina-guanina-fosforribosil transferasa (HGPRT) para
~ejercer su efecto tbxico, conténdose con lineas celulares re
sistentes a estos compuestOS que 1o expresan dicha enzima =
(Dcr 1nducc16n o provenlentes de indiwviduos con siandrome de

l.esh Nyhan). En forma s;mllax al anélcgo de timina, el 54br0

mOx&ESOXL—urldlna (BUdR) puede usarse para la seleccibn de
célnlas que carezean de 1z enzima timidina cinasa {TX) . Las
- celalas que carece de HGPRT o EK.SGbISV4ven‘ya ggavlas vias

para sintesis de novo estén intactas. Por otra parte la ami

nopterina inhibe a 1la enzima dehidrofolato reductasa, blo-=-
gquendo la sfirtesis de novo de purinas~yvtimina. ‘Las células
tratadas con amlnopterlna sobreviven Unicamente si contienen
las enzimas HGPRT y TK y si se afiade al medio de cu_tlvo h1~'
poxantina y timidina. Utilizando este t;po de sistema 53,22
gro asignar el gen de la timidina cinasa al cromosema 17 hu~
Manoc.,

Un problema del medio EAT es que las células progenito-
ras deben ser HGPRT ¢ HAT 1o que reguiere de un proceso -

anterior de seleccifn.

La identificacién individual de los cromosomas humanos

dentro de los hfbridos se logra aplicando diferentes técnicas

de bandeco, tales como Bandas @, G, R, C, etc. Uhumétoabwsu—
- mamente Gtil es el GIEMSA 11, ya gue permite la tincidn dife
rencial de las células humanas y de ratdén quedando los de zz
tén de color magenta y los humanocs de azul. (prtcw, 1974) ==
(88} .

Para el mapeo por células som&ticas hibridas es muy im-
portante el uso de marcadores gendticos entre los que se in—~
cluyens:

i} Secuencias de basesdel ADN
ii} Productos de trafnscripcitn (ARNHn, ARNt, ARNr 435 S5, etc)
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iii) Productos de'tranSGripciénJgrocesadgs,(ARNmy ARN: 18 §,
28 5, etc.}. ' . |
iv) Productos de traauGC16n Qgroenz;mas, enzimas, proteinas
~ estructurales)..
v) Productos de traduccién modificados (Enzimas activas, -

_proteinas estrueturaleswmcaificadas,’glicoProtéinas,eﬁci’

vi) Productos metab&llcos de los productos de traducclon.

vii) Eventos o fenotipos complejos que puedan relaciondrse =
con elementos gendticos (Estructuras de orden superior,’
fenbmernios de regulacidn y enfermedades) . '

LQSypriﬁciPQIQS‘maxcadorESaempleaacs~en;e1;maQEGVPa
célulds somiticas hibridas son las &iférentes motilidades ——

slectrofbreticas observadas éntre ia mayoria de las lsoe321mas

de ratén.y'humanas,

. La hibriaacié‘n 'de células somfticas puede-establecer la
localizacibn subcromosbmicd porrla.correlacxon de la expre--

- gibn fenotiplca-con‘la‘presencia de una regibn cromosbmica - .

particular. Esto es posible mediante el uso de células hama’
,ﬁas-pcrtaaoras de transiocaciones o deleclones cromosémlcas
como progenitoras. Asf mismo el uso de hibrides roedor-huma

no a partir de células irradiadas permite establecer el or—-

den de los genes y lasdistancias entre ellos.

 Las estrategias de mapec con sistemas hibridos incluyen
pruebas de sintenia, asignaciones por seleéccifn y asignacidn
por asociacidn de génes no seleccionables.

En la Figura 6 se muestra en forma resumida como se ma-
pean genes humanos por medioc de células somdticas hibridas.



gl fatén

,’La fcmecfa‘ﬂ de :ewas
hlbu:lzs qangn m’lutﬂ

genhcﬂu,

~ contindd 13 perdidd €e

cromosomes hasts dar
una céiuts hibrida que
woste ghicamente ol cro~
wiesoma humsme A" -

taeacterizatién de s clones wperivientsa
’ a) Andtiais dei caréotipe pars fdentificar ke cromosomas hansnes .
b)Y andiials enzimiitics para conflimar que (23 #3 debide A ta progencin
da {2 snzims Rumsns

Figura & .- Ma;ea de ganes humanas por célulss snma»inasxhx
- bridas raﬁnn—numanas (3?)




56

C. EIl mapa genético humano:

ELl uso combxnadc de,mapeo por estudios Femiliares, c&lu
las sométlcas Hhibridas, modi

- 1n 51tu, han permztldc el desarrollo actual del mapa genétl—

co humano.:_

o El mapa gue se presenta & contlnuaclén es el recopllado«l

 par‘McKus1ck {1978} fQQJ/CTabla 3}« ZIos hallazgos posterlo— _
res (1979-19811 se muestran en la Tabla 4 y fueron ObtenldGS' -
~de 1a Excerpta en Genética Humana {100).

TABLA 3

aciones a &stos e hlbrldaclon"'

| MAPA GENETICO HUMANO

if:zzdmsom 1

®

'l}p'a 6~y 13’_5-’3:2‘

{P)

'czemasémlca lp Iy II del =
‘Adenovirus 12. ‘

| Sitic de modificacidn =

1934 lp36 . Enolasa=-1
1p34- 1936 -’»G-fesﬁcgluconato deshz&zogenas
~dp ' - Eliptoeditosis~1l
1p32—1pter Grupo sanguinec Rhesus
. 1B 1932—1934  Alfa~L~fucosidasa
(P} 1p (¥} Grupo sangufneo Scianna
(P) 1lp32(distal PGM.) = - pridina monofosfato cinasa
(2} 1p31—lpter(&15t%1 PGM3) Adenilato cinasa—2
- 4X) 1p32;lpzz 1-1p31. l - Posfoglucomutasa-1
ip (£) amiridia, tipo II Baltimore
1p {L} Grupo sanguineo Dombrock
ip ' Aamilasa pancredtica
1p amilasa salival
1p - Penilecetonuria
_ (I} Retinitis pigmentosa-l
1lp Catarata,pulverulenta zonulaxr

1q2(ﬂlstal a 1qh)
1g21-1g23

Grupd sanguineo Duffy
Hridil difosfato glucosa -~
pirofostorilasa~-1



(B} ig3i-1qé2
(®) 1g42
1g

CROMOSOMA 2

 2p23
() 2923-2pter O
(T} 2g11; B 2q32-2qterﬁ
. »2911~2p22
2923
(®) 2p
(L} 2q1i~8ql4

CROMOSOMA 3

(1) 3g2i-3gter

Peptidasa c
. Genes’ARNr*S

- Fumarato hidz
' Guanllato '

»(91]?”‘j

- {L) Antd
(D) T
H(L)fv ‘w,AmU
CH}
®)

'(21

upP galactosaf:
5-Metiltetrahi .
mocasteina S—metlltransferaSa. 

'”7>Galactosa l—fosfato ur‘dfﬁ!'“
fasa Fosfatasa

{r) Actlvador enz;métlco de galac
' toga
- {T) Hemog: =
(P}
‘”121
- {Zy
, transférasa (represor‘de ace-
tilcolina
(P} Regulador de,Acetilcollnesterasa
CP) Glutation peroxidasa~l
(I) Galactosa-l-fosfato uridil-
transferasa
(P} complemento temgevatura gensi=
ble (TSAFB)

,,,,,,

{P) %



CROMOSOMA 4.
4pl4—4p21
4g23-4g27
4g21=4g22
4qll—4ql3“

(P) dpter-4q2l
(P) 4pter-4q21

CROMOSOMA. 4 6 5

”CRUMﬁSOHE’S

(I) Entre Sqter y'DWS.
5cen-tq13

5%23—5g31.
- CROMOSOMA 5
(P} 5gls5-5gter

5p

CROMOSOMA 6
6p2100~6p22

(6cM del centrdmero)

ordenscen~D=B=C-A

con HLA-B

End
ot

(1)

)

(P)

()

(1)

(P}
(P}

®)

®)
{p)

{P)

&)

- Hemocgiobina beta

Beta Galactosidasa
Am1noac1la$a—1
Aconitasa~S

Fosfoglucomutasarz
Hemoglcbina alfa ¢ beta
Henmoglichina alfa L
Componente grupo-especiflco
Albumina o
Peptidasa S N
Fosf0fr1b051lp1ro;oqfato!;M'
dotransferasa co

Formllgllclnamlda rlbotldo
amidotransferasa B |
Activador de estearasa . @

Hexosaminidasa B :
Interferon-2 .

Sensibilidad a toxina dxftéw’
rica aril silfatasza 3 L
Leucil~ARNt sintetasa |
Estado deé depresidm antivizal
(regulador) [

Complejo principal de.hlsto€
compatibilidad (MHC)
HLA-A

HILA~B

HLA-C

HLA-D

HLA=DR

Componenté-2 del complementof]
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No entreecruza con C2

ig!igeﬁlsqﬁ-'

6ql5~6gter; (P) 6gle~6g21

CROMOSOMA 7
7 pter-7g22
Tp22=7q22

(X} 7pl3-7cen, 6 7 cen-Tq2l
7 cen~Taker

@)

(I} NADH/diaforasa

ccmppnente C3b del complemen—

£ P
jComponente =4F del comolemen~
0o -
Componente-AS del complemento‘

,kflsanguineo Rogers (Rg)_
al a.ch

Linfo
,da hﬁmeda

(3?)

(%) Enfermedad 6sea de Paget
(P} Activador de plasmindgeno

(L} Diabetes mellitus juvenil

(1) Infeccibn virus Baboon
- {P} Antfgenc de superficie (SAG)

{P) Glutamato oxaloadatato transa=
minaga, mitocondrial
(I) Cadena pesada de Inmunoglobulzna(@m)

(P) Receptor RBC de mono
{?) besfecto septal atrial, gzpa sea

Suindum

(B} Protefna acomplejante de adenosina

deaminasa

{P) Arginosuccinato liasa

() Uridin fosforilasa
Malato deshidrogenasga, mito
gondrial
Beta-glucuronidasa

(£} mitio 7 de Anﬁegxaqlén da SV40
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Grupo sanguineo Colton
Colégena—l(al & a 2)

Grupos sanguineos Kidd

Factor de Hageman i
Hidroxi-acil~ CoA deshidrogenasa
Respuesto quimiotictica de neu-
trofilos Histona H4

Antigeno de Superficie (SA?X)
Zntigeno de superficie (SA7Y)
Cadena ligera kappa dé¢ inmuio-

globlna

€3]
KA JER @)
7g{27q35]) , oty
| ®)
’ (B}
7pl2=Tpter 23
' (7
(P}
CROMOSOMA 8
: ®)
8pil o
8p2l -
' (Y
(T}
@
CROMOSOMA. 9
SROQplO—,ng
ther-9q13
::9Pt.er~9q3v3. | Ten)
9g34

Ligados & ABO defipitd
o provn31onalmentem nlgae

al o nar~as;a§aclﬁa ds Ky il

CROMOSOMA. 10

(r)
(z)

10g24~10g26

" Adénilato cinasa-3

Glu

Tets, proteina transformacidn-—

- sensible, externa, larga -

Esferocitosis, tipo Denver
Glutdtion reductasa '
Factor VII de coagulacidn
Cadenas pesadas de inmunoglo-
bulina

Sitio 8 de 1ntegrac16n de. SV40

Aconitasa, soluble
Arginosuccinato sintetasa
Galactosa-l~fosfato uridil =

-transferasa

Grupd sangningo ABO
Adenilato c¢inasa-1
Sfndrome de Nail-Patella

- Sindrome de Waardenbuxrg-i
: Xeroaerma pigmentoso, eqincio

Adenosina cinasa
Epidermolisis vesicular, %ipo Ogna
Gluﬁamaﬁo piruvato transasinasa,
soluble

tstato oxalpacetats transamindsa,

soluble.,



I0pter-10g34

10pter~10g24

cromosoma 11

1Ip12.08-11p12.03

1lpl2~licen
llcen~1lg22
1lpl3~1llpter
1lgl3~-llgter
11gl3-llptexr
1lp o
11p3

GROMOSOMA 12
12pl2.2-I2pter

12p12,1-12pl2.2
(P} 12pl2.2-12pter

(P} 12g21

12pter-12qlé(2al)

(Bl

(R}

®)
(2) .
@1

(2}

- (®

Hexocinasa~1l

. Sintesis de glutamatcvgamma~

semialdebido

Pirofosfatasa inorgdnica

Promotor de policariocitosis.
Proteiha 130 de membvana externz

Lactato deshLdrogenaSa.ﬁ
Fosfatasa &cida-2

Estearasa A~4
Antigeno 1etal al

"Antigeno 1etal a3
| Antigeno de superficie (sa 11)

Tumor de Wilms.Triada AGR
BVIX (induceibn de wirus BALB ens
trépico}

»Agrupac:én de no alfa‘gioblna (&asg

Hemoglobina gamma 136 glicina .
Hemoglobina gamma 136 alanina

. Hemoglobina delta

iy

(p)

(L)

{»)
()

Hemoglcbina beta ‘
Polimorfismo de reconacumiento
Hpal

Hemoglobina ep5116n

1
i

Gllceraldehlao-B-fos:aso deshln
drogenasa

Lactato deshidrogenasa B
Triosa fosfato isomerasa-l
Triosafosfato isomerasa~2
Pgptidasa B

Enolasa -2

Citrato sintasa, mitocondrial
Serina hidroximetiltransferasa
Esferocitosis, tipo Denver-12p
6 8 cen

Antigeno de superficie (SA 12)
Glicoesfingolipido galactosidasa



'CROMOSOMB, 13

_ ispr2
(I) 13g3(13q14L

4T} 13q12-13g314(13¢21-13q22)

CROMOSOMA 14

14pi2
14q11-14q21(530.ql2—q231
léqu-lAqter »

'CROMOSQMA\lS

15912
lSqll—lSqter
SRO 15gl4~15g21
15qld4~15gter SRDqZZ-qter
15ql4-15qter -
SRO.15g22=~15gtex

' SRO 15q21—1:>qter

-

CROMOSOMA 16

(B} l6cen~16q22
16g
16q22
16g22
16q22

CROMOSOMA 17

. Ylg
{7} 17q21~17g22

(L) Lipoproteina-Lp
Retlnobiastoma—l

'(P) Sitio de 1ntegraci§n,del Vie -

"CPI

{P)

(1)

{®)

{»)

: : Tr;ptoFan11~tARN sintetasa
(P} Protefna 195 de membrana ex~

ARN xlnosomal
Estearasa D

ARN rleSQmal - e
. Ruclessido: fosforllasa -

terna

rus Epstein-Barx o

ARN‘rz.bosoma1

< Manosidasa; cltoylésmica
R 2—1-11croglobulma
Manosafosfato isomerasa
Piruvats cinasa-3
Hexosaminidasa A
Isocitrato deshldrOgenesa,
mitocondrial
BVIN (Induccibn de wirus
BALB,N—txéplco)

[
. T lEERRTRY,

Pseudocolinesterasa~2 :
Adsnins fﬁsfarr1b051itransf6rasa
Haptoglebina, alfa
Lecitin-colestércl ac&lﬁransféras
Timidinz c¢inasa; mitocondrial
Hemoglobina alfa

Coldgensz I {(a 6 a2}
Timiding cinasa, soiukle



(31 17q21—17q22
17g21-17g22

CROMOSOMA 18

18g23-1 8gtexr

dacﬂosona.ls
- SRO 199ter—13q13

SRO 19pter-19qgl3

(Pl 19gq

'CROMOSOMA 20
~ BEO 20pll-2ogter

‘CROMOSOMA. 21

21912
(P} 21q21—21qter

21g22.1

CROMOSOMA 22

22pl2
22q13~22qter
=) 22@12
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CPL
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(L)
(x)

‘CP)

(®)
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(1)
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(1)
@)

Galactocinasa ‘ ' :
Sitio de modificacifn cromo-
sémica 17 del adenovirus 12
Sitio de integracibn 17 de Sv40
o6 glucosidasa
Antigeno de superficie SaA 17)

Peptldasa A
Gonadotroplna corlénlca

.Giﬁcosafosfato isomerasa

Sens;hzlmdaa a virus de Polic
Sensibilidad a Echo 1l

Peptidasa D

Infecgibn de wirus. Baboon :
Suceptibilidad a virus Godksack;EB—B

Adenosina deaminasa - S
Enzima demosterol a. colesterol i
Inosin trzfosfataSa

ARN‘ribosomal

Proteina antiviral {(receptor

de interferbn)

Superdxido dismutasa-l
Fosforribosil glicinamida sintetasa

ARN ribosomal

2 Galactosidasa

Leucemia mieloide crdnica
Aril sulfatasa &
NADH/diaforasa-1

Aconitasa, mitocondrial
% Galactosidasa B



CROMOSOMA, X

Grupa sanguineo Xg . '
Sulfatasa ée es, f

20 AG—fasfato deshldzogenasa

Aniigeno de superficie {o de esp:,

. ligado al X (Sa X) ,
;Regulador de tirosins am_notrans
Hemofilia &

Distrofia musculsar tlpo Becker

- Ceguera al eolo t

Complementa tempexatura sensible

¥ anfgenomy -

N S S

- Mbreviaturas:

P =»Pxovis£onal. .Basadéuén-EVidéncias &eznn:labcfatcxin o:faQV‘,i
: milia .

. r*“'Thcon31stente. Hesulta&cs de d;fezentes lahoratarlas en = .
desacuerdo. :

L = En &l linbo o tentativo

SRO = Regifn pequefa de sobreposicitn
nqﬁéllus gue carecen de s;mbﬁlo estﬁn cnnflrmados poxr dos

o mis investigadores ¢ métodos. '
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Gxomosema L

Succmnato deshldrogenasa

fi_Grupo sanguineo Radin : (Rd)
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" (GUR 11
BNA T 5 8
‘Urif'l“dlfosfato galac—
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etrahldropter011 glutamato
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' Eenll cetonuria 1 (PKU 1 )

Cromosoma 2

Fosfatasa écida f{acp 1)
Fosfatasa dcida en eritro-
citos

Cromosoma 3

amino Acilasa 1{ACY 1)

. Glutatidn peroxidasa 1
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FUCRM

B lq32-q43’ »
- 1g3i-gd2 .

1042~44
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2p23
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[ : o«
Celulas somaticas
REpiIag,sonatios:

-7ﬁosagéﬂgﬁgicau
ﬁiﬁrﬁéaﬁiﬁn_gg;s§§g;_v;

' células somiticas.

nibridas.
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Familiar,Deleciones .

Dosage génico

cfialas som&ticas

- hibridas

células somiticas
hibzidas
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Cromosoma 4

Grupo sanguineo MNSs . 4g28 o e Exclus::fm y‘dp,ségej»f

factor X . R . B Fama.l:.ar.Ci'thgen tic
' ‘Reductasa de d:.h:.dropte—-' 7 IR ' - o :
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o ' I - hibr:..das

“Cromosoma 5
- Cromosoma 6

Factor €2 del complementc  en e m—a Tipificacitn HIA |
Fosfoglucomutasa 3 (PGM ) = 6gl2-gter - Células somiticas
T o B ST T e 'hibrlaas. :

- Glioxalasa (GLO) - ep. R

 Enzima Malica soluble (MEL) 6 ~
Deficiencia 21 hidroxilasa entre HIA-A v = Tipificacién HIA . |

HLA~D"

- Cromasoma 7

Glicoprotefna membranal de
granulocito ' _
Arginosuccinato Iiasa (ASL) : Dosage génico
8 glucuronidasa - g2z Dosage géaico
Histonas | ’ Hibridaci6n in sity

Factor epidérmico de cre- . o BRI
clmiento | Células sczfticas
(=6} hibridas




Cromosoma 8
Exclusidn de grupo sanguineos

MNSs, Kidd y glucomutasa

Cromosoma 9 |
Galactosa 1 fosfato uridil .
transferasa (GALT) 9p
Aconitasa soluble Sp
adenilato cinasa~3 9pll-ptex

Adenilato cinasa L 9q34
‘ﬂzidfnzfasforilasa~(nyi
Uridil tranferasa
Pﬁlilfpali glutaﬁato

_ intetasa (FPGS

Cromosoma 10

Iipasa &cida A

Fosfofructocinasa tipo F-

Cromosoma 11
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Estudios familiares
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Células som&ticas
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C&lulas somaticas
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ceulas somdticas

hibridas

Células somiticas
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céfulas somdticas
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Cc&lulas sombticas
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lulas somiticas i~



A globina
& globina
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‘Cromosonia 12

‘Tricsa fosfato isomerasa
@liceraldehido 3fosfato
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- fﬁeshiatoggnasa isctica B

Serina hidroxi me£il trang

- ferasa ‘
. Peptidasa B .
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Estearasa D )
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>Cromcsbma 14
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Nucledsido fosforilasa

11p1205~pl208

- pter

pter — pl2

ADN recombinante ¥
Celulas somdticas
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Células somdticas

hibridas.

céntrénero (12g12-qlé)

. - glZz—sqgld
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13g14

13gli4

l4ql3

)
= st
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Dosage génfco
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. Creatininda cinasa - ) Céﬁ'_lula_;s_éo‘méticas -
hibridas . '
Cromosoma 15 .
Sorbitol deshidrogenasa 1Spter—q2l Células som&ticas
' ' ' : : Aibridas. '
Cromosoma 16
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Cromosoma 18

Peptidasa A 18g23 : Dosage géunico



Cromosoma 19

Cromosoma 20
Adenos{n ‘deaminasa

Inosin trifosfatasa

3Cromosoma 21
Glutatién peroxidasa

Cromosoma 22
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20913, 2~qter
’Zﬁpfér#éeﬁ

Aconitasa miticondrial (AC02) 22¢11-ql3

,BrilssﬁlfatasaﬁﬁiARSA)

22g13-qgter

N-Acetil alfa D galactosa-

minidasa (NAGA)

- P.galactogidasa

Cromcsoma. X

~ Gen controlador de Ag HY
Sulfatasa“de estercides

%

22g13-gter

Xp233
¥pil-pter

Fosforibosil pirofosfato

gintetasa
locug Duchenne

Cromogoma ¥

Antigeno HY

Factor de crecimiento

Espermatogénesis

Xp21

Diferénciacibn testicular

Maduracién testicular

Dosage géﬁicb
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Células somiticas
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- Células somSticas =
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Céiulas som ua&icas
hibridas

Células sométzcas
hibridas
Estudios famzlza:es-



V. ESTRUCTURA MOLEGCGULAR DE LOS
CROMOSOMAS HUMANOS .

EL material gen&tico en los nficlecs de las cdlulas euro-
cariontes sé encuentra en forma de redes de cromatina en la .

interfase y en los cromosomas durante los procesos de divisidn

1o cual indica un canbio de estructura a través del czclo ce~
Aular de 1 estado dlfuso a dfo conaensaao.

La c¢romatina contiene ADN, ARN y’proteinas, con51deréndo
se como un complejo de nucleoproteina, en el que las proteinas

1nteracc;onan,con el ADN y'entre ellas.

La estructura de la cromatina, y por consiguiente de los

cromosomas, ha constituido uno de los principales problemas - -

de la citogen&tica molecular habifndose propussto varios mode
los para explicar la interaccitn ADN/protefina. En la actuali
dad mediante la observacibn de los cromoscmas en el microsco—

pio eléctrbnico, el aislamiento y purificacién de la -cromatdi— .. - .

nia, la cual pusde soneterse a diversos tratamientos tales co-
mo técnicas de difraccibn de raycs X y{ neutrones, separacibn
de fracciones de BDN, examen de secuencias y repeticibn de ba
ses por endonucleasas de restriccifn e hibridacifn in situ ¥
por técnicas de bandeo cromosémico gue revelan diferencias es
tructurales a lo largo de los cromosomas, Se ha obtenido um -
avance considerable en el conocimients de la organizacibn dsl
material genético en la cromatina.

El principal adelanto & nivel molecular lo constituye Xz
existencia de una tnidad estruckural basica, el nucleosomd, -
que se encuentra en forma repetitiva vy perifdica en los croms



somas mitéticos ¥ en la "éremat'ina en ipterfase. ;El hecho de .
gue este tipo de organlzaclén no sea. dependlente de 1a secuen;;;
o1& del ADN 1mpllca que tanto genes actlvos como 1nact1vos es;
tan.empacados e1 agta forma« :

1. COMPONENTES DE LA CHOMATINA.

: crcmatlna varian de acuerdc 21 tejldo, organlsmo y“meﬁoép de
preparacibn. Tas proteinas de la cromatina se di den en dos
‘grupcs. pxoheinas muy bésxcas, llamadas hlstonas y 1aS-£€Sﬁaﬂ'”
tes descritas como "ne h:.stonlcas" las cuales son nenos bés:.j.
cas poz 1o gue se les ha 1lamado ngeidicas®; 1o cual gs err§~ -
neo 'ya gue sus puntos 1soeléctrlccs son\més,bagos que Zos ae '

- 1asnhistpn§s perg»no prqpiameate\&c idos (31,101)

: Generalmente la cantidaé ﬁh»hlstﬁpas “ete*mzjuaa ?&*:PSSO“"
Tmolecular es sinilar a la del ADN. La p:onarc16n de las no -
hlsténicas es m&s variable pezo en. general £33 41 poco mayar‘gue
ia de hlstonas. La;masa fotal de proteinas es por lo tanﬁo

- aproxxmadamente dos Veces la cantidad de ADN (31,102). Bl =

ARN 5B encuentra en una propcrc;ﬁn.mucho menor'(menosf&e 10%
del ADN)} y probablemente comprende cadenas recién formadas gque

. ho han 3169,11bexaﬂ53, s;nqpoée: descartarse gue existen melgj

culus con funciomes estFucturales {31).

Pl mecanismo de interaccién‘ADN/pxcféinas no ha sido to-
talmente dilucidado afin cuando la interdaccifn ADN/histonzs es
ﬁn bien caracterizada, pues estas proteinas estén 1ﬁvclﬁcraaas
en la estructura del nucleosoma. ILas histonas comprendsn 5 =
tipos de proteinas cuya estructura esta altamente conservada a



traves de la evolucn.én supom.endo una funeidn estruc‘_ural i it
_comfin en todos ios eucarlontes (31).

Las proteginas no - hlstén_cas no 1nterv:l.enen en la forma-—-,

:¢idn del nucleosoma;, comprenden mayor nGmero de protefinas <con
aparentemente especificidad de teéjido y especie. Sus funcio=
fies no estén bien establecidas perc probablemente tengan fun-
ciones estructerales y reglila'f:o‘rias ‘dé 1a expresibn génica e
J.ncluyan las enzimas necesarias para la zepl:.cac:;én, repara=
citn y transcrz.pc:.én del ADN (31,101).

A. Acido desoxirribonucleico (ADN)

- La p-artigigaciﬁn’ del ADN en la organizacibn de la croma
tina ha estado sujeta a mGltiples mo&el'c":s ¥ ,especulaciéc;nes.v

. A part:.r de los estud:.os en 1os cromosomas: politém.cos
de D::osophila se penso que ‘el ADN en los cromoscmas de mami-
 feres se encontraba en forma de hebras miiltiples de melécu—-
_das de doble hél:_ce. I'h.rsky ¥ Ris (19513 propusieron un, mo=~
delo en el cua_l sugieren que cada cromosoma consiste en una:
estructura longitudinal de proteina a la cual se unen- lateral
mente moléculas Individeuales de ADN. Otro modelo fue el pro v
puesto por Fresse en 1958 en el cual muchas moléculas "du- -
plex® de ADN son unidas por sus extréncs mediante protefnas;
cuya interaccidn seria responsable de la condensacifn mitéti
ca, ademds de gne la separacién entre los "duplex" de ADN =~

permitiria 1a replicacifn [2.31,103).
PE -2 7

Sin embargo los experimentos de autorradiografia de =~ =
Taylor (1957 gque demuestran gue cada crom&tida se comporta co
mo un largo "duplex" de ADN y las t€cnicas de marcado cromo-
sémico con BUAR para determinar intercambic de cromitidas --
hermanas permiten afirmar gque cada crométida contiene s6lo -~
un duplex de ADN. Evidencias de otro tipo, tales como la =<

presencia de genes Gnicos por cromtida o el hecho de que ocu



xran interecambios de tlpo xobertsomnrm ent:ce mza‘cldas re=

v ruerzan este concepto va ‘gue implican que la polaridad del =

ADN es continua a través del . centrdmero (101, 104-106)

51 se extendiera el ADN de un nicleo diploide humano, el

_ cual se encuentra 'generalmente en configuracin B del modelo -

de Watson-Crick, alcanzaz:ia una longitud de aproximadamente =
2 metros. Un nficlec en interfase que tiene un difmetro del -

orden de 3-5.p\m debe contener esta longitud v i lo compara—-'-_ _

oS . organizado en 46 cromosomas, cuya longitud en metafase —_—
va He 2 0 &m deberg conteier .‘!.4 000 mom de DN 21 cz:omoso—-' .
ma mis pequeno ¥ aproximaaamente 73,000 Am en el mis laxgo.

De esta mane}:a el ‘material gengético, en su estaﬁo mas - conden—
-sadoy tenara una contraccién €n 54 1cngltud de apmx.madamen— '

te: 10,000 veces (31,101 1051.

i vaz::.aciﬁn« en el largo de los cromosomas es cons:.dera— e

’bie por Io que cualquiez: modelo para explicar su estructura =
~ debe considerar el empaquetamiento extensivo del ADN en los =

cromoaomas mitﬁticos v los cambios que sufre la cromatina al
pasay ae ‘estadfos extendidos a con&esaﬁos a: través del eicle
celular. : ' ' :

' B.  Histonas.

Tas histonas son proteinas pequefias con carga positiva,
ricas en los amincfcidos bBfsicos arginina y Lisina vy carentes
de triptdfano que puede extracrse con Scidos diluidos. Utili
zando geles de acrilamida para separarias por electroforesis
se demostraron c¢incoe fracciones de histonas, las cuales estin
presentes en todas las c&lulas eucariontes (107,108). Han si
do clasificadas de acuerdo a su contenide relativo de argini-~
na y lisina: Bl tipo rico en lisina coxresponde & Hi, las li=
geramente ricas en lisina Son H2A y H2B y las ricas en argini
na son H3 y HE
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a) Histonas ricas en lisina.

La Histona H1 es l;ﬂmES‘bEsicamiebiao a su elevado conte
nido de lisina gue es de aproximadamente 30%. Su longitud es
el doble que la del resto de las histonas Y su peso molecular
es de 23,000. Puede ser removida selectlvamente de 1z cromasl
tlna con dcido perclérlco o] trlcloroécetlco al 5% {31,109).

Las‘histonas.ﬁeumamifEIos‘:igas en lisina_pueﬁem ser ~-=-
fraccionadas en subgrupos de proteinas cercanamente relaciopa
das ‘en secuencia y muestranespécificidad de tejido y variacio

_nes especie~especificas.

. 8e han encontrado racimos de aminofcidos relacionados —-
tanto en el extremo amino como en el carboxilo, con una re- -
gidn apolar en el centro aparentemenfe plegada, la zegitn glo
bular se encuentra en el extremo N y en el extremo C tiene un
centenar de am1ncéc1dos forman&orun copolimero de _zszna, ala
n;na y prollna {31,109,110) .

Si bien la constitucifn de las histonas de la cromatina

4~e§wéasi~iﬁvaziabie:yﬁeﬁenuﬁeasiaﬁammenﬁe~eeﬁrrir-eamﬁios; fa=
les como la sustitucibn de una variante por otra en diferentes
estadios de desarrollo. En 1los eritrocitos nucleados de pe——
ceS,.aves?y<reptiles+1axhis£ona.ricaleﬁ lisina HL es reempla-
zada por una nueva especie H5. El contenido de histonas ricas
en lisina se mantiene constante dado gque H5 amgenta a expen—
sas de HI1 hasta eliminarla (31).

Las histonas ricas en lisina sufren fosforilaciones depsn-—
dientes del ciclo celular.

En algunas especies durante la espermatogénesis, lag ===
histonas son reemplazadas por protaminas, las cuales sufren -
también fosforilaciones (31}).



' blecido que la parte media (no bisica) y el extremo cafboxmlo:}

 servadas en~la evoluc1on, las llgeramente ricas en lisina H2A

_n,s parecen ser el sitio parad las 1n£eracc1anes h;stona/hlstoxﬁ
- paj; mientras gue las colas bisicas parecen ser inmmobilizadas _ |
,gor‘su»interacc;6n>conAel;ADN (31,1093. B

16

b) Hxstonas ricas en zrginina y llgeramente ricas en lisina
(H3: - B% vy H2A, H2B) .

El p.so:molecular de estas proteinas varia de 11, 000 & —.ﬁ
16,000 da.fones y aproxzmadamente el 25% de sus amlnoécléps qon%
héSlCOS‘ﬁaxglnlnaz ligina e~hlst;613a), la.mayo:ia de estos-=
grupos b&sicos se encuentran dentro de los 30 a 40 primeros - |
amiho&cidos_agrupadbs en el extremo amino de la moldcula. ﬁasfj
histonas ricas en arginina, H3 y H4, estén marcaaamehteﬂcOn_i”?

¥ H2B estén menos conservadas, pero mantlenen ana. establlldad
evoluﬁlva,en sus porcicnes no bés;cas (31 109).‘

- Por estudios de resonancia magnética nuclear se ha esta—

de estas histonas fbrmaﬁ.estructuzas glebulares.  Estas regzo_'"

]
i

Bstaskﬁiétonasﬂsnf:en"algunag mgdifigacianes;en‘suaestzgg%
tura durante el ciclo celular. En Qiferentes organismos se = .
han encontrado variantes de H2A y H2B y en el erizo de maxr se |
encontraron al menos 8 variantes de H2B. Para las histonas H3 |

s

v H4 no existen formas deféransiciﬁm €31,111).
ﬁ& Evoluciénvde las histonas. .

El reconocimiento de los mismos 5 tipos de histonas en to
dos los eucariontes estudiados implica gue su evolucibn fue un 2
evento antiguo. Se supone gue las histonas evolucionaron por
divergencia de Secuencias duplicadas originalmente representan
@o una finica protefina de unibn a ADN. Todas las histonas tie
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nen\caracterﬁstlcas comunes, tales como la regidn altamente -
basica en el extremo N ae,la molécula que provee -el supuesto
sitio de unién al ADN. '

» Su1§ersisteneiaaen'diversas especies implican una alta =
esﬁabiiiaéd»evolutiVa, Las histonas ricas en arginina son las
proteinas mis conservadas con excepcién de la tubulina que -=
también'es una proteina ééﬁrﬂétﬁral. Tas histonas‘iigeramen—
te xricas en lisina parecen haber evolucibhado en su secuencma:
un orden de magnltud.més r&pLdamente gue las ricas en argini—

nahy*;as‘riqas~enflisina un4¢raen de'magg;tua,aﬁn mésfzépida
(31). o S

ay Maaificaﬁiﬁn de histonas.

Las histonas sufren modificaciones cavalentes gue Inclu= ‘

- yens acetllaclén, metilacidn, ADP—:lh051lac;6n,y fosforila—~-

c;ﬁn‘y en 14 histona H2A existe unibn covalente a la proteina

vbiguitina. La seleccifn de un peguefia nmero.de residuos pa
ra:mo&ifiéariﬁﬁ:en‘caaa‘hié%ona indiéa-qu9v1a redcecibn es es—
pecifica v se ha tratado de correlacionar con estadios ael ci
cls celular y etapas de’ﬁadara6161 {3%,112) . S :

La acetilacién de las histonas ricas en arginina ¥y lige=-
ramente ricas en lisina se lleva a cabo en uno o m&s residuos

de lisina del extremo amino terminal, las modificaciones inter

nas parecen ser inestables. En general la acetilacibn y meti-
lacidn de las histonas H2A, H2B, H3 y H4 ocurren tanto en las
preexistentes como en las sintetizadas de povo durante la fase
S v en forma simultéinea a la replicaci6n del ADN (107). I -
modificacidn de las histonas preexistentes debe ocurrir en el
nficleo. Se cree que las modificaciones internas de las histo
nas recién sintetizadas son hechas en el mismo tiempo y lugaz,
mientras que la adicibn de los grupos estables N temminal pue



de ocurrir'durahfezsu sintesis en el citoplasma. Lavremaciﬁnli
ae'lqs;grupés.mpdificanfESMOGQIre;sﬁlo~en¢el-nﬁcleo durante = |
el ciclo célﬁlaf‘y son reemplazados en la siguiente fase S. =

- Ia acetlla&ién €s mayor en H3 y H4 gue en H2A Y HIB (31’112’)_

Se han establecido numerosas correlaciones entre‘1a>aqe'ﬁ
‘tilacibn de las histonas y la actividad génica; sin embargs =

los reportes de que la hiperacetilacién altera los,paﬁronesif;
de expresibn génica son controversiales y por otra parte la .
aacetilacién'extensivaﬁde:lathistqnas-noﬂpareée»aﬁe@tar su -=
afinidad por el ADN (31,112). . | A

H2A, H2E, H3 y H4 son fosforiladas en la regibn N termi-
nal, la modificacibn consiste-énwun“ésfer‘fcsférica\uniaOuau&j@
un residuo de serina. H2A y H4 son fosforiladas ¥ aésfosfori§
ladas en forma mis o menos 51multénea,a los procesos de acetl;é
- lacibn-deacetilacibn. La fosfor11ac16n de H2B se ha correla-é
cionado con el contenido celular. de heterocromatina y se ;n-f
crementa después de.estzmula01ﬁn hormonal. ILa fosfqr;laclén,.
de H3 se ha asociado con entradd vy salida de los estados con- '
‘densados de la mitosis (112). o | 7

_ Iia histona H1 tiene ﬁnjciclo~&ammcdificaciénfaemo&ifica~ ;
cibn diferente al de las otras histonas. Las histonss ricas
en lisina no parecen ser acetiladas o metiladas, pexo pueden
introducirseles un nfimero variable de grupos fosfato. EIL tm%g
po de fosforilacifn no esti afin determinado ya gue puede ser
en S o durante la mitosis. Reportes recientes afizuman qﬁa‘un&
pequefia cantidad de fosforilacifn ocurren en la fase S, repre '
sentande la introduccién de uno o dos grupos fosfato. Fosfori
lacibn mis extensiva hasta llegar a un total de 6 grupos fos-
fato, ocurre en otros sitios de H1 al iniciarse la mitosis -~
y su eliminacidn sblo se efectua al final de la divisifn (31,
113).




' En todos los event034e§>dbvi0‘Que Hi se encueﬂtra»fosfca
rilada Qurante la mitosis, el nivel de grupos fosfato en HL =
 estd determinado por la accmén_neta de una f035001nasaAy'una
' fosfatasd. La acthlda&.de fosfocinasa se 1ncrementa en la
tzans;cmﬁn de G2 a mltos;s, por lo que el t;empo de fosfori—=—
' 12016n de H1 parece esta:*lnvolucrado an la ccn&ensaclén m1t6
tﬁca ae la crematlna L3l lld). ' '

} En el. caso de HS su fosfor11a016n parece ser 1nmedlata a
. su SinteSlS y‘es defesforllada gradualmente (31)

©}  Protefmas no histénicas.

Las pxoteinas no hlsténlcas son deflﬁldas cema—los com"

= pcnentes pznteicos que<pe:manecen en 1a cromatina una vez qua

'Ias histonas son remov1das. Esta deflnlcron operaclonalApre—
senta,dlflcultades obv;as, tal como .el problema de dlstingulrj"
los c0mponentes genuinos de la cromatina, de contaminantes dg‘
rlvadas del micleoplasma o del c1t0plasma. También es necesa

o xd [istinguir entre las nrotein:s de- ia. c&omab¢uq~j*aqué1¢as

- gue son par‘e de sus transcrlptos de x1honucleoproteina.

: Otra d:ficultad es conocer si las proteinas han sido ob
Ahenldas en su estado natlvc, es declr sin dagradaclén, ya gue
actividades de protéasas se hallan comunmente en 1a cromatmnam'
Debido a que las protefnas no hlsténlcas pueden tener diferen
tes caracteristdicas, tales como su afinidad por gl ADN, cual-
quier estimado de las cantidades relativas de especies indivi
duales debe ser hecho teniendo presente queJna‘Siem§;e?é§tas
son extraidas correctamente. Ia importancia del proceso de =
extraccifn pusde variar en cromatinas derivadas de diferentes
fuentes, dificultando el comparar la constitucibn de protefnas
no histénicas (31,115}, |



La cantidad de proteinas no histbnicas reportada en la
cromatina varfa mucho, careciendo de un ensayc funcional para §
laﬁmayor' parte de ellas; se puede concluir que suumasaAés.ﬁn
poco menor que las de hlstonas, ain cuando se tienen zeportes‘f
que van de 20 a 200% del contenldo de ADN (31, 1073 .

Al separar las prcteinas no hlstdnlcas en geles de SDs
{docdecil sulfato de sodio), se han detecta&o 12 a 20 bandas con i
‘un:rango‘de,pesos¢moleculares-ent;e 106,060 4 lso,ooo‘daltonesdﬁ
Su nfmero no debe ser mayor gue el nfimero de bandas observado. |
Otros métodos permiten obtener de 60 z 470 bandas (31,116i1113{i

Al 1gua1 que las histomnas 1as no histdnicas se szntetlzan Z
.fuera del niiclec, en el cztoplasma y algunas de ellas 1nmedla—?f
tamente después de su sintesis pasan a asociarse al ADN.  Otras}
tardan un tlempo varlable en aparecex camc componentes de la A
vcrcmatina. Las proteinas ne histénicas muestran.una tasa de
recambio superlor a la de las hitonas, con una OSClIECLGn con—ﬁ
siderable en el tlempo de vz&a de cada una.de suc=fracc~cres;- :
unas perSlsten escasosAminutOS'mlentras que otras son tan esta 5
bles como el ADN. Afin no,se‘conoce,sl al abandonar‘suvasocyi
cibn con el ADN, las no histonas se degradan ¢ entran a for~=
mar parte de una reserva de protefnas en el nficleo ¢ en el qgri
toplasma. Las proteinas cromosémicas no histénicas estsn, al |
menos parcialmente, en estadco de flujo dindmico {107).

Una muestra de su gran diversidad funcional es la varieaadi
de sistemasAenzimétic03=ccmplejas encontrados entre eilas. =
Hay enzimads tales como lag polimerasas implicadas en la sinte
sis y reparacidn del ARN y ADN; enzimas implicadas en la sin-
tesis y degradacifn de las proteinas y enzimas gue modifican
a los &cidos nucleicos y a las proteinas afiadiendo ¢ eliminan
do grupos acetato, metilo o fosfato y que constituyen de 10~
20% de las no histdnicas (31,107).' ‘




%»_hlsténlcas encontradas en.células dae ebpec1es dzst;ntas. Da-i
do gue la 1nformac1én genética co&.’:caéa pox: el ADN as Gnica
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tubullna y*tropommosmna, s:endo EW?fFWT de*prmwnar'51 son: com

panentes genulnoq 0. con%amlnantes.'<sn la cromatina del h*ga—

- do de: rata constltuyen 40% de la zxaccmén ne h&stﬁnlca, (3;;
Al18). . _ . :

Hay‘netables dl erencias entre lcs tmpes de proteinas.nc

para cada especie, la especificidad-de espe01e observada en =

vlas proteinas[no hlstonas estd de acuerdo. con una supuesta —
 funcibn regulatorla.’ Aﬂem&s, en el mismo organismo. varian de
tejido a tejido, lo. cual es cohezente con 1a utilizacién selec

tiva de 1la 1nformac16n genetlcaxper parte de 105 dlferentes -

_*tapes celulares {31,107} .

_ En el trmo ae ternera se hqn‘encontradc prateinas no nis%ﬂ
‘tﬁﬂlcas conoc;&as‘como HMG {abrev1a~nra de grupo de alta mav;;
Yigad) constltuidas poxr cerxca de. 26 prcteinas, 51en60 lag ~ -_

prlnc;palesiamsi Y HMGZ, las. cuales se han encontxado tamblea'

- gomo™ cantamlnantes de Hi. Tlenen.bescs mioleéculares que van.—*f
ds 27,500 & 25 000 y son xricas enAamlnoécidos éc;&as ' bésxcos,

{55%1. Tlenen en comnin con,las histonas el alto contenldc de
arginina y llslna, pero ézfleren,en su elevado contenmﬁo deve

dcidos glutmico y asp&rtlco~ cada una estd presente en - =

apznx;madamantg‘lasJc¢plas‘por ntcieo. ‘Ambas se fnen al ADN

‘dejando libres las regiones mis Acidas. HMG2 parece ser la

causs de que €1 ADN tome una forma m&s compacta y Se une menos
znerteménteual‘Anwfaenaﬁuraao:qﬁevai.naﬁion HMG1 interaccic=
ﬁalcanualgunas‘sﬁbfradcibnes‘ﬂE:Biy mientras gue HMGZ2 reaccio-
na m8s fuerte aungue menos especificamente. No se sabe cual
es la funcibn de estas proteinas pero su unibn al BDN y extrac
cién con HCL sugiere que intervienen en la ultraestructura --
cramos&mlca {31,119, 120}m
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7 Protefinas HMG encontrauas en otros erganlsmos son.tamblén-
rlcas en arginina ¥ lisina y se unen a RD%, 51endo sus secuen f
gias semejantes (31}.

Una de las protefnas no hi st&nlcas del.higado de rata, :
la A24, ha sido purificada y caracterizada. Su SOlubllldad esﬁ
semejante a la de las histonas. La regién C termlnal es =~ =
'1gual a la de H2a, encontr&ncose dos tmpcs de secuenczas N --1H
terminal, una similar a H2A y otra diferente. Se piensa en
una moldcula de HZA.con un peptldo insertado en la posicidn -
119 en un grupo NH, de lisina, lo cual la transforma en iibi —'?
quitlna, una- proteina caractezzzada por su.pers;stencxa en elki
nticiéo ae‘mamiferos,, La ppgte;nanA 24 gstéjpresente.enwnu——~f}
'cléosémas,fquedan&o'por establécerSe“su.f&nciﬁn especifica,~ﬂ:ﬁ
'aﬁn cuando se le ha implicadc en procesos de condensaczon de
la cromatina (31, 121, 122).

- 2. NATURALEZA FIBROSA DE LA GROMATINA

Cuaids los cromosomas en profase se ven al microscopio
8ptico, cada uno parece consistir de dos cromitides, gue se |
acortan aura:i'te la mitosis, antes de que vcurra egtsd conden—--
sacibn cada cromitida parece coxprender unawfibra‘éhraziaaﬁr~_;
el cromonema, Con 1a mayor resolucién del wmicroscopic elec-- |
trénico se ha observado que el cromonema esté formado por 5
bras dobladas (2,31}. ]

Ris v Chandler (1963} basados en observaciones ds cromoggf
mas extendidos de profase meibtica, postularon gue los cromo=

somas estaban constitunidos por varias fibras de cromatina (po
linBmicos), ya que al observar las fibras én secciones de cxro |

mosomas al microscopio electrémico, resulta diffcil segupirlas



y determinar ‘su forma; adends es néCesaria'considerat'lcs =

‘uroblemas para aislar cromaﬁ.na.y cromosomas y los cambios —
que en ellos provoca la manlpn.aclén por‘las dlferentes uéc-
nlcastemgleadas {2 101,123, . ' '

"saii (19661”&ésafroilé una.técﬁica~gava éi91ax“£ibtaé de
fnﬁclees ‘en interfase y de células\en metsfase que consiste en
' hacexr estallar’ células no fijaaas ¥ dlsyezsar sus ccmponentes_
akl colacarlos en'una superficie de agua destllada o solﬂc16n

~hlnct5nlca_, Los efectos comnznades de hlpotonlCLdaﬁ v fuep=-—
zas de ten516n superflclal en la lnterfase.agua—aire, extien=
~den los componentes celulares, para poaer-tomarlos en las re-

jlllas para. mlcrascopia electzﬁnlca. Bosteriormente se some—v
_ten.aAnn”secado[dﬁ punto crlthO" con €O, 1iqu1do‘gara preve—
‘nlr que se . colansen Cle). ‘

. Comn estefmétOEOrGall encentxé que‘el.nﬁcleo en znterfase .
'contlene flbrlllas ae‘largo considerable con un diémetro de - ’Vf,';é
150 a 800 2; posterzormenﬁe otros autores, entre ellos Du praw
codincidieron en gue el dlémet*o‘de 1as fibras en lnter:ase se
; encent_,aba entre 230 y 250‘ 2 (2,124, 1.25 125) o '

, - El"ébgérvgf‘czoﬁésémas{enﬁﬁetafaSEggrapaiEEGSgPQ; este -
método de extendido, Du Praw mostrs que tada cromosama parece
’consistir'ae una fibra ¢on un difmetro entre 20 y 30 nom, bas—
tante apretada e 1rregularmente doblada en la est:uctu:a carag
tezist,ca del czomosoma. A pésar de qgue curante 1a‘pzepara-
cidfn pueden ocurrirt camblos en ld apariencia y almen51cnes de
la £ibra, la conclusibn mds importante de estos andlisis es -
dque &l cromosoma consiste da unz s6la fibra de cromatina (125,
12%] . ’

Si la fibra es continua en‘ca&a'mzcmﬁhida,puede1asamirse
1a continuidad en &l "duplex™de ADN, lo c¢ual fue confirmado -
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por los estudios de los cromosomas "lampbrush' de los anfibios,
al demostrar la integridad de su eje, siendo sensible ﬁhiéamggf
te a ADNasa (2;31). '

El alto grado defempaquetamientg(del_ADN dentro del cro- ;
mosoma implica gue la fibraﬂbﬁsica,&e«SG nm debe consistir de .
-uné‘&bble.hélicézde ADN superenrgllaaa,:gue=§br'si-misma for— |
ma la ultraestructura. Los modelos uninémicos implican ia ==
exlstenc1a de mis de un nivel de organizacibn estructural denﬁf
tro de la cromatlna y los cromosomas. J

Podemos concluir que el nfimero ae‘fibras de cromatina enm
una célula no es muy grande ni excede el nfmero de crométldas‘?
sxenao en el humano 92

-Ia apariencia de la fibra de cromatina ha sido descrita
'cam0~nuacsa,,irreguiar;fhinchada-y*abulta&a a partir de m-i‘c:::éff
fgrafiaé'eIEGErénicas; Las fibras parecen no tener regﬁlarldad
en dlémetro y superficie {101).

Se acepta que el dlémetro promedlo de las flbras S8 en———
ucuentra.entre;zopﬂy 300,3, las‘ﬁlbras ch‘ﬁlémetrqs mzyores é’j
se explican por el efébto ﬂe-la,cdlchicina. Se cree gue por o
efecto de la colchicina y'cftos'vanenbsimitéticps‘el»ezceso de!
calcio no es quelado al no formarse las fibras del’ﬁﬁso a¢ro@§é
tico. Este exceso de calcio puede actuar en las proteinas con!
tractiles de la crcmatina_enﬂfo:ﬁa\CQmparable a su ﬁﬁnCiﬁn‘enf
el misculo. En cambio se pueden obtener Fibras mis delgadas
por un exceso de manipulacibn. En microscopia electrdnica las’
fibras se estrechan por las fuerzas meclnicas a gue Son some=
tidas. ILa adicién.de;susﬁancias gquimicas en forma de solucio |
nes amortiguadoras también tiende a adelgazar las fibras. Por
otra parte debe considerarse la pérdida de protefinas dnrante
la extracceifn, principalmente de las no histdnicas (10L,115). -




”;czemepto en la suceptibilic

Ia masa seca del,nﬁcleo de.un 11nf0c1to humano se ha cal :
culaao an 45 X 10 =12 gg‘ D1v1dlendo esta masa entre la‘masa —f
- de una mlcra de fibra de cromatlna tenemos 76, DOOAgm o 7.6 cn
_ de flbra‘de cromatlna par nﬁcleo. i consideramos el radioc
\ADN; £ibra. de cramatlna, spria de 220 Lot 7 6 cm 6 28. "M]
‘podemos conclulr aue»hay aprOXLmadamente 29 ldrgos de.ADN'en

‘dada largo de fibra de cromatinma (101).

3. EL NUCLEOSOMA. UNIDAD ESTRUCTURAL BASICA DE LA CROMATINA

Prev1amente al modelo del,nucleosoma se crefa que- el EDN
“de la,cromatlna, en. forma de aoble héllce, g encontraba cu—-,
bierto exten,‘Vamente por prcteinas., Dada‘la gran aflnldad -
de las- histonas por el ADN, éstas serian 1as responsables de
‘la neutralizacibn de las cargas negatlvas y-de la.compactac16n .
del ADN dentro del “ﬁclee.

Heches tales como la elevaclon de la temperatura de fu-= .
-:516n, la reduclda transcrlpc16n por la aRNpolimerasa y el de«-_'
dad a ADNasa sugerian gue casi todo_i
el ADN de 1a cromatina estabakcnblertc unlfoxmemente.por pxo—\

' teina. )

£l desarrollo del concepto del nucleosoma como subunidad
periédica de la cromatina implica un caubic radical de la es-
tructura de los cromosomas eucaridnticos. = Cada nucleosoma
contiene aproximadamente 200 ph de ADN formando un complejo con
protefnas histonas. Bl interior‘de'1&.Pﬁttf¢ﬁi&ila'caﬁstitﬁyé
un octémerc de histonas con 2 moléculas de cada uno de 4 tipos
diferentes de histonas (H2X, H2B, H3 y H4). EL1 ADN estd enro-
1lado alrededor de esta estructura central y la guinta histo=
.n&,lﬁi, esta géneralmente‘uhiaa ai compleja~perb‘nn:iofmaapar~ f



‘A. Evidencias de la existencia de una estructura periddica ep §

‘ tuvo hace\aproxzmadamente 20 afios, a partir de los estudios -~ ,
- de difraccién de Rayos X efectuados por Wilkins. Ios resultaff

el gue aparece una serie regular de anillos gue se repiten a

86"

‘ ‘A‘gartlr de este modelo surgen infinidad de dudas acerca
de la forma en que interaccionan el ADN vy las histonds y res+ ‘
pecto a 1a formacibn de estructuras de orden sunerlor en los

cromosomas a{partlr ae estas subunldades.
v

o

ka exomatina.

a) Estﬁdioswae;a;iStalcgnaffa de Rayos X. , A
' El primer indicio de la funeibn de las histonas se ob~f¥

dos obtenidos medlante este tlpo de ‘técnicas analiticas indi- f
can la presensla~de una estructura repétitiva dentro de la -- |
cromatinafQIa-cual:se?caracteriza;pprvexhibig‘unfdiagrama:enx:+

intervalos de aproximadamente 100 % (128,129).

