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Introducción 

DESARROLLO DE TECNICAS CITOGENETICAS EN 

EL ANALISIS DE LOS CRm10S0MAS HUN1ANOS . 

Es interesante Dencionar la import ancia ~e l descubr i miento de 

Lejeune y su s colaboradores ( 1959 ) cuando informaron de l primer ejem 

plo de anomal í a congénita (¡ 10ngol ismo ) y su estrecha re l ac i ón con 

m alteración del número euploide de cromosomas. 

Ro binson (1961) puntualiza l os po rta do r es de los elementos he 

reditarios de la célula, los cuales tienen afiniddd fuerte por 

c i ertos color antes y de all í su nombre de cromosomas ( del griego 

" cuerpos coloreados "). Los desc ribe como cuerpos en forma de hilo, 

l ineales , morfológ i camente distintos sólo durante l a fase mitótica 

del núcleo . 

A partir de estas fechas se desarrol l a casi impercepti blemente 

una disciplina completamente nueva en e l l a boratori o y en la med i _ 

cina clínica; la Citoge nética, cuyas técnicas están dentro de l cam 

po de cualqu i er laboratorio clínic o y cuyos métodos prácticos son 

de uso ge neral. Esta disciplina se define como l a pa rte de la biQ 

l og ía que estudia la herencia a nivel celular, espec í f i camente cro 

mosómico . 

La citogenét i ca comprende e l estudi o de l os cromosomas en el 

análisis de los cariotipos y de l a prueba de la sexocrOTTB tina de 
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Barr . Las t~cnicas citogen~ticas ap licadas al hombre inc l uyen el 

málisis de l os cromosomas ~ ~ y la prueba de la cr omatina de 

Barr . 

Tres son los mojones fun damenta les en el desarrollo de la ci_ 

togenética: 

~ 

l . El descubri~iento de la sexocroITBtina en el genero 

Fellus domesticus por Barr y Bertram (1 949 ) ; 

2 . e l descubrimiento del número preciso de 46 cromosQ 

mas de la especie humana por Tjio y Levan (1956 ); y 

3 . el descubrimiento de que el mongolismo es una enfeL 

medad de bida a abe rraciones cromosómicas ( Lejeune 

et al . 1959) . 

La noticia de e stos descubrimientos y la consideración acerm 

de sus posibilidades me ha estimulado a reali zar este trabajo cQ 

Vos propósitos son: 

l. Revisar ciertas técnicas citogenéticas con e l propó 

sito de e studiar los cromosomas tanto en e l an~lisis 

de l os cariotipos como en la prueba de la s exocromatina 

de Barr . 

El presente intento desarrolla la técnica de cul 

tivo de tejidos de sangre periférica descrita por MOOL 

head et al . (1960 ) , así como l a técnica de la sexoc ro_ 

matina des crita por Moore y Barr (1 955 ) • 
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2. Descri bir la quí~ica de la fitohemaglutinina que 

inicia l a mitosis según los principios de Rigas y 

OS900d Y la t~cnica de Marshall ~ y de la colch icina 

que detiene la mitosis y di spersa los cromosomas . 

3 . Revisar las bases bioqu í micas de la herencia . 

4 . Contribuir de esta manera y con esto s estudios a 

una forma más exacta del diagnóstico y pronóst i co 

de ciertos estados patológ i cos, anomalías congéni 

tas y otras entidades nosológicas conocidas, tales 

como los síndromes de Turner, de Klinefe lter? de 

Patau, de Edward s , de Down, de Marfan, etc . 
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l . REVl SlON BIBLIOGRAFlCA 

Barr y Bertram (1949) al distinguir el sexo del gato por la 

cromatina sexual e n los nJcleos de las c~lulas nervio sas hicieron 

un descubrimiento importante que m~s tarde tendría gran significa_ 

ció)1'il e n ci togenét ica . 

Es ta s diferencia s sexuale s fueron más tarde comprobada s tal!! 

b i én en los distintos tejidos de l a e conomía ; fué así como los bió 

logos Moore y Barr (1954) lo demostraron en la bi ops ia de piel hum~ 

na . Davidson y Smith (1954) encontraron estas diferencias en leuco_ 

citos polimorfonuc l eares humanos . Graham (1954 ) demostró en varios 

tejidos, incluso en la membra na amniótica y en l a alantoides, que 

la diferencia sexual en l a Morfo logía nuclear está presente en los 

embriones en temprana edad, aún antes de la diferenciación de l as 

g6nadas, como durante el re sto de su vida intrauterina . Moo r e y Barr 

(1955 ) desarrollaron l a técnica del frotis del raspado de la mucosa 

bucal ha biéndola transfor~do en un procedimiento de laborato rio fa 

cilmente ac eptado . Shettles (1956 ) diagnósticó el sexo antes del n~ 

cimiento, estudiando las c61ulas descanadas del feto en e l l í quido 

amniótico de muj ere s embarazadas . 

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

las cienc~as básicas m~s intrigantes que cada día alcanza mayor i m_ 

portancia clínica . La citogenética correlac i ona estructura s discer_ 

ní bl e s microscópicamente y anormalidades numéricas de cromosomas con 

cambios clínicos asoc iado s con e llas . En pocos años se ha aplicado 
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una serie de técnicas c i togené t icas a la e nfe rmedad huma na e info~ 

mado principalmente e n r ev is tas bri tán i cas . Hirscho rn·y Coope r(l96D 

y Sohva l (1961) hacen una r e visión e n la literatura científ ic a de l 

estatus de l a c i togenética en med i cina . 

Las técnicas citogen6t ic as han sido us adas ha ce m~s de 50 

a ~os desde que Bridge (1916) correlació los cambios en e l f enotipo 

de l a drosófila y l as altera ciones e n l a estructura de lo s cromosQ 

mas . 

Es así que l a citoge n6 t i ca es tudia la herenc i a a nivel celu_ 

lar. Espe cíficamente compre nde e l es tudio de l as a lteracione s cromQ 

sómicas visibl es asociada s a enfe r rredades humanas, estudio que se 

ha ce evidente e n e l anális i s de l os cariotipos . 

También compre nde l a prueba conoc i da como de l a s exo cromatina 

de Ba rr, que se u s a para demostrar diferencias s e xua l es e n l a morfo 

lo gía nuclear . 

La obseTvación comprobó que l os cromos omas s e xua l e s de al gu_ 

nos sa ltamont es (Orden Orthopte ra) permanec í a n e n l a interfase;cQ 

mo la cromat ina de e sto s cromosomas e s dis tinta de la cromtina de 

lo s autosomas, en e l hecho de no desapare cer e n la inte rfase, r ec i 

bió e l nombr e de hete r ocroma tina (hete ros, distinto ). Barr ~t a l. 

de nomina r oR a l a cromatina - de los - ~romos omas sexuales,crama tina 

sexual. 
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La he terocromatin¿¡ . de los dos cromosomas X de l a s células de 

l d hembra de los an imales superiore s es difere nte de la heterocrom-ª. 

tina de l a combinación XY de los cromosomas sexuale s en las célu_ 

las de los varones . 

Tjio y Le van (1956) e stab l ocie ron que e l número di ploide de 

cromosomas era de 46 y no de 48 como se describía en los traba jos 

clásicos de Painter (1924); su descubrimiento pronto fué confirma_ 

do por otros inve s t i gadores; Ford y Hamcrton (1956 ), Chu y Giles 

(1 959 ). 

En tre l os 46 cromosomas de l género humano, hay 44 autosomas 

Y 2 cromosomas sexuales ; 2 cromosomas XX en l a hembra y 2 cromoso_ 

mas X y otro Y (XY) en e l hombre . Barr observó que l as célu l as de 

l a hembra muestran a menudo una porción de cromat ina condensada, 

con ciertas características que l a i dent i f ican con el nombre de cr2 
, 

matina sexual, e n tal forma que siempre hay 2 cromosomas X en un n~ 

cle o de cada cGlula de una hembra . Los 2 cromosomas X se unen e n l a 

in terfase de l a célula somát i ca y forman una pequeña masa informe 

de cromatina condensada, l a cromatina s exual f eme nina . Es ta marca 

e n fo rma de punto t eñ i do de oscuro, puede se r vista ce rc a de l nuclé ~ 

0 1 0 en l as células nerviosa s; apa r ece como una masa oscura de f orma 

plano - convexa o tr iangul ar comprimida contr i l ~ membrana nuclear en 

l ~ s célul ~ s del estrito esp inoso de l a epidermis . En los frotis de 

s.Jngrc per i fGric.J 1,\ crom2tinLl se xu Ll l de l a hembrl, uunque: general_ 

me nte contenida e n uno de los lóbulos de un núcl e o de un ncutrófilo 

muduro , result:l muy d i f ícil o impo s i ble: de i den tifi c .r porque 12 
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croma tinQ est~ tan conde nsada qU0 , a veces , constituye un lóbulo 

fino condensado en formi1 de palillo de t ambor; según Davidson y 

Smith (1954 ) esto ocurre en un neutrófilo de c uda 38 . En l i1 s célu_ 

l i1s obten i das de l r a spudo de 12 mucosa bu cul se observa ce prefere-r 

cia e n l os núcleos claros, p61idos y volum i nosos de tipo vesicular . 

Mientras est6 pre s ente en ci1da célula de uni1 hembra, 12 cro_ 

matini1 sexual s610 puade ser identificada con certeza en aque llos 

pocos núcleos en l os que por c i1 sualid d se encuentre en un pl ano 

que p i1 se a través del centro de l núcleo y pe rpendicular al eje óQ 

ti co del microscopio, e s decir , que si estos nú c l eos en interfase 

son cortados e n un pluno adecuado , contienen una masa de crom3tina 

sexui1 1 suficientemente voluminos a pi1r~ ser observudi1 en e l micros_ 

copio de luz ordini1 rio; suele tener un " micru de d i ámetro, aproxim~ 

d LlmentG. 

Bi1rr e t 21 . (1954) encontri1ron l a cromJ tina se xual en lLls cé 

l ul ~ s ma sculinas, I e ro sumamente pequeRa paru poder identificarla 

a l microscopio ordinlrio, ex cep to en circunstancius muy favor a bl e s, 
.1 • y en un porcentuje mlnlm o aunque no despre ciab le . 

