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OBJETIVO GZINERAL

Aplicar las técnicas de bandeo cromosdmico en el estudio
citogenético, como una herramienta adecuada para el
diagnéstico de anomalias cromosémicas causantes de sindromes

y/0o padecimientos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar una revisidén bibliogcrafica sobre la estructura
cromosémica y su relacién con el fenémeno de bandeo. ’

Aplicar las técnicas. de bandeo en el estudio de los
pacientes con'. un- diagnéstico <clinico de un probable
padecimiento o sindrome ;rdmosémico.

Realizar un 'estudio - estadistico con los resultados )
obtenidos de los andlisis “citogeréticos, elaborados en el
servicio de genética,delfHospital General de México. :
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INTRODUCCION.

La presencia de una gran diversidad de padecimientos o
sindromes originados por aberraciones cromosémicas ha hecho
importante la participacién de 1la citogenética humana en
diversas A&reas de la medicina. La citogenética entre otras
funciones, realiza anAlisis cromosémicos que apoyan el
estudio clinico permitiendo un adecuado diagnéstico,
tratamiento y asesoramiento para el paciente y sus

familiares.

En los estudios cromosémicos principalmente se aplican
técnicas de bandeo, ya que éstas permiten la identificacién
precisa de los cromosomas. De aqui la importancia de estas
técnicas como parte del estudio citogenético que se realiza
a los pacientes con probables padecimientos o sindromes
cromosémicos. En el presente trabajo se analizaron los
resultados de los estudios citogenéticos realizados en el
Servicio de Genética del Hospital General de México, en el
periodo comprendido de enero de 1995 a diciembre de 1996. El
estudio cromosémico se efectué a partir de 1linfocitos
obtenidos de sangre periférica heparinizada y su posterior
analisis mediante la técnica de bandeo GTG. En algunos casos
para llegar a un diagnéstico fue necesario aplicar otras
técnicas citogenéticas tales como: bandas CBG, alta

resolucién e induccién de X-fragil, entre otras.

La revisidn bibliogradfica del presente trabajo muestra
que la cromatina esta organizada en regiones con

caracteristicas especificas y que las técnicas de bandeo al



ponerde ménifiesto*cada Una de estas regiones han fa&orecidc
su estudib.fPof otra”barte se ha observado la importancia del
estudio ctcmosémico péra el diagnéstico adecuado de pacientes
con ' padecimientos o sindromes en ocasiones originados por
aberraciones cromosémicas y para -3 detecciédn dz portadores
con rearreglos cromosémicos balanceados. 21 estudio
estadistico permitid establecer er a2ste grupo sel.eccionado de
pacientes la causa mas frecuente por 1la que se realizé un
estudio citogenético, las aberraciones cromosénicas que se
presentaron con mayor frecuencia y la proporcién de una
aberracién cromosémica especifica como causa de un
padecimiento o© sindrome cromosoaico, entre otros datos.
También podemos mencionar que atn cuando se trata de una
poblacién seleccionada de pacientes el cariotipe normal fue
el resultado de mayor porcentaje y las proporciones
observadas de las anormalidades cromosdmicas que originan un
sindrome son similares a las reportadas por estudios previos
realizados en otras poblaciones. Por ultimo podemos sefalar

la necesidad de que el médico esté familiarizado con las

caracteristicas fenotipicas producidas por una aberracién
cromosomica, de tal manera que los pacientes con este tipo de

padecimientos sean adecuadamente canalizados.
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1. MARCO TEORICO
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1.1. COMPONENTES DE LA CROMATINA.

La cromatina es un complejo formado por: Acido
desoxirribonucleico (DNA) de doble cadena, una gran cantidad
de proteinas y una pequefia proporcién de acido ribonucleico
(RNA) . La cromatina se halla confinada dem:rq'- del‘nﬁc.leo’de

la célula en interfase(l}.
1.1.1. DNA Y RNA

El principal componente de la cromatina es el DNA, éste
posee flexibilidad y capacidad para cambiar su organizacién,
la mayor parte se encuentra estructurado en forma B de
Watson y Crick. El1 DNA contiene la informacién genética que
se expresa en cadenas polipeptidicas y/o moléculas de RNA
(1) ..

Otre componente de la cromatina es el RNA, el cual se
encuentra en una proporcién de 10% del contenido de DNA, 1la
mayor parte de éste son cadenas recién formadas que aun se
encuentran asociadas al molde de DNA. Se ha considerado que

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




1.1.2. HISTONAS

) Laéwyhistdnaé son - un grupo de . protéinas basicas que
integran'a;iag1éromatina, su peéolden:ro de ésta equivale al
del ﬁNﬁj poséeh secuencias: ricas en aﬁidoétidos con cargas
poSitiVas}i Se' clésifican“en‘Vc;ntci'cétégorlas fundamentales
que son: H1, H2A, H2B, K3 y H4. La histona Hl es rica en
residuos’ de ‘lisina, las H2A y -H2B son moderadamente ricas en

lisina yvlas H3 ¥y H4,soh :icas en arginina (1).

Las - histonas interacttan con el DNA para formar la
unidad estructural basica de la cromatina, el nucleosoma. Un
nucleosoma consiste de 200 pares de bases (pb) de DNA que
giran en aproximadamente dos vueltas alrededor de un de
octamero de histonas (formado por dos copias de las histonas
H2A, H2B, H3 y H4. Por dultimo 1la histona Hl1l se une

completando el nucleosoma (3).

Las histonas H2A, H2B, H3 y #H4 o histonas del oct&mero
poseen una conformacién compuesta de dos regiones: una zona
de estructura globular en el extremo carboxilo y un é&rea
flexible en el extremo amino. El brazo aminoterminal se
encuentra desordenado en ausencia de DNA y puede tomar una
conformacidén definida en presencia de éste. El extremo amino
estad altamente cargado de amino4cidos basicos y comprende

aproximadamente de 25% & 33% de la prctelna. Esta zona se ha
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asociado con ’1}:5”_ funciones bloquimicas y b.xof131cas k que v‘
realizan. las histonas. La secuencla de amlnoécldos de’ estas
histonas se’ han conservado ampllamente durante la evoluc:.bn,
observandose. una semejanza de 95% en las secuenczas de todas'
las H4 estudiadas . (3,4,5). )

Se ha identificado dentro de la regién élobhlar de las’.
histonas H2A, H2B, H3 - y H4 una estructura comun'llamada:'
dominio de plegamiento de histonas, esta estructura esté
formada por tres alfa-hélices conectadas por dos lazos L1 y’
L2, denotados al-Ll-a2-L2-a3 (figura 1). EL dominlo de'
plegamiento interviene en las uniones histona—histona e‘
histona-DNA. Esta estructura se ha encontrado - también en
proteinas no histonas implicadas en interaccmones proteina-~
proteina y proteina-DNA. Aparte del dominio de plegamiento,
las histonas H2A y H3 contienen hélices adicionales en el
extremo amino y la histona H2B contiene una en el extremo
carboxilo (3,5,6).

Por otra parte la Histona Hl y su homdloga H5 (presente
en los eritrocitos de las aves) poseen una estructura
distinta de las histonas antes mencionadas. Estas proteinas
estan formadas por una regién globular central, con brazos en
sus extremos amino y carboxilo. Los brazos son altamente
basicos, mis de la mitad del brazo carboxilo consiste de
lisinas y argininas. Los brazos no poseen una estructura
definida cuando las histonas estadn libres en solucién, pero
en interaccidon con el DNA adoptan una estructura definida, lo

cual estd de acuerdo con la observacién de que la interaccién
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FIGURA 1. ESTRUCTURA DEL DOMINIO DE PLEGAMINENTO DE HISTONAS (3)
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 la-£ormaci6n de estructuras a-hélice en el

con el DNArinduce
extremo amino (7,é)J Las. histonas Hl y H5 se han propuesto
como represoras de la transcripecién, lo cual esta apoyado por
la observacién de que la reconstitucidén de la cromatina con
estas histonas, restringe la movilidad fijando al nucleosoma
en una sola posicién, lo cual determina el contacto DNA-

histona ocasionando un estado de represién{9).

Recientemente se ha identificado un grupo muy grande de
proteinas variantes para las cinco clases princibales de
histonas. Estas se han asociado con distintas funéiones, por
ejemplo Csed4 y CENP-A (variantes de H3 en levaduras y humanos
respectivamente), son componentes estructurales esenciales de
los nucleosomas centroméricos y se ha sugerido que el brazo
amino de éstas ayuda a mediar interacciones entre las
proteinas centroméricas. Las variantes de H2A como la
proteina hul en Tetrahymena t; el producto del gen phtl en
fchizosaccharomyces pombe; H2AF en pollo y H2AZ en mamiferos,
se han asociado con cromatina en transcripcién o
potencialmente activa. Actualmente se ha observado que la
histona H2A.2 forma nucleosomas especificos con una
superficie que probablemente favorezca la interaccién con
otros nucleosomas especificos o con proteinas que se asocian

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

En los Ultimos afios se ha estudiado 1la relacién que
existe entre las modificaciones pos-transduccionales que
experimentan las histonas (ubiquitinacién, metilacién,

fosforilacidén y acetilacién), con cambios importantes que se



présentan en las células eucéri‘é:n‘i:e‘s como: -el ensamble de la
cromatina después de la replicacién, lkék."réparacién del DNA y
la divisidén celular. Dependiendc de ‘las modificaciones
postransduccionales y el sitio  en dondé se producen, las
funciones que realiza cada grupo. ds histonas pueden ser muy
variadas y especificas, incluso una misma histona puede tener

varias funciones (12,13).

Se han propuesto dos rutas por las cuales las
modificaciones de la regidén amino-terminal de las histonas,
pueden mediar cambios en 1la funcién de la cromatina: 1la
primera es que sirvan como una seflal para otros factores
reguladores en trans o como un sitio de unién para complejos
proteinicos especificos. Un segundo mecanismo podria ser
modificando la estructura de orden superior de la cromatina y
por lo tanto su compactacién (13). La primera de estas rutas
se ve apoyada por la observacién de que la acetilacién de la
histona H4 en células humanas, sirve como un marcador que
distingue regiones trancripcionalmente activas, mientras que

la heterocromatina aparece hipoacetilada (13).

La regién amino terminal de H4 se ha asociado con
miltiples funciones. Menee y colabcradores (14), utilizando
cepas de Saccharomyces cerevisiae con mutaciones en los
residuos de lisinas de H4, establecieron una divisién de la
regién aminoterminal en dos subregiones: A y R, cada una con
distintas funciones. La regién R ccnsta de 15-19 residuos de
amino&cidos, los cuales parecen necesarios para la represiodn
de genes préximos a teldmeros y la progresion de la fase G1
del ciclo celular. La regién A comprende los residuos 11 a
16, los cuales al sufrir mutacicrnes en algin residuo de
lisina, pueden ocasionar alteracicnes en los procesos de

: TESIS CON
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dJ.vis.Lén nuclear, actividad gém_ca Y
‘del 'DNA. 'Estos resultados in
res;duos de” l.151.na de H4, es nec saria
el genoma en Saccharomyces.

ara mantener ‘integro-

Otra . . funcién ‘atribu.tda .8 "léé'j, vhiStonas es  su
participacién en J.a: ‘mltosis.. :Se ha ) kobservado, en
Saccharomyces: cerevisae, que una disminucxén considerable de
histonas H2B y H4 causa la’ muerte celular, iniciando con
alteraciones -en la fase S 'y ocasionando que las células
gueden detenidas-en ‘la transicién de G2 a M. Esto sugiere un
papel esencial ‘de ‘estas histonas en la replicacién del DNA y

probablemente en la mitosxs (15) -

1.1.3. PROTEfNAS NO HISTONAS

El segundok grupo . de broteinas que constituyen la
cromatina, es un conjunto de proteinas heterogéneas, las
cuales se encuentran en una proporcién relativamente menor en
masa, gque 1las histonas dentro de la cromatina, muchas de
ellas estdn asociadas con funciones cromosémicas tales como,
la replicacién, la expresién de genes y la organizacién del
cromosoma. Dentro de este grupo de proteinas heterogéneas,
mencionaremos unicamente las que se considera que participan
en el empaquetamiento de la cromatina, y entre ellas se
encuentran: la Topoisomerasa I1, la familia SMC y las DNA

chaperoninas (16).
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1.1.3.1. TOPOISOMERASA II

Una de las proteinas no histonas que forman parte de la
cromatina es la topoisomerasa II. Actualmente a esta enzima
se le ha asociado con procesos como replicacién,
recombinacién, condensacién y desenlazamiento de las
cromatides hermanas. La funcién catalitica de la
topoisomerasa II consiste en relaiar el super enrsllamiento
negativo y positivo del DNA. La reaccién probablemente
representa un reconocimiento no especifico por parte de la
enzima al DNA diplex, la enzima se une y produce una ruptura
en la cadena doble, que permite el paso de otra regién duplex
a través de 1la fﬁpt‘ura.‘ La reaccidén es dependiente de ATP,
probablemente en x_cai}i'at";‘:'fés‘o_te‘s hidrolizado un ATP que puede'
utilizarse = para _ybx;&vécar " cambios conformacionales en -la

enzima (17).

Estudios de inmunolocalizacién demostraron la presencia .
de esta enzima en los cromosomas mitdticos, lo que hizo
suponer que realiza una funcién estructural aparte de  su
funcién catalitica. Se ha encontrado que la topoisomerasa II
se une a un gran numero- de sitios del DNA llamados SAR
(Scarffold-Associated Regions), los cuales se han localizado
en la regién ~axial del - cromosoma. Esta interéccién
probablemente favorece  la formacién de lazos para- ‘la
compactacién del DNA en las estructuras de orden superior.

Esto se discutira en el capitulo siciiente (18).

n TESIS CON
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Se ha posthlado que .uno de lbs bpropésiﬁosb de la
condensaci6n cromosémica,  sea el desenredar las cromatides
hermanas replicadas, basados en la actividad catalitica y
estructural de la topoisomerasa II es probable que cumpla
esta funcidén junto con otros factores. Resultados de estudios
de microscopia electroénica en linfocitos humanos en mitosis,
muestran que los cromosomas se condensan primero como un
simple cilindro, que subsecuentemente se resuelve en dos

cilindros paralelos y delgados {(19).
1.1.3.2. LA FAMILIA SMC

Dentro del grupo heterogéneo de proteinas no histonas
ligadas a la cromatina, existe una familia de proteinas
llamada S8SMC (Structural Maintenance of Chromosomes). Este
grupo de proteinas fue originalmente definido por Strunnikav
Yy colaboradores (20). Se considera que participan en 1la
recombinacién y reparacién del DNA y en la condensacién y
cohesién de las cromdtides hermanas. Una prueba de su funcidn
en la condensacion fue establecida por Hirano y Mitchison
(21) al realizar an&lisis bioquimicos de dos miembros de esta
familia XCAP-C y XCAP-E, 1los cuales resultaron necesarios
para la condensacién in vitro de los cromosomas en extracto

de huevoe de Xenopus .

Todos los miembros de esta familia son ATPasas con una
configuracién similar, poseen una estructura de cabeza-tallo-
cola (figura 2), la cabeza en el extremo amino contiene un

N TESIS CON
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FIGURA 2. ESTRUCTURA DE LAS PROTEINAS SMC (23)
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sitio'de'unién NTP, ei talloresta' .constituido por dos tramos
largos de a-hélice separados por un espacio corto del cual no
se conoce su funcidén y por ultimo la cola carboxilo terminal
contiene una secuencia unica conservada llamada caja DA que
es una regién de unidén a DNA. Esta conformacién semejante a
la de las proteinas motoras ha sugerido que realicen una

func:ién motora para el DNA (22,23).

