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TEMA 2: CITOGENÉTICA Y ABERRACIONES CROMOSÓMICAS.
CONFERENCIA 2
ACTIVIDAD DOCENTE: 3
MEDIOS DE ENSEÑANZA: tizas y pizarra.
DURACIÓN: 90 minutos

ASUNTO: TÉCNICAS CITOGENÉTICAS.
SUMARIO: 
- Citogenética. Concepto. Antecedentes históricos de los principales descubrimientos.

- Estudios cromosómicos en interfase celular. Cromatina sexual: cuerpo Y y cuerpo de Barr, descripción técnica de ambos estudios. Interpretación de la cromatina sexual, indicaciones, limitaciones y ventajas. 

- El cariotipo humano, sus características.

- Nomenclatura para la expresión de los resultados del cariotipo normal y las variantes de heterocromatina constitutiva.
- Tecnología para la obtención de cromosomas humanos.

- Técnicas de diferenciación cromosómica: tipos, limitaciones y utilidad de estas.

- Avances técnicos para el análisis cromosómico.

OBJETIVOS: 

1- Describir los fundamentos técnicos del estudio de cromosomas en interfase celular.
2- Describir los fundamentos técnicos para la obtención de cromosomas humanos.
3- Mencionar las características estructurales de los cromosomas, el concepto de cariotipo, mencionando la nomenclatura utilizada para dar a conocer el resultado de un cariotipo considerado normal y las variantes normales.
4- Describir los tipos de bandas, resolución cromosómica y sus usos.

5- Diferenciar la información que brindan los análisis citogenéticos de células en interfase y de cromosomas humanos.

6- Mencionar los avances tecnológicos en citogenética molecular. 

INTRODUCCIÓN:
Desde antes de comienzos del siglo XX muchos investigadores habían intentado determinar el número de cromosomas humanos, pero estas investigaciones se vieron obstaculizadas por falta de técnicas apropiadas, dado el pequeño tamaño de los cromosomas. 

Aún así, en fecha tan temprana como 1912, Winiwarter se acercó cuando dijo que en el humano habían 47 cromosomas y luego, a principios de los años 20, Painter planteó que eran 48, como en los chimpancés, y esto fue aceptado por más de 30 años, hasta que Tjio y Levan mostraron en 1956 que no era así. Los métodos empleados por ellos son aún de uso universal, con ciertas modificaciones, en los laboratorios de citogenética.

En la clase de hoy estaremos viendo éstas y otras técnicas para el estudio de los cromosomas humanos.

DESARROLLO:

La citogenética es la rama de la genética que se dedica al estudio de los cromosomas humanos y sus alteraciones.
Existen hitos históricos en los descubrimientos relacionados con la citogenética humana:

- 1882: W. Fleming visualizó y dibujó los cromosomas humanos.

- 1888: Waldeyer introdujo el término “cromosomas”.

- 1891: Henkings, citólogo alemán, identificó los cromosomas sexuales. (Le llamó X por el desconocimiento de su naturaleza).

- 1949: Barr y Bertrand descubren la cromatina sexual.

- 1956: Inicio de la era de la citogenética humana, cuando Tjio y Levan descubren que el número de cromosomas humanos es 46.

- 1959: J. Lejeune describe que el síndrome Down es producido por un pequeño cromosoma extra, que luego se sabría es el 21.

- 1961: M Lyon plantea la hipótesis de inactivación del cromosoma X.

- 1960- 69: Descubrimiento de las enfermedades producidas por alteraciones del número de cromosomas.

- 1970: Casperson y cols. introducen la tinción de bandas fluorescentes.

- 1977: Inicio de la citogenética molecular.

- 1985: Se introduce la hibridación in situ fluorescente (FISH) con sustancias fluorescentes en lugar de radioactivas.

