UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

DESARROLLO DE TECNiCAS CITOGENETICAS EN EL
ANALISIS DE LOS CROMOSOMAS EN HUMANOS

TESIS DOCTORAL

PRESENTADA POR

MARIA LEONOR CALLEJAS

PREVIA OPCION AL TITULO DE

DOCTOR EN QUIMICA BIOLOGICA

MARZO DE 1966

SAN SALVADOR EL SALVADOR CENTRO AMERICA




0 F 43Z

UES BIBLIOTECA CENTRAL

I

INVENTARIO: 1

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

RECTOR

Dr, Fabio Castillo

SECRET/\RIO GENER.\L

Dr.Mario Flores Macal

FACULT/\D DE CCIENCL\S QUIMIC.S
DECANO

Dr.Victor Alejandro Berdugo

SECRETARIO GENERAL

Dra,Leticia Calles v.de Romero




JURADOS QUE PRACTICARON LOS EXAMENES
DE DOCTOR/MIENTO PRIVADO

Primer Doctoramiento Privado

Dra. Ana Medrano de Soundy

Dr. Victor Ortiz

Dra. Ana Teresa Valiente Ibarra

Segundo Doctoramiento Privado

Dr. José Luis Gurdiin de Nueda

Dr. José Alfredo Molina

Dra.Luz Martinez de Mireslda




JURADO QUE PR/ACTICO EL DOCTORAMIENTO

PUBLICO

Dr, Juan Héctor Berrios

Dra.Estella Monterrosa de Marin

Dr., Oscar O, Cuéllar

.« —



DEDICATORZIA

A MIS PADRES: Dr., Cruz Callejas y Dfia, Isabel
de Callejas, quienes siempzxe
fueron un aliento en mis dias
de estudiante.

A L\ MEMORI.. DE MI ABUELA: Dia,lLeonor Sasso
de Umanzor.

/A MIS HERMANOS: Jogé de la Cruz, Hernany_y
Efrain, con fraternal carifio,

A MIS PROFESORES Y /,\MIGOS: Que siempre estuvie
ron prestos a brindarme su ayuda
y colaboracion.




INTRODUCCION

AGRADECIMIENTO
I. REVISON BIBLIOGRAFICA
II. OBSERVACIONES
a) Materiales y Métodos
b) Resultados
I1I, COMENTARIOS
a) Discusidn
b) Conclusiones

IV, RESUMEN

V. BIBLIOGRAFIA




*ouTpuy 8p epITPW *BIS tl B A
SOTIIag op etyjzaag °*vIS ey v ‘°TOoULdSY BID
TTTV e3TIoyss vl v ‘eoturnborg A eIwojeuy
ap sojuswejlxvdag soT Iod STcpIO9IJO Ssopep
= ®) (4 (o] 2 L
T{TORF sel © A ¢sorIxag J0309H uenp*ig 1o
OPUTIQ oW OjUdWOW Opoj} U2 anb UPTI2aITp A

epnAe BT © SCIOCIb 0ZTTLaX @S STSd} ©3sT

L NdIWIOadAdYHdoy



o

DESARROLLO DE TECNICAS CITOGENETICAS EN

EL ANALISIS DE LOS CROMOSOMAS _HUMANOS.

Introduccidn

Es interesante mencionar la importancia cdel descubrimiento de
Lejeune y sus colaboradores (1959) cuando informaron del primer ejem

plo de anomalia congénita (Mongolismo) y su estrecha relacidn con

1a alteracidn del ndmero euploide de cromosomas,

Robinson (1961) puntualiza los portadores de los elementos he
reditarios de la célula, los cuales tienen afinidad fuerte por
ciertos colorantes y de alli su nombre de cromosomas ( del griego
"cuerpos coloreados"), Los describe como cuerpos en forma de hilo,
lineales, morfoldgicamente distintos sdlo durante la fase mitotica

del nucleo.

A partir de estas fechas se desarrolla casi imperceptiblemente
una disciplina completamente nueva en el laboratorio y en la medi_
cina clinica: la Citogenética, cuyas técnicas estdn dentro del cam
po de cualquier laboratorio clinico y cuyos métodos prdcticos son
de uso general, Esta disciplina se define como la parte de la big
 logia que estudia la herencia a nivel celular, especificamente cro

mosdmico,.

La citogenética comprende el estudio de los cromosomas en el

andlisis de los cariotipos y de la prueba de la sexocromatina de



1T

Barr. Las técnicas citogenéticas aplicadas al hombre incluyen el

analisis ge los cromosomas per se y la prueba de la cromatina de

Barr.,

Tres son los mojones fundamentales en el desarrollo de la ci_

togenética:

1. El descubrimiento de la sexocromatina en el género

Fellus domesticus por Barr y Bertram (1949);:

2. el descubrimiento del nudmero preciso de 46 cromoso
mas de la especie humana por Tjio y Levan (1956); vy

3. el descubrimiento de que el mongolismo es una enferxr
medad debida a aberraciones cromosdmicas ( Lejeune

et al, 1959).

La noticia de e stos descubrimientos y la consideracidn acerca
de sus posibilidades me ha estimulado a realizar este trabajo cu

yos propdsitos son:
1. Revisar ciertas técnicas citogenédticas con el propd

sito de estudiar los cromosomas tanto en el andlisis
de los cariotipos como en la prueba de la sexocromatina
de Barr.

El presente intento desarrolla la técnica de cul
tivo de tejidos de sangre periférica descrita por Moor
head et al. (1960), asi como la técnica de la sexocro_

matina descrita por Moore y Barr (1955) .
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Describir la quimica de li fitohemaglutinina que
q g q

inicia la mitosis segun los principios de Rigas vy
Osgood y la técnica de Marshall; y de la colchicina

que detiene la mitosis y dispersa los cromosomas.

Revisar las bases bioquimicas de la herencia.
Contribuir de esta manera y con estos estudios a

’ e ’ . 7 o
una forma mas exacta del diagnostico y prondstico
de ciertos estados patoldgicos, anomalias congéni
tas y otras entidades nosoldgicas conocidas, tales
como los sindromes de Turner, de Klinefelter, de

Patau, de Edwards, de Down, de Marfan, etc.