Las SMC son proteinas altamente = conservadas
evolutivamente; estudios de electromicroscopia ’de las SMC de
Bacillus subtilis xéeveléron la formacién de homodimeros de
estas proteinas que presentan una marcada flexibilidad. Dos
moléculas de  SMC-  probablemente fornklen,‘l un - homodimero
antiparalelo con co-localizacién de los exti;émos carboxilo y
amino en cada extremo. La formacién :de ‘los- homodimeros in
vitro requiere de la presencia dke-'A'IfrPk_ yDNA La forma mas
frecuente de los homodimeros es el de hna barra completamente
_doblada (23). ‘ : o

Las proteinas SMC realizan diversas funciones
biolégicas, su versatilidad podria explicarse por su
habilidad para formar complejos de proteinas con
multisubunidades. En eucariontes hay por lo menos dos
importantes complejos de cohesinas y condensinas formados por
los heterodimeros SMC1l/SMC3 y SMC2/SMC4, respectivamente y
por un conjunto de factores accesorios que interactian con
ellos. Ambos complejos actilan en forma independiente pero
probablemente coordinada (23,24).
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FALLA DE ORIGEN




Estudios realizados en Xenopus laevis muestran que las
subfamilias SMC 2 y 4 (XCAP-E y XCAP-C)forman un complejo
llamado condensina con coeficientes de sedimentacidén de 13s,
complejos similares se han encontrado en Saccharomyces c. y
Schizosaccharomyces p. La Condensina 135 estd compuesta de
dos subunidades, la fraccidén B8S contiene las SMC 2 y 4,
mientras que la 115 contiene tres subunidades adicionales
llamadas complejo regulatorio (XCAP-D2,-G y -H). Un modelo de
la estructura del complejo de condensina propone que las
proteinas SMC originen un dimero con forma de V con dos
largos brazos de helices anti-paralelas conectadas por una
columna flexible, en ambos extremos las regiones amino y .
carboxilo terminal se unen. para formar un dominioc, XCAP-H
parece ser el sitio de unidén entre las SMC y el complejo
regulador. Cada subunidad es esencial para la viabilidad
celular y su mutacién conduce a defectos en la condensacién.
de los cromospmés ~y . la ‘segregacién en mitosis. Las
Condensinas poseen uha capacidad para cambiar la estructura
del DNA en forma dependiente de ATP(17,23,24).

El papel especifico de las subfamilias SMC 1 y 3 en la
dindmica del cromosoma es menos conocido, estudios en S.
cerevisiae propusieron que Smclp y Smc3p junto con un
producto de un tercer gen Scclp/Mcilp estédn directamente
involucrados en la cohesién de las cromiatidas. Esta idea se
ve apoyada por estudios en extracto de células de Xeaopus en
los cuales se observd que las proteinas SMC 1 y 3 forman un
complejo con coeficientes de sedimentacidén de 95 y 14S. La
fraccidén 14S contiene tres subunidades adicionales, una de

las cuales es un homélogo de Scclp/Mcdlp y estas proteinas
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est:én J.mplicadas en la cohesién de ‘las crométldes hermanas
(23,24) . '

Los resultados obten;dos hast:a ahora muestran que las
dos clases de complejos de - SMC regulan 1a cohes:.én ;y
condensacién de las crométidas hermanas, cont_ribuyendo a la
segregacién de ‘los cromosomas en las célyulas’ ) euéariohtes
(23,24) . ' ' ' : ;

1.1.3.3. DNA CHAPERONAS

Las chaperonas de DNA son un grupo de proteinas que se
unen a secuencias pequenas de DNA y que participan en la
g “ ha

Vén

estructura del cromosoma. A estas protelnas

asociado con una serie de funciones, tales como

. la replicaciébn, activar la transcripc:.én ensamblar los
nucleosomas (25). Tanto los procarlontes como los eucar:.ontes
contienen proteinas pertenecientes a‘; este grupo. En 1las
bacterias se encuentra la HU, en los vertebrados HMG 1 vy 2,

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

Se ha comprobado que la unidén de estas proteinas al DNA
le confiere un estado de predoblamiento o torsién, el cual
facilita los cambios conformacionales del DNA para remodelar
la cromatina y permitir la unién de otras proteinas (figura
3)(25).




DNA OCTAMETRO DE HISTONAS
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&

OCTAMERO DE HISTONAS

FIGURA 3. FUNCION DE LAS PROTEINAS CHAPERONINAS (25)
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De este grupo de proteinas se han estudiado con gran
lnterés las- HMG 1 y 2 debido a su relacién con la hlstona H1
Las HMG. de’ mamlferos poseen dos sitios de unién .a DNA‘
llamados caj’as HMG. La estructura terciaria -de: la, segundaj'
caja HMG tiene una conformacién en V con una superflc;\.e_f
coéncava que reconoce secuencias especificas del DNA.: Las HMGV'
1 y 2 interaccionan con el DNA entre nucleosomas ‘crie’man‘era:_;

similar a la histona Hl1l (26).

Nightingate y Dimitrov (26) nvestn.garon el pos:.ble
papel de las HMGl en la cromatina del embrién de Xenopus Yy .
comprobaron que HMGl interactuan con el DNA kn,ucleosomal con
consecuencias similares a las observadés despﬁéé del ’ensamble‘
de Hl en los nucleosomas, sugiriendo que HMGl tiene un ' papel
estructural en 1la organizacién del DNA' em:re nucleosomas,
tanto en los pronicleos paternos de Xenopus‘ como en 1los
* nicleos en embriogénesis temprana deyf'icie'ntes de H1l. E1
reemplazo de Hl por HMGl Y 2 puede rekflejar una adaptacién a
una estructura de la cromatina menos estable que facilite una
ridpida replicacién y divisién nuclear, requerida en este tipo

de nucleos.

Otras chaperonas involucradas en el empaquetamiento de
la cromatina son las chaperonas de histonas, estas proteinas
se unen transitoriamente a las histonas, con lo cual reducen
su carga positiva e inhiben 1la tendencia de éstas a
agregarse inespecificamente con el DNA. Un ejemplo de las
chaperonas de histonas es el Factor de Ensamble de 1la
Cromatina 1 (CAF-1). CAF-1 in vitro se asocia a las histonas
H3 y H4 recién sintetizadas y tiene la habilidad de promover



el ensamblado de los nucléosomasfpreferentemente dentro del
DNA recién sintetizado en -los - procesos de reparacién y
replicacién. Esto lo hace-un. fuerte candidato a coordinar el
ensamblado de los nucleosomas durante la sintesis de DNA in
vivo (27,28). ‘

1.2, EMPAQUETAMIENTOVDE LA CROMATINA

El gran tamafioc del genoma eucarionte representa un
_problema de espacio para la célula, principalmente por este
motivo el DNA se empaqueta en un complejo altamente
condensado con proteinas histonas y no histonas. La
cromatina presenta tres niveles principales de organizacién
que proporcionan la estructura final del cromosoma: el
nucleosoma, la fibra de 30 nm y las estructuras de orden

superior (1).
1.2.1. NUCLEOSOMAS

Los nucleosomas fueron descubiertos a principios de 1los
anos 70's, estas estructuras representan el primer nivel de
compactacién del DNA. Los nucleosomas estadn constituidos por
un nicleo de ocho histonas (ur: tetrdmero con dos moléculas de
H3 y H4 y dos dimeros de H2A-H2B) y 200 pb de DNA, los cuales
giran alrededor del octameroc y son fijados en éste por la

posterior adicién de la histona Hl. (1,4).




La -secuencia de ensamblaje‘de un nucleosomé‘se inicia
con la formacion dé un heterodimero de H3-H4'y la pbsterior
interaccién entre dos parejas de H3~-H4 para definir un
tetramero,. esta interaccidn se realiza a través de la unidn
de 4 a-hélices de los dominios de plegamiento de las histonas
H3 y H3’. Por otra parte dimeros de H2A-H2B interactuan a
cadé lado del tetrédmero por una unidn similar de cuatro
hélices entre H2B y H4. Estas uniones junto con otras
regiones a hélice y elementos espirales crean un nlcleo
proteico ensamblado en forma de una hélice que gira hacia la

izquierda y que presenta una pequefia cavidad central(3,5,29);

El cilindro formado por 1las histonas se encuentra
rodeado por el DNA. La trayectoria del DNA para dar casi dos
vueltas alrededor del octémero de histonas, requiefe que éste
se distorsione. El DNA realiza tres curvaturas centrales en
el nucleosoma (figura 4A-B). La necesidad de flexibilidad en
las secuencias de DNA concuerda con la observacién de que los
pares de bases G-C estan en la cara interna del surco mayor

" facilitando que se doble en esta regién (1,5).

Por otra parte las interacciones entre el DNA y el
octédmero de histonas se realizan en la columna fosfodiéster
de la cara interna de 1la hélice del DNA. Un contacto se
establece cada 10 bp cuando el surco menor de la hélice se
encuentra en la cara interior. Se han observado
interacciones electrostdticas y puentes de hidrégeno con los
fosfatos del DNA, asi como contactos no polares con los

grupos desoxirribosa (4,5,29).




FIGURA 4A. MODELO PROPUESTO PARA LA ESTRUCTURA DEL NUCLEOSOMA (5)
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TETRAMERO

H2A-H2B

FIGURA 4B. MODELO PROPUESTO PARA LA ESTRUCTURA DEL NUCLEOSOMA )

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

%-6



i.a sefial que estimula el ensamblaje de los nucleosomas
no ha sido aun bien establecida. Ling y colaboradores (30)
basados en la observacién de que la diacetilacidén de las
lisinas de H4 correlaciona con el ensamblado de nucleosomas,
en organismos tan variados como Tetrahymena, Drosophila y
humanos, realizaron estudios consistentes en deleciones en
las colas amino terminal de las histonas H3 y H4 y observaron
que si se presenta un ensamblaje de los nucleosomas, pero no
una adecuada localizacién. Es clara 1z iImportancia de la
histona H4 en la formacién del ntcleo del nucleosoma, pero

ain no se establece su funcién.

Siendo los nucleosomas:el pgimer nivel de ’kcdm’pakctya»civén
de - la cromatina, se ha propuesto su partiéip'a,c:lb.’c‘)»n‘”écftiva como .
reguladores de 1la trahscripcién. Los 'nhclebéoxﬁéé : pueden
encerrar partes del genomé que A necesitan - ser fsilfenciadas
transcripcionalmente y - pueden haéer accesibles gehési que

necesitan ser expresados a una gran velocidad (31, 32).

La remodelacién de la cromatina parece ser un pre-
requisito para activar la transcripcién, posteriores
modificaciones pueden ocurrir sin transcripcién, pero 1lo
contrario no se ha observado. El procesd de remodelacién de
la cromatina implica el reclutamiento de grandes complejos,
dentro de los cuales podemos mencionar: factores asociados a
la proteinas de unién a la caja TATA { TBP, los TAF), la
maquinaria remodelarte de la cromatina dependientes de ATP,
y/c el reclutamiento de las AcetilTransferasas de histonas

(HATs) (31).
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Los complejos remodelantes de cromatina. dependientes de
ATP pueden dividirse en tres subfamilias representédas‘ por
SNF2 en levaduras, ISWI en Drosophila Y CHD1 en ratédn. La
caracteristica conservada en todas las familias es un nidcleo
de hidrélisis de ATP con una regién de homologia a una
helicasa y en el cual est& basada su actividad. Algunas
enzj:mas remodelantes son estimuladas por DNA y nucleosomas
mientras- otras sbn estimuladas por nucleosomas peroc no por
DNA 'y para. otro grupo los brazos intactos de las histonas son
necesarios. Esto muestra que los complejos . remodelantes de
cromatina reconocen distintas estructuras -de la cromatina
(31). )

Los modelos de accién de SWI/SNF .y I§WI pafecen ser
diferentes pero ambos desestabilizan el nucleoéoma eliminando
el contacto DNA-histona y creando regiones libres de
nucleosomas, lo que aparentemente permite el deslizamiento
. del octémero de histonas a posiciones adyacentes del mismo
DNA. Un modelo para SWI/SNF propone que éste se una a 1los
segmentos terminales del DNA provocando una ruptura de una de
las 14 uniones entre la columna fosfodiéster y el octamerc de
histonas avanzando por movimientos dependientes de ATP hacia
el centro del nucleosoma. Las nucleasas y las polimerasas
pueden explotar esta debilidad para invadir el nucleosoma
avanzando por el extremo con el DNA disociado mientras 1la
superficie expuesta del octamero de histonas puede proveer un
punto de entrada para unirse a otro DNA. Por otra parte ISWI
puede introducir una deficiencia de un par de bases en el
giro de la doble hélice de DNA alrededor del nucleosoma, la
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propagacxén de este defecto alrededor del nucleosoma conduce
al dteizamienLo del octémero (4,32).

Por otra parte, como ya menclionamos existe una relacién
entre la acetilacién de los brazos del extremo amino de las
histonas y la transcripcidén. Habia pocas evidencias de esta
relacién, hasta ahora que se han carac:terizado las enzimas
que acetilan y desacetilan a las histonas. Las enzimas que
acetilan son llamadas HAT, las cuales resultaron ser
componentes de la maquinaria de transcripcién. Dentro de este
grupo de enzimas se encuentran la HAT A, GcnbSp, PCAF,SRC-1,
ACTR, p300/CBP y TAF11230/250. Las desacetilasas de histonas
conocidas como (HDAC) juegan un papel en la represién de la
transcripcién y entre ellas se encuentran las DHACl, Rpd3,
HDAl, HOS1l, Sin3. La accién de las HAT puede incluir no solo
a las histonas, sino también a otros componentes de la

maquinaria de transcripcién (33,34).

El sitio de{accién'de las HAT es el grupo e€-amino
de las lisinas en el_brazd amino terminal de las histonas. El
mecanismo de accién de estas enzimas puede cbservarse en 1los
experimentos de inmunoprecipitacién usando anticuerpos
especificos para isoformas de histonas acetiladas. Las HAT
remodelan la cromatina en regiones de promotores,
facilitando la posterior unién de otrecs factores de
transcripcién y probablemente en etapas posteriores se
requiera también acetilacién, ya que se hna observado en
levaduras qué proteinas que participan en la transcripcién

son HAT (33).
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Las HAT pueden ser especificas para una histona o un
aminoacido, por ejemplo, p300/CBP puede adicionar grupos
acetilo a las cuatro histonas del nucleo del nucleosoma,
mientras GenbSp acetila sé6lo en dos de ellas, H3 y H4. Estas
diferencias sugieren gque los grupos acetilo adicionados,
aqemas de encender o apagar una seflal para la transcripcioén,
también pueden servir como marcas para atraer otras protelnas

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

1.2.2. FIBRA DE 30 nm.

La’ mayor parte del DNA en 1los eucafion’tes— ,“’e.s'ta
empaquetada - en una fibfa de cromatina-de 30 ‘mﬁ’. Est:é‘k fibr'a; se
forma por la ' incorporacién  de la Histoha Hl a ios
nucleosomas, lo que resulta esencial para la formacién de una

" estructura de. orden superior. Se han propuesto una gran
variedad de modelos que tratan de explicar la forma en que se
origina esta estructura. De estos modelos s6lo mencionaremos

los tres con mayor soporte experimental (35).

El primer modelo fue descrito por Thoma y colaboradores
(36) y consiste en el empaquetamiento de la serie de
nucleosomas en una estructura sencilla, helicoidal, de una
sola hebra o solenoide, con aproximadamente seis nucleosomas
por vuelta y cada vuelta con una altura de 11 nm. La altura
se debe a que el eje de los nucleosomas se encuentra paralelo

al eje de la fibra (figura 5a). Este modelo fue apoyado por
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FIGURA 5. MODELO PROPUESTO PARA LA FIBRA DE 30nm (35,37)
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la observacién en ondi iones iénlcas‘bajas, de un Filamento

de 10 -nm, " el cua e'nsé que formaba una_ hélice en
condiciones fisiolégicas ambién se’ fundamenta en ‘el hecho
de . que el empaquetamle vto de 1os nuéleosomas, puede ser
promov:.do por* 1a 1nteracéién ent:x:e las histonas Hl y el eJe

de la fibra (36 37

El segundo modelo fue propuesto - por- “Woodcock 'y
colaboradores en 1984 (38) y se basa. en la. ob‘serv’a’ciyé’n’kd'e‘ un
J.ntermediario durante el desempaquetamiento de’ la ‘fibra de -
30 ‘nm." En este modelo los nucleosomas adyacentes forman un
patrén en zig—zag, que puede formar una cinta con dos hileras
paralelas de nucleosomas, estableciendo contacto entre las
caras alternas de nucleosomas. La fibra de 30 nm se forma por
el enrollamiento de la doble cinta en si misma para formar

una hélice (figura 5b).