VEa,elimiﬁaEiSﬁ'pQE.medios'qﬁimicos ﬂe‘las:histonaskaso¢i§5
das cen el ADN lleva a la desaparicidn ael‘diagramaude‘aifiag*y
cifn. Estos hechos permitieron a Wilkins proponer unnmodelcV/f
de estructura en el cual las histonas envolvian a 1a‘m01écu#a'?
la'&e‘ADN‘detEIMinanﬁo el en:nllami&nto‘sobre'siymisma»y'la -
adopcidn de una conformicibn en superhélice (129).

El refinamiento de la difraccibén de neutrones ha permitidg
reafirmar los datos de Wilkins y precisar la participacitn de ;
cada componente de la cromatina; asi como el tamafio y la forma.
del nucleosgma (109,129). '

b) Digestidn con endonucleasas.

Una evidencia diferente a la anterior fus obsefvada =



por Hewlsh.y Burgoyne (1973). al incubar nﬁcleos de higaao de
rata con una enzima . endégena para fraccionar el ADN en mGlti--
plos integros de*una unidad de longltua de aproylmadamente -
,ZQQpb ClBGL'No;l * (1974]. démostrd el mismo resultado al dige
rir ya sea el nficled o la cromatina aislada con una nucleasa
microcdceica (1311. ’Cﬁando e1.ADNw&igerido.ésgaisladb y se==
parado por'eiectroforESis en geieS‘de acrilamida se obtiene
una serie ae‘bandas, cuyo ‘tamafo suglere un, grupo de mﬁltl-——
plos v submﬁltlplos, con un monémero de 200 pb vy dimeros y ==
trimeros de 400 y- 600 pb (31).

La nucleasa mlcrococclca ¥ la end&gena de higado de rata
1ntroducen rupturas a la doble;hellce ‘del ADN; los efectos si
milares de estas dos enz1mas 1mpllcan que la produccibn de se
ries multlmérlcas refleja algunas caracterfsticas intrinsecas
de la cromatlna nuclear gue son‘mantenldas durante su extrac=
cidn ¥ no como consecuencza de una act;vzdad en21mat1ca.paxt1'
cular {31, 128) '

Las partfoulas més pequefas (zcdﬁb)'répreseﬁtaﬂ nicleoso
mas.y deben tener la longitud del monbmerc pudiendo concluirse
que el “duplex" de ADN debe ir de un nucleosoma al siguiernte
y €s sudéptible‘aliataque5de_uucleasas entre las partfculas -
(31,112). ' '

¢} Visualizacibn de la~particula.

Las subunidades de la cromatina fueron visualizadag por
microscopia electxbnica como particulas discretas por Olins y
Olins (1974) al observar nficleos lisados en interfase por la
técnica de extendido en soluciones amortiguadoras de baja con
centracién salina. Las £ibras de cromatina forman partficulas
esféricas con un didmetro aproximado de 6-8 nm unidas poxr fi-
lamentos de 1.5 nm de difmetro. Estas particulas fueron lla-~
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madas cuerpos”Y" {nu) y tienen apariencia similar en cromatina §
nativa y en cromatina que'ha sido recOnsLituida a partir de = |
sus c0mponentés.' Racimos de cuerpos Y ,.los cuales no pueden f
- resolverse con la técnlca empleada dan aspecto de fibras de -fi
1g-12- nm,y 22~24 nm:(3l“lﬁﬂ,132),

Un estudio detallado de la naturaleza_de las particulas
efectuado por Oudet y‘cols., quienes las llamaron “nucleosomasﬁ
las describe como masas empacadas compactamente cuando se qg;f
servan avpartir~de nficleos liﬁados. Sin’embargo; si las hisé‘?
' tonas ricas en lisina (H1l) se han eliminado de la cromatina —‘%
punaen.verse los nmcleosomnas dlspersos como "cuentas de un xo |
sario”. EL filamento que las une es ADN como lo demuestra la’%
'dlgestién con 1a.nucleasa m1c*ococclca (31 133).

La presencia de nucleosomas en cromatina libre de HL im- |
plica que las histonas ricas en lisina no forman pax&e ;nte—-ls
gral de la partfcula. Este dato es confirmado por el anfilisis
de las hlstonas presentes en el nucleoscma y por - 1o es‘adlos :

“de :econst1tuc16n a partir de las histonas presentes {H23, HZB,
H3 b4 ‘H4) empleanao adenovirus y ADN del fago lamda, Yo gue =-=

. ademfs demuestra que no hay especificidad ;c*secuenclakgara - j
la-formacibn de la particula. ILos nuclecscmas se formzzm in -
vitro sb6lo en presencia de H2A, H2B, H3 y H4 y no se regumiere

 HL ni proteinas no histbnicas (31).

“B. Estructura del Nucleosoma.
a} ConformacifBn de las histonas.
ILos componentes del nucleosoma fueron inferidos pezm — =

Kornberg (1974) a paxtir de las propiedades de los complzjos
de histonas obtenidos cuando estas protefnas eran extrafizs de



12 cromatina y separadas en columnas de Sephadex. Las histonas
H2A, H2B; H3 y H4 se éncuentran en cantidades equimoleculares,
-en cambio la cantidad de Hl es la mitad aé.laS-énteriOres. 'HE>
¥ -H4 se encuentran formando generalmente tetrineros y“HZA ¥ -
H2B const:.tmren dimeros (_1341. *

Estequlmnétrlcamente 100 pb de ADN co:cresponden a la suma
de cada una de las histonas H2A, H2ZB; H3 y H4, por lo que si
cada nucleosoma contiene 200 pb deben existir dos moléculas de
cada una de estas histonas. Con estos datos Ko:nberg»prbpﬁso
el primer modelo para la estructura del nucleosoma; un. oct&me
ro de.hlstonas rodeado por 204 ph de ADN (135}.

- Este modelo no establecia la interacgi&n de las histonas
para formar el octfmero. Postericrmente se sugirif una 'a'so‘cia
cidn & través de.sus estructuras giohulares, a partir de 2 te—
_txémeros formados por'una’molécula aeAcada hlstona, dejanao 11;
‘fbrss»las~colas‘bés;cas,para_;nteracc;ona:'cgn el ADN (Fig. 7}

b} Coaformacitn del ADN,

El nucleasoma aislado a partlr'de la dxgestién con la nu
c_easa.mlcrococclca\cont&ene 200 pb de ADN: esta particula e='
inestable ¥ si la digestifn continfa puede .estabﬂizarse en
una paz:tifczﬂa'de' apréxﬁmaamenﬁe 140~146 pb, gue interaccionan-
con el octidmero de histonas. Este ADN se conoce como “ADN cen
trg1" (corel, siendo su tamafio constante en todas las cromati
nias examinadas. El ADN degradable gue no se encuentra inte-—
raccionando con el nfcleo de histonas se llama ADN " de unién”
{linker) y su longitud varia de especie a espscie (31,102).



bomotfpico - . heterotipico

tetrémerc tetrémero

- cons;stente con los dates actuales (109).

Ca&a particula central se encuentra rodeada por el AD& ,
superenrollaao. 8i 21 ADN se encuentra en la forma B del mo~
delo de Watson=Crick, este debe deformarse para adqulrlz Ia -
nueva configuracibn, enréllado alrededor del nﬁcleo de histo- |
nas. Se han propuesto modelos en los cuales cada 10 pb se —-
produce una inflexibn permitiendo la superhelicidad de Ia mo-
lécula ¥ su interaccidn con el nfcleo de protefinas (Figura 8)
Esta hipbtesis se apoya en estudios de degradacibn del ADN con
ADNasa I, la cual produce cortes peribdicos cada 10 pb, sugi~
riendo gue el ADN gueda mis expuesto en ciertos sitios del nu |
cleosoma {31,112,136%. ' |
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Figura 8. Proyeccién diagramftica de la doble hélice de ADN so-
 bre la superficie del nucleosoma. Las posiciones - -
mis expuestas son cada 10 pares de bases en'cada'caii

na de la conformacidn "duplex" o

Recientemente se,han~pdstulaac~nﬁeﬁns modelos para 1é‘es~
tructura tridimensional del ADN, siendo el mAs conocido el mo-
delo “lado a lado™ (SES) (fig. 9), gue sugiere mayor flexibi--
lidad y una interaccifn mis accesible con el nficleo de histo=—
nas para congiituir el nuclecsoma gue el modelo de Watson — --—
crick (137,138). | | o |
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Dibujos idealizados de (a) el modelo elemental de
Waltson-Crick para la estructura del ADN y (b} estru
tura elemental lado a lado (SBS); c=largo axial de 1
unidad vepetitiva y C, = 2 veces el eje de rotacibn -
perpendicular al-papel (137).



U S S ,ng S

agx;zst;uctu;a«ae ia particula central (coré).

Tas particulas centrales son estxucturas globulares muy
000 dai
tones y ung’ proporclén de ‘histonas /2DN de 1. 1/1. Los est -~,’
ales de dlfracclﬁn de rayos Xy de'neutranes las muestran como

comnactas con.un.pese-mclecular‘de aprox1madamente 20:,

esE nraldes o c111ndr05’cortcs CoR un élametro de 11 nm y una
~altura de 5.5 nm,demostxando, al fgual que los estudles de de
gxadacaﬁn con.ADNHsa I, qne‘el ADN se- encuentra en el exterlor
' de la,particula. La perlodlcldad de los sitios suceptlbles a
AbNasa I permlrleron.suponer gue el ADN deba dar dos vueltas
gededer del. nﬁcleo de hlstonas (103 1281..   '

Las regiones. globula*es lnermes de las hlstonas parecen.4'7
estar fuertemente empaca&as y rodeadas por vueltas de ADN, las

colas b&slcas de.las hlstanas deben 1nteracclonar en forma es,

pec;fica con el ADN, prcducmendo reglones protegiaas altexna-.‘5
T das con: IeglOHES‘EXPUEStaS & ADNasa T. ®dn ¢cuando: ne ha side -

_ demostrade, se consmderaiqpn la particula‘txene un eje de si-
>umetria aoble ¥ que las histonas son las Gnicas respmnsables de.

la constriccibn del ADN paxa.adqulrlr 1a superhelmczdad.y de=

tezmlnan.la arqu;tectura ael nucleosama (109 128).

La‘resoluclﬁn del mapa de las histonas es muy baga para
,pcder definiy mol8culas _ndzv1dnales, pero se ha traba;ado en .
base a la relacitn del octémero de histonas con la superheli~
cidad del ADN para interpretar elwmapa_ﬂa.histonas en forma —
individual. Mirzabekov y cols. (1978} localizavon eitics es—
pecificos a los largc~ae:la“sugeﬁhélice‘ﬁéuﬁﬁNVqHE‘iﬂtéraccﬂg
nan con cada uno de los cuatro tipos ds histonas con lo cual
se puede Ilegar al arreglo Eridimensional de las ocho molécu-
las (138,

De esta configuraeiSa»Seideduce‘qua gl\tEtr&mero‘(83}§£E£iz
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S i i

define la vuelta central de la superhSlice del ADN. Dijleros d
(H2a) (H2B) adicionados uno & cada lado del tetrémer0~p§oducen
-unidn extra de ADN completanaa la superhellc;dad (128) ? ﬁE' +
a nucleosomaS'fbrmadas &nmeamentefpor H3 y‘H4 (109); En-la fl
gurd 10 se muestra la estructurz de la particula central de -
acuerdo al mo&elo de Kornberg {128)‘ ‘

~DNA ,

Figiira T0. Modelo de la partfcula central del nucleoscma {(co=
#e). EL tubo representa la doble h&lice de ADN, -
se muestra el mapa tridimensional de las histonas
y las cubren aproximadamente 146 pb de ADN (128).

El arreglo del ADN en superh&lice condiciona la estructu~
ra sim@trica del nucleosoma dands aproximadamente dos vuszltas



alrededor de las histonas en la parte media de la partfcula.
Ias dos vueltas de la superh&lice casi deben tocarse, y& que
el dismetro de la hélice de BADN es de 20 & v la altura de la.

- particula es de s6io 55 A, SeApneden calcular F-1 partxr de

- esta cbservac16n que las dOS‘vueltas del ADN comprenderan ra
ap:oxzmadamente lSG pb‘ Sln embargo, el _argo del ADE en la
~particula central es de sblo 146 pb, lo. cual'ﬁnlcamente,es -

- SUE1c1ente para una ¥ tres cuartos de vuelf:a£ hacmendc & la

‘ particula wEs angosta en un extxemo. Las dos vueltag se com
pletan eon la part;c;pacmén de Hl {109, 128) . '

'dﬁ El.pﬁciégsema$::panéigipaciﬁnVae.gmgt

El nucleesoma esté foxmado por 1a particula central el
ADN ae unlén‘y la‘}‘"

distona rica én lisina Hl. El contenldp es

» Fde H1 es sﬁlo 1a mltad, 1o gue s;gnlf‘ca gue. el
'Wnuclecscma ioled tlene unﬂeje deAszmetr a y tiene el potenczal -

de ensamblarse en estructurasApolares._ Los‘przmeros estudios
sugerian que la hlstona Hl esta astciada con el ADN de unibn ;
entre las- part;;u}as centrales - Gg,w Estuazas hec‘entes - ::,Mﬂ
afirman que HL esté 1cca11zada en el punto aonae entra v sale o '
el ADN de la particula central Cuando se estudla eromati~

- na que contiene HL el ADN parece entrar y salir de 1a partfen

- la por'el MLSMO punte, eén cambio si sé extrae H1 los extremos

de entrada y salida del ADN parecen estar distanciados mno de

otro (1i1,112,140Y (Figura 11). Esta estructura completa las

dos wieltas del ADN alrededor del nficlec de histonas al adi=-
cionar 10 pb de ADN de unibn en cada extremo de la partfcula.

;tequlcmetrl

Ta histona Hl es una protefna accesoria ya gue no se en~
cuentra en el exterlox‘del nucleosoma y no as esencizl para el
superenrollado del ADN en la particula. Su funcibn parece es-
| tar relacionada con una condensacibn posterior de la cromatina.



La com;gacta Bn del QD& en lel nucleosona |

Tgo .
nueleosoma nam.,d:.da entra el tamafio de l,:,a paxrt

sada por el radio de eznna.cado p O SEeE &l 1a

sale &1 ADN C,‘LZS)
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€. Relacidén sscuencias de ADN/Nucleoscmas (Phasing).

Ia prznc;pal funcxﬁn del nficleo de histonag es compactar
el ADN, por lo gue se esperaria que su interaccién fuera in-
deaendlente de Ia Secuencia de nucledtidos. CualqulerAmolé-
cula de ADN es capaz de formar nucleosamas ln v1tro, lo cual
apoyaria el hecho de gque no. exzstau.secnenCLas especiflcas de
unibn a las hlstonas con mayor'o menor fuerza (112).

‘A pesar de que la mayor parte de los nucleosomas estén
dispuestos «al azar, hay evidencias que sugieren gue em po-=-
cos casos existe una relacién fija entre la localizacibn de-

- las histonas y la secuencia de nuciesti§¢s. - A este fenbme~--

no se le conoce’ como "phaéing"y este términb'ﬁambién se uti
liza para designar cierta regularxda& en 1la longltualdel espa
cio xnternucleosﬁmlco o del ADN de unzén. '

"Phasing™ puede ser generado ya sea- dlrectamente poxr es‘

. peeificidad de secuencla de un16n al nucleosgonma o por‘alguna

,p:cpledad desconcclda del mecanismo de- ensamﬁlado de la cro- -

matina. EL EEJOZ ejemplo para observar &sto 1n vivo- son las
secuencias repetitivas en "tandem" de los genomas eucariontes

< ¥a gue si una Secuencia repetltlva tlenennna longitud de -

200 pb ¥ hay "phasing”, el largo del ADN por nucleosoma debe'
ré ser el‘musmpvgue‘el,aefla secuencia repetitiva. Esto ha
siécxdgmostradOmccn‘los ADNs satélite del ratén (:12).

COn,rESpecto‘a la longitud del ADN en Iosinuclecsomas~se
encontraron diferencias de especie a especie y de tejido a te
jido. EI large del ADN gue forma la particula central siempre
es el mismo (aproximadamente 166 pb), por lo que la variacién
se debe al tamafio del ADN espaciador o de mnién. ILos estu=-=
diocs con ADNasa I demuestran que tambi&n en este ADN de -~ =~
unifn debe tener un nfmero de pares de bases mfltiplo de 10.



. esbe:dato no €s ccncluyente ‘pues- pedria tratarse de dos<mon6

‘Se han postulado varias expllcaclones para este fenémeno ta
-les ccmo un proceso de recorrido de los nficleos de hlstonas v ;
a tray8s de la,nclécula,de ADN o un proceso depenalente de

‘secuencia, prmncxpalmente en fun01on de secuencias repetltl—”{m
}vas y’de dlferenczas en su compactaCLén (31 112). 1

1)

. . A : :.i

’ Evzaenc1as postericres sugleren que nucleosomas a&y ---ij
gentes pueden estar separados por distancias fljas. Por ejemu;

'plo, al»digerlr nucleosomas on exonucleasa III se encontrd e
_'la.szmaClén de: una:ser:e mode:ada de subdimeros, sin embargo*

'_menos EX01ndldOS juntos Y ademés en este exPerlmento no se é¢7}j
detexmmnﬁ el contenldo de Hl en las fracc1ones obtenm&as -»éﬂ:f

. ‘D;‘ Iazeracczanas entre nLcleosomas. - Egtructuras de Orden Su=
pe:io:.;- ' L : : '

hns nucleosomas estén empacadas en forma regnlar‘para w

¢Ihras de 3 matl'am' Las técnicas pV a vmsuallzar‘nUcleosc-
mas han.ldentificado fibrillas ‘de 10nm y fibras de 30 nm. La - |
ncbservacaﬁnnde una n otra depende del método dE-preparac16n ,”f
- emplgaap.b Estudlos :eclentES de mxczosconma electrénxca‘y -y

;difraccmén.de.neutrones apoyan la idea de que las fmb:illas N
.ae»czamatlna de 10 nm estén constituidas por la cadena misma °”ﬂ
de nucleosomas tomando enAcuenta.el difmetro de la particu1a>
(112,128). El aislamiento de fibras de cromatina de 30 nm - |
sé obtiene utilizando solventes suaves, fuerza ifnica modera
da ¥ la presencia de histona Hl en ¢l complejo. Experimentos ©
utilizando variaciones de fuerza iSnica permiten la intexcon
versifn de las f£ibras, lo que sugilere gue la fibra de 30 nm
estS constituida por una superestiuctura de la cadena de nu-
clepsomas (31,109,112).




Se han postulado varios modelos para el arreglo de
la cadena de nucleosomas dentro de las fibras\da\cromatinag
jESEOS'modeiéS'Due&en'&iviairsé en dos grandes grupos: (1) Mo~

delos Solencidales que ‘sugieren un arreglo ccntlnuc de nucleo
‘somas para formar la superhélice y (2) Modelos en supercuentas
‘que proporien un arreglo en subunldaaes especiflcas.

Flnch ¥ Klung (1976) estudlaron fragmentos de cromatina
al'mlcroscoPlo electrbnico en presencia deniveles bajoes de ca
 tiones divalentes y ebservaron fibras cortas y delgadas en =
_un. rango de 30-50 nm‘de,angho.con.est;;ac;oges a través de -
las fibras que'sugiereﬁ'giros pafaleics de una hélice. Estas

fsolen, que 51gn1f1ca tubo o) tﬁnel) y"pastularon el enrolla—-
miento sobre si mismas de las flbras de 10 nm, tenlendo 5=6
?nucleosomas por giro de la hélice alrededor de un canal cen—
tral,; los giros. sucesmvos caen muy cexcanamente sxendoula,—-

- distancia centro—centro de apxoxxmadamente.lOO a. EXperimen
‘tos ‘paralelos de dlfracc16n de rayos X y de neutrones apoyan -
este tipo de -estructura. ¥ sugieren que ia reflexibén caracte-
T‘:1:'5.'.5*1::1.ca de»lO nm se debe al espacio entre las wvueltas de so-

- lencide m&s que a la distancia centro-centro entre nuclecsomas
(112, 109,128,141,1234), |

'Thoma,y Koller (1979) demostraron que la fibra de 10 nm

' se encuentra s6lo en condiciones de fuerza ibnica muy baja y
ocurre cuando la cromatina se encuentra en su forma mis exten
dida . Incrementando la fuerza ibnica la fibra pasa de un £i
lamento de nucleosomas a una estructura en zig Zag y eventual
mente a un solenoide (112,128,140).

En base a estos estudios se propuso €l mecanismo por el
cuzl H1 produce el enrollamiento del Ffilamento de 10 nm en la
fibra de 30 nm. DPebido & gque el ADN entra y sdle en sitios =



»
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muy. CeICanOS del mismse lado del nucleasoma 1as formag inter=

medias aéquleren una,aparlenc1a de =zig zdag. Las reg;oneg»ae-;
H1l de rnuglecsomas aayacentes parecen estar proximas en con-=- '
tactc, sunonlendose que. poxr &l 1ncremento de la fuerzga idni-
Ca las moleculas de Hl podrian formar un pel;mero hel;coldal”f
(140).- ;

Este,modelo plantea que la interaccidn entre nuclecsomas
es extremd a extremo, hablende cantacto entre nucleosomas an
cada glro, sin embargo eXLSten otros modelos en los cuales se
planteaAuna interaccibn a través de los extremos de las par-V 
ticulas centrales con las caras orlentadas paralelas o casm>;’
yaralelamente al eje de ia flbra (112 140): En la flgn:a 12 ’
se muestxa la fbrmac;ﬁn de la estructura solvncldal de la
cromatina. ‘ ' o

Las mcdelos en "supercﬂentas“ se refieren a un azrbglofu
de los nucleosomas en raclmos de &~ 8B ., Estas estructuras L
dlscrEtas se han oEservaﬂo POE estuﬂ;os de mzCIO:CGPla elec= -

trﬁnlcaty la dlgestlén comn. nucleasa,mlcrococc1ca permite su #'
alslamiento (31,109, 142). En la figura 13 seumuestraﬂ,algur

nas de ias estructuras ‘de suPercuentas propuestas.

Varias de 1as observaciones propuestas en: est05~nm&elcs_«
'pieden conciliarse con el.modeIOEée superhéllce, Por*Pgemr—v
‘plo, la discontinuidad en ia unién de HL puede zeflejﬁx'la" ”
relativa estabilidad de un gito completh Por otra parte es
tas"supercuentas” pueden considerarse como un estado Interme
dio en la condensacitn de la fibra (112,145].

Un hecho de suma importancia lo constlguye la presencid
de Hl para la formacibn de la fibra de 30 nm. Cromaif~f.*qyg
gaxecen de H1 presentan bajo ciertas condiciones conglomera—
dos ae nucleosomas.51n una estructura yegular y al parecer eg
tos se forman por interacciones entre las histonas de la par

ticula central {(112,128).




Figura 12.

" -
B

Superestructuras helicoidales. Formacién del soie
noide a partir de la cadena de nucleosomas por las
interacciones entre las fhi‘s'tOnas‘, principalmente =
por la polaridad gque da al nucleosoma la molécnlza
de H1 (128}.



Zun cuando se desconoce la localizacidn de las molé&culas °

de Hl en la estrucktura solenoidal; estudios con anticusrpos

 contra Hl sugieren que dében encontrarse en el interior de la
helice (112). S | :

Figura 13. Ios nucleosomas Se pueden arreglar en diferentes
e"sﬁmsﬁuxés pa¥a formar la £ibra bésica de croma "
tina de 20-30 nw. Se muestran ejemplos de HELi-

ces y racimoes (stupercuentas) para formarla {2109}.

4. CROMATINA EN INTERFASE
A. Estructura de la cromatina en interfase (G, ¥ G, I

La fibra de 20-30 nm es la estructura bisica de Iz &re-



 matina en interfase; §in e
S en su diémetro ¥ est%*ctura al pasar‘po*'sus dlferentes esta
dios. Los prlnczpaleS'cambles en ésta estructura se dbservan
durante la replicaclén‘y transcrlpclﬁn uvl ADN, ya que debe
- ser accesible a los complegos enzxméticas gue 1ntervlenen en.

dichos. procescs. '

N La cramatlna hnmana en los periodes Gl v G2 se. encuentra
,iorganlzada en un azzeglo altérnado de asas relat;vamente pe--
-quenas v segmentcs extendldos de la flbra de: cxcmatina cuando
se observan al mitroscopio. electrénmcg pxenaraclones obtenldas
:per‘secado de punto eritico. En preparaczones de: buena call-

dad es posible dﬁf*ﬁiar la acumulacidn de la fibra de cromati—

- nay consiste de una o mﬁltlples conflgurac1ones en asa de va

rios tamahos con<nn punto én el cual 1as fibras parecen4caerﬁ
en,fb:ma,congunta- Erecuentemente la Fibza.se encucntra ple\

.se.supone represenﬁan en 'elazamzentas de una gran dsa con -
solo unoc o dos posibles 51t os de unién {1463 ‘Bstos datos

‘concuerdan oon el gaﬁxén de organmzacxﬁn.reportado en = . =
a por. Benya;atl‘y ‘Wozrcel . (lS?G)Gﬁlenes demostraxon—

’ onsonf-

que 1a longltua cortlnua del ADN de los cromogomas en inter=
fase esté)organiza&b en regiones de asas con un orden deg ===
80 kh, prcbablemente mantenxdas en esa ccn:igﬁraclén por = -~

ARN ¥ Q;Qteinas.-:zstos autores también encontraron unz orga
nizacitn de nucleosomas por regiones y en&recruzamientos en—
tre la fibra de nuclecprotefna &n intervalos de 30-70 kKb <=—

{1477 .

Bl ntmero de gonfiguraciones en asa y fibras extendidas
por genoma humano haploide es del ordeu de 8,000 parz cada ~
‘upa de ellas. Esta cifra representa un minime, pues la cro-—
matina en nlclecs extendidos tiende a condensarse en el cen=
tro del nficleo formando un gran nlners de acumulaciones gue
ze extienden hacia la pex;fezza_con,segm,ntos largos de fi--
bras extendidas y pocas estructuras en asa (146}.



mente nudosa. Ios nudos tienen un dlémetra<promedla de 20'“5
_y'&aEquue 15-18% dé la fibra de cromatlna &s ADN se.ﬁalculaf
gue cada nudo debe. tener : ,690—2 500 pb. Este dato apoya Iaf

lado (143,146,147).
' B. Replicacifn de la cromakina
- ma eucarionte: {1} Répiieacs‘.én semiconservativa del EDR y =

'*\&u = 83. pe;.iﬁw 5 y an Slvu Sl’(#ﬁg}_ﬁﬂ‘{‘a §3Q4M1’“2T
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Tas fibras de cxomatlﬁa eon estructures en asa o exten !
dida de cElulas en G ¥ €, muestran una ayarlencla rcgular- *

estructura solenozdal de ia cadena.de nacleosomas: (2@8 pbY,
los cuales estén arreglados-en grupos de 8-10 para fczmar;f _
girc de la supserhBlice ¥ dar'a la cromatlna 1a apaV;encla i}
vdgp@,. Debido & la superfic1e ablonga ¥ la orientacifn obli*ﬂ

cea de los nudos de cromati
una de estas estructuras IéQIESEh a2 un giro de una estructurf
hsiicaid@iwsemiﬁ;scontlnna, COn. cromatlna extendlaa & cada

2 es p951b1elespecular gue: cada

‘Pos eventos gon necesarios para la duplicacidn dsl

(2} &asponlbili&ad de p:nteinas cromosfmicas. 'L343i5%5§i5fa%
las azstnnas'esté;coord1nada~con la sintes;s«de'ﬁbﬁ}'ﬂﬂurfiéﬂj

‘COB; -

nido de la célula, prcbamemente sus ccmpeiﬂtﬂltfaS regula~

toxics y estxuctnrales derpfoteinas ‘no hlstonas s& «1ntet1zan

al f£inal de iz fase 5 (31,107).

La replicacién se lleva a cabo en gran nimerc &= replico
nes gue sintetizan ADN por el movimiento bidireccional de dos
horguillas de xeplicacibn en direccidn 5f —% 3' a partir ge

un origen central. Replicones diferentes son activados a =~

tisxipos alferentes dirante la fase S, por lo que las reglones
de replicacién se visualizan como "ojos™ (31).



“Pauevos" 'y su ais

-cacidn delJADN.V Fin
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Durante la replicacifn semiconservativa las dos cadenas

,aé=AbN‘sewégparangywSirVEn‘QbmﬁftempladOS paIa la sintesis -

ds 1a§’caaenasvhijasa E17CQmportamiEnt0'&e lés pﬁbtefnas“*h

Be han propuesto tres modelos dlferentes para explzcar el —-:
’.compertamlento de las hlstonas durante la replicac;ﬁn. gg:

una parte, el octémero de higtonas’ poaria ser conservado, las -

~cromatinas hlgas contendrian +ante octameros “viejos" Como: —

buclén pod "a_ser o no al azar. Alterna
tivamente, el octémera de_h stonas podria ser parc;almente -
conservado, p051blemente dl?ldlenaose.a la mltad (tetrémeros)

' y‘poster1ogmente convertldo en 7nfnucleosoma complete per ia
..adlclén de nuevas hlstonas, pudléndose construir varios moden

los para relaclonar 1a dupllcaclén del octimerc con la repli
mente el cct&m’ro:podria GESintegrarse
en sus componentes, las hlstonas entra:ian4posterlermente jun

&G con las recién,slntetlzaaas a fcxmar gl nuclecsoma ge novo
l,—f"“" . I om0 i =k B A T

N -

Al estudiar repllcac16n blogueando la.sintesxs de protei~

U fnas se aemuestza<que el ADN es protegldo de aegradaclén por

" nucleasas en 1z horquilla ds zeylicaCﬂén ¥ que el ADN recién

formado es mds sensible a la digestibn que la cromatina, pero

menos que el ADN puro, por Io gue se postula que finicamente

contiene 50% del ntmero usual de nucleosomas (31).

Por otra parte exlsten estu&los contradlctorlos sobre 1z
uzstr;bucion.ae~1os nicleoscmas en las moléculas hijas, algu-

- nos pogtulan qﬁe:estos se distribuyen en ambas moléculas al =

zay junte con los octémeros recién sintetizados, mientras que
otros sugieren que todos los octémeros “viejos"™ se guedan en



t:vcs ‘en las histopas, sé ha observado gue todos los OGEEmg“g

 cromatina en transcripcidn demostraron que la sintesis de -~ |

106

wna cadena. Es diffcil decidir cual de las dos teorias es 14

verdadera, pues se tienen mGltiples problemas para reconocer
- el material recidn repllcaaa.» Utilizanﬂb‘ﬁércadbres‘raai |

rosv#vnejos" ={=4 quedan en las cadenas v;e;as, mlentras que afj

nlas.cadenas.nuevas se unen‘aucleosomas,nuevos (311@"

. x

Tos octémeros de hmstonas pueden ex1st1r 1ibresj'gsgdeé”f

”clr que no requieren de la interaccifn con el ADN”péra'iﬁ%éé .
’grarse demostrando gque las h;stonas son las ﬁnlcas respensa :
' bles de esta estructura. ' ‘

Se han estudaado las rearreglos que«sufren los nucleoso[ﬁ

mas &urante la,reparaclén.ﬁerADN dafiado por luz U.V. . Bs
'.dific1l reconocer si el rango de sintesis por reparaclén es

f:acnxren simulténeamente.-~

lo que se postula<éste como Sltlo ae xnlc;aclén aella.zepara
cibn y prosigue por rearreglos hacia el ADN ceéntral gue va = ﬁ

Pt S ey

"queaanao maS“jf ﬁé§to. ml;prﬁcesc de EWSamblado ucfnﬁuacu

C. Cromatina en transcripcidn.
zes:estuaics,ée:mmczeéss§4a electrénica, realizados en

ARN se localiza principalmente en cromatina dispersa, tal co
me la cromatina difusa del nficleo en interfase, los “puffs®
de los cromosomas politénicos o las asas de los cromosomas ~. .
“lanpbrush"y en menor grado en cromatina en estructura conden’



- sada. Al fraccionar cromatina dzspersa se sugirid que la
cromatina transcripcionalnente activa estd enriquecida con =
proteinas no histonas, histonas modificadas y ARN naciente y
que'posee propledades fisicas diferentes de las de las frqc-
ciones condensadas © 1nact1vas (109) ‘ ’

7 - El 85%‘561 ADBinuclearyesta-drganizaﬁq en nucleosomas ¥
“sé ha.demcstradQ;que-ﬁanta secuencias de ADN tranécritas‘gcéf
mo”no’traﬁscritas estﬁn'orgaﬁiZaa&s eninuéleoébﬁas; Sin em-
bargo la longitud del.aDN en los nucleosomas varia de especis
' a especie y afin en los diferentes t;pos celulares de un mis—
mo organismo (de 160 & 240 pb). énngueuse-desconcce~elvqri—
gen de est& variacibn se ha tratado de cotrelacioﬁar con la .
actlvldad,tzanscrxpc1onal 1mpllcando al nucleosoma en la re=
gulacidn genética. En base al an&lisis de genes para ARN xl

bosomal, ADN complementar&o a ARN nuclear y ADN’satélxte de

. ratén se puede concluir gue la 1ong1tud del ADN gue gg = =
transcrlb».y no .se transcribe ozganlzado en nucleosomas es

la misma, siendo independiente de laﬁsecuenc1a, la longitud
de la secuencia repetitiva dél.ﬁDﬁ‘satélité'del’rat§n nQ»CQf”(
rresponde a la ipngiﬁuafael»AbnﬂﬁfgéniZaabieﬁ el nucleosoma

| (245 y 195 pb resp_ectﬁamente ) (149).

Las secuencxas transcrltas ¥ no transcritas estén orga~
nizadas en i& misma forma en los nncleosomaé,kpor lo que es
necesario conocer si en la cromatlna~transcr1pczonalmente -
activa seé encuentran estas estructuras, Inicialmente se ha~
hia postulado gue las histonas de la cromatina podian actuar
inactivando a los genes y gue era necesaria su remocién o o]
dificacibn para que dichos genes pudieran ser expresadog (129}.

Estudios posteriores para determinar si los nucleoso=-
mas estin presentes en cromatina en transcripeibn se basan
en la visualizacifn de “cuentas™ en ADNs en transcripeibn por



cbservaciones.alumigzoscopio_electrénico‘y poxr 1a;aetermiha54
. cibn del tamafio de las secuencias de ADN transcrito por digeg
£i6n con nucleasa.micrdcgﬁciCa { segmenéos de 200 pb o SuS'—?
mGltiplos), asi como por<1a suceptibilidad del ADN en t*ans--l
cr1p016n a la ADN asa I. : g

Los primerds'estudiOS de mictogbopia elecktxbnica cén'cré
matina en transciipeibn se realizaron con secuencias coéifl-@
cantes para ARNs ribosomales en Drosophlla y Xenopus encon—-}
trdndose que el ADN estaba completamente “1iso® y s6lo en al’
-gunas preparaciones se ‘encontraron nucleosamas ﬁlspersos-'-,ﬁ
sin embargo cuando estos geneés no estan 51enda transcritos -f
tienen un nfmero anmaluﬂe‘nuclerqmas. En otras secuenc1as
se encontt§ que las»cuénfaS*es*én:preséntes con. ‘una frecuen—ﬂ
- eia menor (60-80%2 que en laslregiOnes noc transcrltas (31, =
1501. i

Eos‘estndios»&eﬁmicroscqpiamelectrﬁnicaféa:ecén~indic554
que‘deEEHeXistir!echierta proporcién un desplazamiento de -
nucieosomas. AL estudiar los genes ﬁggglpbina,x“@vg§$bg@§§§;
en.él‘cviﬁuctoAdel-pollo utilizando nucleasa mierocéccidavséf
demostxé gue los - genes actmvos»estén organizados en unidades
repetitivas de la misma 1ong1tua gue los genes inactivos. =]
Sin embargo se han,encontra&e~d1£eﬁencla5;en»la,orgag;ZQG;Gﬁ;
de los genes bajo transcripcién y los gle son potencialmente
activos, va qﬁeVlos nucleosomas de la CEOmatiua.enptranscfip#
cifn en =i oviducdto parecen ser mis suceptibles a la nuciéa~F
sa microcbccica que los divide mé&s répidament e<en<particulas
individuales gue a las de la cromatina inactiva (151).

La mayor suceptibilidad de la cromatina activa puede ex
plicarse por el hecho de gue los nucleosomas ;eﬁgan‘una-GOnwi
formacifn m&s extendida o por una reduccifn en su nfmero. =
Sin embargo esto es poco probable ya que si asi fuera se es-




peraria una fépiaaldigestiﬁn‘de las secuencias de iﬁtérvéﬁé- _

elén reduciends el nﬁmero de transcrltos én el ADN‘dlgerldo
.{31,151) ' o

DebldO'a la supos;c16n de que parte del gen que se va &
transcribir se une a la ARN’pollmerasa durante la ‘transc 19—
cmén, los nucleosomas deben,ser desplazaaos €n o alrededor -
del sitio de~sinte31s de. ARH, lo cual aifd ulta deternlnar =
la,sen51bllldad del ADN éen esta regifn a la nucleasa microcdc—
cica,. No dbstante asl prebable que cambios transcripcionales
:tamblen ocurran & n;vel de 1a.cadena de nucleasemas (31)

Los estudlos conxADN asa I parecen 1mpllcar que la con=
'fbxmaclén de los nuclecsonas en la crcmatlna activa esté ak—=

te:ada, llevanﬂc a un mayor grado- de expos;clﬁn del ‘ADN en lag

. reglones actzvas que en las 1nact1vas {109).

Los estualos con«nucleasahmlcrocécclca y con: ADNasa I -
apoyan fuertemente la.organlzaclén‘de,la cromatina gctiva en

'sﬁhunldades reptlﬁlvas gque’ ﬁlenen algunas de las prqpiedades:;:'”

del nucleosoma. Por'ctra parte ‘se ha comprobado gue los nu-~

eleosomas activosg contlenen las cuatro_hlstanas centrales s
aunque no: Se ha podido preclsar s relaclén estequlamétrlca-

Pebido a. que se han encontrado tambi&n protefnas’ ‘no histonasy
principalmente del grupo HMG, Se ha postulado gue quiz& algu

nas de estas proteinas reemplazan histonas para producir ---—

ias alteraciones conformacionales de los mucleosomas activos

ilSOlw- '

Estudlcs recmentes senalan\que la.acetllac16n de las his
dal nucleosoma actlvu. -sln:emhargc~exlsten datos;cnntra&ic“ =]
rios al respecto, derivades de estud;os utilizando hiperaceti-
lacién de hlstcnas (31 151} . ’



Ios estudios de microscopia electrdnica indican la ausencia

de estructuras de orden superior en la Crbmatina‘en.tranSﬁHJ,

’ crlpc16n, por lo que se supone gque la nlstona H1 no se,encuen
tra en la c¢romatina activa, ya que esta‘hlstona Darece sexr 1a
zesponsable del primer oxrdan en la superestriuctura. Se ha
sugerldo que H1 es reemplazaaa por proteinas *ho h.sionas -
adyacentes a nucleosomas activos, probablemente ‘del grupo Ol
BHG (109,150}, '

'Las éparentes ﬂisdrepancias entre os hallazgas de;micrdi
~copla -electxdnica y los estudios bzoqnimicos realizados con |
ADN ribosomal podrian ser 1ntexpretadas como variaciones en
las propiedades conﬁoxmac;onales que llevarian a un= suce—vffé
si6n de eventos necesarios para la transcripeidn (31,109). =

Estudios in -v:’:?ti:o con el minicromosoma de SV40 han permi
.tfdn,caractezlzar el Somplejo transcripcional que ccnﬁzene :
la cantléaa normal de las histonas en cromatina y si. se obsef

A;ﬁnafaetcuentanﬁe xbsaria.‘ se ha sugerido gque iz cfomatlnad
activéxse encuentra organizada en nuclecsomas con.la;mlsma‘f?
estrnctura que en la cromatina inmactiva. Bstos estudios afin
deben ser demostrados in wvive (152). 5

D. ©Orden en sl Nficlec.

'D'e'ntro ael apa:‘::ente «d‘esorden de la cromatiﬁna erz ntcleos
IldO‘VBIlOS'hlVElBS de organzzacxén,.asi com0~algﬁusa facto~;
res responsables de este orden.

Comings y Okada (1970} y Lampert (1971) encontraron gque

Iz cromatina tiené un arreglo ordenadeo denktro del nfcleo. =
La cromatina en su estado disperso estd undda a los complejor
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_de poro nucleares y especialmente a la "laminilla anular® -
(annul §1 ¥ ‘esta unifrn persiste frecuentemente por porcio= =
nes de envnivnra huclea:‘nnldaska ia cr@matlna,dQEQBtevmeta—
fase;y‘prosablemente~telofase. I;fcialmente'ia'hﬁévé'énvcl;
tura nuclya; se foxma nar una cercana/asoala015n de vesicuias
pTanas ¢on los cromosamas. Estas vesiculas -parecen. estar ~-
ibrmadas poxr una secczﬁn de envoitura tenlenda una cav1da& -
¥ una membrana exteTTQr y posterlozmenteAcenvezgen en gran—-
aes dreas nasta formanxuna enveltuza completa alrededor de -~
los cramesamas. Los cromosomas se condensan durante la.pre~
faselhacla el interior de la envalrura nuclear debido a los
mﬁltlples s¥tios de un_ﬁn a lag laminillas anulares del comsy
plejo de gszo b4 son‘,ﬁ;yezlntegral'ae la cromatina, tal como
lo indica 1a,presencla de lipldoszen segmentos de memhrana -

nuclear contenlaos en‘_a crcmatina {126,153} .

Gtras cnsexvac;ones sugaeren.qpe.el complego de POXC B
:eqnlere de membranaS'nucleares para la unidn de 1a c:omatlna
o para la 1ntegrldad estructural. Tas laminillas anulares per
B manecen en.la cromatlna‘mlentras gue las partes membranqsas
son disueltas por detezgentes. Los sztios de‘unlén en los ~
cromosomas son especificss en su iocalizaczﬁn,y~la posicifn 1

d& estos sitios sugiere que los cromosomas deben estar envuelv

_ggs;pgi‘ugldades funcionales pequenas, ceon un_patrﬁn ae-uniém
caracteristico. Existen sitios de unibn para las laminillas
anulares con uma distribucifn aparentemente simftrica en‘c:e
mitidas hermanas, habiendc una o dos laminillas anulares in-
corporadas en asas de un crommero ((101).

Ia unidn de cada eramémere~ﬁiene'significancia:evclutiva
ya gue participa en la distribucidn de la cromatina de manerz
cxrdenada despues de la telofase. 5a membrana forma con las
laminillas anulares puntos de dniciacidn, provee la orienta-—
cibn bésica y probablemente algunas fuerzas en el proceso de

4

|

n



trangicidn de telofése @ interfase. La membrana, nuclear —

pod*ia tam"m.en proveer a los elementos cromcsém:_cos de upna =

vup;daﬁ.ﬁuQQ;Qnal especial, el cinetdcoro (101},

Rééienfémenﬁe»se'haﬂaémcéﬁréﬁd‘gue“uﬁa-grahfﬁarﬁe~aé“la

cromating se encuentia adherlda a la membrana nuclear :merte :

perc gue una cantidad aﬁn,mayor‘se.encuen»ra unlda a la por-
c;én Antranuclear de la matrlz proteica del nﬁcleo. Proba~

blemanfe las reg;enes superenrolladas de.la crcmatlna SOW:?"EZ
pro&ucldas por su unidn a proteinas o hlsténlcas en 1alma—-_v
triz protelca. Debido a gue lz unlénnparece efectuarse a —-, 

- de sztvos‘:lcos en A—T, los cuales corresponden a ban

‘»das G o cramémeros, poxr io que gzobablemente estos sitios -_‘f
sean,manteniaos Juntos por‘su unlén a. partes ae la m&trlZ:“7

R pratezcalnuclear 154},

Inlclalmente se hahia pxopuesto que los . 51ﬁ105 de<un15n
de la,crsmatlna a ia membrana,nnclear serv;rian ‘cono sitios

e intciacibn para la replicacifn del ADN. {126 157). Sin em -
“bargo se ha comprobado gue éstos sitios corresponden ﬁblca—’;'

- mente @ zepldcacifn tardia ﬂawggﬁ Tyﬁstgs.estudleg-pégmir

concluir gue la eromatina gen&ticamenté inactiva de zeplica-
 cifn tardia estZ condensada en la superficie interior de la

‘membrana nuclear inerme, en\1a'iaminainvﬁlééz‘y~alredeaar —

-del nucleoloa‘mlentras que el ADﬁ'gen gticamente activo tiene

una localizacibn central unide & la matriz intraniuclear don=
da*yanbgen«esté,aspclaaa‘con:complequ;dg‘rlbonuﬂleqp;oteina>

Afin deba determinarse i la secuencia del ADN o algunos as-—-
pectos de la matiiz proteica determinan esta unién (154).

otro factor qué produce un ordenamiento parcial de la =

Ccromatina nuclear es el ADN ribosomal ascciado con el nucles
lo, va que el nfnmers de nuclecles es con frecuencia mucho me

nor que el nimero de organizadores nucleéolares indicando la
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fusidn de nucleclos. Por lo tanto estos cromosomas €on or-
ganizadores nucleolares se encuentran juntos y producen las
asociaciones de satflites. Se ha observado que el ADN 5§ -
estd asociado con el nucleclo lo cual Ileva al cromosema 1 a
asociarse con los acrocéntricos gue contienen & los organi-

zadores nucleolares (154).

'La heterocromatina tiene por lo tanto una localizacién
bien establecida, ocupando una porcifn definida en el nficleo
en relacifn con la eurocromatina. Asi cromoscmas predominan
temente heterocrométicos, tales como 16$ X inactivos tienden
a ocupar posiciones periféricas en las preparaciones en meta
fase. En el caso @el cromosoma Y algunos sugieren que tam--
bien tiene una localizacién periférica mientras que otros es
tén en desacuerdo (154). o

- Se ha tratado de encontrar un orden de genes en el nf-
cleo y a nivel de cooperacibn en sus funciones normales, sin
embargc 1a fumcitn mormal de un s6lo cromosoma humanc en las .
células hibridas rat6n-humanas, contradice dicho orden (154). |

5. ARREGLO DE LA CROMATINA EN LOS CROMOSOMAS

Ta fibra b&sica de 20~30 nm de la cromatina en interfase
es la base de la estructura molecular de los Cromosomas mitd
ticos. EL ADN de la cromatina adopta diferentes niveles do =
enrollado o helicidad: el primario lo constituye la doble hé
lice de la molécula de ADN (20 ), el secundario el filamento
de nucleosomas (100 ﬁ), y el terciario la estructura solenoi~
dal (200-300 2) . Bste arreglo cromatfnico tiene un radio de
‘empacado del ADN de aproximadamente 50. Dado gue en los cro
mosomas en metafase el rango de empacade debe ser entre = -



5,000 y 10,000 sQn,necesa:iQs,poI 1o:menbs dos Srdenes mas de .
compactacién de la fibra bésica de 20 — 30 nm de }a cromatina |

A. Condensacibn de la fibra de Cromatina.

La fibra bdsica de 20 - 30 nm sufre cambios conformacio~
nales por procesos de condensacifn-decondensacifn a través del
ciclo celular, para producir las diferentes estructuras. :

, Estudios realizados con cromosomas de condensacifn pre- @
matura (CCP) aportanAevlaenc1as de la existencia de un clclo, .
de condensacién cromosémlca intimamente relaclonaao con el -

ciclo celular.

- Los CCP se obtienen al fusionar células mitdticas y en,
'interfase“mediante‘virus Senaéi'inactiéaaos con luz U.V., 1194?
vande a la t&ansfb:maclén del nlcleo en interfase en cromosé- =
mas alscretos bajo la influencia de factores mltétﬂcos. La -
‘morfclogia de los cromosomas dependen del periodo de la in-—
terfase en que ocurra la fusifn, por ejemplo en G; 1os cromo- |
somas tendrin s6lo una cromitida, mienkras que‘en-quconsis“ ]

' Ia estructura de los CCP en Gl revela los cambiosz confor-fﬂ
macionales que tienen lugar en la cromatina y al parecer la- de‘
' condensacibn de los cromosomas de la telofase mitStica se 9;215
duce durante Gy« Este dato se confirma por la meyor sensibi= f
lidad que presentan & la luz U.V. (155). !

Afin cuando se asumib que la cromatina no podia ser con~
densada durante el perfodo S, s¢ ban reconocido cromogomas -
de apariencia pulverizada, ¢on regiones fo condensadas gue -




corresponden a sitios de replicacifn, lo cual permite visua—
' lizar tiempos de replicacifn en los diferentes c;ompsamas_y
- comprobar gque el‘ﬁlﬁimqfSiﬁiq"ﬁeaieglicaciﬁn es el centrbmero.

- Los CCp en,G2 son extendidos ¥
tes a 1log crompsomas de laﬁprofase.nmiﬁtxcaﬁ Lq:na;uraleza
extendida explica la conformacibn de la cromatina en G, cuya

v largos pero-muy‘semeganr

condensacidn se inicia;pQCD después de la replicaicén y con-—

tinua a través de G,, alcanzando su miximo ¢én metafase. Este

dato representa la existencia de un ciclo de condensac;én ———
cromosomica, el cual esti apareado con el ciclo de divisidn
celular en los maniferos (155).

Varios factores han s;do lnvolucrados en 1os:nxocesos e
condensacibn de la cromatina, prlncxpalmente a nivel de modi=~
'f;caclones'ﬂe las{ngteinag‘cromatinmcas;enwespec1al,pgr‘re§gp
ciones tales comd fbsicriiaéiﬁn; acetiiaciSn, metilacibn, =-—
etc. Entre estas modificaciones la fosforilacidn de las his
tonas, grimor’dialmente de H1, es el candidato mi&s favorable
para ser el factor regulador de la condensacién cromosémica.

Se ha propuesto que la forma fbsfbrilaaa.de;Hifpuedé‘gg
tar involucrada en la iniciacibn de la condensaci6ri cromosc—
mica o en mantener el estado condensado de la cromatina. Es
te dato parece improbable va dque en presencia de cloruro de
zine, el cual inhibe a la fosfatasa in vivo y preserva la =
forma altamente fosforilada de la histona H1 en metafase; no
se previene la dispersithn de los cromescmas al final de la -
mitosis. Al parecer la actividad de fosforilacitn de H1 estd

relacionada con el inicio mit6tico en el eciclo celular y sugie

re gue la fosfocinasa de la histona HL esti involucrada en la
iniciacibn de 1z mitosis. Datos experimentales con una linea
‘celular deficiente en la fosforilacién de H1l demuestran que

su fosforilacibn controla los pasos de iniciacibn de la mito-



sis a través de la condéensacién cromosbmica (113,114,141},
Qtrc modelo qua explica la lnlﬂl&ﬂlﬁn de la tran51c1on

: de.la cromatlna de un estada difuso & uno conaeﬂsado estd bag

Sado en un camblo en la cenformacxén de.las Eistonas rlcas ' :

.en lisina. - Se sugiere gue debido a un incremento en la ai;r“:

‘nidad de estas histonas por el ADN superenrollado en las par
cfculas centrales en yueltas adyacenites de la eskructura so-
lencidal se genera un nuevo orden de condensacitn del ADN: =
- Las hmstonas'rlcas en l‘$lna ‘se unen p:eferentemente a re—ed

Asi se. fcrmaria.:
'nna nueva. suyerhéllce enAla que lagmayexia de los sitios Ti-
cos en AJT quedarian en 1 interioxr y‘serian inaccesibles a

 }las«pa1imerasas los si 105 promotores<x1cos en K/Ty> Estas —;;
- estructiutas de empaquetamlenﬁo canst.tuyen unlcamente 2% de
 las reguerldas en la transmclon del estado alfuso al conden—ff
- sado. (156),- ‘ ' )

'Esﬁuﬁibs‘de 1iﬁamiento'cruzéab'entre histaﬂas,v'ﬁﬁﬁ se=.

las ricas en llsina repzesentan,sltles da 1nteracc;6n con el_“
'ADN g pe:mlten la’ formaczﬁn.de estructuras de urdan superzorf-
a p&rﬁ_r de la £ibra. bészca de 20-30 nm‘que es la finica unx-f
- dad b&sica para la estructura supariar de los cromosamas’ (1571

Los estudios indcidles gaxa;dete:minax-ei contenido pro
tefco eén c€lulas en interfase y éﬂ‘mitosis;»hc_aémbstraronfwf
deficiencias significativas (115). Sin embarge, recientemen
te se ha observado la desaparicibn en mitosis de iaaprcteiﬁa

“A24 presente en la interfase. Estad proteina es una forma con
jugada de ubiquitina v H2A a través de un puente entre la ~
lisina de 1a pﬁSlCléﬂ 119 de H2A y 21 aminofcids terminal -
cool de la ubiguitina. Al parecer H23 es convertida en.Azé
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durante la fase Gl ¥ su dlSOClaClén es un fenbmeno dindmico
entre interfase y mitosis. E1 extremo COCH terminal de H2A
esfumamente~b551co:gontenlendorgrgpas-aminé cargados e imida

-zol, los cuales deben quedar expuestos ez la supeffiCieudel

nucleosona. En interfase, la ubiquftina bloquea‘es%as colas,
pero en mitosis pueden 1nteracclonar con los grupos fosfato
expuestos de las hlstonas Hi y“HB locallzados en su extremo
am;ng.},SlHA24,est& tentativamente distribuida en 1ntervalos
regtlaressA‘lg largo de la fibrilla deﬁnucleosqﬁas,q?e‘ior—-

‘ma la £ibra solenoidal o de supercuentas de 20 - 30 nm, pue—

de asumirse que en cada vueltaun. nucleosoma expone la cola

' cargada positivamente del extremo NH de H2A e interacciona

con los‘abundantes_grupos iosﬁato:ag H1 y H3 a lo laxrgo de 1la
fibra. En éste mecanismo se han implicado dos enzimas, una
que 1ibera la ubiqﬁitlna de HZA.en la, tra51c16n de fase Gz

’ﬁffb‘fédfcr imporfante‘én'iéFCQndensacién de la cromati.
na y‘enwmantener su estructura compacta durante la m;toszs, ,
es la trdn51c16n rever51ble de grupos SH en puentes’ S-sen. . ..
las proteinas asoczadas a la cromatiha. Tos cromosomas ob
tenidos en presencaa,ae agentes que reacclenan.cop‘JQS-grur
pos SH, yva sea blogueando o incremeﬁtanda'ia“tranSiciSn4- -
SH~SS adguieren una aparlenc1a.mengs conaensaaa, su aspecto
es nudoso con seccionés altamente estrechaaas y cromatina -
con apariencia de una masa de lanavo-algodén‘en.lugar de las
tradicionales formas compactas lo cual apoya la teoria de -
condensacitn mediante puentes S-S entre proteinas cromosSmi—
cas especificas (158).

