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DESARROLLO DE TECNICAS CITOGENETICAS EN

EL ANALISIS DE LOS CROMOSOMAS _HUMANOS.

Introduccidn

Es interesante mencionar la importancia cel descubrimiento de
Lejeune y sus colaboradcres (1959) cuando informaron del primer ejem
plo de anomalia congénita (Mongolismo) y su estrecha relacidn con

la alteracidn del numerc euploide de cromosomas,

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

del nulcleo.

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

mosdmico.,

La citogenética comprende el estudio de los cromosomas en el

I d . . . - N .
analisis de los cariotipos y de la prueba de la sexocroma tina de
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Barr. lLas técnicas citogenéticas aplicadas al hombre incluyen el

- . 1 .
aalisis de los cromosomas per se y la prueba de la cromatina de

Barr,.

Tres son los mojones fundamentales en el desarrollo de la ci_

togenética:

1. El descubrimiento de la sexocromatina en el género

Fellus domesticus por Barr y Bertram (1949);

2. el descubrimiento del numero preciso de 46 cromoso
mas de la especie humana por Tjio y Levan (19%6); vy

3. el descubrimiento de quec el mongolismo es una enfer
medad debida a abzrraciones cromosomicas ( Lejeune

et al, 1959).

. . . - - - I
La noticia de e stos descubrimientos y la consideraclon acerca
de sus posibilicades me ha estimulado a reallzar este trabajo cu

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

sito de cstudiar los cromosomas tanto en el andlisis
de los cariotipos como en la prueba de la sexocromatina
de Barr,

El presente intento desarrolla la técnica de cul
tivo de tejidos de sangre periférica descrita por Moor
head et al. (1960), asi como la técnica de la SEX0CTO__

matina descrita por licore y Barr (1955)



ITI

Describir la quimica de 1l fitohemaglutinina que

inicia la mitosis sequn los principios de Rigas y
Osgood y la técnica de Marshall; y ce la colchicina

que detlene la mitosis y dispersa los cromcsomas,

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

4 1 v 7 . e .
una forma mas exacta del diagnostico y pronostico
de ciertos estados patoldgicos, anomalias congéni
tas y otras entidades nosoldgicas conocidas, tales
como los sindromes de Turner, de Klinefelter, de

Patau, de Edwards, de Down, de Marfan, ctc,.



I. REVISION BIBLIOGRAFICA

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

« 0 - I .
¢lom en cltogenética.

Estas diferencias sexuales fueron mas tarde comprobadas tam
bidn en los distintos tejidos de la cconomia: fué asi como los bio
logos Moore vy Barr (1954) lo demostraron en la biopsia de picl huma
na. Davidson y Smith (1954) encontraron cstas diferencias en leuco_
citos polimorfonuclcares humanos. Graham (19%54) demostrd cn varios
tejidos, incluso en la membrana amnidtica y en la alantoides, que
la difercencia sexual en la norfolocia nuclear esta presente en  los
embriones en temprana =dad, adn antes de la diferenciacidn de las
gbnadas, como durante el resto de su vida intrauterina, Moore y Barr
(1955) desarrollaron la técnica del frotis del raspado de la mucosa
bucal habiéndola transformado c¢n un nrocedimiento de laboratorio fa
cilmente aceptado, Shettles (1956) diagndsticd el scxo antes del na
cimiento, estudiando las células descamadas del feto cn el liquido

. 7 . . \
amniotico de mujcres embarazadas,

Robert Eqgogen (1963-64) describe que la citogendtica es una de
las ciencilas bdsicas mds intricantes que cada dia alcanza mayor im_
portancia clinica, La citogendtica correlaciona estructuras discer_
nibles microscdpicamente y anormalidades numéricas de cromosomas con

cambios clinicos asociados con ellas, En pocos afiocs sc ha aplicado
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una serie de técnicas citogendticas a la enfermedad humana e infox

mado principalmente en revistas britdnicas. Hirschorn'y Cooper(1961)
y Sohval (1961) hacen una revisidn en la literatura cientifica del

estatus de la citogenética en medicina,

Las técnicas citogendticas han sido usadas hace mds de 50

afios desde que Bridge (1916) correlacid los cambios cn ¢l fenotipo
de la drosdfila y las alteraciones en la estructura de los cromosgo

mase.

Es asi que la citogendtica estudia la herencia a nivel celu_
lar, Especificamente comprende el cstudio de las alteraciones cromo
sdmicas visibles asociadas a enferme dades humanas, cstudio que se

hace evidente en el andlisis de los cariotipos.