Moore y Barr (1955) describieron que l a cromatini1 sexual a sí 

como l Ll cromutina en general se tiRe bi en con colorantes básicos 

como la hema t oxi lina y viol e ta de cresilo . Barr , Bertram y Lindsay 

(1 950 ) demostri1 r on que l a reacci6n de Feulgen y e l verde de metil~ 

p i ronina indican que su principa l ácido desoxirribunuc16ico DNA de l 

satélite nuclei1r, e s una mcmbruna nucleoprote ín3 cromos6mica no nu_ 

cleolar . 
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En los f r otis de san.gre pe rif6ric cJ s e t i ñe con Wright o Giem 

SiJ. . 

Su incide nciiJ. fuE5 de 56 ¿ 8 7 por ciento pcJTJ 1<:1 cr·om::. t in iJ. 

s exucJ l f omenincJ y 2 . 1 c:í 6 . 3 por ci ento piJ.ra 1.3 crom cJ t inél s e xua l ma..§. 

culiniJ. en e l estud i o de cortes de tejido ne rvioso de 12 ga tos, t eñi 

dos co n tionin~ , ve rde de met ilo - pironina, nitrcJto de pl ~ t iJ. r educ i 

do y hem3toxilina férrica s e gún obs e r vcJcione s de Barr, Be r tram y 

Li nds'1 Y (1950 ) . Obs e rv iJ. cione s p.l r e cidcJ s fu e ron comunicélda s por MOQ 

re y B1rr (1954 ) hJc i endo autops ias y biops i~ s hum ancJ s en su j e tos 

de 22 á 29 años; color ea ndo l a s muestr~s co n h em~to xilin iJ. eos ina ,Fe 

ul ge n , v Jr de de metilo , pironincJ y concluye ndo que 1 diferenciiJ. 

sexual de 1::. morfolo gí a nuclea r e s un fen6mGno genercJ l que e xiste 

e n todos lo s t e jidos y órg::. nos hum2no s . Prince, Gr JhJm y Barr( 1955 ) 

e ncue ntrcJ n que l a in cidenc i ~ de l a crom cJ tin~ se xu iJ. l e s de 76 po r 

ciento e n liJ. hembra y h ~st::. ellO por cien to e n e l var6n e n te jido 

ne rvioso de l Mélca cus rhe sus . 

Moore , Graham y Barr (1 953 ) utiliz2ron e stos cono cimie ntos ~ 

d i iJ.gnost i c ~ r e l se xo de un individuo en dos c a sos de pseudo he rmafrQ 

d itismo . Bur (1956) e n l ~ s biopsi2S de p i e l y de l a mucosa gingiv2 ~ 

s e va l en de 12 cromatiniJ. s e xual de l cJ S cé l ul a s pcJra dete r minar el 

s e xo e n pcJc i e nte s con mnl fo rma ci oncs ge nita l es , e stados intcrs exua_ 

l e s, virili za ci6n y age nes i n gonadcJ l . Sohv cJ l e t a l. (1956 ) a na liz an 

do biopsias de p i e l parcJ de t e r minur e l se xo cromos6mico e n 28 vcJ ro_ 

ne s y 27 hembra s nor mLlles y un grupo de 76 suj e t os con m3 rc iJ. diJ.s a l _ 

t e r~ ci o ne s sexuLl l os e ines t abilid cJ d hormon~l , concluye n que di cho 
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método e s de c o nfi ~nza ( hembr0s con virilismo, def iciencia estrogé 

nica con síndrome de Cushing y ~ nfermedad de Addison, como t ambién 

v a r one s con deficiencia n ndrog~nica, criptorqu idismo , bajo t erapia 

a ndrogénic n e strogénica? s índrome de Cushing y Addison, estados in 

t e rsuxua l es con pescudohermafrodit ismo m~sculino y he rmafrodit ismo 

verd d~ ro). La edad e staba compr~nd ida d sdo r e ción nacidos n indi 

viduos de 80 dños. 

Acción de la Fi to hOmJ Cf lutinina 

Ordinariamente, lo s l eucocitos norm~l es no s e dividen e n san 

g r e periférica , pero hay evidencia de qU0 ti ene n potencia lidad mitó 

tica e n e l cue r po . Se trntó de dc t e rminnr qué factor e s o condiciona s 

e speci f ic Js on med io ce cu 1 tivo son r e sponsabl e s de activ.\r e ste. 

pote ncia l mitótico 1 .tont~ de l a s c~lul ~ s mononucleares circul nntes 

y se hnlló que un agente mitogónico, apa r e ntemen t e no fisiológico, 

e rn e l e xtr~ cto vege t a l fitoh em3g1utinina ~ stimul ~ ndo a l pJre ccr l a 

a ltera ción do l os monocitos y gr~ndes linfoci to s a un estado capaz 

de división . 

Al oxtracto mucopro t e íco vcgeta l fitoh emag lutinina empl e ' do 

originalment e como medio de sepa r 2r l euc ocitos de sang r e to tn l en 

me dios de cultivo (Nowe ll, 1960 ), s e l e e ncontró l a prop i edJd de ini 

cia r 1) actividad mitót ica, e n su pr esenc i a se efectúa l a d ivisión 

celul ar, e ~ su au sencia no ocurr e mitosis . Los e studios sugie r e n que 
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la acción mitogónica de l Q fitohom2g1utinintl no afo ctQ l Q mitosis 

.E.::..E.~, sino más bi e n e l es t ·-; do pre cede nte a l Q mitos is, ul toril los 

monocitos y 9r~ndes linfo c i to s circuluntes a un e stado en e l cual 

son capaces de div idirse . L2 r e ltlción de e sta acción mitogénic2 de 

l il fitohemag lu tinina a l proceso mitóti co y premitótico e n 01 cue rpo 

que d~n por s ~ r invostigados. Nowell (1960) demostró que l a fitohem~ 

g lutinin~ e s l Q r~ spons Qbl e de l ~ inici l ción mitótica de cultivos 

de corto término de l euc ocitos hum2nos . La s célul J s en división f~ 

r on identific tldu s como monoc i t os y grQndos linfoci tos que se hab!un 

vu e lto mitóticamente activos in vitr~ de spués de dos d! 2 s de pe r!o_ 

do l a t e nte. Creyó que 13 fitoh omuglutinina iniciubu l a conve rsión ~ 

monocitos y grcJndc s linfoc itos tl un e stil do capa z de división mitóti 

ca . Informó que l ns c'lulus pre sentes e n l os cultivos consist!un e n 

agruPQmiontos de gr a ndes célul~s mononucle~ re s con linfocitos dise_ 

minados y unos pocos granul ocitos . L mayor! u de gr lnde s cé lul us mQ 

nonuc l eudtls tie nen un núcleo uniformemente r e dondo con cr on)) tina fi 

n tlmc nte dispe rs a y uno o má s nucléolos prominente s. El citop12sma 

es intcns ume nte btls ófilo y granular, u menudo con un clr2tl pé'Ílida ad 

y a cente a uno de los l ados de l núcleo . Las grande s célultls mononuc~ 

a r e s es tuvie ron presente s en cu l tivos , en los cuale s, fué evidente 

1 3 mitos is. Cua ndo l J fit oh mag lutinina fué omitida de l os cultivos, 

las célul ~ s pe rmtlne cie r on visible s , se obscrvtlro n muy poca s gra nde s 

células mononucletl r os y no hubo a ctividad mitótictl . Se r equi e r e un 

mínimo de 0.2 mI do fit ohemaglutinina por 10 mI de cultivo pa r a l a 

iniciac ión de l a actividad mitótica; no huy ninguna actividad mitó 

tica durtlnte e l pr imero o segund o d! ] de cultivo. 
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Por muchos años s e ha conocido la existe ncia de hemaglutini 

na s en semilla s de muchas especie s de plant3s, particula rment e aqw 

11as de l eguminosas. En comunic J cione s previa s l a aplicación de l a 

fitohcmaglutinina del Pha s eolu s vulgaris (frijol es roj os a rriñona_ 

dos) o Pha s eolus communis fu é descrita como separadora de 1eucoci 

tos y eritrocitos. En e l p~s J do, los productos parcialmente puri_ 

fic dos de Pha seo lus vulgaris indicaron que 0sta e r a una proteína. 

En un informe pre liminar de Ri ga s y Os goo d r e sumieron un prQ 

cedimiento para obtener est~ ag lu t inina en l a forma de una mucopr2 

teína . Observaron que este material, en un ambi ente adecuado a pw: 

bajo, se disocia en dos partes a trav:~ de patrone s electroforéti -
(+ ) 

cos, en una proteína hemaglutióina y en un polis~c3rido inactivo. 

Para preparar fitoh cmaglutinina en e stado de mucoproteína se 

utiliz an frij ol e s se cos de Phaseo lus vulga ris ó Phaseo lus communis? 

finamente mac e r ados con s olución s a lina isotónica; a l s obrenadante 

s e ap lican baj as t emperatura s, se frac ciora con e t anol y procedi­

mi entos de pre cipitación y luego se liofiliz a . Los títulos de aglu_ 

tina ción fu e r on determinados por l a técnica de Salk (1944). 

PropiedJde s de l a Fitohemaq lutinina . La mucoproteína obten i da en e l 

an61isis e l e ctrof orético se comporta como una sustancia homogénea 

(+) En e l presente tra bajo s e ha utilizado l a técn ica de Marshall 
ba sada en l os principios de Rigas y Osgood. 
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de pH 5.8 á 8~6~ Este produc to contiene 6 .5 de nitróge no (método 

micro Kj e ldahl) y 50 . 4 por cie nto de sustancias totales r educida s 

estimadas como glucosa cu ~ nd o l a modificación Nelson e s apl icada ~ 

m0t odo de Somogyi. Es muy soluble e n e l agua destilada , soluciones 

salinas y buffe r e s, e s tcrmolábil. Anális is e l ectrofor6ticos ejecu 

tados a pH 5.8 produj e r on pa t rones progrosivamente asimétricos y a 

pH 2 . 0 la mucoprotc ína e s comp l e tarnante descompuesta en sus dos c~ 

pone ntes, uno de los cua l e s permaneció es tacionario mi entra s que a 
otro emigró como un catión; prue bas e n fracciones obt en ida s de la 

célula e l ec trofo róticL mostraron que e l compon ente 2 e s un polisa_ 

cárido inactivo. 