En tercer lugar McGhee y colaboradores (39) ‘prépgsieron
un modelo en el cual los nucleosomas estan orientado'si c6'n> sus
caras paralelas al eje de la fibra (el &ngulo exacto’ depehde
de la disposicién del DNA entre nucleosomas), coloéados en
una forma radial, como rayos de rueda de biqiéleta (figura
S5c¢).

Athey y colaboradores (40), tomando en cuenta datos de
estudios de rayos X y microscopia electrdénica, encontraron
fallas para los tres modelos mencionados anteriormente. E1

modelo del solenoide de Thoma y colaboradores, presenta el



problema de estar estructurado de tal Vr‘narjm:éra, due es, hyuecor en
el centro y adem&s tiene un diametfo constante sin tomar -en
cuenta el largo del DNA entre nucleosomas, lo cual no esté& de
acuerdo con las observaciones de un aumento en el didmetro de
la fibra, conforme se incrementa el 1leargo del DNA entre
nucleosomas. Por otra parte el modelo de Woodcock vy
colaboradores llamado también de cinta tcrcida, propone gue
el didmetro es constante, con disminucién en la masa a medida
que se incrementa el largo del DNA entre 1os nucleosomas, lo
cual estd en contra de las observaciones de microscopia
electrdnica. Por lo que Athey y colaboradcres (40) modificaron
el modelo del solenoide, para hacerlo adecuado a sus
resultados. Proponiendo una hélice que varia en diametro y
nimero de nucleosomas por vuelta, con. lazos del DNA entre
nucleosomas hacia el centro de la fibra. E1 largb del DNA
entre nucleosomas y el tamafio del radio de la fibra permite
que el nimero de nucleosomas por vuelta aumente a medida que

aumenta el largo del DNA entre nucleosomas.;

1a - controversia ha - rodeado .‘:pyo;f‘ ‘largo - tiempo la
estructura de la fibra de 30 nm,b';'svi'endb’ los modelos del
solenoide y del =zig-zag los que se mantienen. Sin embargo,
Cui y Bustamante(4l) realizaron estudios usando pinzas
moleculares para obtener los valores de las fuerzas de
alargamiento durante la relajacién y estiramiento de una
fibra 30 nm. Estas mostraron una estructura irregular en
forma de zig-zag similar al modelo de Woodcock, 1o cual
concuerda con los resultados de estudios de criomicroscopia y
microscopia de fuerzas atdmicas. Por lo que se cree que la
estructura en forma de zig-zag se presenta a ba3zas

concentraciones de sales y se compacta m&s y méas cuando las
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fuerzas 16nicas tlenden a- valores flSiOléglCOS. Sin embargo,
esta densa flbra no permite detectar su geometria exacta
(35,41, 42)

Los estudios de Cui y. Bustamante (41) también muestran
una. débil atraccioén’ entré nucleosomas, probablemente
involucrando a 1las histdnas del octémero, lo anterior
concuerda con estudios de difraccién de neutrones en los que
se observa que los brézos de las histonas sobresalen del
nucleosoma y al parecer promueven la formaciéon de la fibra de
30 nm quizas por contactos entre nucleosomas adyacéntes~‘o
por influenciar la configuracién del DNA entre nucieosomas;
Estudios con sistemas en los cuales las histonaS del -nicleo
carecian de tallos mostraron la falta de formacién de 1la
fibra de cromatina y la ausencia de asociaciohes fibra~fibra
aun con la histona Hl1 en posicién correcta(4,41,42).

Por otra parte la histona H1l estabiliza la estructura de
la fibra por medio de la neutralizacién electrostitica de
segmentos de DNA entre nucleosomas a través de cargas
positivas en sus brazos. La fosforilacién de H1l = actta
alterando las cargas de una pequefa regién que se fosforila
debilitando su interaccién con el DNA(5,42).
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1.2.3. ESTRUCTURA DE ORDEN SUPERIOR.

La forma ‘en que se orlgxna la escfuctura' de orden
superior, de un- cromosoma a partlr de la ‘ibra de 30 nm; no
estad ‘aun bien’ stablecida, Saitoh y5:bolaboradores {43)

a estruc ura del cromoscma,

proponen ‘un modelo que describe“
tomando ' en cuenta la: posible func1én de sub-elementos como

son: los SAR, el armazén proteicof los ‘lazos de cromatiza.

Con el propésito de descrlbir éste Y otros modelo definirexos

brevemente cada ‘uno " de estos sub elementos.

1.2.3.1. Los SAR.

La formacién de 1la estructura superior requiere la
presencia de secuencias del DNA, las cuales se asocian al
armazoén proteico Yy estén implicadas en delimizar
estructuralmente los lazos de DNA in vivo. A estas regiones
se les llama SARs, fueron caracterizadas en muchos organismos
incluyendo humanos y levaduras, estimandose 10 000 SARs en el
genoma de los mamiferos. Se han definido como secuencias de
un tamafio variable (0.6 a algunas kb), altamente ricas en AT
{mas de 70%), con regiones de secuencias cligo(dA)-oligo({dT)
llamadas A que estan distribuidas a lo largo. Las regiones A
estdn implicadas en la asociacién de 1les SARs al arma:zdn
proteico. Al parecer su participacién en la modelacién de la
cromatina no depende de su especificidad en la secuencia de

bases, sino de sus caracteristicas estructurales, ya que la
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presencia ‘de ‘regiones  oligo(dA)-oligo(dT) favorecen 1la
formacién de un surco que posiblemente sufre plegamiento
{44). La funcién de los SAR se ve apoyada por estudios
realizadds benkel complejo de genes del interferon humano tipo
I. La presencia de 36 SAR sugiere 1la organizacidén de estos
genes en una serie de pequefios lazos de DNA (2-10 kb) con las
reg.{ones éu'e kc;'odi.fican dentro de cada lazo flanqueadas por
SAR. La presencia de los SAR y el agrupamiento de las
regiones A shgieren un alto nivel de organizacidn de la

cromatina (45).

Una de las funciones principales de los SAR es mediar
entre el DNA y las proteinas necesarias para mantener la
forma del cromosoma. Strick y colaboradores (46) comprobaron
esta participacién de los SAR en 1la estructura de ‘orden
superior, por medio de la aplicacién de kproteinas
‘artificiales inhibidoras de los SAR llamadas MATH (multi-AT
hook). Ellos observaron que la proteina MATH 20 aplicada
antes de la condensacién cromosémica ocasiona una
condensacién que no llega a la forma final del cromosoma, por
otra parte si MATH 20 se adiciona después de la condensacién
cromosémica se origina una reorganizacidén de la cromatina en
una forma de esfera. De acuerdo a esto podemos considerar que
los SAR no sélo median interacciones durante el ensamblado de
los cromosomas, sino que ademés participan en el
mantenimiento de la estructura de orden superior.
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Las finéiones de los SAR estan fuertemente relacionadas
con ‘la unién que presentan con la topoisomerasa II. Los SARs
se unen selectivamente a la COpo.Lsonerasa Ir por
interacciones cooperativas, las cuales se creé gue se dan en
las regiones A caracterizadas por sufrir una curvatura. Llas
interacciones entre los SAR y 1la topoisomerasa II estéan
relacionadas con el papel de esta enzima en la estructura de

la cromatina (47).

Por otra parte los SAR ktambién interactﬂan con. la
histona H1l, esto permite suponer que los SAR localizados en
el DNA entre nucleosomas se’ unen‘f_y en: una forma preferencia’ y

cooperativa a la histona Hl 'cipan en la regulacién de

la transcripcién. Los SAR s 'involucrado no sélo en el

v en la transcripcién, sino

empaquetam:.ento de la- cromat::.n_
también se cree 'i‘q partic:.pan .en procesos como la

replicacién y la recombinacién (47) .

Se han realizado diversos estudios para mapear los SAR,
los cuales han permitido localizarlos en los limites . de
distintos genes, en los origenes y terminaciones de
replicacién y en la cromatina condensada de los centrémeros y
telémeros (48). El uso de técnicas como la hibridacién in
situ fluorescente (FISH) por Bickmore y colaboradores (49) ha
permitido obtener evidencias visuales de que los SAR esté&n
asociados con la regién axial de los cromosomas metafésicos

en mamiferos.

= TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




1.2.3.2.. LAZOS O ASAS DE CROMATINA.

Los. modelos que tratan de explicar la estructura de
orden superior, consideran la existencia de lazos o asas de
DNA formados por la fibra de cromatina de 30 nm, estos lazos
estén estructurados como barras con aproximadamente 500 nm de
largo.y 30 nm de ancho. La cantidad de pares de bases por asa
de DNA es de un rango de 5,000 a 120,000 con un promedio de
50,000. Los lazos muestran una polaridad bioquimica como

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

Tomando en cuenta el tamafio de 'los ‘lazos, el genoma
humano haploide de 3.0 billones de. §ares de bases de DNA
corresponderia a 60,000 lazos. Se ha propuesto que cada lazo
de DNA contiene un gen o un gfupd pedueﬂo de éstos que se
encuentran ligados y que pueden funcionar como unidades

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

1.2.3.3. ARMAZON PROTEICO.

El armazén proteico es una red de proteinas, las cuales
se piensa que organizan 1la fibra de 30 nm. en lazos
topolégicos, al unirse al DNA en regiones especificas (SAR).
Contiene s6lo un 3-4% de la masa total de un cromosoma y fue
visuwalizado primeramente por Paulson y Laemli (51) mediante
el tratamiento de los cromosomas con detergentes suaves, que

ocasionaban la remocién de histonas y muchas otras proteinas
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AaG histonas, ‘1o  ‘que”va i ! fgd ‘de
residuales,  como si  fueranf Qn : féhtégmaﬁ aél‘ ‘cromosoma
metafasico rodeado por ‘un halo 'de DNA.  Actualmente la
aplicacién de técnicas de inmunofluoreséehcia coh'anticuérpos
contra topoisomerasa II permite su visualizacién. El armazén
es una mezcla compleja de proteinas que incluye: a la
topoisomerasa II, la SC-2, las proteinas SMC, los complejos
de condensinas y las proteinas centroméricas CENP-B y CENP-C,

entre otras {44,46).

Estudios  bioquimicos y - estructurales de cromosomas
metafadsicos identifican a la topoiSbmerasa IT como el
principal componente del armazén pfoteico, por lo cual se le
involucra como un controlador de la condensacién cromosémica.
Se. ha observado que cuando - la topoisomerasa ITI se
deéfosforila pierde mucha de su actividad, pero la recupera
al volverse a fosforilar. Su estado de actividad puede estar
relacionado con su papel -en  la condensacién cromosémica
durante la mitosis, ya que su fosforilacién se incrementa
gradualmente a través de S y G2 y llega a su maximo durante

la mitosis (47).

o

Investigaciones realizadas sobre las proteinas de 1
familia SMC han permitido proponer modelos sobre la forma en
que éstas se organizan dentro del armazén proteico. Uno de
estos modelos propone que la topoisomerasa II y los complejos
de cohesinas estéan presentes desde la fase S (19).
Probablemente las cohesinas se unan a la cromatina durante la

interfase para ejecutar su funcidén principal, que es
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constituir o ser parte de la maquinaria dekcohesién, la cual
mantiene a las cromadtidas hermanas juntas - después de la
replicacién. Mientras tanto los complejo de condensinas
parece gque estidn involucrados en el acortamiento del eje
interlazos y la compactacién de los lazos de cromatina, por
la introduccién de superenrrollamiento. . Al parecer el
comﬁlejo de la fraccién 13S de las cbndensinas'induce una
tensién de la superhélice de DNA que actua como una - fuerza
que impulsa la compactacién de la fibra dé cromatina en la
mitosis. Con la disociacién de las cohesinas las cromatidas
hermanas se separan y las condensinas participan en la
compactacién del cromosoma. Bste modelo no explica por
completo algunas diferencias observadaé experimentalmente en
Xenopus y - S. cerevisiaek30$re’la,presencia de los complejos
de cohesinas yvcohdené;nésfdufange las diferentes etapas del

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

Por otra parte Uhlmann y colaboradores (17} propusieron
un modelo en el cual las condensinas tienen la funcién
especifica de compactar los lazos de los cromosomas, mientras
que la organizacién del eje de los cromosomas pareceria ser
realizada por proteinas diferentes que probablemente incluyan
a las cohesinas. Este modelo se basa en las observaciones de
que las condensinas en algunos organismos como Drosophila no
son esenciales para formar un acortamiento del eje del
cromosoma, pero son requeridas para condensar los lazos de
éromatina que se extienden de este eje y que por otra parte
las cohesinas en algunos organismos como levaduras son

requeridas para la total condensacién del cromosoma.
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172.3.4. " MODELOS ’PRQPUESTOS PARA LA  ESTRUCTURA 'DE  ORD:ZN
SUPERIOR

A pesar del amplio uso de las técnicas de bandeo tan:to
en el éreaAde la investigacién como en la rutina clinica, no
existe un modelo que explique totalmente como se da el
fendmeno de bandeo y como éste estd relacionado con la

estructura de orden superior de los cromosomzs (43).

Saitoh y Laemmli(43) basados en sus investigaciones
proposieron un modelo que trata de explicar la estructura del
cromosoma metafasico. Ellos realizaron tinciones
diferenciales en cromosomas nativos de Indican muntjan. Lla
tincién del cuerpo de los lazos con YOYO-1 seguida de tincidn
con MG, produce un patrén de bandas R, mientras que la
tincién con daunomicina o la aplicacién de anticuerpos contra
Topoisomerasa II o contra proteinas HMG-1 genera un patrén de
bandas Q, tifnendo selectivamente la base de los lazos. En
este modelo los lazos de DNA son atados al armazdédn proteico
por medio de 1los SAR, éstos se alinean en una columna
longitudinal, la cual presenta una seflal brillante cen
daunomicina y a la que se ha llamado cola o columna AT
(figura 6A). La diferente ruta de empaquetamiento que sufre
esta columna AT a través del cuerpo cilindrico del cromosoma,
es lo que da origen al patrén de bandas. En las bandas Q y G
la columna se encuentra en un empaguetamiento
ajustado{simulando una cuerda para saltar}) , el tamafio de lcs
lazos de DNA es corto, aproximadamente de 500 nm, y s=e

encuentran orientados paralelamente al largo del cromosom:a.
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Por ~otra parte en. las bandas R la columna ‘AT 'é'e‘e'hcr:uéntia
extendlda, con los lazos de DNA lax:cos (800 nm) en forma més

radial 'y no transvetsales,k alcak db" lc perlferia del

"‘orma mas abierta de 1a

cromosoma, - lo que le permite -una

cromatina en- esta zona rica en.géhes (figura 63) .

Woodcock 'y colabo’radores(éZ) propusieron un modelo
diferente basados en investigacicnes biocZisicas de lecs
cromosomas. Utilizando una técnica de micropipeta en
cromosomas mitéticos de células de pulmén de tritdn, se
observé que los cromosomas son objetos altamente extensibles
mostrando una deformacién reversible cuando se estiran die:z
veces mas que su largo original. Estos datos concuerdan con
un modelo en el cual los cromosomas contienen algunos ejes
delgados a los cuales la cromatina blanda o suave esté
anclada, los ejes son muy delgados y se encuentran rodeados
de proteinas o complejos proteinicos con propiedades
elasticas las cualés pueden ser quebradas per la aplicacion
de fueizas, las;p'r‘oteiknas SMC son las candidatas para formar

ios ejes (figura; 7).