B. Modelos de la estructura cromosbmica. .

Un gran nlmerc de modelos han sido propuestos para expli
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car como se dobla, pliega o enrolla la fibra de cromatina de
20-30 nm de una manera compacta para adquirir las d.:mens:.ones
de un cromosomz en metafase:. El modelo propuesto por Du == .
Braw {1966) conocido como el modelo de "la f£ibra doblada™ j
(Pigura 14)) estd bas'ad’é en la estructura visible de cromose.

‘mas: integros preparados poxr :métodos moaernos y tiene las si-
‘guz.e.ni‘.es caracterist1cas~ uzn

1. Zntes de la replicacibn en la interfase, cada cromosoma -

~ es concebido como una larga mol&cula de desoxirribonucieopro

tefna (PPN} en Ia cual la doble hélice de ADN forma el eje =

. estructural principal. Esta f£ibra de DNP se encuentra dobla
- da zepefidamenﬁé ¥ al azar sobre si misma tanto longitudinal.

cono tzansversalmente para constituir el cuerpo de la cromé-
tida.

2. Esta cromitida unitaria replica durante el periodo S en

dos o mis horguillas de replicacibn, danao lugar a dos c::omé

+tidag unitarias hermanas mani:en:.das juntas pox- reglones no -

replicadas .

3. Durante la profase, los pares de crom&tidas unitarias se

doblan para formar los cromosomas yisibles, las cromgtidas = -

hermanascontinuan unidas por segmentog minimos de ADN no re
plicado, . especialmente en la regibn centrom€rica. Estas -

- regiones se replz.can antes de la anafase y se produce 1a -

sepazacic’in de las crcmé.tldass

4. Durante la profase y metafase las fibras hijas se doblan
en forma reproducible de una generacidn a otra.

5. En telofase las crom&tidas condensadas de la anafazse se
desdoblan reteniendo su posicibn relativa en el nfclec sxn -
interfase posiblemente por unidn con la membrana nucleas': re
cién formada.



Figura 14.

Diagrama ilustrando el modelo de "la fibra doblada®
de la estructura cromosbmica. (A} Cada cromosoma no
replicade {cromftida) es esSencialmente una sola fi-
bra de 200-5006 &, Ia cual contiene a 1a hélice de =
ADY superenrollada. (B) La replicacibn de 1o6s crome

somag ocurre en varios sitios a lo largo de la fi==

bra; la ADN polimerasa cataliza la sintesis de EPH
en las harquﬁllas, {C] Lios segmentos de replica-—
ci6n tardia en &l centxBmero y otros sitiog mantis-
nen unidas las coromSkidas {127). :



 meros modelos uninémlcos

6 Las crem&tlﬁas 1o son necesarlamenfe lineales en organ1~“3

zac;én.. EL teldmero gené ico no necesarlamente cexresponde é
al cltoldgLCG, -

Entre las cbjeciones a este models se encuentra el he-— -
cho de que la anafase se inicie con la replicacién del cen—-=. '
- txbrierc ya gue’ los datas reférentes a su‘repllcaclén tardia. “;
no son concluyentes. Por ctra paxte &ebzde a1 concepto de_,jﬁ

este‘modelo el fénémene de Iuptura ¥ zeunlén con 1ntercam~'

- bio de segmenﬁos gue’ ocuzre‘entre cxométldas hermanas duran ff
te 1a.mit051s. : s g o - : o

. EL modelo de. 1a‘f1bra~doblada es relatlvamente senc;llo i
- .para explicar la. compieja estructura ée:les cramasomas mlté--

- ticos, pero tiene una gran importancia ya que es de log pri=-
y ademds ha servido ae.base para.mo_}
delos que incazperan log aaﬁas m&s reeientes sobre 1a és~rﬁ;
tL:a de la cromatina. ' '

St

Bstuﬁlas mediante técnlcas de ae9351c16n me. tzcaAen"

A,part;r de. abse*vaciones &e la des;n agracién.paxcial de -~'f
| cramosomasahnmanos‘enumeta*ase, se ha propuesto gue las ¢ro= |
matidas tienen una organizacibn relativamente sencilla basa~ |
da en el doblado y enrollemiento de tma éstfﬁéﬁﬁﬁa ﬁi1iﬁﬁEi”fQ5
ca hueca, regular y larga con un difmetro de aproximadamente ;
400 nm. Esta estructura cilindrica o fibra unitaria corres-
ponde al supersolenoide formado por el enrollamiente de'la -
f£ibra de 30 nm, por lo gus la estructura de una cromitida ==
seria un ordenamiento de h&lices y el radio de contraccibn -
de cada una, en orden ascendente de tamafio seria 7, 6, 40 ¥
5. Este modelo explica los estimados wmasa / unidad de lon
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gitud y muchas de las caracterfsticas de las crom&,z.aas de =~
los cromosomas mitdticos hu;nancs, En estos modelos la con--
tracéibn final de la fibra se produce por un enrbllamieﬁto -
regular en asas de la Ffibra nnitaria;de %00 nm parz dar la -
estructura condensada del crémgscma,(lébrlﬁli.

En 1977 Bahr propone gtied modelo de fibra dobladz basado
=708 el modelo orlgz.na.l de Du Praw y en consideraciones cuan=-
titatdivas poster:.ores de las fibras de cromatina y su arre--
glo en un cromosoma. Este modelo Supone gue en una crométa.
da la fibra se dobla dé manera gue f£orma un cromSmero pasa-
despuds a otro, regresa al primero y asi sucesivamente como
se ilustra en la figura 15. Esta idea se apoya en la estrug
tura de los cromosomas "‘1axgpb£ush"’ suponiendo un acortamien-
to en su configuracifn. Los cromSmeros son por lo tanto acy
mulaciones de flbras‘ddbladas.Enmasas.g'Si un cromosoma es =
extendido en direccisn a su eje longitudinal los cromSmeros
se hacen més pequefios ¥ délgac"ids, en ‘ca‘J‘nbf:i;o , cuando los ércmo,—v ‘.
somas se centraen au;mentan de temafio y se asoclan entre s4
ﬁhasta que ya no pueden ser dz.st:.ngu:.dos., La exte_nszién de los
cromosomas en forma lateral revela mGltiples asas extendiéns
 dose de una cromitida a otra.. A partir del principic de si-

" metria y de la mbn@nemia de las cromitidas se supone que to-
das las conexiones entre cromdtidas hermanas, J.ncluyen&o el -~
centrfmero, son asas mutuamente extendidas a cada cromdtida
y ancladas en la cromitida hermana opuesta por uniones sali=
nas, puentes disulfuro u otros enlaces pzbteiqos\qué:scn ai-
sueltos por cambios en el ciclo celular (101).

Eparehtemente un cronoscma es Una.estrﬁcturataelECaaé,y5
fdcilmente desordenada compuesta exclusivamente de fibras y
sus estructuras especificas. Debido a los métodos de extrac
ci6n de cromatina empleados, el cinetocoro es eliminado poxr



122

LI

ity -

Figura I5. Esquema simplificado del patr6n de doblado de la
' fibra de cromatina a 1o largo de una cromitida.
Las flechas indican la polaridad de transcripcifn
de la fibra. Modelo propuesto por Bahr (1977)--

{101).



s0 estructura membranosa rica en lipldos, sin embargo BN
celulas fljadas con tetréxmao de asmio aparece Como una es--

tructara 1am~nax'osm19£il;c@m Allparecer cada;croméézda ———

contiene dos filamentos de cinetocore los cuales estdn com—
puestos de un elemento axlal denso con an dlémetro de = =
'20-30 am (lOl 157). '

Es probable que los “duplex" de ADN rec1én SLHtetlzados'

v las flbras de. cromatlna pe:manezcan cercanas hasta la con—
.den5301on.cremosémlca que se inicia en 1a,prefase, la cual
»debe 1nvolucrar g separac;én completa ‘entre lds fibras de
34 Am que co:responde a. la_dlstaHCLa entzre cromﬁtldaSb-‘

hefmanas. Antes de” que la separac16n ocurra las asas dé una_

'crométlda deben unirse a la otra per enlaces pretelces que

sonAdlsueltos én la anafase. Por otra par~e el reconocimlen‘

o eruzads entre las cromﬁtlaas ¥ el establecg
‘ael centromero debe»serV1r pard gque las cadenas que czlglnal

nente eran paralelas den un glro de 90 grados, para quedar -  '
‘cara<a cara y dar la simetffa caracteristica entre crom&tldas,.

ya qgue. constltﬂg.n ;mécenes en.espena cono se demuestra con
los patrones de bandas (101).

'ﬂlento &el asa.?

En base a la hlpéte51s de gue las proteinas no hlsténl-'

cas tlenen una funcién estructural de orden sunerlor‘ s& han
propuesto otro tipo de modelos de la estructura cromosémica.
Al remover las histonas de 1bs’chmOSomas~ep ﬁetaf3§éwpor*—-
competencia con polianiones de sulfato de dextrén y heparina
se obtienen estructuras que sugieren la existencia de un es-
quéleto gue mantiene la estriictura del cromosoma (31).

Adolph, Cheng v Laemmli (1977) encontraron que 1los cfo-
mosomas de células Hela en metafase mantienen su estructura

después de remover las histonas y la mayorfa de las ho his-——

ténicas sedimentan con un rango reducido v tienen un radio -

I

il



o a la estructura de armazén, Los cromosomas: lzbres de hlste’“"

- mas intactos gue es de 1:2.2.  Las proteinas remanentes ’re-if
.presentan ﬁnlcamente el 8% de las Proteinas cromosdmlcas,

_.tonas b alslarse por grandlentes de sacarosa.‘ Al exammnarlc“é
al mlcroscepzo electrénlce se observa una estructura fibrosa -

‘tualmente nlnguna hlstona (163),

- mayoria de dos cases, axmazones gue gienen 1a fcxma de cromé,H

 sim1lar a Ia de los cromosomas intagtos (164)

EDN{p;otéiﬁa de 1:0.16 comparado con el valor de ldcherd§o $

va el tamano h'd fcrma de los cromosomas 1ntactas al cual se -;ﬁ

!

.nne el.ADN. "El armazén_puede separdrse del ADN tratando 5

cromatlna £on. nucleasa mzcrocﬁccxca antes de- remgver'las,h

con. el tamano v fcrma de pares de crométldas 1ntactas._ 12954 'bf
estas estructuras se encuentra menas de 0. 1% de ADN‘y Vlr— --ﬂ

?anlsan ¥ Laemml. (1977) propusxeron un modelo en base .

nas a&quieren una forma expandi&a con asas de ADN de 10»- 31 ‘
}im (30~90 pb) que ve»extlenden & partlr de. puntos adyacen-*3

tés a 10 lazgo del armazﬁn central formando un "halo“’ ‘El*”
armazén parece consistiz de una densa red ae fibras. En la

tidas hermanas conectadas por el centrémero estén unidos ﬁnxtw
;camente por pocas flbzas con una dzs»rmbuc;&n longztudlnal ~.f

_ Este tpo de modelc concueraa con,modelos anterlores pa 
ra la estructura cromosSmica, tales como el propuesto por -=
S%nbbleflgl y:yrag_(197l}, gquienes en base a estudios de mi-

croscopfa electrbnica utilizando cromosomas de Hamster chino |

sujetos a fuerzas a dilatacién sugirieron gue cada cromiti=
da contiene 2 cintds formadas por muchas fibras paralelas de
desoxirribonucleoproteina enrollada alrededor de un nfcleo -
que contiene 25% del ADN vy las asas ﬁe—“epicrcmatina"‘estgn"
unidas a4 lo largo de €1 (165}, :sin»éﬁbarngics nuevos mode—
lGS‘EE-esﬁrucﬁura en basé a‘un‘a*mazéﬁ son uninémicos y no



las bases nltrogenadas como eje central de 1a‘cromatzéam' Esf‘
te mo&elo se basa en estudios con cfomosamas ;ntegros Ezlata_">

dos mediante el uso de agentes qﬁelantes para removex Ios ==
_ catienes dlvalentes, lo cual 1ncrementa-sn d&émetro y‘asf se
observan una serie ‘de asas- radlales_de la fibra.de 10 nm aso”j
7czaaas en.la reglén central. Ta longltud de las asas varfia -
}ae 3 -4 am lo cual -es compat tible con las observa91cnes en

los Cromosomas libres de hlstonas. Lcs cromosomas txahados '
con hexilén gllcol revelan una estructura”radlante sxmétrlca
,,més ccmpacta, en 1a cual las fibras prayectaaas son de aproxz
'::maaamente 50 nm de 6i§metro y estén probablemente\r,ﬁ’éiona-
,,aas con el solenolde de 30 nmﬁpor 1o que 8s5ta es la forma més
cempacta de las asas; las cuales contlnuan ataaas al‘azmazén
central4y darén la estructura final de los cromosomaS*zntactos:

Tsen metafase.

7 ) ccmlngs y—Okada.no gpqyan el.concepto de armazén en los .
yfcromosomas deblda & que tales estruc uras no han’ s;do wistas
en muchas de 1as preparac;ones gara.m.crcscopia electxénica ’ -
de ‘secciones flnas © Cromosomas 1ntegros en‘metafase, ademis
en los cromosomas parclalmente dispersos las fibras suber£1-7
- ciales faxman-asas.1ateraleszmient:as‘gpa.las'Gentraleslpermg’
necen compactas. Cuando l0S CTOMOSOmMAS SOD. SXpuestos a cual
quier manipulaci6n adicional las fibras centzales tienden a
arracimarse ydar la impresién de nficleos centrales (115,167).
Estos autores realizaron dos estudios para demostrar que el
armazén proteico ﬁb~égis£é; por una parte untilizaron tincio-
nes pxcte;cas~para exanindr ¢romosomas aislados y c&lulas mi
t&t;cas encontrando gie al usar tlncidn regresiva con EDTA =«
se tifien particulas de ribonucleoproteina en la pexiferia de
los cromosomas perc no en su parte central y al tefiir con deci
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cido\fosfbtﬁhgsticéVse van’ﬁniCamente 1as=p1acas del cineto= _ |
coro. BAdemSs los cromosomas aislados fueron dispersados par
cialmente para dismimuir las altas concentyaciones de cromas=
tina en el centro del cromosoma, tratfindolos con acetato de
amonio 4 o NaCl 2M para eliminar las hiStOnasﬂﬁ‘diSPErsarﬁf'
el ADN. Bajb éstas condiciones no se observs ningﬁn armazéh}V‘
cromosdhlco por lo . que concluyen que se trata de un artefac— Q%
tral v de 1a agregacxén de proteinas no hlstonas en cromosomas
'1ibres -de histonas (167}. ' '

Las observaciones de microscopia electrSnica concuerdan
con lo encontrado por Marsden y Laemmli (166), pero difieren §
en la interpretacién de la estructura. central.' Si laS*rDSeéf'5
- tas gue pueaen obServazse en la cromatina son‘:eales ¥ oson
‘mantenidas juntas por proteinas no hlstonas, =1 pedria visua B
Iizar una estructura en la cual la base de las rosetas se con ﬁ
grega en el centro del cromosoma y las asas son perxférlca-—bf‘
mente” radialesm La otra‘alternatlva es gue conforme los cro
vmosomas condensan las bases nitrogenadas de lag asas; se en-
cuentren en cualgu;er lugar dentro de wi Cromosomd y o en .
‘la.9051016n centrals; Dependlendo de la distancia 1nterasa se 5
formarian crombmeros cada vez méds grandes, gue resultarfan en- j
los tipicos patrones de bandas en metafase y la condensacibn k
final llevarfa a cromatina altamente condensada en el centro j
v asas periféricas, lo qne permite proponer un modelo de asas
cromoméricas (167,168).

S i,

Existen bisicamente tres tipos de modelos para la estruc!
tura de los cromosomas en metafase: (1) los cromosamas'cqn.ﬁn 
nficleo central de proteina manteniendo la continuidad lineal
del cromosoma; {2) cromosomas donde la continuidad lineal es
mantenida Gnicamente por el ADN y (3) algunos intermedios en
los cuales la asociacidn de algunas proteinas (histonas o 'no
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hlstonas) ayudan a moldear el cromosoma, aunque 1d continui~

dad es mantenlda por'el ADN.

En base al trabajo de Okada y Comings (157) el primer ti-
PO de modelo puede ser descartado y por otra parte es dlficll
d;ferenclar.entre los modelos del segundo ¥ tercer tipo ya =-
gque en los cromosomas "lampbrush® la integridad cromosbmica -
‘es ‘sensible a ADNasa I pero morfolSgicamente algunas regiones
sSugieren una agregacién de asas adyacentes.

Es importante sefialar que los modelos descritos s6lo se
refieren a estructuras generales de los cromosomas como el ==
nﬁcleosoma, la flbra solen01dal o los filtimos niveles de or=-
ganizacibn en los ‘modelos propuestos. g;n.embargo;tamblen,w-
,exlsten estructu;as especifmgas‘dependienteslﬂemsecueacias-f‘
de nucledtidos. EstaSveSEfucturastsgnfpues;asvdewmanifieste

por la presencia de patrores aevb§n§a$.QSPEQifiCQspeﬁﬂcaaa,—e;.M<

cromosoma, lo cual sugiere estructuras de orden superior di--—
- ferentes, ILas implicacibnes dEwestaSwObServacibneé?gara.1a

_ estructura de los cromosomnas se discditen an &l ¢ pi%uloisi%ﬁ-
guientes ‘



RENTES PATRONES DE BANDAS Y.
LA ESTRUCTURA CROMOSOMICA.

Cuando se obgervan al m.c*cscoplo éptlco cromosomas fi=

,jados, en metanol-a01do acétivc 3:1 ¥y tenldos con Giemsa, se -

ven como estructuras CLlIndrlcas compactas pudiendo 1aent1f1:
carse unlcamente el centrémevo, las constricciones. secunda-—v
rias ¥ los satélites citol6gicos. Estas estructuras no permi
‘ten cbtener nlnguna informacifn acerca del arreglo &el.ADN 4
las proteinas que forman la cromatina. ) '

E1l descubrxmlento de nuevos procedlmlentos de tlnc16n
‘capaces de produczr ‘patrones especifmcos de'bandas & lo largo
de los CIOMOSOmAS, permxten su zdentificac16n}1ndividual, lo
cual facilita los estudios de mapeo y la deteccibn de padecz
‘ mlentos genét&ccs producto de aberraclones cromosémlcas. Des
de un punto de vista bidsico las bandas deben originarse por

vaxlaclones,lqcales~y reproducibles de 1a ultraestructura dei

 cromosoma, ya que tratamientos con reactivos diféerentes son -
capaces de proaucir'esenciélﬁenfé el mismo patrén de bandas.
‘A pesar de que se sabe poco acerca de la estructura y -
‘origen de las bandas cromosémicas varios tipos de modelos han
gido propuestos para fraﬁar~ééwexplicarlass Existen~modelos
que sugieren que las bandas son el resultado de diferencias .
en la‘dlstrlbuc16n del material eromosémico ¥y representan con
centxaCLQnes de ADN producidas por un empaguetamiento mis ~--.
compacto de la fibra de nuclecoproteina. Otros modelos prope
nen que las bandas representan ¥egiones gue poseen © Carecsi
de ciertas secuencias de ADN o regiones con concentraciones
extremas de bases (ricas en A-T o ricas en G-C). Por dltimo
se ha planteado gue las bandas son resultado de variaciones

I
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‘en las asociaciones del ADN con las proteinas cromosSmicas, |
i RO : W e £ S ’ ‘ |
preferentemente con las no histonas (31).

' 1. MECANISMOS DE PRODUCCION DE BANDAS.

Los pr1n01pales reactlvos utlllzados para generaz Banda

coma la mezcla de colorantes qfﬁf,cos de G;e;sa. El patﬁdn
de ban&as visualizado porwﬂuereséencia es Cénocide como ba'
das- Q‘y el que se produce después de tlnc16n4guimlca COﬁo £
.bandas_G, Ambas téchnd as'requle:en.poca man;pula316n de los |
cromosonas y los patrones ‘de bandas obtenldos con casi ldén-&

ticcs EnfrE’éff Bajo CIertas cendlclones iz tlnc15n com = =

. exactamente el reverso ae los Q v G. Los tratamlentos seve—gz
ros de las cromosomas y'la tin"lén csn,Gaemsa llevan & p;o, ‘

samente., Médlante ?fatamlentos diferentes pueden obteneﬁse »
otrcs patrones de bandas tales como las bandas T (telémexos) |

‘Q las bandas NOR (reg1anes de oxganxzadores nuc1eolaresL&;;;ﬁ

Desde eltpunto de v1sta ﬂe la estrnctura cromosémlca def?
be cuestionarse cufles son los efectos de los dlferentes t.a i
tamientos para produczr los varzados patrones de bamias,E es -
decir, con qué nivel de la estruc%ura CrONoSﬁElca 1ntezacc10 ,
‘man y qué tipo de estructurds o arreglos de la “£ibra de crn“-?
matina son puestos de manlflesto por las dlféxﬁntes react »g

vos para producir las bandas.
A. Aceibn de los colorantes fluorescerites.

La guinacrina (Atebrina) es un colorante de acridinma, el .
cual fue usado como agente antimalérico durante la Segunda -



- Guerra Mundial y- continua teniendo un uso lImltado como agen,
te ant;protozoérlco. Su accidn antimaldrica estd basada en i
su capac1dad de combinarse ¢6n el ADN y bloguear la sintesis
de ARN. Los colorantes de acridina tales como: la gulnacrlna
c.la,mostaza de qulnacrlna se comblnan‘mas fuertemenbe con el

ADN nativo que con el ADN depcllmerlza&o. La un16n<es inde~ -

penﬁlente delij en el ranco de 3.7 & 7.4 (21).

Los colorantes de acriaina~y feriantrina (bromuro de eti
dioc) se combinan con el ADN por al menos dos tipos de proce—
so;- EL primerc mediante 1ntercalam1ento de los sistemas --
-pianos de tres anillos entre.pares de bases adyacentes en- da
doble hél1ce;del‘ADNiconﬂunofde=los.gIUPOS‘b581cos activos =~
ceﬁtiguowa.uﬁ radical fosfato libré.  Esto hace del ADN una
 molecula més larga. La‘méxxma.cantldad de colorantes de acri

-‘_ dina que puede sexr unida por. 1nterca1am1ento es de 0 44 mo=~~

_ i&€culas por par de bases ({(una molé&cula de guindcrina por 3.8
 nucle6tidos) lo cual~es‘justamenterl§ cantidad esperada si
el intercalamiento ccurre al azar y los espacios adyacentes
entre pares de bases nbupueden‘ser ocupados (21). '

: .Elznﬁmggé'de:sit o de unibn dlSPCu;blcp pa-*‘;uterCaza
miento es menor en desoxirribonucleoprotéfna que en ADN. Si
daEs preteinas‘se~xémueven,:eSpécialmen%e la fraccibn que coz
tiene a H1, la cantidad de colorante gue puede unirse se in
crementa. A pesar de que el intercalamiento requxere de uns
estrictura de doble héllce, ADN denaturade por c¢alor b's enfzmn
do puede unir bremurc de etidio y colorantes de acridina ak
fgual gue el ADN nativo. EL intercalamiento de estos colorzn
tes es blogueado por cationes divalentes como el Mg2+, gue =

interaccionan ¢on los grupos fosfato (21).

El segundo m8todo de unién de los colorantes de acridiza
&l ADN involucra la unibn adicional de moldculas de colorants

R
N
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'Eafla sunexfleah da la aobie hélmcaAga. 1nteracclcnes electrac
t8ticas con grepos .Eosfata cargados negatlvamente que se en=
,cuentren.dlspoq_bles. En el waso de la qulnacrlna, la.parte
H3_nvelucrada es 1d cadena alifitica &1am1no lateral 1o cual d&‘;
'-camn xesultaﬁc la. éstablllzaclﬁn del. &Dﬁ de doble héllce (2!%.%
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o Azu! de Matileno:

Figura 16. AigLnos colorantes b&s&cos que se unen al ADN (21%‘

No existen evidencias de que los colorantes de acridina,
en particular la quinacrina, se unan significativamente a —
otros componentes cromosSmicos, La fluorescencia de los exo
mosomas fijados tefiidos con mostaza de guinacrina es abolida
por el tratamienﬁa con ADNasa pero no por el tratamiento con



ARNasa o por la remocidn de las proteinas histonas (21).

La mayoria de los colorantes de acridina ¥ fenantrina -
son fluorescente y retienen esta propiedad cuando se unen al
ADN. ersuﬁiblementg'la fiuaresCégciamﬁé la:qpinac:inafyiae
‘colorantes similares es dependiente de la natuzaleza de do=~"
ble h&lice del ADN (169) La ;nteracclén de los colorantes
con el ADN o polinuclebtidos smntétlcos puﬂdeAproduc1r alte~

raciones szgnlflca tivas en la Fluorescencia al intercarlarse

- en el ADN mientras que en el caso de 1aAqu1nacx1na 1z fluo-=
 rescenc1a.puede ser enmascarada por la.ccmpos;clén de pbases
{21y .

B.. Bandas Q.

CaspersonAy cols (1970} ﬁneron los prlmezas en inducir
bandas fluorescentes en 16s cromrosomas humanos, Al tefiir —
preparaciones con colorantes finorescentes tales como mosta

za de ~guinacrina, dfhidrocloruro de gquinacrina y otros deri~

vados de acrldlna y~onservarlos 2l microscopia con luwz U.V.
_se ven bandas flubrescentes transversas de intensidad varia—
ble a lo largo de los cromosomas, lo cual permite su identi-
ficacibny del cromosoma ¥, ¥a gue la parte distal de sus bra-
zos laxgos muestra una intensa fluorescencia lo cual permite
su.ldentzfmcaczén como una masa fluorescente en nlcleos en
interfase (16}.

El razonamiento inicial de Casperson y su grupo al usar
mostaza de guinacrina para tefiir a los cromoscmas fue gque la
molécula de colorante podria interaccionar preferentemente ~
con el ADY¥ rico en G~C. Posteriormente Weisblum y de Haseth
mostraron gue in vitre, el ADN rice en A-T incrementa en for—



 cromatina por int eracclén de los tres anlllcs planos con un E

I del ADH, {2) g mayoria de las zonas pél:.das an t:.:.nc:z.én son. ©
debidas a da falta relatxva de qﬁlnacrlna‘unlda y (3) -esta 1 |
_hlblczﬁn de unlén es predcmlnantemente deb.ﬁa a 1as 3;:3:06\9&1515:j

‘ 1eonens:s (173).  8in embargo hay‘eV1denc1as c;tolﬁ ,casyqué*
_estén en desacuerdo con esta thﬁtes;s. Las zeglones centro—

cla br;llante con.quxnacr;na o mostaza de guinacrins {174},

bases y la estructura secundaria del ADN (175). ‘ . m
, '

— = BV ooooilie olm—— s omimoommomoTma o e
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S ma marcada la fluorescenc1a de ia qulnacrlna, mlentras guef"ﬂ

el ADN rico en(?Cla enmascara { :
nofluorescenc;a'hnn conflrmada 6stos datos.:

Moléculas &ef

170, 171}. |

(1975) llegaron & |
las ‘siguientes conclu51ones. {1 la: quinacrina se une & la —g‘

Posterlormente Comlng, Kovacs y cols.

grupo grande €n la pos;c16n.9, cayendo en unaxpequena;mﬁesca‘”

no. histénxcas (172)

Ev1ﬁencias|¢ztoiog1cas paxa 1a.f1uorescenC1a ae feg;onev}
ricas en A-T fuercon mostradas por Elllson y Barr (19721 en “.ﬁ
los cromosomas gigantes de la mosca de la #ruta Samo da — 1

méricas de los autogomas y del cromosoma X en Mus musculus -~
tienen ADN satélite rico en A-T, pero noc muestxan flnerescenwﬁ

Yo miso ocurre en las regiones hetercerom&ticas ricas en ADN
satélite rico en\AﬁTJde las constriceciones secundarias de los.
cromosomas humanos. Weisblum (1973) sugiere gue €l radio -f:;
AT/GC no debe estar estrictamente relacionado eon la fluores
cencia, sino gue es mis importante la relacién entre pares de

Comings y Dretg concluyexon\Qﬁe un cambic en la composi
cidn de bases a lo largo del crcmosoma (6% an.rmqueza de ArT)




- era ‘{adﬂe'cuaia‘o- para incrementar 50% la fluorescencia relativa
de la quinadr’inai. La fluorescencia de la qu:.nacr:«.na cambia
“con la ‘energfa de las cuat:co bases del APN (176). Esta teo’

- ria resulta adecuada para explicar 1a fluorescenc:.a de la =
quinacrina a todo lo largo del cromosoma y la mayor brillan

: tez de las bandas‘g.b'éuénaayéstas;sonnmuy%b;iilanﬁesu(Hetg
rocromatina comstitutiva) el efecto de la proteina en el —-
\accesé,de la quinacrina al ADN debe ser imyértante;'—ﬁétuaics
con quinacrina tritiada sugieren gue no hay més colorante =
unido al ¢romosoma Y gue a los otros cromosomas y no obstan
te estudios con microandlisis por rayos X su'giefen- que debe
existir un incremento en la cantldad de guinacrina en 1as zo v
nas més br::.llantes L168) ’

Otros auto-r_es ‘han sugerido que ademds de la secuencia'y
repetitividad de bases, la distribucifn d¢ las protefnas y el
 empacado de las fibras de cromatina tienen una participacitn
importante en la induccién de bandas Q (177). ‘Al parecer las -
- proteinas 1o histénicas :.nterv:.enen ln.m:.tanuo el acceso del "
colorante al ADN (1781 .

‘Estudios in Vi'tr'ov con el colorante sint&tico Hoechst ~

33258 muestran gue su fluorescencia es incrementada por ADN
- rico en A-T produciendo un patrén de bandas semejantes a las

bandas @ (176,179} Se sugiere gue el colorante se wne al

ADN por enlaces hidrof6bicos én un amplio surco y no por = =

unibn lateral o intercalamiento en el ADN. Ademds produce -~
- alargamiento de la heterocromatina centromérica cuando se <~
adiciona antes de detener los cultives en metafase. AL - -
igual que con la quinacrina, las proteinas tienen una funcién
menoxr en el bandeo con Hoechst 33258 (168).

Cuando se comparan los patrones producidos con Hoechsk
33258 y con guinacrina sé encuentra una diferencia en el com
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portamientoe de las cénstricciones.sevﬁndarias de los crombéc:&
~ mas humanos 1 y 16. Estas regiones son pélidas con quinacri ﬁ
ng e intensamente fluorescentes con,Hoedhst por 1o gue la -
correlacién de ADN rico en A-T con tincién cromosbmica es s
mﬁs satlsfactorla yva gue estas reglones parecen contener -i—‘¥
~ADWS satélite ricos en A~T (168 180} ' E

La existencia de otros compuestos tales como el 2,2 = -aé
f&i~t—butll~preflav1na vy 4', 6 diamidino-2 fenilindol (DAPI)t”ﬁ
ete: (tabla 5), los cuales se ‘unen pmeferentemente a/ADN r1— ;
co en A=T o Iluorescen.més en presencia de ADN rico en A-T —*’
‘dando patrones de bandas Q (168). o

El uso de nuevos fluorocromos que son especificos para
caaa’bése proveen eviaenéias'més fﬁevtés-de que las bandas in»
‘tercaladas en los cromosomas estdn relacionddas con Varia01o
nes en la composicién de bases a o largo de las crom&tldas ;i
Estas gruesas dlferenclas en .composicitn de: bases pueden ex_,?
’yﬁmcarse Gnicamente por repeticibn Darclal de secuencias ﬁe;ﬁ
ADN. Una banda promealo comprende'apzox1maaamente 106 paxes_%
de nucledtidos y si este gran segmento de ADN estuvxera forwlf
mado por ADN de copia unlca s& pourlaAcaleu¢ar un<brﬁméa:cﬁué—
composicién de bases para cada banda cromosémica. Sin embar
go se ha comprobado que segmentos rices en A-T y segmentos
ricos en G-C se encuentran alternados a lo largo de las cro= |
‘mAtidas (180). | A

Por medio de una técnica autorradiogrdfica para estimar :
1z composicifin de bases de los cromosomas humancs y de SEgm%%¥
tos de ellos, se determinaron las proporciones de bases - =
{AT/GC) a lo largo de extefisiones de ADN, encontréndose va=-

riaciones a lo largo de los cromosomas. Estos datos proveen -
estimados del contenido de ADN en cada cromosoma o segmento

cromosbmico ¥ a partir de ellos se obmerva una correlacidn -




';posztlva entre proporc16n de bases b'd brlllantez.i Laibrlllan—_?i'

:_tez de an. segmente esta relaclonada con\la pIOpQrclﬁn &e ba_j~fnvr¥*f
;ses Y el contenldo de ADN y debe ser consecuencxa de su fun—~

;_clénlv Ios cromesomas.mﬂs rgos-tlenden a tene:funa mayor 1nﬁ"

cual llevaria evolutlvamente a adqulrlr una longltud enAequl—*
'llbrlo.~ Este tlpo de modelo 1=11 con51stente.con 1a organlza-~-
_ c16n cremosﬁmlca encontrada en Xenopus, en la cuar i s

‘Se han reportado correlaciones entre bandas Q~Y“ei arre-
glo estructural de las fibras de cromatina. observadas al mi-
“eroscopic electronico. AL parecer regiones ricas en A-T gue . Hi{
gan und importante funcitn en la formacién de crombmeros a = =
través de lnteracclenes con las prateinas de la matriz ny= =
clear'(1681. o ' '

LSS

A



C. Bandas R y Bandas T.

.~ Ias bandas R o bandas reversas fueron descritas por — —
‘DutriiiauX‘y Leujeune (182). El patxén ae7bahdas R ‘es invera?
so al de las bandas Q/C.v Una mod;f1cac;6n de esta técnlca —w1
produce tlnclén finicamente de los telémeros {Bandas T}. COn,f
esta técnica los telSiercs se tlnen 1ntensamente por lo- que f}
es Gtil para detectar'delecclones h'g transloca01ones de esta ;f
,regién y se producen mediante calentamiento a 87°% solueio-= |
nes amortiguadoras de fesfatos ' t1nc16n con Giemsa o naranja
'Vde acridina (168). ’

. EL mecanismo de produccién de estas bandas no ha sido @i
lucidade, sin embargo, parece ser especifico para regiones =
ricas en G-C. Entre las observaciones para esta aseveracibn

R

se encuentrant

a) ILos tratamientos que con51stentemente producen bandas R - f
son aauellos capaces de denaturar selectivamente al ADN xrico

J—— |
PR

en A-T de las bandas Q/G ¥ dejan en su estado nativo el ADN
- rico en G-C de las bandas R (168). '

b) Los estudios de tincifn con naranja de acridina demues--
tran que el ADN rico en A-T denatura mis rdpidamente que el .|
rico en G-C. EL ADN de una sola cadena tifie de rojo y el de
doble hélice de verde con este colorante (168). B

c) La verificacibn de que la composicién de bases es el prin
cipal factor de la produceibn de bandas R se obtiene del uso
de compuestos fluorescentes que se unen'preferencialmentéval.
ADN rico en G-C muestran una mayor fluorescencia en sSu pre-—— |
sencia. Ias bandas R pueden ser producidas por antibifticos
de cromomicina, tales como la cromomicina Agr olivomicina



;y*mitfamicina,(tabla 5) (168, 180,183) . Se encontrd gue si -
los cromosomas tefiidos con cromomicina Ay Se tratan con = -
- ADNasa y sé tinen con Glemsa laS'bandas positivas fluorescen
tés ahora tlnen oscuras; lo que indica protéccidén de las re-
giones ricas en G=C por unlén.&e antibistico (168)

, Un aspecto de las’ bandas R gue nic esta claro es que pue
~ den obtenerse tifiendo ¢on Giemsa debido a gue los colorantes
.-de t1a21na.se unen mejor a ADN denaturaao gue native. Una -
posible expllca016n es. que a las temperaturas empleadas el =
ADN denaturado rico en A-T es parcmalmente extraido mlentras
gue el ADN natlvc-de las ban&as R no lo'es {168) .

v Ios patrones de.bandas cromosémlcas producidas por cier
+tos ¢olorantes fluorescentes pueden.ser‘agmnntados o modlf1~’
cados por contratincién. Los patrones de bandas pueden ser -~ -
inducidos por contratinci6n afin en los casos donde el f£luoro
cromo produce muy poca diferemciacién. El principio general
de. esta ﬁﬁevajmetoaologiawES el uso combinado de un coloran-
 tef1ubrescénte"para el ADN (tinci6n primaria) y la eleccibn

_apropiada de la contratincifn poxr Lplén.anémﬁ_RQ un coloran— - - -

te .no fluorescente ¢ fluorescente en una longitud de onda ai
ferente a la de la tincibn primaria. Por ejemplo el contras
te para los colorantes fluorescentes A-T esuecif;cos, DAPI,~

Hoechst 33258,es muy adecuado si la preparacibn es contrate-
filda con actinomicina D, un ligando no fluorescente con afi-
nidad de unifn al ADN, sin embargo la eleccibn de_cbmbinacigw
nes de dos o mds colorantes debe hacerse en base a los meca-
nismos primarios de incremento de contraste e induccibn de ~

patrones de bandas que muestran gue lds prepiedades espectros

¢bpicas de los colorantes son variables crfticas (184,185).

Varios tipos de tinciones pueden ser utilizados y caen ~
denitro de combinacioneg que tifien: AT/GC & AT/AT y=Gc{AT & =
GC/GC (tabla 6)(184).



: -Qulnacr.na -_ o j : o _ A-T i 455 495

- Daunomcz.na_, R baja L AsT 505 o ‘ 565

DlStamicina A AT = 340 mo fluoxe
Netropsima -~ 7 A¥® . - = . 325 ng - £luore

verde de metile | AT . - = . 638 . - mo fluore
| Vexde malaquita . AT = 626 5o fluo

Mitramicina &€ = - 430 - 580 |
Olivomicina S G=C . - - 440 - 532

Actinomicina D e - ; 55 5 ms fluoresc
7-Emine actinomicina D G-C - ss0 65

COLORANTES CON AFINTIBAD DE UNION POR UN
PAR DE nzasms ES}?ECIE‘TCO DEL— amg (,184)

' | Es?aglﬁ'c“ - Pone de m AbSOICE.GII ’R‘lnorescen
Colorante . - - dad de undbn nifiesto  max. (nm) eencia M
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COMBINECIONES DE COLORANTES PARA HMETODOS DE CON

' TRATINCION Y TIPO DE BANDAS QUE PRODUCEN (18%)

.Co6lorante £luorescente

DADPT
Hoechst 33258

Quinacrina

.anchst 33258

DAPT -

- wincibn primaria  A~T especifica con contratincién G-C especifica

Contratincibn - ' Eféc?:‘p _

Actinomicina D incrementa patrén QFH
Actinomicina D Incrementa patrén QFH
7-amino act:mor

nicina D Incrementa patxfn QF
Actinomicina D Lig. decremento fluotes
T=amnino a.ct::.no cencia total ¥ reglones
micina D - polmérf;cas br:.llantes
Cromomicina A3 Bandas tipo QFH :

| mitramicina Bandas tipo QFH

Eguinomicina Bandas tipo QFH ¥y parte
media. distal del Y.

Tincibn primaria €-C especffica con contratincibn A-T especifica.

Cromomicina A3
Mitryamicina.
Cromomicina

olivomicina

7 axmino actinomicina D

DEPI-DIPT

Hoechst 33258
Mostaza quinascring
Quinacrina

Verde nmetilo Incrementd bandas R

" Verde malaguita Incrementa bandas R
Distamicina A Thcrementa bandas R

Netropsina Incyenents bandas R
. Netropsina Increménta bandas R

Vexde de metils Bandas R

Tincibn primaria A-T especifica con contratincién A-T especificas
DAPE Distamicina A  ZIncrementa bandas C

espedificas (bandas~

BA-DAPI)

- Netropsina Bandas DA=DAPI
Netropsina Bandas DA=DAPI
Distamicina A  Bandas DA~DAPI
Netropsina Decremento bandas QFH

{reduce fluorescencia
Q o no sé afectan ban-~
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‘Un_anéliSis datailado»&eglcs ﬁéﬁaﬁisibs:de contratincidn ~~—
‘puede contribuir al entendiniento de los mecanismos de bandeo
y de la estructura cromosémipa. Los mecanismos de aumento =
'ae‘contraste«o%ae‘prodﬁégiénzde Pat:gges de=hanaésffluéres-—
centes pueaEn sér~deidQs'tipos=,pcz‘transfé:enéia,&etenérgia’
electrénica de un colorante a otro o por'compefencia deg -~ =
nnién‘directaual'ADN@ Dependierido del,tlpo de colorantes em -
bﬁpleados los mecanismos son transferencia de energia de 1a tin
c16n prlmarla a la contratlnCLGn o bien desplazamlento de la
tincién prlmarla por la contrat1nc16n. Con ciertos pares de"
colorantes anbos. mecanismos- son operativos con efectos 51nerr

gistlccs (flgura 17) (184,185).

Las cbnélusiones derivadas de los estudics de coﬁtraﬁin"
c16n son consistentes con 1a- teoria deAque las bandas Q/R =
reflejan varxac;ones complementar;as en composzclén de bases
a 10 1argo de los cromosomas en metafase. Un reflnamlento -
de esta teoria es necesario ya que la dlferenc1a entre ‘ban~~
das Qy Res probablemente debida a cantldades complementa—-,
_rias de racimos de pares de bases A-E g G—C nis quera una re~7
laci6n lineal entre la intensidad de fluorescencza de una =~
banda y su compeszclén de bases (185). 8

 D.‘ Patrones de replicacifn del ADN en relacifn a Bandas
/Gy R ‘

, - La identificacibn de dreas de repllcac16n tardia en los
cromosomas ‘humanos por 1ncorporac16n de tzmldlna—SH, segnlda
por autorradiografia es una técnica citogenética bien ssta=-
blecida; Gtil para distinguir cromosomas morfologlcamente ==
similares (21,186).



: - - contratincién con un .ligando. al ADN sobre la fluo
“reéscencia y unibn de la-tincibn primar:.a. En es—
te ejemplo se asume gue la tincibn primaria y la
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- 3 -ecterante fiucregeente
) 'c‘ﬂmn’i'iﬁc'i?ﬁ "t‘héhﬂaf de- 'oaa-rqfé)' g

B ontratincién (ﬂ'ute de dﬂpluemlemo
, sele:tiu de L ﬂmlia ;riaarh) ' '

Rapresentacz.én esguemdtica de los efectos de una

. contratincién exhiben especificidades de uni6n al

~‘traste fluorescente se incremente por trasferencz_a

ADN complementar:.as A.  La tincibn fluorescente - ‘
primaria en ausencia de contratincitn B. [EL :con~

de energia de exitaci®tn electrbnica de Ia
prmar:.a (donaaor) a 1a contrat:x.ncn.én (:eceptor) C,

.....

A ~es par desplazamlento seleci::x:vo de la tlnc:.én pr:.
- maria. } ‘ Fen o : S

cuando el ADN ha sido marcado con timidina 'BH durante va
rios ta.empos del periodo S y es centrifugado al ‘equilibrio en
CsC1 con ,ADfot;;u:.d:,na-lA 64 de eultivos no s;nm:onlzaaos, es
dparente gue el ADN de replicaciln temprana e€s rico en G-C y
el ADN de replicaci6n tardfa lo es en A-T(168).

Posteriormente, con las t8cnicas de bandeo, 'sek demostxrs
gue las regiones de replicacifin tardia mostradas por estudios
de autorradiografia con timidina’-H en 10s cromosomas humanos
correspondian & bandas Q positivas, mientras que las regiones |
ricas en bandas R contenian ADN de replicacién temprana, lo



cual implica gue las bandas Q/G est&n compuestas de ADN de .
replicacifn tardia riéo engArT*thge lagnbandasigpqgrrespog‘
den a ADN!ae&repiicapién temprana rico en G-¢ (21,168,186) .

Los estudios éoﬁbinaEOS'de‘aﬁtorradiografia ¥ bandas mos - ;
traron que las bandas R son de repl1cac16n temprana y las ban;"
das Q de replzca015n tardia al correlac;onar IntenSLdad de
tlnc16n con mostaza de qulnacrzna“y t;empo de repllca015n den:_”
txro de los Ifimites que 1mpllca el usar autorradiografia cuya
resoluc16n es pobre y muchas veces no llega a deflnlr bandas
mndlviduales (21,31 187). ‘

_ Una técnlca que permite la 1dentlflcac1én de regiones cro‘ﬁ
‘mosfmicas mis restrlngldas es la incorporacibn de BUdR.y tin—‘
cidn con Hoechst 33258, lo cual produce pérdlda de bandas 0 ¥
produccién de un patrén semegante a bandas R. Varlanﬁo el tlem
po de 1ncorporac16n,de BRUAR pueden obtenerse uno u otro tlpo ;4
. dle bandas (168,188). ' 5

Utilizandb pulsos de BUdR pueden. laentlflcazcn regiones—-—=
especiflcas que repllcan en diferentes etapas del periodo S.
Esta metodologfa muestra que las bandas R contienen ADN de re
plicacién temprana y las G ADN de replicacibn tardfa (168,186)
Dutrillaux y cois encontraron gue las bandas R humanas mis ex
tensas eran las primeras en replicar, las bandas Q mas brlllan
tes las Gltimas en hacerlo y gue tiempos intermedios de ¥epli
¢cacibn producian bandas intermedias. Probzblemente hay muy -
poca sobreposicifn en la replicacibn de bandas  y R. Esto es
consistente con la presencia de dos etapas diferentes de la =
fase S como lo indica el andlisis con timidina H en células -
diploides sincronizadas (168,188).

Se ha sugerido que las bandas pudieran corresponder & uni
dades regionales dentro de las cuales sstén organizados los =



feplicbnes; Se supéne gque. cada banda tiene muchos replicbnes,
probablemente més de 100 v es conoczdc cuantos de . &stos deben
renllcarSe para hacer la banda v151ble como un segmento repll
 cante. Por esta razdn cada banda R deba mantener un nmexrc =
: sufzc;ente de repllcones que son activados en varlos tlempos
tempranos en S Y carece de replicones +ardios, ocurrlendo lo
contrarlo en las bandas G (31).

Sin embargqgexisten,evidencia3~en-contra.dewque5las ban-
das\sean,producfélde tiémpbs.de'replicaciﬁn@‘ Por ejemplo en
las células femeninaS“uno‘&e los cromosémas X‘*eplica'taraia
mente con respecto al otro y ‘ambos presentan el mlsmo patrén
de bandas (31,168) .. :

E. Tincibn con Giemsas

ELl Giemsa es una mezcla compleja de colorantes de varios
graads de oxidacibn. Basicamente consiste de azul de metlle~
o, dzures A, B, C y tionina, los cuales xepresentan mcléculas
de-t;azxnaxconléf3f2,l~y 0 grupos metilo respectivamente. =-—
Tanbién contiene el cclcrante‘aéidp‘eosina,:bajpucondiCicnes
normales el Giemsa tifie el nficleo y los cromosomas metacromi-
ticsmente produciendo un color vieleta rojizo oscuro alin cuan
do los cbmpcnentes-bSSicos son m&s azules. Las tiazinas son
moléculas planas cargadas pos;tlvamente gue interadccionan 10n.
camente con los grupos fosfato del ADN unifndose lateralmenfe

a lo largo de la molécula (21,189). Estos colorantes dan hipp
cromismo al aglomerdrse en torno a las bases del ADN. Esto =
resulta en un decremento aa—lajdénsida&~dptica.o~coefiaiente
de extincibn molar del colorante. Una caracteristica adicio-
nal gs la presencia de una meseta en el pico de absorcibn a -
longitudes de onda bajas conocida como metacromasia y resulta

en un cambioc de azul claro (650 nm) a!magenﬁa oscuro {(560-600 nm).



'i'de met;leno o azures‘. Las megores bandas son,las obtenldas

Ay C ¥ taluxdlna son:moderadamea te buenas.- La tlonlna da la =
- metacromasia més pdbre ¥ t1ne & los cromosomas casi unlforme-fﬁ

Ses necesarla, generalment - se. obtlenen\mejores bandas en su

con dzul ‘de metilenoc o azur B. ‘Las Qroducléas per'los azure

mente dando un‘bandec muy dsbll.’ A pesar: ae que la eosina no?ﬁ

_f te est& Qresente en ezceso todcs los gxupas fosfate estén.un1, 
dog a él- En presencza_de cromatina po f£ijada. el radlo gg = —f?
_6 5=-0s 6 Indlcando gue aproxxmadamente la mltad.de los grupgs mf
fosfats estén llbres para unmzse al ADN y és consistente con ;V?

. la estructura en nucleosomas de 1la cromaﬁina.» En presenc;a de

cromatznaffljada con.metanol—&czdc acét1ce 3,,, el radic es -

apraxlmadamente 0.8 va que la fijacidn remueve pzoteinas ¥ Li~ i
bera mis grupos fbsfatc para que 1nteracclonen con el calorane !
| te (168,189? ‘ '

’Cuanﬁé‘ia cromating fijada es tratada con sales calientes |
las proteinas son desmaturalizadas 'y ‘cubren mis ef1c1entemente R

b
/l

Ios grupos fosfato y el radio colorante/grupo fosfato aecrece

a 0.5 (168).

F!’! Baﬁaas C w

‘:E‘;.z 1970 Pardue y €all notaron gue la heterccromatina cen~ |




 sus ﬁreas cercanas ‘ge g_n_n;més 1nteusamente que el rés

. cromnsoma, excepgo el cromosoma Y donde. la parte dlsta~‘de losw
- brazos. largos e 1a reglén¢aue tlne mis 1ntensamente. El tamai B f,
- flo ﬁerlas bandas C puede-varzar de 1nd1v1duo a, 1ndlvzauo y»-mﬁby
ain entre cromosomas homﬁlogos, por 10 que son’ de utllldaa p35 
_ra detectar pol:morfismos. o T : :
'.Eucﬁas i@fezpzétéciénésef se han dado para el mecanismo de
produccifn de bandas C. Ia mds popular es la rdpida reasocia
"c16n.ae secuenczas repetltzvas de ADN’que suglere que cuando
 qlas células enumetafase son tratadas con 501do, &lcali Q. alta
temperatura en soluclén sallnaic1tra;aaa, ek ADN celular es .
__.denaturado v ,.g;enaturado- Se sunone. gie las’ reumnes que con~. ‘;;;;
‘tienen ADNs satélite altamente repetitivos ‘renaturan més répz R
- damente que el ADN menos repetltlvo I193); ' '

El ;estaéc\ del A?;sz después del tratamfento con &lcali pue
de determinarse tifiendo con naranja de acridina, gue produce
flunrescenc;a naranja al unirse a ADN de una séla hélice y
verde con el de dcble h&lice. Mediante esta técnica se en-

contxd gue el aDﬂ'centrqméxlcotxenatura;m&s.régmﬁamente@ Sin
embarge, las bandas C pueden producirse en ADN renaturado o de

‘una sola hélice fijado en formalina, lo cual descarta wn meca-
nisme de produceitn por ripida renaturalizacibn (168,193).

Algunas bandas C heterccrom&ticas aparentemente no contie
nen ADN satélite altamente repetitivo y evidencias experimenta



-2 de héllce sencllla (168)u'

VO'més era de héllce senczlla después de1 tratamlento CGn alcalé

Qurante el proceéso de bandas C y al parecer 1a caracgaTistlca:;
 'ADN de bandas € en los cromoscmas._ Por estudios CQn.IadelSO'E
»Vte el procedlmlento. Aparentemente la pxesencxa de nrateinas_?

ho histonas'que se unen especificamente a la heterccromatina - |

--puede ser mis resmstente_a ia extraccidn por su mayor*cmmPEC~,ﬁ

' G. Bandas G.

(194)‘ El AD?‘de doble hé.lce no une més colorante‘gue el

1i y‘con‘ZXSSC (193 194)._
Observac;ones detallaaas muestran que hay péré;&a de ADN’@

ascclada<a 1la produc016n ae bapndas € es la extraccién del ADN §
de. regiones no corresponalentes a bandas C y la retencitn del j

topos se ve que‘aproxmmadamente 60% del ADN es extraido duran i
centromérica la proteje de extraccibn con &lcalis y sales (19df
Ademds se ha propuesto que el ADN de la regién centrezSrica” -:j

tacidn en estas regiones (168}).