El componente 1 e s l a hemaglutinina, la cual e s una euglobu_ 

lina y puede se r precipitada libre del polisac3rido solamente cu~n 

do e l pH es mantenido a 1.0. 

MQQQ de acción de la Fitohcma o, lutinina. La ac ción aglutinadora de 

la fitoh emag lutinina sobre los eritrocitos, por combina ción de he 

cho con e llos o por alte ración de su membrana a travós de una accwn 

enzimática, fué inves tigada por una s egunda t itu lación de la solu_ 

ción sobrenadante, obtenida de cada tubo de titulación. Es eviden­

t e que el título de aglutinación ha sido di sminuído a un décimo . "Al 

comprobarse que es una acc ión enzim6tica dife r ente, se concluyó que 

lo s eritrocitos humanos pueden absorber o de otra manera ina ctivar 

CGrca de 10 ve ces l ~ cantidad de l a fitohemag lutinina ne cesaria p~ 

r a dar una aglut i nación positiva. Los sitios de acción en l a super_ 
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fici e de l os eritrocitos son dife r e nte s de sitios de los tipos s uD 

guíneos A, B Y Rh, aún cu~ ndo to dos los tipo s de eritrocitos huma -

n os, incluye ndo tipo O y Rh noga tivo, son aglutinados igualme nte 

por l ~ fitoh ema g lutinin~ de ntro de l a e xuctitud de l método . 

Titulación y ~ de l a fit ohema c¡lutinina p a r~ l a s e pa r~ ción de leu 

cocitos. Se ha e ncontra do que e l método de l tubo pequeño descri to 

por S~lk e s e l m~s conveniente pa r a la titulación de l a fitohemaglu 

tinina . La mucoprotcína d ~ una aglutinación positiva abujo de lO~/ml 

y la proteínu abajo de 0.1 /~l . 

Esta fitoh emJglutinina e n l u f orma de muc oprot e ína no es tóxi 

c u , la hemag lutinina e s un pode r oso hemaglutinante pa ra t odos los 

tipos de eritrocitos humanos y para los de l caba llo, ce rdo , gato ,pe 

rro , pollo , cone j o y sapo(Riga s y Osgood,1955) . 

Acción de la Colchicina 

La colchicina, e s un principio tóxico e xtra ído de l bulbo y de 

l o s t e gumentos de l os granos de l c o lchic o~ Colchi cum autumnale,pl an 

ta común que florec e en ot ono( f amilia Liliácea según l a clasifica_ 

ción de Linneo) . Es una sus tancia orgánica nitrogenada cuya fórmula 

bruta establecida por prime r a vez por Zeis e l e s C22H25N06 que cQ 

rresponde a l a fórmul a de sar r ollada , establecid por Windaus (1924) . 
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De - ~cety1-me thy1 - colch i cine 

Es , po r l o tan t o, un deriv~do am i nJdo y met oxila do de l fe na~ 

tre no 9 se l e r e cono ce un núcleo tropo lónico que perrl1i t e cl~sificar_ 

l o como t a l y present~ un ~ specto quinoi de de l o qu ' se deriva l ~ 

gr an an l lo gí ) química con e l l os . Esto pa r ece interesa nte , po r el he 

cho de que e l compue sto ~ l em~n E39 t i ene r e spue sta antimitót i ca e n 

Ila expe rimentac i ón clínica r e ciente, 01 cual po see una func i ón qui_ 

nónica de l a que pare ce n depe nder sus pr op i edade s( i mino- be nz o- qui 

nona ) • 

La c o lchicin~ se ha conside r é1do corno un alcCll oi de por sus pr..Q 

pie dades fisioló gicas ge nera l e s, por l a prese nci a de su grupo NH y 

p or que e s un ex tra cto de un ~ susta nci ~ vege t al . Pe r o en 1940 , Shü-

ller, estudi a ndo e l extra cto de l a colchicina con luz ultraviol e t a , 

e nc ontró dife r encias not a bl e s con un a l c~l o ide de nú c l eo f e nantréni 

ca, como l ~ mo rfina . Por otra pa rto , su nitróge no e st ~ fij ado a una 

c ade na late ral cuyo comportamie nto no e s e l de un he t eroc!cl ico . Por 
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simplific l ción terminológica y por utiliz ~ rl o ~ " ~ Sl l a r.uyorl J de bs 

autores , se l e sigue consider2ndo como tal . 

Tiene dos prop i edade s b i o l óg ic a~ente muy not ab l e s. Los biólQ 

gos por much o ti~mpo han utiliz ado l ~ colchicina para improvisar 

l a dispersión de l os cromos om2S en e l estudio de l~s c6lums vege_ 

tal \? s, interrumpi edno l a mito sis en l a me to. f a s e (Mangenot , 1941), 

(Eigs ti y Dustin, 1955 ), (Dustin, Havas y Lits, 1937) . Esto e s de 

p ar ticul ar inte rés pa ra biólogos, histólogos, citólogos y gene tis_ 

tas , retrasJ ndo 10 división de l os centróm \? r os de l os cromosom2 S , 

01 r e tr.Jso de l a di visión dE:' l o s centrómero s caus ado por 12 colchi 

c ina proporc i ona m' yor tiemp o p;U',l que l a s crom2tidos adop t en for_ 

ma espe cia l y se acorten. Por lo t nnto l os cromos oma s se hacen mts 

c ortos que de o rdin~ rie y ho.st a disminuye n su dosigualdad . 

De l a acción do l a c o lchicin~ sobre l os t e jido s norma l e s y 

p a t ológicos deriva su import 1ncia on l a mGdicina clínicJ y;) que eje~ 

c o efE:' cto curativo muy notable sobro l a s ~ rticulac i o ne s a f ectada s 

d o artritis gotosa, tratnmiento usado por conturia s (Eigsti y Dus 

tin, 1955) , a sí como en e l tra t am i ento mitótico do l c~nce r (Huant, 

1957) . La colchicina sirve para modificar l a mitosis: ostG a lca loi 

do provoca on l os t e jidos de l os tumor e s o en l a s zonas gorminati~ 

vas do tcj idos normale s una acc ión de pé'. r o o inhibición de 1·1 cine 

SlS que afectan l a s dos f ~ s ~ s t e rminale s, metafasE:' y anafase (Payron 

e t a l. ) • 
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Administrando c o lchicin ~ dur~nte cierto tiempo, se puede de 

termin~ r l ~ intensidad con que se di v i de n l a s célula s e n cualquier 

t e jido u órg~no en animal e s de expe rimentac ión . En es t~ f orma todas 

l as célul as que inician l ~ mitosis por entonce s, sólo a lc~nzan la 

etapa de metafa s G (Labor ato r i os ~blond, Hi stol og í a de Ham) . 

Adem~s? parece muy probab le que este bl oqueo citot6x ic o sea 

precedido de una f ~ s G éx it o -m itót ic ~ de dura ción e inte ns id~d varia 

bles, que dependen de l a conce ntración del ~lcalo ide y de l ~ na tu_ 

raleza de l t e jido del tumor . La l esión colul J r e l emental y constant e 

c o nsi~te e n una degeneración ~p16si c~ de 11s fibr , s de l hus o cromi 

di~ l , e s decir, parece inhibir l ~ formación del huso y sus fibr a s 

que se transform a n e n una mnsa acidóf ila dosprovis t a de pol ar i dad , 

d e estructura fibril a r y de condr osomas(centrosomas) incapa ces ,por 

l o t a nto , de pr ovoca r l ~ mi gr a ción de l os cromos oma s . As í , después 

que los centrómcros de l os cromo somas se divide n y l os cr omosoma s 

s e sepa r en en cromátide s, e stos no se a l e j an hacia l os extre~o s 

o puestos de l a célula como l o hacen normalment e , sino que quod~n 

apel otonados a nive l de l a pl a ca ecuat or i a l . Adem6s de e sta l e sión 

esenc i a l, puede manifestarse una hipertrofia de l os nucléol os y , aún 

m&s , hasta una picnos is del núcleo , i mpidie ndo desde l a profase l a 

i ndividualiz a ción de los cromo s om~s . 

, 
Estas pro tube~ancia s de l a cines i s s e es t abl e cen, se gun Dus 

tin, de 4 a 24 hor a s después de l a absorc i sn de l ve neno carioclási 

c o y pa r e ce n bast~ nte distint a s de l~s provocJdas por l os r ayos X, 

que no p ~ ran l a fo rm ación de l hus o , pe ro que ag l ome ran l os cromo so 
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mas en una masa compacta~ a pesar de ésto, hay cierta a na logía en_ 

tre l os dos modos de acción. 

Estructura d e l~ cromosomas . 

" En e l pasado se creía que l os cromosoma s só lo ex is t ían como 

tales durante l a mitosis, y que una vez completada és ta y entrada 

las células nuevamente en interfa se , los cromosomas se des integra_ 

ban pa r a forDar gránulos de cromatina; cuando l a mi tosis volvía a 

empezar, los gránulos de cromatina se r eun í an constituyendo cromos~ 

mas. Hoy sabemos que l os cromosomas siguen intac tos dur~ nte toda la 

interfase, pero e n form a dif e? r ente . En l cJ. interfase , los cromosomas 

adoptan l a forma de l argos filamentos delgado s . Sin emba r go , a lo 

l argo de c.3da f ilamento hay muchos lugares donde? el hilo s e apeloto 

na, i gual que un s egme? nto de alambre puede arrollarse formand o un 

r esorte esp i r.31 . En e s tos lusare s e l material de l filamento se halla 

sufi cientemente apelotonado pa ra resultar vi s ibl e? en preparaciones 

teñidas . Prob.3blemente son estos segme?ntos fuertemente apelotonados 

a lo l argo de los cromos om::'.::;. filamentosos los que aparece n como grá 

nulos de cromatina en e l núcleo de interfaSe? En l os luga re s donde 

los filamentos no Se? hallan apelo t oncJ.dos, no tienen susta nci cJ. sufi 

c i unte para ser vis tos utiliz ando e l microscopio de luz ordi~ria" . 