Otro modelo propuesto para la estructura de orden
superior de la cromatina es el de Wanner y colaboradores
(52). Este modelo se basa en observaciones realizadas por
microscopia electrénica de alta resclucidén er combinacién con
tincién separada del DNA y las proteinas de los cromosomas
metafasicos. Este modelo (figura B) consideraz que durante lsa
condensacion se forman lazos del soleinoide los cuales son

estabilizados por una proteirs, prorablemente una
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ORDEN SUPERIOR DEL CROMOSOMA (42)
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topoisomerasa © un miembro de la familia SMC, grupos de cerca
de 50 lazos forman los cromémeros con didmetro de 200-300 nm.
Durante la condensacién el cromosoma se va. acortando Yy
engrosando cuando m&s y mas cromomeros se van formando. Esto
causa por razones estéricas una tensién vertical a 1la
direccién del eje lo cual fuerza a las cromatidas hermanas a

apartarse y ser finalmente separadas.
1.3. REGIONES ESPECIALIZADAS DE LA CROMATINA.

La cromatina a lo largo de los cromosomas presenta
modificaciones en su estructura, las cuales originan regiones
especializadas con funciones especificas. Dentro de éstas se
encuentran los telémeros y los centiémeros que participan en

procesos como : condensacién y segregacién cromosémica (53).

1.3.1. TELOMEROS.

Los telémeros son estructuras nucleoproteicas, -

localizadas al ' final de ‘un cromosoma lineal, poseen .
propiedades muy. caracteristicas como localizéciéﬁu;én la
periferia del  niacleo, apariencia fisica déxfiééiﬁbé~ay una
estructura diferente del nucleosoma para su cromatina
(54,55).

Los telémeros realizan dos funciones ampliamente
conocidas, la primera de ellas es mantener el largo de los
cromosomas, dada la inhabilidad de la DNA polimerasa para
replicar los extremos del DNA 1lineal y 1la segunda es
distinguir el final de los cromosomas de una ruptura de la

doble cadena de DNA, al formar una capa protectora que evita
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la fusién’ extremo-extrémo. Actualmente’ se l2s 'ha asociado
ademéas ""coh f'b;ocesos como. -la orgahizacién nuclear y el

apareamiento meiético, entre otras funciones(54,55).

Los teldmeros de distintos eucariontes nuestran un DNA
con caracteristicas conservadas. Este consiste de secuencias
cortas repetidas, que contienen tractos tipicos de 3 o 4
guaninas en una cadena y tractos de citosinas en lz cadena
complementaria, lo que produce una cadena rica en G y otra
rica en C, como por ejemplo TéAG:/C:TAz en los telémeros
humanos. La cadena rica en G se extiende para formar una
horquilla o asa de cadena simple con 12-16 nuciedtidos. Esta
asa en los protozoarios ciliados existe durante la mayor
parte del ciclo celular y en S. cerevisias se presenta
durante la fase S, al mismo tiempo que el DNA es replicado.
La presencia de tractos de homo purinas le da a la horquilla
G la posibilidad de adoptar conformaciones de DNA diferentes
del DNA-B, dandole la capacidad de empaquetarse en
estructuras cuédruples = de guanina [ formar complejos
multicadenas que pueden adquirir diversas confermaciones. Aan
no estd establecido si estas conformaciones existen in vivo,
pero lo mis probable es que se establezcan en una etapa
particular del «ciclo celular. Se ha propuesto que la
horquilla G en eucariontes superiores es izportante para
controlar la actividad de la telomerasa, promover
interacciones telémero-telémero durante la meiosis,
influenciar el acortamiento de los telbmeros y unir los

cromosomas a sitios nucleares especificos (54-%¢€).

Los tel6meros poseen un DNA que es sintetizado en forma
especifica por una transcriptasa reversa llamzia telcmerasa,

la cual elonga la cadena rica en G a partir de ztractes
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preexistentes, con el fin de compensar ‘la - progresiva;‘
reduccién del DNA por la replicacién incompleta del final delk
cromosoma. La telomerasa se puede considerar funa
ribonucleoproteina por su componente de RNA. En algunos
ciliados, levaduras, ratones y humanos él RNA actita como un
templete para la adicién de nuevo DNA en los telémeros. Se ha
obsérvado que la actividad de la telomerasa coincide en
tiempo con la replicacién del DNA en telomeros lo que hace
suponer que estos dos procesos est&n acoplados mecénicamente.
Por otra parte se ha encontrado que en células de mamiferos
existen mecanismos independientes de telomerasa para mantener
los teldmeros tales como la recombinacién homéloga (54,56).

La telomerasa 'se encuentra activa -en . 'las. célﬁlas
germinales de muchos vertebrados y al 1nicio del estado
embrionario, pero permanece inactiva o reprimida en células
sométicas, lo que produce el acortamiento de los telémeros y
el envejecimiento celular. La presencia de oncogenes virales
o algunas mutaciones somaticas que bloquean el ehbejecimiento

" celular ocasionan que las células continten diVidiéndbse y
erosionando los telémeros, esta erosién ‘de * los telémeros
conduce probablemente a la activacién de la - telomerasa. La
activacién de 1la telomerasa parece s necesaria~ para
sostener el crecimiento de muchos: tumores humanos,'esta idea -
es apoyada por el hecho de que el 85% de més de 1000 biopsias
de tumores malignos estudiadas. muestran la 'presencia de

telomerasa activa (57).
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1.3.2. CENTROMEROS.

Los Cent;émerps son estructuras dentro del cromdSomé que,
realiian{'diversas' funciones, son el sitio final de unién
entre cromadtidas hermanas durante la mitosis, son la regidn
donde ‘se forman los cinetocoros encargados de unir los
miérotﬁbulos, regulan el movimiento de los crcmosomas en la
mitosis y actualmente se ha propuestc su participacién como
puntos de control en el ciclo celular. La participacién de
los cinetocoros como puntos de conitrol se apoya en la
observacién de que muchas células durante la mitosis, en las
cuales los centrémeros no han alcanzado ura orientacién
correcta, envian una sefal que demora el ciclio, al parecer
los cinetocoros son capaces, de alguna manera, de sentir la
tensién producida por una unién bipolar estable y en ausencia
de ésta transmiten una seflal inhibidora que detiene ia
transicién metafase-anafase. En humanos la microinyecéibn de
anticuerpos contra proteinas centroméricas también causa un

retraso en la mitosis (58,59).

Los centrémeros estén coﬁppés;ésyipor ZNA con gran
variedad en secuencia vy tamaﬁoryéﬁtﬁé"diferentes especies,
s6lo existe una secuencia que‘se‘éohéerva'ent:e primates ¥y
roedores que es el sitio de unién,para la prcteina CENP-B,
llamada caja CENP-B de 17 bp. Los centrémeros en1 los humanos
estdn formados por DNA a-satélite, un repetido &n tandem rico
en A-T de 171 bp, al cual se le ha asociado con las funciones
especificas de los centrémeros. La participaciin del DNA a-
satélite en la funcionalidad de los centrdémeros Iue estudiada
por Sun y colaboradores (60} wutilizando centrdmeros de

minicromosomas de Drosophila, determinando qu2 el DNA a-
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satélite en estos organismos y probablemente -en eucariontes
multicelulares no . es ni necesario, ni - suficiente para 1la
funcién de los centrémeros. Ellos proponen que la  funcién de
los centrémeros. sea  realizada por la - formacidén de una
estructura de orden superlor especifica, ‘es decir un conjunto
tridlmensional organizado que resulta de una arqu1tectura del

DNA y/o interacc16n especifica de protelnas y DNA. en ‘el

centrémero.

Existen . tres  grupos kde proteinas centrémericas'

primero “son proteinas asociadas con el centrémero
del ciclo celular (CENP A, B, C y D), el segundo son
asociadas transitoriamente (CENP E y F) 'y el tercero son

INCEPs o proteinas internas del centrémero (61)

CENP-A es una variante de H3 la cual copurlflca

;_que
reemplaza a H3 dentro del tetrémero (H3/H4)2., Se ha
descubierto que la proteina CENP-A posee un sitio blanco para

particulas del corazén del nucleosom

" las proteinas que se asocian.  a centrémero, lo que hace
suponer que CENP-A, se produjo por la necesidad de tener una
estructura nucleosomal especifica donde el sitio N-terminal
pueda tener un contacto selectivo con otros componentes del
centrémero, tales como las proteinas CENP-B y CENP-C. E1l1
soporte experimental de esta hipétesis viene de trabajos
genéticos con S. cerevisae, donde un hom6logo de CENP-A, CSF4
es esencial para una segregacién correcta de las cromdtidas
hermanas. Esto sugiere que los nucleosomas que incluyen CENP-
A ensamblan un sitio cromosémico diferenciado, que puede
servir para facilitar la unién de 1los cilnetocoros y la

funcién de los centrémeros en la segregacién cromosdmica(6l).
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CENP-B y CENP-C son grandes protelnas hxdrofillcas que‘

-tienen la capacidad de unirse al” DNA, en el caso de CENP-B se
sabe que se asocia prlncipalmente con -ubullna v CENP-C se ha
encontrado presente. sélo en ‘los c;necocoros ac:tivos durante

la mitosis, probablemente para dar estabilidad :¢él).

El sequndo grupo lo forman las proteinas gque se' asocian
transitoriamente con el centrémero, entre estas se encuentran
CEP-E y CEP-F, las cuales se han localizadeo en la placa
externa de los cinetocoros y la corona fibrosa. Estudios con
anticuerpos, han determinado que se encuentran sélo en
centrémeros activos. CENP-E es una proteina con un sitio para
la unién de kinesina localizado préximo al extremo amino. La
microinyeccién de anticuerpos para CEP-E ha mostrado que
interfiere con el movimiemto apropiado de los cromosomas en
metafase, detiene el inicio de 1la anafase vy bloquea el
movimiento independiente de ATP de losickomosomas, manejado
por despolimerizacién de microtﬁbulos;kkEstcs resultados
sugieren un papel de CEP-E en el‘méﬁtehimieh;o de las uniones

de microtubulos (62).

El mecanismo por el cual estas proteinas estdn ausentes
en los cinetocoros inactivos , no est& ailn bien clara, se ha
propuesto la existencia de un factor organizador, la pérdida
del cual produce a gran escala lz eliminacién de 1la
estructura externa de los cinetocoros, un candidato para esta
funcién es CENP-C, una proteina necesaria para mantener el
tamafio y estabilidad de los centrémeros y que interactua con

el DNA (62)

El ultimo grupo de proteinas que se unen z centroémeros
son las INCEPs. Estas proteinas urisn a las cromdtidas
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“hermanas ‘en” el dominio- de ’aparéamiento 'd'eirck:entﬁrkémé}é y én i
las regidnes'donde las cromatides estan en contacf:b.:vvji Lés '
INCEPs -son liberadés al inicio de la anafase, por io~‘¢ua; se -
ha ‘sugerido que realicen una funcién en la réghlaé?bnlv"dél

apareamiento entre cromé&tidas hermanas {(62).

La estructura de orden superior de los centrdmeros fue
estudiada por Strissel y ccilaboradores (63), mediante
hibridacién DNA-DNA tipo Southern e hibridaciéon in situ
fluorescente (FISH) en extractos de cromosomas metafasicos,
utilizando sondas de DNA considerado como SAR. Sus resultados
mostraron que posiblemente ‘las regiones centroméricas de
muchos, sino es que de todos los cromosomas metafdsicos, son
regiones donde los cromosomas contienen lazos de cromatina
mis pequeflos en tamafio que en ios brazos y donde los SAR
estidn concentrados. Este agruparmiento de SAR es responsable
en parte del compacto empaquetamiento de la cromatina
asociada con la constriccién primaria de las regiones
centroméricas y pareceria que éste les confiere propiedades
estereo~fisicas, basicas para la realizacién de las funciones

de los centrémeros.
1.4. TECNICAS DE BANDEO

Las técnicas de bandeo son un grupo de métodos que
producen una tincién diferencial de los segmentos adyacenztes
de los cromosomas, es decir producen zonas claras u oscuras
bien definidas a lo largo de los cromosomas. El patzoén
originado por estas técnicas es reproducible, de tal manera

que nos permite detectar alterzciones estructurales a lo
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largo de ‘los’’ c'i:SEnéts"’dr'ﬁa"s,’ haciéndolas valiosas “herramientas

para el dlagnést:ico clinico (64)

l.4.1.BANDAs;Q‘

Abandas Q por Fluorescencia

La técn:.ca’ de ba‘ndas QFQ

muy ‘sir‘nplé,‘ Ta] ; in. la ' necesidad de
aminillas’ (64,65} .

envejecimiento

) pretratamiento de la

Eipatréh de bandas que -se gen'erva_eé muy "svimilar al de
bandas G (figura 9), pero con algunas'variéntes, la regién
distal ‘del brazo largo del cromosoma kYV" es  mucho mas
brillante, la regién pericentromérica de los cromosoma 3 y 4
y la regién pericentromérica y satélite de los cromosomas
acrocéntricos presentan polimorfismos. Esto hace que 1la
técnica se pueda utilizar para reconocer variaciones

polimérficas en estas regiones (64, 65).

Se han propuesto difereﬁtes teorias para explicar el
patrén de bandas generado, 1la primera fue propuesta por
Carperson 3 colaboradores quienes supusieron que la
brillantez de determinadas zonas se debia a la presencia de
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FIGURA 9. DIAGRAMA DE BANDAS DEL CARIOTIPO HUMANO DE ACUERDO
A LA CONFERENCIA DE PARIS DE 1971 (65)
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rechazado al apl icar

AT  de humanos

brillante. Otra propuesta ‘es que la

los

c:omosomas

protefinas de la cromatina, en especia.:. las nO‘ -s:onas y el

empaquetamiento de’ la fibra de cromatrna, sean “las causas
principales de la formacz.én de estas bandaé (64) . - Una
explicacién  méas completa del. fenémeno de bandeo es 1la
propuesta por Saitoh' y Laemmli (43", en la cuz. las bandas
son el resultado de la diferencia,e"n el tamafno y organizacién
de los'lazos deA'cromatina y de la rut:Aak de empaquetamiento que

sufre la columna AT en las bandas G/Q vy R.
1.4.2. BANDAS G.

" Las : bandas. G - puedekn /serr generadas . po‘r tratamientos
diversos como la desnaturalizacién cont:rbiada en una solucién
salina citratadé a 60°C, el tratamiento con detergentes o
enzimas proteoliticas como la tripsina bandas &G (bandas G
por Tripsina usando Giemsa) o quimiotripsina y una posterior

tincién con Giemsa (64,65).

Estas técnicas de bandas presentan ciertas ventajas
comparadas con las bandas Q, ya que tienen mayor resolucién y
son permanentes. Las caracteristicas de las btandas G han
facilitado su aplicacién en varios campos comc la genética
clinica humana, la botanica vy la zoologta (66,67) .
Actualmente esta técnica puede combinarse con -zros métodos
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como son las. técnicas de alta resoluciénryrla hibridacién in
situ (68). ‘ ‘

El patrén de bandas generado por estos métodos es
esencialmente el mismo que el de bandas Q a egcepcién de las
regiones centroméricas de 1los cromosomas Yy lés constricciones
secundarias de los cromosomas 1 y 16, que se tiﬂen mas
oscuro. La regidén distal del brazo largo del cromosoma Y se

tifie menos intensamente (69).

Las diferentes explicaciones

cistencia  del

patrén de bandas G consideran que s -8
1o otéaﬁizacibn
) y:R'y ‘que las
: 610‘ las ponen de

manifiesto (64).

“1.4.3. BANDAS R

La técnica de bandas R consiste principalmente en el
tratamiento de las laminillas con 4lcali y calor (80-30°C)
para producir una desnaturalizacién en los cromosomas Yy
subsecuente tincién con Giemsa, bandas RHG (bandas R por
Calentamiento usando Giemsa) o naranja de acridina, bandas
RFA (bandas R por Fluorescencia usando Acridina) (64,70).

Las bandas producidas por este método son el reverso del
patrén de bandas Q y G , es decir que en éstas aparece oscuro
lo que en las otras aparece claro y viceversa. Las bandas R
son preferidas por algunos laboratorios de citogenética
clinica por ofrecer la ventaja de que las regiones
teloméricas de muchos cromosomas, que tinilen claro en bandas

43



Q/G 'se tiﬁen' oscuras “en’ bandas:v permltiendo detectar

deleciones y translocac1ones en estas reglones (§9 70} .