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

logia nuclear,

La observacidn comprobd que los cromosomas sexuales de algu_

nos saltamontcs (Orden Orthoptera) permanccian cn la interfasejco
mo la cromatina de estos cromosomas cs distinta de la cromfina de
los autosomas, en cl hecho de no desaparccer cn la interfase, reci
bid el nombre de¢ heterocromatina (heteros, distinto). Barr ct al.
denominaron a la cromatina-de los cromosomas sexuales,cromatina

sexual,
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La heterocromatina . de los dos cromosomas X de las cdlulas de

la hembra de los animalcs superiores es difercente de la heterocroma
tina de la combinacidn XY de los cromosomas scxualcs en las célu_

las de los varcones.

Tjio y Levan (1956) establccicron que el numerc diploide de
cromosomas era de 46 y no de 48 como sc describia cn los trabajos
cldsicos de Painter (1924): su descubrimiento pronto fué confirma_
do por otros investigadorcs; Ford y Hamerton (19%6), Chu y Giles

(1959),

Entre los 46 cromosomas del género humano, hay 44 autosomas
y 2 cromosomas scéxuales; 2 cromosomas XX en la hembra y 2 cromoso_
mas X y otro Y (XY) cn el hombre, Barr obscrvd que las células de
la hembra muestran a menudo una porcidn de cromatina condensada,
con cicrtas caracteristicas que la identifican con el nombre de cro
matina sexual, en tal forma quc siempre hay 2 cromosomas X en un nd
cleo de cada célula de una hembra, Los 2 cromosomas A sc¢ unen en la
interfase de la célula somdtica y forman una pcquefia masa informe
de cromatina condensada, la cromatina scxual femenina, Esta marca
en forma de punto tefiido de cscuro, pucde ser vista cerca del nucld.
olo cn las células nervicsasj; aparcce como una masa oscura de forma
plano-~convexa o triangular comprimida contr: 1la membrana nuclear en
las células del estr-to cspinoso de la cpidermis, En los frotis de
sangre perifdrica 1a cromatina sexual de la hembra, aunque general_
mente contenida en uno de los ldbulos de un ndcleco de un neutrdfilo

maduro, resulta muy dificil o imposible de identificar porque la
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cromatina estd tan condensada que, a veces, constituye un lébulo
fino condensade con forma de palillo de tamborj; segdn Davidson vy
Smith (1954) cesto ocurre cn un neutrdfilo de cada 38, En las cdlu_
las obtenidas del raspado de 12 mucosa bucal se observa de preferen

cia en los nudcleos claros, pAlidos y voluminosos de tipo vesicular,

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

matina sexual sdlo pucde ser identificada con certeza cn aquellos
’ .

poces nuclcos en los que por casualidad sc cncuentre con un plano

1 - . Id
que pasc a travds del centro del ndcleo y perpendicular al eje dp
tico del microscopio, cs decir, que si estos nuclcos en interfase
son cortados ¢n un plano adecuado, conticnen una masa de cromatina
sexual suficientemente voluminosa para ser observada cn ¢l micros_
copio de luz ordinario; suele tener una micra de didmetro, aproxima

damente,

Barr et 2l., (19%4) encontraron la cromatina sexual en las cé
lul~s masculinas, pero sumamente pequefin para poder identificarla
al microscopio ordinnario, cxcepto con circunstancias muy favorables,

- I - -
y eén un porcentaje minimo aunque no despreciable,

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

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

1

Su incidencia fu€ de 56 1 87 por ciento para la cromatina
scexual femenina y 2.1 4 6,3 por cicnto para la cromatina sexual mas
culina en ¢l estudio de cortcs de tejido nervioso de 12 gatos, teril
dos con tionina, verde de metilo-pironina, nitrate de plata reduci
do y hematoxilina férrica seguin observaciones de Barr, Bertram vy
Lindsay (19%0). Observaciones pareccidas fueron comunicadas por Moo
re Yy Barr (1954) haciendo autopsias y biopsiis humanas en sujetos
de 22 4 29 afios; colorecando las muestras con hematoxilina ecsina,Fe
ulgen, virde de metilo, pironina y concluycndo que la diferencia
sexual de la morfologia nuclear es un fenomeno general que existe
en todos los tecjidos y drganos humanos. Prince, Graiham y Barr(1955)
encuentran que la incidencia de 1a cromatina sexu2l c¢s de 76 por
cicnto en la hembra y hasta el 10 por ciento c¢n el vardn en tejido