Funcione s de los cromosorllcJ.S . 11 Los genes de l as célulus Se? hallan 

conte nidos e n los filamentos cromosómicos, a lo l argo de toda o ca_ 
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si toda su longitud . En l u úl tima instuncia, los senes son unidades 

que ri ge n l a nuturalez a y actividudes de un C\ célula . Cuundo unu cé 

lula se divide e n dos cé lul as hijas, c da una de ésta s e s copia e~ 

t a de l a otra y de la c61ula madre que se dividid. Para que esta s 

células hij a s sean i dénticas, se necesita que cada una de ellas ten 

ga exa ctamen t e e l mismo surtido de gene s e n sus cromosom us. Por lo 

tanto, antes que pueda producirse l a división celular tienG que ha 

ber una duplicación de los genes , de ma ne r que haya una cole cción 

d e los mismos para que cada una de las dos célula s hijas que van a 

form arse. En realidad, los ge nes se duplicJn en la interfas e . Por 

lo t anto, lo s cromosomas de una célula que entra e n profase de mi 

tosis tienen una doble colecc ión de gene s. Sin embargo , l a s dos cQ 

l e ccione s de genes no se ho. lla n en 01 mismo filar,lento, porque lleg-ª. 

do e ste momento e l cromosoma s e ha hendido longitudino.lmonte en dos 

filamentos denom inados croffi6tides, cada uno de los cu~ les contiene 

un a colec ción compl e t ~ de genes . LDS dos cromát i des de cada cromQ 

somo. queda n colocados uno al l ado de otro y firmemente unidos entre 

51 en un punto , e l centrómero, hasta que ocurren e t apa s ulte riore s 

de l a mitosis s egún vamos u ver." 

En e tap ~ s t ardías de l a interfase sólo s e hallan o.pe lotonados 

e n 8sp i rul a l gunos s egmentos de l os cromátides fil amento so s ; éstos 

al igual que los segme ntos cspirJ l e s del filamento cromosómico ori 

ginal , apo. r ece n como gr6nu los de croma tina . Sin embu r go, cua ndo la 

célu12 entra en pr ofus e , los dos largos filame ntos de crom6t ides de 

cadu cromos oma se apelotonan formando una espira l apretada en toda 
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su extensión . Ello, claro está, acorta los cromátides y, por lo tan 

to, los cromosoma s, al punto que estos últimos aparecen ahora como 

pequeños ba stoncillos. Sin embargo , en buenas prepar~ciones se obs~' 

va que c;da bastoncillo está formado por dos cromátides. El apelot.Q 

n ami cnto espiral apretado de los filamentos conce ntra tanta sustan_ 

cia teñible e n un pequeño volumen que los cromátides en es te es tado 

de acumulación aparecen como cuerpos teñidos intens~mente.ll 

IfDig~mos aquí que si bien hemos descrito e l cromátide como fOl: 

mado por un filamento , cosa que e s cierta, se tra t a de un fi l amento , 

constituído por dos( o m~ltiplo de dos ) filamentos m~s finos toda_ 
~ Vla que se de nominan cromonemas . El apelotonamiento de los haces de 

cromonemas que constituyen une:'. crorn':tides puede demostrarse muy bien 

tratando prepara ciones por aplastamiento de a l gunos cromátides mitó 

ticos con reactivos que ha ce n que l a s espirales s o separen lo sufi_ 

ciente para poder se r observadas . ll 

Eorma y duplicac¡ón de la molécula d~ DNA 

"Según .Vatson y Crick, la molécula de DNA tiene l a forma de 

una hélice de dos tiras . Las dos tiras de l a molécula de DNA se ha_ 

llan íntimamente unidas una ~ otra en diversos puntos a lo l a rgo de 

su traye cto. ti 

tlPara explicar cómo las dos tiras se ad2ptan una a otra es n~ 

c osar io seña lar que l a ~onfiguraci6n ~ . qUlrnlca de l a adenina es tal 
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que podrí a f orm ur una e struc tu r a de enlace de hidróge no con l a ti_ 

mina, mientra s que l a de l u guunina podría efe ctuurlo con lu cito_ 

sina. Es te hecho guurdu r e lación con l a form a en l u cua l l a s dos ti 

r a s de l a molécu l a de DNA prob.:1blemente se adap t e n una a otra, p0l: 

que se corre sponde n siempr e l a ade nina de un u tira por medio de e nla 

ce de hidróg eno con 1.:1 . timina de 1.:1 tira ve cina . Análogamente , la 

guanina de una tira siempre corresponde u 1.:1 citosina de l a otra . 

Por lo tanto, l a s dos tiras de l a molécula de DNA son réplicas com 

plementarias una de otraj para que l ,} mitosis proporcione a cada fQ 

tura célula h~ja un.:1 colección completa e idéntica de genes, claro 

est6 que debe ha ber una dup lica ción exacta de t odo el DNA en los 

cromosomas; esto ocurre en 1.:1 interfase de l a mitosis . La primera 

etapa en el pr o ceso proba blemente estriba en que l .:1s dos tira s de 

DNA en cada molécula se desarroll an y se separan . Después, cada ti 

r a de DNA sirve como pl.:1ntilla o modelo para que se sintetice una 

tira nueva a lo largo de t odo su traye cto . En la nueva t ira se sin 

tetiz ará una base de timina donde había un ) base adenina en l a tira 

original , y así sucesivame nte; en consecuencia, cada un .:1 de l as 

dos nueva s tira s de l a molécul a de DNA tiene un .:1 suce sión de nucléó 

tidos idéntic .:1 no 2 l a de su modelo, sino a la del compaRero de su 

modelo. La síntesis ori gin .:1 dos molécul as de doble tirJ , una de l a s 

cu a les proviene de l a molécul a origina l y l a otr .:1 es sinte tizada de 

nuevo. Las dos molécul a s de doble tira son duplicaciones ex ~ cta s una 

de otra ; por lo t.:1nto, cada uno de la s cromátides que se separa n 

en l a anJ fase siguiente puede tener molécul a s de DNA idéntina s"~+) 

(.) HAM,W. A. y LESSON , T.S. Tra t ado de Histolo gí u . 4a .ed. dirigida 
por el Dr. Alberto Folch y Pi. Méxic o, Editoriul Interamericana, 
1964, 916 p. 
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Técnicas citogenéticas y ~ aplic~ción 

Taylor (1962) señala que Flemming en 1879 demostró que los 

cromosomas se reproducen diviéndose 10ngitudinZl lmente y que el tiem 

po y modo de reproducción tBnsido ma t eria de interés y controversia 

entre biólogos . 

Hamerton (1961); Spence y Greefer (1963), in forman que el de_ 

s arrollo de diversQs técnicas citológic~s que pe rmiten el estudio 

de los cromosoma s ha sido facto r determin2nte en el descubrimiento 

de v ) ri ~ s condiciones debida s a defectos cromo sómicos ; y es un fac_ 

tor import ante en e l dia gnóstico de errores de l des a rrollo sexual, 

intersexu lidad y a l gunos tipos de deficiencfumental. Eggen (1964) 

menciona , " l .Js pruebas citogencticas, El an 'lisis cromosómico ( c-ª. 

riotipo) o l a prueba de la sexocromatina ( o ambZls), tiene un valor 

clínico significativo en un número de situJciones que incluyen: 

l. Diag nóstico diferenc i a l de defectos congénitos 

e n algunos r ecién nacidos. 

2. Consejo famili Zl r y pronóstico genético . 

3. Lu inves tiga ción de inte rsexos. 

4. EvaluZlción de le) ameno r rea prim ::l ri a . 

5. La inve s t i ga ción de le) esterilidi1d en 1:\ mujer . 

6 . La investigación de 1:1 esterilidad en e l hombre. 

7 . Estudios médicos leg~ les. 

8 . Diagnóstico diferencial de l a l euc emiu mieloc ítica 
, . 

cronlca. 

9. Eva luación de dis proteinemia s obscuras. 
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.\ es t.::1 li sta se pueden añf\dir inve s t i ga ci ones, 1.::1 s cua l e s ,aún 

cU .::1 ndo tod avía se encuent r a n en estado de exploración, son f a cetas 

e n l ~ s que e l p~tólogo debe famili .::l rizurse y cuyo de sarrollo debe 

conocer. Est .::ls so n ~ 

10. De te rm in~ ción pr2nata l del sexo. 

11. El "dos íme tro biológico". 

12. De t e cción de célula s neoplásicas e n de rr .::lmes. 

13. Investigación de l aborto hab itua l. 

Existen pocos procedimiento s individua l es de l aboramrio cli 

nieo, para los cU ul e s pueda cit~ rse una lista m6s i mpr e sionante de 

aplic uc i ones n (+) 

De ucuerdo con e l criterio de Eggen, l ~ s anomu lí~ s de los crQ 

mosomas puede agruparse s egún que l o onormalidJd dependa del número, 

de la morfolo gí a o de 1.::1 combin2c ión de ambus. 