Algunas de las teorias fprdpueStasviﬁara explicar el
mecanismo de obtencién de bandas'chonsideran que se originan
por el contenido rico en AT del" DNA de -las bandas G, el cual
sufre una desnaturalizacién mas ripida por el tratamiento,
dejando en su estado nativo al DNA rico en GC de las bandas R
o bien que las proteinas asociaaas a este DNA rico en AT
sufran una desnaturalizacién (64). Lés teorias que tratan de
explicar las bandas generadas por diversas técnicas pueden
ser complementarias y no éxéluyentes, ya que al parecer el
contenido de DNA, el empaqhetamiento de la cromatina y las
proteinas asociadas a DNA, forman segmentos especificos en el
cromosoma, los cuales - poseen caracteristicas que les
proporcionan un potencial de tincién distinto y que se pone
de manifiesto por diferentes pretratamientos (43).

1.4.4. BANDAS C

La técnica de bandas CBG ( bandas C usando hldrbxldo de
Bario y Giemsa) consiste en someter 1los cromosomas a un
tratamiento primero con A&cido (HCl), después con &lcali
(hidréxido de Bario) y soluciones salinas (2x85C) y calor
(60°C), antes de la tincién con Giemsa (69).

Las bandas C tienen muchas aplicaciones clinicas, pueden
ser usadas como marcadores en una familia , utilizarse para
detectar puntos de ruptura o translocaciones que incluyan la
regién centromérica, asi como para identificar la regién
distal del brazo largo del cromosoma Y. (64)



Las bandas C ponen de manifiesto la-heterocromatina de B
las regiones centroméricas de los ctomospmés yk b;a fpox:'cién,
distal del brazo largo del cromosoma Y Co‘r_i i.esi:a técnica s_ek
pueden observar polimorfismos en: los cromosomas 1, 9, ‘16 y
el brazo largo del cromosoma Y (65,"69)';

) Se han propuesto principalmgnte dos' teorias. que: tratan
de explicar- la obtencién de bandas por esta t:écnibca.,, La:
primera de ellas considera. que 1as bandas .se orig:l.nan por la -
rdpida renaturalizacién del DNA® altamente repetitivo de lOS‘
centrémeros, sin embargo, esta teoria tiene en»contra la

presencia de bandas o] positivas en regiones .con DNA ‘no

repetitivo. la segunda propuesta con51dera que 1as bandas c- '

se deben a la presencia de proteinas especificas no histonas
que impiden 1la desnaturallzacién, fragmentacién y pérdida del

DNA. Esta teoria se apoya en la observacién‘de’proteinas

‘como la variante
CBNP-—C, las
; estructurales ’

especificas en las regiones- centroméricas :
de las histonas CENP-A: y las proteinas CENP—
caracteristicas

cuales les confieren
especificas (64,71) .

Kunze y colaboradores (72) studiaron la “formacién de

bandas C utilizando cromosomas kkde,Mus musculus, los cuales
poseen un sitio citogenétlcamente polimérfico para una banda
C. Sus observaciones mostraron. que se requiere de una
cantidad minima de 10.5-17.5 Mb para que esta regién tifa
como banda C positiva, de. lo contrario aparece como banda C
negativa. Estos resultados hacen suponer que cantidades
menores de repetidos no son detectados como bandas C por
limitaciones de 1la técnica y no por diferencias en la
estructura de la cromatina. Sin embargo, Kunze Y
colaboradores(72) también mencionan que no es suficiente un
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.también

'e bandas THG alentamiento

usando Glemsa),es ﬁna modlflcac16n de: la técnica de bandas ‘R,

(bandas T po
puede realizarse introduc1endo la laminilla en tna solucidn
amortlguadora de fosfatos a pH 6.5 a 87 oc: 6 bien incubando
por 20-60 min. en ‘una soluc16n salina balanceada de Earle a
87°C. EX: método de bandas 'T pone de manifiesto las regiones
telomérxcas de los cromosomas (65, 69) o

Se cree que las bandas . T- se’ producen en parte por unak

el

incrementar el tiempo de tratamiento con 'ca ] s:-bandas R

pierde su afinidad por

gradualmente se destifien permaneciendo” sélo
ricas en GC (64). R

Dentro de estas bandas se han encontrado la mayor parte
de los genes y oncogenes mapeados, por lo qﬁekla deteccién de
cambios estructurales dentro de estas regiones por las
técnicas de bandeo es importante para el diagndstico
citogenético (64,69).

1.4.6. CARACTERISTICAS DE LAS BANDAS.

Las técnicas de bandeo antes descritas ponen de

manifiesto diferentes regiones a lo largo del cromosoma con
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caracteristicas especificas, lo cualvhace considerar que las

bandas obtenldas por estas técnicas no sélo representan las
propiedades - de tlncién ‘de 1unaw reqién,  sino que también

seflalan . &reas. con func;onesL'VCOmposicién y - estructura’

especifica’ (64).

' Una caracteristica oBserVada de las bandas G/Q y R es el.
proceso que las. origina,  estas bandas se forman por. la.
condensacién que presenta lé cromatina para pasar . de lé
replicacién a la mitosis. El proceso de condensacién - fue-
estudiado por Drovin y colaboradores (73), utilizando cdétrb
diferentes técnicaé de bandeo GTG, GHG, RHG y  THG,  para
sequir el paso de profase (1,250 Dbandas) a metafase
tardia (300 bandas). Sus resultados mostraron que 1las 300
bandas que se observan en la metafase tardia, principalmente
resultan de la fusién progresiva de numerosas bandas pequeiias
llamadas sub-bandas, las cuales aumentan su ancho y acortan
su longitud, lo que favorece su agrupamiento. En la mayoria
de los casos dos bandas mayores que limitan a una menor se
funden para dar una banda principal. La fusién de las bandas
no se da en forma sincronizada y se ha observado que hay
algunas bandas que sélo se contraen y no se fusionan. Por
otra parte la condensacién parece darse preferencialmente en
los brazos largos mas que en los cortos, se condensa primero
la cromatina de replicacién tardia de las bandas G y las

bandas R de replicacién temprana se condensan menos.

Por otra parte las bandas G y R no s6lo muestran
diferencias en su proceso de condensacién, Holmguist vy
colaboradores (74) realizaron una investigacién que reunid un
conjunto de caracteristicas especificas de cada tipo de

bandas y que permitidé clasificar la cromatina de las bandas
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Alu-, GC-}, (GTG— Alu+,' GC+)

las (GTG- Alu+, GC+) (figura 10y

las

Los dos ultimosk grupos
forman las bandas T.- ‘
‘‘caracteristicas

Los resultados ' obtenidos ‘mostraron

individuales para cada tlpo kde bandas. ‘Las - bandas G/Q

mostraron tener un contenido. més rico'en AT, aun cuando éste

s6lo es de un 3.2%, son escasamente sensibles a DNAsas,

poseen pocos puntos de ruptura Yo rearreglos, contienen un
nimero pequefic de genes 'y’ éstos generalmente son tejido
especificos, son pobres en” secuencias Alu, ricas en L1 y su
replicacién es tardia {74): k

En relacién a las bahdas R, Homquist y colaborédores(74)
mencionan que dentro de los cuatro sabores que las forman, se
encuentran todos los genes de mantenimiento “housekeepings” Yy
la mitad de los genes tejido especificos, todos ellos de
replicacién temprana y con islas CpG. Las bandas,R también se
caracterizan por sensibilidad a DNAsasvyfbbrqié:presencia de
un numero mayor de rupturas y rearreglos:cbﬁparadas con las
bandas G, asi como una replicaciédn temprana.

Las bandas T fueron divididas por Holmquist y
colaboradores (74), de acuerdo a las secuencias que contienen
en dos grupos: ricas en Alu y GC y las no ricas en Alu pero
ricas en GC. Dentro de estas bandas se ha encontrado la mayor
parte de los genes y oncogenes mapeados, asi como 1lo0s puntos
de ruptura que producen cancer y los cambios cromosémicos

asociados con algunas neoplasias, lo mismo que la mayor parte
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de las ripturas inducidas por rayos X, quiasmas meiéticos y

rearreglos de la evolucién.

Gardiner {75) retoma los trabajos de Holmguis: sobre los
sabores de la cromatina, pero también menciona otros trabajos
en los cuales se mapeo la composicidén de bases de Z1q y Xg26-
g28, con el propdsito de analizar la densidad de islas CpG ¥y
el contenido de Alu y L1 (76,77). En estos :trabajos se
observé que las bandas R con alfto nivel de GC (50%) tenian
una alta densidad de islas CpG y las bandas con bajo nivel de
GC tenian baja frecuencia de islas CpG, sin embargo, las
bandas con contenido moderado de GC, presentaban variedad en
la densidad de islas, asi como el contenido de Alu y L1, no
mostrando variaciones extremas entre estas bandas R y las G,
lo cual es contrario a lo predicho en estudios anteriores. La
reunién de estos datos sugiere gque a nivel de i0 a pocos
cientos de kilobases la relacién entre -la composicién de
bases, densidad de islas' CpG y contenido de repetidos son

bastante variables dentro de las bandas R.

Por otra parte Gardiner (75) menciona que los estudios
realizados en 6p, regiéh donde se 1localiza el complejo
principal de histocompatibilidad, asi como en X328 y 21q,
muestran un agrupamiento y organizacién de genes en
fragmentos de aproximadamente 100 Kb, que recuerdas los lazos
de DNA propuestos por Saitoh y colaboradores (43). Aungue no
se ha establecido claramente la relacién entre 1a3 funciones
de estos grupos de genes, se ha propuesto que este
agrupamiento debe permitir un control regional o :2mporal de
la transcripcién. En el cromosoma 21, mas del 90% de los
genes mapean dentro de la porcién distal del brzzo largo,

correspondiente a una banda R (21g22), mientras gue la banda
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G (21q21) contiene el 40% del DNA del brazo largo, pero ﬁenos
del 5% : de los genes. Esto parece coinc1dir en todas las
bandas G (75). g

Las bandas G como se ha mencionado contlenen una gran
proporc16n de DNA y pocos genes, . esto ha hecho preguntarse
que " funcién tiene: el 95% ’dél'fDNA que- no codificante, la.
primera propuesta. es - que sea ' DNA: chatarra sih ninguna“
funcién.  Sin “ embargo, . existen ~ estudios qﬁe apdyaﬁ lo
contrario, por ejemplo, se ha observado que la secuencia de
100 Kb -del receptor de células T de humano y ratén kesté
altamente conservada no sélo en la secuencia codificante, -lo
cual hace suponer que dentro del DNA no codificante existe

informacién especifica. Por‘ otré

parte,;,eI, ‘examen ' de
secuencias de DNA como palabras de 3= 8 Kb, utilizando
estadisticas que se aplican a un lenguaje natural, mostré que
el DNA que no codifica presenta ‘un ord”n que hace suponer que
contenga informacién en otro lenguaje distinto al del DNA que
codifica para una proteina (75).5

1.5. APLICACIONES CLINICAS

La citogenética es una herramienta fundamental en el
diagnostico de enfermedades genéticas, adquirié una mayor
importancia durante los aflos sesenta cuando aumenté la
observacién de la correlacién cariotipo-fenotipo (78,79).



Las enfermedades cromosémircé;i' detectadas 7 . éor
citqgenética, presentan una prevalencia’ de' 1: 150 o‘ 1:200
recién nacidos vivos, son una causa significac;va de retraso
mental (especialmente cuando se asocian “a ! caracterist;cas
dismérficas) y de amenorrea primaria (50%) .- Las ano*malidades
cromosémicas también son la causa del-AGIO% de,,lkos’ abortos

espontdneos en el primer trimestre (80).

Los padecimientos cromosdmicos pueden sér',.,o‘rigi'nados-por

anormalidades numéricas o estructurales. ' Dentrc: de las

anormalidades numéricas se encuentran las pollploidias, que
se presentan cuando el numero de cromosomas es. un multiplo
del numero haploide y mayor al numero dlploide ,y las
aneuploidias que se presentan por exceso o pérdida de‘k uno ©
mids cromosomas. Muchas anormalidades nuimericas 'se ‘presentan
esporadicamente, por lo que los padres del paciente tendran
un cariotipo normal. Las aneuploidias de bautosomas mas
frecuentes responsables de sindromes clinicos especificos
son las trisomias 21, 13 y 18 y en los de cromosomas sexﬁales
son 47,XXY y 47,XYY en masculinos y 45,X en femeninos
(78,81,82).

Las aberraciones estructurales incluyen deleciones,
translocaciones, duplicaciones, inversiones, isocromosomas Yy
cromosomas en anillo. Las deleciones se deben a una ruptura o
pérdida de un segmento de un cromosoma. Las translocaciones
son producto de la ruptura de dos cromoscmas, con
transferencia y fusién . del fragmento roto de un cromosoma a
otro. Las duplicaciones se originan por un entrecruzamiento
desigqual entre las cromadtidas durante la meiosis originando
la duplicacién de un segmento en el cromcsoma . Las

inversiones son consecuencia de dos rompimientos en un mismo
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cromosoma, donde el segmento que se forma se invierte antes
de volverse a unir. Los cromosomas en anillo se producen por
dos rupturas en un mismo cromosoma, en el cual los extremos
se pegan y forman un anillo. Los isocromosomas se originan
por la divisién anormal del centrémero durante la mitosis,
produciendo que un brazo se pierda ky el otro este duplicado o
por'un evento anormal’ de cromatidas. hermanas o cromosomas
homélogos (78, 81) - ‘

Cuando se presenta un rearreglo estructural siempre debe
ldentlficarse si es de novo-o si’ es heredado de uno de los
padres, si este es el caso debe tratarse de determinar la
naturaleza del arreglo e identificar otros miembros de la
familia que sean portadores del‘ mismo. ‘Pueden encontrarse
rearreglos balanceados en los Vpadres dé uh paciente con
translocacién no balaceada y:.-"en parejas con pérdidas
recurrentes del embarazo o ivn'fertilyidad. También pueden
presentarse mosaicos cromosémicos en lés cuales un individuo
posee dos lineas celulares cada una diferente en su
constitucién cromosémica. Por ultimo los cromosomas en anillo
pueden ser mAs dificiles de identificar debido a la variacién
en su estabilidad y en las células en que se encuentra
(78,81).

El diagndéstico citogenético es importante para que el
médico conozca las posibles manifestaciones de la enfermedad
al nacimiento, durante la nifiez y en la adolescencia, las
principales indicaciones clinicas para un analisis
citogenético son: retraso en el desarrollo, retraso mental,
anormalidades miltiples congénitas, caracteristicas
dismérficas, ambigiiledad © anormalidad genital, desarrollo

sexual anormal, infertilidad, desérdenes del crecimiento,
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sos’pécha"de:algﬁn sindrome cromosémico y diagnéstico’ prenatal
(80). ' '

El diagnéstico citogenético sekapoya en une serie de
técnicas, algunas de las cuales se han modificadoc con los
avances tecnolégicos. fentro de estas técnicas se encuentra
el raspado bucal. Este método se ha usado principalmente para
la detecciédn rapida de cromatina sexual, ya que una masa de
cromatina sexual (cuerpo de Barr) representa al cromosoma X
inactivo. El numero de cuerpos de Barr es igual al ndmero de
cromosomas X menos 1. Otra aplicacién del raspado bucal es la
tincién con quinacrina, que produce una zona de fuerte
brillantez en el brazo largo del cromosoma Y (cromatina Y),
qué es mas visible en células en:interfase. Esta técnica se
usa prihcipalmerite c‘uank‘do se: quiere llegar al diagnéstico
) asociado a condiciones de anormalidad o ambiglledad genital y

en caso de desarrollo normal.. Sin embargo, ~estas son

solo pruebas presunt el complemento cromosémico sexual y

siempre debe confirmarse con un cariotipo (79) .