I. REVISION BIBLIOGRAFICA

Barr y Bertram (1949) al distinguir el sexo del gato por la
cromatina sexual en los nudcleos de las células nerviosas hicieron
un descubrimiento importante que mds tarde tendrfa gran significa_

. . ’ .
ciom en citogenetica.

Estas diferencias sexuales fueron mds tarde comprobadas tam

bidn en los distintos tejidos de la economia: fué asi como los bid
logos Moore y Barr (1954) lo demostraron en la biopsia de piel huma
na, Davidson y Smith (1954) encontraron estas diferencias en leuco_
citos polimorfonuclecares humanos. Graham (1954) demostrd en varios
tejidos, incluso cn la membrana amnidtica y en la alantoides, que
la diferencia sexual en la morfologia nuclear estd presente en los
embriones en temprana edad, adn antes de la diferenciacidn de las
génadas, como durante el resto de su vida intrauterina. Moore y Barr
(1955) desarrollaron la técnica del frotis del raspado de la mucosa
bucal habiéndola transformdo en un procedimiento de laboratorio fa
cilmente aceptado. Shettles (19%6) diagndsticd el sexo antes del na
cimiento, estudiando las células descamadas del feto cn el liquido

amnidtico de mujeres embarazadas.,

Robert Eggen (1963-64) describe que la citogenética es una de

las ciencias bdsicas mds intrigantes que cada dia alcanza mayor im_

portancia clinica, La citogenética correlaciona estructuras discer_
s . ’ . . Id .

nibles microscopicamente y anormalidades numericas de cromosomas con

cambios clinicos asociados con ellas, En pocos afios sc ha aplicado




-De

una serie de técnicas citogenéticas a la enfermedad humana e infox

mado principalmente en revistas britdnicas. Hirschorn 'y Cooper (1961)

y Sohval (1961) hacen una revisidn en la literatura cientifica del

estatus de la citogenética en medicina.

Las técnicas citogendticas han sido usadas hace mds de 50

afios desde que Bridge (1916) correlacid los cambios en el fenotipo
de la drosdfila y las alteraciones en la estructura de los cromosgQ

mas.

Es asi que la citogendtica estudia la hercncia a nivel celu__
lar, Especificamente comprende el estudio de las alteraciones cromQ
sémicas visibles asociadas a enferme dades humanas, estudio que se

hace evidente en el andlisis de los cariotipos,

También comprende la prueba conocida como de la sexocromatina
de Barr, que se usa para demostrar diferencias scxuales en la morfo

logia nuclear,

La observacidn comprobd que los cromosomas sexuales de algu_

nos saltamontes (Orden Orthoptera) permanecian en la interfasesco
mo la cromatina de estos cromosomas es distinta de la cromtina de
los autosomas, en el hecho de no desaparecer en la interfase, reci
bid el nombre de heterocromatina (heteros, distinto). Barr et al,
denominaron a la cromatina-de los cromosomas sexuales,cramatina

sexual.,




B

La heterocromatina . de los dos cromosomas X de las células de

la hembra de los animales superiores cs diferente de la heterocroma
tina de la combinacidn XY de los cromosomas sexuales en las célu_

las de los wvarones,

Tjio y Levan (1956) establccieron que el numero diploide de
cromosomas era de 46 y no de 48 como se describia en los trabajos
cldsicos de Painter (1924); su descubrimiento pronto fué confirma_
do por otros investigadores; Ford y Hamerton (1956), Chu y Giles
(1959).

Entre los 46 cromosomas del género humano, hay 44 autosomas
y 2 cromosomas sexuales; 2 cromoscmas XX en la hembra y 2 cromoso_
mas X y otro Y (XY) en el hombre, Barr observéd que las células de
la hembra muestran a menudo una porcidn de cromatina condensada,
con ciertas caracteristicas que la identifican con el nombre de cro
matina sexual, en tal forma quc siempre hay 2 cromosomas X en un nd
cleo de cada célula de una hembra, Los 2 cromosomas X se unen en la
interfase de la célula somdtica y forman una pequefia masa informe
de cromatina condensada, la cromatina sexual femenina, Esta marca
en forma de punto tefiido de oscuro, pucde ser vista cerca del nuclg.
olo en las células nerviosas; aparece como una masa oscura de forma
plano=-convexa o triangular comprimida contra la membrana nuclear en
las células del estrato espinoso de la epidermis., En los frotis de
sangre periférica la cromatina sexual de la hembra, aunque general_
mente contenida en uno de los ldbulos de un ndcleo de un neutrdfilo

maduro, resulta muy dificil o imposible de identificar porque la
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cromatina estd tan condensada que, a veces, constituye un 1dbulo
fino condensado en forma de palillo de tamborj; seguin Davidson y
Smith (1954) esto ocurre en un neutrdfilo de cada 38, En las cdélu_
las obtenidas del raspado de la mucosa bucal se observa de preferen

cia en los ndcleos claros, pdlidos y voluminosos de tipo vesicular,

Mientras estd presente en cada célula de una hembra, la cro_

matina sexual sdlo pucde ser identificada con certeza en aquellos
pocos nudclecos en los que por casualidad se encuentre en un plano
que pase a travdés del centro del ndcleo y perpendicular al eje dp
tico del microscopio, cs decir, que si estos nuclcos en interfase
son cortados en un plano adecuado, contienen una masa de cromatina
sexual suficientemente voluminosa para ser observada cn el micros_
copio de luz ordinarioj; suele tener una micra de didmetro, aproxima

damente,

Barr et al. (1954) encontraron la cromatina sexual en las cé
lulas masculinas, pero sumamente pequefia para poder identificarla
al microscopio ordinario, excepto en circunstancias muy favorables,

y en un porcentaje minimo aunque no despreciable,

Moore y Barr (1955) describicron que la cromatina sexual asi
como la cromatina en gencral se tifie bien con colorantes bdsicos
como la hematoxilina y violeta de cresilo, Barr, Bertram y Lindsay
(1950) demostraron que la reaccidn de Feulgen y el verde de metilo-
pironina indican que su principal dcido desoxirribunucldico DNA del
satdlite nuclear, cs una membrana nucleoproteina cromosdmica no nu_

cleolar,
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En los frotis de sangre periférica se tifie con Wright o Giem

Sa.