nervioso del Macacus rhesus.,

Moore , Graham y Barr (1953) utilizaron estos conocimientos al
dlagnosticar ¢l sexo de un individuo en dos casos de pseudohermafro
ditismo. Bur (1956) en las biopsias de piel y de la mucosa gingivel,
se valen de la cromatina scxual de las cdlulas para determinar el
sexo cn pacicentes con malformaciones genitales, estados intorsexua_
les, virilizacidn y agencsia gonadal., Sohval ct al, (19%6) analizan
do biopsias de piel para determinar ¢l scexc cromosdmico en 28 varo_
nes y 27 hembras normales y un grupo de 76 sujetos con marcadas al_

teraciones sexuales e inestabilidnd hormonal, concluyen que dicho
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método es de confianza ( hembras con virilismeo, deficiencia estroge

nica con sindromc¢ de Cushing y vnfermedad de Addison, como tambidén
varoncs con deficiencia androgiénica, criptorquidismo, bajo terapia
androginica cstrogénica, sindrome de Cushing y Addison, estados in
tersoxuales con pescudohermafroditismo masculine y hermafroditismo
verdadero). La odad estaba compruondida desde rocidn nacidos A indi_

viduos cde 80 afos.

Accidn de la Fitohgmaclutinina

Ordinariamente, los lcucocitos normilces no sc¢ dividen en san
gre perifdrica, pero hay cvidencia de que ticnon potencialidad mitd
tica en ¢l cuerpo. Se tratd de determinar qudé factores o condicioncs
espocificis ¢n medio de cultivo son responsablcs de activar csta
potencial mitdtico latente de las cflulas mononucleares circulantes
y se halld que un agente mitogdnico, aparentemente no fisioldgico ,
cra ol extracto vegetal fitohemacglutinina estimulando al parcecer la
alteracidn do los monocitos y grandes linfocitos a un estado capaz

do divisidn.

Al ¢xtracto mucoprotecico vegetal fitohemaclutinina cmpleado

originalmente como medio de separar leucocitos de sangre total en
medios de cultivo (Nowcll, 1960 ), sc le cncontrd la propicdad de ind
ciar 12 actividad mitdtica, ¢n su proesencia se efectda 12 divisidn

celular, cn su auscncia no ccurre mitosis,., Los estudios sugicren que
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la accidn mitogénica de 1a fitohcmaglutinina no afocta 1o mitosis
per sc¢, sino mds bien el estado precedente a 12 miteosis, altera los
monocites y grandce linfocitos circulantes a un estado en ¢l cual
son capaces de dividirse. La rclacidn de csta accion mitogdénica de
la fitohemaglutinina al procuvso mitdtico y premitdtico c¢n ¢l cuerpo
quedan por sir investigados, Nowcll (1960) demostro que la fitohema
glutinina ¢s la responsable de 1 iniciacidn mitdtica de cultivos
de corto término de lcucocitos humanos. Las cdlulas en division fig
ron identificadas como monocitos y grandes linfocitos que sc habian
vuclto mitdticamentc activos in vitro despuds deo dos dias de perfo_
do latente. Creyd que la fitoh maglutinina iniciaba 1a conversidn &
monocitos y grandcs linfocitos a un estado capaz de divisidn mitotd
ca, Informd quc las cd¢lulas presentes on los cultivos consistian en
agrupamicntos de grandes cdlulas mononuclearcs con linfocitos disc_
minados y unos pocos granulocitos, La mayorin de grandes cclulas mo
nonucleadas ticnen un nudcleo uniformemente redondo con cromatina fi
namonte dispersa y une ¢ mAs nucldolos prominentes, El citoplasma
es intensamente basdfilo y granular, 2 menudo con un drca pdalida ad
yacente a uno de los lados del ndcleo, Las grandes cdélulas mononucle
ares ostuvicron presentcs en cultivos, en los cuales, fud evidente
12 mitosis, Cuando 12 fitohemaglutinina fud omitida de los cultivos,
las cdlulas pormanccieron visibles, se observaron muy pocas grandes
cdlulas mononuclcares y no hubo actividad mitdtica. Sc requiere un
minimo de 0.2 ml do fitohemaglutinina por 10 ml de cultivo para la
iniciacidn de la actividad mitdtica; no hay ninguna actividad mitd

tica durante ¢l primcro o scgundo dia de cultivo,
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Por muchos afios se ha conocide la existencia de hemaglutini

nas en scmillas de muchas especies de plantas, particularmentc aque
. - . a - « /2
llas de leguminosas. En comunicaciones previas la aplicacion de la