A partir de 1a técn1ca de bandas C se llegd al &esazxcll ,j
de las bandas G (195,196). Existen varios métodos capaces de'f
induczr bandas G e incluyen tratamientos con §1Ca1is,~&§§ergen'i
tes, enzimas proteeliticas, agentes tales como la actimzmicina
D que se adiciona unas horas antes de la detencidn del culkivo
o tratamientos con ADNasa y tincién con Feulgen (31,19%,201).



El patrén de bandas G es muy szmllar al de bandas Q pe:of.

-'dlfieren en que con bandas G los’ centrémeros de casi

.loslcromosemasit,nen oscuro mlentras que ia heter_ roma lna =
centromer1ca generalmente no fluovesce. Lo mismo acurre con

las censtrLCCLGnes secundarlas:de los cxomoscmas 1,9 y'la =

al de los brazos largos del ¥ ~-

:‘luoresce ;ntensamente con'bandas Q’Dero aparece,muy,péllda

.con bandas G.,

El mecanlsmo por el cual las bandas Gtson,producldas aﬁn:

'no se conoce’ con'ceJteza.. Inlbmalmente se cuesclcnaba si los

'vazlados tratamlentos produacian las bandas & ﬁn,camente ponian o

de,manlflesto bandas ya exzstentes.

La correlac‘én'entre bandas C‘y heterocromatlna ccns;_£u _ _
tiva llevo a proponer qﬁe‘las bandas G podian representar,ra- o
giones heterocrom&t cas, descrltas ‘eomo: heterocromatina xn*nr» ’

calary en base pr1n01palmente a LOs patronESxde-zepllcaCL§n -

‘(30, 31, 57, lﬂl, 168) - Setsugi'mé gque la denaﬁurallzaclén ym'

reasoclaczﬁn de secuencias repetltlvas de ADN era respensab&ef

. de las bapdas G de los cxomosqmas.ﬁ SlnAembargo esto qpeda éns_ ,;

'-cargadg‘yaigpe tratam;entos;qon-react;ﬂcs-qua no xnteracclqnan
directamente con el ADN, tales como enzimas protecliticas pue-
den producir bandas Gy ademis algunas regiones C positivas =
_corresponden a bandas G negativas o muy pilidas {193§g. |

Debldc a que 1as bandas G pueden ocaszonatmente ser'axc~
ducidas por*paco o n;ngﬁn tratamiento de los cromosomas, ya -
sea por tinmcibn con Feulgen o por métodos especlalesvde exani
nacidn de czcmcsomas‘enﬂsz por -contraste de fasesv‘michSC@%
pia de luz U.V. o microscopia electfonica, se asumid gue las
bandas estdn siempre presentes y?SSIGVnegésitéﬁ ger incremen—
tadas (10, 155, 168). La confirmacibn de este concepto fus
la observacifn de gue el patyén de bandas G corresponde sxzag




;‘Déb&do a que los Cromosomas melétlcos son siete veces mas ex 
-‘tendldos que lcs mitoticos y el apareamlento:mezétlco 1ncre-f}
. menta los cromémeros, es mucho mds fécil observarlos en pa—-{f
- an‘tene gue ‘en la metafase4m1t6t1ca (31,101,168). Por otra:!}
P‘parte el exémen de los cromosomas en prcmetafase o profase'y
. de Ios cromosomas G2 llevan a la ‘conclusibn de gque ilas bandas@i
f'en metafase son resultaao de la coalescencia de bandas mds = f
. pequefias ohservables enleStadies -de condensac¢6n més tempra- .
T nos,'ya que ex;sten 2—3 m_l,bandas o] czomémeros en profase - ¥

f;mentE'al patrén de cromémeros de los cromosomas meibticos,

comnarados con 350 en metafase (68 155},

Si las bandas G sonAproducte del zncremento del patrén w;i
bﬁklco de cromémeros aﬁn.queda por d;luczaar que representan .
ﬂlcﬁes crom&meros y el mecanismo que los pone de manifiesto. |

Para‘ello se propuse una funczén ﬁlrecta del Glemsa - -];
Ilﬁﬁ,202), sin embargc la;meyor forma,ﬁe,ver ia influencia deré
este factor eg exaninando los cromosomas antes y después de ~ %
bandeo por tratamiéntos que no requleren Giemsa.  Mediante = -
microscopid elect:énlca de cromosomas fijados en,metanolaééi;*é
do aeét;co,seyencgntzé gue &stos aparecian como cuerpos denﬁ—_
sos, pero si son tratado con tripsina apanCenlﬁanﬁaS»aénsaS';
en electrones e 1nterbandas mencs densas (168). Por lo gue
1la &paricidn de las bandas debe ser resultado de rea:reglos dE
las Fibras de cromatina o pérdida de cromatina de 1las 1nterban(
das. Esto Gltimo es noco_yrobable{ya gue estudios con croma-~ |
t:1n,ma*cadaAcon tlmidzna— H ¥y tincibn con fFeulgen indican ==
gue 1z périda de ADN con txripsina o soluciones salinas es mi- :
nima (168). ILas bandas deben,serwentonces‘resultada devrearrEQ
glos de cromatina con una acumulaciSn relativa en el &rea de
hag&as*oscu;as y pueden ocurrir mediante la extraccitn de =~

a®* (168).

i

*

Los rearreglos de la cromatina no son suficientss para
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‘;aérﬁbandas de buehaiéaiiaad. 'Cuanao cramosomas tzatade con.

: trxpsxna se tifiem con. Feulgen o t;onlna no se ob 1ene una dl
ferenclac1on adecnada - de las bandas, en. camblo al tenlr €on
Giemsa se obtlenen handas eXHelentes.',Esto lndlca Gue el —~tv‘
»JGlemsa tlena una<1mportanteAfun316n en elAlncrementc de las S
.”bandas para ser‘v1suallzaaas. R o |

Algunos autores han prcpuesto que laAunlén del colorante

al ADN es llmltaﬁa.por las proteinas: no h;stonas {120, 202)

¥ que en las ban&as G positivas la cromatlna puede Anterac01o
‘mar con las mcleculas de tla21na(168)., Ia presencma de bandas
»claras se ha explicado por’ contener—una‘menor cant:&ad de ADN
o porque el ADN se encuentreé cubierto e inaccesible al'colo-ﬁ.
‘vante. Ta h1p5 tesis de gue ‘exista una'mencr cantldadae ADN
7'se apoyaken los 51gu1entes aatos. a) la estructura bésuxide -
 105 cromosomas: en‘metafase es de una reg&én,densa de cromatl—
lna (cromémero} Yy uan espac;o 1ntercromérlco, b) Los estudlos de :
mlcroscopia elect_énlca sugieren que la distribucitn dlferen-’
Ccial de la cromatlna es incrementada por algunos rearreglos,
¢} la tripsina y los tratamientos con sales calientes prcbar—

~bIemente extraen algo del ADW‘lntercromomérlco y 4) 1a’ dlstrx

bucidn de las proteinas en los crombmeros bandeados ‘G, deter- .
minada pox tincidn con cloruro de dans;ln iguala a 1a de las »
Vban&as G (168) En cambmo, 1a pos;bllldad de qﬁe el,ABN de ~
g rece ser con:EJ.ma&a, por el h.,echo de que lo_s.: txatamzentos ﬂe

la crcmatina‘fijaaa«cbn>sales calientes producen un decremento
en el atmero de grupos fosfato disponibles para interaccionar
con el colorante (183). Presumiblemente sl mecanismo es una
desnaturalizacibn de las proteinas ho histonas’ gque sSon espe~-
cialmente prevalentes en las bandas R eucromiticas. Bajo con
diciones adecuadas estas proteinas forman una estructura tezr-
ciaria, con sitios limitados para interaccionar con €l ADN y
una cola denaturada que tiens muchos sitios para sstablecer =~



: centa]e de estructura helicoidal a una conformaczon de colas f

cos, cuyd grupe ¢carboxilo es donado ya sea por llSlna,o por

tividad, composicidn de bases y estructura secundaria ) pue-

_‘unlones lénlcas con el ADN y cubrlr mas gruposlfosfato aI re
tlrar las cond1c1ones cenaturantes (168)

Es 1nteresante'menclonar que todos los tratamlentos capa;

»ces de produc:r bandas 124 tlenen la habllldad«ae aenaturav proj

teinas o de romper los puentes 5=5 entre ellas {203) .

 Los procedimientos de denaturalizacién de protefnas invo:
1ﬁcran-én'1a'mayoria‘&E'lds casos la ruptura de los puenteé o
-8 ya sea por reduccibn o por oxzdac16n y ‘transformacibn de

la confcrmac16n nativa de la proteinakuontenlenco un alto porf

ail azar._ Esta transformacidn la producen tratamientos con —;}
écidos, dlcalis o temperaturas elevadas y 1a‘remeclén de eplaﬁf
ces no covalentes por detergentes ibnicos o no lﬁnﬂcos.,,ﬁguw*
digestlﬁn‘con tripsmna prcauce la rugtura de. enlaces peptidx-:

arginina.‘ La xuptura ae un aminoiéido especifzca-se estable
ce cuando los grupos € amino de la proteina son.bloqueados
y*la.dlgestlﬁn ocurre nicamente en residuos dg’ azglnlna, y o
puede actuar sobre histonas y otras proteinas ricas en argznl_
fa y lisina que interaccicnan con el ADN de la c:omat;na pro -
duciendo colas de proteina_&enaturaaa {z01}.

_ Bparentemente las caracteristicas £isicas del ADN (repe

den determinar unidn diferencial con las proteinas y otros -
compuestos. Estos tratamientos apoyan al concepto de gue la
conformacibn ultraestructural es la base de las similitudes -
en los patrones de bandas obtenidos (57,101,193}.

En base a estudios de microscopfa electrénica parece que
los patrones de bandas se forman por la interaccifn de tres
diferentes factores: 1. Discontinuidad sstructural a Iﬁ~largg
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- las cromatldas, 2.. d.:erenc1as quimlcasAen la ﬂlstribuc16nwde
'bases del AT y 3. 1nteracc&enes Anﬁ/breteinas no histonas f
(1011 , s .

- En conclu516n, las bandas G ocurren.aeblao a 1a estrucﬁu T

Ynspera ﬁnlcamente ser 1nczementada.’ Este 1ncremento ocurre por
jbla induccidn de. dlferentes grados &e rearreglOS'ﬁe 1as flbras
“ de 1&g bandas R,hacla 1as bandas G (posm@lemente por extracc16n
de ZDN de las barndas R}jy por la lnteracclén ae‘proteinas‘hc B
v el ADN de las bandas R. Esto

 mh.sgonas denauuradas gue cubrj' _
‘es seguldo de un ma?*ado 1ncrementa de estos patrones por la f’
i_h&bllldad ae los coloran‘es de tL&Zlna para unirse 1ateralmen'
te al ADN‘&lSponlble ClSS). :

H. Bandas NOR :

_ .ﬁlas reg;ones de organnzadores nuclealares (NORS) pueden
- sex tefiidas espe'fr;gamegtgagor‘metodgs.ccn_plata ' H4J 0~P0*;7
el método 1llamado bandas N {(205). “En él.hbmbre el ADN ribosg
-ﬂmallesta 1oca11zado en las constrzccxones secundarlas de los
brazos cortos de los cromosemas acrocéntricos (52,54,55, 59}«
 Estos SlﬁlOS’Son tenlaas fialox 1os:metodos de bandas N y de ==
lmnzegnac16n argéntlcﬁ.' La tincibn con.plata es. p051t1va,er
"cé&xlas mitdticas s6lo en los NORs que fueronifunclonales dua~

' rante la 1nterfase anterior (206,207). ’

' Dif'e?rezxciasf individoales en ¢l nfmero de NOR tincidn — =
Ag-positiva han sido reportadas (55,208).

Se ha demostrado gue la tincibn de bandas N y de NOR en
los cromosomas en metafase es negativa despuss del tratamiento
con tripsina o pronasa pero continua siendo positivae al ex~ -



]componentes prctelcos ael cemplejo ae rlbonuclecproteina que =i
roaea a. losiNORs ¥ono Ena parte gel - cromosoma mismo. Se postu

o la‘que el componente no hlstﬁnlco de la rlbonucleopxoteina de”
los """ -

 vas (207).,

La exastencxa de aiferencias 1ndmv1dnales en 1os patronf :

de tlnclﬁn\cen plata.se ha.ﬁratadc-&e correlaéibnar'con 1a~caif

*"tlﬁa& de.ABN'rlbosqmal. Al parecer, las 1ntens:dades ﬂe tzn :
citn se aeben tanto~aAcantmdadrdepADNr/come a su:hablli&aﬁ‘pa

ta ackivarse y por conszgulente a la cantidad de material te—”f

.;3\

2 2

{207,208),

o P o '.....:....:M--' —
ble gwu_g‘a*a, el cual sz scum ? able durante 1a interfass

La- frecuencia aa asoclaczﬁn antre 105 cramosomas acrocen-f

» trices puede correlacicnarse positivamente con la cantidad 6&

material tenlble con plata en la censhrlcc;cn secundaria de =
estos cromogomas (55, 2@6).

Los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos humanos |
exhiben wna gran variabilidad.  En genemal consisten de un seg}
mento proximal, el tallo del satdlite y los sat&lites. Por - 4
comparacidn de tinciones con DIPI ¥ mitramicina, se pusde cbt&
ner informacidn adicional de la organizacifn de los brazos GQﬁ.
tos. Las regiones no fefiidas despufs de tincidn con DIPI o



qumnacrlna parecen ser los tallos de satél;teswy‘ﬂuando se:f e

glén fluorescente con mltramlclna, Esta porc16n est‘ : o
ta&apolxmorflsmos, g puede estar ausente (o] haber ‘gkan acumu- R
1ac10n de. mater;al.- Ocasxonalmente dos veglones NOR actlvas,ﬁ“
f separadas por mate:1a1 rlce en.G-C‘pue&enlobservarse en el,- s

- brazo corto de los cramosomas acrocentr:ﬁss (180).- Un dlagra  »
ma de. 1a reglﬁn NOR en,los cromosomas humancs se muestra en .

“la flgura 18.

Funclénﬂde las pxote ‘nas crcmosﬁmlcas en“lajprodu;

bandas.

_ Za~ﬁifa&’aél*ﬁnﬁ'aé‘1cs-ciamdscmas*yﬂcromatina'iﬁtacfcs R
esté unido & proteina. El ADN no protegido puede ser ﬁlger1~ '
do poxr ADNasa e} proteglda contra este tratamlento por comblna
clén con moléculas de polilisina. Aparentemente las proteiﬂas'
cromosbmicas bloguean la inisn de algtnos colorantes bAsicos
al'ﬁﬁN'?'eS*pdéibleAqﬁé‘él bandeo observado después dé tin¢i6n.'
con algurnos fluorocromos u otros colorantes bisicos refleje =
€1 patrdn natural de laS'pra;cinas unidas al ABN {213

AEDprrctefna,;lenen‘una iunczénn;mpcztante en loswmecanismgs
de produccidn de bandas G, Ry C. BEsta interaccibn no es ng
cesaria para la produccifn de bandas Q. '

Teoricamente las téenicas de bandas pueden producir diig



.én‘léSjpféﬁéﬁhaé."‘
;éfééﬁbﬁsebre éllasxﬁ
: las proteinas exo=

'fhlstonas o no hlsténlcas.

Figura 18. Represem:ac:.cn esquemdtica de la regibn NER en

. . los cromosomas humanos. Ia regiﬁn'NOR'esta -
flanqueada poxr los sakélites ricos en AT y-ma-
terizl rico en GC en ia porc::.én proximal al -~
brazc corto (180)




‘al“Histonas;

La fun016n &e Tas-mnteracc;ones hlstona_—'ADN en la or-

ganlza016p del nuclessoma, en la estab11ldad del nucleoflla—'

plejos producldos pcz' doblado especiflco en los cromcsemas;,‘

- en metafase {160} ilevo a cuestlonar el efecto de~las histo-
’:nas en la pzoducc16n de bandas. ’

Existen datos contradictorios sobre su participacifn en

el bandeo,‘ Estudlos altoquimlcos demostraron gue la fijacitn

con metanol~&cido ac&tico 3:l remueve todas las histonas y el -

bandeo no se produce ¢209) Comings y Avellno (1974) estable

cleron<que cromosomas £ijados en‘metanol ‘&cido acétlco, se-

cados al aire y tratados con Hel 0.2N por mis de 4 hrs. tifen

r,'un;formemegte_con Gzemsa,‘>si.estosAcromosomas,son-tratados

vcanutripsiﬁa,0msqlucionesﬁsalin35'sevcbtiene‘elibandeortipi4

- do. Estos resultados hacen suponer que las histonas son re~

movidas de los cromosomas por una combinacidén de la fijacita
~con metanol-éc1do acetzco y'el tra amlento con. Hcl (210).

Por'atxa parte, Brown y cols. dbServarbﬁ:guevla ekposi~ '

©idn de tromosomas bandeddos a soluciones de H1 y H2A anula
el patr6n de bandeo g‘lamtincién'cromcsﬁmica,  3119$‘cGnclur
yeron que la remocién selectiva de las histonas H1 y H2A de
las bandas durante la fijacidn, era necesaria para la tincién
iﬁtensa.y gpe las interbandas tefifan pobremente porque afin sz
encontraban las histonas presentes (211). Esto, sin embargs,
es inconsistente con 21 hecho de gue cromosomas fijados Gni~
camente en formaldehido © alcohol vy nunca expuestos a metansl
Seido acético tifen uniformemente con Giemsa de color pfixrpura
intenso {168). Cuando se adicionan en cantidad suficiente,~
todas las bistonas son capaces de abolir la tincidn con = -~



_,wGlemsa por 10 que Hblmqulst.y Comlngs conclLyeron que su- ~-{;
»:gefecto s 1nespecizlco (219).

;"y‘tlpas de hlstonas que son remov1dos por‘la fljac16n con me~5
”<tanolréc1do acético gue‘varian de 7—8 % hasta mis de 80% -
fv‘(213, ld) Estas alferenc1as deben ser resultado de los méd ,

; contraban cantldades varlables de cada uno de los cinco tlposi
. de hlstonas, pero szempre quedando- una cantldad 31gn1ficat1vai
de cada uno de ellcs en’ la cromatlna nuclear (214) :

"fljaciﬁn con.metanol. &cidc acético y HCL 0. 2N de los cromo’
“somas en metafase (215) Una.expllcacién alternatlva para. esd

para el proceso de 1nmunlzac16n {5mg) contencan proteinas o’ ﬁ
hlstonas contaminantes y que el bandeo sea resultado de antl-{

.antihistcnas‘proaﬁcidcs con cantidades mucho menores {?D«Rg)

187

EXlsten datos contradlctorlos con respecto a la cantldad,

, En base a.estudlos con antlcﬁerpos antihlstonas, Eothle j
(1975) concluyd gue H4 no era completamente remov1da por 1a

‘te hallazgo es que las grandes cantidades de hlstonas usadas ?

cuerpos antlno-hlstﬁnﬁcas (168). :

 Estudios realizados por Bustin y cols. usando anticuerpq§

¥ apareadcs con ARN; zndlcan que las histonas H1, H2A, H3 v =~
H4 son completamente xemov:das 5 segundos &espues de la fija~
cibn. Tincitn con anticuerpos fluorescentes contra todas 1a$:
histonas ocurrid cuando exomosomas aislados fueron fijados - *

con glutaraldehido. Todas las histonas estaban uniformemente |

distribuidas, sin patrones evidentes de bandas ain cuando se

usaran diluciones 1:50 del antisuere {(216).



. 16S €romosomas. Las hlstonas tamblén.:ueron rela'

, Con los tratamlentos;paxa produc1*‘bandas G, (SSC,— —51 1
. urea,urea-NaCl), cantldades *e51duales ce ‘his onas zuexon ex

:1cat1vas em—‘”
’wamente,-l;

‘ traiaas, pere SLempre que&ando canﬁl&ades sic

*;freSistentes al tratamlente eon tr1pszna- 'Esta,Varzabillaa& o

> en~el efecto &e los tratamxentos de: ban&as (e enllas hlstonas'if"i
:;ofrece nuevos aportes para cons;derar 1aha.pétes:.s de’ que ——‘ATfﬂiJ
~las h1stonas no deben estax<qﬁvalgcradas en las banﬁas G o

 “(214) : : ’ : T

Con, los tratamlentos pa:a,produc1r bandas R no se detec
to extraCC16n slgnlflcatlva de,hlstonas {217). Después de — |
los traﬁamlentos para bandas C las hlstonas fueron encontrar ‘."'
'aasven el reslduo nuclea:; siendo H3 1a“mgs prom;nente, con.
A ‘cantldades pedquefias de H2A y H4 presentes‘y ocasionalmente:~_
-trazas de Hi y BH2B (217). : ’

Comlngs y cols. propu31eron que 1a 1nteracc;6n ADN—th~;;;,:::
““¥ona podria estar 1nvolucraaa en el mayor empaquetamiento de o
la ‘heterocromatina (lﬁSJ, los hallazgos‘ae extraccién de h;gqr

- tonas con diferentes tipos de tratamientos podrfan ser signi
ficativos con respecto & esta hipftesis (168,217).

Algﬁnos:autcreéahén.regortado‘queulaxapliCaciﬁa.69~h93§,_
rina, @n polianifn org&nico que posee una extraordinaria afi-
nidad por las histonas, tanto en cromosomas fijados como durzn



-?ze el cultzvnx prodnce.al ten;r CQR Examaa Daﬁrnnes da hcnﬁasf
: Al'parecer 1z 1nte:accwén.hepav*najhlston& eilita la zeé
’=L“Ea.16n,de'esLas prﬂtelﬁas,germltlem 'nl accdeso del colarantai

1 ‘_”na 1a hegiwlna antes de 1& f aczén, se obtlena un bandea xéw
'”]hnido y;nitlao (2131 ~ : ' '

'&o anterlormente parece alzic1l q&e las proteinas'hl
ticzpen dlrectamente en el bandeo czamosémlco, s*n embazgo,‘
 'aﬁn quedan algunos:puntos,por aclaza:>para pc&.z aseverav estq
= sqpos;cmﬁny ' ]

'ﬁ}'ﬁéﬁh&Sfﬁﬁiéasu; o T

'LESryraﬁeinas-nQ histénicas o sus intéracciones‘ccn ei'hﬁ
han sido consideradas como responsables de la produceifn de -é
‘los patrones de bandas G, B, C y NOR, sin embargo, se descono -
ce cual de estas protefnas estd invoincrada y su mecanismo de .
accibn (214). | | | L



_'zaelon de.estas pxoteinas bloqpea.grupos zas:aéos xmpxd;endo
*}1a nn 160 del colorante-(lBB). : ’- R

En general toaos losxmétocos capaces ae‘prodnclr bapdas ‘

“no hlsben-cas.

: Estudlos reallzados por“Burkholder y cols. demuestran gue
1os diferentes tratam_entos ‘de bandas G producen tanto cambxos

.ﬁnlcos como comunes. en las prateinas no. hlstonas de nticléos —
‘alslados. .EnHlos.methoa/conﬂssc, urea, uzaatﬂacl-hay extrac -
T eldn de proteinas no*histénicas especifiéas:‘eh cambio la -~
"tr1psznlzac16n produce degraaa on parcial de las proteinas - -
"no hlstonlcas.: Muchas de las proteinas no. histonas no son ex

-‘traidas de la cromatina y ﬁnlcamente sufren modzflcaczones en ‘_ w,4

su confq:mac16nA1n,caai~chdac31una‘va;;aclén.en su afznxdad

_ poxr el ADN (214).

Las técnicas para bandas R tienen escaso efecto de extxac

_¢ibn de proteinas no histbnicas (168,217). Se ha sugerido gus

son resultado de denaturalizacibn selectiva de ellas en las -

- regiones 1nte:bandas R; ¥ que las proteinas denaturadas cubren

los grupos fosfato e impiden la tincibn. Las bandas R serfan
resultado de la composicibn de bases del ADN v de sus interac
ciones con las protefinas no histénicas (168;189,217).

Se ha postulado gue unc de los factores responsable de =
la produccifn de bandas C es la mayor resistencia de la hete-
rocromatina centromérica, probablemente debido & su interac--
cifn con protefnas no histénicas io que la hace més resisten-
te a la extxaccibn con Scidos y &lcalis. Estudips para caragc



‘ﬁnlcas que parecen‘cor esponder'a 1a

"exlste retenclon de proteinas ¥ de ADN en 1a heteroo:omatl—vwf

udarla tiflen poto porque las proteinas 1nh1ben la unidn del c05

“9 y 16 probablemente refleja una dlferenc1a en las proteinas;ﬁ

'po de las no histénicas (218).

sus interacciones con el ADN a lo largo de los cxomGSOmas{(lﬁf

bandas R. Sus patrones Se distinguen pqr'su.lnéalizaaiSn.y‘pgu

ISR

terlzar estas proteinas mnestran que nc"existen diferehci'a‘s?E
entre °llas y el resto del cromospma,

mo la miosina. - Estudios con cloruro e’ dans;lo muestran que ]

na de 1as bandas C'(lﬁS 189 +217) .
Al parecer las. reglones de constrlccwén prlmarla y secun;

lorante.; ‘Se ha postulado que la naturaleza heterogenea de -
1as regiones de constr1ccxon secundaria de los cromosonas Ly

cromostmicas o en la interaccidn ADN/proteina en estas regix
nes y que ambas deben variax consxderablemente ya que se re-=
quieren tratamientos diferentes para producir tincidn de cadai
una de - ellas. Las proteinas lnvclucradas corresponﬁen al g?ué

COmo'ya‘sé‘ménciéhﬁ ahtéiiorﬁenté-1é;pfoduc5ién dé‘baﬁdé?
NOR es resultado de la impregnacion argéntica de proteinas no;
histénicas asncladas en complejos con ARN (207,208). -

pueden enfatizar una distribucidn diferencial de ellas o de =3

2. ?IPOS DE CROMATINA DEMOSTRADOS POR LOS DIFERENTES PQTRCNE
DE BANDAS. : » ‘ |

|
i

Existen dos grupos principales de bandas:bandas D o Ty

la forma en gue aparecen,




_ Se.puede.cong;dera, que las.bandas pes;txyas\g X‘G san
estructuras gue compzenﬂenwcercq de 50% de las;crqmatﬂaas‘ ;ﬁ fif 
Son reconoczbles poxr sus intensas cualldades CYOmo: [ '
peclalmenre con xespec ko a la qulnacrlna,,a la soluclﬁn.slemsa‘y »
' Hoechst 33258 y*etrcs:colcrantes. "8u re51stenc1a al tratamzenifﬂ"4
to, calerifl»o yalila algestlén con enzzmas proteolitxcas,'nreaft'
¥ aetergentes parece ser relatlvamente alta, Flnalmente su =
ADN generalmente repllca‘tardiamente (1881. ‘ T ’

o Las bandas R 9051t1vas comprenden aproalmadamente 50% d,‘A_;'
las cromﬁtlaas y estéin localizadas en‘forma opuesta a las oy -
G? Sus cualldades crqmofillcas son déblleS} sélo pueden ob=- "

7 servarse después de‘una.modzflcac16n especiflca o] desﬁ:ucc*én
de las bandas locallzadas en,;gs tel§mgxcs (bgndas,m;, 8in -~
embargo s résistencia a-enzimas proteolfticas, nréalf detexr—
) gentes es baja, Su 2DN repllca taempranamente y parece ser en
forma escalonada de acuerdo a su colocacién delbandas a lo laxr
‘go de toda la fase s temprana (188).' |

Ex1ste un tercex t:po de bandas, las bandas Cy las cudles
san sumamente Iesmstentes a la extracc16n con &cldos y bases,
 tifien intensamente con Giemsa y otras combinaciones de coloran

. tes (DA/Dapi). Parecen contenetr ADNs satélite y replican su
ADN tardfamente (188). »

Por 1o tantc en base a los patrones de bandas y a otras
observaciones referentes a la distribucitn de secuencias de —
ADN a lc largo de los cromosomas se ha sugerlao la existenciz
de tres tipos principales de cromatina: eucromatina o bandas
R, heterocromatina constitutiva ¢ bandas C ywhetexocromatina
intercalar o bandas Q/G. En la tabla 7 se muestran las carac
teristicas principales de cada tipc de cromatina.
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TIPOS DE CROMATINA EN LAS BANDAS CROMOSOMICES (168,189)

Relacién con Bandas
Localizacidn -
‘Condicibn durante
interfase 7 : .
‘Tz.enpc de regl:.cacién
del ADN -

_-cOntenldo de ADN
satélite ’
Repetltlva.dad del ADN

--Composicitn de bases

Actividad @énica

:ésociadé'cén,membxana
nuclear o nucleclo
Metilaci6n de ADN (ine-
tz.lcitos:.na)

ReYacibn con zcxdeRie‘ros’

en paquitene

- Constitutiva

En bandas c
. Generalmente

TABLA 7

‘Heterocromatina -
| intercalar

centrom@rica’
condensada

8 tardic

_ Generalmentg :
EDN" ;s.até-iitg: '

Heterocromating

'~ En bandas ¢ .
Brazes
- cromessnicos

condensada

§ tardic

‘Mo ae'ra&ainente:
‘repet:.tz.va ¥

: cop:l.a ﬁrz:.ca.

'R:.ca en G=C

o xica en AT ‘de-
- pendiendo de ADN
Satélite
" inactiva

e

crombneros
centroméricos

‘ Rica- en A—-ﬂ

relativamente

inactiva

F

iy

crombreros

Aintercalares

" Eneromatina

' En bandas
- Brazos

S bemprant: |
. A

| MoGeradanien

cromosbmicos |
dispersa - |

rene‘c.:.t:.va .

+ :
mger&::rcmcmé _~‘
rica




3. RELACIDI\I DEL, BZANDEO CROMOSOMICO CCN L3 ESTRUCTURA CROMO=
 SOMICA. ' '

'tlcﬁs, 51n emba:go el mecanlsmo de banaeo y‘su relaclﬁn.con la
oxgan;zac1én»estructural de 1os cromosomas sélo esta pachAQ'

: mente resuelto.

 La. cromaﬁina ESti'orgéﬁizaaa en ndciéoscmas formando uﬁa

f'flbra de 110 k, la,cual puede enrollarse en una estructura ~-“

solenoidal de. 250-300 A.j Los alferentes modelos para los &1—_

timos nlveles Ade- organzzaC16n41ncorporan el c‘ncepto de una - -

flnzaAunltarla.‘AAl obtenar estas flbras a partlr‘de cromoso~;
. mas dese5p1ra112ados se tienen estructuras regulares con una

longitud 5'veces wmayor gue la del cromosoma correspond;ente en

'.metafase youn. alémetro unlfcrme de 0. 4-&ﬁ.f Iia contrac015n‘ i
a1 de 1a.flbra nnltaxla en los cxomosomas completamen*e “con-.

'aensados de metafase se cree se efectua por un enro1lamlento
regular adlcldnal de la fibra unltarla (161)

Ai,apiiéaf-ﬁratamiéﬁtas paﬁa'pfﬁﬂﬁcir bandas ¢ a las £i- B
- bras unitarias de cromatina se observa un patrfs Je bandas si
milar; por lo que el fenbreno de bandeo parece ser 1ndepen&1€a

te del (Itind o¥den de enrvllamiente de las fibras en los crQ
MOSONES mxtétlcos, sugiriendo unaAcom9091c15n no homogénea. &e
- la estructiura regular de las fibras cremosémlcas tnitarias —=
ilsl} K ’

El mecanismo de bandeo estid presumiblemente determinado
poxr factores tales como diferencias regionales en la composgi~
cifn de bases ¥y una extraccitn diferencial de las proteinas -
cromosdmicas (168). Se héd sugerido qgue la naturaleza altamgg
te hidratada de la fibra unitaria s6lo representa un momento
de colapse en el mecanismo de bandeo. Al inspeccionar minugic



" ‘samente los patrones de bandas de Jos cromosomas mitdticos se

revelan algunas’ caracteristxcas esneciflcas. Paftieﬁaé‘&é'lb
- gromesonas mAs: compactos de la. metafase.meula hacia cromesomas
'suce51vamente mas largos &e metafase temprana, prometafase.y
profase tardia.parece eV, ;ente gue ia divisibn de una banﬁa_en
dGSjy da emergencma de bandas én reglones que prev1amen%e ca—
recian,de ellag SLguen algunas reglas 51mples.. Generalmente
“una banda tiene aparlencla globu_ar can respecto al dlémetro
- de ana sola.cromét;da, cuando unahbanda es: elongada ¥ alcanza.
el doble del digmetro de la cromatlda szempre se dividen: en d
bandas, ‘Ed forma 51m11ar cuando una interbanda sevamplla ha=
‘ 01a el dcble del dmémetzo de la cr@m&tlda, siempre aparece una;i

banda en su centro la.cual se haGE'suce51vamente.més ancha y

ide en dos banaas,‘

tan’fuertemente hastaAque flna;mente se din

161, « Estas reg‘as puede1 apllcarse & la transl01aa ée
1a prefase tarﬂia @ la fibra unztarla bandeaca (161)

' Por otra parte se ha vigto gue cada cromosoma posee wna |
cable de cromémeros grandes ¥ ‘peguefios. Un "
- *tﬁtal de EFTOXlﬂaaamaﬁue 500 B“GﬁéwcLGS’pueucn'acr dz=g~“§ﬁ f%
dos en un ntmero haploide de cromosomas humanes (101) . ©Tm a7
- mero igual de bandas G han 51d0 reveladas (68), al parecex‘laS;@
bandas po=1t1vas y'ﬂegatlvas estén en 1gual ecantidad pox 1o —‘f
- que se ha tratado ae asunir mediante mlcroscapia electybnica - .
que las bandas positivas ccrrespenﬁen a cromémexos y los es--Wvb
pacios intercromoméricos, los cuales est&niccmpuestos p*eﬁomlﬂ,g
nantements de~£&bxas»Tangltu61%=TQQ;‘ga*rnaggnderi?n a las ==
'Eandas negativas o interbandas (I01). Se ha estimado qﬁe-ﬁgi i
camente 55% del volfmen cromosémico es f£ibra y dado gue los -
cromémeros poseen suficiente ilexzbml;dad paza asociarss por
si mismos con 1o0s cromdmeros vesinos: las azociacionas inter -
cxomoméricas permiten 1la observacitn de bandas estrkﬂtuaaies L
‘por Icrque se pueae lﬁgfar la labntlflcacwén 1nd1v;dua1 de crg

‘secuencia identif




Al parecer la observacién de alguhas bandas al microsco-
‘pio 6ptico se debe al arfegio‘dblicu6'de}lqsﬂcromﬁmerds=air€-
dedor de un eje croﬁatiaica»imaginario en el cuoal se conforman
ﬁmuchas fibras longltua;nales, ‘dando la aparlencza de una es--
 tructura en espiral {101)}. Desde el punto de wista de 1=z es-
itructura £ibrosa de los cromosomas habris tres causas para la
>produc016n de las bandas observables al mlcrescoulo Spticoz -
_(l)una base estructural dada por la dlstrlbuclén discontinna
fde la cromatina en Ias. crom&tldas, que es modﬁlada por la pre -
: seficia de cromémeros, (2) por afinidades guimicas especi.lcas
 d1str1bu1das a lo. 1argo de las crom&tidas, gue pueden coznclalr
fo no c¢on la dlstrlbuclﬁn dé crombmeros, al parscer estas afini
(dades puedenpreex1sL1r'en Ja sécuencia de - nucieftidos del ADN

0 en un momento dado sexr incrementadas por los tratamientos -~
- {pox ejemplo por remoeibn Lol aesnaturallzaclén de proteinas Y
(3) por 1a existencia de regiones ¢on gran resistencia a la -
extraccidn por alLerentes agentes, lo cual suszere una compac
ttacﬁén diferencial (.ﬂl}-,

Comings ha resumidc los nﬂmeIQsos"aspectcs ﬁeﬁlamSStzﬁctg
fia“ﬁe“ibS“chmbsﬁmas~&e mamiferss “tonando ceﬁé»‘;se;lnsémgéée .
los uninémicos de la fibra doblada {125,127). Ia estructura |
cromosémlca se inicia con una fibra de ADN de doble h&lice de

'20 A de diSmetro, la cual 1nteracc1ona con Xas histonas para,

produclr'1a<estructu;a,§:xqsar1a&a quevse.comgacta,paraffezmar
una fibra de 100-300 2 que constituye la fibra clésica de =-
250 A de la cromatina en interfase y los cromosomas en meta
fage. Esta fibra cs*a.eraennén en una serie de asas o crombme

ros producto de la asociacibn de porciones de ADN rico en A-T
¢on proteéinas no histdnicas de la matriz nuclear. Las peqgue-
fias dsas consisten de ADN relativamente rico en A~T de repli~
cac¢itn tardfa, mientras que el ADN entre las asas esta compues

to de ADN rico en G~C de replicacibn temprana. Es probabl ie gue

pequefios crombmeros se asocien para formar grandes cromémeros



EST

visibles como bandas G en los crcmosomas enAmetafase. ‘Cﬁandbyf
-los; cromosomas son p5101almente desenrollados se caractexrizan
'por una £ibra esplrallzada con unAalémet'c_ée 0.2 a 0. SﬁﬁmA51f:
este cromosoma es desespiralizado, la fibra puede ser de 0. L35
a0, 431§p o ‘tan pequeaa comp 0.3 Az dependl;ndo de las condi. -
- cionés. - Cuando este cremosoma‘estﬁ‘en su forma mids conuensa~¥‘
da'sélvzsuallva al microscopio Sptico en su forma claszca ,*?5?
{(168,193) En 1a figura 19 se muestra el meaelo de Comings pa~-ﬁ
- ra la estructura c*emosﬁmlca. ' .

‘Yunis y cols. han déscrito un madelé~§a:agia,esf;gctuxaiif
cromosémica basado en la distribucidn de la heterocromatina a
'lo laxgo del cromosoma.. ﬁnyla_figLraJZO‘sé'muésfra ﬁﬁé.fepre>
'sentac15n.dlagram§t1ca de los elementos gue forman esfe~mnde—
lo. Ia heterocromaﬁzna const;tuﬁlva representada como grandes§

&reas obscuras se cree esté ccmnnes»a por secuencias éa ﬁﬁﬁlﬁi-

'altamente repetitive o sus pxoauctos evolutlvosg Esta aetero
- cromatina se lecalxza5en,153-:ag;gnes‘centrome;;cas,\epAgzgae,a
-niﬁadéreé'ﬁﬁcieolareé;'eﬁ-6tras'censtriccicﬁes~Sééﬂn&éziaSQyﬂ 
probablemente en los telbmeros o 1ntercalada con reglones euw

crométzcasg' La regaén centromerzia contiene cromating a la -
cual se unen las fibras del huso»acxomﬁtxco*y se continua canﬁf

heterocromatina hagia ambos lades. El organizador nucisolar,
definido comd copias &upllcadasAen "tandem™ de los cistrones. ,3
_rnbosamales 18 5 y 28 8, esta,representado como una conskric- g
¢ibn secundaria, normalmente incluida en €l orgamnizador nucleo
lax., Otras constricciones secundarias se encuentran espacia-
das por heterocromatina y probablemente representan el sitio

de otros genes duplicados en vsandem” tales como ARN ¥ 5 S o
las histonas (23,193}. | |
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o Fibrade 2508  banda

WA
NiCromogomn g} Crofivgsma ‘fimandas

gompacts geplcatizade ¢ remacsdenles
Fo Bandebdo

Figura 18. Diagrama de la estructura de un cromosoma humano
~ comenzando con el ADN, pasando por la formacitn
del nucleosomas, cromdmeros y finalmente el cro-

mosoma espirilizado (168).
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Yunis tambifn ha postulado un modelo em el cual las asas
y las fibras descritas en la cromatina en interfase se do—-
blan para formar lQS,crdmOSomas.en;prpfﬁseg ‘ESprSible'Qﬂé
en la profase tardfa las fibras contiguas interasas Vayaﬁ -
de una a yariasibandaschomatidicaé Qensas>anfes dé doblar-
se formando un haz de 8-13 fibras extendidas para formar upa
banda clara. En este modelo hipot&tico, las bandas densas
de cromatina contendrin un nfmero similar;deiestrugturaszen
asd que se crée representan bandas GyposiﬁivaS‘y‘éstén arre
giadas’en,ﬂna‘fd:ma no al azar (168). Debido a gue las bagp
das @ son de veplicacidn tardia y xicas en ADN moderadamente
repetitivo se ha asumido gue. contienen.heterocramaﬁina inter
calar v no tienen funcidn génica en la organlzac1onAcromosé-
mica (30,146, 168) . Poxr otra parte las bandas claras, G ne=
gativas, son sitios preferen01ales de- h1br;ﬁac16n con ARNs
'mensajeros 0 con sus precursores {30, 57 64) pudlendose asuw
bmir que las flbras exterdldas observadas en 1nterfase,no es
t&n ordenadas al azar y representan las pr1nc1pales unidades
génicas de la cromatina (146). En la flgura~21.se.muestra
el modelo para la sstructura cromosbmica propuesto por Yanis
y cols. en el cual se conjunta la locilizacidén de la heterc—
cromatina y la de las unidades gBnicas principales.

DT s
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Figura 2l. Representacién de la organizacién de un Cromosg
’ ma humano y su relacidn con las bandas de acuer
do a Yunis (183}. '



VI. METODOLOGTIA

, La 'c"itcgenética ha avanzado cc’snsiderabiemeﬁ’t’e en los -
Gltimos afios debido. al desarrollo de d:.ferentes mét od‘os. de -
bandeo que permiten la 1dent1£1_cac:r.6n individual de los cm— :

~ mosomas, la deteccifén de anomalfas numéricas y estructuraIEa
-y tineidn de‘regioneé‘ésPeCificas. E

A continuacién se describen algtmos de los métodcs de —
bandeo més wtilizados en c:.tcgenét:.ca humana y aquellos mo&sz_
ficados gue se utilizan como rutina en el Servicio de Genét_‘
ca del Hbspltal General-de,Mex;cc, S. S« A )

1. METODOS BARA BANDAS Q.

Algunos der:.vados ae acridina, como la mostazn de guinz

-—oxinE o el aih:l.&rocloruro de guinacrina, permiten una tz.nc:.ﬁ—*
“diferencial fluorescente en los cromosomas, produciendo el —
patrén conocido como bandas Q (16,17,21,220). Cada par cro—
fEQSﬁmico es claramente identificado con esta tincidn y el ——.

- ‘ércmbéqmaQ?'exhibe una intensa fluorescencia en ia porcibn -
distal de sus brazos largos gue puede presentar polimorfismos
de individuo a individuo. Ia tincién de nGcleos en interfaz—
se permite la identificacién del cromosoma ¥ (cromatina ¥).
Otras regiones tales como las regiones centroméricas de los
cromosomas 3,4 vy 13 pueden ser tefiidas sn forma especifica ~
con guindérina, al igual gue los satélites de los cromosomas
acrocéntricos, pudiendo variar la intensidad de tincifn de ~ ‘
“un homdloge a otro (21,188).



- minuyéendoal’ expcnerse a la 1uz U.V. és’ necesarzo recurr1r-‘j}
- a la fotcgraffa para elaborar carxoﬁ;pos* -

,seauentemente.trataaas con cualqulera de los métc&os Para»__ L
>ﬁ1nclén crcmesémlca © nuclear; colocindolas 30 min  en alcohd f
&l 96% para remover el cubrecb;etos y &lsalver &1 fluorocro- ;,
. ;mo, pcster"rments se aejan secar,al azxeﬁ szegazaciones'czc'
- mosBmicas tenidés poxr tin

"Este metodo es ﬁt11 para detecta_ anomalia. cromosémwcas
estructurales y‘se requleren pocas celulas para Ln.anéllsxs;*~
de :utxna, excepfo en casos de mosai iSO . - slnAembargg, gs_:a=

»ta.técnlca tzené.algunas desventajas ya:que se *equlere U - -

=

mlCIOSCQ‘lO:dE fluorescenc1a‘y‘como da fluaresceﬁcza va dls—f'

Prepara01ones‘apacas gLeden recuperav a1go de.su zluszes

.‘cenc;a en’ unas horas* esto es ‘suficiente para apreclar el £1 .

. no bandeo cromosemlco pera no para dlagnéétlco ae cromatlna4~ﬂf

(220),_

Las lamxnlilas tenldas ccn.fluoroc:omos pueaen ser sub~f ;

cin esténda:‘(con Giemsa m orceina)
pueden ser aestenzdas con alcohol al 70%, en dcido acétlco‘%<:'

‘;  a1 50% Ko en ambos b4 subsecnentemente tzafadas,cmn»gnvnacr1ﬂg~«—~
'(188 zzo) ' ’ ' o

N

M&todo 1,9?:@ tinciﬁnvcéﬁ?éﬁiﬁaérinaf£h§n§asfgf}{zzﬁﬁw'"

Eatérial;' prepazaclones cramcsﬁmlcas secadas al’ alxe y‘prsya
_ raciones de nficleos en 1nterfase
1. Sumergir las laminillas en solucién amortlgﬁaéora pH G.O,a
‘ pox 5 min. -
2. Colocar las laminillas en solucisn de guinacrima {dihi-
. droclozuzo (o mnstaza) al 0.2% en.souucion amartzguadexa :
de fosfatos pH 6.0 por 5 min.
3. Colocar las 1am1nlllas en solucibn amarﬁlgﬁaﬁ@ra pi 6 1
por 5 min. P



4. Cubrir las c8lulas en 1os po:taobjetos hﬁmédos COn'unfqg

‘ breobjetos, cuidando gue no queden burbujas de aire. .

5. Revisar al microscopioc de fluorescencia; si la ﬁlnCIén
es muy débil esperar I0 min; si afifi es débil, remover ek
~cubre§bjetos:y'reﬁeﬁir;enkla.SQlucién.de‘¢Oloxante»dﬁr;5
te 5 min aco;;tanad el tiempo de diferenciacién en solu-
cibn amortiguadora.  Colocar un nuevo cubreobjetos; si
la.tinGESn_espmdy intensa (no se aistinguewelwgatzéhiée
bandas de los cromosomzs, ni la cromatina Y), remover el

' cubrecbjetos y colocar nuevamente en solucibn amortigua~—
&cra’ffes&avpor Slmin' v montar. Si la'prgparacién‘esta
tefiida satisfactoriamente, sellar el cubreobjetos con —

barniz de ufias.

Metodo 2 para ﬁlncaon con quinacrina (bandas Q)(193},

Solucifn de almacenamiento de mostaza de guinacrina (MQ) =

1 }xg/ml en seluc;én amortiguadora de Sorensen (pH 6.8=7.0)

: Soluczén de trabago de MO = 3 &1 de,MQ + 50 mlde amcrtlguav/ e
dor (pH 6,8-7.0). - . »

i.‘q Sumexglr las 1am1nlllas en.seluc16n amcrtlguadora‘flmln)
2. Tefiir en MO 10 min.
3. TLavar con agua corriente :
4, ‘Enjuagaruén tres cambios de amortiguador {pH 6.8-7.0)
5. Montar en solucifn amortiguadora (pH 6.8 ~7.0)

El cubreobjetes puede ser sellado con barniz de ufias.
Se cbtienen mejores resultados si las preparaciones se exa-
minan el dfa en gue son realizadas.

Preparacibn de solucibtn amortiguadora de fosfatos (Sorensen)
{220} .
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 Solucidn Az KHZPO 4 | 0.067 M ( = 9.08g/1 »ae 320)

Solucidn B: Na,HPO

LHPO, '0ﬁ067‘xﬂ§‘ﬁl;ﬂsgug/l.ae EQQ)

sSolueibn A o : Solu01én B .’ . j pH
{my) B . ;' {ml) N

98.8 L : '.iﬂ-_v ' ; 5.0
' - 2.3 - 6.0
26.8 . 6.4
49.2 . 6.8
60,8 7.0
7L 7.2

2. METODOS PARA DEMOSTRAR HETEROCROMATINA CONSTITUTIVA —
(BANDRS ©) . :

Las estruciuras«ccnsi&eradas dentro de la categoria de

' banuas e na correapenécu en realidad & bandas orc meséw*cas;;;;z
sino que constituyen 1a heterocromatina que esta 1ocalmzaﬁa )
_preferentemente en las regiones perlcentxomérlcas, YVarias —
técnlcas de tincibn hatri sido reportadas, s;endc las prlmeras
derivadas de los métodos dejhlbrmdac16n in sxuu b'd utllznaa
'prlhc;palmenteatratamaentgs con soluciones salinas, élcal;s, '
hidzéziaé-aeabaxio,.&cidqsffurea”yacalezu ’

Después de la tincién ¢on Giemsa los cromosomas adguie-—
ren una coloracién limitada. Las cromitidas son muy palidas
y las regiones pericentroméricas, la porcitn distal de los ~
brazos largos del ¥ y las constricciones secundarias de los
cromosomas Ly9 y 16 tifien intensamente. Las aplicaciones -=
pricticas de estos métodos son limitadas.



Método 1 para demostrar heterocromating centromérlca. Ban-

.

| das c (Yunls y cols. 1971) C221).

' Materdals Preparaclones cromosémzcas secadas al aire o a la

flama

:Colocar 1as lamlnlllas en soluc;én amortlguadora de fos
 fatos 0.06 H(Soluclén amortlguadora de . SOrensen.ewse =

0.06 M KH. P04/Na2HPO ) a pH 6.8 a 85 ~ 100° C(90 C tempe-
ratara 6ptzma) e 1ncubar 5-10 min ..

Transferlr a soluc16n amortlguadora de fcsfatos 0.06 M

(pH 6.8) a‘SS C e 1ncubar por més. de 10 h

7Despues de enfrlar las laminillas ten:r con‘Glemsa

Solucién Giemsas

100 ml de ‘solucibn. dmartlguaaora de fbsfatos (pHT 0 0. OIMJ“‘:"

10 ml de solucibn de Giemsa

M&todo 2 para bandas C (221).

Tenir 10 mln - lavar con agua corrlente, de;ar Begar y -

montar con :e51na 51ntéﬁlca.

Material: preparaciones de cromosomas meibticos o mitéticos -~

secadas al aire y dejadas envejecer por algunos dias.

Tas 1am1n2.11as se tratan con HCL 0.2 N a températura am—

blente por L h para meiosis y 30 min para mitosis.
Se lavan con agua desionizada.

Be co;ocan en una solucidn IIESca de Ba({0HY 2 al £-5% a —

50°% poxr 10 a 30 s 6 al l~2% a 37°% por 30 min (da mega«
res resultados). ‘

Enjuagar con agna.deSLOnlzada. ;

Incubar 1-2 . a 60 Cen 2 X S8C {cloruxro de sodioc 0.3H
con citrato d¢ sodio 0.03M)(17.83 ¢ de NaCl + 8.82 g de ci
trate de sodio de 1,000 ml de agua destilada) ‘



6. ‘Eavér‘con‘agua.deSionizada@
7. Tefiir en Giemsa (lml de solucibn stock + 49 ml de solu--"-

'cibn amortiguadora de fosfatos ) pH 6.8 por 30 min. B
8. ILavar con agua desionizada, secar ywmontaf' ‘

- Existe otro tipo de técnicas que permite la identifica= '
_ cibn precisa de las constricciones secundarias de los cromo= |
~somas 1,9 y 16. . '

El método de Giemsa pH 11 (Bobrow y cols.l1972) (223} -—
produce una tincidnfpxefergnciaitde,la c¢nstricc16n'secundaé-f
ria del cromosoma 97 esta regibn aparece deé color rojo pﬁrpd
ra, mientras que otros cromesomas: s616 muestran un ¢olo. azul -
pédlido. Las regiones cnntromérn.cas de otros cromosomas tam—
bién pueden tefiirse. Con este método 1a constriccidn secun=
daria del 9 puede visualizdrse en nfcleos en interfase, por .|
' gjem91cven~cé1u1as*sanguiﬁeaé:y espermatozoides. ‘ I

""to&o Giemsa pH 11 (223).

Material: preparaciones cromosdmicas énveje_cidas por 3-4 ==
dfas se tifien de 10 a 20 minen solucién Giemsa recién prepa~
rada, consistente ern 2 ml de solucibn stock + 98 ml de agua
destilada, el pH se ajusta a 11 con NaOH. Después de &eniy
se lava con agua destilada, se dejan secar vy se montan. Se
evita la formacibn de prec:.pltado en la laminilla si se tiifle
a 37%.

Kanda desarrollé un método gue permite la tincifn prefe
rencial de las constricciones secundarias de los cromcsomas
1,9 ¥ 16 al calentar las células en solucibn hipoténica an--
tes de fijarlas. 2 45-60°C la m&s tefiida es la del 9, =2 50 e
la del 16 alcanza su méximo y el cromosomz 1 muestra tincibn
estable entre 50 y 60°C (218).



1?&

Método de tincibn de constricciones secundarias del 1,9 v 16
mediante soluciones hipoténicas y calor (218).

Se utlllzan cultivos de sang*e periférica 1ncuba&os & =
37 € por 72 h . Antes de cosechar se les ‘adiciona colchici-
na (loﬁig/ml) por 1.5 = 2 h. Ias células son colectadas Y-
suspendldas en XC1 o 0.075M ¥ lavadas pxpeteando a temperatu'
xa ambiente, Se resuspenden en la misma soluclén hipoténica
¥ se calierita por 30 min en bafio maria a.45—60 'C., Se fijan
~en metanol, &cido acético 3:1 en 3 cambios sucesivos. mSéfhgi
cen las preparaciones degando Secar al aire o & la flama 12 h
'despues de haber fijado las células. Se ‘tifien 2 mln en = -
Giemsa &1 1% en,solu016n amortlguadora de fesfatos pPH 6.8.