Una”~ t;_kéchica fundamental para el avance de  la
citogenética 'fue‘kla realizaciéon del cariotipo. Esta consiste
en ‘aplicar ‘a un cultivo celular, un tratamiento con
fitohemaglutinina y soluciones de colchicina e hipoténicas
antes de fijar. El grupo de células estudiadas se bioquean en
la etapa de metafase del ciclo célular, posteriormente se
rompe la membrana celular y subsecuentes procesos y tincién
permiten visualizar claramente los cromosomas de una célula
de un individuo. La obtencién del contenido ccmpleto de
cromosomas permite identificar a los cromosomas por su tamafio

1% la posicién del centrémero lo que hace posible
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clasificarlos_;r'en . grupos pero no identificarlos
individualmente (65, 69). o i

Otras técnicas importantes para la éitogenética son .. las
de bandeo, éstas se desarrollaron en los 70°, al ap;icar
métodos de tincién diferentes como la flourescenciab(béndas
Q) Q técnicas de desnaturalizacién (bandas G) (79). Por medio
de éstas fue posible identificar y conocer la arquitectura ‘de
cada cromosoma humano, asi como detectar anormalidades
estructurales como translocaciones, deleciones y
duplicaciones. Una banda de un cromosomas metafasico obtenida
por estas técnicas corresponde a 7.5 Mb, por lo cual con
estos metédos es posible detectar deleciones o duplicaciones
en el rango de 5-10 Mb. Debido a las caracteristicas antes
mencionadas las técnicas de bandeo son de amplio uso en el
diagnéstico citogenético, generalmente para el inicio de un
analisis se emplean las bandas G y si. se tiene duda del
diagnéstico obtenido por  esta técnica o bien si se sospecha
de un sitio especifico- donde se. presente  la. aberracién, se
"utilizan técnicas de - bandeo’ qhe 'ponéan ide manifiesto esa
regién, por ejemplo bandas C, R,vT 6 NOR  (Bl1).

Otra técnica citogenética es 1la utilizada para la
deteccién del sindrome del X fragil, este método consiste en
el empleo de un medio de cultivo carente o con antagonistas
del acido félico, con el cual se produce la manifestacién de
un sitio fragil en Xq27.3(8B6). Con la aplicacidén de técnicas
directas de DNA para el gen del sindrome de X fragil (FMR-1I)
su uso ha disminuido., La aplicacién de esta técnica es
recomendada en pacientes masculinos con RM no dismérficos,
autistas o individuos con historia familiar de RM ligado al X
(79).
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La citogenética también cuenta con métodos comc las
técnicas de alta resolucién, las cuales impiican la

sincronizacién del cultivo de células, para obtener una

: poblacién rica en profases o prometafases, cuando los
cromosomas se encuentran menos condensados. La apliczacién de
técnicas de bandeo de alta resolucidn revela una wmayor
cantidad de bandas, mientras una célula tipica en metzfase
contiene de 400-500 bandas por genoma haploide, las
preparaciones de cromosomas sincronizadas hacen posible
visualizar 1,000-2,000 bandas. Este estudio se aplica en
circunstancias en las cuales una regidén particular del
cromosoma se estudia en gran detalle, ya que no es posible
aplicar alta resolucion a todos los estudios cromoséaicos por
el trabajo que requiere y la dificultad del andlisis. Una de
sus mayores aplicaciones es para el diagnéstico de sindromes
de genes contiguos, en los cuales el padecimiento se debe a
una microdelecién o duplicacién de un segmento cremosémico
que incluye miltiples genes, cada uno de los cuales
contribuye al fenotipo, como por ejemplo en los sindromes de
Miller-Dicker, DiGeorge y Prader-Willi o Angelman (78&,79,81).

La técnica de alta resolucidén que produce 1000 bandas,
tiene una sensibilidad para detectar deleciones o
duplicaciones en un rango de 2-3 Mb. En los casos donde las
anormalidades estructurales son mads pequefias es reccmendable
utilizar técnicas citogenéticas moleculares como la
hibridizacién in situ fluorescente (FISH), con una
sensibilidad que detecta delecionrnes submicroscépicas de menos
de 3Mb. Este método consiste en la hibridizacién de una sonda
especifica marcada con el DNA desnaturalicido en

preparaciones de cromosomas en metafase, en céliulas en
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interfase o secciones de tejidos fijadas. Las sondas marcadas
de DNA incluyen sondas: de sécuencias unicas, secuencias
repetitivas o bien de una “biblioteca de un cromosoma
particular. Dependiendo de las sondas, esta técnica puede ser
utilizada para detectar el numero de copias de un cromosoma
especifico, identificar los derivados ] cromosomas
marcadores y detectar microdeleciones y translocaciones
cripticas (8l). Una modificacién de esta técnica es el Mualti
FISH & M-FISH el cual permite visualizar a los 22 autosomas y
los 2 cromosomas sexuales cada uno con un color diferente. La
técnica consiste en la hibridizacion de un grupo de sondas de
DNA especificas para cada cromosoma marcadas con . una
combinacién diferente de fluorocromos. E1 M-FISQ 'permipe,
detectar anormalidades estructurales y numéricas de;;oaosiyési'
cromosomas en un solo FISH. Se ha utilizado en algﬁhdSiEéSéS'
para: a) detectar cromosomas marcadores vy detetminatibel :
contenido de heterocromatina del marcador, 'b)f“déEéCtar
anormalidades | estructurales como translocaéiones : o
inserciones vy demostrar que rearreglos dentro de un
cromosoma no contienen material de otro. Es importante notar
que en el caso de rearreglos intracromosdmicos es necesario
realizar bandas G ya que estos pueden escapar a la deteccién
por M- FISH por lo que las bandas G cl&sicas contintan siendo
indispensables. Sin embargo las tecnicas de M-FISH tienen la
desventaja del alto costo de las sondas y la necesidad de un
equipo automatizado para poder integrar los diferentes
colores (78,79,81, 83).

La utilizacién de las técnicas de bandeo en conjunto con
las técnicas moleculares permite obtener una mayor
informacién genética., Es posible establecer nuevos protocolos
para el trabajo en laboratorio como el propuesto por Dawson y
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colaboradores paraﬂ det:e minar el 1 en: . : -romosoma
marcador, de  inicio i se.  rea. izan  la ‘yaﬁda's " GTG,
posteriormente las bandas C para’ detectariy la presenc'a de
centrémero en el marcador Y' de acuerdo a los resuu:ados se
pueden obtener ~mas datosb a‘ part:j.r de técnicas- ds bandeo
especificas como bandas . Q, bandas NOR, DAPI y con estos
resultados poder realizar un estudio de FISH, para llegar a

determinar el origen del marcador (83,84).

La citogenética realiza diversas funciones dentrc del
campo clinico, no s6lo en la determinacién de la etiologia,
diagnéstico y manejo de enfermedades cromosémicas, sinc que
también realiza un papel central en 1la elucidacién del
desarrollo de neoplasias. El primer hallazgo cromosdmico en
una néoplasia fue el cromosoma Filadelfia, el cual  se
describié completamente en 1973 , estableciendo un mcdelo que
sugiere la especificidad de cambios cromosémicos pata
producir condiciones neoplésicas. Las translocaciones en loci
que involucran a los proto-oncogenes y genes tumor supresor
permitieron comenzar a determinar la participacién de éstos
en la formacién de neoplasias. El monitoreo citogenético esté
integrado en la mayor parte de las neoplasias como una
evaluacién basica en el diagnostico y como una herrarienta en

su manejo. (80).

Las técnicas citogenéticas también se aplican en el
diagnéstico prenatal. Este estudio debe realizarse en caso de
edad avanzada de la madre, parejas con un producto previc con
trisomia o una historia familiar con trisomia, par:zjas con
rearreglo estructural que presentan el riesgo de un procucto
no balanceado, parejas portadoras de un padecimiento

hereditario, parejas con antecedentes de sindrome de X-fraqil
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y.en-el ééé@,agfi lefulﬁrasonido o los metodos de tamizaje

no inﬁasivos; ‘pﬁ vean ' ‘indicios - de alguna anormalidad
cromosémica.gLaSJMQeS;ras para el diagnéstico prenatal pueden
ser de céluiaéLdefiiduido'amniético, vellosidades coriénicas

o del cordén umbilical (78).
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2. MATERIAL Y METODOS.

TECNICA PARA CARIOTIPO DE LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

I. Cultivo de linfocitos.
1. Tomar sangre en  condiciones asépticas - con _jeringa
heparinizada. ; :

2. Colocar 10 gotas de ‘sangre
fitohemaglutinina ‘en’ ‘5 ‘ml*de’ medio’ RPM
prepararse dos frascos por pacient

eparim.zada y 0.1 ml. . de .

sﬁplementado. Deben .

3. Incubar el frasco a.

4. Una hora y media antes'de: v :Acéicj\._onau’: soul,  de

colchicina al 0.02% y reincubar los rascos ‘a 37.°C para

completar el tiempo..

ITI. Cosecha de linfocitos.: . . :
1. Después de haber incubado una hora y med:.a con colchlc:ma,
'pasar el contenido de los frascos a tubos de’ ce:trifuga de 15‘

~ml y centrifugar a 3500 rpm, durante 5 minutos

vortex. :
3. Incubar a 37°C durante 30 minutos. Pasédos “los’ 30 min.
Centrifugar a 3000 rpm durante 5 min .y - decantar el

sobrenadante.
4, Realizar la primera fijacién anadiendo al botén

resuspendido 5 ml de solucién fijadora de Carnoy gota a gota

con agitacién.
5. Dejar reposar 15 minutos a temperatura ambiente
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6. Pasado este tiempo centrifugar 'nuevameﬁte‘ y' répetir' el
paso anterior cuantas veces sea. necesario para obtener un

botén blanco y un sobrenadanta transparente

7. Para hacer las preparaciones decantar el obrenadante Y.

adicionar aproximadamence 1 'ml.de’ fijador para re uspender el‘
botén. ; S '7 :
8. Tomar con una pipeta Pasﬁeur la éuspéhéié dejar baérf3,

gotas sobre cada lamlnilla perfectamente limpl

Ly, desgraéadé,':
Dejar secar al aire. ; .
9. Tefiir las laminillas por cinco minutos ~con
Giemsa. Lavar con;agua comin y dejar seqar
10. Observar él'hicroscopio con objetivb se

la calidad ' cantidad de las metafases y hac' minfi;és

para técnica de bandeo.

TECNICA DE BANDAS GTG.

1. lLas preparaciones cromosémicas del paso anterior se secan
al aire y se dejan envejecer durante una semana.

" 2. Sumergir una- laminilla en la solucién de tripsina a
temperatura ambiente durante 10 segundos:- i

3. Pasado el tiempo lavar la laminilla en una solucién
amortiguadora de fosfato pH 6.8.

4, Tefiir las laminillas por 3 minutos con Giemsa, lavar con
agua corriente y dejar secar.

5. Ver algunas metafases con el objetivo de inmersién para
observar las bandas producidas. De acuerdo a la observacién
determinar el tiempo adecuado de tripsina para el resto de
las laminillas.



TECNTCA Di: ) BAN’ Al D"zis cEG.

1. Colocar las preparaciones 'bromoséﬁicasv,en HC1l 0.2 -N.
durante 30 minutos. . .. ”,' f‘Li"

2. Transcurrido ‘el tiempo lavar co',agua destllada

n Ba(OH)z"O 065 M.,a:37°c durante

3. Colocar 1as lamlnilia
30 minutos. . '
4. Lavar conkaguéiﬁég S
5. Colocar las- ] n (2xS8C) a  60°C

durante 2 hrs.

6. Lavar con:agu a: corriente.

7. ‘Giemsa du'ante 3

;I Cultivo:de”linfocitos.

:‘1 En tubos de polipropileno se coloca de 10 gotas de - sangre
! heparlnizada en 5 ml. de medio RPM1640 suplementado. Se
prepara por duplicado. ;

2. Incubar por 72 horas a 37 °C. Adicionar 0.05 ml de una
solucién de metrotexate 10(-S)M. jy

3. Se mezcla bien para inducir la sincronia y se incuba a 37
°C por 17 horas.

4. Pasado este tiempo centrifugar a 3500 rpm durante 5
minutos. Decantar el sobrenadante y adicionar 5 ml. de
solucién Hanks y resuspender el botén en condicicnes
estériles. Repetir el lavado

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

1640 y 50 pul de solucién de BrdU. Incubar a 27°C por & horsas.
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de:ecolehicina“al 0.02%.

B

6. Adlcionar450 u

TECNICA DE X-fragil.

Induégién:de}sit;OS"fragileékusando medio deficiente en &cido
' P félico. ' '

I. Cultivo de linfocitos. .

1. En un tubo de polipropilénovse colocan 10 gotas de sangre
heparinizada, 0.1 ml de fitohemaglutinina en 5 ml. de medio
de cultivo RPMI-1640 deficiente en dcido f£élico suplementado.
2. Incubar por 96 horas a 37 ?C. 

3. Adicionar 0.2 ml de cqlchicina 0.02% 45 minutos antes de

la cosecha.

II. Cosecha de linfocitbsQ 
seguir los pasos de: la cosecha de linfocitos de la técnica de

cariotipo de linfocitos

Induccién del sitio frégil usando fluorodesoxiuridina como
‘1nhibidor de la timilidato sintetasa.

I. Cultivo‘dehlinfocitos.
1. Tomar Vsangre .en’ condiciones asépticas con jeringa

heparinizada.
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2. Colocar de 10_ otas_de sangre. heparinizada y 0.1 ml. de

fltohemaglutini

n 5 ml de medio MacCoy 5A suplementado.

"Deben preparars

dos frascos por oaciente.
3. Incubar: el g k
4, Adiciona'"
de trabajo

5. Incubar524

IT. Cosécha

seguif lbé'pasd de a cosecha .de linfocitos de la técnica de

cariotipo de linfocitos
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3. RESULTADOS

En las tablas 1-10 se muestran los resultados obtenidos.
Se estudiaron en el servicio de Genética del Hospital General
de México SSa:; en el periodo de enero de 1995 a diciembre de
1996. un total de 1948 individuos, que incluyen casos indices,
familiares, cényuges ¥y controles (tabla No.l). de los’ cuales
se tomd muestra para estudlo citogenétlco a 456 individuos
(23.39%) y se analizo el .14.83%.- E1 4. 51% no. pudleron ser
analizadas, porque el numero de metafases fue insuficiente

para realizar el 'estudio (yv en 'el 4 05% se obtuvieron

cromosomas con un patrén de kbandas deficiente para poder

integrar un diagnostic

El anélisis‘de ié$ causés por las qde se realizé estudio
citogenético (tabla 2) mostrdé como las mas frecuentes al
retraso en el desarrollo y/o mental y los sindromes asociados
con éste. Para los estudios citogenéticos realizados en 1995
.Y 1996 el cariotipo normal fue el mas frecuente representando
el 71 62%(tabla 3). En 1los cariotipos con resultados
anormales se presentaron con mayor frecuencia aberraciones en
autosomas, principalmente asociadas a Sindrome de Down. Las
aberraciones en cromosomas sexuales b&sicamente estuvieron

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

La clasificacién de los cariotipos por la presencia de
aberraciones numéricas o estructurales, permite identificar a
las aberraciones numéricas .n autosomas, como las mas

frecuentes, ya que representan un 51.21% (tabla 6).



-~ De las - aberraciones Sen 'aﬁtoSomas~ observadas~ en los

.cariotipos realizados a los. paciente en 1995 se observa a la
trisomia 21 y las translocaciones robertsonlanas como las mas
.62.06% Y 20.68%

os pacientes estudiados en

frecuentes con un porcentaje

‘respectivamente. En el caso de
1996, la trisomia 21 sigue siendo la aberracxén numérica mas

frecuente, pero las transl'c o ‘robertsonianas fueron

de mayor porcentaje (tabla Ty

las aberraciones estructura
9). :
Por otra pa ,rraCLones cromosdmicas sexuales
'encontradas mé 1 em‘ te ‘en los cariotipos rea’izadosk’
en 1995 y 1996 as asociadas al sindrome de t

~correspondiendo principalmente a la monosomia 45,x (tabla 8
y 10). :

65




TABLA Nol
RESULTADOS DEL TOTAL DE MUESTRAS A LAS QUE SE LES REALIZO
ESTUDIO CITOGENETICO EN 1995-1996.

