LOS CROMOSOMAS \
HUMANOSY SU ESTUDIO

Araceli Lantigua Cruz

Existen varios enfoques sobre el estudio de los cromosomas humanos, que de-
penden del nivel de profundidad de lo que se quiere conocer, la urgencia del estu-
dio y de los recursos técnicos con los que se cuenta para hacer € estudio.

Las fases del ciclo celular de una célula somética, pueden ser clasificados des-
de el punto de vista citolégico en dos grandes momentos de estadio celular: la
interfase y la mitosis. Tanto en una como en la otra es posible obtener informacion
sobre los cromosomas humanos. En la interfase, que comprende los estadios G1, S
y G2, la informacion se obtiene por las caracteristicas de la cromatina nuclear y
esta relacionada especificamente con los cromosomas humanos X y Y.

Durante la mitosis es posible conocer muchos mas detalles de cada uno de los 46
cromosomas humanos. En e Capitulo 1 de este texto se abordaron aspectos relacionados
con la higtoria de la citogenética, en d presente capitulo se exponen los fundamentos de las
técnicas citogenéticas con d propdsito de comprender sus resultados e interpretaciones.

CROMATINA NUCLEAR

Lamolécula de ADN de un cromosoma existe como un complejo formado por una
familia de proteinas basi cas cromosdmicas denominadas histonasy de un grupo hetero-
géneo de proteinas acidas no histonas que, a pesar de que se encuentran menos caracte-
rizadas, tienen un importante papel en la estructuray expresion apropiada de |0s genes.
La cromatinanuclear depende entonces, del estado de condensacién y descondensacion
del ADN. Hay dos formas de cromatina de acuerdo con lo hasta aqui descrito: la
eucromatina, en un estado de condensacién que permite la expresiéon génica, y la
heterocromatinaen un estado mucho mas condensado que, atendiendo a sus caracteris-
ticas de activacién o inactivacién, se clasificaen dos grupos:

la congtitutiva, siempre inactiva'y que se encuentra en sitios especificos de la
estructura de los cromosomas.
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lafacultativa, que puede existir en forma genéticamente activa (descondensada) o
en formainactivay condensada situacion ésta propiadel cromosoma X.

LOSCROMOSOMAS

Enladivision celular o mitosis, lainformacion es més completay se extiende al estu-
dio de cadapar cromosodmico, por o queesposibleanaizar € complemento cromosdmico,
tanto desde el punto de vista numérico como estructural.

Comolamitosiscomienzaal finalizar el periodo G2 del ciclodevidacelular, a queasu
vez le antecede lasintesis del ADN, |os cromosomas siempre estarén constituidos por
dos crométidas (expresion citolégicadelasintesisde ADN), unidas por unaconstriccion
primariao centrémero y por extremos denominados tel dmeros.

Cada especie presenta un nimero haploide constante de cromosomas y a su vez un
numero diploide en el que cada par cromosdmico se caracteriza por una estructura cons-
tante.

En los cromosomas humanos se destacan tres tipos, de acuerdo con la posicion del
centromeroy lalongitud delas crométidas. Laposicién del centromero dividea cromosoma
en dos regiones denominadas brazos y que son designados como cortos p (del francés
petit: pequefio) y largos q (siguiente letradel alfabeto después de lap) (Figura6.1).

Asi, los cromosomas humanos son clasificados de acuerdo con la posicion del
centréomero en:

. Metacéntricos, cuando el centrémero estdmuy préximo a centro y ambos brazos,
cortosy largos, impresionan deigual longitud.
Submetacéntricos, cuando el centromero esta desplazado hacia un extremo iden-
tificandose brazos cortos y brazos largos.

. Acrocéntricos, cuando € centrémero esta muy desplazado haciaun extremo, siendo
los brazos cortos extremadamente pequefios.

En el humano hay cinco pares de cromosomas autosdmicos, acrocéntricos, y todos
presentan satélites. Los satélites son estructuras redondas unidas a los brazos cortos de
estos cromosomas por una fina constriccién secundariadenominadatallos. Lostallosde
estos cinco pares de cromosomas humanos, contienen cientos de copias de genes que
codifican ARN ribosomal, por lo que se dice que contienen ADN relacionado con €l
organizador nucleolar. El cromosomaY por su estructura, estambién acrocéntrico, pero
en sus brazos cortos hay genes muy importantes que permiten launién a cromosoma X
durantelameiosis| y otros genesinvolucradosen ladiferenciacion sexual, y adiferencia
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de los acrocéntricos autosdmicos, no tiene satélitesy en sus brazos largos presenta una
zona extensa de heterocromatina constitutiva.