Los cromosomas pueden visualizarse mediante técnicas especiales sólo durante el periodo en que el núcleo está en división (mitosis). Sin embargo durante la interfase celular existen estudios que permiten el estudio de alteraciones en el número de los cromosomas sexuales, estos son:
- La cromatina sexual o cuerpo de Barr.

- Cromatina Y o cuerpo Y fluorescente.

También durante la interfase es posible el estudio de los cromosomas mediante técnicas de citogenética molecular.

Cuerpos de Barr:
En 1921 Painter observó que las células humanas de varones y mujeres tenían cromosomas sexuales diferentes.

Los cromosomas X e Y han atraído siempre la atención y el interés durante mucho tiempo porque difieren entre los sexos, estructuralmente son muy distintos y están sujetos a formas diferentes de regulación genética, aunque se aparean en la meiosis de los varones.

Generalmente los pares de cromosomas homólogos de cromosomas se replican sincrónicamente, sin embargo, uno de los últimos en replicarse es el cromosoma X.

En 1949 Barr y Bertran encontraron que en las neuronas en interfase de la mayoría de las gatas aparecía una pequeña masa de cromatina cerca de la pared nuclear, mientras que en los machos no aparecía, posteriormente comprobaron que se extendía a otros mamíferos, incluido el hombre. Estudios subsecuentes demostraron que se trataba de un cromosoma X que se replicaba tardíamente en relación con el resto de los cromosomas.
En honor a su descubridor se denominó “cuerpo Barr”. La técnica consiste en la obtención de una muestra mediante un frotis bucal con un depresor de la lengua, se coloca sobre un porta objetos, se colorea con colorantes habituales y se observa al microscopio óptico.
En el núcleo se observa una pequeña masa en forma convexa con uno de sus lados como fijado a la envoltura nuclear que se tiñe más intensamente.

Las mujeres presentan, en el análisis de 100 células, aproximadamente un 40% de células en las que se observa un cuerpo Barr, que corresponde con el número de cromosomas X menos 1.
Muy pronto se reconoció que, aunque la mayoría de las mujeres eran cromatín positivas y casi todos los varones eran cromatín negativos, existían algunas excepciones. Especialmente notable fue el hecho de que las mujeres infértiles y con baja talla, con un trastorno conocido como síndrome Turner no tenían corpúsculos de Barr, mientras que ciertos varones con alta talla e infértiles con una alteración conocida como síndrome Klinefelter si poseían dichos corpúsculos. Posteriormente se observó que la mayoría de los pacientes con estos síndromes tenían un cariotipo 45, X y 47, XXY respectivamente.
El siguiente paso en la comprensión de los cromosomas sexuales humanos fue la explicación de la cromatina sexual en términos de inactivación del cromosoma X. 
La teoría de la inactivación como Hipótesis de Lyon asegura que un cromosoma X se inactiva en las células somáticas de mujeres normales pero no en varones normales, con lo que se iguala la expresión de genes ligados añ cromosoma X en ambos sexos. El corpúsculo de Barr representa el cromosoma X inactivo con replicación tardía.
El número de corpúsculos de Barr es siempre 1 menos la cantidad total de cromosomas X por célula. En pacientes con cromosomas X adicionales cualquier cromosoma X en número superior a 1 se inactiva y forma un corpúsculo de Barr. 

Así, en una muestra donde se observen 60 % dos cuerpos Barr, ¿cuál sería el cariotipo esperado en este caso? 

Deben realizar el razonamiento que el caso debe tener 3 cromosomas X.
Importancia del estudio de los cuerpos de Barr:

Constituye una técnica sencilla, económica y rápida de realizar. Se realiza en recién nacidos con genitales externos no bien definidos y que requieren diagnóstico rápido, en niñas con baja talla, individuos femeninos o masculinos con infertilidad en los que se sospeche aberraciones cromosómicas numéricas que involucran al cromosoma X, de esta forma orienta acerca de a cuales pacientes se les realizará el cariotipo.