Su incidencia fué de 56 4 87 por ciento para la cromatina
sexual femenina y 2.1 & 6.3 por ciento para la cromatina sexual masg
culina en el estudio de cortcs de tejido nervioso de 12 gatos, tefii
dos con tionina, verde de metilo-pironina, nitrato de plata reduci
do y hematoxilina férrica segun observaciones de Barr, Bertram vy
Lindsay (1950). Observaciones parecidas fueron comunicadas por Mog
re y Barr (1954) haciendo autopsias y biopsias humanas en sujetos
de 22 4 29 afios; coloreando las muestras con hematoxilina eosina,Fe
ulgen, vzrde de metilo, pironina y concluyendo quec la diferencia
sexual de la morfologia nuclear es un fendmeno general que existe
en todos los tecjidos y drganos humanos. Prince, Graham y Barr(1955)
encuentran que la incidencia de la cromatina sexual es de 76 por
ciento en la hembra y hasta el 10 por ciento en el vardn en tejido

nervioso del Macacus rhesus.

Moore , Graham y Barr (1953) utilizaron estos conocimientos al
diagnosticar el sexo de un individuo en dos casos de pseudohermafro
ditismo. Bur (1956) en las biopsias de piel y de la mucosa gingival
se valen de la cromatina sexual de las cc¢lulas para determinar el
sexo en pacientes con malformaciones genitales, estados intersexua_
les, virilizacidn y agenesia gonadal. Sohval et al. (1956) analizan
do biopsias de piel para determinar el sexo cromosdomico en 28 varo_
nes y 27 hembras normales y un grupo de 76 sujetos con marcadas al_

teraciones sexualcs e inestabilidad hormonal, concluyen que dicho
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. - o . . . . 7
método es de confianza ( hembras con virilismo, deficiencia estroge

. . . .« 7
nica con sindrome de Cushing y vnfermedad de Addison, como también
. . . 4 . . . . . 3
varones con deficiencia androgenica, criptorquidismo, bajo terapia
androgénica estrogénica, sindrome dc Cushing y Addison, estados in
terscxuales con peseudohermafroditismo masculino y hermafroditismo
verdadero). La edad estaba comprendida desde rccién nacidos a indi_

viduos de 80 afos.

Accidn de la Fitohgmaglutinina

Ordinariamente, los lcucocitos normles no se dividen en san
gre periférica, pero hay evidencia de que ticnen potencialidad mitd
tica en ¢l cuerpo. Se tratd de determinar qué factores o condicioncs
especificas ¢n medio de cultivo son responsablecs de activar este
potencial mitdtico latente de las cdlulas mononucleares circulantes
y se halld que un agente mitogdnico, aparentcmente no fisioldgico ,
era el extracto vegetal fitohemaglutinina estimulando al parccer la
alteracidn de los monocitos y grandes linfocitos a un estado capaz

de divisidn.

Al extracto mucoprotcico vegetal fitohemaglutinina empleado

originalmentc como mcdio de separar leucocitos de sangre total en
mcdios de cultivo (Nowell, 1960 ), sc lec encontrs la propiedad de ini
ciar la actividad mitdtica, en su prescncia se¢ efectda la divisidn

ccelular, en su auscncia no ocurre mitosis. Los estudios sugiercen que



la accidn mitogénica de la fitohecmaglutinina no afecta la mitosis
per se, sino mds bien el estado precedente a la mitosis, altera los
monocitos y grandes linfocitos circulantes a un estado en ¢l cual
son capaces de dividirse, La relacidn dec esta accidn mitogénica de
la fitohemaglutinina al proccso mitdtico y premitdtico en ¢l cuerpo
quedan por ser investigados. Nowell (1960) demostrd que la fitohema
glutinina es la responsable de 1- iniciicidn mitdtica de cultivos
de corto término de leucocitos humanos. Las células en divisidn fue
ron identificadas como monocitos y grandes linfocitos que se habian

4

. . . - . 4
vuelto mitdticamente activos in vitro después de dos dias de perio_

do latente. Creyd que la fitohemaglutinina iniciaba la conversidn &
monocitos y grandes linfocitos a un estado capaz de divisidn mitdti
ca. Informd que las células presentes en los cultivos consistian en
agrupamicntos de grandes cdélulas mononuclearcs con linfocitos disc_
minados y unos pocos granulocitos, La mayoria de grandes células mo
nonucleadas tienen un nucleo uniformemente redondo con croma tina fi
namente dispersa y uno o mis nucldolos prominentes, El citoplasma
es intcnsamente basdfilo y granular, a menudo con un dreca pdalida ad
yacente a uno de los lados del ndcleo, Las grandes células mononucle
ares estuvieron presentes en cultivos, en los cuales, fud evidente
1a mitosis, Cuando la fitohemaglutinina fué omitida de los cultivos,
las células permanecieron visibles, se obscrvaron muy pocas grandes
células mononuclearcs y no hubo actividad mitdtica,., Sc requiere un
minimo de 0.2 ml de fitohemaglutinina por 10 ml de cultivo para la
iniciacidn de la actividad mitdtica; no hay ninguna actividad mitd

tica durante c¢l primcro o segundo dia de cultivo.
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de pH 5.8 4 8.6, Estec producto contiene 6.5 de nitrdgeno (método

micro Kjeldahl) y 50.4 por cicnto de sustancias totales reducidas

estimadas como glucosa cuando la modificacidn Nelson es aplicada al
método de Somogyi. Es muy soluble en cl agua destilada, soluciones
salinas y bufferes, es termoldbil, Andlisis elcctrofordticos ejccu
tados a pH 5.8 produjeron patrones progresivamcnte asimétricos y a
pH 2,0 la mucoproteina es completamante descompucsta en sus dos cam
ponentes, uno de los cuales permanccid estacionario mientras que d
otro emigrd como un catidn; pruebas en fracciones obtenidas de la

cdlula electrofordtica mostraron que el componente 2 c¢s un polisa_

carido inactivo.

El componente 1 c¢s la hemaglutinina, la cual es una euclobu_
lina y pucde scr precipitada libre del polisacdrido solamente cuan

do ¢l pH es mantenido a 1,0.