3. METODOS PARA PRODUCIR BANDAS G

LRE "031bﬁahdaass para ‘obtener banaas 3 son innumerablies -
existiendo tratamientos con Hlcalis, soluciones salinas con-
«centradas, calor, urea, detergentes, enzimas proteoliticas,
etc.; teniendo en comfin el uso de colorantes de Glemsa_para
tefilrs EL patrdn de bandaS'proanc1do es muy similar al abte
nido;Con‘qu;nacrlna; sin embargo se observan pequefias diféren
cias tales como las rxegiones de constriccibn secundarid de -
los cromosomas 1 v 16 que flucrescen muy poco ¢on guinacrinzg
se tifien intensamente con Giemsa y los cromosomas 1l y 12 —-
muestran una regidn no tefiida mds pronunciada en la porcidn
proximal de los brazos largos. Por fltimo, la regiSn Fluo-—
rescente del Y con guinacrina, no es tefiida con bandas G.

B MBtodos para bandas G utilizando &lcalis (NaOH) y Calox.



  "estar muy'contfaidos, poxr 10 que para‘obtener buenos patrones?i

sangre perlférlca (] de Flbroblastos secadas al avre.'

' 5m1ento hlpoténlco. (10 mln} en- soluc16n de Gey dlllea con: 3 q*

;cromosomas menos res15tentes al tratamlenta con: NalH). ‘Fljr_ff
dor, metanol~éc1do acetlco 3:1 fresco. ’

En preparaciénes'ae'médﬁla-ﬁsea los crdmasomaS'Eien&éﬁ“aiﬂ

de ‘bandas no &ebe<apllca:se colch1c1na por tlempos pralenga—
: &0§. N : ’ .

| Para preparaciones de meiosis masculina se wtiliza: tra- |
- tamiento hipoténica (15 min} ocon citrato de sodic 0.9%; f£i= |
 jador: el misue -‘qfl_:l'é";para. metafase de c&lulas sométz.cas T

1. 'Cubrlr las lamlnlllas con agan O 5% (necesaxle sble 51 =
flos cromosomas. son: barrlaos o dlstcr51onados por el tra~
‘tamiente con NaOH) Sumerglr las ilaminillas en 1a soluﬂ ‘

f'clén de agar (licuada por ebullicifn y enfriada a 60 °% )
,Aantes &e usarse) y aejar‘secar completamentea o

’2-. Sumerg1r 1as 1am1n111a5 cubleztas o no de agaf'en,NaOH —EQ
R ¥ 078 a 20% por ‘90 s y alrectamen == sumerglr tres Veces
~en etanol al ?0%, pasar por alcohol al 96 y ah=sluto ¥
SEcar.

3. Incubar en soluclon amortiguadora de fosfatos (M/ls, _5-»€
KH,PO,/Na,HP0,) pH 6. 8 precaléntada a Sﬂ°ﬁ por 10 menos
15 h y—preferentemente 24 h.

i.'

4. Enfriar o lavar con agua destilada las preparaciones hﬁm5~
das y transferir a solucifn Giemsa amortiguadora {1 partﬁ
de solucibn Giemsa Merck) y 9 partes de solucibn amorbis

guadora de fosfatos (1.14 g de ﬁ323204ﬁzg,y~0,49 g de -




KH PO, en un litro de agua destilada ), tefiir por aproxi
nadamente 20‘miﬁ: & veces son necesarias ﬁinciOneS‘més -
prolongadas. ILavar con agud corrlente, Secar, sumerglr"
en xilol y montar; ‘ ‘

El punto critice de este método es el tratamiento con —
NaOH. En algunos casos la solucitn 0.07N puede ser muy fuer
te y puede substituirse poxr NaOH 0.007N o afin 0.002N, obte-—
aiegabsexIesultaacswéptimbs@v - :

Para cada lote de prep'ara'ciones cromosémicas pueden pro
barse 6 moalficaclones de este método: las laminillas con, ——
agar y sznAéT respectivamente se tratan con NaOH 0. 07 N por _
90 5, NaGE 113 907 N por 90 s ¥ NaOH 0.002N por 90 s.

Algunas veces el tiempo de . tratam;ento puede sex reduc1
uc {a 30-60. si. La cubierta de agar'no interfiexre ‘con la —
tincibn con Giemsa ¥ en la.mayoria%de ios casos es remov1da
aaxante la zncuha016n en amortlguaaor.

MBtodo 2‘;;;:;2 bandas G con NaOH y calor (método de Gagné) (224).

Eazerialz,pregaracicnes-cxnmosﬁmicas convenciona1és secadas
al aire.
I. Sumergir las laminillas en NaOH 0.014N por 15-20 s, trams
ferir rS&pidamente a etanol al 70% y efectuar dos ‘cambios,
posteriormente lavar <con etancl al 95% y secar.

2. Colocar las laminillas en 6xSSC caliente (66°C). Después
de 18 h lavar dos veces en 6xSSC. Transferir a etanol ~
al 70% v despuds al 95% y secar.

3. Tefiir en solucidn Glemsa amortiguada:50ml de agua destilza~
da + 1.5 ml de dcido citrico pH 6.9 + 1.5 ml de metanol +
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5 ml de solucién stock dé Giemsa (Harleco) durante 30 ml :'
lavar con agua d‘esﬁila&a y secar. Diferenciar baje con-
trol mlcroscéplco en etanol =#l 25%; transfer:x.r a acetona, .i.;
;despues a toluerio y montar.

B. Métodos con solucz.ones sal:l.nas y métodos por varlacz.ones x
de pH '

Ios métodos gque ‘invoincran el uso de soluciones salinas | .“
concentradas para producir bandas G reciben el nombre de tec
nicas ASG (acetlco/salma{c;lemsal .

HEtodo 2SG de Sumner y cols(195).

Iéa erla.l- pz:eparac:.ones convenc;onales secadas al aire de cu}.:?
tivos de Ssangre periférica, la humedad relafiva du’
rante la prepaxac:.én pue&e influenciar 105 patrongs”

' de bandas. Preparaciones hechas con una humedad I;EE
lativa {H.R.)} alta no muestran bandas. ILos mejore
resultados se obt:,enen a 40-50% de H.R.

1. ZIncubar en 2xSSC (L h a 60° c) &espues lavar con agua -

desmineralizada. 7 o
2. Tefilr con solucibn Giemsa amortiguada por 1~1.5 h (50 ml %f
de solucifn amortiguadorapH 6.8 ¥ 1 ml de solucién stock
de Giemsa}. ILavar com agua aem:?;ue lizada, secar, en_}ug |
gar en xileno y montar.

8i la tincibn es demasiado intensa ¥y no se obtiene un ~
buen bandeo se pueden hacer algunas mcdificaciones: tratando
las laminillas con N2OH por 5-30 &, enjuagéndolas con agua -
&estilada e incubando después en 2xSSC. En otros casos, sim
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t : ‘

v plemente‘prolongar el tiempo de lncubaclén con 2 % §s¢ pue=
| _ae_prgduc;r_el bandeo, En la mqyoria de los casos una com—-—
;bgnaéiéhmﬁs;émBaSwméaiflqac;ones-daxaleSﬂmeiQrES resultados

Para cada lote de preparaclcnes se deben probar varios .
"tzempos de 1ncubac16n (30 60,90 min; 6 y 18 h).

Algunas veces los patrones de bandas pueden diferenclar  '
se\mejar acbrtando los blempes de tlnclﬁn. ' R -

MétcdoASG dechaudhuri y C’O]E‘?S_‘:;: (ZQ‘D}‘.‘_" o

' Este metoao es una modlflcaclén del método anteribr‘y‘én .
oca51ones pueden obtenerse mejores resultades. 8 ' ;
‘Mater1a1~ preparaciones cromosémlcas secadas al alre de cul—‘i
, , tivos de sangre perlférlca y'flbroblastos.:
"ll-'Colocar'las laminillas en solu016n amortiguadora de fos- )
'fatos CSorensenl a4 pH 6.8 a. 62 C poxr 24 h.. E1 tiempo de  '_ :;;
1ncubac1én puede gt reduc1do a 45'm1n 51 la temperatura i L
- se aumenta & 66 C.

- 2. Tehir alrectamente en BOIUClén Giemsa por 5-=10 min {7 mi
de.solucmén de almacenamlento de colorante {Mexck) + 20 ml -
de solucibn amortiguadora de fosfatos pH 6.8 + 73 ml de

_ agua destilada. (si se requiere una mejor dlferenciacisn
=1=1 utlllza etanol 10-20%) .

Bw"Lavar con agua corzlente, secar h'd montar.

Técnica Giemsa 9 (MEtodo de Patil y cols. }({225).

En este métode se combinan el tratamiento con dlecali y
ia tinci6n con Giemsa en un s6lo paso, cambiando el PH del =
Giefsa del wsual 6.8 = 7.0 & pH 9.0 lo cual produce una tin=~
cidn diferencial de los cromosomas.
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' Se pueden utilizar diferentes tlempos de tlnc16n - ‘,;'_3
(5~15 min). Si se trata por 1~2 min se obtiene tinecibn de -
'»1as_region§s centroméricas y ocasionalmente de las constric- ;
ciones secundarias del 1 y 16. Después de 4 a 10 min se ob- -
tienen bandas G ¥ con mas de 15 mln 1os cromosomas tlnen unx 
formemente. ' s

 Técnica Giemsa 9 (225).

Las pfeparaciones‘Se‘hECén sebre»laminilias'fiiﬁS'y'hﬁ_L
medas y se secanAPo: soplado y calentamlento en una'platlna =
a exactamente 60 °c por 90-120 s (para evitar los efectos 1n—7f
consistentes del secado a la flamd). Tefiir en la siguiente i
solucibn: 96 ml de agua destilada + 2 m de NaZHPO 0. i M~+.§
2 ml de solucibn Glemsa (Harleco) .

4

La mezcla es ajustada a pH 9 si es.necesarlo. bas 1anm—5
nillas se tifien por 5 min, debiendo probarse dlferentes tlem-§
pos. ‘ o

Las preparaciones tnnldas se lavan con abundante agua -
‘destllaaa, Se secan, enjuagan en xilol y se montan.

C. Métodos utll.zando digestibn enzlmétxca para pra&uc;r Ban;
das G. ’

Estos métodos tienen 1z ventaja de gue las band=ss pueden
ser obtenidas en pocos minutos con buenos resultados a@n con
preparaciones de mis de un afio. Sin embargo ya que las acti~
vidades enzimiticas son bastante variables es dificil sstable
 cer procesos estfndar y para cada caso deben,ser'probdaps di~
fexrentes tiempos de incubacidn.



Método 1 con tripsina ,cMéftofao de Seabright) ».(igré)

Materlalr preparaciones cromosémlcas secadas al aire ( a la
flama son menos adecuadas). '

‘ Tratar con trlpslna (leco) al 0. 25% en una soluczén sa
lina lseténlca © simplemente agua destllaaa a temperatura am
biente o a temperaturas aﬁn mayores que 37% poxr 10 = 60 s.

Tefir 3-4 min en LEishman (BDB) diiuidb con amortlguaEOr‘%
pH 6.8 (1:4), lavar répldamente.en agua destllada, Secar al B
alre, enjuagar en x1lel y montar. P

- En este metodo el pH.debe ser constante (pH [ 8) él.pﬁ>
6pt1mo de la tr;951na cae en valores més elevados (pH 8.0 &

'kaﬁn 9.0) pero se: obtlenen algunos efectos’ 1nespeciflcos en .~ -

los: cromosomas,' Puedén utlllzarse diferentes.temperaturas de
1ncubac16n (entre 20 y’40 C}, sin embargo unabhemperatura da-'

parac10nes para ohtener cqnd1c10nes estandaz, . "'7 : _;;ﬁ,ﬁg;

Para cada caSQ‘deben4§:Qbarse tiempos diferentes de incu
bacidn (10 a 60-s )y es prefér,’ﬂ)le utilizar solucicnes de —
tr;pszna gue requleren tlempos de lncubac16n~m§s largos gue-
.soluciones mis activas con tiempos cortos ya gue los resu;ta
“dos son menos consistentes. :

Método 2 con tripsina (método de Wang y Fedoroff) (197) .

'Las preparaciones deben ser elaboradas por la técnica de
secado a la flama. Das laminilias se sumergen en tripsina al
0.025 = 0.05% (en solucibn salina balanceada libre de Ca y ¥g)
a 25—30qC‘por'10~15~min_ Alternativamente esta solucién pue
de ser diluida con EDTA al 0.02% {1:1). EI pHE de la solucisn



enzimitica se ajusta a 7.0. Ias laminillas se lavan Sucesié'ﬁ
vamente en etanol a 70%, 96% y abscluta‘y»se‘sgcan. ' :

Tefiir por 1—2 mzn en la 51gu1ente solucidnse 100mL de so
lucidn amortlguadora de fosfatos (pH 7:037 0.0lm) + X0 ml de
soluc16n.61emsa, Enjuagar con abundante agua desmlnerallza-
da, Secar, enjuagar en xilol y montar. -

D. Otros métodos para producir Bandas G.

- Otros métodos han sido descritos para producir bandas Gy |
guizé algunos de los m8s interesantes son aquellos gque utili
zan la 1ncorporac16n de dlferentes agentes al medio &é cultl-;:
T NO Y aquellos cen tratamlentos previos a la fljaCléna |

'HétOdo para produc1r bandas G con Heparlna (Slmeonova y'cols );
(213}. : : o A e

En este método el tratamiénto puede darse tanto'a cromo-;v
'h,emas no f£ijados como & preparacionés fijadass

Pratamiento de cromosomas no f£ijados.

“Heparina (Richter) (50 mg/nl) diluida a una concentracién fi-.
nal de 200 4g/ml.

Después de 62 h de cultivo en medio 199 ¢on fitchemaglu- |
tinina~P a 37°¢, las c8lulas del cultivo de sangre periférica y
se suspenden en solucidn hipotdnica {KCL 0.075M) por IS5 min .fﬁ
Posteriormente se centrifuga y remueve la solucidn hipotbnica |
v se adiciona 0.1 ml de la solucién de heparina de trabajeo =
fria, resuspéﬁaidovel’betﬁn@ Dejar a temperatura ambiznté ~
3-5 min. El material se £ija dos veces en metanol: &zido acg




tico por 1 h . ILas preparaciones secadas al aire se tifien en
soluc;&n de Giemsa al 2% en soluc;;.on amortlguauora de fosfatos
PE 6.8 por 6-7 min.

Tratamiento de cromosomas fijadoss

ILas preparaciones c:cmosémicas» -Secadas‘ al aire se tratan

~ con solucién de heparina sin diluir (50mg/ml) por 18-24 h. Se
lavan con agua destilada y tifien en solucibn de Giémsa al 2%

en solucibn amortiguadora de fosfatos pH 6.8 por 6-7 min.

4. METODOS PARA PRODUCIR BANDAS R y T

Las bandas R ‘creversés”i muestran un patrén de bandas =-
opuesto al de las bandas Q/6. Tienen la desventaja de que —
~tifien muy tenue por lo que para su an&lisis se reguiere un -
microscopio con contraste de fases, sin embargo son 'niuy' Gti- . -
les para -l estudio de translocaciones que involucran los te
18meros de los cromosomnas.

 M&todos con Giemsa para producir bandas R (Dutrillaux y - -
Lejeune) (182).

Material: preparaciones cromosémicas secadas al aire envejeci

das poxr 8 dias.

Incubar en solucibn amortiguadora de fosfatos pH 6:5 -=
(20mM) a 87°C por 10-12 min y lavar con agua corriente unos
segundos.

Tefiir por aproximadamente 10 min en la siguiente solucidz

92 partes de agua destilada + 4 partes de solucibn amortigua~
doxa de fosfatos pH 6.7 + 4 partes de solucibn Giemsa. Enjuz



‘gar con agua destilada, secar, lavar con_inOl’Ywm@gtar,
Este tlpalde bandas son menos reproduclbles qne el ;eStqg
‘de los_metodos gue utilizan Giemsa. ' '

‘Metodo ‘para banéas R con naranja de acrldlna (BObIOW‘y colsl

{226) . S .

| Material: preparaciones secadas al aire. . k

:1, Incubar en solucién amortlguaaera de. fbsfatos de SOrensenvf
(pH.G.Sl a 85° C,por 5=30 min (lamlnlllas viejas reguieren !
‘mas tlempol. _ , e

2. ‘'Pefiir con naranja de acridina

gud dora de. zosfatos~(pﬁ.6 By per 5 ‘min.

- leerenCLar'y montar en el ml”mo amcrtlguador, anallzar a

‘IQJQ-

Las bandas T representan una fraccidén de las bandas R, = |
 la fraccifn que estd precisamente localizada, con raras excep-—,
ciones, en 1os telbmeros. También representan los segmentos |

de banﬁas R,que son més r551stentes al calor.

M&todo para bandas T con naranja de acridina (Dutrillaux) (227).

P y;rauémien£a~ca16rifi¢6 . AdlClonar 3 ml de soluclon amoxr
txguadora de fosfates a 94 ml de agua destilada. Tlevar~
& una temepratura de B?OC. Atdicionar 3 ml de solucidn de,f
Giemsa. Sumergir las laminillas uoz-s 5 min. - Q

2. ‘'Tineibn con maranja de acridina. Rehidratar las laminilisg
en alcoholes graduales hasta agua destilada y tefiir con @3’
naranja de acridina, la solucifn se prepara en amoriigua-




Qor de fosfatos). Montar las laminillas en amortiguador

de fosfatos y obgervar bajo un microscopio con Iluz U.V.

E ";Mé:tqd.'a. parabandas T conGlemsa (Duf:l‘lllaux) (227).

Denaturar poxr 20-—60 mn a 87 C en soluc:.én de Ea::l, o=

luc:.on sallna amortlguada con fosfatos {EBS) o solucibn amo::"
' adora de fos:atos a un pH aproxzmauc de. 5.1. Tefir con

Giemsa como. en el metodc anteriok. ?ambzén se )puede tenlr -
con naranja de Acridinas AT ’

Método para obtener simultdneamente bandas € y T (193).

o ﬁaiﬁihiiias”se'cada‘s al aire ”'s‘e inc:iban eﬁ:Séiﬁéiﬁﬁ deﬂan}:
BSS mantenida & 91%%. por 30 mn, enfriaaas con agua corrlen*te
¥ tefidas e;n Gx.emsa al 4% ﬁuz:ante 15 it '

5. TECNICAS PARA IA DEMOSTRACION DE ORGANIZADORES NUCLEOLA

Las regiones de organizadores nucleolares (NOR) gue sa
encuentran en los brazos cortos de los cv'omosomas acrocénﬁzfﬂ-’
cos de los grupes Dy Gi se ponen de man:.fs.esto mediante las
llamadas bandas N o por métodos de impregnacibn argéntica
(bandas NOR). o

Tﬁé_’cniea de bandas N (Matsui ¥ Sasaki) (205},

1. Incubar las laminillas en écldo i:r;.clcsroacét:.co al 5% por
30 min a 85-900(3.
2. Enjuagar en agua corriente.
3. Redincubar en HCL 0.1N por 30-45 min a 60°C.
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‘4. Enjuagar con agua corriente b4 tefiix por 60 min en solu~- |

citn de Glemsa\amortlguada con fosfaﬁos (diluida 1:10)
‘a pH 7.0 -

Método para NORs por impregnacibn argéntica (bandas NOR] (204)-

Maﬁefiai‘ preparaciones’cromosSmiCas,‘Sécadas al airé o a.la,

- mente cultlvaﬂas enzmedlo RRMI 1640 contenlendo 0. 1-Kg/ml de

colcemida; por 1=-2 h & 37 C. Debido a que el enveJeCImlento

de las c&lulas fijadas frecuantemente da como résultado falr*i
ta de reaccibhn de Ia plata con los NORs o una reac016n 1nespe
,ciflca. Es conveniente procesar-las preparaclones cromosém; %

cas poco tiempo después de que las células hayan 51do detenl
’das en:mezafase. : ’

Las laminillas son pretratadas coq’saluciéhLamortigua&b:#

ta de Ecratas (Na 564 0. 1M,Na23407 0.005M, .pH 9.1) poxr 20=30

min a temperatura ambiente, Este paso es empiricamente nece e |
-ga *ic para eliminar Ia tincidn inespeciflca de los centréme- O

ros que sSe observaba en el métqdp_Ag-As original.

Las laminillas se incuban después en AgNO, al 50% {p/v)

{preparado en agua destilada desionizada a pH 4.5 =5.0) en = :

una cémara h@meda por 15-18 h a 60°C; se enjuagan con agua =
desionizada y se contratifien con Giemsa al 1-2% por 60 s.

La humedad puede obtenerse también colocando las lamini
llas en una caja de plastico de cierre herméiico, con agua =
‘desionizada en el fondo ¥y evitando gque las laminillas se mo~

1'

A

i

jen. Cuando los cromosomas alcanzan la intensidad de tinciﬁns

deseada, se enjuagan con varios cambios de agua desionizada,

se secan al aire y se observan en contraste de fases o se con

tratifien con aceto-orceina o Gilemsa al 1=2%.



S8i se desea tefiir a los cromosoma.s con tz.nc:n.ﬁn con - -
leemsa conven01onal las laminillas pueden tenlrse con Glemsa
‘al 1-2% en solucidn amortiguadora de fosfatos 0. OlM pH? 0y
utilizar mlcroscoplaAde campo lumlnoso. - Las lamin;llas se ~
colocan después en xilol, xllol—etanol y series de 'alc':’ohole”s‘
para remover el aceite de inmersi itn y la. t;nc16n con<Giemsa h'g
'se dejan secar al aire antes de aplicar los métodos de bandas
NOR. S '

Las bandas NOR pueden combinarse ‘ con métodos de 'bz-iﬁd‘a’s é
- para lograr la identificacibn 1nd:.v:.dual de los cromosomas =
acrocéntr:.cos con reg:.ones NOR. act:.vas.

Zankl y Benhart (228) desarrollaron un metodo consisten->
te enincubar las metafases en nitrato de plata acucso a 37%
por 18 h ¢ a 50°C por 2-5 h para obtener las bandas NOR y des
" pués ban&ear con tripsina y Giemsa. Sin embargo en la actua A
1idad se cuenta con métodos més 1"5.1:»:1.130}5 para obtener bandas == = _ .
:NOR v G simultSneamente. C o
HMEtodo para obtener ﬁandas NOR y G simult&neamente (Howell ¥
BlackL(ZZSI. :

"H&tezialaApréparacioneSuobﬁeniaas,ae linfocitos y envejecidas
5 dias.

1. Tincibn con plata de NORs.

Se colocan en la superficie de la laminilla 4 gotas de
solucidn I de plata (4g de AgNO, disueltos én 8 ml de agua -~
desdionizada) vy se cubre con un cubzeohgetos‘ Se coloca en =
ﬁna,platina‘caliente.y~estabilizaaa.a{Bsab por 3-5 min, duran
te este tiempo el nitrato de plata cristaliza alrededor del
eobreobjetos. Se lava la preparacibn con agua desionizada c¢¢



N ‘,l" .

- Ag sé

deja secar y se adicionan dos gobas de ﬁormal&na al 3n Cneu
trallzada.con crlsta_es de acetato aes amonlo y‘enveje01da -

_'por al menos 3 dias antes de - usarlal h's dos gotas de soluc16n
,II de- Ag.(ég de AgNQ3 ﬂlsueltos én 5 ml de agua des;onzzada*

‘ ,'mlAdeuNH4OH 1 ala superflcze de la laminilla cubrzenJF

sl eibn con == .-

un.cuhreobgetos. £l progreso de la +tin

tos ¥ la soluczén con, agua desionizada y se aega sedar el -“,‘
portacbjetos. Si TOS'ﬁrazos cromosémlcos estén sobretenx——ﬁf 
dos de ama¥illo oscure a cafg, se bloqueael bandeo G con —
Ttr;psina.' o , _ .

1971)&

' Despﬁés ue Lau;_nC1on‘con pmaza, LDS‘pOIfEOD]EfOS’SE cc‘;

locan<en una solucibn de tripsina {0.3 ml de tripsina GIBCG

fosfatos pH 6.8 por 5-10 min. Se lavan con agua desionizada
se secan, se colocan en xilol por 5 min ¥ se montan.

.rrlente para qU1tar'el cuhreohgetes v el nltrato de Aga ge.f

7ue-con.contraste de- fases. Cuando lﬁs‘NORs aesarwﬁ;f
A rrcllan hasta el punEs en que pueﬁen verse claramente con = -

,11umlnac16n de campo brlllante ¥ _cs brazos de los cxcmoso-lfﬁ
mas son de.color amarlllo péllﬁo, se remueven el cubrpebje-;fk

‘1H2w, Banaas Giemsa‘T11551na (par elﬂmétado dEASEabrlght~ ﬁ*gQ‘.

al 2.5% en 50 nl de Hank BSS 1X sin Ca nmAMg y con rojo de _—
'féncll a 20% por 3-5 mzn. Se lavan 5 & en agua desmonzzada
'y se colacan 30 5 en ‘Hank BSS ton Ca y Mg y iojo de fenol.

Las lamlnillas se tifien en Giemsa a1,3%\en,amort1guadq&.ﬁe -



6.  COMPARACTION ENTRE 1.0S DIFERENTES METODOS DE BANDAS ¥ -
USO DE VARJ.AS TECNICAS EN LA MISMA ‘DREPARACION. R

En‘la actualﬂdad se han desarrollaao un,SLn nﬁmerc‘dé -
métodos de banaas,>31n embargo las. técnlcas para bandas G; R
y C constituyen la metodologfa utilizads como rutina en la ma

yoria de los laboratorles, y&a que tlnen,estructuras dlferenr
tes, pueden compiementarse entre si, utllzzan Glemsa‘v sﬁlo
requzeren de un mlcrosceplo de campo cla.

 Los patrones de bandas G—y Q son s*jfﬂares, con peque-~
nas excepc1ones, pero lag bandas G permlten preparaciones =< ;
pezmanentes ¥ resu_tan<més econbmicas: Algunas de las técn;, o
cas:menclonadas son‘de gran ayuda en‘j-tuac1ones especiflcas,
 las bandas Ry T son Gtiles para 1a 1nvest1gaci§n de anomalias-
_en‘las regiones distales de los cromosomasy las bandas € son -
: especifl’,Sgpara analizar configuraciones cromesémlcaS'meiﬁtl
cas, para la 1dent1f1caclén del. cromosomaux‘y de rearreglos

oy O S

.que =nvn1vnra" ﬂnﬂ**ﬁmeroar—LEIES'ueﬁo fézmdcion de axcentrI;

cos_y pollmorflsmos heterocrométlcos de 105 pares 1¢9 y 16.

,,,,,

cac;ones robertsonlanas.

" En la tabla 8 se comparan los diferentes métodos de ban~
das en relacidn a las estructuras tefiidas o puestas de mani—
£iesto bor cada wno de ellQS= ‘

Para el anflisis de translocaciones complejas, puede ser
necesario utilizar varias técmicas en la mi"sma metafase si--
giiendo un orden especifico (188). ’

1. ‘“Tincifn con Giemsa gue permite la observacibn de los cro
mosomas en su foxma clisica y conservar mejor las lamind
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- NOTA: Los métodos de bandas R y T son los tinicos gue tifien las regiones telém.erigas@
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'preparaCLOnes que han sAjw

Tlas qué o eéﬁénimbnﬁadas. El acelte de lnme1516n pue-'
de ser remav;do con.tolueno o xileno. BEL. colo*ante se =
‘elinina con etanol,. ‘metanol, f£ijadoxr Cmetanal—ﬁc;do acé—~

-tlco 3 11 o—éC1do acétlco al 50¢.

.zar'posterlormente otras técn1cas. El ‘luexcc ¥omo es re
movido lavando GQn;agua-y alcoholq

Métodos de<bandas ted (excepto por d;gestlén e~21mét1ca, si -

_aﬁn se van a usa® otros métodos. La“t;nc16n.se ellm;ng

1pasanda.pcx-alcaholes graduales o conffijaaﬁr"

Tos métodes ae bandas<Rspueden emplearse fé‘if*Enﬁe para

con d;gest;én.enzﬂj!”}cal. Es muy diffeil pero no impc-’-
sible ohtenerpbanaas G después de ‘bandas R Una vez zea

“lizado el tratam;entsa para bandas R se pueds tefiir con =

Giemsa o con naranja de acridina. La mostaza de 'qu'ina;—-‘
crina fluoresce muy .poco @aro es posibie 1uentif1car el
cromesoma Y. o ‘

'El método de bandas T puede sexr utlllzado &esnués de cual‘_‘

quzera de los anteriores y los resultadoes. csn.mny cons;s
tentes. ' '

10,5 anter;:..qres»@; Es po_.sgaf,bl,e observa: cgems»,enc&sa. de,; ba.z_z-!

Ias técnicas de bandas NOR por impregnacifn argéntica pus
den ntilizarse despufs de bandas Q, G, R ¢ C dando buencs
resultados, las bandas G (por tratamiento enzimdtico} pus
den obtenerse déspufs de bandas NOR bajo ciertas condicig

ne B

tefiidas para bandas G (eXcepto .



asi es tebricamente posible, con una soIa-érepafaciﬁhfﬁf%
observar la tincidn c1551ca, segu;da de bandas Q;- G, R}‘T;=¢ f
¥ NOR para los mismos cromosomass Sln embargo, los varlos -_i
procedlmlentos tienden 4 decrecer la callﬁad de las- 1m§genes g
y en realidad es diffcil proceder despues de 3 8§ 4 técnicas ‘

diferentes. . En la. pr&ctlca quizid los megores resultadcs sea7”5
>'_ obtengan conAtznclén clésica, bandas @, ﬁratamlento térmico ,}
v ﬁlﬂClén con‘naranja de acrldlna (ban&as R<y T) para obser- E
vaxr caracteristzcas complementarlas,_ '

7.  OTROS METODOS DE BANDAS

Métodos que 1nvolucran el uso deAnuevns colorantes con -,75
-afinidad por bases especificas {(A=T & G-C) ¥ proﬁacen con -
algunas pegquefias &1ferenc1as patrones de'bandas Q/G & R (vgr fﬂ
tabla 5 Capitulo V)« Co 7 ;

La desventaja de estos colorantes es su dlfiCll adqulsl

cién b'd el uso: ae mlcroscopia por fluoxescencia v Filtros ade“
cuaaes segﬁn.la longitud de onda a que absorba cada coloran~  f
te. Bdemés ia fluorescencmalva ﬂesapareclendo con eT ﬁlemPO' N
de exposicién y para un registro permanente es necesaxzc Te- b

currir a la fotografia. Estos factores hacen gug-estps‘maQQU
=ﬂbs:gq-sean«emgleédcg_bomn rutina sino en casos especificos
gue justifiguen isu uso. - ’

La mayorfia de los fluorocromos se utilizan en sclucidn
con aguaAdesionizaaa O‘&iféréntes amorﬁigﬁadbres:en conpcen—

Métcap-ﬁeztincién‘can,ﬂpechsk 33258‘b'béﬁ333?QFE{193}@ :

Lag laminillas se sumergen sucesivamente en:



1.  Soliicibn sal:.na amort:.guada con fosfatos (}?BS), (NaCl = =
© 0.14M,KCL - C. doay fosfato 0. Om,pE 7. oz 5 mm.' )

24 ;Hoechst 33258 O S&g[ml en PES 10 min | |
3. ".Sumerg:.r en. PBRS por 1 mn y ‘en PBS io0 min pa:r:a d:.feren-—-—_
~ ciars '

Soluc::.ones stock del colorante { SG -ﬂg/ml). en agua pue-
denx ser conservadas en’ la oscnrz.dad y a 4% poxr dos semanas.

Lag prep’a‘r‘a‘cz,ones temaas y da.ferencladas k=] montan con. -
' amortlguador a pH 7.0 0 7.5y se observan al m:ucroscop:m de _
;Eluorescenc:.a y se fctografian.~ ' ' ' S

'Metodo para proaucls bandas Q ¥ R smulté.neamente por t:.nc:.én :
con cromemn.clna AB a ol:wcm:.clna (.1831. o LT I L

Material: preparaciones cremosémicas de cultivos de.sangre =
_periférica o fibroblastos. . Tas laminillas se tifien a tempe= = . - -
ra.tuz:a ambiente por 20 min. en una solucibn ‘con ‘5 h.gfml de - : o
cromicina AB LBoehrlngerl u ol:.vom:.cma {Calbiochen) en amox
tiguador de fosfatos (NaCl 0.15M,KCL 0.03M b'g NaZHPO 4 0.01 M
ajuastado a pH 7. O) conteniendo Mgc ;2.5 M) . Pestea.z.omente '
las lamln:.llas se lavan y montan con el migmo amcrt:.guador -
y se examinan en un ma.croscop;.o equ:.pa&a Con fluerescenc1a =

da espe;os dlcroicos ¥ ﬁ:f_lt;:os‘-. «,l-,; E,J-li;r;o de. aexc_a.»‘t,acz.én R
2xBG1l2, espejo dicroico FT 510 y filtro bafrera ILP515. {en -
el *ang@ vicieﬁauazuii, 2@~ Eiitrbs ae‘excitaciﬁn‘ves &faca,
tac:.ﬁn ultrav.mleta—vmcleta) fodos ellos Zeiss con un objetz,
vo neofluar 100x, :

Con la primera ¢ombinzciBn de Filtros se obtiene un pa-



'Lsegunda combinacidn g obtlene el patxén de bandas R de fluo
'jregcenela amarzlla.:_' ‘

’ blente antes de ahserva:las, conAeste proce
& temperatura amblente antes ‘de obse:varlas, con este pro,mjf
-;daimadurac16n s&. logra una fluerescenc;a intensa de bandas

. B. Técnicas por contraf?*5ip“
' bandas. :

cibn. E14princ1§io general de esta metodologia es el tso com"

: .
197 D
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txbn de bandas e5pecif1ce de fluorescenc1a verde el cual es
similar a las bandas [o] observaaas con Hoechst 33258 y con la;

Se‘obtlenen mejores~resultados 51 las lamlnlllas tenidas
ge mantlenen aurante 24 h en la obscurlda& a temperatura am-~

o de madurac;én

QMXABMQQE.SE mant;ene~m;ycr tiempo‘medlante.Mngz,

txatincidn. Eatzones ae.bandas prec1305 pueden serv;nducmdcsﬂ
poxr contratinclén afin en casos en gue el fluorocromo poxr si ‘
misme aa una flnqxescenc;a nobre v poca diferenciacifn deo +1nq

binado de un colorante fluoxescenteAparavel ADN £tlﬂc;én pr;-j
maria) v el apropiado agente de unibn al ADN paralla contra== |

'utinc;én, el cual puede o no ser fluovescente en una longitud -

de onda diferente a la de 1a tincidn primaria (L184).
Cuando wn colorante fluorescente es usado para tedir m:g_%
paraciones cromosbmicas en conjuncidn con un agente contras-

‘tante adecuado, &ste Gltimo puede adicionarse antes (pretin-

cifn) © despuss de la tincibn primaria, aun que el efecto ez

pecifico de la contratincifn es mis pronunciado si se adicig -

na subsecuentemente. ILas Gnicas excepeiones sop las combina
ciones de colorantes que incluyen mostaza de guinacrina. =
Parts de este £luorocromo alguilante p"bablementa se une co



i“nes de colorantes y~los patrones de ban&as que pra&ucen.'

'valentemente y es‘re51stente a un desplazamlento é_recto por

c1ertas contrat;ncmcnes tales como net10951na Q‘dzstamlllna A

En este caso laApretlnc16n es mis efectlva, debido & que re-—
. duce 1a unlén.subsecuente de la mostaza de qu;nacr;na_(184}.»

Ex1sten un 51nnﬁmexo de comblnaCLOnes de colcrantes."En
general, cuanéo se utlllza una tlnc16n prlmarla especiflca pav
ra A/T ¥y una contratl cidn especiflca para G/c se incrementa

el patrén de bandas Q (tipo QFH, bandas O produc1daa por el. -

éoioranféfﬁbeéhsf 3325?).. 31 se utlllza tanto tincidn prlma

ria como contraﬁlnc1on especiflca para A/T se 1ncvementa el -

>gpatrén ‘de bandas C, a estas bandas se les llama bandas DArDAPI -
fya que se obtu_leron poE primera vez utlllzando DAPI como £in
- &ibn primaria y dlstamlclnawﬁ contrat1nc1en. El uso de colo.
 jran£es especiflcos para G/c como tincidn prlmarla,y contra—u'

t1n016n con. ESEEle101dad par A/T 1ncrementa el patzén de ban
das R (1841.» : o o PR A

En la tabla 6 LCapitulo V) se muestran algunas combinacza -

L6s ﬁétcabé dé-céﬁtfaﬁiﬁéian son garfiéﬁlafﬁéﬁfé'ﬁﬁileé

 en 105 casos en que los metodos de rutlna no proveen ée‘una -

,resguesta,ccncluyenﬁe@ Ia<<nuevas técn;cas fluorescentes pue

 den ser aplicadas secuencialmente con oktros métodos de bandeo

Algunas de las combinaciones de colorantes proveen patrones =
generales de bandas con excelente definicién de bandas estin-
dar y de ciertas regiones polimbrficas (tabla 9)

| Dos pares de colorantes son particularmente Gtiles para

el estudic de la poreibn variable distal del brazo largo del
cromosona ¥, quinacrina/actinomicina D y DAPI/Distamicina A.
Esta nueva metodologfa es mejor si dos © mds combinaciones son
apiicadas secuencialmente a las mismas células, lo cual permi-
te caracterizar nwtcléazcamente diferentes tipos aeAneterocxa:*



‘en H, 0) por 6 min, (-] guagan después secuenc1almente en H2

0..2M) & pH 5.5 yer*30 sy HQO- Se contratlne»con amincacti~
_ nomicina D3 MM o Actinomicina DﬁS@ﬁgﬂhﬂil

Ta‘en amortlgua-

r-&or“pH 5. 5, La fluorescencia de la qulnacrnna se excita con -
Iuz entre 450 y 500 oo ¥y se,abserva nor-un flltro de 510-fr~ ;

525 nm.
. yé?:ﬁaaﬂ para _.b'anaas 'ﬁ EDA—rDZ_%i’I’ {(AT/AT) (23u1 |
“Las laminlllasxse tifien 1n1c1a1mente con dlstam1c1na A

‘(19-15 min) (4mg/ml en amo:tlguador>de McIlvalne oH 7. 0), se
- ‘enjuagan con amortlguador v se contratifien 10 min en A' B omi

ot b et T a2 T i i ¢

o,
soluc16n amortlguadora de_MClealne (cltrato 0.1 M/fbsfa;o -

E diamidinoc, 2 féncl;ndol (DﬁPT) con una ccncentraclén flnal - ~5

- de l.4 x 10 3'mM en soluclén amortiguadora pH 7.0 (Na,HPO, ﬁg

165 mM y‘cltraﬁc de sodio 17 mM). S& lavanhcqn amortiguador .
~ fy'se mnntan e el mismo. Se ohservan <on. iuz azul de longi~-
tud de onda‘peguena uﬁlllzanda filtro de excitacién UG-l = =

{Zediss). '

Banﬂas R por contraﬁ1ncx6n Hltramlclnajalstamzclna A.(GC/ATE
{231}«

Las laminillas se‘tlnen con dmstamlcmna A por 10-15 min
& una coficentracibn de 4.0 mg/ml gnwamgztmguadgz*éalMcIlvaige

PH 7.0, se enjuagan con amortiguador ¥ Se contratifien con mi-
tramicina a una concentracibn de 0.1 mg/ml en amortiguador con -

Mg 10 mM pH 7.9, se enjuagan y se montan con amortiguador.

b




TABBA -9

 COMPARACICN. ENTRE METODOS DE COH"‘RATINCION BN RELACION A LOS PRIN- :
CIPALES por,wmxsmos CROMOSOMICOS
(3.84 Yo o

. v ~ Cromosomas o o éczecéntrlcos» - | o . ¥gi h
COLORANTE - lgh 3 cen th lﬁqh pll  15pl2. Satélltes proximal .medlajazstal

gainacrina B - - . - " & +
| DAPI/Actinomicina D+ + o= . -

DAPI/Distamicina A  + - % - o - o+ +

o+
‘:
+

Hoechst 33258/ . . 4+ - 4 -+ % -
‘Actinomicin D ‘ ’
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fluorocromos ha fac
i‘mltlenao Ta expanszén de estas técnlcas.

€.  Métodos dinimices con BUGR {188)-

Originalmente se.observd qué el BUAR era capaz de acen -

‘tuar 1és'é6nstricciéné5'sécundarias de los cromosomas 1,9 y

16. Desyués se demcstré que tamblen elongabaAclertos sea-~fﬁ
mentos c*cmatidlccs ¥ permztia zdentlflcar a.gunes Cromosc—

“mas particularmente en X de replicacién tar&ia. ElL uso deu?
itado el bandeo 1nduc1&o yor BU&R, perf"

_ Agtualmente es pesible~obtnner tedos lcs tlpos de»ban-:l
das por”tratamlento con.BUdR, reconocer aszmetria entre crof'

.m&tidas y—anallzar lntercamblos entre cromézléas hermanas."

En términos estrlctamente descrxptzvos, el BUdR,pra&n-

'ce las s:gulentes med;fmcaczones cromatidzcas~ elongac16nA-_
_'simétrica, elongaclén.a51metrlca, decremento de 1z 1ntensz—3:
da&'ae tzncién‘con ‘Gigmsa o Heechst 33df8-'modlflcaczﬁn de.

da respuesta al tratamiento térmico a 87 ¥ 65° C. Para db—-}

‘,tener ﬁsta dlferenCLaciﬁnide cromitidas el BB&R as utll;za-;

80 en proporclones variables y‘dlaerentes tlempas, de mane— _

ra contlnuaAo d;scontlnua.

a) Bandas Rﬂéan£Bua§s

‘“Pratamientos continuos en las 3-15 h finales general~

mente,maaifican.todas © parte &a las bandas Q de manera que

los cromosomas pzesehtan bandas R. Esta~mné1£icac16n sigue
un ciclo caracteristico el.cual depende del periods del txa

tamiento. Por 3 h, s6lo algunas bandas Q son afectadas ¥
muestran tna elongacibn considerable. Por aproximadamente

5-7 h casi todas las bandas @ son modificadas y muestran gran

elongacibn. Sus propiedades de color, en particular con —-
respecto al naranja de acrxidina, son modificadas significa-



tivamente (tincifn roja). Despuds de 7 hy por mds de = =
13-15 h algunas bandas. R, asi como todas las banaas Q son =
ua‘éctadas. %a elorngacidn de estas bandas R es generalmente
§=quena o xnex stente,,pero sy, ‘coloracibn re;a con maranja
- acrldlna es altamente caracterist*ca.

bi‘sanaasag=cen Bﬁaﬂ.

- Tratamientos discontinuos de la guinceava a la onceava
hora antes de la cosecha; pueden modificay las bandas R, -

gus pueden ser esparcidas y no elangadas pero con.una colora:

c&én modlflcaﬁa gon ekl fluorocromo Hoechst, 33258, con naran-=

ja de acrldxna o afin. ‘con ‘la solucidn’ Giemsa con.o sin trata~

- miento termico prev1e. E".resultado son bandas Q/G\extreman
1aamente cont*astadas, acompanadas¢por t1n01én de las zwegio-
nes centromérlcasu'<Enap:omedlo.el.nﬁmere‘de‘banﬁas‘observg
‘8o es. muy al¥e. - o S ’ T -

¢} Bandas Intermedias.

- guando-e€l trataniento €s aylibada de la 1avena:glla tre -

ceava hora antes de la cosecha, las metafases frecuentemente
presentan patrones intermedios entre bandas Ry Q. Algunos

cromosomas muestzan bandas R, otros tienen bandas @ y afn se
cbservan cromosomas cor ambos tipos de bandas. El cromoso-

ma X de replicaci6n temprana tiene bandas R y e;'de replica

cifn tardia bandas Q. Esto indica que hacia la mitad de la
fase §, los tiempos de xeplicacidn para ciertas bandas Ry

ios de algunas bandas G sen muy cercanos, aﬁn Es pcs;ble gue
se sobrepongans ~ ’

&) Bandas H.

En casos de tratamientos discontinuos, una porcifn de
iz~ mitosis &5 bandeada de manera muy distinta a las bandas



Q 'y R, e‘xcepté ‘pa‘::a ‘ciert‘a‘s fe'g“ion“es.' E‘stas b’anaa's' corres—
de Guando se utlllza naranga deﬁac;;d;na. Ellcromosoma x,deg
replicacidn tardia es sumamente fluorescente y en €l cromo= iy
mosoma 2 se localiza heterocromatlna en las zonas pervcentr0¢

H.

méricas de brazos cortos y largos.
e) Asimetria cromatidica con bandas R.

Este patrén cromosémico aparece despuds de mn tratanien §
to continuo -para las filtimas 17-24 h de cultivo. tPara'caQaf
cromosoma, una de las cromitidas ‘parece normal; no hay elon-
gacibn y hay fluroescenCLa verde homogenea. En contraste iéif
otra crom&tida es elongada debide a la accidn de BU4R y'tlenei
algo de fluorescenc;a‘naranva, EstaAcrométlda;ademés tiene '
patrén de bandas R. '

£) Asimetria cxoﬁaﬁiaicamsin bandas.,

Tratamientos prolongados pueden modificar completamente |
una cromitida. Los cromosomas se vuelven perceptiblemente =
asimétricos y enroscados. ILas cromitidas mds largas caem en
ﬁn‘circuic:Cuyo‘raaiq es mayor due el de las cromitidas m8s .
cortas. Se han descrito varias t&cniCas de tinc¢ién gue uti- |
lizan Hoechst 3325&,fnaraﬁja.&e acridina o~tinciones<§cb1é9:3é
como Hoechst 33258 y Giemsa o solamente tratamiento t&rmico |
v Giemsa. ' :

La cromdtida m&s corta, la menos modificada por BUAR,
es la gue se tifie mds intensamente. La cromdtida mas largx
es la gue se tifiec menos intensamente o tiene algo de fiuo-=
rescencia naranja con narania de acridina. Esta caracteris
tica de lag dos crom&tidas hermanas permite la observacidn
de intercambios entte ellas.
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) :As;im,etria. 'cx;omati”dica con bandas Q.

Esto ha s:.do observado con tratamlentos da.scont:.nuo.'s,
tales como 24 h con tratamiento con BUdR segu:.do por 36 h
de tratamiento con dosis concentradas de timidina. En este
caso la cromitida mds larga es homogénea, mientras gue la —
m&s corta presenta bandas Q. Esta:técnicaues,aéVsumaautixir
dad ya gue permiﬁe el reébnoCimienta combinaaofde bandas @
¥ la identificacibn del cromosoma X de replicacién tardia,
el cual es altamente fluorescente. : i

h} Asimetria cromatidica y bandas R de las dos cromatidas.

_ Un'tratamientoxdbbievccn*BUaR‘permité disociar ia asi~
‘metria y segmentacifn de las crdméfidas completamente. El
primer tratamiento es con una concentracxén baja de BUdR -

@ A g/ml) para las filtimas 24-30 h. El segundo tratamiento

para las Gltimas 7 h es con una cantldad concentraaa.de fa-LV =
BUAR (100 Mg/nl). En este caso las crom&tidas son del mismo
laxrgo ¥ ambas tienen un patrén de bandas R. ‘

Tos métodos que invalucfan'un»tzatamienﬁé,préliminar7~
con BUAR han probado sexr de pa:ticular‘iﬁterés‘po; varias -
razones, -A;ﬁivel1préctico,sen»mny-géncillgswdé,:ealizér y
altamente reproducibles. Las bandas que producen son de ~-—
exéelente calidad y la elongacibn de los cromosomas permite
la identificacisn de un ntmerc mayor de bandas gque con los
métodos comunes. Por otra parte la informacifin que propor-—
cionan es considerable (bandas, intercambios de cromitidas
recanodimignta de segmentos heterocromaticos) A nivel teori~
co permiten estudiar problemas de replicacifn cromosfmica y
su relacidn con bandas R ¥y Q © con intercambios de cromsti-
das.
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‘8. METODOS DE BANDEO' DE LTS Rﬁsowcmu |

En la actualldad se han desarxollado,metados gue - perm1 
-ten,extender la resaluc16n de los mé;odcs de bandas &1 estu
'&10 de cromosomaS'menos con&ensaaos gque los de la metafaSe
medla,kcomo les de premetafase o] profase. ‘

. Eétos:cromOSbmaS"se obtienen reduciendo el tlempo de exf
p051016n a colchﬁ01na (e} colcemlda (10=30 min) y don concen |
traclones sumamen+e pequenas (ﬂ OSJHgfml}, do cual,permlte;
la ldentlflcaczén de un nifero. mucho mayor de bandas, debi
>'do al desdoblamlento de cada banda enﬂsus componentes,,lo :
"cual,permlte detectar anomalias que no’ sexian observadas conﬁ
'1as técnlcas comunes, permltlendo la caracterlza016n de oh iy

' tas = fermedades y‘son de gran ayuda en &l estudlo de 1as
B nenplas;as (232 233) . | |
Tamblen se han 1ntroduczdo metades gue permlten la s:n
'-cron;zacmén celular para ohtener un mayer'nﬁmero de m1t051s,ﬂ

”que u lﬂﬁgan am°‘e“tsrxna G- -excesc da blo usadores ue%thJ
‘mlna.y el tso de agentes qie 1nh1ben.parczalmente ia conaen f

. sacibn cromosbmica (actinomicina D y’bvomedeoxluxldlna)
”,(232 233). ) | ’

' Los~métodas &e sincronizacitn producen cromosomas cenﬁ_ﬂ
inazees‘m1t6t1c05 mas bajos, perc con unh mayor porcentaje
de ¢&lulas en estadfos tempranos de mitosis. Con los mEto
dos de bandas de alta resolucifn pueden obtenerse 550 ban~
 das en metafase %emprana, 850 en prometafasé y-aﬁd 1legar a

haplolde de lawmvtaiase~medla‘258,219,234}.

Se ha desarrollado una t&cnica de sincronizacidm celu- |
lar que con e8lulas normales da 12-15% de células en estadioy
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. Earfs (lB?l) (_lgg 4 Cagftul

”tempranos. Cuando el pzccedxmlento se sigue cu.dadosamente '
es pos1ble—obtener rutinariamente 1-3% de células en profa~

e tardia ¥ prometafasery 3-5% en metafase temprana.y meta-
tase medla (193 232 233}. L

Usande un gran nﬁmezo de ‘cromasomas blen.bandeados - =

{X0%) la posicibn’ caracteristlca, ancho e 1ntens;&ad de tin

clén;de cada banda~en_cad§,estad;qchag‘s;dg‘dgtazm;nados -
cpantitativamente pdara cada cromosoma. ,Dé’ééﬁ@Swesfuaigs;

se ha observado que las bandas en metafase son el yesultado

6e 1a'ééa1e3beana‘aeJSﬁbbanaas finas ae‘ioé-ésﬁadios ﬁeﬁé :

rén.prec“sa a,través del proceso de

mantlenen.nna lccallz'
contraccmén cromosémzca {68, 146 232).

En cantraste con el 1dlograma de la ConfexenC1a de e
o II); las xepresentaﬂlones diz . -
A thOS con las nuevas tébnl_

gramatlcas de- ies €romosomas -
cas. tlenen.las 51gu1en§es caracterisﬁlcas (193 232)-

Se~v1sua112an Jgs‘nanaas en metafase me&;a(en Iugar de
Bzagdel‘esqnema.de.ParEs;(197l), »Esto‘puede‘deherseienﬁpa;‘
te al uso de una exposicidn corta a una dosis baja de col--

chicina y =3 tecnlcas de tincz&n para bandas G—gge no: requle

Tan pretratamlentom :

2. Aﬁn cuando 10§ Gromosomas representan un con£1nuo, sé h=
hallado que la mayorfa de los cromosomas pueden realmente —
er clasificados por su tamaiic relativo y patrones tipices
ae bandas dentro de cuatro categorias. metafase medla, meta=-
fase temprana, prometafase b'd profase tardia. _ ‘
3. En la déscripcibn de los patrones de bandas, seis tonscs
diferentes de negro, gris y blanco se distinguen, 1os esque-
mas en cada estadio representan el nfimerc de bandas discer—
ﬁi&les»eﬁ mﬁs-ae un crdmﬁséma, :Cuandb setclasifican‘en esta
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- i » . , .
metafase media, 550 en metafase temprana, 750fen-§rometafase
y 1000 en profase tardfa. Un nfimero adicional de bandas =-
( > 200) son vistas en profases m4s elongadas. :

AGh cuando se ha tratado de mantener‘el idiograma de -
‘Parfs (1971) para la clasificacidn de las bandas de alta re ”
solucién se tienen algunaSJamblguedades para la descripeifn
de la localizacidn precisa;deiun-gen1parficulaxlLIQS,ZSZ)_ 

Métoao paza obtener Bandas G con tr1951na en‘cromosomas en
prometafase (235) - : '
Material: preparaciones cromosémicas de células én prometa-
fase.y profase\tardia derivadas de cultivos a 72 h @e linfo
citos estlmuladcs con flﬁohemaglutlnlna, Las celulas se ex~
ponen a colchicina (0.2 mg/ml de concentracibn final} por
15 min antes de la cosecha. Tratamiento hipot6nico con ==
KCL 0.075 M v fijacibn en metanol-~&cido acétlco 3:1 elgulen
do el proced;miento estindar. 2

La apl;caclén de las células a las laminillas es el pa
VfSO'm&S critico para obtener un bandeo adecuado. Es conve-—
niente usar portaobjetos 11mplados con alcohol y cubiertos ;w?

suspensibn de c&lulas fijadas se gotea sobre ellos. Ios -~
portaobjetos éespués se lavan con fijador fresco y se dejan
secar al aire. Dependiendo de la tempexatura ambiente y hu
medad, se puede utilizar una platina caliente para acelerar
el proceso. TUn extendido 6ptimo es indicado por la apriencia
definida de los cromosomas en objetivos 16x y 40x en contrag
te de faSes. un halo luminoso‘refraCtan*e alre&eddrrﬁel -

con una capa delgada de agua desmon1zada fria, se obtienen i
sumergiendo los portaobjetos limpios en etanol al 95% y en— |
juagindolos ré@pidamente en agua desionizada fria. Tas lami i
nillas se colocan inmediatamente en un dngulo de 45° ¥y la - |




»nes de secaao deberén aer=modl,1cadas._f
Bandeo 'c.?:c;cmd’s';;"éinicio»:"

Antes 5e.gue las)p;eparaclones sean gotietidas a bandas 
GEG es necesarlo envegecerlas. ‘Este proceso es*temperatura'
- aenendlente y se lleva a cabo en‘una.semana a temperatura -
ambiente, 3 dias a 55° ', & 65°C toda la’ noche o a 95% por 7
8—20 min. Los tratamzentos ‘con. temperaturas elevadas,pe*—":
miten handear‘pronto las preparacmones ¥y dan resnltadcs mésA;f
) cens;stentes con, xespectc a la calidad de las hanéas,~m1enr"
tras que el almacenamlento & temperaturas mis bajas por tzem""
‘-pos mayores £iene’ ung -influencia szgnlflcativa de,la humeaaa

-,relatlva. _-'}_.v : R P L e

Las lamlnlllas se sumergen et trlpsana al. G.GS% en, so—f ,
'flngzén salxna.lsoténlca Qor 15-60 s {Seabrngt, 1971)3, o ;;;;

‘ ;t1empo 6ptlma de Erlpsxna tlene que determina:SE‘para cada

- IEvands. en'ucs cambi

lote de lamlnlllas.-fha‘SOIUClén de tripsina es eliminada —
' ap dos ae sdiucicn saizna.lsotcnlca jEf_~ﬁ¥
o alcchol. E1 alechol (etanol 96%) &etlene en forma m&s —— E
-e¥8ct:va la aCClQn de - _a tripsana, permitienﬂo un‘centrol =
' mfs exacto de su tlemgo de #ceifn. Las laminillas se secan -
21 aire y se cclocan'hnz:zontalmente en-varillas de t;nc;éu ‘
y Se cubren con 5 ml de solucibn de tincibn ( 1 ml de = -
Wz ght o Gilemsd v 4 ml de solucm&n amortlguadora de: fosfatas
bue aorensennpu 7.6} pcr‘au 5 a 2 min. Tas laminillas se e
juagan con agua dGesionizada. Eatorzeduqe-la\p:ecip;taglén
de componenetes de tincifn. Se secan al aire y se examinan
&l microscopio. '

T’cnlca de cultivo de linfccitos sincronizados cun.ametopte
rina {193,233).