ESTUDIOS CITOGENETICOS 1995 1996 TOTAL
No. % No. % No %
No. DE PACIENTES DE 1* 1141 58.57|807 41.42 1948 100
VEZ DEL SERVICIO DE
GENETICA
TOTAL DE MUESTRAS 277 100 | 179 100 456 100
RECIBIDAS PARA ESTUDIO
CARIOTIPOS ANALIZADOS | 153 55.23 {136 7597 289 63.37
MUESTRAS QUE NO 78 28.15} 10 5.58 88 19.29
CRECIERON
MUESTRAS NO 46 16.60 |33 18.43 79 17.32

ANALIZABLES




TABLA No.2

CAUSAS POR LAS QUE SE REALIZO ESTUDIO CITOGENETICO EN 1995-1996.

CAUSAS POR LAS QUE SE REALIZO CARIOTIPO | PACIENTES | PACIENTES | TOTAL
1995 1996
No. % No. % No. %
RETRASO EN EL DESARROLLO Y/O RETRASO
MENTAL 30 10.83 26 1620 {56 12.28
Sx. DE DOWN 28 10.10 |24 1340 |52 1140
Sx. DE X-FRAGIL! 0 0000 |3 167 |3 0.65
Sx. de PRADER WILLI 4 1.44 2 1.1 (6 131
DESARROLLO SEXUAL ANORMAL IR
SINDROME DE TURNER 13 468 21 11.73 {34 745
SINDROME DE KLINEFELTER ] 0.36 5 279 |6 131
SINDROME DE XYY 1 036 |0 000 |1 021
DISGENESIA GONADAL MIXTA 3 1.08 Jo 000 |3 0.65
DISGENESIA GONADAL PURA 2 072 {7 391 |9 1.97
VARON XX 0 000 |2 L {2 043
AMENORREA 1’ Y 2’ 6 216 |6 335 (12 263
AMBIGUEDAD GENITAL 2 072 2 111 14 0.87
OTRAS CAUSAS 6 2.16 4 223 (10 219
SOSPECHA DE ALGUN SINDROME EN
ESPECIFICO
RETINOBLASTOMA 5 1.80 0 000 |5 1.09
ICTIOSIS LIGADA AL X del(Xp22.3-p21.3) 22 794 1o 000 122 482
EXPOSICION A AGENTES CLASTOGENICOS
EXPOSICION A RAYOS X E INDIVIDUOS 5 180 (3 167 |8 1.75
CONTROL N
EXPOSICION A Co. 1 036 |o 000 |1 0.21
DEFECTOS CONGENITOS
20 721 112 670 [32 7.1
PROBLEMAS DE LA CONCEPCION
ABORTO HABITUAL 27 9.74 14 782 {41 899
ESTERILIDAD 8 2.88 8 446 (16 3.50
EMBARAZO DE ALTO RIESGO 13 4.69 8 446 121 4.60
PADRES U OTROS MIEMBROS DE LA FAMILIA
DEL CASO iINDICE 35 12.63 11 6.14 [46 10.08
OTRAS CAUSAS 45 1624 [21  11.73 |66 1447
TOTAL 277 100 179 100 [456 100
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TABLA No.3

RESULTADOS DE LOS CARIOTIPOS REALIZADOS A LOS
PACIENTES EN 1995-1996.

RESULTADOS PACIENTES {PACIENTES [TOTAL
ENCONTRADOS EN 1995 EN 1996
No. % No. % No %
CON ABERRACION DE [29 1895 128 20.58 |57 19.72
L.OS AUTOSOMAS

CON ABERRACION DE [12 7.84 13 9.55 |25 8.65

LOS CROMOSOMAS

SEXUALES
SIN ALTERACIONES (112 73.20 95 69.85 (207 71.62
TOTAL 136 100 289 100

153

100
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TABLA No.4
RELACION ENTRE EL CUADRO CLiNICO Y LOS RESULTADOS
OBTENIDOS EN LOS PACIENTES DE 1995

CARIOTIPOS CARIOTIPOS
CUADRO CLINICO NORMALES ANORMALES TOTAL
No. % No. %. No. %.
RETRASO EN EL DESARROLLO Y/O
RETRASO MENTAL 11 9.82 2 4.87 13 - 849
Sx de DOWN 2 1.78 21 51.21 23 15.03
Sx de PRADER WILLI 2 1.78 3 1.96

DESARROLLO SEXUAL ANORMAL
SINDROME DE TURNER
SINDROME DE KLINEFELTER
SINDROME DE XYY
DISGENESIA GONADAL MIXTA
DISGENESIA GONADAL PURA
AMENORREA I’ Y 2°
AMBIGUEDAD GENITAL

OTRAS CAUSAS

-0.00

Wawnuihooow

267 -

1 2.43

- 6.53
0.65

SINDROMES ESPECIFICO
ICTIOSIS LIGADA AL X

EXPOSICION A AGENTES

CLASTOGENICOS
EXPOSICION ARAYOS X E

INDIVIDUOS CONTROL
EXPOSICION A Co.

DEFECTOS CONGENITOS

PROBLEMAS DE LA CONCEPCION
ABORTO HABITUAL
ESTERILIDAD
EMBARAZO DE ALTO RIESGO

PADRES U OTROS MIEMBROS DE LA
FAMILIA DEL CASO INDICE

OTRAS CAUSAS

TOTAL
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) TABLA No.5
RELACION ENTRE EL CUADRO CLINICO Y LOS RESULTADOS
OBTENIDOS EN LOS PACIENTES DE 1996

CARIOTIPOS CARIOTIPOS
CUADRO CLINICO NORMALES ANORMALES TOTAL
No. % No. %. No. Y%.
RETRASO EN EL DESARROLLO Y/O
RETRASO MENTAL 17 17.89 1 243 18 13.23
Sx DE DOWN 1 1.05 23 5609 | 24 17.64
Sx DE X-FRAGIL 2 2.10 1 243 | 3 2.20
Sx. DE PRADER WILLI 2 2.10 0 0.00 2 1.47
DESARROLLO SEXUAL ANORMAL ,
SINDROME DE TURNER 122926 19 13.97
SINDROME DE KLINEFELTER 1’ 243 5 3.67
DISGENESIA GONADAL PURA 0 0.00 5 3.67
VARON XX O R 0.00 0 0.00
AMENORREA I’ Y 2° SO0 0.00 6 4.41
AMBIGUEDAD GENITAL 0 0.00 1 0.735
OTRAS CAUSAS 0 0.00 3 2.205
EXPOSICION A AGENTES
CLASTOGENICOS S
EXPOSICION ARAYOS X E 3 526 0 0.00 3 2205
INDIVIDUOS CONTROL
DEFECTOS CONGENITOS :
5 5.26 0 0.00 5 3.67
PROBLEMAS DE LA CONCEPCION
ABORTO HABITUAL 11 8.08
ESTERILIDAD 3 220
EMBARAZO DE ALTO RIESGO 8 5.88
PADRES U OTROS MIEMBROS DE LA
FAMILIA DEL CASO INDICE 4 3.67
OTRAS CAUSAS 13 11.02
TOTAL 95 100
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CARIOTIPOS CON ABERRACIONES NUMERICA Y ESTRUCTURALES

TABLA No.6

TIPO DE ABERRACION

PACIENTES EN 1995

PACIENTES EN 1996

TOTAL

No

%

No

%

No

%

NUMERICA
AUTOSOMAS

CROMOSOMAS SEXUALES

32

20

78.04
48.78

29.26

34

22

12

82.92

s

66

4.

80.48

ESTRUCTURAL
AUTOSOMAS

CROMOSOMAS SEXUALES

2195

000

2195

TOTAL

nn

——

1000
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TABLA No. 7
TIPO DE ABERRACIONES ENCONTRADAS EN AUTOSOMAS
TIPO DE ABERRACION PACIENTES .- PACIENTES
‘ EN 1995 ' UEN1996"
No. % - No.’ %
NUMERICA 20 6896 i o 7857
18 6206 ©19 6785
TRISOMIA 21 - :
02 689 00 00.00
MARCADOR ‘
00 00.00 03.00 1071
MOSAICO
ESTRUCTURALES 09 31.03 0600 2142
; DELECION ] 0344 0200 o4
TRANSLOCACION 06 2068 01.00 03.57
ROBERTSONIANA .
BALANCEADA 03 1034 00.00 00,00
NO BALANCEADA 03 1034 01.00 . 0357
TRANSLOCACION 02 06.89 03.00 1071
NO ROBERTSONIANA v : ;
BALANCEADA 00 00.00 01.00 - 03.57 .-
NO BALANCEADA 0 06.89 0200 07.14
TOTAL 29 100.00 28,00 100.00



TABLA No. 8
TIPO DE ABERRACIONES ENCONTRADAS EN CROMOSOMAS SEXUALES
TIPO DE ABERRACION PACIENTES PACIENTES
EN 1995 EN 1996 -
, ; R . .No. % No. %
NUMERICA 12 100 2 9230
45X 4 BN 9 6923
MOSAICO
45 X146 XX 32500 2 1538
45,.X/46, XY 32500 0 00.00
47XXY 183 1789
47XYY 183 0 000
ESTRUCTURALES 0 o.do 1189
o MOSAICO ,
45,X/46,X,i(Xq) 0 . 000 1769
TOTAL 121000 13 100




TABLA No.9

CARIOTIPOS CON ABERRACIONES EN AUTOSOMAS

TIPO DE PACIENTES | PACIENTES TOTAL
ABERRACION EN 1995 EN 1996 No. %
No % No. %
STNDROME DOWN 21 75.86| 23 82.14 |44 77.19
TRISOMIA 18 6206 19 67.85 |37 64.91
MOSAICO 0 0.00 3 1071 {3 526
TRANSLOCACION | 3 10.34 1 357 |4 101
ROBERTSONIANA
TRANSLOCACIONES | 5 17.24 3 10.71
EN GENERAL , i
DELECIONES 1 344 | 2 7.14_
MARCADORES 2 689 ] 0 000
TOTAL 29 100 | 28 . 100 |57
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TABLA No.10
CARIOTIPOS CON ABERRACIONES DE LOS CROMOSOMAS SEXUALES

TIPO DE ABERRACION| PACIENTES |PACIENTES TOTAL
EN 1995 EN 1996 No %
No % No. %
SINDROME DE 7 5833 |12 9233 |19 76.00
TURNER
45X 4 3333 |9 69.23 |13 520
45 X/46,XX 3 2500 |2 1538 |5 200
45,X/46,X,i(Xq) 0 000 |1 769 |1 4.0
SINDROME DE
KLINEFELTER 47 XXY 1 8.33 1 7.69 |2 8.0
SINDROME 47,XYY 1 833 |0 000 |1 4.0
DISGENESIA Cmns
GONADAL MIXTA 3 1o 000 |3 120
(45,X/46 XY) ' :
TOTAL 12 100 [25 100
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

Como se observO en los resultados anteriores el retraso
en el desarrollo y/o mental fue la principal causa (12.28%)
de estudio citogenético (tabla No.2). Los factores que lo
producen pueden ser perinatales, posnatales y genéticos,
dentro de estos ultimos se encuentran las anomalias
cromosémicas en un 10.7% de los casos; El: retraso mental
puede estar asociado en sindromesvbien deflnldos ‘como X

fragil, Down, Edward y Patau, entre otr 'Los pacient:es

con retraso mental estudiados en este‘ s ‘presentaron
retraso mental aislado, asociado a al:l.dades o]

asociado a un sindrome especiflco.

o mental es
:700 - recién
facilita su’
ihdrome se

El sindrome mi&s frecuente asociad'
el de Down. Este padecimiento se pres n
nacidos. Su fenotipo es muy 51ngular
. deteccién. La regidén cromosémica criti €
localiza en 21q22.2-q22.3, por 1o tanto ‘esperar que los
hallazgos citogenéticos en estos’ pacientes impliquen al
cromosoma 21, ya sea en una trisomia’ regular, una
translocacién robertsoniana o no, un isocromosoma 21q o un
mosaico. La trisomia 21 regular es la principal causa de este
sindrome (86.58-95%) (86) y se debe en su gran mayoria a una
no disyuncién meiética materna, la cual se ha visto asociada
con edad avanzada(79,87,88). Llas translocaciones son causa
menos frecuente de este sindrome (7.67%) principalmente son
robertsonianas y en algunos casos los padres pueden ser
portadores de una translocacién balanceada que heredan a su

hijo. Otra causa de sindrome Down en menor proporcién son los
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mosaicos’ ($i7‘57%'iirque se presentan por'una no 'diéyuncién— en

los cigpi:os“ (86) .

En el servicio de Genética se estudié un :ot:a’l de 52
pacientes- con sospecha de sindrome Down (tabla 2), en los
casoé que pudieron ser analizados, la trisomia 21 regular Zfue
la causa citogenética del sindrome mas frecuente (77.19%),
Seguida por las translocaciones robertsonianas (7.01%) y ror
ultimo . .los mosaicos (5.26%) (tabla 9). Las proporciones
observadas  son semejantes a  las reportadas en la literatura
(86), las translocaciones son ktodas. robertsonianas t(13;21},
t(21;21) y. t{14:21), 1la ﬁltimya%de'ést:as estuvo presente en
tres ‘miembros sanos de ‘la Yfam:'llina' aé un paciente, el padre y
» dos hérmanos. Por udltimo sélo t:res de los pacientes con datos
clinicos de Sx. Down presentaron un cariotipo normal. En-
estos casos dado que las bandas GTG no detectan duplicaciones.
cripticas o submlcroscépicas en 21g22.2-922.3 que se han
visto asociadas con la pfesericia de Sindrome Down - es
recomendable seguir la metodologia sugerida por Heras y
colaboradores (89) que consiste en descartar la posibilidad de
un mosaico analizando 50 metafases o estudiando por FISH 500
células en interfase, posteriormente se re-evalia al paciente
considerando los criterios de Jackson y colaboradores (30)
para detectar rearreglos cripticos de 21q y de considerarse
necesario se realice FISH con sondas que mapean en 21q22.2-
g22.3 y seguir si es neéesério con el estudio de otras
células como fibroblastos. El diagn6éstico debera ser

reexaminado si todos. los resultados son normales.

El sindrome de X-fragil representa la causa m&s comin de
retraso mental por un patrén de herencia ligado al cromoscma
X, se estima que se presenta en 1:4425 a 1:60445 varones.




Citogenéticamente es detectado ‘por. la“ induccién de. un sitio
fragil ‘en Xq27 3 el cual ‘se’ ‘expresa en 70% .de los casos
(81,87).. En estj’
sitio fréagil’ en Xq27 3 para uno de. los tres ‘casos estudiados

estudio resulto positlva la “induccién del

(tabla 2) Se’ recomlenda reallzar este estudio cuando no se
ha encontrado otra causa posible d : edad -8i hay un
}liar muestra un
al cromosoma X

(81,87).

Otro sindrome que presenta retraso mental es el de
Prader Willi (Pw
recién nac1dos.,Més del 70% de los pacientes con PW- presentan
una delecién de  la- regién 15q11qgl3. La delecién puede ser'

detectada citogenéticamente por técnicas de alta resolucién.

que tiene ;una’ frecuencia ' de '1:10 - 000

En el Servicio de Genética se estudiaron con técnxcas de‘alta'

resolucién, cinco pacientes con sindrome de PW (ta la74 v 5)"

de los cuiles sélo en uno fue posible detectar 1 de;ecibn
15g11-13 como la causa del padecimiento (tabla 7),‘ c

'que en los otros pacientes la delecién np-pueda,abservarse
citogenéticamente o no esté presente, por loVQhébfequieren de
otros estudios como hidridacién in ~aiﬁu fluorescente,
hibridizacién DNA-DNA tipo Southen o PCR para buscar
rearreglos submicroscépicos y poder corroborar el diagnéstico
(79,91).