(+) Eggen,R.R.~ Manua l para traba jo en citoge nética . Editado por: 
The Ámer i cun soeie ty of clinic .::1 1 pathology . (Traba jo mimeografi~ 
do), 1964. 
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Cl as i f icac ión ~ anomalí~ s cromosómica s(+) 

A. Aneuploidi a (Ano rma lidades de n~me ro) 

1.Monosomi 3 oislada (2n:45) - ausenc i a de un miembro de un par 

de cromosomas; nin9una otra anorma lidad cromosóm i ca 

a . Autosomas 

b . Cromosomls sexuale s 

2 .Tri somi a a isl üda (2n =47)-1 aromo soma a p3r e ce triplicJdo;ninguna 

otra anormalidad cromosómic~ 

a. Autosoma s 

b . Cromosomas sexua l e s 

3.Polisomia a i slada(2n:48 ó m~s ) 1 cromo s oma e st6 r epre sentado 

cu~tro vece s o más; ninguna otra a norma lidad cromosómic a 

a . Autosoma s 

b . Cromosoma s sexua l e s 

4 .Comp l e jo aneuplo i de - var i ac ión numéri ca que afect a dos o má s 

cromo somas; nin9un~ anormal i dad estructural a sociada 

a . Autosom a s 

b . Combina ción de autosomas y cromosoma s s e xua l es 

5.Mosa icos anouploide s- aneuploidi a de una po rción de células, 

más bi e n que de todas l ~s célul a s de l cue r po 

a . Au tosoma s 

b . Cromosoma s s cxu~ les 

(+) Eggen, R. R . ~ Cytogcnet ics . Review of r e cent 2dvances in a new 
fi e ld of clinic ~ l pathology. Amer . J.Clin.Pa th.39(1):3-37 , 
1963. 
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B. Anormul i d o. de s morfolós ic c1 s 

l . TreJns l oc :J cione s 

a . ,\utosom ll s 

b . Cromosomll s s oxulll e s 

2 . Delec i one s 

ll . ; .. utosoma s 

b .Cromosomll s s l? xual e s 

3 . Duplic ll cione s (trisomi .:l pc1 rcia l) 

a . ;,utosomll s 

b . Cromosomus s e xual e s 

4. Isoc r omos om us 

., ,\uto 50m3 s '-, . 
b . Cromos omus s e xu .::le s 

5 . Inve rs i one s 

a . I\ ut osom a s 

b . Cromosom ll s sexua l e s 

6 . AnOm ll lío. s morfo lógi cll s r~rll S y compl e j a s 

a . ~nom o. l{ ,s r .:l r a s e nvolviendo un solo cromosom3S 

b . Anomnlía s morfoló s i c l S sin rl?lo.ción que afect an s imult~_ 

neome nt e dos o m6s cromos omo. s 

C. Aneuploidi .:l s morfológi co.me nte unómal a s - cambio morfológico en 

un cromosoma llS ciado con aneuploidia de otro 

eJ . hutosomlls 

b . Combina ción de eJuto s om us y cromo somllS sexua l e s 

D. Mos o. icos morfo l ógico.mcnte anóma l os - a nom o. lí o. s morfológ icas que 

a fect an los cromos oma s en uno. po r c i ón de cé~ul o. s, m1 s bi en que 

de todas l a s célula s del cue rpo . 

BIBLIO TECA CENTRAL 
UNIVER., DAD DE EL. S'-L.VADO R 
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¿¡ a Autosom¿¡ s 

b . Cromosomas sexu~les 

E. Cl onos- anomal í ls morfo l óg ic ~ s o aneup l oi d i a que ¿¡fec t a una sola 

lín c~ de célul as (dentro de un t e jido) que es, morfológicame nte 

y a menudo fi siolóSicamente, indepe ndiente de l r e sto de l ¿¡ s célQ 

1 3 5 corpor~les y de l¿¡ s célul¿¡s r est¿¡nte s del mismo tej ido . 

Téc ni c¿¡s citogenéticas 

P¿¡r¿¡ e l estudio de los cromosoma s en e l hombre, so h~n utili_ 

z ~ d o cinco tipos principa l e s de m.l teriaü 1) túbulos s eminíferos pa 

r a pr eparac i ones por apl~stamiento; 2) exame n directo de cólul }s de 

tumor es o derrame s, sin cul t i vo; 3 ) cultivos de l ¿¡rga dur~c ión, de 

piel y fasc i a l at¿¡; 4) prep¿¡r¿¡c i ones de células de médu l ¿¡ ósea con 

cultivo o sin é l ? 5) cultivo de corta dur~ción de l e uc oc itos de s an 

gre periférica . Es to s s on l os tej idos t om¿¡dos por bi opsia . 

Tjio y Puck (1 958 ) descr i ben técnic ~ s de cultivo de tejido s 

humanos norm¿¡ l e s c a ncerosos~ p i e l de voluntarios normales y de ca r _ 

c i noma cervical. 

Axelrad (1 958) r e fi e r e que c ólul ~s de a l gunas cade n¿¡s cultiv~ 

d¿¡ s in vi tro tienen una t e nde nc i.:"\ pronunciad¿¡ ¿¡ des pr e nderse del vi 

drio dur2nte l ¿¡ mitos is . Cua ndo l ~ s cé lula s e s tá n próxim¿¡ s a di vidi.r 

s e S I;; vue lve n e sféri ca s y disminuye e l .í r ea de ¿¡dhe r enc i a . La s col.!.! 

l ¿¡s a lte r adJ s e n cultivos cont ínuos tienen t e nden cia a pe rde r su ad 

h e r encia ¿¡ l vidrio . Si l ¿¡ división ce lul ¿¡ r S 2 in te rrumpe e n metafa_ 

s e po r tra t~mi2 nto con colchicina, much2s célul~s se liberan y fl o 
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, 
t an e n e l medio. Est~ pro p i edad perm i te colectar gran número de c~ 

lul ~ s su spendidas en me taf~ se . Utiliz ando técnicas de ap l astamien_ 

t o se pueden ana lizur los cr omosomas . En esta fo r ma se obtiene n su~ 

pensione s de l 50 a l 90 por ciento de células que est~n en metaf~ se 
-7 

por ac ci6n de l a colchicina ( 2 . 5 x 10 molar) de 18 ¿ 24 horas . 

Mo orhead e t a l . (1960 ) i nforman de una técnica de cultivo de 

l e uc oc i to s de co rto per í odo , a tr2vés de l a obtención de pl asma de 

s angre hepa riniz ad3 • otros inve stig dores ha n informado sobre éxi 

t os con liger~s modif ica ciones a esta técnica (Edward s y Young ,1961), 

(Berríos,Callejus y rita , 1965~ y b ) . 

Bottura y Ferr0ri (1 960 )y Kinl ough y Rob so n (1961) informan 

de una técnica simplificada consi stente en inyec t ar 1 mg de colchi 

cina endovenos~ 2 horas (Bottur~ ), 1 ho r a (Kinl ough) ante s de la 

asp ir~c ión de l a s célul as de l a médu l a óse~? s egún técnica de Ford 

y Hame rton e n mam í feros apl i cada a l humano . 

Kinlough y Robson 1961 ) Y Baikie et al. (1961) informaro n 

de anoma lías en e l número y morfolog í a de l os cromosomas en célula s 

l eucém i cas de cultivo de médula ósea o sangre periférica o de prepa 

r a cione s hecha s sin cultivo . Kinlough (1961) apl i c la técnica de la 

i nyecc i ón de l a colch i cina endovenosa in vivo en co ndic i ones tales 

como l a leucemia donde los resultado s de las técnica s de cultivo 

puede n no se r verdaderamente r epresentQtivas . 

En ese mismo añ o desarro llar on una técnic a para hacer prepar~ 

ciones di r ectamente de las células l eucémic0s humanas de sangre p~ 

riférica o de médula ósea, sin cu ltivo previo . 
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Froland (1962) describe una técnica en r ecién nacidos usando 

un microm6todo basado en los principios de MoorheaJ et al . 

Bake r (1962 ) y Lumb(1 965 ) informa n de la técnic a de suspensión 

c e lular de linfonodos , bazo , t imo, en e l estudio de los cromosomas 

en la reticulosis . 

Tjio y Wha ng (1962 ) informaron del estud io de cromosomas de 

célul a s de la médula ósea con l a adm inistración previ a de colchici 

na por e l método de ap lastamie nto o del secamiento a l a ire( Berr{os, 

Alvarenga y Arita, 1963) . 

Cesta ri y Perondini (1963) estud i a ron los cromosom~s de 

feros en cultivo de tejidos de dife r ente s órganos (riRón, h{gado, 

pu lmón, pie l, etc .) ; combina ndo l a tripsinización con la técnica de 
. , 

l a suspenSlon . 

Hirschorn (1 965 ) y Huang (1 965 ) describen un procedimiento de 

microcultivo con sangre total, basado en l a técnica de Moorhe ad et 

a l . 

Birdwell (1965) utilizando la tócnica descrita por Baker,hace 

cultivos con muestras enviadas ha sta 30 . 000 millas con intervalo de 

75 horas y con temperatura entre 50 y 104oF . 
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11 . OBSERVACIONES PERSONALES 

a) Materi~les y Métodos 

El desarrollo de técnic~ s citogenéticJs(cultivo de t e jidos)en 

e l an61 i s is de los cromosomas humanos se acompaña de procedimientos 

básicos rutinarios s i guiendo té cnicas cuidadosa s pre - establoc i da s . 

Est ~ s cond iciones óptimas son ; 

l. Prepar ac ión del equipo 

En e l l avado del material , l os mejores r esul t ados se obtie nen 

si se pone atenc ión ~ las siguientes normas : 

l . a - Conocer e l gr ado de dureza del agua(exceso de Ca, Mg ,Fe, 

Cu) ; 

l . b- no us a r jabón; 

l.c~ empl ear a l gún dete r gon t e que no conte nga álca lis libr e s; 

que ablande el agua ; que sea rápido y completamente solg 

ble en agua tibia ; 

l . d- que no precip i te en e l agua caliente ° hirviendo (95 á 

100°C ) ; que no pr ecipite en agua frí a (1 á OOC) ; que lim 

pie con f acilidad ; 

l . e - quo dism inuya l a tensión super ficia l ; que tenga bue na s 

prop i edades humectan tes y que no irri to las manos . 
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El detergente mc:ls indicado pur3 estos Cé\ SOS es c?l "Haemosol " 

o el l'B -O Vale Cle ane r". El enturbamiento que r esulta de l o prec ipi 

tación de l a s sal e s de Ca y Mg Y él ve ce s de materias orgánic 3s insQ 

lubles con el dete r ge nte se e limina con l o mezcl o crómicu que se 

prepura de 12 mt1neru siguiente : 

Bicromato de Potasio comercial 100 gr 

Aguél de chorro 200 ml 

oisúélvase calentando . Lu ego enfrí e se y pónguse e l recip i ente 

en b0ño de agua fría y uñádase poco a poco , de sliz él ndo por l a s par~ 

des y ag i tando constuntemente, 800 ml de ácido sulfúrico come rcial . 

2 . Material nuevo 

Cuando el material a usarse sea nuevo, enjuc:lguese con aguu pa 

r u retirar e l polvos lue go, sumérjase en so lu ción detergente(l cu_ 

churada de "Huemosol " o un ] bo lsita de IIB-O Vale Cleuner " para 4 li 

tros de ugua ) y manténgase as í durante todu l u noche . 