Modo de accidn de la Fitohemaclutinina. La accidn aglutinadora de

la fitohemaglutinina sobre los eritrocitos, por combinacidn de he
cho con ecllos o por alteracidn de su membrana a travds de una aecidn
enzimdtica, fué investigada por una segunda titulacidn de la solu_
cidn sobrenadante, obtenida de cada tubo de titulacidn. Es eviden-
te que el titulo de aglutinacidn ha sido disminufdo a un ddcimo. Al
comprobarse que es una accidén enzimdtica difercnte, se concluyd que
los eritroci tos humanos pueden absorber o de otra manera inactivar
cerca de 10 veces la cantidad de la fitohemaglutinina nccesaria pa

ra dar una aglutinacidn positiva, Los sitios de accidn en la super_
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ficie de los eritrocitos son difercntes de sitios de los tipos san
guineos A, B y Rh, adn cuando todos los tipos de eritrodi tos huma-
nos, incluyendo tipo O y Rh negativo, son aglutinados igualmente

por la fitohemaglutinina dentro de la exactitud del método.

Titulacidn y uso de la fitohemaglutinina para la scparacidn de leu

cocitos. Se ha encontrado quec cl método del tubo pequefio descrito
por Salk cs cl mas conveniente para la titulacidn de la fitohemaglu
tinina, La mucoproteina da una aglutinacidn positiva abajo de lOdvhl

y la proteina abajo de 0,1 /ml,

Esta fitochemaglutinina en la forma de mucoproteina no es tdxi
ca,y, la hemaglutinina c¢s un poderoso hemaglutinante para todos 1los
tipos de eritrocitos humanos y para los del caballo, cerdo, gato,pe

rro, pollo, conejo y sapo(Rigas y Osgood,1955),

Accidn de la Colchicina

La colchicina, es un principio tdxico extraido del bulbo y de

los tegumentos de los granos del colchico, Colchicum autumnalej,plan

ta comun que florece en otono( familia Lilidcea secgun la clasifica_
cidn de Linneo). Es una sustancia orgdnica nitrogenada cuya fdrmula
bruta establecida por primecra vez por Zeiscl es CopHosNOg  que co

rresponde a la fdrmula desarrollada, establecida por Windaus (1924),
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De-acetyl-methyl-colchicine

Es, por lo tanto, un derivado aminado y metoxilado del fenap
treno; se le reconoce un ndcleo tropoldnice que permite clasificar_
lo como tal y presenta un aspecto quincide de lo que se deriva la
gran analogia quimica con ellos, Esto parece interesante, por el he
cho de que el compuesto aleman E39 tiene respuesta antimitdtica en

. . 7 s . - . 7 .
la experimentacidn clinica reciente, ¢l cual posee una funcidn qui_
ndnica de 1la que parccen depender sus propicdades ( imino=-benzo-qui

nona).

La colchicina se ha considerado como un alcaloide por sus pro
picdades fisioldgicas generalecs, por la presencia de su grupo NH vy
por que es un extracto de una sustancia vegetal, Pero en 1940, Shu-
ller, estudiando el extracto de la colchicina con luz ultraviocleta,
encontrd diferencias notables con un alcaloide de ndcleo fenantréni
co, como la morfina. Por otra parte, su nitrdgeno estd fijado a una

cadena lateral cuyo comportamiento no es el de un heterociclico. Por
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simplificacidn terminocldgica y por utilizarlo asi la mayoria de s

autores, se le sigue considerando como tal,

Tiene dos propiedades bioldgicamente muy notables. Los bidlo

gos por mucho ticmpo han utilizado la colchicina para improvisar
la dispersidn de los cromosomas en cl estudio de las células vege__
tales, interrumpiecdno la mitosis cn la mectafase (Mangenot, 1%41),
(Eigsti y Dustin, 1955), (Dustin,Havas y Lits, 1937). Esto es de
particular interds para bidlogos, histdlogos, citdlogos y genetis_
tas; retrasando la divisidn de los centrdmeros de los cromosomas ,
el retraso de la divisidn de los centrdmeros causado por la colchi
cina proporciocna mayor tiempo para que las cromdtides adopten for_
ma especial y se acorten, Por lo tanto los cromosomas sc¢ hacen mds

cortos que de ordinarioc y hasta disminuyen su desigualdad.

De la accidn de la colchicina sobre los tejidos normales y
patoldgicos deriva su importancia en la medicina clinica ya que ejer
ce efecto curativo muy notable sobre las articulaciones afectadas
de artritis gotosa, tratamicnto usado por centurias (Eigsti y Dus
tin, 1955), asi como cn cl tratamicnto mitdtico del cdncer (Huant,
1957). La colchicina sirve para modificar la mitosis: este alcaloi
de provoca en los tejidos de los tumores o en las zonas germinati-
vas de tecjidos normales una accidn de paro o inhibicidn de 1la cinpe
sis que afectan las dos foses terminales, metafase y anafase(Payron

et al.).
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Administrando colchicina durante cicerto tiempo, se puede de
terminar la intensidad con que se dividen las cdlulas en cualquier
tejido u drgano en animales de experimentacidn. En esta forma todas
las células que inician la mitosis por entonces, sdlo alcanzan la

etapa de metafase (Laboratorios Leblond, Histologia de Ham).

Ademds, parcce muy probable que estc blequeo citotdxico sea
precedido de una fase éxito-mitdtica de duracidn ¢ intensidad varia
bles, que dependen de la concentracidn del alcalecide y de la natu_
raleza del tejido del tumor. La lesidn cclular elementaly constante
consiste en una degencracidn apldsica de las fibras del huso cromi
dial , es decir, parece inhibir la formacidn del huso y sus fibras
que sc transforman en una masa aciddéfila desprovista de polaridad ,
de estructura fibrilar y de condrosomas(centrosomas) incapaces,por
lo tanto, de provocar la migracidén de los cromosomas, Asi, despuds
que los centrdmeros de los cromosomas sc dividen y los cromosomas
se scparen cn cromatides, cstos no se alejan hacia los extremos
opucstos de la célula comc lo hacen normalmente, sino que quedan
apelotonados a nivel de la placa ecuatorial, Ademds de csta lesidn
escncial, puede manifestarse una hipertrofia de los nucléclos y,aun
mds, hasta una picnosis del nicleo, impidiendo desde la profase la

individualizacidn de los cromosomas.