Hay un cuarto tipo de cromosoma denominado tel océntrico, con € centrdmero tan
desplazado haciaun extremo quelos brazos cortos no se observan. Estetipo de cromosoma
no es caracteristico del humanoy unaestructurasimilar pudieraobservarse en cromosmas
humanos productos de rearreglos estructurales que seran estudiados mas adel ante.

-
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Figura 6.1 Tipos de cromosomas humanos seglin posicion del centrémero. A: metacéntrico,
B: submetacéntricoy C: acrocéntrico.

ESTUDIO DE LOSCROMOSMASHUMANOSEN CELULASEN
INTERFASE: CROMATINA SEXUAL

Estudio del cuerpoY

El cromosomaY puede ser identificado en célulasen interfase tratando unaextension
deuntejido con colorantesfluorescentes. El tejido obtenido se coloca sobre un portaobjeto
para ser coloreado. La muestra puede ser obtenida por medio de raspado de la mucosa
bucal. Estetipo de colorante tifie intensamente laregién de heterocromatina constitutiva
que caracterizaa ADN de los brazos largos del cromosoma Y, observable sélo con €l
uso de luz ultravioleta, por |0 que se requiere un microscopio con estas caracteristicas.
El cuerpo Y, como se le denomina, solo es observado cuando el cromosomaY esta pre-
sente en el genomadel individuo en estudio, detal modo que es positivo en las muestras
obtenidas deindividuos masculinosy negativo en €l sexo femenino. También se tieneen
cuenta el nimero de cuerpos Y que se observan por cada nicleo examinado.
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Estudio del cromosoma X

En € texto ya se ha tratado sobre e fendmeno de inactivacion (heterocromatina
facultativa) de uno delos dos cromosomas X en estadios tempranos de preimplantacion
del cigoto.

En el afio 1949, dos investigadores Barr y Bertran, observaron diferencias entre los
nucleos de las células de tejido nervioso de los animales sobre los que realizaban sus
experimentos. A partir de estaobservacién, comenzaron arealizarse investigaciones que
permitieron identificar el hallazgo de estosinvestigadores con lainactivacion de uno de
los cromosomas X en el sexo femenino.

Como para € estudio del cuerpo Y, la muestra se obtiene de raspado de la mucosa
bucal y adiferenciadel estudio del cuerpo Y, lacoloracion puede realizarse con coloran-
tes habituales y la observacion bajo microscopio comin. En el nicleo se observa una
peguefia masa heterocromética, en formaconvexa con uno de sus lados como fijado ala
envoltura nuclear que se tifie més intensamente (Figura 6.2).

s o

Cuerpo Barr

Figura6.2. A. Foto de un nicleo en interfase con el cuerpo de Barr sefialado por laflecha. B. Esquemade
laimagen de un cuerpo Barr en € nuicleo de unacélulaepitelial.

Lamujer presentaen el andisisde 100 células, aproximadamente un 40% de cdlulasen
las que se observa un cuerpo Barr, que corresponde con € nimero de cromosomas X-1.

El estudio delacromatinasexual paraandisis del cuerpo Barr, constituye unatécnica
sencilla, econdmica, rapida de realizar y muy Util para identificar la presencia del
cromosomaxX en recién nacidos con genital es externos no bien definidos, y querequieren
de un diagndstico répido, nifias con baja talla, individuos femeninos 0 masculinos con
historiadeinfertilidad o el sexo de deportistas femeninos de alto rendimiento.
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EL CARIOTIPOHUMANO

Generalidades técnicas del analisis de los cromosomas humanos

A diferencia de la cromatina sexual que su estudio puede realizarse en células en
interfase, 1os cromosomas humanos requieren de la obtencién de divisiones celulares.

A finales de ladécada del 50 del siglo pasado, se desarrollaron técnicas de cultivo de
tegjidos invitro quepermitieronidentificar el nimero preciso decromosomas del humano.

En la actualidad, el estudio cromosdmico es una técnica de avanzada bastante co-
mun. Puede realizarse en diferentes tipos de tejidos como piel, cartilago, médula 6sea,
sangre, células de diversos 6rganos, tejidosfetalesy trofobl asticos, incluyendo el liquido
amnidtico.