Se eultivan linfocitos de sangre periférica hepariniza



3.(1 ml de cultlvo) a 37°c o a temperaf:ura ambs.ente.

@z (0.2 nml} en 5 ml de medio de cultivo RPMI 1630 & 1340 -~

suplementado con ‘20% de suero de ternmera fetal, 2%" de peni~ .
c&.llna—estrentomlclna {5, 000 U/ml de penicilina y SOO»vg/ml S
gs estreptom.clnal y 0.2 ml de fluchemaglutlnlna M por = =
72 h a 37 Ca :Después se ad:_c:.ona ametopter:.na (metotrexate)

‘& una concentracz.én £final de 10 71»1 (50 ML ae una soluecibn—"

~5

10 "M a cada 5 ml-de cultivo) para inducir la s:.nc::on:.zac:.én";‘f
~ Después de 3.7 h de 1ncnbac16n a 37% c:, 1as células son libe~- '

£ado a J.ncubadas nnevmente en medz.a completo con - = = - '

,,..0-12 A\g/ml de BUAR' por 5 5 ( pue&e utilizarse tmidma - -
1) SM, 13 de una soluc:.én 10" M). Durante los filtimos =~ -

g - 10 min se exponen & una concentrac:.én final de: colcem:.aa‘
de 0.5M8/ml (50 A1 de una solucidn de 10 Ag/ml) a cada ~= .-

~ ge transfq.ere a tubos c6n1cos ae centrifuga de 15 ml y

se centrifuga a 200xg durante 8 min. Ias c&lulas suspendi-

das de nuevo se incuban en KCL 0.074 6 0.075 M por 10 min a
3? E,, s cem:r:x.fugan a 200xg durante 5 min y se ;resusnenden e

~ “én Fijador fresco (metanol-éc:.do acét:.co 3:1). EL .f:,;adc,r
. se ad:.c:.ona gota a gota mientras las cZlulas son agitadas,

Se dejan en el primer fijador por 29-—30 min a tempera‘aura il
ambiente, después de lo cual se les ﬁan geis cambios de £i- .
jadoxr por 20-30 min a temperatura ambiente, despues de lo =

¢nal se les dan seis cambios de fijador. $i es posible las

preparaciones cromosbmicas deben hacerse inmediatamente; en
cz80 contraric, se tapan los tubos con parafilm y se refri-
geran. Antes de hacer las laminillas se dejan a temperatu-
ra ambiente y se les dan 2-3 cambios de fijador fresco, pos
teriormente lzs ¢8lulds se resuspenden en metanol-Scido acé
tico 6:1 4 una concentracién muy diluida y se gotean desde |
una altura de 75 a 90 cm en laminillas lavadas en etanol al
70% colocadas en un Sngulo de 30°, Dos o tres gotas en cada



lamin iila"' dan generalmente un eicﬁeriaid‘o exceient’e. Para ca

da muestra deben probarse lam:.nlllas frias hﬁmedas y secas
& temperatura anmv ente. ’

Tas preparaciones se tratan para obtener bandas R o G:

Para bandas R se pueden tefiiy directamente en naranja de acri

dina al 0.05% en amortiguador de fosfatos 1/15M por 18 min
a tempéeratura a;nbien‘té'-. Para obtener mejores resultados se
pueden emplear laminillas ’e[nv‘e‘jécidas' por 7-14 dias.

Para bandas G se tifien de 2-4 min con Wright {3 ml de
amortiguador de fosfatos 0.06 M pH 6.8 + 1 ml de solucibn -
stock dé Wright al 0.25% en dcetona anhidra libre de metanol)
El tiempo exacto de t:.ncién es muy :.mportante ¥y se requ:.e- '

ren varios intentos para detem:x.na:clo ya gue puede var:.ar con =
da ccncentrac:.t‘m del colorante, la edad de las lam:m:.llas,
- la forma de preparac;ér;:;_,c la temperatura y la humedad.,

| Las laminillas tefiidas se lavan con agua y Se montan.=
Las laminillas pueden tefiirse antes de 7-14 difas de envege—
cimiento. 8i las bandas no estén contrastadas y definidas
sé dejan envejecer mis. lLas 1am1nxllas no tenidas -aé{ecuadg

ménte pueden mejorar lavando ¥ retifiendo. Por ejemplo la--

vando por algunos minutos al chorro de agua y retifiendo - -
30-60 s v volviendo a lavar.

Bandas R de alta resolucién a partir de cultivos sincroniza
dos con timidina (234).

Después de 72 h de cultivo de rutina de muestras de lin
focitos de sangre periférica heparinizada, se adiciona timi-
dina a una concentracién £inal de 300 Mg/ml de medio de cul
tivo, después de 16-18 h de incubacibn a 37°C se lava dos ve
ces en medio de cultivo y se reincuba por 5-8 h én medio con



50 Mg/ml de BUdR. Despuds se cosecha lavando dos veces en
soluc16n de Hank y dando tratamlento hlpoténlco con KC1 - ‘
0.075M. Se dan tres cambios de fijador 33l v 2:1 . Las — f
preparaclones cxomosémlcas se hacen goteando l1la suspensxén'"
- de ¢élulas sobre laminillas frias perfectamentezllmplas '
con una pelicula de agua destilada. ?ara obtener un megor
extendido de las metafases se secan a 90°C por 5 ;‘mln.

‘Las 1am1nlllas se- tznen con naranja de acr;ﬂzna - ;. 
(0.005% pH 6.7) por 5-10 min, se montan en amortiguador y
~ se cbservan al microscopio equipado con iluminacién fluores -

Bandas R ¥ G de alta resoluclén en la‘mlsma prenarac;én -
(2361. . RS , o _ : _ ?{

A Después ae 72 h.en cultlvo se adiciona a los llnfoc;- -
. tos BUAR = una ‘concentracidn final de 2004ﬂg/ml, per aprOXl‘{
madamente 15~17 h (toda la noche). DPosteriormente las ¢é- f
lulas se lavan dos veces con medio {(TC 193) y se 1ncubap =]

- de riuevo con medio completo (Tc 199 +-suero humano + = L

0.3 J\g/ml de.tzmldzna} por 6=7 h. Se cosecha en Iia forma
‘habitual, aumentando el nfinero de cambios con fzja&or‘paraf‘;
dbtener unga mejor separaclén de los cromosomas. ‘ -

‘Pueden utilizarse las siguientes tinciones:

a}'Tincién con naranja &e acridiﬁa~ Zﬁ'min en una_sélucién ,7
montan~en.amort1guador.
b} Giemsa despus de naranja de acridina. Las mitosis ob- =
servadas bajo luz U.V. son tratadas en golucibn szlina ~-
amortiguada de Earl pH 6.5 a 87°C por 10-60 & y tefiidas con
Giemsa.

¢) Giemsa despubs de tincibn con Hoechst 33258. $Se tihe -



15 min en Hoechst 33258:gjunafcchéntraciaﬁaﬁeJl“&g{m1‘én-
2x55C, amortiguador o agua. Las laminillas montadas en —
2xS8C sexegpqneﬁExpoi;3U—90Mmin hajoauna-lﬁmpaxa de vapor

de mercurio HEO 200 a una distancia de 30 cm. Se puede -
‘usar una limpara U.V. bactericida por 24 h. fLés“iaminillas
Se enjuagan y se tifien por 7 min en Giemsa al 1.5%. Sin -
‘ningfin otxo fratamienfb se observan huenas bandas; sin-em~ -
'bargo, para.un mejor‘contraste puede ser necesario tratar—
las antes de tenlr'con 2X ssc por 1 hr a 60°¢c para«mejorark ,'
bandas G y con soluclén salina amortiguada de Earl por =
5-20 s a 87% para obtener mejores bandas R. ) '

. Tratamientos y tinciones sucesivas pueden realizarse —
para lograr mis detalles en ciertos segmentos cromosémicos.

‘9. “METODOLOGIA EMPLEADA EN EL TABORATORIO DEfCImosENETICE
' . DEL SERVICIO DE GENETICA DEL HOSPITAYL, GENERAL DE MEXICO

.citqgenética del-gervlc;o de,Genét;ca;Médxcaudelknospltal»

General de Méxtico S§.S.A. cubre fundamentalmente funciones

asistenciales. TLos métodos que se emplean son sencillos ¥
econbmicos, debido a gue el wvolumen de pacientes que se re
ciben esléOnsi&erahleﬁy‘el,presqpuestﬁ con que se cuenta es
bajo. Como rutina se realiza cariotipo por la técnica ha~
bitual a partir de cultivos de linfocitos de sangre perifé
- rica, en pacientes con trastornos del sistema hematopoyé&ti
co en médula ‘osea y en algunos casos de esterilidad mascu-
iina se realiza meiosis a partir de biopsia de testicilo.

Se utilizan métodos de bandas G y C en aguéllos casos
en qué se detectaron anomalias estructurales o numricas por



el m&todo habitual , para identificar al o los cromosemas imr=
 plicados. -Taﬂbién sé bandean los cariotipos'aerpacieﬁtes'%—,
con retraéo mental y aborto habitual atn cuando no se hallan
observado anomalias aparentes-‘ '

mlcas complejas ‘que no pudleron,ser caractexizaaas con los -~
‘métodos anteriores se recurre a otros métodos de: banéasam&s
especificos para lograr su caracter;zacmén prec1sa.

realiza una sexocromatlna como examen prelzmlnar esge;ando -1
lsxempre a tener el resultado del carlotlno. ‘

A
'la mucosa oral.

1.

2.

.Raspar la mucosa lnterna derla mejllla con un anaielenrw:

Desechar el primer raspado y repetir la‘operaczénu

'piowy”desengrasaanmﬁ'Aﬁadirjnnamonoswgotas‘QEnscﬁﬁQiSn*i
el exceso de colorante.

Observar al microscopio. Ia cromatina X o corpfsculo de
- Barr se aprecia como una particula inténsamente £2nida -

P
|
- SR - s (5 SRS U

En casos espec;ales, que presentan aberra01one5‘cromoséﬁ

En pacientes conuproblemasmdewdiférénciacion‘sexﬂal se |

52xocromat1na Lcromatlna X) en células de descama:zén de,

- .

guas, una espitula met&llca o un portacbjetos limmpio. ff‘

Hacer un frotis con el raspado sobre un portacbjefos lim

de aceto-orceina. Colocar un cubré objetos. BIiminar

adherida a la membrana nucliear y gue no désaparece al mo .
ver el micromé&trico del microscopio. En mujeres mormales
el nlmero promedio de células con crematina X es &= 18 -
60%.




Scluc:iﬁn de -aceto'ebréeﬂiixa :pa;ra cromatina X;

Colocar un gramo de oxrcefna en 50 ml de Hcido acétmco

glacial. Agltar’aurante dos horas eon calor sin. que llegue

a ebullicién (40-50°C). Aforar a 100 mi ‘con metanol . abeolu-
to y agitar durante 30 min. Filtrar para eliminar P’-‘?ec’,iﬂp::;_— |
tados del colorante.’ ' : J—‘mv |

B.

 Incubar durante 70 h ~ 20 h y mediz & 37°C Adiciondr ==

MBtodos para obtener preparaciones cromosSmicas.

¢ariotipo en linfocitos de sangre periférica.

Tomar sangre en condiciones estériles en jeringa hepari-
nizada. ' 4 ,
Colocar 7-9 gotas de sangre en\S.ml de medio ae cultivo

{0.5 ml de suero de ternera fetal {10%) + 4.5 ml de me-
dio de cultivo de Mc Coy 5a + penicilina 2,000 U/ml + es
‘treptom1c1na.275 Hg/ml + 0.2 nl de fltohemaglutlnlna M} .

Preparar 2 frascos para cada paciente.

0.5 ml de solucibn de colchicina al 0.2 % (en agua desti
tilada 'estéril), e incubar por 1.5 — 2 H a 37%.
Vaciar el contenido de cada frasco @ un tubo de centrffi
ga de 15 ml y centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min. '
Decantar el sobrenadante y resuspender el botSn. Agregar
5 ml de solucifn hipotbnica (XCI 0.075M) a 37°%¢c agitando
en el vortex. Dejar reposar durante 28 min a 37°C.
Centrifugar a 3,000 rpm durante 5 min decantar el sobre-
nadante y agregar gota & gota y agitando en el vortex 5
ml de fijador fresco (metanol-&cido acético 3:1}. Dejar
reposar durante 30 min a temperatura ambiente.
'Centrifugar'a 3,000 xpm Gurante 5 min, eliminar el sobre
nadante y resuspender en 5 ml de fijador. Centrifugar -
nuevamente. Repetir esta operacidn cuantas veces sea ne
esaric para obtener un botén blanco y un sobrénadante
transparente {4 Vveces aproximadamente}.



9‘ -

10.

En casos de mosaicos se cuentan 50 metafases: ‘para compeer 1a f
proporcibn de células nomales v anormales- "'

1.

3.

WPara hacer las preparac'ropes decanta,r el sohrenaaante -
v adicionar 10 gotas de fijador para resuspendexr. Tomar

: 1am1n111a perfectamen{:e limpia y desengrasada é‘esde una. - "

 portachjetos bafiados en alcohol al 70% y pasando por la |

t&n rotas, es posible refrigerar el botbn para cus se -—
cierren las mitosis durante toda la noche b4 postaz::.cmen

con la pipeta pasteur y dejar caer 2-3 gotas schre ‘c'ad"a'

altura de 10-15 cim. - D_ega:c' secar al aire. o
Tefiir con. Giemsa durante 5 min '(éml de Giemsa + 27 ml de;;_.,?
amortlguadoz de fosfatos pH 6.8 o agua’ desta_la&ai Tavar
con agua corriente y dejar secar. : §

‘Observar a1 meroscop::.c. si las metafases estin zauy ce-f'f
rradas se pueden abrixr hac:.endo las laminillas desde utia:
altura mayor © dar}.dq mis cambios de flgador.«.. En ocasio= |
nes es necesario hacer las laminillas a la flama {sc}brej b

flama para secar). Si por el contrario las met=fases es |

hacer las laminillas.

De cada pac;.ente se anallzan al mcrcscopa.o ll _‘ﬁtafases:

Cariotipo en médula 6sea (237).

agregar 0.2-0.5 ml de aspirado de médula Ssea hepariniza |
do a 10 ml de la siguiente solucibn: 9 partes de BEC1 -
4.075 M + 1 parte de solucibn de tripsina-EDTA =0 0.25%
+ colchicina a una concentracibn final de 0.08 Agfml; la
cual se pone previamente a 37°C. o T
Tncubar a 37°C durante 30 min. Vaciar a tubos c@inicos de
centrifuga y centrifugar a 3,000 rpm durante 5 mim..
Decantar el sobrenadante, suspender de nuevo el Toidn y
fijar en metanol-icido acético 3:1 fresco. Dejar xepo-
sar 30 min a temperatura ambiente.



>

Centrlfugar a 3,000 rpm durante 5 min y suspender de — -
nuevo en fijadox. Repetz.r cuantes camhios sean necesa
rios ( 8apmx3.madameni:e),g v

Ias preparac'rones se hacen por secaao al aire o a 1a fla
ma, obteni&ndoge mej ores resultadcs a la flama, Se tifen

- con Giemsa {Bml de Gz.emsa + 47 ml-de agua dest:.lada Q-

4

-

5&

6.

« Pasar la. snsnens:.én con una pipeta pasteur-a un ‘-ubu 35_ s e
nico y cen tr*xugar a 1,500 rpm lO min (suspens:.ones mas

. amortlguador de fosfato pH 6.8) durante 5-8 min.

Se observan al m:.crasccplc ¥ se analizan. :
Parte de las 1am1nlllas se someten a técn:z.cas de bandas
G para tene‘r un an&l:.s:.s mas preciso. B

EﬁiasiéﬁmaSCQlinawenvbidgsia~de_tesﬁzculoqizgsx@

f:olectar iz n:.ops;a de testiculo en soluc:.én hlpoténlca -_
teitrato de sodio al 1%) a 37°C. . |
lncuhar a 3? ¢ durante aproximadamente 30 min. vDé’spu“é:"s
de lo cual, cortar los tGbulos muy £inamente con- unas ti
jerdas o unz ho;]a de bisturi en una caja Petri.

iigeras dan mejores resultados.

Decantar el sobrenadante, dejando sélo c::trato suf:.c:.en-
te para cubrir las células y suspenderlas de nueve agitan
do &l tubo. S | |
2Agregar fijador (metanol~fcido acdtico glacial 3:1) des-.
pacio por la pared del tubo hasta tener el doble d&l yo=
ifmen, pipetear energicamente para romper acumulos de cé&
lulas. Complerar con fijador 5 ml. Centrifugar 10 min
a 1,500 rpm

Decantar el scbrenadante. Agregar 5 ml de fijador y de~-
jar a temperatura ambiente por 30 min. Centrifugar 10 -
min a 1,500 rpm. Repetir uno o dos cambios mis de fija-—



ce
e

fatos pH ‘6.8 en banc maria a 37°%.

_ én agua corrlente. Se tlnen durante un mlnuto en Giemsa |

dor; o
7. Para hacer las laminillas agregar 1 ml de fljador~para ="

resﬂspender@, Hacer las lamznlllas4y dejar secar al alre?
Teﬁir“con'élemsa durante,s min (3m1 de Giemsa + 47 ml,de 
‘amortiguador de fosfatos nH.G 8 o agua destllada)- Layarl
con agua corriente. " Dejar secar. ‘ : ‘ .
8. Observar al microscopio para 1dent1f1car los szerentes |
estadios la memosms masculing., R

C. Métodos de Bandeo. R ) L ""‘j

7 Las preparaclones cromosémlcas s secan/al aire y se deri
jan envegecer durante una Semana. Se colocan las lamzn:llas J
por aproxnmadamente 30~45 s en una solucibn gue contien 3 ml
de solucmén de -tripsina al l%v+~47 ml de amortlguadoz‘ﬁe fos ?

- Se lavan con golucibn salina 1sot6nlca y'posterlozmente

de Giemsa # 47 ml‘ﬁ. amortlguador de fbsfatos pH 6.8) La,,r
con agua corrlente ¥ secar ' o

Se observan al mmcrcscoplc Yy se& 1ocallzan metafases b;en
bandeadas y con cromosomas separados paxa analizarias al ml"’
croscopio. Algunas veceS»el_anﬁlLSLS se facilita recurriendo

4

a la ioﬁpgrafia,

Nota: Los tiempos de tripsina deben probarse para cada Caso. -



Solucifn de tripsina al 1%.

Se disuélve'qugramo'de tripsina en 100 ml de amoxt’§Ua
dor de :esfates 0.01 M a pH‘G 8 Yibre de calcin y magnes;c -
{con EDTE al 0. 02%) Agltar durante 5-6 h en agltador:magnetlnA
co. Filtrar y fraccicnar en allcuotas pequeiias (5-10 ml pa-

- ra guardar congelada.

' Solucién amortiguadora de fosfates pﬁiéﬂa (Sorensen) .

. :KH2P64_ - 6.63 g 7 g o A S
Na,HPO, ~ 2.56 g

H,0 cbp .~ 1,000 mi.
b. Bandas C.

1. Colocar ias lamlnlllas en HCL 0. 2”N por- 15-30 min

2. Lavaxr con agua destllada

'3.. Colocar en Ba(0H), (0.065 M) a.37 g 901‘15-30 min.

4. Lavar con agua dest;lada a 379%¢ e

5. Colocar las laminillas en 2xSSC (8.82 g de cztrato Ee S0
dio + 17.53 g de Na€l en 1,000 ml de agua destilada) a -
60°, c durante 2 ha ,

6. Lavar con agua destllada a 60°% y con agua corriente.

7. Tefir en Giemsa (5ml de Giemsa + 45 ml de buffer de fos
fatos pH 6.8) ” |

8. Observar y analizar al microscopio.



',,saﬂo reconocs.ﬂa‘porszg'losr pero no Iue

ViI. APLICACIONES CLINICAS.

La herencla de mlertas caracteri "daﬁ'fé§°t5§§¢as:ha*7f
o hasta 3—911 cua_r_i. :

linealméﬁéé én los.

&o se supo qﬂe IGS'genes éstan arreglad‘_
CTOmosomas. Este descubrimiento- fue seguzdo de otros tal“sf

como €l nfimero cromcsémlco humano y 1a a51gnac16n ae cuadros
elinlcos a‘aberracfones cromosémlcas especiflcas. ‘La. citoge
netlca pronto alcanzé una gran 1mportanc1a en el dlagnéstico

‘y compren316n de enfermeaades, llevando al desarrollo de,nue

ﬂls czomosémlco‘ Bl estu-

L WOS metodos 51mpllf1cados de anal

éz de cromoscmas & nl,el”ael ADN po&ria proveer un nuevo -

auntual Q& una transposxciﬁn en un gen estructural c en una

Secuen01a de ADN can func;ones regulatorlas. Estas altera—’
eciones resultarian en una,mo_ ficacibn a n1ve1 de transcrip=

| ci6n a ARN, en su prccesamlentc o} en iz traducciéﬂ = protei

nEs (239),

.Es-ggr“éstc4qﬁéﬂél_ccnacimientduﬁg‘lgengéﬁi?ﬁ?;éﬁwY“ﬁi,
%zﬁctura‘aei gendma humancfpermiteUuﬁ”méjdi-Eﬁtenﬁimjentqmde

' La citogenética junto con las t&cnicas modernas de la -

gehétiéawﬁbleauianrtiene‘ﬁna funcibn muy importante denkro =
ds la genética e¢linica, ya gue permite la identificacibn in-



|  te 450 genes y la secuencla de ‘nucl eétldos de ‘algunos segmen .

: ~d1v1dual de los cromosomas y de reglones especificas de —-—‘J

ellos, asi como la locallzac16n geografica del materlal ge=

- niético en los Cromosomss, pexmltlendo el estuﬁlo v1sual de -

un locus en partlcular, de su‘act1v1dad h'4 aﬁn de su secuen

,c1a,nucleétzdos y forma de organ12a016n. En la. achuallaad .
- se conoce 1a locallzacxén bastante precisa,ae agrox1madamen ‘

 tos del genoma-y por otra partelse conocen.m&s de. 3, 000 en—'5*

fe:medades”he;edlta:las que 51guenApatrones mendellanos = f
(240) (tabla 10}. i

, En el Gltimo ecuarto de siglo se han visto anomalfas re
lacionadas con cambios en pricticamente todos Ios cromosomas. -

,AaémES“ae 1os sindromes por anomalias cromosSmicas descritos

en el pe:iodo pre~bandas (1956-19?0), 'sé han descrlto otros -

incrementando su nmeroc. Las 1nvest1gac1ones cztegenetlcas :

son. 1mportantes en la determlnaczén de los factores causales

de los aisturblos del desarrollo sexugl, retardo mental, ma1

formac:ones congénitas mﬁltlples, abortos espont&neos de‘re—:
petici&n v procesos malignos (241}. , '

- El‘deSarrbllc‘de nﬁévas técﬁicasHcitoggnéticaswampiiéré )
el bcnocimiehtq.dezla_estxuctu:a.y5£ﬁnci6n cromoéémicaggﬁev’
son vitales para la solucitn de algunos prdblemas'basicos aev’
1la biolcgia, tales como los procesos que transforman & una =
célula normal en maligna y los procesos responsables del en-
vejecimiento ¢elular. Una clarificacién de la naturaleza de
los polimorf;smos cromosbmicos ¥y el establéecimients 5é fre~
cuencias en diferentes poblaciones serd necesario para estu
diar su llgamlento.gon,:asgcs,patolﬁglcos. El 1iso de enzi-
mas de restriccibn y tecnologia de ADN recombinante permiti
4 el delineamiento de nuevos sindromes y la localizacibn ~
de los genies responsables en regicnes c;omosémicas_égpeciﬁg
cas, asi ¢omo el establécinmiento de frecuencias de recombi-

naciﬁn-
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NUMERD DE LOGCT AUTOSOMICOS Y DEL CROMOSOMA X ASIGNADAS (1981)
(2La). o

ASIGUACIONES AUTOSOMICAS , ASIGNACYONES AL CROMOSOMA X
onfirmadas Provisionales Inconsistentes ‘Confirmadds En el ifmite TOTAL

180 120 45 - 116 118 579

| IX. ‘ﬁﬂHERU*DEiLG&E IDENTIFICADDS FOR FENOTIPOS MENDELIANG (1381)

CONFIRMADOS ~ PROBABLES

Autpsomicos dominantes 918 883
L Autpsomicos recesiveos 601 B9Z2

Ligados al X ‘ _ 116 123
TOTAL o . 1,635 1,698

TOTAL BENERAL . 3,333



1. SINDROMES SECUNDARIOS A ANOMALIAS CROMOSOMICAS.

En general las enfermedadés genetlcas se congideran reﬁ
o herencla4mu1t1facto:1al

Las anomalfas cromosbmicas ocurren en 1-2% de recién =}
nacidos vivos, siendo similar la proporcifn entre anomalfas |
numéricas y estructurales (2,242,243). La frecuencia de ~—§
aberracibnes'de los sexocromosomas es de 2.6 pOr l OOO'ﬁaciw
' mlentos vy la de los autosomas es de aproxzmadamente 5.75 ‘PO
1, , 000 (2;242). Dentro de las aberraciones numéricas, las =
trlsomlas de los autosomas y las aneuploidfas de los cromo- .
- somas sexuales ocurren con aproximadamente la misma frecuen |
cia, siendo las m&s comunes la. trlsomla 21 (1/700 =800 nacl-j
mientos) y €1 47, XXY(1/900) (2,242). EL *earreglo estruc-f
tural m&s comln es la translocacisn robertséniana o fusidn -u
céntrica entre dos czcmosomas dcrocéntricos, en partlcular f
entre los cromosomas del grupo D (principalmente 13/14), -
sisndo su ‘*euueﬁcza‘ﬁemapr ximadamente 1/%,200- naczmzenxOS“
(242) En la‘tabla 11l se muestran las frecuencias de alguna

dos (2421.

En general una anomaliz cromostmica, ya sea én nfimexo
o estructura, que prodizca un desbalaﬁce‘genético {poxr péx-
dida, ganancia o rearrsglos del material genftico) produci~
r& un desarxollo embrionario anormal, lo cual conducixi a
diferentes malformaciones que dependerin de los cromosomas
y de la cantidad de material geénético involucrados. De las
anomalias cromosbmicas, unicamente condiciones trisémicas de
algunos autosomas son compatibles eon la vida, ya sea en -»
forma pura, como mosaicos o trisomias parciales. Tres de =
ellas estin bien establecidas, las de los cromosomas 21,-




FREBUENEIA DE ALEUNHS ABERHREIQﬁES

RECIEN\NREIDES UiUHS

© RUTDSOMAS -

Pariotipss - Frecoc/i,0008 o ﬁ@riptigas

*_,217 :}.}_.. 1;25:
$_"1s»j;f*i pas -
$1713 .i;. ”ﬁ;ﬂgfw

;f De1eclnnes; . ﬂ.EB

T5D/B . Ce.s
s 0/8 - o.20

Transloosoiones

Recipraces  0.85

Se incluyeron mosaicos

ERGMB&EHIDAE EN

(2&2) ’

 SEXGCROMOSOMAS*

KRR
ﬂﬁ?»KQ? ' )
‘§5;x  >‘

Fiedcii;@@ﬂf

.13
1 UZ
1.08
s



18 v 13 en forma pura, otras como la trﬂsom;a 8 enlfbxmaidé’5

-mosalco y la 22 ‘en forma pura o mesalco.

Como s& ebserva en la tabla 11, las aneupleld_as de losﬂ

‘cromgsemas sexuales (§7, XXK,47 XXY:47, XXY) son Frecuentes
- en camblo Jda ﬁnlca monosomla compatlb & con 1a vm&a es 1a
_’del cromosoma X (45 X0} o sinareme de ‘Turner. Las monoso—~- 

‘mias de los autosomas se abortan muy tenpranamente v solo se’

han descrlto algunos casos de monosemia 21, aparentemenﬁe - i

.- pura, aungue no puede descartarse que se trate de.mopalcos -
- no detectados (l, Zﬁé)_ '

lderablemente al estndwar maﬁe::al de: ahertos espanténeos,;%;‘

:lleganao" ser‘de 20 a 50% segﬁn dl;e?entes repories (2, 243,;
245}, De estos las trlsdmlas autosémicas constltuyen Wa.mab;

_;»yorhparte {40~ 50%) smend@ ilas mas frecuentes las del GIOMQED;
. ma 16, seguidas de las monmosomias X {45,%0) ¥ las tr;nloi-~“
. dias (20-25% en.ambos casos}{z 245) e L ,;;;

Tos d&tos‘hémbinados‘&enesﬁﬂaics en recign nacidos vivos
g T e R

f»éﬁ-prﬂ&uﬁﬁa§“6e~ahafﬁeees&aﬁﬁﬁi&@:ﬁE*mi%§ﬁ=cGnu¢uLL gue= ==

v ap:axlmadamente 4-20% de na&as las cancepclcnes son: cromost

mmcamenta anormales y que en 90% de los casos se gbortan eg
ponténeamente durante el primer trimestre del embarazo {2,
243,246}, Estas incluyen todas las griploidfas, tetraploi- -
dias y monosomias autesﬁmlcas, la mayarfa de las trlsomlasf

autosbmicas {excegto para el 21), algunos mosaicos y rearre-~
gles estrusgtirales y raramente anauplﬁ*dfas de les CTOMOSO=

| nas sexuales,; con excepeidn ﬂel sindrome de Turner [45,X0)
cuyo rango de superv1venc14 es de 1 en 300 (2,245).

Las triploidfas y tetraploidfas puras en el hombre son
incompatibles con la vida, sin embargs, €stas han sido reppr



tadas ocasdcnalmente,limitdndose su supervivencia a unas
horas (243). Estos reci@n nacidos presentan gran variedad
de malformaciones congénitas tales como retraso en el desa
rrollo intrauterino, défectos esqueldticos,anormalidades ~
genitales y en aguellos casos gue sobreviwven (mosaicos) —=
existe retraso mental (247). Los estudios citogen&ticos en
abortos esponténeos indican que las triploidias son relati

vamente comunes en el hombre,llegando a 1% de todas las con. _

' cepciones;pero la mortalidad embrionaria sobrepasa el 99%
(243,247,248} . ' |

Algunos posibles mecanismos se postulan para.expiicaﬁ
1a ocurrencia de triploidia en el hombre. Los cigotos tri;
ploides con complementos cromosbmicos sexuales XX,XXY, XYY
pueden ocurrir a través de : o |

1) un error mitdtico en precursores ae'célulaS'germinales
llevando a 1a formacibn de un gameto diploide.

2} incorporacifn o supresibn de un cuerpo polar o supresxén
de la primera g:segunda‘d;v;s;én.mg;étlca,matezbqﬂ

3} fertilizacifn del 6vule por dos espermatozoides (disper

| mia) o por un espermatozoide diploide producido a través

de un error en la primera o segunda divigibn meibtica pz

terna.
4) un e¥ror mitbtico inicial resultando en dupllcac16n y no
divisi6n de los pronficleos femenino o masculino {249).

Las tetraploidias con complemento cromosbSmico sexual
XXXX o XXYY ocurren con la misma frecuencia y por lo tanto
se postula como el mecanismo mds probable para su foxrmacibn
la,auplicaciﬁn noxmal de los cromosomas en la primers mito
- sis y"latsupresiSn de la ruptura del cigoto (248).

El uso de las técnicas de bandas ha pefmitido estudiar
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el orlgen de.las trlploldfas g tetraploldias en, el hombre,"
k‘demqstranda,que»los.factares‘paternQSEPF@ncmpalmenie @;s_
permia, son las fuentes predominantes aéiérfploiaiaS»éngéiyﬂ
~ hombre (2487, . |

Una ancmalfa crcmosémlca ho necesarlamente 1mp11ca un
defecto cualltatlvo de‘lﬁs genes,pero 51 una anOfmalldad
cuantltatlva en sus funciones. EL prdblema b551co es an: dls’
tu:bmo en e‘ balance genétlco que altersd los mecanlsmos de‘
control que.regulan la mcrfogénes&s, El resultado es la i }
tos sxmples o 1levan a La 1dent1f1cac16n de cambles cromo
sémicos y &stos sélo pueden.relaclonarse con grupos de mal‘ﬁ
£Eormaciones c-sindrames (241). B

Las ancmalias cromosémlcas pueaen ocasionar alteracle :
nies en mayor © menor grado en ‘todas las células ' tejldOs ev’
del.cuerpo,estas deficiencias pueden ser bloqulmicas morfc S
lﬁglcas o funclonales. Déﬁehdlendo de los cromosomas 1nvo-
lubrados y de la cantidad de material gentico activo en - -
excesa o ausente,seré pos;ble o ng 1a4VLda pcstnatal La ma 

yor parte de las aberraciones cromasﬁmlcas de 105 autosomas»

5\

se_acompafan de defectos esqu915+1cnc pia nnrd_a.gs?f£v1es
caracteristlca y retraso ps;comoto:‘y mental £2,243) . Las .
" dnomalfas autosbmicas invariablementse causan subnormalidad
mental,la cual parece serwpfeporaibnal a la cantidad de ma_
te.aal genﬁtlco activo gue p:educe laS'altera01enes del ba';
lance genétlco activo &2,241}. '

fin material de abortos espontdneos se han reportado -
=trisémias,pazaaqaéi tbaQs los autosomas,excepto para el -
1,5 y 17 (67,246) . Lia distribucién de trisomias auécsémi,
cas qué viven lo suficiente para ser reconocidas y estudia
das citolégicamente no es al azar (&abla 12). Esto puede
deberse a la formacidn diferencial de gametos no balancea_
dos. Uno de los factores gue afecta la no disyuncidn es el



227

TRBLA 12

FRECUENEIA DE TRANSLOCACIONES AUTOSORICAS EN MATERIAL

DE 349 ABORTOS ESPONTANESS  (67)

GRUPD TRISOMIA FRECUENCTIA GRUPD  TRISOMIA FRECUERCIA

A o D 13 12.3%
12 16 32
15 32

18 104

=
ul

17 g
1 | : - 18 . 23.5%

(8

14 F ig 1

LSRRI  SRNTT SR R PR )

R : . .2 - - 5
12 B 21 59,5%

(Ynd

10 g - : 22 3%
‘11 )
12 3

5z sfisdieron los niimergs estimados de recifén nacidds vivaos.

m



‘do con el tamafio ‘cromosémice, lo que si
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nﬁmérb'y‘aiétrfbﬁcian de quissmas meibticos en los bivalem~

tes. En el hombre; los quiasmas, parecen formarse de acuer
ignifica que cromoso—-

mas dell mismo tamane tendrén.la.mlsma frecuencaa de qulas-—

‘mas ¥y el ranngae no disyuncidn debexfa ser canparable. -
Sin - embargc, ia 1ncldenc1a de abortos trlsémlcos es ézme*en 

- te aﬁn,para cromosonas cuya tendencla a la no disyuncidn ae
berfa ser la mispa (67].

-Los gametos nullsémlcos deben formarse €on mayor fre—
cuencla<que 1los dﬂsémicos, Y& gue son producidos potr no =

 61syunci6n,c ‘pérdidsa cromosémzca, mientzas que los disbmi=

cos 8610 se forman pox io dlsyunc16n,_ Debido & que pr&ctw

- camente no se han encontrado monosomias autosé micas en mate
-rial de abotkc, es obvio que la seleccmén para la Vlahlll—‘
 dad detexmina prznczpalmente cuales clgotos se desarrollas

ran lo suficiente para gue el embarazo sea reconocido. &SI

la- dife:encia en la fxecuen01a de abortos trlsﬁm”cos reccaa

cibles para cromosomas de tamafio camparable, debe rexlejar 7

la viabilidad del embrifn (67).

=

autosomas, 21,18 y 13; ocurran con una frecusncia aprecias

‘ble en recién nacides vives, se han,geshulado'vazzas‘h;pé“

tesis r Patau (1963} presents un modelo dé trisomias leta~

les: genes gue en condicién t;isémic3 matar£§ﬁ sl embrifn -~

antes del nacimiento (249). Posteriormente Yunis (1965} sa
fialé gue estos tres cromosomas son de replicacibn relatiwa
mente tardia, cafaéﬁexfsﬁica de heterocromatina, sienébvﬁaﬂ
bién los mis brillantes con bandas Q dentro de st grupo {30,
57, 68).

erras‘ahsezvacibnésrapﬂyaﬁ gue las regiones de bandas
Q oscuras son especialmente ricas en genes. Loz sintomas —

Para explicar el hecho de gué s6lo trisomfas para tres



Caracterfsticos del sfndrome de Down parecen ser producidos
por el segmento Q gscuro dlstal del cromosoma 21 {21 g 22)
mientras gue trisomias de la regidn proximal brillante son
Ginicamente responsables de ligero retraso mental,ocurriendo
io mismo con.la méhésbmfa'pafa‘éstafbanﬁa.'Esto‘mismofﬁé:wa‘
puede correlac:.onar con badas G de alta resolucidn (67,68}

: En ‘e‘I sindrome de Down el gra’do de defecto mental y -
otras malfomac:.ones varia grandemente S5e considera que
€l cromosoma 21 es relativaménte :merte genét:.camente, su
_luorescencz.a es alta comparada con la del cromosoma 22,

1o que ;gareceria apoyar este concepto. En otz:as t::.somz.as ,
autosﬁmlcas 21 grado de malformacz.ones v defecto mental es
mucho mis pz:ofundc, el cerebro esta TEs afectado en el Sin
drome de. Patau. (trisomia 13) que en ¢l gindrome de Edwards
{trisomia l8} viéndose otra vez la relacibn con el tamaho
cromosbémico ¥ la cantidad de material genéti;cg act:._v,q (2) .

Korenberg y cols. compararon la viabilidad de segmentos
cromosbmicos humanos encontrados como monosomias o ‘trisomias
. _Con anterioridad habifan demostrado que las regiones Q rela
¢ivamente brillantes son significativamente mis viables,me
didas por la existencia de individuos andrmales con delec_
g£iones o tramnslocaciones no balanceadas que involucran regic
nes cromos®micas especificas. Un buen ejemplo de este concen
o es la frécuencia de trisomias ¥ monosémfas parciales del
cromosoma 18 el cual es relativamente brillante comparado -
con los cromosomas 17,19 y 20 gué son mds oscuros. Similar_
mente ,la frecuencia de condiciones no balanceadas es rela-
tivamente alta para segmentos Q bri3lantescde los cromoso_
mas 4 ¥y 5 si se comparan con los cromosomas 3 y 6 gue son =
de tamafio similar (67).

I
p
Wi

Las variadas téenicas de bandeo cromosbmico han abierto
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"ﬁnafnﬁeva'éra‘en‘ex-esﬁﬁaiazae'aiferehcias longitudinales
en los cromosomas, sin embarge, aln segmentos con bandas -
similares, . pueden ser funCLQnalmente dlstlntos y‘llevar a
,dlférenc1ac16ntde c;ertas_*eglones cromosomlcas conbmayor
detalle que el que propoxcionan. las caracteristlcas Einto~
riales. . Esto debe esperarseAdado gue las regiones cxomoséf”
mlcaSLmuestran paﬁrcnes no al azar con. respecto‘a.varlos R
‘fenémenos ¥ ‘proveen ev;denclas de diferencias en - func16n4y
¢9051b1emente en. estru'tu,a;_ Esto es demostrado por la ma-f‘
yor frecuenc1a de trisomias para aquellos cremoscmas.cen -
'banéas Q més hrlllantes CE?) ' ‘

Ea denSLdad,y pos;blemente las funczones critlcas de

'Pataum> 9051blemente estas reglenes ccntengan genes. zepetl f?
aos debldo‘a.su densidad génlca ya que en la lnterfase es-~fu
"tén en forma,de asas a dleren01afdejotros segmentcs cromo'
sémzcas, 1o ‘que expllcaria 1z alta frectuencia de quiasmas
‘mitéticos en ellas. Se conecen.G "mandhas callentes” Pro= .
'gmnems» en 3p, 6p, g, -LZq, 17q ¥ 19 (p 6 q) (673

fdhas callentes correspon&erian a las trlsom'as 1eta.es de f5

, Las anomalias estrnctuxales de 1osvcromcsomas son pro-
‘ductovde rupturas que: conllevan & pérdida deﬂmaterla..pro-7~'
duciendo falta de balance genétlco. Cuando ocurren ¥mptu—
' ras en aos cromosamas, pueden establecerse rearreglos o ——
translccaCLOnes balanceadas. ¥ no producir efectos feuntipl
cos en los individuos portadores, sin enbirgoy, eS‘nzasable
que produzcan gametos no balanceados durante la meiosis -=-
Los diferentes rearreglos cromosfmicos: franslocacicnes, -
isocromosomas, psrdidas o delecciones, duplicaciones, in--
versionss, ete, pueden dar lugar a und gran variedad de =



,:»céntrlcos, la cantldad de, ADN’satéllte es . .menor que en los hol

individuos no balanceados en los cuales se obseryan monogo-
mias o trisomias parciales o puede estar alterado ﬁnlcamente
el erden llneal ae;los genes.

, 51gn1flcado clinlco partlcular ya que dos de.ellos estan in-
 yolucrados en trisémias autosémlcas viables. (trlsamias i3y
HZlX@T Estos.rearreglos son los mis comunes en el hombre, aftn
cuando. dlfleren las frecuencias con que estan 1nvalucra§os -
‘»cromosomas especiflcos (55) « '

En las transloca01ones robersonlanas con formac;ﬁﬁ de dl'

:mélages normales;'pero no estﬁ ansente, 1ndlcanao BSu locallza
cidén entre el centrémero‘y la regién de crganlzadores nuclee

lares: y‘demostrando dgue los-gﬁntas de. ruptura ocurren en~el S
ADN satéllte. En.cambloren las translocaclones robertsonma— |

'llte del cramosoma que perdlé el centrémero. La mayor fre——
cuencia de este tipo de rearreglos puede explicarse por rema
nentes; de acthLdad nucleolar y por: ia péxdlda de ADN saté11 -
bﬁa, aparentemente sin funciones génicas ¥ de genes rlbosema-
les los cuales se encuent¥an en ‘copias mltiples (30,54,55).

1a frecuencia de :éa:reglps\esﬁrucﬁuraies,enxmaferial de
abortos es de aproximadamente 2.5% ¥y en una pequefia propozr—-
¢idn de casos (0.8%) &stos son heredados (245). En recién =
nacidos vivos su frecuencia es 0.3% {242}. '

Una mayor informacibn de la frecuencia y rangos de muta
cibn de rearreglos estructurales cromosfmicos en el hotibre se
ha obtenido de estudios en recién nacidos vivos. Sorprenden
temente poca atencibn se ha puesto a estas anomalias en mate-
rial de aborfos esponténeos a pesar de gue su frecuencia es



cibn para los rearreglos~que,sobrevxven hasta que sea reconey

e
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agroximadamente‘lﬂ’VeCES.mayor, Anomalias cromosfmicas e€s+ f
tructurales se encuentran en 1.2% de toaoszlos'abartqs-equgf
téneos clinicamente reconocihles (250).

‘Los rangos ae mutacibn gamética de rearreglos cramosémlﬁ
cos estructurales ha sido estudiada en basé a estudios en e B
cign nacidos vivos y abortOS'esponténeos. El -rxango de'muta—g

¢ida la concepcifn es de 2.20 x 10~ paxa rearreglcs balanceﬁ
d03,3 54 % 10 4 para transiocacmones robertsonianas no balah}
ceadas Y’3m424X'10 para rearreglos no robertsoniancs no baf
lanceaaos.’ Estg dda un rango de mutaczénApara todos los rea—f
rreglos estructurales de aproximadamente 1 X 107>, El rearrd
glo s;mple m&s comin es la translocacidbn robexrtsoniana entrja
103‘cromosomas 13 v 14 con un rango de mutacidn de 1.2 x 10
(250). '

Ias translocaciones robertsonianas tienen una frecuencial

ligeramente mayor en abortos espontfneos que en recién naci- |
dos vivos, al igual que el resto de las translocacienes balany
ceadas. Este~excesa'pueae debexrse a nuevos mutantes en tranﬁ
locaciones reciprocas de novo aparentemente balanceadas que |
son incompatibles con la vida fetal y terminan en abortos —- |
(2501 L) ) ;
El uso de técnlcas cromosémlcas de alta resolucibn perml;
te la deteccibn de pequenas dupllcac1ones y deleciones, las .
cuales pueden estar asgc;adas gon anomalias elinicas leves y -
ligero retraso mental. Tambifn incrementan la diferenciacifn
de una regién cromosémica y permiten la deteccién de inversig
ries paracéntricas y translocaciocnes xeciprécas.invol&cranac~¥
regiones cromosémicas del mismo tamaiio y con patrOﬁesvée,banJ
das similares (68,235). |
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El uso de cromosomas de alia resoluc:.én y la exlstenc:.ay
'de J.d:.ogra.mas que reflejen sus caracterfisticas,. permitirg a
los c1togenei;;stas definir lga, lm;al:.zac:.én,de puntos de rup-
tura Y‘ z:euhi‘é‘ri éOn -mayar e::actitu&“‘ p‘emﬁ:i‘endo ver ‘qﬁe' las
nales. En general el uso de métodos de bandeo de alta. reso~
Incidn permltlr& una mejor correlacibn fenot:.po/car:.ota.po ¥
avances en el mapeo g&nico reg::.onal (68 235} .

,gsjel han realizado z;mnerojsasi investigaciones para conocexr
las causas de anomalfas citogengticas. Sin embargo, los ﬁn:l.
cos datos relevantes son la relac:.én entre edad materna avan‘
zada e ::.nc:x.dencla de trisomia 21, trz.scm:.a 18 Y sindrome de
' Kls.nefelter. ‘ se. supone gue el Syulo envejec:,.do presenta ma— '
yor riesgo de no disyuncién (2; 251, 252) . ‘La curva de dis-—
tr:.huc:z.én de frecuencias de sindr:ome de Down es bmodal con
T an mEximo a los 28 afios y otro a los- 36-—37, correspond:.endo
el primero al m&xmo de natalidad y a la mayoria de las txansg
' locaciones esporddicas o hereditarias, el segundo esta estre-
chaménte relacionado con 14 edad fiaternd avanzada (251,252,

2‘“53’1‘.' Muchos autores han tratado de relacionar edad 'paterrié;
. avanzada v trisomia 21; sin embargo, aﬁn ex:.sten datcs contza
‘dictorics al respec.,o £254,255) .

2., IMPLICACIONES DE LOS POLIMORFISMOS CROMOSOMICOS EN LA
GENETICA CLINICA.

Los polimorfismos cromosémicos o heteromorfismos (confe
ferencia de Paris 1975) de los cromosomas humanos ¢onstituyen
un campo fascinante de la ¢itogengtica. Las técnicas mis usa
dag para su deteccibn son: bandas Q, bandas €, bandas R y 1a
+incidn con plata para NOR de los cromosomas acrocéntricos -
{21, 258).



se recenoceré.n mucﬁos més (21 184,235, 257) El uso de mﬁli:'
ples técnicas de bandas consecutlvamente contribuye a una m'
vjor elucidacién de iz morfologia de cada cromosoma, atn cu
do no hnya'una,relac16n directa entre el pollmorflsmo 1dentf
ficado por una u otra técnica. Tos sitios ‘heterombrficos c{
munes de los cromoscmas humanos son los brazos cortos da,lo%
‘cromosomas acrocéntricos (13-15,21 y 22), el &rea :v:c’:entzomé’ﬂ;tf‘:
ca de los cromosomas 3 ¥ 4, el brazo largo del ¥ y las regio]
nes de constriccidn secundaria de los cromosomas 1, 9 v 16. “‘
Sin emhargo, cada cromosoma tiene c:Lerto grado de polmorf:. ;
mo en su banda centromrica ya sea en tamafic o posicibn. G,
1o formas extxemas‘san;pquablgmgnte+obséryadasayﬁrefeziﬁa'ﬂ
Variantes no usuales han sido reportadas' para 10s cromosomas)
6 s 11, 12 4 17 b'd 19, sei:c. aparentemente sin efectos fenozip
cos {21,256 257y '

L,s uohmorfls—rms de Tos cromosomas humanos son muy i?af:
riables, el car:.ot::.po de un individuo puede sexr bien caracte
rizado usando mGltiples t&cnicas de manerda que sea como una- ;
‘tarjeta de idehtidad finica. ILos polimorfismos son consz,stg_rz
tes en una persona {s6lc se han reportade unas cuantas exéaﬁ'
ctiones de mosaicos somiticos) y Son heredados enfoima mende=
liana te:;ceptq para‘i pocos casos documentados de variaciones
de novo} (256,257}

Los polimorfismos se pueden usar para varios estudios -
tales como: mecanismos de produccibn de triploidias, mecanis
mos involucrados en la produccibn de mosaicos y estudio de 'i
quimeras, contaminacifn.de cultivos de liquido ammibtico por
células maternas y seguir ¢l destino de c&lulas transfundi= ;
das o transplantadas (256,257). |



Los polimorfismos se han usado para establecer pater
dad,y ‘tiénen uha importancia particular en la medicina le_
gal y forense y otra de sus aplicaciones es las pruebas de
cigocidad en gametos. Tambiénupueden.hsarsefextensivamente
como marcadores enielﬁmapeqwgéhiCG por hibridacifn de c&lu_
- las somdticas ¥ para determinar el origen del cromosoma ex
tra en las trisomias (256,257}

Los sitios polimérfigos.dé1.§ehoma sangeneralmenterﬁg
terocromticos conteniénds cantidades variables de diferen
tes ciaseg de‘ADN de secuencias altzmente repetitivas ,algu
rnos de ellos llamados ADNs satéllte (36,42,47, 51,53 56) . S
cree-que estas secuenc ias carecen de genes estructurales no
son traducidas y son en su mayoria de replicacibn tardia,por
1o que es tolerada una gran‘va:iahilidaéb Por otra parte to_
do ‘en la naturaleza tieme una razénrde‘se:@ 1a:£ﬂﬁci6n:dgfla
heterocromatina afin no ha siao~e1uciaaaa.y“muchas hip6tesis
: e han formulado al respecto,entre éstas la hlpsteSlS “salva‘
v1das“ (body guard) de Bsu (53,70,258). : '

-

. Los heteromorflsmos‘cromos&mlces se cons;&eraban sin nln
gtn 51gn1flcaao clinlco. Sln embargo, se han,acumulado una -=
gran cantidad de datos, los cuales muestran gue no son vatia
- giones sihwséntiﬁé‘y:aféctan,el desarrollo normal. Esto esta
 basa6o en la observaciﬁn de 1a alta incidencia de estos hete

con contrples no;males (256).

Obviamente el significado c¢linico de estos polimorfismes
ha sido estudiado por varios autores y se han implicado en :
infertilidad,malformaciones cOngéniﬁa§,retrasé'mental ¥ cé&n=
cer. Las conclusiones no son uninimes y pueden resultar con
troversiales y los mecanismos son‘inCiértcs,‘ﬁay pocas posibi
lidades de comparar un estudio con otro ya que se utilizan i
ferentes técnicas y criterios de evaluacibn y ademés debe —-
considerarse una variabilidad &tnica, por lo gue para cada -



236

'cuenezavﬁe estos gcllmoxﬁlgmosben la PQhr§Ql5n noxmal (256L“

La incidencia de polimorfismos bramdsﬁmiCOS‘énireciéh'
nacidos vivos se ha estimado en 17.8 pox- i; OQG giendo lus
TES cqmnnes varlaclones én el tamano de los Brazcs cortos ¥y

sat8lites en los cromosomas acrecéntr1ccs~y del cromosoma Y‘Tﬁ
partzcularmente en su longitud (10.0 por 1,000 para Yq‘+ 5513
¥ 3. EAper 1,000 pa_aAYq~1 (2421.