Estas protuberancias de la cincsis sc cstablecen, scgun Dus
tin, de 4 a 24 horas después de la absorcidén del veneno cariocldsi
co y parccen bastante distintas de las provocadas por los rayos X,

que no paran la formacidn del huso, pero que aglemeran los cromoso
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? . 4
mas en una masa compacta; a pesar de ésto, hay cierta analogia en_

tre los dos modos de accidn,

Estructura de los cromosomas.

" En el pasado se creia que los cromosomas sdlo existian como
tales durante la mitosis, y que una vez completada ésta y entrada
las células nuevamente en interfase, los cromosomas se desintegra_
ban para formar granulos de cromatina; cuando la mitosis volvia a
empezar, los granulos de cromatina se reunian constituyendo cromosg
mas, Hoy sabemos que los cromosomas siguen intactos durante toda la
interfase, pero en forma diferente, En la interfase, los cromosomas
adoptan la forma de largos filamentos delgados. Sin embargo, a lo
largo de cada filamento hay muchos lugares donde el hilo se apelotg
na, igual que un segmento de alambre puede arrollarse formando un
resorte espiral. En estos lucarcs el material del filamento se halla
suficientemente apelectonado para resultar visible en preparaciones
tefiidas., Probablemente son estos segmentos fuertemente apelotonados
a lo largo de los cromosom-~s filamentosos los que aparecen como grd
nulos de cromatina en el ndcleo de interfase. En los lugares donde
los filamentos no se hallan apelotonados, no ticnen sustancia sufi

ciente para ser vistos utilizande el microscopio de luz ordinaria",

Funciones de los cromosomas. " Los genes de las células se hallan

contenidos en los filamentos cromosdmicos, a lo largo de toda o ca_
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su extensidn. Ello, claro cstd, acorta los cromdtides y, por lo tan

to, los cromosomas, al punto quc estos Ultimos aparecen ahora como

pequefios bastoncillos. Sin embargo, cn buenas preparaciones se obsgr.
va que cada bastoncillo estd formado por dos cromdtides. El apeloto
namicnto espiral apretado de los filamentos concentra tanta sustan_
cia tefiible en un pequefio volumen que los cromdtides con cste estado

de acumulacidn aparecen como cuerpos tefildos intensamente.”

"Digamos aqui quec si bien hemos descrito el cromdtide como for
mado por un filamento, cosa que es cierta, se trata dec un filamento,
constituido por dos( o méltiplo de dos) filamentos mds finos toda_
via que se denominan cromonemas. El apclotonamicnto de los haces de
cromonemas que constituyen una cromitides pucde demostrarse muy bien
tratando preparaciones por aplastamiento de algunos cromdtides mitgd

ticos con reactivos que hacen que las espirales sc scparen lo sufi_

cicnte para poder ser observadas."

Eorma y duplicacidn de la moldcula de DNA

"Segin Watson y Crick, la molécula de DNA tiene la forma de
una hélice de dos tiras. Las dos tiras de la moldcula de DNA se ha_
llan intimamcnte unidas una a otra en diversos puntos a lo largo de

su trayecto,"

"Para explicar cdmo las dos tiras sc adaptan una a otra es ne

ccsario scfialar que la cconfiguracidn quimica de la adenina es tal
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Clasificacidn de anomalias cromosdmicas(+)

A. Aneuploidia(Anormalidades de numero)

l.Monosomia aislada (2ne45)=-ausencia de un miembro de un par

. . ’ .
de cromosomas; ninguna otra anormalidad cromosomica

2. Autosomas

b. Cromosomas sexuales

2.Trisomia aislada(2n=47)-1 gromosoma aparece triplicadosninguna

otra anormalidad cromosdmicn
a. AUutosomas

b. Cromosomas scexuales

3.Polisomia aislada(2n48 S mAs) 1 cromosoma estd representado

i . - 7’ -
cuatro veces o masj; ninguna otra anormalidad cromosdmica
a. Autosomas

b, Cromosomas sexuales

4,Complejo aneuploide-variacidn numérica que afecta dos o mds

cromosomas; ninguna anormalidad estructural asociada
a. Autosomas

b, Combinacidn de autosomas y cromosomas sexuales

. . . . . 7
5,Mosaicos ancuploides=- ancuploidia de una porcidn de células,

mds bien que de todas las células del cuerpo
a. Autosomas

b, Cromosomas sexuales

(*)

Eggen, R.R.? Cytogenetics, Review of recent advances in a new
field of clinical pathology. Amer. J.,Clin.Path.39(1):3-37,
1963,
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B. Anormalidades morfoldcicas
1. Translocaciones
a. «wutosomas
b, Cromosomas scxuales
2, Deleciones
a.\sutosomas
b.Cromosomas sexuales
3. Duplicaciones (trisomia parcial)
a. utosomas
b, Cromosomas sexuales
4, Isocromosomas
Qe Autosomas
b, Cromosomas sexuales
9. Inversiones
2. Autosomas
b. Cromosomas sexualecs
6. Anomalias morfoldgicas raras Yy complejas
a2, anomalias raras envolviendo un solo cromosomas
b, Anomalias morfoldgicas sin relacidn que afectan simultd_

7
neamente dos o mds cromosomas
C. Aneuploidias morfoldgicamente andmalas- cambio morfoldgico en

un cromosoma asociado con aneuploidia de otro
a, Autosomas
b, Combinacidn de autosomas y cromosomas sexuales

D. Mosaicos morfoldgicamente andmalos- anomalfas morfoldgicas que

afectan los cromosomas en una porcidén de células, mds bien que

de todas las células del cuerpo,

BIBLIOTECA: CENTRAL

OR
VERSIDAD: BE EL SALVAD

UNI
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a« Autosomas
b, Cromosomas sexuales
E,Clonos- anomalias morfoldgicas o aneuploidia que afecta una sola
linea de cdélulas (dentro de un tejido) que es, morfologicamente

y a menudo fisioldcicamente, independiente del resto de las célu

las corporales y de las células restantes del mismo tejido.