3. Materi él l uSudo 

Cuando haya que pxeparax material uSudo, debe esteriliz urs e 

y a l salir del é\ utoc13ve limpiarse con agua , j bón y cepillo . Luego 

continúese como si e l material fu era nuevo . El recipiente para el 
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ma t e r i a l de be se r de ace r o i nox idab l e o de hi e r r o e sma lt do . Los 

fra scos , j e rin 9~ s, c t e . debe n est~ r llenos con l ¡ so lución deterge n 

t e . M~ nt6ngase a s í dur~ nte tod~ l a no che . 

Todo e sto pónga se en un autoclave a 1200 C y a 15 libra s de 

p r e sión durante 30 r~ inut os . Con e l mate rial aún todavía calie nte e n 

juás ue se de 7 a 8 ve ce s con as ua des ti l ada corrie nte y t e rmíne se e n 

juag ~ndo de 1 a 2 vec e s con agua bi de stilada . 

Colóque s e e l ma t eria l . s obr e pape l l impio y s6que se a l hor no . 

Eví t e so toc a r l ~ pa r te i nterna de l m ate ri ~ l con l os dedo s . 

Despu6 s de sec ar e l m~te r i a l t a p o n~ r con gasa y a l godón (em_ 

pléese a l go dón hidróf ilo ). 

Cada re cipi ente (fra s co s de cul t ivo , probeta s , j e r i nga s , beackers, 

c a j a s de petri, instr ume nto s , etc), de be se r e nvue l t o con pape l craf~ 

e scribi endo sobr e 6ste l a cap a c i ¿ ad de cada uno . La s aguj a s so n mon 

t ada s i nvidua lme nte e n t ubi to s de v i dri o , de cue llo corto . Los tapo 

ne s s on tra t a dos e n l a mi sma forma que l a c r i s t a l e r ía y colocado s 

e n grupo s e n r e cipi entes de vidrio de boca gr a nde . 

La s p i pe t as s on m6s di f í c i l e s de pre p~ ra r. E l traba j o de l a~ado 

debe i ni cia r se de pr e f e r e nchl con l a s pi pe t a s nueva s de 2 c apa c id~ 

des s ol amente y de l mismo tipo y ma r ca . Si no s e t i e ne n p i pe t 3s nu~ 
, . 

v a s e s coJ ans e e nt r e l as e xis t e nte s e n e l l abor a t orio 3que l l a s que 

t enga n l a s ca r a cterística s, pr i ncipa lmente l a s d i me ns i one s de l a bo 

c a pa r a fa cil i ta r e l pipe t eo con bu lbo . 
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Siempre que l a s p i pet2ls SC2l n US L\d,"'. s con mL\tcr i 2l 1 no infGctLl n_ 

tG Y no r 2ld i oL\ctivo dGbcn col oca rs e inmcdi atJme ntc dGspuÓS de l uso 

e n s oluci ón detergente contenida e n l a s bL\ndcjas l a r ga s de hie r ro 

esm21tado . Si e l ma t e rial es infect~nte , l a bande j a tendrá 6cido fé 

nico a l 5 por cie nto . Si e l mater i a l es r Lld io a ctivo , dGbGn tomrse 

p r ecauc i one s espec i a les, usa ndo prGfe r entemcntG cilindr os altos de 

vidrio o de na l gcne claramente ro tu lados : mate ri a l r ad ioactivo . 

Despuós de esterilizadas e n e l L\utoc l ave r e tí rense l os t apores 

de a l godón; un bUe? n s i stema para remo vGrlos e s e l de empl ea r una~gu 

J 2 de 2cer6 inoxidab l e con g2 ncho en l a punta (2guj n de crochet ). 

La e steriliza ción de l as pipe?tas e n autocl a ve? ~on dete rgGnte , 

d e spre nde l a su c i edL\d y l a s prote í nLl s coagulad Js • Re?muéva se h~sta 

d onde? s ea pos i bl e? e sta suciedad con agua corr i GntG, adaptando un t u 

bo de l ate x a l e?x tremo de l ~ pipe ta y a l chorro de 2lgua corr i ente . 

En s egu ida ,l~ pipe t 2l s s on co l oCJdL\s punta arriba en cilindros 

de vidri o , sufic i en t Gme nte a lto pa rl conte nerlas comp l et2lMe nte . Es_ 

t e cilindro de bG se r r e?s iste nte a l auto clJ ve y e?star lle no con solu 

ción detergente . LLlS pi peta s p2l S2ln al l í una noche . Luego , colóque se 

e l cil indr o e n 01 auto cl ave a 120
0 

C. dur1nte 30 minutos . Después en 

juásue se e n ug UL\ de stilada corriente 7 á 8 ve ces adaptando e l extr e_ 

mo a l a punt a de l tubo de ljte x que vie ne de l r ec i p i ente que -c-ont.:ie -.-
ne ag u2l dest i l ~da . 

Fina lmente, des e un L\ ~ltima enjuaga da con ugU2 bidest i l2ld ~ .Si 

no se tienen cilindros de vidrio en l as condicione s se fi ~ l das, l a 
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prepar2c i6n puede ha cerse e n l ~ s ba ndej2s largas pe r o l a r emoci6n 

de l a sucied~d no e s ~n . e fici ente . 

L~s pipe tas son colocadas sobre papel craff limpio e introdu 

cidas al horno par a seca r . Sol amente de spués de es t o son t ~ponadas 

c on a l godón hidrófilo o a lgodón e n r ama be nef iciado (de joy r o ) . Ev í 

t e se toc3r l as pipe t a s con l os dos dedos ·n su mitad infe rior . 

Las pipeta s son col ocadas e n cilindros me tálicos, riguros ame n 

te e n grup os de l mi smo tipo , con l a punta h~ cia abajo (sobre gasa 

nueva y limpia) . Las bocas or i e ntada s hacia abe rtura de l cilindro . 

Los cilindros se m ~ r ca n clar~nont e e n l a parte e xterna y se 

e sterilizan e n horno a 1200 dur J nte 2 hor a s . La s pip2t2s no son en 

vuelta s e n pape l . 

Todo e l material rostanté s e r~ esturilizado en autocl~ ve a 

1200 C a 15 libra s de presión, durante 40 minutos; a l s a lir del au_ 

tocl ave , co l óque nse en e l horno sol amente pa ra se C2r . 

Adem6s de esta r estéril, t odo e l ma t e ri a l debe r~ pr ot ege rse 

c o n tr~ e l polvo y col oca rse e n armarios ce rr~dos . 

4 . Técnica de cultivo 

4 . a - Humcdé~ns e compl e t am ntc l ~s p~ rede s de una j e ringa estó 

ril de 10 mI con 0 . 2 ~ 0 . 8 ml de so lución de hepar ina só 

dica ac uosa (lOOO~ mI de Liquem in~ Sódica , Casa Roche ) 

halando el émbolo una s 2 ~ 3 ve ces . 
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4.b- Extr~~r 10 ml de snngre peri fér ica por veni puntura (de 

l as ven~ s del pliegue de l codo en pacientes adulto s o 

e n l u ve na f emor:l p2ra niños r ecien n~cidos9 de s er P2 

sibl e se puede extrúe r de l J yugulnr externa ) . El pacien 

te debo estar en ~ yunns por l o me nos dur~nte 3 hor as . 

Norma lmente , e l n~mero de l oucocit o s e n 10 ml de s~ngre 

es de 7-1 5 millonus de l eucocito s (Moo rhead y Nowe ll, 

1961) . 

Pase as~pticumente l ~ sangre n un fr~ sco col ector 

de 10 ml con t~p6n de roscn~ d6 j ese repos~ r l a s~ngre a 

l n tempe rntura de l cuarto dur ante 1 6 l~ horus , luego IDS 

e r itrocitos s e sedimentan dejando l os l eucocitos en el 

p12sm n . Si l a snngre tiene un indic a poco común de bn ja 

s ed imenta ci6n, 1 ) aglut in uci ón de l os e ritrocitos puede 

efectuarse por l~ adici6n de un ~ mezc l Q dcibil de 0 . 2 ml 

de fit ohem'g l ut i nina . En cnso neces~r i o, cent rifú guese 

sU 2vemcnte J 200 rpm (11 RCF) dura nte 1 ' a 2 minutos (ha 

bi tua lmcnte proporci on2rá l os 4 - 6 ml de suspe nsi6n pla s_ 

ma - l eucocitos deso2dos s in ln presenc i 2 de l coágulo ). 

4 . c - Prepar~ci6n del med i o de cultivo 

Trabnj _ndo aséptic, ente e n unn campan J que previ amen 

t e ha r ec i bido durlnte 2- 3 hor 2s l os efecto s de un ~ lám_ 

pura de r uYos ultr2violc t 2 inst21Jdn en su interior, pre_ 

p2rense e n fr J scos Erl enmeyc r de 50 ml con t ap6n de r osen 
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un medio de cultivo mezc16ndo 4 mI de med i o TC- 199 (Di f _ 

c o Labor~tory~ Detroit9Mich i g~ n ) con r ojo de f e nol como 

indic ~do r, Penici linLl 100 , u/ ml y Estreptomicinu 100 )U ml 
, 

del medio, 0 . 2 ml de f itohem'g lutinin Ll y , luogo , ag r egu.§..n 

se 1. 5 ~ 2 . 5 ml de l ~ suspensión p l ) sm~ -leucocit o s de l 

fr Ll sco col ecto r de s~ngre . Est ~s tr~ns ferenci Ll s s e e j e cu 

ta n con j ering2 estGril y ~guj u No . 19 . 