En los casos estudiados con retraso mental no asociado a
un sindrome especifico en 1995 y 1996, cinco mostraron
aberraciones citogenéticas, dos de las cuales fueron
estructurales y tres numéricas. Las aberraciones
estructurales fueron: 46,XY,~-6,+der(6)t(6;?) (q25:?);
47,XY, +der(9)t (6;9) (p22.37q21.2) y las aberraciones numéricas
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fueron i 4 1, XXY,

crec1m1ento, desarrollo y func:.én

casos esporédicos puede presentars &S0
asociado con aberrac:.ones en crom ales,  como se
ealizacién dsl

Turner, los cuales qeneralment
(79).

Los 28 _‘ca,'sb' ‘rest ! ostraron un cariotipo
normal y que 'rylo‘ c 0 se ‘ nicas que hagan sospechar
de una. . an malidad: . ¢specifica, pueden ser
estudiados 'por.. Hidridizacién Genémica
Cqmparati§a. “ti'mé bconsiste en detectar
‘re'arr'e'glo‘sb' r‘égiones subteloméricas ricas en

a’ ol servado que se presenta la mayoer

parte de rearreglos asociados con retraso mental (64,91).

Existe un conjunto de enfermedades que en ocasiones
est4n asociadas con alteraciones citogenéticas en zutosomas y
que fueron causa de estudio en este Servicio de Genética,
dentro de las que podemos mencionar el retinoblastoma. EX
retinoblastoma es un tumor maligno gque se  presenta en la
retina de infantes, con una incidencia de 1:20 200 recién
nacidos y se origina por una mutacién en el gen RB1 mapeado
en 13ql4. Los hallazgos citogené:zicos pueden ser deleciones :

translocaciones que impliquen esta regidén. En el servicio ce

79

TESIS CON » o A
FALLA DE ORIGEN S




Genética se recxbieron 5 pacientes [ n r t:ln bl stoma en 1995
(tabla 2), - pero: l’a’s 5
probablemente porque . recibido

quimioterapia (7_9) S

Otro padecirhiént:o "é's'tnd d > 'iéio‘ ‘de " Genética

fue 'la Ictiosis ligada al x. edad se presenta en

la mayoria de los casos por ‘unaidelecié enk la”regién Xp22.3,
steroide sulfatasa (STS). Las

donde se localiza el gen ‘de la
deleciones que ocasionan este padecimlent:o son muy pequeilas y

s6lo en algunos casos pueden ser observadas por la técnica de
alta ‘resolucién (87). En este Serv1cio se estudio a 22
indyividuos, que incluyen pacientes y:familiares, a los cuales
se’ les realizaron estudigs b;oquimicos, moleculares 'y

citogenéticos. Los ultimos con el ‘propésito de buscar algiin

rearreglo cromosdédmico fortuito asociado al padecimlento o
bien una deleciétn 1o ‘suficientemente grande para ser
detectada, lo cual no se kobservé ya que todos: los ca_ript;pds

fueron normales.

En el servicio de Genét:ica también se. realizé estudio
citogenético a individuos que trabajan con - radiaclén y ‘que
pudieron estar expuestos a ésta. Es conocido que los rayos X
y otras radiaciones ionizantes pueden causar rupturas
cromosémicas en algin estado del ciclo mitético o meiédtico.
El estudio citogenético de estos individuos incluyen 1la
realizacidén del mismo estudio a un individuo control de igual
sexo y edad, con el propésito de poder comparar 1los
resultados. En estos pacientes se encontraron rupturas
cromosémicas y cromatidicas; poliploidias y
endoreduplicaciones. Un indice de ruptura de 0-2% se

considera normal, lo cual se observo en 7 de los casos Yy sus
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‘exposicién  accidental  a @ Co
re enté un 16% de cé&lulas pollplmdes, por lo

céntrélréré.
radioactivo,
que- se:. recomendé un seculm‘en‘.o. En uno de los individuos
est:udiados en 1996 se observé un alto porcentaje de rupturas

cromosémicas y endoredup-lcaciones, sin embargo en el control

también ~hubo‘ un alto porcentaje, por lo cual se repitioé el
est"udiok y los' resultados fueron normales, de tal manera que
se 'considera ‘que los datos iniciales no- kt':ienen_ -ninguna

relevancia clinica (65).

Por otra parte los problemas
reproduccidén son una de las causas - pr

citogenético ‘durante la edad adulta.’ ! o’ deest
mencionar los abortos habituales, - ‘la 'ééteflliaad y"' los
embarazos de alto riesgo (92). En el caso de aborto . habitual
se ha encontrado que en poco menos del 10% de las parejas que
lo presentan, uno de los cdnyuges es portador de un rearreglo
cromosémico balanceado. Por otra parte en las parejas con
infertilidad inexplicable las anomalias citogenéticas también
pueden ser responsables del problema. Por Gltimo las parejas
que han tenido un nifio con aberraciones cromosémicos
estructurales, por ejemplo translocacioén, duplicacién,
inversi6én, deben ser estudiados, para determinar si son -
portadores equilibrados del rearreglo. En estos casos el
estudio citogenético ademas de explicar la etiologia del
problema, determina el consejo genético para la familia. En
el servicio de Genética se tomd muestra para cariotipo a 48
individuos con problemas de la concepcién, en 1995 y a 30 en
1996, siendo una de 1las principales causas de estudio
citogenético (17.09). Todos los cariotipos estudiados fueron

normales.



Un grupo importante de padecimientos cromosémicos, son

los correspondiente a aberraciones:en cromosomas sexuales. En

el servicio de Genética, los estudios cromosémicos realizados

durante 1995-1996, mostraron un total de 12:y: 12 Cériotipos
(29.26%) con aberraciones en cromosomas sexuéles (tabla 3).

La blbllografla menciona que las aberraciones cromosémlcas
mas ~frecuentes son en el numero de cromosomas sexuales,

siguiendo en frecuencia los autosomas _los
rearreglos estructurales (87),‘: 3
proporciones bibliogréficas .y -las: obtenidas en- estevestudio

(tabla 3 y 6) se debe a 'que Ase utllizé una' poblac;én

seleccionada del total de individuo
General, los pacientes que ‘se’ atiende' en ,el Servicio de

Genética en su mayoria son canalizados po ; los médicos de

otros servicios, 1los cuales pueden .No’ detectar algunos

pacientes con aberraciones de cromosomas sexuales, que

presentan fenotipos menos severos que los de los autosomas o
incluso normales, 1lo . cual dificulta su identificacién vy

diagnéstico. Las principales causas de consulta en este

"servicio relacionadas con aberraczones en cromosomas sexuales
fueron probable sindrome de  Turner, amenorrea 1°® y 2%,
disgenesia gonadal y cuatro casos de genitales ambiguos
(tablas 2 y 3).

La diferenciacidén sexual en el humano se lleva acabo en
varias etapas, que incluyen el establecimiento del sexo
cromosémico durante la fertilizacién, el desarrollo del sexo
gonadal y la definicidén de los genitales internos y externos.
Este proceso de diferenciacién y formacién gonadal requiere
de toda una cascada génica. En el caso de la diferenciacién
testicular se ha considerado al gen SRY localizado en Ypll.3

como el control maestro. Aparte de SRY existen genes en
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'autosomas -0 lz.gados alkx' articipan en la diferenciacién

ue podemos mencionar 'a SOX9,.WT1, DAX1

sexual, dentro de los,’,

y SF1:; Las . mutac-ones Ven ﬂste conjunt:o de: genes dan origen a

d:.versas patologias sexuales., Por otra parte la ausencia o

exceso de cromosomas X y la pérdida de un segmento de su

.fenotlpos femeninos .

brazo corto, f orlgina

oca51onadas por':un aumer:o o disminucién d‘

‘no estén “al

genes que
(93,94,95);;

. sujetos proceso’ q

- el :serv.".cio de Genétic fueron

! monosomias o del cromosoma X que producen sindrome de Turner

(teble -10). Esta reportado que . 0% de
k Turner ‘presentan un cariotipo 45 X el 15% 45 X/46 xx y el
8% 45,X/46,%,1i (Xq) (81) . La frecuencia de j»'las causas
citogenéticas observada en este: estudio, es’ eimiler‘ a la
reportada en la literatura’ y todos los . casos se deben a la
ausencia de un cromosoma Xk o la pérdida de un segmento de su
brazo corto (tabla 10). En los ultimos afios se ha propuesto
que el promedio de monosomias 45,X como causa de sindrome de
Turner puede ser mucho menor, ya que se ha observado la
necesidad de una ilnea celular 46,XX o 46,XY para 1la
supervivencia en la etapa embrionaria. Un estudio de mosaicos
45,X/46,%X mostrd que en la mayoria de los casos la primera
linea celular fue 46,XX y la segunda se formd por la pérdida
de un disdmico normal. DPe las anomalias estructurales que

producen sindrome de Turner, la mis frecuente es el
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J.socromosoma del brazo largo ‘del X, ‘del’cual: se “encontréd un
caso en 1996 (93 94 95)’"_ Rt ' Vi '

Dentro de los sindromes con’ aberraciones cromosbmlcas,

sexuales y fenotipo masculino,‘ observados en este"estudio ‘se

encuentra. el de Klinefelter y él

cuales tres presentaron un; carlotlpo normal
47,XXY (tabla 10).: Por ot:ra parte ‘en- 1995‘
paciente con probable sindrome de Usher en. el: cual 'su” estudio

sélo uno ‘fue

present6 un

citogenético mostré cun, carlotipo 47, XYY. ‘En general los
pacientes con Sx dekKlinefelter este'sindrome tienen un

fenotipo mascullno‘ normal .por -lo general cursan con
azoospermia, aunque algunos mosaicos pueden ser fértiles y es

dificil detectarlos .

Otras’ anomalias estudiadas son las reversiones sexuales
parciales o completas, las cuales producen discordancia entre
el sexo cromosémico y gonadal-fenotipico, pueden estar
‘aisladas o como parte de otros sindromes. Estos padecimientos
se originan por mutaciones en los genes que participan en la
diferenciacién gonadal. En el caso de la disgenesia gonadal
pura completa 46,XY, el 10-15% de los pacientes presentan
mutaciones o deleciones en SRY, el resto se ha postulado que
se deban a mutaciones en genes auin no caracterizados, Qque
participan en la determinacién gonadal. La reversién sexual
también esta asociada a sindromes monogénicos bien definidos,
esta asociacién ha permitido reconocer la participacién de
genes como WTl y SOX9 en el proceso de formacién vy
diferenciacion sexual. La disgenesia gonadal también esté
asociada con anomalias cromosémicas como: duplicacién de

Xp21, delecidén de 9p y delecién de 10g. En este estudio se



  féaiiz5?éafi6££§6" 5'}iéﬁé~bacientes con disgenesia: gonadal
pura, 6béérééhdoseiuh;resulﬁado 46, XY péré cuatro y .46,XX ‘en
trés/,,tambiéﬁ' ée\ estudia;on tres - probables disgenesias
gonadales mixtas querpresentaron un carioﬁipo de’45,x/46,XY;
Ningln cariotipo mostrd aberraciones cromosémicas
estructurales, que también pueden estar involucrédas en este

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

De acuerdo con la investigacién bibliogréafica realizada
es importante seflalar que la estructura de la i:rqxﬁatina no
solo es vital para la condensacién y segreg'acvié‘ryl “de’ los
cromosomas durante la divisién celular, lbask'nvlodificaciones
que ésta presenta son un medio para x:e{;ular la expresién de
genes. El tiempo y acci6én de los activadoréé, represores,
metiladores, acetiladores condensadores y remodeladores de la
cromatina, es una compleja coreografia en la que un pequefio
defecto rompe el ©proceso intacto de 1la informacién.
Actualmente se sabe que muchas enfermedades genéticas humanas
resultan de mutaciones en genes que producen proteinas que se
conoce o se sospecha que estén involucradas en mantener o
modificar la estructura de la cromatina. Dada la importancia
de la estructura de la cromatina resulta. fundamental

continuar con el estudio detallado de ésta.

Por otra parte, la forma en que se organkiza la cromatina
a lo largo de los cromosomas metafdsicos, genera regiones o
bandas que se ponen de manifiesto por un conjunto de métodos
llamados técnicas de bandeo. Las bandas revelan regiones con
caracteristicas diferentes y especificas como son: nivel de
condensacién, composicién de bases, presencia de puntos de
ruptura y rearreglos, tiempo de replicacién, sensibilidad a

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

Las técnicas de bandeo que sSe realizan en un estudio
citogenético permiten identificar los cromosomas o las

regiones de éstos implicadas en un padecimiento o sindrome



cromosémico,  lo cual fac:.l:.ta

informacién sobre dichas regiones

De igual manera “se observé que 'el estudlo cromosémico,
es fundamental para e diagnéstico adecuado de- pac1em:es con
probables padecimientos g

ocasionados. por aberraciones cromosémlcas., La aplicacién de

sindromes, los cualns son

las | técn:.cas

permitieron corroborar o descartar la presencla en 289 de los
indiv:.duos estudlados, de aberraciones cromosémicas asoc:.adas

a un g:uadro ‘clinico’
“Aan’ cuando

reallzadOS‘ eh otras poblaciones, siendo 1la

ktrisomia 2 aberracién en autosomas mis frecuente y en

cromosomas sexuales, la monosomia 45,X.

: Por utltimo podemos mencionar la necesidad de contar con
médicos familiarizados con las caracteristicas fenotipicas
producidas por las aberracién cromosémica para que se realice
un adecuado diagnéstico clinico, lo cual permita que 1los
pacientes con este tipo de padecimientos sean apropiadamente

canalizados.
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PREPARACION DE 'SOLUCIONES

Solucidén de antibibdtico
soluciédn de estreptomicina

estreptomicina '1.00 gr.
agua destilada 5.00 ml.
solucién de penicilina ) .

penicilina 800.000 U,
agua destilada : 5.00"ml.

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

Medio suplememtado RPMI. : NI
solucién de antibidtico : © 1,00 'ml.

suero fetal de bovino 10.00 ml.

medio RPMI 1640 cbp., 100.00 ml.

Colchicina al 0.02% )
colchicina 0.02gr. '
agua destilada cbp, 100.00 ml.

Solucién hipoténica de KCl 0,0375 M,
KC1 ; 5.6 gr.
agua destilada cbp .1.00 Lt,

Fijador de Carnoy
metanol absoluto 75.00 ml.
acido acetico glacial 25.00 ml.

Colorante de Giemsa.

Giemsa 5.00 gr.
glicerina ) 250,00 ml.

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

Tripsina al 0.1%
tripsina ¢.03 gr.




buffer de fosfatos pH 6 8 : : ...50.00 ml.

Buffer de fosfatos'pH 6 8 0 1 M. .
fosfato de’ 6.63 gr.
fosfato.de SOdLO di asxco oo 2.56 gr.
agua destllada cbp. 1.00 1t

1.64 ml.

HCl (37%) ]
agua destilada 100.00 ml.
Hidréxido de Bario O. 065 M.» i
Hidréxido ‘de barrio L - . : 11.039 g.
agua.destilada B ) . 711,00 1t.
Solucién salina citratada doble (2xSSC)
citrato de sodio ) ) 2.205 gr.’
cloruro de sodio 8.765 gr.-
agua destilada o 500.00 ml.
Medio suplememtado RPMI 1640. .
solucién de antibibdtico ‘1.00 ml.
suero fetal de bovino 10.00 ml.
medio RPMI 1640 ‘cbp. "100.00 'ml.
Solucién de metrotexate ; .
Frasco con metrotexate (50mg/ml) - 0.045 ml.
agua estéril destilada . ) 5.00 ml.
Solucién de BrdU
BrdU 0.02 gr.
agua estéril y destilada 10.00 ml.
Solucién de Fudr 10 (-5)M.
Fudr 0.i mg.
Solucién de Hankg 5.0 ml.

De la soluciédn anterior se toma 1ml. Y se lleva a un volumen
de 8 ml en solucidén de hankg.
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