Ei:Yyéuede‘ohsezvarse-aesdé,un pequefio fragmento hastafj
. un elementc.mny Iargo tanto en lnlelduos &enotiplcamente £}
males como. anormaies. Se ha tratado de correlacionar la pr
‘sencia d&e un ¥ grande.con crxmlnalldad ¥ agres;V1dad, sin em
“baxgeg estos estudioc no son concluyentes (236 2591.

.. Se ha cbservadoc un iﬂéﬁéﬁeﬁto=en.el pﬁmexe“ae»abngb;é,
familias con cromoscema ¥ grande y la presencia de cromosomasf
Y pequenos en padres de nifiog contsindrame de Down ¥ €n ot

vde-ollgespe:mla severa o azoospezmla, sin embargo, en otros
trabajos no se encuentran diferencias entre el tamano ael Y el

individuos fértzles e 1n,ért11es (256 260).

Hay evidencias. Sugestivas>ae quexvariaeiones aEHbfa2é§’"€
cortos y satélites de los cromoscmas acrocéntricos pueden te |
ner efectos en el aesarrcllo. En,pacientes con sindrome de |
Down se ha encontrado una elevada frecuencia de cromosomas ;ﬁ
acrocéntricos con un incremento en el tamafio de sus brazos -
gortos. También se han reportado incrementos de nateromexflg
mos en padres de nifios con sindrome de Down comparados con con
troles normales. &in embargo otros autores no han encontrado |
esta ascciacién, TUsn estudio para relacionar CI y tamzfio de
satBlites en nifios con retrasc mental ¢ destrdenes gsxquzatr£~
cos no di6 resultados concluyentes (256).




jma5‘~,9 ¥ 1

Muchos estudlos han reportado asociacibn s;gnlflcatxya de he

»terﬁﬁorflsmos de const,LCCLDnes secunﬁarlas de los czomogor—

ﬁangrmailaades clinicas; Defectos de desarrollo

sxm;lazes a los sindromes de Pataun y*Meckel se han aszgnado
al efscto patogenlco -de varlantes-lqﬁ.+u "Se ha‘mostm‘aa que
hetercmorfismos del»cremosama l‘preé*“ponenAa fozmaa.&e mallg_
nidad prlnc;Palm~nt§ en ovdrio, mnsluyenanl;nﬁgmasé Ho ine

Gremento en la’:fedﬁéﬁCia:&e'ccnstriéciones'éécﬁnaafiés‘pfdmi,

nentes de los qremosamas-l =3 ¥ ig se han observado Eﬂ.inlel“ :

duos eon,mal¥crmac1ones~cengenltas, desbrdenes psxquzaszzcos
¥ CT‘baje. Esta variantes tamblén se han encontrado <on una
frecuencia mayor: &n parejas con abortos espont&neos reourren= .-

tes (256, 2611.

Exlsten‘mny pocos.estudlos sobre el 51gn1flcadc¢c;in1co
de Ics heteramczfismos de Ban&as o 1nd v;&nales. Buscande

'deerenCIas entre Polxmoxﬁlsmos Q en poblaciones normaies y -
con retraso mental no se. encontré n;nguna asoczac;&nw- Tamblénl
exist en.datos co&troversmales con respecto a pollmor;_smo del
‘cromosoma 3 en.mmgeres ollgofrénlcas (2561,

Tos . heteromorfismos cromosbmicos sblo estén asociados con

malformaciones en algunos purtadsres. Esto hacé“aiffaillencon_'
trar sl asoczac;én.y dilacidar 168 mécanismos involucrados en7
- la prcducclén del efecto 6eletereo Adel fenotipo. Siﬂ.embargo
’los hetéromorfismos cxamosémzces se obSsefvan con menar'frecuen
cia en individuos fenotipicamente normales y estdn aumsntados

en pacientes con anomalias de desarrollo. Se puede pastular

que el increméntd en la heterocromatina y los desbrdenes de de

sarrollo son resultado de un mecanismo comfn, que no estd re-
lacionado como causa y efecto, pero,sizécme fenbmenos coexis
tentes {256} .

Se ha sugerido gue los heteromorfismos siempre imwolucran



fiﬁa aiférénte &n estés'in&iViaucs_ 'La cantidad'de‘cambios

normal:Pueda'coxxelao;onqrse‘cgn Bl‘fenatlpq‘d&fiﬂdxwlduQS
acién general y Ias caracte

aparentemente normales en la po.
ristlcas cuantitativas y no especiflcas-de aesordenes del =
;_desarrollo humano son detezmlnadas probablemente per‘el ef
L te de,heterocrcmatlna adiciondl (2561.

La présencia aéfﬁéﬁérdméffismES‘puéde-interférir con:ia:

firiendOJen el aesarrollo‘delmanera szmllar a una ”carga ges.
nét ica estructur ‘g Se ha sugerldo que puede proaaclr alte— §

camhio en p051015n génmca, una, mutacion en el gen aal Sltlo
. de ruptura cromos&mlca;o pozx pequenas dupl;cacxones 0 defm—

’f.cienc;as‘ Ta preséncia de'grandes 4reas heterocrcméﬁzcas cex
cé.éefigs-cgntxémeros pueae-ser causa de disturbios de segre
gaéfﬁn neiética. ILas variables menores tambmén puedentlnter:_
ferir 1a.melosis, causande mala segregac;én. .Sefhaisugex;@cff
:qgeu;qs~pgl;mggf;smgs:de‘heterccromatlna puedenValferarVéer:W

ntes exzxemadam_j

P

' apareamiento meiStico. La presenc1a de wvar:
te heterombrficas puede reducmr el Endlae de reprc&ﬁcclﬁn & fn
inc:ementar el riesgo de arnomalias crcmosémlcas en ia proges -
niej(zsa 262)‘

Los heteromurflsmos exhlbidos por los crpmoscmas, s€ de~
ben principalmente a cambios en la cantldad, tamano ¥ p051c1én
heterperomating, 11hlu¢ncian el b¢stemm:mabutic5p el Luul.pﬁe
de tener importantes consecuencias adaptativas ¢ evolutivas.
El proceso de desarrollo normal puede ser afectado por un cam |
bioc en la cantidad de heterocromatina gue altera las grcpié~'3
dades de recombinacifn del cromosoma. Estudios meifticos en |
individuos gue exhiben heteromorfismos pronunciados gel caric-




tipo pueden ayudar a entender el papel de satod heteromorfis

mos en -‘_Ei desarrello 'ﬁQmﬁl”»'553“;’6]@31@1}2556@ 2571,

I&as alferentes wc“.l.ases de ABN repet;t fvo esgtén dlstnhul
das em *Foma o ecm:z.tat:.va en diferentes Cromosomas y sexfia

‘ Iazenab’fe pensar que cada clase tuviera an wmbral, ¥y una fun
eidn ;gart.u:ular, Tn mejor en{:enai‘mlento de este campo se

alcanza’ra proﬁablemente cuando sean posz.bles determ:.nacw ones '
més exa,ctas a nivel :rnclecular (::3 .70, 25?} .u

Se ha sugeridd que la presencia de variables no usuales

puede por si misna ser evidencia ﬁe c:gerf:a mes*tab:.la.dad cro
mosbmica hereditaria. Un rango relatlvamente alto de ruptu~
rags en :.ndz.v:l.duos no;rtadores de: polz.mo fiemos ne. umtalwg “pax

ta.culamente de: Ias regiones: de eonstriceifn secundaria de =

:103 cro;aosemas 1,9 ¥ 16 ha sido reportado, ask como tamb:.en
. se& ha observado un ‘Incremento. en la suceptmz.lz.dad in v:.z‘;rq

a agan‘,es quimwcs ¥ rad:.aca.ones en tales individuos. Una’
explicacibn podria ‘ser qua cz.ertu defecta de reparaéion del

ADN ‘Cé:'t‘_lse inestabilidad crcmgsémz._ca mayor en sitios he%equ_g

maticos gue eucromiticos del genoma.  Un apareamientc ancrmal

" de las secuencias repetitivas del ADN y subsecuentemente un en

..trecruzamiento desigual puede ocurtir fécilmsnte y ser tole
rado debido a que la heterocromatina no es traducida y pueden
encontrarse una gran variedad de polimorfismes {257).

 Los polimorfismos parecen ser heredados sin variacibn de
una gemeracién a otra, la inestabilidad cromosbmica puede -~
causar delecionés o duplicaciones minimas, submicroscépicas
e indetectables de material gen8tivo active de genes estructu
riles, dando defectos congén itos y malformaciones frecuen‘aemen
t& encontradas en a.n&:.vmduos poﬁ:adares de varigbles hetero=
mérficas. El1 polimo¥rfismo en este caso es gausal ¥ no origen
del defecto ya que amhos son debidos a inestabilidad cromost~



€ibn entre la cantidad de variantes heterombrficas paxt;cu@ga
res ¥ resiskencia o siceptibi iidad a virus Coxsackie B.  EL1

mica. Los sitios de unibn de heterocromatina-eucromating &
mas Sﬁceptiblesﬁa«esta’inesiabiiiaad‘siendo>z@zcnablé~@ens
qhémcuaﬁab~06ﬁrf9ﬂ:mﬁtécidnés, deleciones o duplicaciones
crométlcas frecuentemente lnvolucran los s;tlos adyacentes
al drea heterocrom&tlca."Este puedeve;gllcaxﬁgarqua ciertod

;s:narqmes‘genétzgns en oeasiones se eﬁcuehﬁran'aSOCiadbsg’f
fva*iant93~patticuiaresg Dtra explicacidn para tal asociac:
ecta de las secuencias rePEtlt,

pue&e ser la influencia dix ;
{en particular cantidad y composicibn) en genes estructunaqf
les adyacentes sin ningfin cambao real en el materlal eucrom‘f
“tico (2571- ‘ ’ )

tm&wvas de ADN‘con el subsecuente entrecruzamlento desxgu'
pcurren tanto en m310513‘camo en\eéﬂulas sométlcas, se han-
reaortado cascs:xay'raros ae mosalclsmes:sématlcos de varian
tes heterocrométzcas (257] ’ '

scrclén de log dancs del me&lo amblente Chlp&ﬁe51s "salvavi-f
ﬁas"}(258).. Esto piede sex veraaa en &l caso de los agentes-
ﬂ:cos, pero un incremento en la cantz&ad de estas secuepaa

cias’ pueae inc:ementax el rlesgc cusnds se considera una Ln
feceifn viral. Se tienen evidencias indirectas de la rela~—i

incremento en élfrangd de rupturas frecuentemente enconbtra—

do en portadores de variantes heterombrficas, en lugar de ser
consecuencia dé una inestabilidad cromosfmica heredada y de |
una suceptibilidad gengtica general puede ser el resultado da
una infeccibn latente}pe;sistents‘aE‘vixus;1ent95g Adem8s,~

una infeccidn crfnica suprime la inmunoccmpetencia y 1a sucep

tibilidad a otras infecciones puede aumentarse también. Es



interesante sefialar que Ia fragiiida&,dé.idéLﬁQGQﬁeSuﬁe;ﬁete
rocznmatlna constltutxva de los\cromoscmas _fﬂ.g‘lﬁ,se,h@.en
conbrado asoclaéa con 1nmunadefic1enc1qs-selectxvas © combi=
naéas 31endo la def1c19nc1a de.IgM la*mQchamﬁn,%,#71ﬁ>

Otrc cramosama.sugeto a 1ntegra015njv1ral4es el ¥, habienj"'

dosé’ zeportado:mayor riesgo reprcauctxvo y'defectos congénitos
asociados con?var;antes grandes-del cromosoma . ¥ C256 259). EL

lncremento en la cantidad de un ADN repetltmmo partlcular, in=

'vciucxado~en-el pal&morflsmc, podris ser‘responsable de ia =
pérdida réprodhdtiva. Sin embargo, la h;péte51s de iuh eyen—
taal favorecimlento de 1ntegra016n de-EDV“varal Y no s6le la
cantldad de secuenc1as repetl tivas expllcaria pcrgue otros he~

'repraauctlvo CZE?).

_b L& pérdlda 0 ganan01a ae cramcsamaS'Y en leucemias es un:
] enlgmatiéc prdblema gue podria deberse a lntegra016n de 2ADN ~
.’v1ra1 en la heterocrom&tlna del: hrazo largo del Y. A&emés ‘se

han»encantrad0lrearxeglos estructurales del Y en leucemias ~-

.

» Anie nn?i-*zﬁac‘ n‘r&rngaq (263) -

@iliﬁadAg G;eztosﬂya;us-paxecen ocurrir tamb&én en los pxgar
nizadores nucleolares de los cromesomas acrocéntricos, afn -
‘cuando se desconoce el mecanismo, En familias con malforma-
ciones del sistema nevioso central (SNC) se encontrf una fre
cuencma.s;gnx‘;catzva_de polxmerflsmos de 1os brazos cortos
de log cromosomas acrocéntricos. Las malformaciones del, SNC
probabl. emente tengan un orxgenjmultlfactoraal y los eéstudios
epidemiolSgicos apoyan el involueramiento viral, pexo afin se
desconoce si son virus de ARN o si el factor genético iavolu
crado implica sensibilidad a esos virus (257).



. mo las variantes 15 p+ incrementan el IlESgO‘de aneupolaia —,ﬁ

En conclusions los defectos congénitos son eyentualmente ‘cau

sados por infecciones viraIES;en'ﬁﬁero. El efecto teratdgé'
nico de tal zniecclén v'ral puede ser dlferente de/acuerdo a,

clonados con polxmcrflsmes cromosﬁmlcos en formaS‘mﬁltxples'ﬁﬁ
CZSJ’L. ’ C SRR

Los altlos fraglles de: los cromosomas humanos tamblén se
han considerado como fuente de polzmorfmsmos. Sutherland‘y‘w

v1ral ko) 1ntegrac;6n b que los defectos cengénltOS'encontradas‘
en famlllas éen dende se segregan tales polxmorflsmos no son. »:
especificos. g hlpéte51s de: Invblucramlente viral con. todas
sus Implicaciones Cac,lvaclén, repllca016n, suceptlblllaaa -,@
'del.huésped, lnmunoccmpetencla, etc}; puede: contestar algu~vf
nos . enlgmas GOn.respecto & los sxtzos fréglles. (257 264).‘u;f

La tendencla.a aneuplcldia en indlv1ducs/ye tadores de
‘variantes pclzmérf;cas ha sido evaluada y discutida, A,pesaz_

de que los resultados de dlferentes estudids Bon confrbvéré'é

- les, existe ¢é’¢reencmague que aLgunus*polxmorflsmps tales co

{257),. Debido a la p051b1e interaceibn entre ciertos cromoseu
mas diferentes, la ‘tendencia a la aneuplold1a.puede ser‘lnes~‘
pecifica y par'otxa paxrte, algunOSMreportes sugieren gue el =
cromosoma homGlogo al pci;mémeco puesde estar'preferentemenﬁe;
1nvolucradc. Ta trisomia 9 parcial v completa se hakfeporta&o
frecuentemente en pacientss con un 9 §alzm5zfaﬂe y se han en
contrado trlsomlas,zz asec;adas con varlantes del cromosoma
22. Un incremento significativo en la incidencia de Cromoso
mas 21 polimbrficos presentando grandes NORs se¢ ha encontrado
en pacientes con sindrome de Down. Cuando los satBlites son .
pequefios estas variantes pueden verse sin plata. ZInteresante
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mente una alta incidencia de 21 p+ ha sido encontrada en un
grupo de pacxentes con car;otlpos normales, pero nresentando
ciertas caracterﬁsticas clinicas de sindrome de Down, sin em
bargo, es diffcil excluir a priori una lnfluenqia_;enotiplca
del polimorfisme, lo cual ﬁoiﬁgiece:mny;proﬁahle. Se debe‘-
tener en mente la posibilidad de un mosaico de: trlsomla 21 en
baja proporc15n no detectado (2577 .

En.conclusiﬁn;.se~cpn5id2ra que los polimorfismos cromo

- sbmicos tienen un signiffcado clinico ¥ que pueden, algunas

~ veces ser responsables de &efectos congenltos. Los mecanis+
mos propuestos son sblo conjeturas y es dlficll 63‘verlflcar

los. A continuaeibn sé sefialan algunas de ellas . {257).

1} Dn involuctamiento directo, no especifico, de los polimor

fismog heterocrométlcos pue&e ser su.eventual 1nflsenc;a en

los procesos metahSlicos, Dartlcularmente 1mportantes en el

desarrollo embrionarioc.

2} la part1czpac16n de la haterocromatlna eft 1osqmecan1smos

‘de»zecomblnac16n meibtica puede 1nfluenc1ar el desarrollo y

- 1la incidencia de aneuploidia.

-2} lps.polimorfismos pusden, pcwlsi»mismesf sexr Iz evidenciz -

- de inestabilidad cromosémica y ademis suceptibilidad a dafic -

ambiental, el,cual puede causar detrimento en el desarrollo

enbrionario. ,

4} los sitios golxmérflcos parecen estar involucrades, pzabar

blemente en,d;fgrentes formas, las cuales deben aftin clarifi-

c¢arse, en suceptibilidad, resistencia y quizd integracibn vi-

S:al; una posible relacibn entre infeccicnes virales y defec-

tos congénitos o malformaciones es conocida (257}.



horguillas de replicscidn durante la sintesis de ADN(1IS3). |
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3.  ABERRACIONES CROMOSOMIGAS EN ENFERMEDADES CON PA-
TRONES DE HERENCIA MENDELIANA

Eiartns‘padédimientpqu&a siguén'ﬁaﬁrnngs’dé ﬁéréne"i
cia mendeliana pueden presentar énﬁmalias cromosomicas ~i ‘
(265). Entre estos se encuentran un grupo de rarns §3g‘4f
decimientos hereditarios gue en linfocitos de sangre pe- '1
riferica v en fibroblastos pfeseatan‘unavfféGUEnﬁia,glgqg,ﬁ
da de aberranlunes crnmnsumlcas estructuralas, Egtas dé—'l
sazdan°s se econocen como "sindromes de lneszabllldad ara—f$
musomlca" =] 1ncluyen 1a ataxla‘telangzectESLa g1~ﬂlndrumeﬂ
de Bloom, la smewnia de Fanconi vy 8} xeroderms pigmentasa.,f
Tienen en pum&n ser autosémices recesives, ﬁnn‘uhaiteﬁﬁénéﬂ
cia elevads al desarrolla. de*neagiasﬁas asi como una dispo §
eicibn més 0 menos. aronunciads argresentar ‘Pupturas crema-ﬁ
ssmicas, Encnnﬂrandasa & menudo cuadr;rrad;alas y mante- wf
niendo un nimero crnmnsuminn dlpiuide. En el smndrnme de . f
Hioom se hHa obssrvado tamblen un incremento en el intarcamf
bio de cromdtidas hermanas (193 265). ’

|
i
~ Se ha pnstulada gue en estos padecimientos se encuens i
tran elterados los secanianios de reparacidn ds dana‘pzndu~~}
cido ai ADN por diferentes agentes. Ep el xeroderma pigmggi
toso no se repard a2decusdamente el dafio producide por luz
UelVe por wune sctivided deficienie de la endonuclesss de gg
parscifn (99,193,265). En ls staxis telsngisctasis las ce-
iulas %isnen poeblemss pars reparar el daho producido por |
rayos X. (193). En la‘aﬁemﬁa de Fanconi existe mayor suceps
tibilidad & agentes que‘hrnducen enlaces cruzados gn el<ﬁDEf
tales como las mosiazas nitrogenzdas y especialmente 1a 1uz§
ultrevicleta y s ha postulado gue }a enzima con actividad
deficiente es unz ligsss de reparacion {(193,266). Er 81l <
sindrome de Bleoom se ha observede un movimiesnto lento de luog




_ Ehxlé«éﬁ%uéiidad se han descrito nuevos sindromes de -
inestabilidad cromosémica, con cambios cromosémicos simila-
res a los de laos ﬁ@ﬂéﬁiﬂiémiﬂsEEHfETiDIEBQ pern al parecer
' as. Entre estos estén

s#n*ﬂna’incidenuiaréltéidE ner1a

la imcontinencia plgma“

te 11gadn al X, 81 ndo letal e 1nd1V1duns de sexn mascullnn

encnntrandnsa canbiog cramnsumlcna (gaps v otras. annmallas)
&n nuaeres afentadas y En sus madrEs portadoras (193).

cngaugqutyga’aa dgscqngca Y en Casons Famgliaraa_aelha_daqn
core autosdmica dominante (99,193), se encuentran. rearreglos

F a8

crompsfnicos en porcentajes importantes en sangre perifésica.
ﬁamﬁién.sé‘ha<ﬁﬁ59wvadﬁ;nﬁ‘inuéemantnfﬂg intercambios de crg

ma%-das hermanas, lo gue se ha utili
‘temgrann de 1a Enfermeﬂad (193). Se han prapuestu varigs. -
“tesrias. para explzcam lag Tupturas crnmnsaklcas B estnavp§ 

»dﬁ'ﬁara'ei diégnﬁaﬁibn

| nientes que fncluyen: fallas en mecanxamna de reparaclun del
ABN, agentes virales y ls existencia de un Factnr sérigo de
"Tﬁgtﬂfa“ En dog paclénﬁes'ﬁan EEU;EEEdEEﬂiu a8 hanw,eteﬁt"

de anticuerpns contra Scl?B que es una'prnteina de pegg mo-
lgewlar 70,000 propia de las esglerodermia Yy gue se Encuentra
aspeciada con up cinasa o forma la cinasa misma, la pual es -

capaz de fosPorilan: a Scl70 y g Hi, fSe_ha-puatuLada,qua.gn

presencid de anticuefpos se blogue la actividad de cinasa y
‘az'nb~hﬁher fasforilacifn de Hl se tiene una mendr condensa-
nifdn de 1s nrnmatlna, 1o gue podria nrlgznar lag rupturas -

cronostomicas (267).

En otros podecimientos comg la prokerstosis de Mibelli
(eusosfmico daminante), la anemis por deficiencis de gluta-
tidn reductass (auﬁdéﬁmica domiannte, ls agrahulocitosis de
Kostmann (autosbmics recesiva) y &l sindrome de célulag bhsss
les nevoides (autosBnico dominante) también se han reportado

iy la‘cUaI’se>dEbE'a'un géﬁ‘dﬁminanv



anomalias cromostmicas semagantes =3 las de- lus‘smndromes da'

- irgatabilidad CPOmE=DMIEE €193).

En el sindrame de Roberts y en la fucaméTia'SQ'due‘éﬁnj?~

'EOHdiClUnES autosdmicads receszvas, oo retardmlen Bl creal-'-

'mienta.pra.y posk aaial, reduca;an slmetrlca de mlembros y
'gngmaliags@nané@ﬁa;ialeg; se han Tepurtadu angmalias en los
dican falta

eentrémeraos de los cromdsomas. Las handas B %

& O

de cophesi

parece indicsr gue la heterocromatina esta involusrada, ya
gue esto también s observa en 1 cromosoma Yy sobre fddﬂa

n de la heterncammatlna paracenfrumerlca 10 que =

en lag regibnea heteracrnmétlnas de log crnmaanmas 1,9 v 1S-f;

(265, 268).

?Eniré‘mdé desfrdenes TECESngé ligaﬁg&jal’pxgmnsbmg‘x

. 8e encuentra el retraso mentsl ligado 21 X gue se hg @socia

do con cromgsomas X marcadores y un Sitle frégil en iz re~
e

gifn distal Xq27 ;] XqEB eft paci ntas cgn::etpasﬁﬂménﬁaify e

‘mecrosrguidiems (269,270).

La lpealizecitn cromosfmice de muiacicries responsables

-de muchas enfermedsdes se monoge en ls aptnalidad principal

‘mente @ trevés de la asignecibe del gen esiructura para la
enzima deficiente en cada uno. En desbrdenes tales como la

@ talesemia se tiene una definicibn a mivel nucleatfdicao

de lzs susiituciones (mutaciones sin sentido) y dalecxsnes
-de largg varisble gue oourren en el gen de la @ globina.
Delgciones & up nivel més grueso s& han relacionado BHT ~ o~
oiras anumalfas y s can51deran en la interfase entre ahgam
rreciones mrnmusumlcas‘y nutaglnnes ganlcas (Zhu) Por ejem
plao, en el sindrome de Prader wﬁlli, fjue sg uarac%arlaa por
retraso mental, hipotania en la infancia, hiperfagia, obe-
sidad, reiraso en el desarrollc psicomotor, menos y pies =~
pequefios e hipogenedismo hipogonado trépico, el 50% de ios



casos estudiados citogenéticamente presentan anomalias cro-

- mosfimicas de 18 regifn peracéntrica del 15, invelucrando la
banda 15q11<15ql2, cuya ggiéciﬁq determinaria este sindrome

| En los casos qﬁe~ﬁazecén de anomaliss crampsimicas se ha pos

| tuladog qué‘n biEﬁ‘Bsta anomalia es tan pequefia gus no seg de-

tecta por mé%ﬁaqs\emplaaﬁns-u'ae trate de antiﬂadas»diﬁgrgg

:,%as ' nqn»un-paﬁﬁﬁnvdewhgrgnnia,autnsﬁmiau‘rgcgaivu cOmo se
' habia propuesto driginslmente para este padecimiesnio. En

tode paciente e&n gue se sospeche este sindrome deben reali-

{ zarse handas de alta resolucién (93,240,271).

Se ha sugeriﬂnAque.unafpéqueﬁa:deleciﬁn‘én Xp (Xp21) -

~ puede ser la causa de la distrofis muscular de tipo Dichenne

(recesiva ligada al cromgsoma X) por lwm estudios realizados

_ en mujeres afectadas portadoras de translocacicnes X/autosy

ma dehidnra'la ihactivacian gelectiva del cromosoma X normel
en sus células (240,272). - Se ha reportado que una pequefia

‘~dé13ciﬁn en el cromosoma 20 conduce al sindrome de Sipple -

(neaplasza andncrlna multlple tlpn II) de herencia autosfmi-
ca dominante (99, 260). I S R

En los siridromes de Cornelia de Lange (sutos@mico rece-
givo), de Langer-Gedion (autgsamiea.dcminaﬁfe) y de Holt-Oram
Cautosimico dominante) se ha reporiadd que pequefias delecig

nes mromosOmicas podrian sstar implicadas en sy eticlogia - -

€88,240).

Los refinadds métadns de bandas han sumentado grandemen
te lg definicifn de "nuevds sindromes cromosfmicos® debldo
8 gue aseguran la coleceidn de cases en Ycultivo puro® en lds
cusles se pusde analizsr el fenotipo. Ademés, la anormali-
dsgd cromosfmica puede ser fuertements sospechads Gnicemente
en bases clinices y s posible en la arluelidad la interpre-
tazidn del fenotipo en sberrsciones cromosdmicss como refle«
3z del conienido génico especifico. Asi el sindrome de olio



de gato (autosfmico dominante) se debe probablemente a unag

pequefia duplinaciﬁﬁ.ﬂe;?&qtér -=gll (99,2L0).

4. CITOBENTICA Y CANECER

. El chncer es onaz forma de crecimiento celular waligno
¢ incontrolable, que ogurre en un arganismo @ través de cop
tinuas generacipnes de células. EL grecimiento anormal y =
por lo ﬁsntb“su inhibiciln estén iﬁtimamenfercanedtadus can ‘ 
los mecanzsmus de divisidn celulaz, par la que se requ1ere ”
del cnnacimientu dg lns pr1nczplas citulnglcus gque 1o rigen .
pare su manejo (193). |

Le funcifén de los canbios cronosmicos en la transforma.
cifin de una célula normal & una neoplésica ha sido motive de .
Eatuﬂiﬂ'y'énnfrnQEisia;ﬁnf‘mas:ﬂe-sﬂ afios. Laélpb59rvaﬁiu=“_
nes durante losg 20 afins previos al bandes cromosfmico (1950-
197033 indicaban gue eon una sola excepcifn (81 cromasoms #i- —
'ﬁladalfia (Fh) en 1a lswcemia granulocitics crénice), el nimg ;
o v el pairén crumesamica gn las calulas riegplasicas pare-
tis ser bashante varizble y los cambios gpumnsnmmﬂus s gqg‘
siderabén como uf fendmeno secundsrio iprelevante. Sin sm-
bargo, la splicaciédn de las técnicas de bandas ha permitide
observer que #ste era uw corcepio erzénen y acioalmente exis
‘ten detos indicande cambios cromosdmicos no al azar, parti-
culermente translocacisnes reciprocss entre un cromgsoms pens
tante con un sitic de ruptura especifico (crompsoma donador)

y un sitin receptor variable, las cusles petdn asociadas es-
peci{ficamente con ciertos tumores humamnos (193,273). En més
de 20 neoplasias se haf encantradon anomsliss cromoshmicas Bg
pecificas vy &n la sctuzlidad psrece probable que la mayoria -
de los tumores mal;gnss tengan un defecto promastmica, poT



la gue el estudio citegenético en el gércer serd importante

en la SUhG1a ifigacin ¥ entendlmzenuu de la eti 1ng1a de =
( 274

las nedpl:

El prlnczgal avance en este bipo de‘estuhlas se uhtlane
rongsnicos en varica desurde-

del estudip de los patranes 
nes hamatnleg;cus, saobretads en las lEUDemiaS\mlEIBcltlcas

crénica y ‘agudas. EX esﬁudﬂu da las anumallas cromnsumicas

en las leucemzas tlene $res Funclunesf

,dxagnngtmag mas,gxantu'y p@; 1u‘tanﬁcwescnger gl tramamzehfp

“mag adecuado parg da paciente; la segunda g5 8ervir .como

uﬁ-ihdicaﬁnﬁsprnnﬁS{ ify'la“tercara'és'pwdvaer>evidénbiés

de eomo sltlns sromosinicos alteradns afectan g regulaclan,
génicd (273, 275) " s

~de pataunes crumaaumicns, para ser revela-

dor de una
-del carl,t;pa‘da las ﬁslulas tumaral
leucemisds, generalmente sg ubilizs un asplradu de madula ~5 
rafamante ‘o se cultiva pnrybﬁv

Enfermadad mallgna, dehg basarse gn gl Estudvn-~
En el;casa,de 135',

fsea,; el cual se
pericdos cnftos (273). Coand
anormal En‘iﬁS ﬁélUlaS'laﬂﬁémibaé’ﬁssimpurtaﬂtEvﬂﬂﬁliZEI_ﬂ‘

célylas de ﬁéjidns'nuﬁaﬁetﬁadQSvg-Eﬁ 1awmégnriagds lds casog
tiéﬁén‘n%*ulas=nﬁrmélasu Las anomaliss cromosémicss obser=
yadas en ias gélulas LEuEEMlBaS representaris mutac;cnes =14

procesa inme

=1 Eﬁpuﬁﬁ TE ﬁu eariatigﬂ~f» e

maticass La observacibn por lo menos dos céiulas “pseudad&
ploides® @ “h;pemﬂ;plu1das“ o trga-calulas‘"h;pnd;plcldas

oen la misms mnormalided, se considesra evidencia de una clo

ne enormal. Pagientes cuyas cflulas po muéstran sliersciones
o en ©asos en fue las ziitersciones involucren cromosomas di-
ferentes en cbélulas diferentes, se esonsideran normales. OCambios
crompsémicos zislados pueden deberse & ariefactos técnicos a

& errores mitdticos =1 azar (273).

La aspiivcacidn reciente de técnicas cromosbmices de =slis



resolucidn al ésiuéiq de 13é neup;ESias fizge posible gbtener »;
- un mayor nﬁmern‘ﬁé‘mitnsis:$inamante baﬁﬁﬂadas, le cu=l perb>
nite v1suallzar Gafectus cromastmicos ge= antes resulizban
indetectahles y ega: 8 detesn;nar Slt;ﬂsv£§paclf1CQS B -
donde parecen esisr localizades "genegs esncerigends®. E1 in-
cremento de %ese!&ciﬁnidaﬁdvpér‘Ias‘nuavas,tééhicas-cuandm se
‘aplican al estudic de las leucemias sugeriria que el hallaz
go de gue ap%bximadamente 50% de los pacisntes con leucemias
‘agudas no linfociticas tienen um cariotipo @normal es inco-
‘znectn{CZ?j,zvsii Estudiantds un grupo de 20 pacientes no

. tratadps con ledvcemias agudas no iiﬁfﬁcgéicas, Yun157y~zulsa'
encontraron ansmallas cromosmicas en todos los casos €28y, _
»5ugiriendu que 1= naynrla de Yas leucemwas agudas ng A.nfnqg‘ ‘
ticas y quizé otras necplasiss tienen aberraciones cromosémi
ces estructurales a numéricas (274).

La primera gnfermedad mali gna que s asocib con ea de-
Fe:tn crumuanmica consistente Ffue la leusemza mIElUldE srunl'
ca (o granulucat:aa)x Apruxmmadamente 80% de los adulins con.
este destrden tienen un cromossma flladelfza (Fh) en 81 cual
el seamenta distal de 1ns brazos 1argna del Cromgsoma 22 gs-
ta trangldecado a8 oird cromosoms, frecusntemente gl exiremo --
terminal del brazo largu del 9,%(9;22). Ea aprnximadaﬁentE'f
5% de todos los casos repuntaﬂas de leucenva nielocitica cra
nics, la(pprc;nn distal del brezo largos d=21 22 se encuenira
~tprdnslocada a otrc cromosomg y uuas;nnalaéﬁié se pusden it
volucrar +tres crogcsomas en franslocaciones méas complsjss.
Gon bandes de aliz resolucidn se ha identificado gl sitic de
ruptura coma la bamda 22qgll, iz gue hace pesible suponzr que
una secuencia especifica de ADKN estuvierz relagionada con el
desarruila y manteuiniento del proceso maligng (293,29%%. Se
ha postulado gue =21 desarrollo de la neepizsia puede deberse
a un efecto de posicidn del segmento trsuzlgeado (2603. La
prgsencis de croposbnz Tiladelfia en este esfermedad iisne



'im@@ﬁﬁénciﬁ‘gﬁanégﬁica‘yé;que:iﬁé pacientes Rh7gqsitiVﬁrrg§3_f
pumden mejor = la gquimicterspia gue los Ph negativo y sohre
wiyen perfodns mds lergos (42 meses contra 15 de los FPh ne=

geiiva) (232, 273,277).

Un camhla en el carlutipu de ur pac‘ente Fh suglere -

fLartemente que el paclante Esta Bn Fasa‘aguda y Bste cambla

pusde preceder a los sintomas cl=,lcus deg una efisis blésti

e® par By mesas. La eualuclun Brumusnvaca en.la Tase aguda

7mwslucra una k= mas de las 31gulentes aaavmalldadas 2 nrden.;

= frecuencla, ‘adenas del Ptz (1) deble Ph, ¢
eromosoma 8; (3) anopaliss de 174 (isacrnmasumas) v C“)“map-
mounmla del 7(273 ’ '

En las laucemlas agudas, llﬂfDCLtlBE ¥ no linfuc;tica,i o

= poté asncxaﬁa Gon

_Tn presencxa de una anomalig crumasn'“
753 prnnust:cu més BEVETH, exceptn si e encuentra ung trans
Eagaclnn (8:21) (qZZ,qZZ}, encnntrandnsg Bn 8% de lgs pas= =
"'maentes Ean leunemla agudsa no iinfocitics (M1 v #2)-en ausen
‘©ia de pérdida de cromosomas sexualess ‘Lus‘pacmentes con =
'iﬂucemia mmelnblastlca aguﬂaA(Ml v M2) edn anurmallﬂadas e

.-;ias.metafases nnrmalas tienen: el nEJnr prunustlca (273 27#
"2?5). ' e

En apraximademente 50% de los pacientes con lsucemia -
sguda promielocitica (M3) en las veriedades hipergranulsr o
microgrenular esté presente una t015;17) (qz@;QZz; {273,276,
275,276,

En pauiEnfas con leucemias no linfociticas agudss sg -
fian rEpdrtaﬁbbénﬂmalias'ﬁﬁnmnﬁﬁwicas»aislsdaéhfalés\ﬁumd: -
£011;6){g23;027% en una lsucemia - mislomonocitics (ML) y =
en otros casos de Mb g8 epncontrd que el arnmnsﬁmg-@etep%ﬁr
para el segmento gel 11 era el 17 & el 10 (274),



,al azdar, *ncluyendu ufig o mas de cuatro camblus partlcul“ S,
en B85% de lqs.aaaus )

- ‘delecian |

-reeisntemente Se ha recnnsmderadu a log paclentes ain hlstn-

pr‘ ientran: munusumlaf*‘

fial del 7, % rlsnmla 8 y ﬁrlscmla 21, S;ende 1as mas - cnmune

la trisnmla 8y la- monosomia del 7 (’74).

Los casos de 1eucemla mleluhlastlca aguda cen n;nmssuma;f

Ph se han reclas;fi“aﬁn Eomd GAses de len emla mieloide oTh

-

nica en transformacifn bl "ancluyendu alin casos gue pa—w

recerian de leucemia llnfobléstlca;agudz £273) - Sln«embarga

-Tia previa de lauagm;a mmelnlde crunlca ‘ean Ph p051
una entidad diferemte. “En’ la actualidad adn resulta 155

VVET cual e8 la 1nternelacion de las 1aucemxas con Ph pasiti- o
wg (273)_ : . L L ]

“LﬁsTgétndinéfda hﬁﬁdéﬁ“én‘séries cﬂﬁéﬁch%ivas'dé'ﬁéﬁiéﬁrf‘

presencia de una annmalia‘cramasumlca espanlflca tlsnan ‘mpurej

tancia prnnustlca (275). Be han descxito tres translacanin-:“”
nesg :en%pmogas en paclantas zan leucemina aguda llnfuamulaa,

las translucacmunESv(Q 11) £(9:22) v $(B:1L) y se encusn-
tran en gproxiwadamente un tercio de los adulios y unz déci

ma parte de los nifios con este enfermedad. Su identificac K Wil ﬂ
parsce ser de importancia clinica, ya gue los paclentes gue
las presentan bHienen un pronfstico pobze y necasatan mna te—
rapis agresiva (273,274).

‘Eﬁ él'ﬁaaédﬁ, tos estudios sromosfmicos en paEiEmﬁéS con
leucemia linfocitica crénica habian revelado principalcente -



caristiposnormales. ‘Eg%a rEfléjarié s ausencis de células
malignas en divisifn ya que en estos padécimientos las célu
las annrmaieS‘snn-géﬁénﬁiﬁanﬁe de tipo B, reguiriendo del

- uso de mitfgenss especificos. Recientemente se ha encantra
do un cromogséma 14 anormal (14G¥), similar al encontrado
en el linfoma de Burkitt vy ocasionalments ls presencia de un

cromosona 12 supernumerario (273).

Eﬁ~paciantgalqge'desanﬁblleﬁ:uﬁBvIeUcemia_Bqug después
de un tratamiento citotOxice o de rvadisterapia por un tumor
maiighnypﬁimarin Cgaﬁeralmeﬁte liﬁfuma'malignujugmiglqma)a;
miltiple) siempre estdn presentes anomalias cromdsémicas clg
- nales. EI1 baliﬁzgﬂzﬁe'uné‘énumaliaacruﬁpsﬁmiQa:gn un pacien
te con un céncer tratado graviameﬁte;~tunfnitaneniésn panci=
topenia misladss es diagnfstico de preleucemis.las anomalias
- pspecificas en Ia'mayuxia.de~qu*péEien%es‘can tumores malig
nos -s;ecunﬂar‘ins‘, tales como péfdiﬂa de cromosomes 5 & 7, asi
‘t.camu en estado hidelplUlﬂE sE gncuentran en apruximadamante‘
- 25% de los pacientes son leucemia aguda no llnfucltzca de’ ng

v (275). T o ‘ ' ' :

Una:cluha zrﬁmusﬁmicémente arnormal ES.démustrahle en 1ia
médula fsea de un niimerd significativo de pecientes con desfr
denes Hematoldgices que tienen un riesgo elevado para el dg
sarrdllo subsecuente de upa leucemia.Egtos estados préleucéhizas
ingluyen una varigdadvdE;sitnpeﬁias (anemis sideroblastica,
refractaria, etc) y desdrdenes mislaroliferstives indiferen
ciados y trombasitosis primasria), ssi como en algunos sindra
-mes de la infancis (sindromes de inestabilided cromosfmice
o tasos de hipoplasia o displasis wmedular inssplicable).
tas glterdciones citogengiticas gque oourren no 8l azar en esg
teg digcraciss son frecuentemente similares 8 las observa~-
das en las leucemias no linfociticas agudas y en la fase ace
lérada de la leucemis mieloide crfnica: mondsomis para el -



, - 254

cromogoma 7, trisomia para 8,9 y 21, asi camo para7ai?braih-l;
largo del 1 (lg#); deleciones del 5,20 y 21(5g~, 20g- y 21g-)
79) (276,278) L

y @n isocromasoma derivado del 17

-Egtos hariazgus aﬁﬁyan el hechn de qUE E'pESﬁr de las =

dlanrencias Glinlcas, estns desurdenes preleucemlcns estanfu*”

caracterizaduos pnr la presencla en los tea‘dus hemafapnye- =
tiens de unz cluna de‘celulas derlvadas de ana celula toti

: patenn1al alteradaw Ademas los datus sugleran que tas pre*f;ﬁ
lewucemnias, las leuc&m;as cro 1caa v las leucemias agudas pug ‘

den ser fundament; Lmente enfermedades similares, dl.zzzsnda .
' prﬁmarmamente de la expansiun de la clnna‘anurmal (2798) . géf

‘Los estudios cromgsémicos pueden ser de velor prendsti - |

oo en las preleucemiascitopénicas. Pacientes con angrmalida -
- des nuestran menoy SUPEIU1UEHBIB v tlenan up riesge Elsvadu : {

datdasarmullar_una leucemia aguds no- Llnfpc@tlcaq. £ igs - -&
Hééﬁrﬂenes mieloproliferativas y ﬁfélaucémicﬂs de la *HTBHGla

aherrantes pueden perSJStLr por afiog sin progresign elznlga
(193,276 278)._' '

las alteracinnes fin son glarvamsnte predictivas v las slonas eFT
i
i

Los camhias uramnsnmlnus BT 1ns varios tlpns d Einfﬁmﬁs
ng. han sido piguragsmente establecidus debido a varies TactGA'"

res,‘pnr una parte np. g8 cuen%a con ump szstema unlfuzp_ ﬁn i
c1331finac &n de 1inTomas y las anamallas EltUQEUEhiaaa sa'
desériben uf;lizandu por lo ‘menas tres s:stemas de nomsnpla-

tura, lo cual lleva a una gran dificultad para compazas los
resultatdss de los difereﬁtes_esmuﬁlqs ya. gue seﬁdassmagne»gl
tipe de células que-ﬁrésantan lag aﬁnmalias gromostmicas. -
Par~atra»ﬁarte se ftienen difitultades pars 1a ohiencida de
metafﬁses (279} . ‘ | I

En los estudins citeogénéticnos previos a los métodos de



bandas reslizados en linfamas no Hodgkin se reportd poliploi

dia éﬁ'ﬁés del 50% de les cssos estodiadaos, 1s mayoria cer-

‘ea- de la triplnldla o tetﬂapluldla.. En cambie =n los llnfm-
v‘ mas no Huquln se repurtaban metafase: nnrmales, dehldn prnha'

hlemente a gue se estaban estudlanda celulaa de . ¢eacc1an dal
heésped, las cusles sen muy abUndantas an estos gadaaimxanﬁua
(279). Con los métodos. &é'banﬁas se. Eﬁéﬁntfﬁ'bua ung prﬁpﬁra
cién impertante de lznfnnas cuntlene nn Cromdsoma. marcador =
Leg+es En el l1hfuma de Burkltt se habis demusiradn gue: gl
mé:ﬁadmr 1&q+ era. deblda a una transTBcaélnn (B'lb)(qza q32) ~
Estudios ranientes senalan que el 8g= es . més caracuerzstlcn

¥ especifice de las linfomas de Buﬂkitt gue gl i&q+, ya gue
omosoma 8 v el 2.4 22 (y -

exizten translnnaclunes entre gl
'nB el l@) Bn 4an numeru sagnlflcatlvn de casns.’ B gaear de

qua el crnmnsama 1h pazece ser gl recaptur maa eomin para

materlal tranalnnadn en llnfumas ng Bnrjltt el‘czamusuma dau'
nador puedE ss: el 1, 2, b, B, 10, 11 1k v ig. A 1@ recha'
f-:aun no se ha establecida Ia relaclun Entre um. ﬁcﬁaﬁnr espe<s

tazte seﬁaTar que en el crumosoma 14 8B EnEUEﬁtfan los geides
gque codificsn para las cadenas pesadas de 1&31nmunuglabulmnas,
_,_laASual prohablemente estid relaclnnadn nﬂn,el ﬁesarrnllm de
. la neup1651a f193 240, 279) ' ' '

-fbegﬁués'de los 1i1?bﬁé§,'éi‘rﬁ%iﬁbﬁiag%amé es el tu
mor snlidn mejar estudiada cmtugangt;camente. En los sase&Q 
Bl que el ratlnuhlastuma esta ag8pciado con retrﬂsn mental o
defectns cungenitas (apraxmmadamenta l% de los casss&, tudas
Ezazu 1arga ﬂel crumgspma\lB‘(siﬂdrnma‘de dElaczan‘13q2@
£%1 tamafio del segmento perdido varis en los diferentes pa~
cientes, pere tieénen en comfin 1z delzsifin de Iz banda 13glh.
Eon el usn de métodos de slta resclucifin se ha defostrado -
gue el segmento critico s =1 tercioc medio de 1a bands 1314
y eg donde probablemente s2 encuentirs el locus gue determina

c*?zcu y el tzpu de llAfsma (274 279)- ,Sinrambamga es_lmpar—: .



‘ canamente ligada a los genes del retlnuhlastuma y s= ha utl
 lizado la medieifin de su agtzumdgd:sgma‘crltemlu,dzqgnpst;cd

_iﬂtsrst101el de los brazes aartns del cramusnma i1, ganaral-‘;
' mente,inunluazunda las hanﬁaa‘pll—lS 6 pl3-1&. En 1= mayurla

- §E g~ demustradu 1a perdmfa‘de la banda pl3-14. EBor bandas

el rvetinoblastoma (274). Ep pacientes con delecifn de la

handsa 13glk = frisomia de 1a misma'se‘ha demostrada efecfn'j;é

ﬁe dnszs génica para la estearasa D, ia cual dehe “Sfﬁr cexr

de lasbdi?erenfes fcrmaé de retinoblastoma (280). En la =18
tualidad parece que en Lns casos esporadlcas de racvnnblastn
ma unilateral gue abarca SB% de los cases) y en los casns"'ﬂ
famnl;a;es transmitidos como autusamlcns dum;nantgg{ganarq; fﬁ
mente bilateral y que bdﬁpféhde‘aﬁrnximaﬂamewfe’SH” de 105 ~§}
naeus) se encusgntra la ﬁElEBlDH'dE 1a banda 134l% en 155 cg~ E
lulsa dal tumnr (99 241, 274)- l

Un fipq;QSpeniFicu de %hmﬁé de Milmé,‘asnciaﬁmvrgﬁ ani*73
ridia Eilaféral (sproximadamente 1% de todos los gacﬁantes
can tumnr de Milms} se ha repurtadu asnc1adu COT unsE ﬂelenlan?

de 1os casos esta condicidn ésfespnméﬂica, sju.embargaAen es- |
tudios recieptes en familias con anirzidia y tumor de @ilm5_x_ﬁf

de alts resnluczun 14 banda corresponderis a los dom wﬂﬁﬁlpﬁ»a,
dlsﬁales de la banda pl3, confirmands que lus genas:dslanin§<?
dig y tumor de. Mllma ae encuentran adyaaentes. vExisﬁe ia e
posibilidad de que diferentes genes Esten afectados, wa que
gsta nenplas1a pusde formar parta de diferentes sindzomes (pur:

eiemplo asociado con hemihipertrofia, pssudohermafrodizisma, |
alemerulonefritis & macro-Grganos) (274). ’

Sg han encontrado defecfcos cromdasbmicos eh dirocs Sumores -
sblidas. El cistoadenccarcinoms seroso papilar del owario -
presenta una translocacifn recipraca entre lns sEompgenas § y,
1t (g2l3g2k), en el meningioma se ha reportado en Y0¥ d2 los
casas monosomia parcial o total del 22 y en los tumaress mix-
tos de las gléndulas paratirsides se han encontrade t{rsaslo-




eapiones involugrando los cromosomas 3 y 8 (274).

En 1d actualldad, debido = loa adelantos tscnlcus parg
E? cultlvu de tumures sflidns, es posible el anallsls cromg=
sBnico cono rutina para subclgsificar laos tumures gblidos y
pradecir el pﬂnnustlcn del paciente (274) ' ’

Seﬁharéﬁgemidd gue en €l carcinoma papilar de vejiga la
grasencza de tetraploidiz, o de un marcador crnmusnmicu, JUR
to con 1nV351an de carcinoma moderadsmente diferenciedo, tig

nE un prunostlcn letal, gor lo que Estarla inﬂaoada la pes=s=’

égncfﬁn temp“ana (193 27&).

"En la tabla 13 g8 muestran algunas de lge anumallas gro
uDSDmlGES asociladas con nenp1351aa. '
R
‘Log cambios. crnmasnmzcns ralabluamente cansisﬁentes, —
E~pecialmente translucac*unas ESpEC’leEB, ‘que estén asucia -
das con una nespla81a en partlcular pvnveen de avidennias sa
Ere posables efectos de estos cambios en la transformacifn de

=&a=:"°1n19 nn?mnl en maligna. FE1 sionificedo &e‘es%as'abe;ra ~

cignes cromosfmicas se desconoce, sin emharge, se han prupu.s
to varias hipftesis (2BL):(1) gue 1as células con snomalias

eromosbmicas son més sucepiibles & agenigs csrainég§nicus~(qgi
mices, radiaciones o virws), (2) nue ls duplicscién o delecian

de material genético es =1 Tactor etiolfigico p&imarin en lz

malignidad, (3) gue les sbefraciches son resultado del proce-
so mismo de 1z enfermedad y (4) gue lms aberraciones cromosd
micas y ls predisposicién al céncer sean el efecto de un fac-
tor genético comfin quizé a través de inestsbilidad Sromosdmi

G8e

i
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TABLA = 13
(193,27%)
Tipo Cat
bit

Leucemia mielgide pfénica
Leucemlas na linfociticas agudas

Mieglégena (MY;M2)
Mizloide (M1, &2)
-Frumuielncitlca (M3)
Mielomonocitica (M4)

m;eluganaz(MifHZJ
Leucenias linfociticas agudas
i ﬁavcélulas.ﬁr
Folicitemia Vers

Tronmbocitosis primaria
Linfomas no Hodgkin

Burkitt africano y
ng afripcano
No Burkitt

Tumores s6lidos-

Bistcadenncarcinuma papi-
lar del bvario

- Tumogz mixto de glandula
paratiroides
Heninginma
Retinoblasioma
Retinpblastoms con retra-
ag mental
Tumo® de Wilms son aniri-
gia

* Encontrade en todas las oBlulas del organisma

oria
18tica

£(9;22)

$(8;21)
£(9;22)
£(15;17)

- t(7;11

=7F

il 11
t(9 22
tCB,lh)

del20g ?-

del2lg ? |

13
t(B 1k )

£(10314)

+€11:1h)
£C14510L)
t(l& 1&)

£{6;14)
+03:8)
delZ2q
dgell3qlh
delllpl3*

Pifnto critica df

ruptura cromnostl

22611

- 1¥g23 .

BgZk. 1

B e
Bgz2
10574
Yigis
1&-532«;
18g2%

13gis
1ipl3
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5, UTILIZAGION DE CEENBLBEIA DE ADN RECUMEINANTE EN
EEﬂrTIGA BLINIBﬁ

Los métodos de analisis de ADN recombinante; incluyenda

E él'mabaﬂ”tﬁﬁ-endﬁnu°leasaé de restricoidh, elonads de genes,
determlnaclnn de secuencﬂaa de ADN y engayn de. expreszan ge— 
nlca parmztan en la’ actualidad gl estudlu de: las bages finle—~
culares dg las en?evmedades genetlcas humanas (239 282).

, ALa %e&nnlng{a dé ADN récﬁmhiﬂan%E‘pérmiié éi aiélamiantﬁ
' da hmbltutecas dg sacuenclas de ADN cnrrespundienda gl genama
| cumpleta de un. 1nd1v1dun g & las sacuencxas axpresadas an ca
da tipo éa selula, Las pruebas ger: especlficas digladas dav
festas blthDtBGEB pueden utlllzarse para la 1dentifiaacinn
Cde secuentias dE_ﬂBN dentre dal gennma qua son necesarias pa—

ra la funnlmnagéuicg normal ¥ para Bl. estudla de las consecuan,
>;;as‘da mgtaclnnééfy 2earreglus en estas secuenclas que prndu-.'

GOs de - enfarmedaﬁ genetica., Log puni ‘[ ) ;;

cen ‘lus simtomas oiinir
Vl;mnr?ismus de sacuenclas de ADN pueden UtlllZBrSE para cons=

- truds un mapa.da<l;gqmlamtg_ggn;cg_de tndu £l genoma lo gue -
‘"ﬁéfﬁf%f*%“éi desarcoiic de métodos ﬁe=ﬁiagﬁ5sfi' ~prenata1 -
para EnFermedadas mannganicas,'aun cuanda s€ ﬂascanuzca el dei :
factu hlcquxmicn(239).