Cuerpo Y fluorescente:  
Se corresponde con la región de heterocromatina constitutiva presente en la parte distal del brazo largo del cromosoma Y. 

La técnica de obtención es similar a la del cuerpo Barr, con la diferencia de que se colorea con colorantes fluorescentes y debe ser observado con microscopios con luz ultravioleta.

El número de cuerpos Y observados se corresponde con el número de cromosomas Y presentes en el genoma del individuo estudiado, de tal modo que es positivo en las muestras del sexo masculino y negativos en el femenino.

También se tiene en cuenta el número de cuerpos Y que se observan por cada núcleo examinado.

Así, en una muestra donde se observe un cuerpo Y y 0 % de cuerpos Barr, ¿cuál sería el cariotipo esperado en este caso? 

Deben realizar el razonamiento que el caso debe tener 1 cromosoma Y y un cromosoma X.

Los cromosomas:
Son estructuras filamentosas situadas en el núcleo celular. Su nombre deriva del griego: chroma (color) y soma (cuerpo) ya que se tiñen intensamente con colorantes biológicos.
Su comportamiento durante la división de las células somáticas en la mitosis asegura que cada célula hija mantenga completa su dotación genética y durante la meiosis proporciona la dotación haploide de los gametos.
Los 46 cromosomas de las células somáticas constituyen 23 pares, de estos 22 son semejantes en mujeres y varones y se denominan autosomas, el par restante corresponde a los cromosomas sexuales: XX en mujeres y XY en varones.
Los miembros de un par de cromosomas se denominan homólogos, uno se hereda de la madre y otro del padre.

En condiciones normales los cromosomas homólogos de un par de autosomas son indistinguibles uno del otro, igual sucede con los dos cromosomas X en el sexo femenino. El cromosoma Y difiere del X.

Las células somáticas tienen un complemento diploide (diploos: doble) o el complemento 2n, esto es 46 cromosomas, en tanto los gametos poseen el complemento haploide (haploos: simple), o el complemento n, es decir, 23 cromosomas.

Estructura de los cromosomas:
Los cromosomas no son igualmente anchos a lo largo de su estructura longitudinal ya que cada cromosoma cuenta con una constricción primaria denominada centrómero, que es el responsable del movimiento de los cromosomas durante la división celular.

El centrómero divide al cromosoma en brazos cortos y largos, designados p (de petit) y q respectivamente.
El extremo de cada brazo se denomina telómero. Los telómeros juegan un papel fundamental en el sellamiento de los cromosomas, así como en la conservación de su estabilidad e integridad. En humanos estos consisten en secuencias en secuencias repetidas en tándem de TTAGGG que se mantienen gracias a la enzima telomerasa. La reducción del nivel de telomerasa y una disminución asociada en el número de secuencias TTAGGG se consideran factores influyentes en la muerte celular y en el proceso de envejecimiento.
Clasificación de los cromosomas:
Los cromosomas humanos se clasifican, según la posición del centrómero, en tres grupos:

- Metacéntrico: El centrómero ocupa una posición central, ambos brazos tienen igual longitud. En el humano son los cromosomas: 1, 3,16, 19 y 20.

Acrocéntricos: Cuando el centrómero se localiza cerca de un extremo, aparecen los brazos largos y unos brazos muy cortos. Ejemplos: 13, 14, 15, 21, 22 y el Y. 

En el extremo de los brazos cortos de estos cromosomas (excepto en el Y) aparecen una constricción secundaria denominada tallos, en cuyo extremo están los satélites, que son masas de cromatina que forman el nucléolo en la interfase. Contienen múltiples copias de las secuencias de los genes del RNA ribosomal.
Submetacéntricos: Cuando el centrómero se encuentra desplazado del centro, observándose bien brazos cortos y brazos largos. Los demás cromosomas humanos (2, del 4 al 12, 17, 18 y el X).