Técnicas citogendticas

Para el estudio de los cromosomas en el hombre, se han utili_
zado cinco tipos principales de material: 1) tdbulos seminiferos pa
ra preparacioncs por aplastamiento; 2) examen directo de células de
tumores o derrames, sin cultivo; 3) cultivos de larga duracidn, de
piel y fascia lataj 4) preparaciones de células de médula dsca con
cultivo o sin é1; 5) cultivo de corta duracidn de leucocitos de san

gre periférica, Estos son los tejidos tomados por biopsia.

Tjio y Puck (1958) describcn técnicas de cultivo de tejidos
humanos normales cancerosos: piel de voluntarios nommales y de car_

cinoma cervical.,

Axelrad (1958) reficre que células de algunas cadenas cultiva
das in vitro tienen una tendencia pronunciada a desprenderse del vi
drio durante la mitosis, Cuando las cdélulas estdn proximas a dividir
se se vuelven esféricas y disminuye el Area de adhecrencia, Las célu
las alteradas en cultivos continuos ticnen tendencia a perder su ad
herencia al vidrio, Si la divisidn celular sc interrumpe en metafa_

se por tratamiento con colchicina, muchas cé€lulas se liberan y flo_
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tan cn el medio., Esta propiedad permite colectar gran numero de cg

lulas suspendidas en metafase, Utilizando técnicas de aplastamien_

to se pueden analizar los cromosomas, En esta forma se obticnen susg
pensiones del 50 al 90 por ciento de células que estdn en metafase

, -7
por accidn de la colchicina (2.5 x 10 polar) de 18 4 24 horas.

[

Moorhecad ct al.(1960) informan de una técnica de cultivo de
leucocitos de corto perfodo, a través de la obtencidn de plasma de
sangre heparinizada . Otros investigadores han informado sobre éxi

tos con ligeras modificaciones a esta técnica (Edwards y Young,1961),

(Berrios,Callejas y Arita, 1965a y b),

Bottura y Ferrari (1960)y Kinlough y Robson (1961) informan
de una técnica simplificada consistente en inyectar 1 mg de colchi
cina endovenosa 2 horas (Bottura), 1 hora (Kinlough) antes de la
aspiracidn de las células de la médula dsca, segin técnica de Ford

y Hamerton cn mamiferos aplicada al humano.

Kinlough y Robson ( 1961) y Baikie et al.(1961) informaron
de anomalias en el ndmero y morfologia de los cromosomas en células
leucémicas de cultivo de médula Jdsea o sangre periférica o de prepa
raciones hechas sin cultivo, Kinlough(1961) aplica la técnica de la
inyeccidn de la colchicina endovenosa in vivo en condiciones tales
como la leucemia donde los resultados de las técnicas de cultivo

pueden no ser verdaderamente representativas,

En ese mismo afio desarrollaron una técnica para hacer prepara
ciones directamente de las células leucdémicas humanas de sangre pe

. ’ . ’ . . -
riférica o de médula dsea, sin cultivo previo.
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Froland (1962) describe una técnica en recién nacidos usando

un micrométodo basado en los principios de Moorhead et al.

Baker (1962) y Lumb(1965) informan de la tdcnica de suspension
celular de linfonodos, bazo, timo, en el estudio de los cromosomas

en la reticulosis.

Tjio y Whang (1962) informaron del estudio de cromosomas de
células de la médula Jdsca con la administracidn previa de colchici
na por el método de aplastamiento o del secamiento al aire( Berrios,

Alvarenga y Arita, 1963).

Cestari y Perondini (1963) estudiaron los cromosomas de mami_
feros en cultivo de tejidos de difercntes drganos (rifidn, higado,
pulmdn, piecl, etc.); combinando la tripsinizacidn con la técnica de

la suspensidn,

Hirschorn (1965) y Huang (1965) describen un procedimiento de
microcultivo con sangre total, basado en la técnica de Moorhead et

2o

Birdwell (1965) utilizando la técnica descrita por Baker,hace
cultivos con muestras enviadas hasta 30,000 millas con intervalo de

75 horas y con temperatura entre 50 y 104°F,
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material debe ser de acero inoxidable o de hierro esmaltado. Los

frascos, jeringas, ctc, deben estar llcnos con la solucidn detergen

te, Manténgase asi durante toda la noche,

o :
Todo esto pdngase en un autoclave a 120° C y a 15 libras de

presidn durante 30 minutos. Con el material adn todavia caliente en

judguese de 7 a 8 veces con agua destilada corriente y terminese en

juagando de 1 a 2 veces con agua bidestilada.

Coldquese el material . sobre papel limpio y séquese al horno.

Evitese tocar la parte interna del material con los dedos.

[ 4 .
Después de secar el material taponar con gasa y algoddn (em_

pléese algoddn hidrdfilo).

Cada recipiente(frascos de cultivo, probetas, jeringas, beackers,
cajas de petri, instrumentos, etc), debe scr envuelto con papel craff,
escribiendo sobre dste la capacidad de cada uno. Las agujas son mon
tadas invidualmente en tubitos de vidrio, de cuello corto, Los tapg
nes son tratados en la misma forma que la cristaleria y colocados

en grupos en rccipientes de vidrio de boca grande.

Las pipetas son mds dificiles de preparar.El trabajo de lawado
debe iniciarse de preferencia con las pipetas nuevas de 2 capacida
des solamente y del mismo tipo y marca. Si no sc tienen pipetas nue
vas escdjanse entre las existcentes en el laboratorio aquellas que
tengan las caracteristicas, principalmente las dimensioncs de la bo

ca para facilitar cl pipeteo con bulbo,
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Siempre que las pipetas sean usadas con material no infectan_

te y no radioactivo deben colocarsc inmediatamente después del uso
en solucidn detergente contenida en las bandejas largas de hierro
esmaltado., Si el material es infectante, la bandeja tendrd dcido f&
nico al 5 por ciento. Si el material cs radioactivo, deben tomrse
precauciones espcciales, usando preferentemente cilindros altos de

vidrio o de nalgene claramente rotulados: material radioactivo.

Despuds de esterilizadas en el autoclave retirense los tapones
de algoddn; un buen sistema para removerlos es ¢l de emplear una ¥gu

ja de acero inoxidable con cancho en la punta (aguja de crochet).