4 .d- I ncubLlción 

Incúbese_ el Erlenme ye r de l medio de cultivo de l eu_ 

coc itos i nocul udo s, durunte 65-72 hor) s Ll 370 C en una 

es tuf Ll con mczclu dI? gLlses , 5 por ciento de CO , a i re y 
2 

vLlpor de LlgULl . , Es muy import3ntc mante ner l u tnsa del pH 

de l cultivo durunte todo e l t i empo; e l indic udo r no debe 

vol ve r se m6s uD~rill e nto que un lige r o ~mb Jr ni mis ro_ 

j o qU3 un lige r o ros~do . ;just2r e l pH entre 7 . 0 6 7 . 2 

con HCl 0 . 1 N. ó e l 5 por cionto de CO2 p2r~ Ll cid ific ~ r 

y C03HNu pLl r u Ll lc ~ll iniz Ll r. Nu nc 0\ e s bueno de j "', r l o s cul ti 

v os descansundo por 3 dí LlS s i n Ll l gún tipo dI? 'tención . El 

perío do críti co parece estar en l ~s primera s 4 á 5 horas 

de i ncub~c ión , cuando e l co.mbi o brus co en el pH puede da 

ña r un porcentLlj e de l os leu coc i tos del cultivo y que m6s 

tarde aún ajus t 6ndo lo no obtendr á bue nos resultados . 

Al parecere l manten i mi ento de l pH es de pri~a i mpQr 

t Ll ncia . Es por esto recomendable agitar l o cuida dosamente 
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cJ.da 4 horJ. s durante el período de incubJ.c ión • Esta a.f. 

ción repe t ida en el transcurso del período de incubación 

esto.biliza e l pH del medio y, 0. 1 parecer también a se gura 

l a máxima producción de figuro.s mitó t icas . Otra sugeren_ 

c i a también relacionJ.da por a lgun o. razón con la estabili 

dad del pH es que l a sangre debe ser de individuos en ayu 

na s siempre que se a posible . Nuestra experiencia ha sido 

que l as sangres qu il oso.s ho. cen m&s difícil mantene r el 

pH y, por lo mismo, obtener cultivos sa tisfactorios (Wal_ 

ter S . Fisher- Technic o. l Servi ce , July, 1965) . 

4 . e - Aplic 2ción de colchicina 

Después de 72 horas o.gr~guese al cultivo colch i cina 

0 . 1 M grl mI de cultivo (0 . 1 mI x 10- 5 x mI de cultivo) 

terminando así con l a mi tosis en e l perí odo de l a metaf~ 

se . I ncúbese nuevamente a 370 C duro.nte 6 horo. s . Agítese 

cuidadoso.mente el erlenme yer . 

4 . f - Cosecha de leucocitos 

Pásese el cultivo a un tubo de centrífuga , graduado 

y cónico de 1 2 mI y centrífuguese a 800 rpm (190 RCF) . As 

p í rese e l sobrenadante y desc&rtese . 

4 . 9- Lava do de células 

Agréguense 5 mI de una solución isotónica de CINa a 
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370 C y resuspéndanse l a s célul as de l tubo de centrífuga 

burbujeGndo con una pipeta - Pasteur con bulbo . 

Centrifúgue se a 800 rpm (190 RCF) durante cinco mi_ 

nutos. 

Aspír~e l sobrenadante con una pipeta PGsteur con 

bulbo dejQndo 0 . 5 mI del mismo . 

Resusp~nd~nse l a s c~lulGS en l os 0 . 5 ml r estante s . 

4 . h- Tra t amiento hipotón i co (expans ión osmótica de l QS cé lu_ 

l Qs ) 

Agréguense l entQmente mi entras agita 1 . 5 ml de agua 

destilada a 370 C(solución hipotóni cQ ) . 

Inc~bese l a suspens ión en Ba~o MQrí2 a 370 durante 

15 ~ 20 minutos , r e suspendie ndo constantemente con una 

p i peta Pasteur con bu l bo . 

Centrifúgue s e ~ 600 rpm (110 RCF) durante 5 minutos . 

Aspire e l sobr enada nte con una pi peta Paste ur con 

bu l bo . 

4 . i- Fij ación de l as cé lulas 

PQra no destruir l a s células a~6dQnse l entamente de 

2 á 3 ml de fi j ador fresco ( 1 parte de 6cido acét ic o gl-ª. 

cia l y 3 partes de metano l solamente ca lidad r eact ivo) ; 

déjese que las célúlas abs orban bien e l fijador dura nte 

30 minutos o toda l a noche . 
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Re suspénda se con un~ pipeta Pa steur . 

Cen t rifú gue s e a 600 rpm (110 RCF) durante 5 minutos . 

As píre se e l sobr e nadant e con una p i pe ta Pasteur con 

bulbo . 

Re suspéndanse l as cé lula s con 2á3 ml de fijador TIres 

co con una pi pe t a Pa s te ur y déj e nse desca ns a r dura nte 5 

minu t os . 

Ce nt rífugue s e 3 600 rpQ durante 5 minutos. 

Si es ne ce sario dispersar los r ac imos de célul as r~ 

p í tase l a ope r a ción . As píre se e l sobr e nada nte y luego 

a ñ6danse de 0 . 25 6 0 . 5 ml de fij ador fre sco a l paque t e 

de célula s; y r es us pe nda con una pipe t a para obtener una 

suspe nsión homogé nec . 

5 . Técnica de 13 pr epar a ción de l os fr otis e n l a s l ám ina s . 

Usens e 16mina s de 75 x 25 x 1 . 1 mm 

Enjuáguense con agua par a r e tira r e l po lvo , luego sQ 

me rjánse e n s olución sul fo crómi cl , de spués láve ns e con 

agu a de s t ilada , enfríense e n un r e cipi ente de vidrio,bien 

t apado, con agua bides tilada y colóquens e e n 1 refrige_ 

rador . 

Quíte se e l e xce so de agua frí a de l a 16mina e scurrién 

dol a por inclina ción so br e una toall a absorbe nte , d6jen se 

cae r so br e su s upe rfi c i e 2á3 got~s de l a susp ensión de 
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células con una pipeta Pastcur, dej6ndo l a exte nde rse so 

bre la 16mina húmeda y exponiendo l a 13mina inme dia tam~n 

te ~ una corriente de a ire calie nte de un secador de p~ 

lo (Oster) 

6 Tinc i6n . 
Ante s de colorear fíj ese l a lámina en a l cohol- éter 

duran t e 30 minutos . Coloréese con un color Qnte Wright du 

r ante un minuto y dil~yase con Buffer de Wright pH 6 . 4 

durante 4 minutos . Enjuáguense con agua destil da, láv~ 

se brevemente con agua corriente y déjese seca r . Cúbran 

se con Permount (Fisher S . C.), lue go con l a l aminilla 

No. 1 • Cu ando se obtenga un buen cultivo, coloréense 

los nuevos frotis con Feulgen - orce{nQ a l 1 por ciento ; 

háganse l as prepara ciones permanentes y estarán l i stas ºª 
r a l a micro f otograf í a . 

7 . Mi crofotograf í a 

Exam ine l Q 16mina usando si s tema 6pt ico de campo cla 

ro con e l diafragma cerrado , buscando adecuada dispersi6n 

de los cromosomas; si ésta no es adecuada, resuspenda 

nuevamente l a s células en fijador fresc o , centrifugue du 

rante 5 minutos a 600 rpm(110 RCF) y decante. Prepárese 

otra lámina y examínese ;e sta operaci6n hasta que los cro 

mo s oma s estén adecuada~nte desparramados (Moorhead et 

al . 1960) . 
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Prepare 5 ó mJs 16minas. Pueden uSarse Giemsa (MooI 

head y Nowell, 1961), Aceta to-orceína (Moorhead et al. 

1960) ó Feulgen - orceína. 

Exam ine el frotis con e l objetivo 10x para localizar 

buenas metafa ses . La buena calidad de los cromosomas y su 

d ispersión pertinente puede determina rse con e l objetivo 

de inmersión. M6rquense con una pluma. 

Un buen criterio para marcar buenas metafa se para 

fotografía comprende: coloración oscura con a lto contra~ 

te, adecuada dispersión sin traslape de cromosomas o con 

muy pocos , fina definición de la centrómera y satélites, 

todos los cromosoma s en un sólo plano de foco, cromátides 

pa r a lela s y no sobre - contra ídas . 

Para l a microfotografía se usó un microscopio Ortho 

lux (14.5 . 8 1 FSA 255/ 602) con óptica periplan6tica (objQ 

tivo PI 100/1.32 de aceite de inmersión, ocu~r 10x, con_ 

densador acrom6tico de lente abatible 602 con abe rtura 

0 . 95 ,con una gota de a ceite de inmersión sobre e l conden 

s ador , en contacto con l a lámina) y un fi l tro verde oscQ 

ro. Se Usó una c6mara fotogrJ f ica Leitz ~l 1085427), una 

película bla nco y negro Agfa 200 ASA (24 DINAS) y un fotó 

metro . 

Para ca lcular el tiempo de exposición se utilizó un 

fotómetro MICROSIX-L que comprende~ 1) un disco selector 
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en e l que se 3justan los v~lores de l a sensibilida d DIN 

y ASA de l a pel!cula blanco y ne gro o de color ros ada , 

2) una esc~la indi c~dora de los val or e s de intensidad lu 

mínica proveniente de efectuar l a medición con el pequeño 

ojo me didor e n e l luga r ele gido de l microscopio, haciendo 

que la aguj a indicadora se desvíe y seña le un determinado 

v a lor e n l :,.s gamas de oscuridad ( Dunkel ~ D ), y clari 

dad ( He ll : H); 3) este va lor se tr~s lada a 1 ) esca 

l a gira toria sobr e fondo ama rillo obteniendo as ! un va 

l or lumínico e n cifra s r oj a s que corre sponde en l a e scala 

del tiempo a l correspondiente valor de ca libr a ción enfren 

te del tiempo exacto de e xposición . 

Graduése l~ ilumina ción a 10 D, a justando convenie n 

temente e l di~fragma dol condens ador s Una vez obtenida s 

esta s condic i ones se toman l a s microfotograf!as con medio 

s egundo de acue rdo con los c61culos obten i dos . 

La s microfotogr.Jfías fueron expue st .J s e n pelícuJade 

35 mm de ~ lto contraste , Agfa 200 ASA, bl an co y negro . La 

amplifica ción tota l del negat ivo e s de 1000 x o El negati 

vo s e desarrol ló con revelador de grano fino y compensador 

"Fina l Agf a " durante 10 minutos a 6S oF (200 C), lue go se 

e njuagó en agua corriente a 200 e y se fijó con soluc ión 

de 76 30-40 llS ul fij.Jdoru ¿Ícidu sicul! Agfa, durante 3 mi 

nutos . 
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Luego los neg3t ivos son 13v3dos con agua de chorro 

corriente durante 45 minutos y por último secados al aire . 