Por su facil obtencion, lasangre periféricase haconvertido en el tejido més utilizado
paralos estudios cromosomicos corrientes. El término empleado parareferirseal estudio
de los cromosomas humanos es €l de cariotipo.

El cariotipo se define como la culminacién del ordenamiento de los cromosomas
humanos segun su formay la posicion de su centromero, en grupos que van delaA ala
G, y en paresdel uno al veintidds, recortando los cromosomas a partir de unafotografia.

Pero también estetérmino suele emplearse parareferirse a conjunto de cromosomas
deunindividuo o a conjunto de cromosomas de unaespecie, por ggemplo "el cariotipo de
un hombre o mujer" o€ "cariotipo humano”.

En laactualidad se cuenta con sistemas automatizados que permiten la confeccion
del cariotipo autométicamente, unavez que através del sistema de lentes del microsco-
pio, y apartir de unalamina portaobjeto previamente preparada, se captalaimagen dela
metafase que se desee estudiar (Figura 6.3).

Existe un sistema internacional de clasificacion de los cromosomas acordado en la
Conferencia de Paris, en el afio 1971. Este sistema ha sido enriquecido en lamedidaen
gue se han ido perfeccionando las técnicas citogenéticas.

De acuerdo con este sistemainternacional cadagrupoy par cromosomicostienen las
siguientes caracteristicas:

. Grupo A. Estaformado por los parescromosomicos1, 2y 3. El 1y el 3 son ambos
metacéntricos, siendo el cromosoma 1 el més grande de los cromosomas huma-
nosy el cromosoma 2, € mayor submetacéntrico .

Grupo B. Estaintegrado por los pares 4 y 5. Ambos submetacéntricos, préactica-
mente de igual tamafio.

. Grupo C. Incluye alosparesdel 6 d 12 y todos son submetacéntricos.

. Grupo D. Integrado por los pares 13, 14y 15. Todos son acrocéntricos, 1os mayo-
res con estaformacromosdmica, del cariotipo humano. Todos presentan satélites.
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. Grupo E. Egtaformado por lospares 16, metacéntricoy 17y 18, ambos submetacéntricos.
. Grupo F. Incluyealos pares 19y 20 ambos son |0s cromosomas metacéntricos mas
pequefios del cariotipo humano.

. Grupo G. Est4d formado por los pares 21 y 22, son |0s cromosomas acrocéntricos
mas pequerios, ambos tienen satélites y de ellos el 21 es el més pequefio.

. El cromosoma X es submetacéntrico y por su tamarfio corresponde a grupo C
mientras que el cromosoma’Y es acrocéntrico, por su tamafo seincluyeen € G.
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Figura 6. 3 Cariotipo de mujer cromosdmicamente normal.

Técnicasparalaobtencion decromosomas

El momento del ciclo celular que permite la observacion de los cromosomas es la
division celular, por 1o que, con pocas, muy pocas excepciones, serequiere del cultivoin
vitro detejidos que permitan estetipo de andlisis por crecimiento rapido del mismo. El
tejido humano de mas fécil acceso con estos propositos es la sangre.
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L os componentes celulares de la sangre que se encuentran en mayor proporcion son
los hematies, que por su alto grado de especializacion han perdido su niicleo y se encuen-
tran en una fase GO de su ciclo celular por lo que, son los leucacitos y en especial los
linfocitos T, las células apartir delas cuales podraser posible, bajolaestimulaciondela
fitohemaglutinina (FHA), gque esun agente mitogénico (estimulalamitosis), potencializar
lainiciacién del ciclo celular. En 24 horas se obtienen nuevas células que yano requieren
de laaccion dela FHA.

Se describen varios protocolos de procedimientos técnicos para la obtencion de
cromosomas, pero todos se basan en |os siguientes pasos:

. Obtencion de unamuestra de sangre periférica, mezclada con heparina para preve-
nir lacoagulacion, y no perder laposibilidad de mantener libresaloslinfocitos:

. Medio de cultivo enriquecido con suplemento exdgeno.

Uso de FHA, para estimular lamitosis de loslinfocitos T.

. Incubacion a 37° durante 72 horas,

. Detecciondeladivision celular en metafase con €l uso de col chicina, producto que
inhibe laformacién del huso acromatico, incubando a37° por varios minutos.