La esterilizacidn de las pipetas en autoclave aon detergente,
desprende la suciedad y las protcinas coaguladas . Remudvase hasta
dondc sca posible esta suciedad con agua corriente, adaptando un tu

bo de latex al extremo de la pipeta y al chorro de agua corriente,

En seguida,las pipetas son colocadas punta arriba en cilindros
de vidrio, suficientemente alto para contencrlas complctamente., Es_
te cilindro debe ser resistente al autoclave y estar lleno con solu
cidn detergente. Las pipetas pasan alli una noche., Lucgo, coldquese
el cilindro en ¢l autoclave a 120° C. durante 30 minutos. Despuds en
judguese en agua destilada corriente 7 4§ 8 veces adaptando el extre_
mo a la punta del tubo de ldtex que viecne del recipiente que contie

ne agua destilada,.

Finalmente, dese un a Udltima enjuagada con agua bidestilada,.Si

no se tienen cilindros de vidrio en las condiciones sefialadas, la
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. B 4
preparacidn puede hacerse en las bandejas largas pero la remocidn

de la suciedad no es tan . eficiente,

Las pipetas son colocadas sobre papel craff limpio e introdu

cidas al horno para secar, Solamente después de esto son taponadas
con algoddn hidréfilo o algoddn en rama beneficiado (de joyero).Evi

tese tocar las pipetas con los dos dedos cn su mitad inferior.

Las pipetas son colocadas en cilindros metilicos, rigurosamen
te en grupos del mismo tipo, con la punta hacia abajo (sobre gasa

nueva y limpia).Llas bocas oricntadas hacia abertura del cilindro.

Los cilindros se marcan claramcnte en la parte externa y se

¢sterilizan c¢n horno a 120° durante 2 horas. Las pipetas no son en_
vucltas en papel,
Todo el material restanté serd esterilizado en autoclave a

120° C a 15 libras de presidn, durante 40 minutos; al salir del au_

toclave, coldquense en el horno solamente para secar.

Ademds de estar estéril, todo cl material deberd protegerse

contra el polvo y colocarse en armarios cerrados.

4, Técnica de cultivo

4.a- Humedézcinse complctamente las paredes de una jeringa estd

ril de 10 ml con 0.2 4 0.8 ml de solucidn de heparina sd
dica acuosa (1000w ml de Liquemina Sddica, Casa Roche )

' halando el émbolo unas 2 3 3 veces,
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4.b- Extraer 10 ml de sangre perifdrica por venipuntura (de
las venas del pliegue del codo cn pacientes adultos o
en la vena femoral para nifios recién nacidos; de ser po
sible se puede extraer de la yugular externa)., El pacien
te debe estar en ayunas por lo menos durante 3 horas.
Normalmente, ¢l numero de leucocitos en 10 ml de sangre
es de 7-15 milloncs de leucocitos (Moorhead y Nowell,

1961).

Pase asépticamente la sangre a un frasco colector
de 10 ml con tapdn de rosca; déjese reposar la sangre a
la temperatura del cuarto durante 1 4 14 horas, luego los
eritrocitos se sedimc¢ntan dejando los leucocitos en el
plasma, Si la sangre tiene un indice poco comun de baja
sedimentacidn, la aclutinacidén de los critrocitos puede
efectuarse por la adicidn de una mezcla débil de 0.2 ml
de fitohemaglutinina. En caso necesario, centrifugucse
suavemente a 200 rpm (11 RCF) durante 1 ‘a 2 minutos (ha
bitualmente proporcionard los 4-6 ml de suspensidn plas_

ma- leucocitos descados sin la presencia del codgulo),

4,c- Preparacidn del medio de cultivo

Trabajando asdpticarcente en una campana que previamen
te ha recibido durante 2-3 horas los efectos de una 13m_
para de rayos ultravioleta instalada en su interior, pre_

’
pirense en frascos Erlenmeyer de 50 ml con tapdn de rosca
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un medio de cultivo mezcldndo 4 ml de medio TC-199 (Dif_

co Laboratory, Detroit,Michigan) con rojo de fenol como
indicador, Penicilina 100 u/ ml y Estreptomicina 100 ml
del medio, 0,2 ml de fitohem~glutinina y, lucgo, agréguen
se 1.5 4 2.5 ml de la suspensidn plasma-leucocitos del
frasco colector de sangre, Estas transferencias se ejecu

tan con jeringa estéril y aguja No.l19.

s £
Incubacion

Incubese . el Erlenmeyer del medio de cultivo de leu_
cocitos inoculados, durante 65-72 horas a 37° C en una
estufa con mezcla de gascs, 5 por ciento dec C02, aire y
vapor de agua. Es muy importante mantener la tasa del pH
del cultivo durante todo el tiempoj cl indicadoer no debe
volverse mds amarillento que un ligero dmbar ni mds ro_
jo que un ligero rosado, Ajustar el pH entre 7.0 Sl
con HCl 0.1 N. & el 5 por cicnto de CO, para acidificar
Y CO3HNa para alcalinizar. Nunca es bueno dejar los culti
vos descansando por 3 dfas sin alguin tipo de atencidn. El
periodo critico parece estar en las primeras 4 & 5 horas
de incubacidn, cuando el cambio brusco en el pH puede da

fiar un porcentaje de los leucocitos del cultivo y que mds

tarde audn ajustdndolo no obtendrd buenos resultados,

Al parecerel mantenimiento del pH es de primgra impor

tancia, Es por esto recomendable agitarlo cuidadosamente
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Resuspéndase con una pipeta Pasteur.

Centrifiguese a 600 rpm (110 RCF) durante 5 minutos.

Aspirese el sobrenadante con una pipeta Pasteur con
bulbo.

Resuspéndanse las células con 243 ml de fijador fres
co con una pipeta Pasteur y déjense descansar durante 5

minutos.

Centrifuguese a 600 rpm durante 5 minutos.