Clasificación de los cromosomas humanos por grupos (Denver, 1960 y París, 1971):

Grupo A: Cromosomas 1, 2 y 3.
Grupo B: Cromosomas 4 y 5.
Grupo C: Cromosomas del 6 al 12 y el X.
Grupo D: Cromosomas 13, 14 y 15.
Grupo E: Cromosomas 16, 17 y 18.
Grupo F: Cromosomas 19 y 20.
Grupo G: Cromosomas 21, 22 y el Y.
En la conferencia anterior vimos los conceptos de genotipo y fenotipo. Hoy definiremos el cariotipo.

Cariotipo: 

- Es la constitución cromosómica de un individuo (cariotipo masculino o femenino) o de una especie (cariotipo humano).

- Conjunto ordenado de los cromosomas ordenados según la clasificación convencional de los mismos.

- Proceso o técnica para la preparación del estudio cromosómico. 

Técnica de análisis cromosómico:
Los cromosomas de una célula humana en división se analizan mejor en el estado de metafase o prometafase de la mitosis, etapa de mayor condensación y compuestos por dos cromátides unidas en el centrómero.

Las células para el análisis cromosómico deben ser nucleadas y capaces de crecer y dividirse con rapidez en cultivos. Las más accesibles son los leucocitos (específicamente linfocitos T).
Para preparar un cultivo de estas células se obtiene una muestra de sangre periférica mediante venopunción y se mezcla con heparina para evitar que se coagule.

De la muestra de sangre se separan los glóbulos blancos y se siembran en frascos con medios de cultivo al que se les adiciona un estimulante de la mitosis (fitohemoaglutinina)
El cultivo se incuba a 370 por 72 horas. Luego se adiciona colcemid (detiene la división celular en la metafase, pues inhibe la formación del uso y retrasa la separación de los centrómeros).

Se realiza un choque hipotónico con solución salina, que provoca la lisis celular y la liberación de los cromosomas.

A continuación se fijan con etanol, metanol o ácido acético, se extienden en portaobjetos y se tiñen con una de las técnicas de bandeo disponibles, luego se analizan al microscopio.

¿Cuáles son estas técnicas de tinción de los cromosomas?
1- Bandas G: Es la más usada, los cromosomas se tratan con tripsina para desnaturalizar las proteínas y luego se colorean con Giemsa. Se observa un patrón de bandas claras y oscuras.

2- Bandas Q: Requieren tinción con mostaza de quinacrina y examen con microscopía de fluorescencia. Se observa un patrón de bandas brillantes y oscuras. 

3- Bandas R: (Reverse) Puesto que las bandas oscuras y claras son contrarias a las que se producen en el bandeo G o Q.

4- Bandas C: Involucran específicamente la región centromérica de cada cromosoma, así como de otras regiones que contienen heterocromatina, o sea regiones de los cromosomas 1q, 9q, 16q adyacentes al centrómero y la parte distal de Yq.

5- Bandas Nor: Se utiliza nitrato de plata , son específicas para la tinción de los satélites (organizador nucleolar).

 Idiograma: Es la representación diagramática de los cromosomas, mostrando el patrón de bandas (450 bandas) y el esquema de numeración según clasificación convencional.
Posterior a la Conferencia de Denver se han realizado otras que han uniformado la nomenclatura cromosómica. Debido al acúmulo de conocimientos sobre las aberraciones cromosómicas ha sido necesario idear símbolos que designan ciertas alteraciones del cariotipo. 
En la descripción de un cariotipo primeramente se refleja el número total de cromosomas incluyendo los sexuales (ejemplo: 46, le sigue una coma (,) y posteriormente se muestra la constitución de los cromosomas sexuales:
Ejemplo: 46, XX (cariotipo femenino normal)

46, XY (cariotipo masculino normal)

Los autosomas solo se especifican sólo cuando existe alguna alteración.