. Cosechar € cultivo, iniciando este paso, con una primeracentrifugacién que permita
la sedimentacion de |os elementos formes.

. Extraer d sobrenadante sustituyéndol o por igual cantidad de unasolucion hipotonica
con lo cual se logra aumentar e volumen celular y separar alos cromosomas o
suficiente para su identificaci én evitando la sobreposi cion de | os cromosomeas.

. Fijacién con acido acético y metanol, parafinalmente depositarlosen gotas sobre
unalamina portaobjeto que finalmente sera sometida a diversos métodos de col o-
racion.

. Observacion bajo microscopio dpticoy andlisisdel nimero de metafases estimado
segun losobjetivosdel estudio.

Fotografia de varias metafases seglin sea necesario y finalmente la confeccién de
uno o varioscariotipos.

M étodo de coloracion paraanalisiscromosdmico comun

Existen diversos métodos de col oraci én de los cromosomas después de aplicar proce-
deres técnicos, que tienen como objetivo comun la identificacion de cada pareja
cromaosomicateniendo en cuenta sefiales que permitan reconocer laestructuralongitudina
de cada uno de ellos. A estas técnicas se les conoce como de bandas ya que dejan en

71



toda lalongitud del cromosoma un patron de sefiales en forma de bandas que tienen la
caracteristica de ser constantes para cada par cromosdmico y para cada especie ya que
las bandas obtenidas parecen estar relacionadas con regiones del ADN ricasen AT y
GC. Los protocolos técnicos empleados con mayor frecuencia en €l andlisis de los
cromosomas humanos son denominados:

Bandas G, refiriéndose a un patrén constante de bandas claras y oscuras como con-
secuenciadel tratamiento delaslaminas con solucionesdetripsinay posterior coloracion
con Giemsa. Este tipo de bandas es el mas empleado por |os |aboratorios que realizan el
servicio citogenético de cariotipos corrientes.

Bandas Q, se basan en € uso de colorantes fluorescentes como la quinacrina, y la
accién delaluz ultraviol eta sobre la metaf ase en observaci én. Dejaun patron como €l de
las bandas G siendo brillantes las bandas que son oscuras y no brillantes las bandas
claras. Tienen el inconveniente técnico de necesitar microscopio de fluorescencia.

Bandas R, este patrén de bandas se obtiene a someter las |aminas a un proceso de
calor gue produce un fendmeno de desnaturalizacién del complejo ADN-proteinas de
los cromosomas. Al ser coloreadas las laminas con Giemsa se obtiene un patron de
bandas que son €l reverso del patrén obtenido en lasbandas Gy Q, de ahi € nombre de
bandas R. Esta técnica se emplea cominmente por |aboratorios de algunos paises euro-
peos como Francia.

Existen otros procederes especiales, como las bandas C, para cuya obtencion se
emplea un método de coloracién que destaca las zonas heterocrométicas de cada
cromosoma  permitiendo identificar con mayor precision alos cromosomas de los
pares 1, 9y 16 que presentan una regién variable de heterocromatina pericentromérica
hacia los brazos largosy a cromosoma Y, que presenta unaimportante extension de
heterocromatina que ocupa casi |os dos tercios del brazo largo haciael teldmeroy ala
gue ya hemaos hecho mencion (Ver cuerpo Y). Estas regiones de heterocromatina son
Gtiles para reconocer el origen materno o paterno de estos cromosomas cuando se
encuentran presentes.

Bandas de alta resolucion o prometafasicos. Este tipo de bandas se utiliza cuando
se quiere identificar algun pequefio defecto estructural de un cromosoma. Consiste en
aplicar protocolos de bandeo G, Q o R al&minas obtenidas después de tratar los cultivos
con sustancias que sincronizan lamitosis con € objetivo de obtener un gran nimero de
células en prometafase tardia 0 metafases muy tempranas. Los cromosomas se alargan
y €l patrén de bandas que se obtiene es lo suficientemente grande como paraidentificar
pequefios defectos estructurales. Los cromosomas con este tipo de técnica pueden tener
un nimero de bandas tan grande como de 550 a850 0 mas, mientras que con lastécnicas
de cromosomas en metafase se alcanzan menos de 400 bandas.
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No podemos dejar de mencionar alacitogenéticamolecular, que sebasaen el uso de
segmentos de ADN complementarios, obtenidos por técnicas de ADN recombinante.
Con € uso de estas técnicas, la distancia entre grandes mutaciones cromosdmicas y
mutaciones de un solo gen se acortan y su uso ha permitido cartografiar grandes genes.
Una descripcién de este tipo de técnica aparece con mas detalles en el Capitulo 7.