Si es necesario dispersar los racimos de células re
pitase la operacidn, Aspirese cl sobrenadante y luego
afiddanse de 0,25 4 0.5 ml de fijador fresco al paquete

de células; y resuspenda con una pipeta para obtener una

suspensidn homogénea.
Técnica de la preparacidn de los frotis en las laminas.
Usense ldminas de 75 x 25 x 1.1 mm

L 4 .
Enjuaguense con agua para retirar el polvo, luego su
S ’ 1
. O X Ly s z
merjanse en solucion sulfocromica, después lavense con
agua destilada, enfriense en un recipiente de vidrio,bien
tapado, con agua bidestilada y coldquense en el refrige_

rador,
Quitese el exceso de agua fria de la ldmina escurridn

dola por inclinacidn sobre una toalla absorbente, déjense

. . 4 .
caer sobre su superficie 233 gotas de la suspensidn de
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’ ! . .
Prepare 5 ¢ mds laminas. Pueden usarse Giemsa (Moor

head y Nowell, 1961), Acetato-orceina (Moorhead et al.

1960) & Feulgen-orceina.

Examine el frotis con el objetivo 10x para localizar
buenas metafases, La buena calidad de los cromosomas y su
dispersidn pertinente puede determinarse con el objetivo

de inmersidn. Mdrquense con una pluma.

Un buen criterio para marcar buenas metafase para
fotografia comprende: coloracidn oscura con alto contrag
te, adecuada dispersidn sin traslape de cromosomas o con
muy pocos, fina definicidn de la centromera y satélites,

todos los cromosomas en un sélo plano de foco, cromdtides

paralelas y no sobre-contraidas.,

Para la microfotografia se usd un microscopio Ortho
lux (14.5.81 FSA 255/ 602) con dptica periplandtica (obje
tivo PI 100/1.32 de aceite de inmersidn, ocular 10x, con_
densador acromdtico de lente abatible 602 con abertura
0.95 ,con una gota de aceite de inmersidn sobre el conden
sador , en contacto con la ldmina) y un filtro verde oscu
ro. Se usd una cdmara fotogrdfica Leitz (M1 1085427), una
pelicula blanco y negro Agfa 200 ASA (24 DINAS ) y un fotgd

metro.

Para calcular el tiempo de exposicidn se utilizd un

fotdmetro MICROSIX~-L que comprende: 1) un disco selector
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Luego los negativos son lavados con agua de chorro

corriente durante 45 minutos y por uUltimo secados al aire,

Los negativos fueron ampliados usando 5 y 3 segundos

de exposicidn sobre un papel Brovira Agfa, grado 3, ex_
tra blanco brillante, con una ampliacidn total de 13000 x.
Se duplicaron las fotografias de cada metafase, una para

analisis del cariotipo y otra guardada para referencia.

Preparacidn del cariotipo

De estas fotografias ampliadas se cortaron los cro_
mosomas individuales usando la nomemclatura Denver., Se
colocaron en pares homdlogos los 22 autosomas y el par de
cromosomas sexuales de acuerdo a la posicidn del centrdme
ro, al tamafio relativo de cada cromosoma y a los indices

respectivos.,

Nomenclatura y caracteristica de identificacidn de los

cromosomas humanos.,

El criterio propuesto en Denver,Colorado (1960) para
clasificar los cromosomas humanos se basd en su longitud
relativa, la relacidn de sus brazos, y ¢l indice centromé
rico; esto permitid agrupar los autosomas en pares del 1
al 22, en orden decreciente de longitud. Los cromosomas

del sexo se clasificaron de acuerdo a lo establecido cld
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sicamente con la designacidn de X y Y (B&8k 1960),

Pueden recocerse 7 grupos cromosdmicos mayores (Patou

1960 y 1961), con las letras del alfabeto de la A a la G

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

D (13

(18

SIS

14
a

’
ot

’
a

7’

a

3)-Grandes cromosomas con centromeros media_
& . .
nos o aproximadamente medianos.

5)-Grandes cromosomas con centrdmeros subme

dianos.
12 X)-Tromosomas de mediano tamafio con los
7 -
centromeros submedianos.

15)- Cromosomas de mediano tamafio acrocéntri
cos, que pueden llevar sat€lite en sus bra
zos cortos,

18)= cromosomas mas bien cortos con centrome
ros medianos o submedianos,

20)-Cromosomas pequefios con centrdmeros me
dianos,

22 y Y)- Cromosomas muy pequefios, acrocén_

tricos, que pueden llevar satélites en sus

brazos cortos.
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traste de los cromosomas en el fondo del campo del microscopio.

Estas técnicas permiten el recuento y el estudio de cromosomas

de acuerdo a la clasificacidn de Denver (1960) y Patau (1960).

Microfotografia

Las microfotografias se tomaron en un microscopio Ortholux con
dptica periplandtica y una cdmara fotogrdfica Leitz SM 1 de 35 mm.,
equipado con filtro verde. Las microfotografias fueron expuestas en
peliculas de 35 mm., blanco y negro. Agfa 200 ASA y ampliadas en pa

pel copia Brovira Agfa, grado 3.

b) Conclusiones

1, De la informacidn obtenida en la literatura se desprende
la importancia de los métodos empleados en el estudio de
los cromosomas, El procedimiento de Moorhead et al, modi
ficado es recomendable y permite el estudio de un numero

de metafases adecuadas para hacer un diagndstico.

2. Las técnicas citogendticas aplicadas al hombre incluyen

el andlisis de los cromosomas per se y la prucba de la

crEemaitinaNdeMBarrh

3. La citogenética es una ciencia bdsica que cada dfa alcan_

za m,yor importancia clinica.
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4, Las técnicas citogendticas se pueden desarrollar en cual

quier laboratorio y sus métodos prdcticos son de uso ge_

neral,

IV. RESUMEN

Se han estudiado cultivos de leucocitos de sangre periférica,

obtenida por vendipunturade personas normales y de padentes del Hos

pital de Maternidad y de Pediatria de San Salvador.

La técnica de cultive de tejidos en sangre periférica por
el método de Moorhedad et al. modificado, y tefiido con Wright,nos

ha dado buen resultado,

Se obtuvo buen nimero de metafases que permitieron contar

los cromosomas y enumerar alqunos detalles estructurales,
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Fig. No. 1 Cariotipo normal femenino mostrando 22 pares
de autosomas y 2 cromosomas sexuales XX.
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Fig. No. 2 Cariotipo normal femenino mostrando 22 pares

de autosomas y 2 cromosomas sexueles IXIX.
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Fig. No. 3 Cariotipo normal femenino mostrando 22
pares de autosomas y 2 cromosomas sexuales XX.
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