Simbología:
p: Brazo corto del cromosoma.
q: Brazo largo del cromosoma.
+: Ganancia de material cromosómico.
​- : Pérdida de material cromosómico.
s: satélite

h: heterocromatina
Ejemplos: 
46, XY, 9qh+           47, XX, + 21       46, XY, 13s+
La cromatina es el nombre que recibe el material que forma los cromosomas (combinación de DNA e histonas).
La eucromatina, débilmente teñida, contiene genes funcionales.
Por su parte, la heterocromatina, fuertemente teñida, está constituida por DNA  repetitivo e inactivo que no se expresa.
Avances citogenéticos:
 Los cariotipos prometafásicos permiten la obtención de cromosomas más elongados, obteniéndose un patrón de bandas más amplio (850 bandas) y de diferentes intensidades. Generalmente estos cultivos requieren de sincronización y el análisis del cariotipo resulta más trabajoso. 
Son importantes para detectar aberraciones pequeñas, difíciles de determinar en los cariotipos metafásicos de rutina. Solo se realizan en pacientes en los que el cariotipo de rutina no permite identificar claramente la aberración cromosómica por tratarse de pequeñas deleciones o duplicaciones. Ejemplos: Pacientes con síndrome Prader Willi y Angelman que pueden presentar deleción de 15q12, o con Retinoblastoma con deleción 13q14.

Hibridación in situ fluorescente (FISH):
Permite la detección de secuencias específicas de ADN en cromosomas, células y tejidos. Su principio es la hibridización, combina las técnicas moleculares y citogenéticas, utilizando tinciones fluorescentes para el marcado de segmentos específicos de ADN. 

Una secuencia de ADN o cromosómica marcada con un colorante fluorescente hibridiza a su contraparte homóloga en una preparación convencional de cromosomas o en células en interfase y posteriormente se visualiza mediante técnicas de fluorescencia.

Existen diferentes tipos de sondas FISH:
- Sondas centroméricas: Consisten en secuencias repetitivas de ADN a nivel centromérico, se utilizan en diagnóstico prenatal para la detección rápida de aneuploidías (trisomías 21, 13 18) en células en interfase.

- Sondas unilocus: Específicas para un locus particular, utilizadas para la detección de minúsculas deleciones y duplicaciones submicroscópicas. Útiles en los síndromes con microdeleciones.

- Pintar cromosomas: Consiste en una mezcla de sondas de diferentes partes de un cromosoma en particular, el cromosoma entero se torna fluorescente y se dice que está “pintado”. Útil para caracterizar reordenamientos complejos como translocaciones sutiles e identificar el origen de material extra como cromosomas marcadores. 

- Cariotipo espectral: Utiliza todas las sondas cromosómicas para obtener un cariotipo humano multicolor, en el que cada par cromosómico puede ser identificado en base a su color. 

El FISH en células en interfase puede utilizarse tanto en estudios prenatales como postnatales, permite obtener resultados más rápidos que con la citogenética convencional, ayuda al diagnóstico de aberraciones cromosómicas difíciles de diagnosticar y es útil para priorizar muestras de diagnóstico prenatal con la citogenética clásica.

Su desventaja radica en que no analiza el cariotipo completo, solamente regiones o cromosomas específicos, ha revolucionado el diagnóstico citogenético y ha abierto una nueva dimensión hacia el nivel submicroscópico.

Permite la determinación de microdeleciones difíciles de demostrar mediante la citogenética convencional, como por ejemplo la microdeleción 22q11.2 en el síndrome DiGeorge.  
CONCLUSIONES:
Los cromosomas humanos se estudian durante la división celular, sin embargo durante la interfase se puede determinar el número de cromosomas X o Y mediante el estudio del cuerpo Barr o el cuerpo Y fluorescente.

El cariotipo, por su parte, permite identificar además de las variantes cromosómicas normales, las aberraciones cromosómicas de número o de estructura.

En la próxima conferencia estaremos abordando en detalle los diferentes tipos de aberraciones cromosómicas numéricas.
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