:VLa(ﬁBﬁnDngié'ﬂE RDN renambinén%é3(ingén§£wia»Qegétiqa;
 penmite»él'éiElEmi§ﬁtﬁ N anélisis de las genség"fgﬂziﬁamebté_
cuslguier secuencis dg ADN pueds ser insevisds epn un plésmi-
do o fags veécter y propsgeds indefinidamente. EL1 gen de inte
rés y 2l vectar sén modificadaos binquimitamehfe,iligadns y 21
RBN1rscgmbihaﬁte'rééulfaﬁfgi usado para transformer un hudsped
bacteriano,; generalmente E.enli (239). 5i el gen es reslmen
té mislade en Forma relativamente purs por 4&cnipas esténday;
ﬁuﬁﬂé clonarse directamente an un pléamida o fagu.  Ests meto
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oo - 'r“
tndulngua == vallda para ARNr a para mensaJerUs‘muy abundanwj

tes . La mnlecula‘recomblnante resultante es referide como f

una prueba Qenlca especlfica vy cuwands se hibridiza Gon ADN

humanu sBlo reagcionard con la secusncis genlaa humana gue
especlfica.- En la mayoria

los casosﬂ‘lus ARNm eucarlut’f“

©ag no pueden purlflcarse‘Facllmente y . la preparaalnn de -
pruebaa eapeci"lcaa:

quiere del ensamblado previo de una  1
biblinteca i’ secuen01as de ADN seguido de la 1dent1'1ca’ i

exés (239). Las blhllﬂ¢258

de la mplécula recnmhamante de ing
de genes pueden mhtenerse g gartlr del AD]E, 501 rapresenta;;

tiuas de lss secuencias de ARNm expresatdas en el tipo de BE‘ 
”L;zada y‘generalmente cnnf_enen entre lD 8ag \a i

20,000 recamblnantesw Tamblen pueﬁen abtenerse hlblluﬁecas

genicas & partir del genuma 1nteyru g 1ncl,iran secuenclas 4

cndifinaduras y nu cadiflcaduras, es dEGlB“SEGUERBlBS de AD
de copia unica y repatltlvas, 91 el tamafio pTDmEdlU de las

B _cuenniaa a'unaﬁas fi=5-4 de Zﬂkh se Qbﬁendnan'”

fiatecae,as ;=Ablb“l

- C \
wtilizan metndcs 1nmunalﬂgxcus GUEBdﬂ se cuents Bon antlnuer ‘
: \
pms espeniﬁluus. Ror ultimn pueden utilizarse pruebas de u‘m‘
plemantacinﬂ cuando la(senuenn“a espenlfiCE codifios patra Unaﬁ

proteina gapav de cnmplzmentar‘ na mutacifn hacter@nna:KZESDgz

Una vez gue lg pruetie gen especifica ha sido seleccionad:
puede usarse para anglizar la organizacidn génica por mapeo |
de las secuenciss gue la rodean en 2l gengma con la téonics

) 3 g < R S - B o Lo . WA_‘
de manchas de Southern que copnsiste en obrtsr el genoma humang

mediante una endanucleasa de restriecidn en aproximademente -

500,000 fragmentus de 16 -105 pb. Es émportanis selssciﬁﬁaﬁ




upa enzima;qua no corte la sscuencia a gsﬁudiarQ Los fragmen
tos se separan por electroforesis en gel de agarssa y se de
naturan ton Alowlis. Les fragmento se colocan en filtraos de
nitrocelulosa pasaando una solucifn salinz a través del gel,
se Tijan al papel horneando = Bﬁgﬁ‘y:se someten & hibridacidn
can pruehas génicas radiocsctivas especificas. los fragmentos
gue Gdnigngaﬁ‘pEEﬁE’EflE,SEGGéﬁCiE’BﬁpééifiD?4 aparébéh como
manchas oscuras después de autorradiografia. Bi se utilizan
diferentes enzimas de restriccifin con laz misma prueba, puede
irse construyendo un mepas de iigamientao. En esta furma =1
han construido mapas fisicos de los genes de B y & glohinas
(239,283). | o '

Con la tecnologia de ADN recombinanie se puede hacer un
anélisis‘ﬂe‘génes‘disfunﬁiunéles‘g‘niVel’de ADN. EL tipo de
material més adecuado para este tipo de estudio son genes idep

. tificados y @islados como por ejemplo en las hemoglobinopatias
y enfermedades de la-aﬁléggna; La presencia de deleciones 8h
.8l gen mismo o en sacﬂsnﬁias~fzanqueadnrag‘puedersem idenﬁifi
 cada pr cambios en el tamafio de las manchas de Southern y - -
pusden mapearse utilizandd una gran veriedad de enzimsgs dg --
~-restriecitn. En ests forma se‘hanAmapeédé ﬁélecionESvgn gl
gen de ls }5'Qlﬁbina asociadas con tslasemias. Deleciones de
mengs de 50 pb no sop detectadas por ests técnica, a menos
gue suprimen el sitic de corte de una enzima de restriccidén.
(229,284),. Las mutaciones puntuales son més dificiles de de-
.tectér ya que la probabilidad de gue caigam er un sitia de
corte de las enzimas de restriceidn es bsjz. Sin embargo, en
casgs sn gue la neiscifn es responsable direciamente del feng
tipo altersdo si pueden aplicarss sstog nétodog, tal como en
la snemiz de células faluiformes, donde ha ococurrido una nuts
tifn puntual en =21 gen de 1a A globinagne vesulta en un cam
bip en 1a iripleta del ARNm de GAG =2 GUG v un cembic de &ci
do glutémice por valins (239,285).



hacerse en forma indirects en base a mapen, utilizando enzi .

do gue ncurrgn.cun LiTiE frecuencia de uno en cada lQUQZBD'ph’ﬁ
alrededor de los genes de A Y, BY y Py ¢~ globinas v
1a frecuencia de heterocigocidad para loci variables es ds

aplicada al diagnéstico prenatal deé la anemia de células f&&f

riesgo en su obtencifin.

Existe ademas un degequilibric de ligamiente cer respscis al

262 B

El andlisis de las genes disfuncionales pu=de también
mas de restriccifn pars detectar pelimorfismos en Ias-séaueﬁﬁ
pias de ADN. En estie tipo de pruebas 1la Func10n deg 18 se- b
cuencia de ADN no tiene ninguna importancia (2;9). Los pﬂli-
morfismos de sitios de enzimas de restrlcc1cn sg ha pbsezvaf

0.28.  Par lo tanto es un problema estimar sl nimero de tales
maruadnres pUllmDIFICBS y de sus. posibles combingsiones o A
hauLuﬂszSVGZSSQ. Sin embargo, esta tecrologia ya ha sido -]

cif‘crrﬁes y de 1la ,é"i:alasemia (’28’4 286). La V’Eﬂt‘a‘ja de E‘s;‘;é
ainc de celulas de 11gu1da amn:utmcu que ﬁLEnen un menor -—ff

, En el Tasa de anemia de células Féclfurm . RKan y Dnzy
reuurtaran un. pullmurnzsmo para el sitio de regonocimienio ﬁeﬂ
la enzima di reatriecifn Hpa T araprpxlmadamenﬁe 5 kb del - 4
extremo 3% del gen estructural de 1a A globina en el cromo- |
soma 11 €284). La ausencia de esiz sltlu da un Fragmento de J
13.0 kb en lugar del fragmento ustal da 7.6 kb tentenisnda alf
gen de 1a globina, raramente 2l gen de lg P globing sparsce

camg un fragmente de 7.0 kb al traterse con esta enzime. - -

fragmentoe de 13.0 kb y el aleio mubante del locus de la glg
bina gue conduce a la snemia de células falciformes. Loz s |
tudins inicislies reporiabsn gue el 80% de los individuos que
ilevabsan el slela S tambidn exhibiszn el fragoento de 13.8 kb
(286,287,288). B5in embarno, los reportes sulisecusntes mues-
tran que =1 grado de ssocizcidn puede ser plgs menor, si se
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auments el tamafic de la muestra, y gque por gbtra parte tam-
bifn veris dé scuerdo con la poblaci’n de que se trate, por
1o gue pars propdsitos de consejo genético debe évzluarse
St fiecueﬁcia'en'Ia.pnblacién a estudiar (286,287,288).

Efd el ﬁésu de las ?3”taiaéamias;‘elzutilizar pblimurfigi
mos de sitios de recorocimiento de enzimes de restriccifn -
paTa diégnéstiﬂu.prenatal no es adecuado, debide por una pazg
te a gue existen diferentes tipds de mutadibnes':ESpnnSEHIEs
de este padecimiento, tales como deleciones en el exiremo ~
terminal del gen, nutdciones puntwales gue.forman codones de
terminacifin, mutaciones puntuales deniro de secuencias de -
intEDVgnpién@ Ademés, Existen un'éinnﬁmeru de'leimnrfismus
en los sitios de reconocimiento de diferentes‘enZEWas de. Tes
é;iﬂniﬁn, Yo cual con su uso oumﬁinaﬂﬁﬁda diferentes haploti
pas, los cuales varfan en frecuencia de wna poblacifin a otra.
Pars poder éﬁlitaf esta tecnologia com fines de diagn@stico

prenatal seria necesaris un estudip extensive de las poblacig
nes afectadas vy normales (282. |

‘La‘ﬁé:nalogia'dé ADN zecombinants Q;eﬁ espeéial dé lag
penchas Southern se ha utilizado para 1a asignacién de genes
=@ oromosomas especificos utilizande lineas celulares hibri-
ﬂas_xﬂeﬁcf-humaﬁa apropiadas. En esia forma se han mapeads
los genes de las globinasfyd vy AY vy GY en los brazos --
cgrtos del cromosoma 1l. Este tipo de procedimientas esté
rimitado por el aceeso a la linea celular Wibrida adecuads y
par otra parte s 0til ya gue no depende de 1z expresifn del
gen {239).

La tecwplogia de ADH recombinanie también tiene un gran
potencia dentro del estudio de los rearreglos cromosOmicos
en las neoplesiss, ya gue puede peroitis 1l lﬁcaiizaciﬁn de
spouencies especificas grebablemente involucradas en log pro
cesos malignos (239).



B.e ESTRDISTICA DEL BERUIBIO DE GBENETIER DEL HUSPITQL BE= f
NERAL DE MEXICO 5.S.R. (1980-1982). ;

S S.ﬁm,acuden ‘gonsulta de primera VEZ un promed;a de 5&9 :

pacientes por aﬁo (tabla 14). La mayoria prdvienen de la
consulta externa y de los damas ‘servicios del hospital y un¢
peguefio ninere currespnnda a pacientes referidos por uirnsfﬂ

hospitales.

A mas de 50% de estos paslentes sg les efectia un estu-@
dis aiﬁogenetch, a la mayor parte en sangre perlferlsa CBGﬂ
y Gnicamente & las quevp:esentan,anfe:madades hematnpﬁyetlfﬁ
cas se les practica en médula fisea (Tabla 14).

Las prlncipales causgs pol las gue se reallza un carlaa
tipo son: alteraciones de la diferenciacifin sexual (27%), el
traso mental v/afpSicnmotar\£IS%51@,rmalfﬂrmaniunea:znﬁgﬁnlﬁ
tes o sberraciones cromosfmicas (10%), transtorios ﬁema%upoJ;
yétieps (10%) y otras ep menar proporcifn, como se mﬂestra
_en 1=z fablas 15, ‘

Sz efectusron estudios citogenéticas con diferentas = «|
técnicas de bandas en 26% de los cariotipos realizsdes por |
la it3cnica habitual tifiende Gnicamente pon Giemsa. Estos ]
corresponden & cariotipos en gue se detectaron anamﬁliaS'ggjﬁ
tructurales o numéricas, excepto en 16s casos de trisomia Ei{
regular, en los cuales basiz con la presencia de on Sromgsom
extrs del grupo G en el cariptipo y ls correlgcifn con ia ~ :
clinics para afirmar que se trata de um 21. Tanmbién se ban i
dearor los cariotipos de la mayoris de los pacienizs con re
traso mental y/o psicomotor, asi como de agquéllos con melfor
maciones congénitas miltiples gue no caen deniro de un siudrﬁ
me definido y los de las psrejas con abortos esponténsos de |
repeticidn o esterilidad. Lz mayoris de estos estufigs dies<



& lus ca533~estudladns'ﬂe'xet‘nubiastnma,,tumnavde wllms,.

ron coma ﬁééﬂl%ada -eariotipos narmales;w'iahﬁﬁ, sin embar gg,'

‘estudzgs de alta resnlucian;

lmportanta sy Ieallzac10n para uesnartar ung aherraclan cre~
mosomlca ssma causa del transturnn. Por utrn parta dadaa las

11m1taelnnas y caren81as del servzc;a, prubaﬁlemente pasan

 desaperc1bldas ehumallas estrunﬁurales paquenas, gue ng sen

deticﬁahles par 1n5'metodus empleada va queE nig 86 realxzan»'
Solize tnda, Estn BS aplﬁcable

f

'--51ndrnme dé'Frader M1111§; s;ndrnme da Eurnelza‘ﬁe Lange en

Ssiones aﬁnquE'lﬁ‘indinédﬁf?Uerﬁ'ﬁﬁilizaﬁ

‘gue se requieren bandas de alta rasnluciun paraflucallzar ‘as

'fg‘zguﬁz71fzvkizsu),(tabLa 15). En ooz
técnices de bandas,

anomalias cromos

fue 1mpus1hle mhtenerlas pur tanar materlsl 1nsuf1cmentaag

4ipos realizados en‘sangra perifarica. En 1a tabla 16 se gi-

TuEvE mueetra pnqque g1 paslenﬁe ya. uo acudiera al servipi

widen las gari
tal) ep 3 autusqmicas v, de les cramusomas SEXualES, ‘que acf
rrespanden a 12.2% y 5. 6% xespétﬁlvamente del tnzal de &

de mala calidad vy a que muchas veces fua 1mp051hle tumar RIS

u fallec;era.

Las tahlas 16 y 17 muestran los resultadas de las carig

ipos fue presentaron annmalmas (l7m8% del »u

BETED~

tipos realizades.  En log estudios. citngenet&aaa se detecto un
pequefin nimers de cariotipos con palimbrfismos cromos@micos =
Cho2%3{tabla 16), los cuales no sz buscaron iﬁﬁeﬁciﬁﬁa;msaﬁag
sino gue se repotaron por ser muy ootorios.  Si se realizasd

un estudic pars detectarles seguramente aumentsria notsble-

mente su proporoifn. En la tabla 18 se muestran los p@iim@:~

fismoe detectstos.

Comp Se observa en la tabla 16 la meyoriz de los carig-
tipos no presentaron alieraciones 69%). Es importante sefis
lar gue dentro de este grupe se encueniran los cariotipss de
pecientes con esclerpdermis y un tésiigt paras cads upo dg —=
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ellos, gie entravon en un protocclo de investigacién. En. - §
eatos varietipos se detectaron rupturas, Ygaps®, acéntricos, |
dicgntricas y otras anomalias estructurales primarias y es | §
neté&ayinaraalizarlas,juntu,uun'un testigo para descartarn
gue éstas se . deban al manejo n‘meiudglﬁgia‘gmpleaﬂus@,

Los eariotipos siﬁ'resuliaﬂu (8%), tabla lB,'cbnTESpﬁﬁéfz
den a aguéllios en gque Fue 1mpus;ble el andlisis por mala ca—i;
lidad del materlal, material insufzclenta o & gue nu hUBlE-;;
‘T8 transfozmaciin hlastlca en el pultivo. Ademés no fue ~ ,}
posihle zepetlrlns por las causas expuestas con EnﬁETlDI1-~v?
dad. :

En 1z tabla 17 los carlatipns Ton anurmalldadas se agru
pan’ de mcuerdo con el tlpn‘da aberracién, ya sean numéricas f
o eskructursles. Las annmallas numerlcas nuupan tind prupur-ji

5

 ciun mucho mayor 78. h% cantra 21 S% de las astructuralesw B
La proporcifin con gue se presentaran las aberraciones
‘de los autosomas (12.2% ﬁe los estudios iealizadas'ES“ﬁés
del dnble de ia de aberracivnes de los sexdcrdmosomas (5~E%)
‘ lo cual cantrasta ean. gl gren-nlmero de pactientes que “aou- ‘
den‘asanSﬂlta,pnr alteraciones de la diferenciascifn sexual
{27%) de los pacientes a guienes se realizs un cariokipo),
sin embargo, la mayor parte de estos pacientes tienmen alde-
raciones & otros niveles o son normaies y s6lo una pequefs B
parte (16.5%) presentan anomalfas de los sexocromosomas,
principalmente aneuploidias. En cambio, las aberraciones de
1los autosomes, gque tambidn son en su mavariz numérigss, in-
wluyen un alto porcentaje de caesos de trisomia 21 (72.2%
y 51% de todos 1os carintipos anormeles en ssngre periféri-
ra) (tabla 19).

€n las Eahblas 19,20 y 21 se desglosan las aberragiones
de los autosomas detectadas. La wmayor parte de los casos de



T T T e e “26'-}— A ““‘"";:‘—?'-' S Bt s e "“;%

sindrone de Dnun'éé deben & una.tTESHmia 23 réguiaf (23%‘de las
aberraclunes de autosomas 4 BB.S% de los sasds de - 51ndrune de '
Damn) y sfilo una pequenalparte son mosaicos (2.8% de l=s. aberra -
cighes Hde autosomas 'y 3~B% de las casos de sindroms de Doun) o
son prnductu de- translucacmunes (5 6 y T TE respectlvamente) ~--"‘*
(Tabla 20) A lns_paﬁres_de_nlnus‘cun gindzome de Dumn por trans '
-lbcécianeé gcurriexon de hovo en 1gs pabienbés. Tudas sran- trans
locaciones robertsopianas D/G o G/G dos casos de t (1lbgy21ig), v
dos casgs can t(Zlq,Zlq) exceptu un cast visto en 1980 gue curres,”J
‘ponde” & uha. translncaclun £(21;21) efi tandﬂm, las cuales snn su-'
mamente raras (46XY tan (21;21))(con formeeibn de un crumnsuma

- dicéntrico comparable en tamanu &8 un cromgsoma del grupn D)

" (Fig. 22) (Tabla 20).

Unicameﬁte sB ﬂétéhtarnﬁ tTiénMiaS'ﬁn*as dé los crowosamas
21, 1B y 13, o detactandnse tampucu nlnguna trlsnmza parcigl =
(tahla 19) - ‘ : o

De las translucaclanes encuntradas, iz maynr prnpurcinn cao~
- zrnaannnde a translocaciones de tipo rubentsnn1ann, prlnczpalmen—'
te $(13qg;14qg) (isbia 20). EX hecho que en-lésl Be hayan vigto
8 pacientes con tresnslacacifn D/D (13g;1l4g) se debid a gue se -
estudif a la familia de una paciente gue scudid & consulta por
ahorto habitual y & gue su Hermana habia %énidﬁ@un‘piadﬁctq can
estigmas de sindrome de Patau, hallindose la translocacitn en -
ella, su madre y 5 hermands (fig 22). E1 otro caso visto ese
mismo afio corresponde a un nifio de 5 afios geu acudiéd por retraso

mental y psicomgior (fabls 20).

be las transiocaciones ric Ttobertsonianas, la translocacion
aparentemente balanceada (13;20)(p21:pl2) detectada en 1982 ocu-~
rrif de novo €n ung ﬂiﬁa‘ﬂe‘ZvBﬁUS;ﬁue‘Ecuﬁiﬁ‘pur,pmesanﬁaﬁéﬁatgg
so psicamotor (46,%X% +(1:20)Cp21;pl2))(fig.23). En los casos -
de translocacifn (6q;7q) (LEXY £(6;7)(g21;434)) se deiecio prime-
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Figura 22, Tfr’ans'ldcacimés ‘entre cromosomas acrocEn-
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riotipo 46,XX t(2ig;2ig). C. Car:.otz,pa 46,xy tan{2T;
21)» Dn t ( l3qf :




 ramente en un nifo dezs‘maégs>qUe,acudiﬁ paraicanaggg;gegétiaa
por paladar hendido y debido & su facies peculiar, se le realizf
‘cgti@tiﬁnl detecténdose la translosacifin balanceada, rssultando
fla madxe la(pdrtaﬂﬂrdmds‘dﬁbha'iréﬁsibcéciﬁn ffig&i}!

El caso de translncaclun B/D se ﬂatectu en la sangre de una
fniﬁa recién nacida con malfnrmacinnes congénitas multlplea envig
 da del Haspital Judrez, BN gl eariotipo se coritaron 46 crumusn-

- mas, faltanda un crumusuma del grupo Dy snhrandu un oromosoma
%apaxgntamenta del grupo A por lo gue se‘pensu en una trisomia -
trece; sin embargo a8l realizar cariotipo & los padres se detectd
}en‘laumadwe‘una;t?anglﬂﬂaéiﬁﬁ‘hﬁlahcéada'(ﬂp:Dq} ,<pﬁr’1uzque
;El«pzaﬁﬂ?@uvera maﬁnsEmiﬁu:#aré la mayor parie del cromosoma 0,

| excepta la pbrciﬁn’ﬁranslncada'ai L y tristmico para la mayar =
Sparte del crpomosoma. C; exceptu la pdarte transloeada al D. EL
fmatavlal de estus cultivns no erd buerio y no fue posible bandear-
?lns, ademis el bebé Fallac1u y los padres no regrasarnn @l ser—
vigio por BsU resultadu, siendo lmpnsible local;zarlus (fig 23y
(Tahla ZD).

I

::a_.«&Eninamﬂeukasuﬁagggsgiﬁ'e .estructureles de los. sutosomas
se detectaran dns pacie dteQ‘nun,andzamezde,cni;duvchgt Lmanllg
-do d= gato) o sindrome Sp"uno de ellos un nifio de 7 afios gue pre
sentzba retraso psicomator y el otre une nifis de 2 meses y medis
fqu& gzasentéﬁa,el llanto ceracterisgtico, junto con oiros signos
del sindrome. En smbos habis perdida de la bapds 5pl5.2 que s&
ta reportado como responsabhle del sindrome (290). (Fig 23) ({2
biz 21}, Ademés, se detectsron monosomiss parciales de 13 gy
18 p. Se encontraron tanbién dos inversiones pericéntricas una
del cromosoma 7 y Ia obtra del 11 (tasbla 21). ' '

A 1z gonsults scude un alio poreentaje (27%) de pacientes
ecaon mlteraciones de la diferenciacifin sexual gue incluyen: ameng
rregz primaris, ginscomastias, clitorcmepslie, hipospadias, crip-
torguidis, hernis inguinal, hipogonadismo, ambiguwedad genital y

bdrke . wlk
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;XX C+ D= «» E.

,XX £{1:20) (p21;pl2).
Cariotipo 46,%X t(Cp:Dq) .
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y paclentes cun astvgmas de s:ndruma de Furner o de szndrame
Hllnefelter o come probables disgenesias gonadales 0 = = =~
»pSEUdBNErmafrndltlsnus, se incluyeron tambifn en este grupo

g laos pac1entes que acudieron por homosexualidad (1 & 2 por -
afin). Sélo un peguafio numero de estos pac1entes (16 de B5) =
‘presentd snomalias de los sexoocromosomas.’ Sin embargo es nece
‘saria la'realizadiﬁh‘dé’ESﬁudins citogen&ticos por varias razo
nes‘ Cl) para descadtar anumalias crumusun1cas (2) pera detec

- far: alteraciunes de 1& dlferenciaclnn sexual @ ptras niveles,
§3) pazra hager diagnuatico.difezenc;al con gindrfomes cop patrn-
nes de hagencia‘méﬁdeliana»qua podrian confundirse clinicamente
con errores de los sexocromosomnas y»(hi-para-verificar-larn0rma
iidad de’ algunns pacientes comg agquélios gque presentan hipospa-
dias, criptnrquidia, hernia inguinal, etc.

Las alteracinnas de la d;ferenciaczan sexual pueden sar =.
prnducidas en trea dzrerentas BlVElES. (l) por errores en los
crnmasnmas sexuales, (2) por errores en i sexa gnnadal y (3)
par erzoreg en el sexu Fenntlplcu £290) .«

v

Los estados infersexuales secunﬂarins'a anomalias de los

crumusumas gexuales se deben pr1ncipalmente a grrores er la dig=

‘yuncisn originandn 1ndividuas aneuplnides La mayoria de estas
cangrmaldidades nig p:esentan malformacicnes de genitales internds

;q:gxternaa,‘abgunusfsg acompafian de dlteraciones gomdticas, pe-

‘To en casi todos existen transtornos gdnadales, ton Bl conse-~
- cuente dessrrollo snormal de los caracteres sexuales secundarnios
- giendd pesl todos estériles (230)

Los errores en =l sexo gopedal, se refieren & €rroress en 1a

diferenciacidn gonasdal ambxianaria,‘danda znmu.resultaﬁﬂ-gﬁnae—

das gue no corresponden al sexo cromosémico, e incluyen; las her

mafroditismos verdaderos, hombre XX y las disgeresias gonadales
puras XX y XY(290).
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. n:CBwnGldE con al SEXD gnnada1 pero presentan alterEC1a— “

- nes VarlaBIQS en el sexo fanutlplcc (290).

En. la tabla 22 se presentan lus dlferentas sarlutipns can"

» aberraczane; de: log crnmnsamas sexualas‘ La mayar propnrcznn -
currespandg = los pacientes Bof sznﬁrume de Tupnsp (b5;X0) = =
- (48,9%), seguida |
Ch7,X%¥) (36.2%) inc
‘glns'y mnsaicds. En ‘1981 se deteciarun cuatrn pa31entes cnn i

ar - los paclentes cun sindromg da Kllnefeltar

.,;yendu en amhes gasay diferentes rearre- —} f

1sncrumnsuma para lus brazns largos dellk X dos' en Furma pu“a'y
dus en farma de mosaise ean unafllnea ASWXU las nuales snn pn

frecuentes (flg._ZA). A51 mismu g8 encantrn ung paciente con

'prndune ﬂlsgenesia‘gonadal y estlgmas de Turneza en cambln enm;ﬂg
R perdlda de p2l £ pier las pacmentas‘pueden BT feztzlas y—na-ﬁ“ :
seritan gstigmas del szndrnme de Turaar. Tambien se Ha pnefuladu
gue las eatigmas se‘pueden deber al egtadd hem*czgotu de =lgunma

gEngs'dal,pzanBQmawx, qug pgq:;an Estar banu ek control- aa*un”*’

gen sutosémico, debido a la heteregeneidad clinica encontrada |
en*gaqientgs:cﬁn‘péiﬁiﬂarﬁél:miémﬁesegméntu'0251}@

En 1980 se detectd un paciente con Sindrome de Klinefelter -
gue aoudid a3 1a cunSultaprTiééferﬁiid&ﬂbv prEséﬁ%a'varias Ei-# ﬁ
negs gelulares una 47, Xi (Xg)Y;hB; Xi(Xq)i(Xq}Y ¥ ung rormal e« f
46,XY(fig 24). En la literatura {nicamente se han reportado doa
pasos de sindrome da Rlinefelter ton isdoromosoms pera brazasg
latgos del X; con una fnica ;inea-aelula: £A7,KLLXq)Y)C294}

No se encontrd ninguna pacierte san triple X en forma purs |
las gque se detectaron fueron masaicos (46,XX/67,XXX:65,%0/67,%XXK)




”(%sndranSGhé para los brazos largos
' Trecuentes- (:zg, 2Ly, Asi mismo: sa =ncuntrn ung pani‘”te can e

_‘&elzx (&6 X ﬁel (Xp)ﬂ(?igm 24?.:

' gen autnsunicu, ﬂEbIdD a 1a hetenngeneidad clinica ancantrada

netlcn cswnzﬁﬁa Ton el sexo gnnadal peru pre:enhan alterac1u-j

ne= varlsbles =n gl sexa fnnntlpxcu (29&).,

En 14 tahia 22 se presentan las diferentes carlutipua cun W
aberra01nues de los cromosgmas sexudles. La. mayor prnpnrclun -Qf
cﬁrrespunde g los pacientes (+air] 51ndrume de: Turnar (QS XB) o

«€5B,9%), seguido per lds . paclentea con sindrnme de lenef”lter
- £h57, XXY)(SS 28) mncluyenﬁn en ambos CasOS dlfe;an

tes«rearre- -

‘glqs y:mgga;ggs, En 1351 BB detEctarnn cuatrn paclentes cun -»;g
dell X, dos en oz pura yo

dos En Furna de mosaico con ung lines 45, XU las cuales o pu’

gindrome de Turner»pur delecibn casz sntal de los azazns<curﬁps B
El fenntlpa en. las panientes .

can delesciones de. 1@5 brazos cuntas del X se aupnne qua varia»
dnpendiendn dgal segmentu pardidu, al parecer 18 ropt i
produce dlngnESla gonadal y astigmas de Turnerﬂ B cambiu e° ‘
Pérdida de p2i-g pter las pacientes pueden ser fartiles y nu:p;gj
sentan egtigmas del szndrnme de Turner. También se ha pustulado

gue los’ estvgﬁas p=1=1 pueden deber al estadu hemiciguta de algunua”

en pacientes cnn»perdida_ﬁal.miama segnantq:gza;), R
Ef. lEEE‘se detectﬁ un pacien*e cun Slndrnme de Bline?elter :
que acudid s }a consulte por esterilidad vy presenta’ variss li~- ,
neas celuldres una 47, Xi QXq}Y,45§Xi(XQ)iLXq)¥ ¥ UfE NOTMEL ==
L&, XY(Fig 26)s En ls literasturs (nicamenie & han repestads des.
casos de sindrome de KlinePelter con isocramosoms pera brazos
l=rgas del X, ced una OGnica linea celulsr (47,Xi(Xq)¥)(292)

No se enconfrd nifguna paciente con triple X en forme pura
las que se detectaran fueron wmosaicos (46,XX/47, XXX 365, X0747 XXXy
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i;gura 24, Aherracz.ones de los cromosomas sexuales
. Cariotipo 46,Xi(Xq). B. Cariotipo 46,Xdel (Xp)
. Carlotn.pe 47,X1i(Xq)¥. D.Cariotipo 47, XXY.




S U SRR 1 = i
‘T"m R —— e s = TR x Ittt -

thXB!éE XX/&? XXXY pon ulferantea prupnrclnnes para aada‘“"“'
EE mlnr B0 :ada pac;‘nte. (tahla 229, En luvs tres afing 8dla

se anzantrd un 1nﬂ:v1duﬂ cnn cariotipo b? X?Y que carrespundnﬁ

a Tt pac;ente de 17 afios que acudid por. Tg%rasu mental (Figzh).

Tamblen 58 detectaran dos pa]i_ntes an dmsgen551a gnnadal

mixﬁa 45, XJAS,X? los cugles presentan Fanatlpaa va

iahles gue

van ﬁel franaamenta femenln y
nn (293).v En lus‘casns V1stna ung era un 1ndividun can fenﬂﬂlpn
mascullnu de 28 afios con genitales amhlguas y el Utrn ers feme-

nlne ﬁe 16 anns y anudlu por~smennrrea pzlmdrla.-;

En la tahla 23 58 obseruan las alteraclunas detectadas en .
los daferentas nmuales de la dzferenclacién sexual.-wLa maynr par

te cnz;aspnnden a2 errures en el sexo nrnmsammicn, en IBS‘errcrE*
=8 detectaxun 5 dis

jdel sexo gunada
‘“xx

} a los pseudnharmafrndl,lsmus Femeninns.g

En tres cssus Courio nadafann) ge unhaervazun annmallas da ﬁtﬁ—‘

;masnmas sexuales y autosomss en el mismg paciente. Das de Eliss
‘se visron cnmuwprabables &indrames de Downj reaultandn ung de -
_Ellns mosaico garas 51ndrnme de Turnep v Doun por una transluca~
cin 314/21, con cariotipo: QETXXvt(kkqu21qll§5wXﬂ_@§14g121q)fen
1881 y gloatxgtfue un mossico pare trisomis 21, sindzame\de~— -
xﬁlingfglﬁer;cﬁn frigomia Zlby.ung:linea‘hnfmél cuyo cariotipo
fues: &7;??‘21%/#B,xxx 21+/k6s XY (en 1980). E1L tereer caso se
trata de Dn“ﬁiﬁﬂlﬁe‘?WmEQESiQBﬁ'BﬁHdiﬁ por retrasc psiconotor 1g
‘ve y en guien al reslizar el cariotipo por el mé%aﬁnﬁnéhitual '
se penst tenia upa trisomis 18, ys que se encontraran 47 cromo-
somes, snﬁmgnﬂﬁ-apzrenfémﬂﬂté‘un'E‘ S5in embargo, &l bandszarlo se
encontTd due era un sindrome de Klinefelter con une transloca-
£iGn balanceads 7711 LTXXY £(7311)(g21:p15) (en 1982) (fig. 23).

iy BOR esflgmau de Turnar, al masculi

?



se aprecla Hry ln;rementn francu er su niimero an 1552
pecto & los afias anterlnnEs, estd se Hebe |

lo =1 real““‘ba,carlatipn B‘IDS paclantes

R = qna el e=*nﬂh Hel paCicuuz \:qu aguéa~n Ieslbasnns*nuimiute»
rapia} no permitiers realizar el mndlisis

gmosfmics.




- Pacientes

hriotipos

%sangrg
Periférica

h médola Ossa

-

stedios con

Bandés

TABLA

i

_CION .DE CARIOTIPOS.

1982

556

31z -

L0

a0

%

56

87

13

26

1981
‘ No
573

323

296

27

75

56

-52

23

RELAGCION DEL No. DE PAGCIENTES QUE ACUDEN
POR PRIMERA VEZ A CONSULTA ¥V LA REALIZA-

1980

 Nao.

517

310

283

27

92

% No -

- - 549

60 315

91 2Bk

0
a
ol

30 B2

Promedio
'

57

90

26



TRELA 15

- _CAUSAS POR L85 QUE SE REALIZD CARIOTIFO A LOS
PAGIENTES. | '

1982 1981 1980
o, % Moo % Nog. %

Reéfrasg mental y/c psiﬁufﬁatnr - 52 16.6 49 15 38

Hipergquinesia ) 2 p.6 @ @ O

Praobable Sindrome Dewn S 40 13 37 11 32

Malformaciones congdnitas mdl: | ‘
tiples A : 320 35 11 45
,Padxgs‘n,ﬁermanﬁsaﬁe‘péciantas ‘ L
con sberraciones é:ﬁmnsumicas

o malformacionss o 248 34 11 32 1

 Aborio hahitusl 7z Z 0.6 12
Esterilidad - ‘ 3 1 3 '
Alﬁerazznnes dE ia dlferenclaclunz o

“sexual 86 27.5 91

W
T
y

11

79
3
B
-
a
12
A2
27
12

N
o

Tumur de<milms famllzar ,
'éindrame de Tofnelia de Lange
S¢ndromz de Prader ©illi

Esclerodermia

- Controles Esclerndermia 1 17
Transfornod hematupngﬂtlnus 4o 13 27
Otras S o 17 5.4 in

0.3
0.3
0.3
1 17

b

Wl e ke o

lva]
£ uutoooo

Total : . 312 100 322 99.9 316

1z
g
10

15

N B

PR IIRo T S - N

168

NG,
L6
1

36

37

30 .

bi}dlﬁ — ]
A O . A~ I ARV

315

o

15
o.
11

1z

10"

a.

F

27
B - 3 .

i

3.5
3.5

55,

5

Promedie



TRBLA 16

RESULTADODS DE LOS CARIOTIFOS REALIZADUS EN SANERE
| PERIFERIOA.

1982 1981 1980 fromedio -
No. % Ne. % fNo. % flo. & @
Con sherraciones de 37 13.6. 38 13.0 31 11 35 . lﬁ#?ﬁ

lgs sutogamas

Cdn aberrscioneés de
los cromosomas sSexuz L

Les. ! 3.4 18 6.3 20 7 ig 5£5ﬁ
Con. polimosfisnos 18 6.6 12 & 7 2.5 1z k.2
Sin slieraciones = 185 68 203 68.5 198 70.8 3185 69

Sin resultado 53 @ 25  B.k 27 9.5 25 9

- TOFAL ' < 972 106 296 108 283 joo0 283 100

® Se incluyen los caridgiipos de Xos ﬁacientes@ﬁdn Esblen&ﬁezmia y  ?
y sus controles. Estos cariotipos presentan alteracionss cromg
samicas primarias tales como gaps, rupturas, tetradas, dicséntri
cos, etc. : %
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TABLA 17

CARIGTIPES CON ABERRACTIONES CROMOSBMICAS ESTRUCTURALES

Y MUMERIGAS Ef SANBRE PERIFERICA

: Ho. % Ha. % No. % Nos
| A\EERRACTONES NUMERICAS |
‘De aufosomas 23 B3 25 Lhk.p 23 45.1 26
De sexocromosSomas 5 19.8 I3 23.2 19 37.3 14

[ ABERRACIONES ESTRUCTURALES

o
i

‘De gutosomas o 8 17.4 23.2 8 15.7 9

L

De sexocromGsomds . a 2 9.0 1 2 2

~ SBubtotal: 8 17.k 18 32.2 9 17.6 11

TOTAL ABERRACIONES 46 100 56 100 51 100 51

1982 1982 1580 Promedic

%

51
27.k

784

BE
3.9

) 21) ..;S'

log



TagLa 18

PRINCIPALES POLIMORFISMOS ENEﬁNTRADDS?EN;LBS CARIOTIPOS

1982 1981 1980,

- .lgh+ ,
Sgh+ o

16gh+

C S N TS VU ¥

NN R
n

Dp+

N
-
-

Ep+
Dp-—- '

‘o oW o O
EOW O
o N g »

Yo+ =
Y-
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 TBBLA - 15

‘CARIGTIFOS CON ABERRAGIONES DE LOS
© putosouas S

- 19682 1881 - 1980  Promedie

SINDROME pOuN - e S = -
Trisomia 21 regular - 28 75.7 23 60.6 20 64.5 23 63.8
M‘gs:;iﬁg:sf o . o ﬁ. '8 O N3 o ) z 6.5 1 2'5 ‘
CB6 , RXEXV/BT XK B XV 218) e T |
Par translocacifn | o T
' L e 1 2.7 L 2:6 33%9.7 Z 5.6 -

Subtotal - 29 78.% 2k 63.2 2580, 26 2.2 -

TRISOMIA 18 . - 0 0 - 1 2.6 1132 1 28

CTRISOMIA L3 . - 1 27 1926 0.0 1 Z:@

Translocaciones *

‘Balanceadas y no Balanceadas
DELECIONES (ﬁ@ndsamiéslpégpialas}’"& 1@;&_ 1 2.6 1 3.2 2 . 5.6

TOTAL: - R 37 100 38100 31 100 36 108

* No =8 incluyen los pacientes con sindrepe de Down por translo-

pacidn.



TRANSLOCACIONES ENCONTRADSS EN LOS GARIOTIPOS

ROBERTSONIANAS

D/D balanceadas

D/G (14g;21g)
cpi 8. d8 Down -

G/6 (21q;21q)

SUBTATAL

MO ROBERTSONIANAS

(21g321g) en tandem

- ©en 5, Doun

TOTAL

‘C?ill) balanceads

(2:20} Balanceads

(6;7) balanceada
C/D  balsntesds

L/D no balanceada

1gg2

B QW e g

1581

11

198n

a
b
o
1

ltrisomnia
managsoml;

7
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TABLA 21

DELEGIONES £ INVERSIONES ENGONTRADAS EN LOS
CARIDTIFPOS
1982 1981 1980

DELEGIONES
(ﬁDNDSﬂMIA5 PRRBIBLE5§
Sp= 2 a . b
lﬁq— : _ 0 g 1
18p~ ; | z i i}

SUBTATAL & 1 , 1

INVERSIONES

7 . a ’ 1 g

[ i}
€

11 » i

SUBTOTAL | 1 ! o

w
e
bt

TUTAL



THBLA 22

ABERHACIONES DE LOS CROMOSONAS SEXDALES

, - igaz i98x 1980 Promedio
: N C No. % % ; %

 SINORBME TURNER

‘ks‘(x - ‘
b5, XZUE, XX

15 3 18.%5
L

RN
25
o

B =

L, %3(Rg) £.25
56, XEXQ) /45, X & 6

SUBTOTAL 5 55.6° 10  55.5

s
NSO RN
W .
[ A
G o B W w
G s O W

40 sp0.08
SINDROME KLINEFELTER
- BT KR | | 3 33.3 3 16.7 & 20 3 1B.5
BEXY/ET KXY i i ‘ '
b6, X¥747, X3 (Xq) V/4E,

KX LOT Y S
SUBTBTAL 4 khuk k2B 9 - 45 . B 375

LM
%

iy
3]
o
[y

R~
o3

| TRIPLE X

BELKRIUTREN o o

45, XI5 KKK ' o o
5, %765, XN/HT XXX o o

W
=

o
6.25

R - A -
|

GoopE b
Ui

= OE
o

SUBTOTAL O O

SINDROME XVY B o 1 S.5 @ o @ Do

»

DISGENESIA GONADAL MIX ) ) o ) 3 . ;
TR 45, X/4B,XY o 0 2 1isX a o 1 6-25

TOTAL : - 9100 ¥ 180 - 20 100 16 100

Wo. % . - Bos B No. %o
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TABLA

285.

23

RLTERACIONES DE LA DIFERENCIACION SEXUAL

ERRORES EN EL -SEXO
LROMDSOMICE

EBindrome Turner

"s%ndromne Kiinefelter

Triple X (moszicos)
Sindrame XYY

Disgenesia Sonadal Mixta

(As,xfkaixxi
knRURES EN EL SEXD
EDONADAL »

Blsgenesia gnnadalt
pura XX .

"Qisgenesia gunadal

pura XY
Warén XX

Irz.sanuﬂss EN EL SEXO

FENOTIRIED

?seudqharmsﬁzeﬁitiémo
masculing

Pseudohermafzoditismo
Temening

TETRL

BN

B o & m o

1982
M.

4

o3

35.7
28.6

1k.2
7.1

1L.3

1981

_No. %

18 75
18 61,7
16.7
£.15

b el g

7 B.3
i &.15

1 h.I5

3 12.5

24 1og

.15 -

198n.
No. %

20 83.3

B oW oW m

3 12.5

26 100

3343

12.5

Promedia

No. %
16 72.8
36.4
27.5

21

9o @

22 100



¥

TRELE - 2k
RESULTADBS DE LOS CARIOTIFOS REALIZADOS EN

MEDULA - OBEA

1982 . - 1sal - 1lgeo Promedig

, o No.. % Ne. % Wo.. % Nao. %
Bon cromesoma Ph+ . 8 =22 15 55 15 55 13 b1
Ben vtras alteracionss * 7 IB%: 5 19 _ ‘ i 4 ‘.~§ 14

1 7 26 .9 2B

(48

Normales . 16 4O
Sin resuitado S & 2o ; (3 a5 b is° 5 17

fotal . 40 100 27 log 27 100 31 100

*= Trisomiss o moncsomiss del grupn €, ruptufas wmultiplies o un alta por-
.tentaje de mitosis con erompsomgs pulverizedos {algunos tasts sdemds -

. présentan PH).



VIII. DISCUSION Y CONCLUSION

LS

' El conocimiento de la estructura de los cromosomas ¥ de
la cromatina a nivel molecﬁlar es”un{campo en €1 que atn gue -
',dan muchas 1nterrcgantes Y en &1 que dia a dia e hacen nue-‘_‘
. VoS descabrlmlentos. Esta te51s pretendié ser una rev1515n 
. lo mis completa posible, pero es pz:.o,bable- que h@ya de:;aap‘ -
fuera algunos dé los hallazgos m&s recientes, los cuales po
drian modificar varios de los conceptos enunciados, sin em~
bargo la esencia bssica continuarfa siendo vdlida. - -

"En‘lavactualida&.sé‘cﬁentafC6n 1agtecnolégia~necésa=i&
'f?ar3~qﬂEVén un futuro no muy lejano, se llégue a tenexr un co .
nocimiento mis. completo dei genoma Humano normal y pbr io -
 tanto de su,patologia, ya gue para entender completameate -
una enfermedaa genética es necesarla la correlacién fénotipq{
,genotzpo a nivel de la secuencia del ADN, asi como 1051&&3&? ;"”
nismnos gue regulan su expre51én y su localizaciﬁn cromos&mi- '
cae«

Bl conocimiento de la Secuencia dé ﬁDN-aefgénesir2556ﬁ§é "j
" bles de las diferentes enfexmedades tenaré\implzcaciones fme
portantes en la genética clfnica. EIL alagnSStico podr¥ esta~“
blecerse utilizando la nueva tecnologfa de ADN recombinankte

o por polimorfismos de sitios ae»reaonocimiéntefparajeéziﬁﬁs’
de restriccifn. Tal es el caso del gen de 1a(® globina, gue
ha permitido el diagnéstico de la @ talasemia y de la anemia
de clulas falciformes. Este tipo de estudios pronto se ex~
tenderd a un nGmero mayor de padecimientos conforme se vaya
conociendo la estructura de los genes involucrados, su secusn
cia de nucléotidos codificantes ‘para proteina (exones), se-
cuenas lfder y sobre todo las secuencias de intervencibm - =
(intrones). Esto permitind el‘estuaio de las enfermedades -



. ey

' cias repetitlvas o de ccpia ﬁnlca ;gorAle tantc del tipo ae

e Lo.2BBL L . ,ywng;m;;_;%;;x;;;gﬁgm”!

genétlcas partlendo del genotlpo hacla el fenotlpo, reco-
n;‘lendo los efectos de una alferacién en la. secuencia del' ,
. ADN, comprﬁbando el &efecto bioguinico y'obse:vanﬂo las al :

teraciones.producldas en el fenotipo ¥ no retrcspe¢t1vamen‘

- te como se hace en la actuallda64{zenotlpo/génox po).

: Los nuevos modelos para la‘eSuxnctura cromasémlca, ta

les como 105‘propuastos por cOmings o Yun;s (3&,_46 168),

abarcan los. NUmercsos. aspeetos de: la.estructura de los cro -
masomas de mamiferos. Tos modelog parten de la aeble hélzce :
de ADN‘y*la,Formacién de la cadenz de nucleosomas, para 1le wif
gar = fﬁf”a h&sica de 1a cromat;na; la cual >'A‘
sa Mliega en fo:ma de asas’ ‘dentro de Jlos ‘cromosomas., Este H'fl
fltimo orden de empaquetamiento es éiferente,dependlendo -—; i)
del‘tipe de secuencias de’ 1a~molécula de BADN, ya sea secuen

cializadas tales como e* centrémero Lo} constrxcez&n primarla
y su elements func;onal, el clnetscozo. AlgunGSuautoreS'han

branavnuclear, ya que ccntiene lipoproteinas iTDT_
'?“;embargaf ‘recientemente ge ha sugerldo que. se'trate de an
disco trilaminar con un& c¢apa densa 1nerme qaeAdebe comprenr :
der fibras de heterocromat;na y tal vez secuencias que codl-’mw
fican para Ia formaclén de este organelo (268) . |

ia.c1togenét£ca gantgba.nlvelvde‘xnvestlgacmén_cemo‘enwel -
drea de la genética cifnica. En el &rea experimental 9938&
de manifiesto la existencia de estructuras diferentes con ~—
funciones propias dentro de 1os cromosomas, las cuales se -
comprenderan mejor cuando se logren entender totalmente los
mecanismos responsables de su produccibn, ya gue tratamientos




En el &rea clinica han facilitado el diagnSstico de las
enfermedades secundarias a anomalfas cromosémicas y la defi-

nicién de nuevos sindromes, han permitido esclarecer la etio -

logia cromesbmica de padecimientos que Se suponfan monog&-
nicos y siguiendo patrones aé[herencia.menaeliana:y“sobrééé‘
todo representan un arma de gran utilidad en el estudic de

‘las mscpiaSias,?yavque el hecho de ercontrar segmentos cromo

stmicos eéspecificos involucrados en cierto tipo de neoplasia.
implica que secuencias especificas de ADN pudieran ser res—

 ponsables del proceso maligno. Ademds, un estudioc detallado .

de los polimorfismos cromosémicos, puestos de manifiesto por
los diferentes métoddé de bahaeb h'd comparandb su frecuencia
:en poblac;én normal y enferma, pexmitlr& comprobar si eFecti-
vamente las secuencmaslrepetltlvas de la heterocromatzna —»—
(ADNs satéllte prznczpalmenﬁe) tienen alguna.funcién especi-'

mo se propuso orlgmnalmente.

El ddagnSstico de las énfermedades genéticas se ha faci

litada‘grandamenfé.con los adelantos técnicos recientes y el
mayor conocimiento del genoma humano. Sin embargo, en el si
tio de realizacibn de esta tesis los medlcs <on gue se cuen*a
para efectuarlo son escasos, apoydndose principalmefite en el

estudio citogenético, la impresibn clinica y en algunos exf-

menes de laboratorio.

En la mayorfa de log casos se logra un diagnostico ade-
cuado; sin embargo, en_aquéllos'en‘quewSQ;reguieresmagc::pqg
cisiBn esto no es posible dado el slevado costo de los xeac—
tivos para realizar bandeo de alta resolucién. En la actua
lidad se estd tratande de implementar nuevas técnicas de bap
das para cumplir satisfactoriamente con las funciones asis~
tenciales del servicio.



Dado ‘que el Hbspl%al General de Méxlco S.8.4. &s un ho{

 pital de- concentraczén, el tlpo«de<enfermedades genétlcas

se ven en el serv1c1c son muchas ¥ variadas. Sin embarge,

es lmportante recalcar que,no para’ todos los paclentes cen ks

enférmedades genéticas se pide. lnterconsulta, fundamente P
desconoc1m1ente de los mé&lcas © por escasos recurses de Lo

. paczentes..‘

Las cifras obtenidas de la estadistica aqui presentada |

.no pueden compararse con las frecuencias de anomalfas Crome

de trisomia 21 es ligeramente mayor que la de Nielsem; mien

: sﬁmlcas en pablacxén general (*ec:én_nac1d05‘v1vos), ya-que;

se trata de una poblacxén se1e001onada y né una poblaclén

Aabierta." Sln embargo, &ebldo a que el SeerClO part1c1pa

’medlo anua77ae 8 000 naczm;entas. ) Las frecuenclas ohtenl :
‘das @el RYVENCE sonz trisomia 21, 1. .44/1,000 recién nacidos |
. vivosy triseomia 18, (1 102/1,090 y trisomia 13, 0s 047]1,000 'j

(294). Estas frecuenCLas pueden compararse con las da&as p
’Klelsen.en‘IQTS, trlsomla 21, 1,25/1 000; trisomia 18,~ ~~’—g
0. 15/1,000 ¥ trmsomla‘13, 0.08/1,000 (242} « La frecuancla ‘

tras gue las de trisomia 18 y 13 son menores. Esto puede serr
debido a que los datos de Nielsen fueron obtenidos mediante |
1a realizacibn aé‘caricﬁipawen.reciéﬁ‘naciaos~vivbs,ccnseCu*f
£ivos, mientras que en el RYVENCE tinicamente se vealiza carzg
£ipo en los recifn nacides malformados cuando se sospecha
una cromosomopatia y tomando el total de nacimientos qua fue
de 126,385 con un total de 2,447 recién nacidos vives con = -
malformaciones congénitas externas (25%4).




Las frecuencias de aneuploidias de los Cromosomas sexua
les no pueden considerarse en este estudio, pues la mayor -
parte no presentar malformaciones congénitas externas y por
~ lo tanto no son detectadas, =in embargo, es posible detectar
alteraciones de la diferenciacién sexual a otros niveles al
realizar cariotips a recién nacidos con ambiguedad genital,-
hipospadias, criptorquidia, hexrnia inguinal,etc. '

En lo referente a los transtorhos hematopoy&ticos, nues
tra frecuencia de cromosoma f£iladelfia en leucemia granuloct
] t:.ca gréziica es cercana al 90% reportado en la literatura -
(273,274). En otros paaecimienfos‘i las frecué,ncias no son =
‘significativas pues el nfmerc de casos estudiados es muy fp,_e;g
- quefic y por otra parte no se utilizaron metodos de bandas.

En la actualidad es posible el diagn6stico prenatal de
un gran ninero de paﬁeéimiento‘s-- hereditarios, entre los que
se encuentran las. cromosomopatias, med:.ante la real:.zac:.én -
de carz_ot:.po en células de descamac:z.én fetal obtenidas me- -

diante amniocentesis en la semana 13-16 del embarazo, asf m:.s_

- mo-se puede a:x.agnost:.car un gran nfimero de errores congém:—‘
tog del metabolismo mediante la determinacién de la activi-
dad de la enzima implicada en cada caso y de diferéntes heiio
globinopatias, defectos de cierre del tubo neural y otros.
con el uso de los nuevos métodos de tecnologia de ADN recom-
bznante:y~polzmorflsmcs de sitios de reconocimiento de enzi-
mas de restriccidn pronto se podridn diagnosticar muchos nds.
El diagnfstico prenatal no se realiza en nuestro pais, por
problemas legales, pues la Conszztucxén,ﬁexxcana s6lo permi
te el aborto cuando demuestra violacién o pone en peligro
la vida de la madre, sin considerar la presencia de malfor—
maciones congénitas n otro tipo de padecimientos hereditarios
poY lo gue no es posible ofrecer un aborto terapedticos.




ra v fungmne_s del.— .genoma.,mmano». gs_te, mai;er;al g@eda @_.,;3

posicibn dé todo aguel mxédesee- consultario esperando que

resulte de ut;lldad pr;nczpalmente a(g.neraclones futuras;ﬁ
ibiicteca 1§

pasen por la Facultad de Quimicd, ya qae en su b

se cuenta con ningtn ‘texto de este tipo. Ademis, el pres‘f

far los datos Obtenldos envel Serv;c;o de GenétlcaAdel EOS'

.. pital General de,Méxicc p°rm1te ‘coriocer el esta,afactual‘_

iza genétxca clinlca én nuestro pais, maxcando. ruastras 1imij

“taciones Yy carencias.

Por lo gue se<recem1enda para me;orar el»nlval de la

adelantos efectuados en &l resto del munﬂo»y sobre +todo tral

'%ogenétlca en nuestro pais, el contlnuar en contacto con L !

tar de implementar la realizacién de estudios m&s~campletc :
con ayuda de 1a nueva<metodolo fa. ‘Por ntra paztelse pretef

Qe lagrar la eonczentlzaelén de. un ntmero mayor de profes1 ;

o nlstas, méélces principaimente y'de la poblacién genmeral sa*
vbre‘la 1mportanc1a que tiene la Genét*ca Médica. e
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