Los negat ivos fu ero n ampliados uS 3ndo 5 y 3 segundos 

de exposición sobre un papel Grovi~a Agfa, grado 3, ex_ 

tra blanco bril13nte, con una ampli3ción total de 13000 x . 

Se dup licaron las fotogr3 f í 3s de cada metaf J se, una para 

análisis del ca riotipo y otra guarda da p3r3 referencia . 

8 . Preparac ión del cariot i po 

De est3S fotografías 3mpliadas se corta ron l os cro_ 

mosoma s individua l e s us ando l ~ nomemclatura De nve r . Se 

coloc a ron en pares homólogos los 22 autosomas y e l par de 

cromosomas sexua les de acuerdo 2 l a pos ición de l-centróm~ 

ro , a l t amaño r e l a tivo de cada cromosoma y a l os índices 

respectivos . 

9 . Nomencl a tura y característica de identificación de los 

cromosom a s humanos . 

El crite rio propues to e n Denver ,Colorado (1960 ) para 

clas ificar los cromosoma s hum3nos se b3Só en su longitud 

rel at iva , l a r e lación de sus brazos, y e l índ ice cent romé 

ric0 9 e sto permitió agrupar l os l utosom3S e n pa r e s de l 1 

a l 22 , en orden decre ciente de l ongitud o Los cromosomas 

de l s exo se clasif icaron de a cuerdo a lo estable cido clá 
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sicamente con 10 des igna ción de X y Y (Book 1960 ) . 

Pu ede n recoc erse 7 grupos cromosómicos m2yore s (Pa t ou 

1960 Y 1961), con l as letras de l a l fJbe t o de l a A a l a G ~ 

Grupo A (1 6 3 )-Grandes cromosomas con centrómero s media_ 

nos ó aprox i madame nte medianos . 

Grupo B (4 6 5)-Gr~ nde s cromosomas con centróme r os submQ 

di anas . 

Grupo C (6 6 12 X)· · ~romosomas de medi0no tamaRo con l os 

centrómeros submediano s. 

Grupo D (1 3 6 15) - Cromosomas de medi ano tama ño acrocéntri 

cos, que puede n llevar s a t él i te en su s bra 

zas cortos . 

Grup o E (1 6 Q 18 )~ cromosomas más bien corto s con centróme 

ros med i ano s o submed i anos . 

Grupo F (1 9 á 20 )-Cromosomas pequeños con centrómeros me 

di a nos . 

Grupo G (21 6 22 Y Y)- Cromosomas muy pequeRos , 
, 

a crocen_ 

tric os , que pueden llevar satélites en sus 

brazo s cortos . 
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b) Resultado s 

La téc n i c~ del cul t ivo de leucocitos de Moorh ea d e t al. (1960 ) 

siguiendo cuida dos~mente todos l os pusos metodológicos proporciona 

un buen número de fi gura s mitótic J s adecuad3s para demostrar e l com 

plemento de cromosom~ s humanos . La experimentac ión nos ha demostra_ 

do que el colorante de Wright es más sencill o que el colorante Giem 

s a y que l a ace to-orceín : , d3 ndo el contraste neces ario para l a fQ 

tografíJ • El contr~ste f ué res a ltado utiliz a ndo filtro verde oscu_ 

ro y pa rticularme nte cerra0do el di afr agma del condensador has t a 

donde fuer a posible p 2 r~ conserV3r el valor de iluminac ión requeri_ 

do . 

Las preparJ ciones de los cromosoma s de los leucocitos fueron 

cultivados de s angre periférica de pac i entes adultos y lacta ntes,v~ 

rones y hembr a s. 

L~ s lámin as fueron teñida s y l a s mejores me t a f a ses fotografi~ 

d a s. En las fi gura s 1, 2 Y 3 se muestrJn ejemplos del cariot i po fe_ 

menino y en l a figura 4 del cario tipo ma sculino. Se observó que el 

complemento crom os ómico de l a s célul as masculina s contenía 22 pares 

h omó logos de cromosoma s y 2 cromosomas sexuales heterólogos, un pe 

quero 3crocént~0 semej ante a l grupo 21 y uno mediano o submediano 

semej ante al grupo 6, suponiendo as í e l p3r heterólo go sexua l de 

cromosoma s sexuales XV. En el femenino el par homólogo de cromosoma s 

sexuales corresponde a cromo somas t3maño mediano o submedia no seme_ 

j ante a l grupo 6 suponiendo así l a pareja XX de cromosomas homólogos 

sexua l es femeninos. 
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Hemos tra tado hasta donde hu sido posible ha cer 12s mediciones 

correctus de cad~ uno de los cromosomas • Su c1 2sif ic2dÓn por p~re s 

hom610go s no ha sido muy difícil, repar~ ndo purticulurmente en su 

longitud tota l decreciente , y en l a posición del centrómero. Sin em 

b urgo,en ciertos momentos se ha hecho bast2nte difícil, de acuerdo 

a lo reportado por Pa t au (1961). 

111 CavlENTJ\R10S 

a) Discusión 

La s divers as técn icas de cultivo de tejidos en sangre perifé_ 

rica descritas en l a literaturu comprenden l os cultivos in vivo de 

corta duracióh, 72 horas , bien de la suspensión plasma-leucocitos 

y los mi cro cu~tivos de sangre total, as í como l a udmin istra ción de 

colchicina in vivo - que evita el manejo de cultivos en estufa a 370 

C( por 72 horas, e l período largo de 6 horas de inte rrupción de l a 

mito s is en lu estufa a 37oC, reduciendo el procedimiento, in vivo, 

a un2 o dos horas , previas a l u punc ión es terna l. 

El procedimiento utilizado es b~sicamente e l mismo en culti_ 

vos se 72 horus. E st~ basado en el inicio de l u mitosis de los monQ 

citos y grandes linfocitos por ucción mitogénic2 de l a fitohemagluti 

nina. Kinlough y Robson (1961) colectan sangre venosa con 12 sal di 

pot6sica de 6cido tetracético (Etileno dinitril EDTA) utilizada co_ 

mo an ticoG gulante y con una a cción como la de l J colchic i na sobre 
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los cromosom as produciendo met 3f 2s e s bien dife renci adds . 

La colchicind interrumpe l a mitosis y utiliz ada ade cu ad3mente 

mejora 13 dispe rsi6n de los cromosoma s y l a cons e rva ci6n de su mor 

fología . 

El tra t amiento hipot6nico con agu a bidesti13da permite l a ex 

pansi6n osmótica de l a s célula s . 

Becker de scribe que e l tra t amiento hipotónico tiene un nivel 

crítico, yd que l a sub- e xposici6n produce me t df a s e s apre t ada s y l a 

sobre - e xposici6n l a s rompe . 

La fij l ción de l a s célula s se hace por med i o de l a solución 

de Ca rnoy . Después de 24 hor J s l as célul ~ s debe n tr~nsfe rirse a al 

cohol a 70 por ciento y3 que un pe ríodo m~yor produce r ebl andeci_ 

miento de los cromosomas y l e dd una apdrienci3 borrosd o 

La técnica de pre pa r a ci6n de l J S lámina s des crita por muchos 

dutore s (Roth fe ll y Simi novich, Moorhead, Spe ncer, Be cker, etc . ) su 

fre innova cione s en cJda l dbor3torio, con 01 ob j e to de provocar una 

mayor dispersi6n de cromos omas. 

En I d tinci6n de los cromosom3S puede utilizdrse cua lqu i er co 

10ra ci6n básica . SB ha descrito que e l Feul ge n - a ce to - orce ína a l 1 

por ciento da mayor c12ridad y distinci6n precis a de láS crom~tide s . 

Algunos dutore s h idr olizdn l a s pr ep3 Tdcione s antes de l a color2ci6n, 

disminuyendo dsí l ~ visibilidad de l citopl a sm~ y aumenta ndo e l con_ 
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t r3ste de l os c romosom~s en e l fondo da l c3mpo dal microscopio . 

ESt l S técni c1 s permiten e l recu ento y e l estudio de cromosomas 

de a cua rdo a 12 clasific~ción de Denve r (1 960) y Patau (1 960). 

Mi crofotogr ::l fía 

LQS microfotogr ::lf í 2s se tomaron e n un mi croscop i o Ortholux con 

ópt ic a periplan¿ticQ y una cim::lra fo to s ráf i ca Leitz S í 1 de 35 mm . , 

equipado con fi ltro verde . Las microfotogr~f í as fu e r on expuestas e n 

películ ,1 s de 35 mm ., b12nco y negr o . Agf2 200 t:"S,:" y amplio.da s e n p~ 

pe l copia Brovir a As f a , gr~do 3 . 

b ) Con clu s i ones 

l. De l a i nform::lc i ón obtenida en la literatura se desp r ende 

l a i mport o. ncio. de l os métodos emple2dos en e l e studio de 

l os cromosomas . El procedimiento de Moorhe .Jd et a l . mad i 

fic::ldo es r e comenda 1) le y permite e l estudio de un núme ro 

de met::lf~ s e s o.decuadas para h::lce r un diagnó s tico . 

2 . Las técnic a s citoge nét i ca s aplicada s a l hombr e incluyen 

e l análisis de l os cromosom~s per se y l a prueb::l de l a 

cromat ina de Barr. 

3 . L2 c i togenGt ica es una cienc i a b¿sica que cada día a lc an_ 

za m~ yor import~nc ia cl ínica . 
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4 . Las técnic J s citogGnética s se pueden desarrollar en cual 

quie r labora~rio y sus métodos pr~cticos son de uso ge_ 

neral . 

IV. RESUMEN 

Se han estudiado cultivos de l Gucoc itos dG s angre pe riférica , 

obten i da por venipuntura de person us normales y de padentG s del Ho~ 

pital de Maternid~d y de Pedia tría de San Salvador . 

La técnica de cultivo de t e jidos e n s angre pGrif6rica por 

Gl método de MoorhedJd et al . modificado, y teñido con Wright,nos 

ha dado buen r e sultado . 

Se obtuvo bue n número dG metaf~ s e s que permitieron contar 

l os cromosomas y e numerar a lgunos deta lles estructur les . 
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