Describir el cariotipo de forma resumida ha requerido de un acuerdo entre todos los
citogenetistas del mundo. Finalmente se han adoptado un conjunto de abreviaturas y
simbolos con los cualesinformar lo que se observaen el andlisisdel cariotipo pero deuna
forma muy sintética. En la tabla se muestran los principales. Los defectos genéticos
expresados se estudian en el Capitulo 8.

TERMINOLOGIA UTILIZADA PARA LA DESCRIPCION DE LOS CROMOSOMAS
Y SUSANORMALIDADES

Abreviatura  Significado Ejemplo Condicién
p Brazo corto
q Brazolargo
cen Centrémero
ter Haciael telémero
+ Ganancia 46, XX, + 21 Femenino, Trisomia21
- Pérdida 46, XY, 5p- Masculino delecion brazos cortos del 5
/ M osaicismo 45 X | 46,XX Doslineascelulares.
dd Delecion 46,XX,del (4p) Femenino, delecion delosbrazos cortos del
cromosoma4
dup Duplicacion 46,XY, dup (3p) Masculino, duplicacion de brazos cortos del
cromosomaa3
inv Inversion 46, XX, inv (9) Femenino con inversion del cromosoma9
ins Insercién
i I socromosoma 46,X,i(Xq) Femenino isocromosomade brazoslargos
del X
t Translocacion 45 XY,-14,-21, Masculino con transl ocaci 6n balanceada
t(14;21) entre los cromosomas 14y 21.
t Translocacion 46,XX, -14, t(14;21) Femenino con translocacion entrelos
cromosomas 14y 21y trisomia 21.
rcp Translocacion reciproca
rob Transl ocacion robersoniana o por fusion centromérica
mar marcador 47, XY, + mar Masculino con cromosomamarcador extra.
pat Paterno
mat Materno
r anillo 46,XX, r(13) Femenino con cromosoma 13 en anillo
46, XX Femenino normal
46,XY Masculino normal
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RESUMEN

El estudio microscépico de cdlulaseninterfase, con objetivosdeidentificar lapresen-
ciade ADN delos cromosomas X y Y, en forma de cromatina, ofrece un método rapido
y econdémico que permiteidentificar el sexo cromatinico del individuo en estudio.

Esta técnica se indica cuando se requiere conocer con urgencia el sexo en un recién
nacido cuyos genital es externos son ambiguos.

Es un paso técnico que se encuentraentre laclinicay e cariotipo cuando se estudiaa
nifias con bagjatalao aparegasinfértiles.

Permite identificar hombres con sindromes de feminizacién testicular y fenotipo de
muijer, en equi pos deportivos de mujeres de alto rendimiento.

El cariotipo esunatécnicamas elaboraday costosa, requiere de un tiempo mayor de
andlisis que depende del cultivo del tegjido fundamentalmente. Para cariotipos comunes
se utiliza como tejido sangre de la persona que se desea estudiar. Este tipo de cultivo
Ilevaun tiempo menor yaque alas 72 horas se detiene y se pueden obtener extensiones
en [dminas portaobjeto listas para ser sometidas a las coloraciones deseadas. Latécnica
de bandas usada en cariotipos comunes son las bandas G y laresolucién mas efectivaes
el nivel prometafasico de estudio.

Oras técnicas de coloracion para la obtencion de bandas, se realizan cuando es
necesario tener mas detalles de algun defecto cromosdémico no bien identificado o cuan-
do se proyectan investigaciones especificas.

En andlisis de cromosomas de mayor resolucion se emplea cuando se desea identi-
ficar algun defecto pequefio no identificado en €l estudio de rutina.

Lacitogenéticamolecular ofrece un nivel técnico mucho més especializadoy algunas
de sus indicaciones estén en manos de Especialistas en Genética Clinica, cuando se
quieren identificar defectos submicroscopicos de cromosomas especificos o de uso de
los Citogenetistas con fines deinvestigaciones en las queintervienen grupos de especia-
listasinvolucrados en el estudio de etiol ogia de defectos genéticos poco comprendidos.
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