fitohemaglutinina del Phascolus vulgaris (frijolecs rojos arrifiona_

dos) o Phascolus communis fué descrita como separadora de leucoci

tos y eritrocitos . En el pasado, los productos parcialmente puri_

ficados de Phaseclus vulgaris indicaron que ¢sta cra una proteina,

En un informe preliminar de Rigas y Osgood resumieron un pro

cedimiento para obtencr esta aglutinina en la forma de una mucopro
teina., Observaron que este material, en un ambicnte adecuado a pH:
bajo, se disocia en dos partcs a trav’s de patroncs electrofordti-
; %)
C0s, en una proteina hemaglutinina y en un polisacarido inactivo,
Para precparar fitohemaglutinina en e¢stado de muconroteina se

utilizan frijoles secos de Phascolus vulgaris & Phascolus communis,

finamente macerados con solucidn salina isotdnica; al sobrcnadante
se aplican bajas temperaturas, se fracciora con etanol y procedi-
mientos de precipitacidn y lucgo se liofiliza. Los titulos de aglu_

tinacidn fueron detcerminados por la tdcnica de Salk (1944),

Propicdades de la Fitohemaclutinina. La mucoproteina obtenida en el

’ . . ’ . .
analisis electroforcdtico sc comporta como una sustancia homogdneca

(+) En el presente trabajo se ha utilizado la tdcnica de Marshall
basada ¢n los principios de Rigas y Osgood.
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de pH 5.8 4 8.6, Este producto conticne 6.5 de nitrdgeno (método

micro Kjcldahl) y 50.4 por cicnto dc¢ sustancias totelcs reducidas

cstimadas como ¢lucosa cuando la modificacicon Nelson es aplicada al
método dec Somogyi. Es muy soluble en ¢l agua destilada, soluciones
salinas y buffercs, cs termoldbil. Andlisis elcctrofordticos ejecy
tados a pH 5.8 produjcron patrones progresivamente asimétricos y a
pH 2.0 la mucoproteina es completamante descompucsta en sus dos com
ponentes, uno de los cuales permanccid estacionario mientras que d
otro cmigrd como un catidng prucbas en fracciones obtenidas de la

célula electroforcdtica mostraron quc el componcntc 2 ¢s un polisa_

cdrido inactivo.

El componente 1 ¢s la hemaglutinina, la cual es una cuclobu_
lina vy pucde scr precipitada 1librce del polisaciride solamentc cuan

do ¢l pH c¢s mantenido a 1.0,

Modo de accidn de la Fitohecmaclutinina. La accidn aglutinadora de

la fitohemaglutinina sobre los critrocitos, por combinacidn de he
cho con cllos o por alteracidn de su membrana a travds de una accidon
enzimatica, fué investigada por una segunda titulacidn de la solu_
cidn sobrenadante, obtenida dec cada tubo de titulacidn. Es eviden-
te quec el titule de aglutinacidn ha sido disminuido a un décimo. ‘Al
comprobarse que es una accidn cnzimdtica difercnte, sc concluyd que
los critroci tos humancs pucden absorber o dc¢ otra mancra inactivar
cerca de 10 veces 1, cantidad de la fitohemaglutinina necesaria pa

ra dar una aglutinacidn positiva., Los sitios de accidn en la super
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ficie de los eritrocitos son difercuntes de sitios de los tipos san
guineos A, B y Rh, aun cuando todos los tipos dec eritroc tos huma-
nos, incluycndo tipo O y Rh ncgativo, son aglutinados igualmente

por la fitohcmaclutinina dentro de 1z exactitud del métedo.

Titulacidn y uso de la fitchcmaclutinina para la scparacidn de leu
cocitos. Se ha encontrado quc ¢l método del tubo pequefic descrito
por Salk cs cl mds conveniente para la titulacidn de la fitohemaglu
tinina. La mucoprotecina da una aglutinacidn positiva abajo de 1oﬂf@a

v la proteina abajo de 0,1 /ml,.

Esta fitohemaglutinina en la forma de mucoproteina no es tdxi
ca, la hemaglutinina ¢s un pcderoso hemaglutinante para todos los
tipos de eritrocitos humanos y para los del caballo, ccrdo, gato,pe

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

Accidn de la Colchicina

La colchicina, ©s un principio tdxico extraido del bulbo y de

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

ta comuin que florece en otono( familia Lilidcea scgun la clasifica_
s 2 - . . .

cidn de Linneo). Es una sustancia orgdnica nitrogenada cuya fdrmula

bruta establecida por primcra vez por Zeiscl es CooHogNOg  que  co

rresponde 2 la férmula desarrollada, establecida por Windaus (1924),
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De-acetyl-methyl-colchicine

Es, por lo tanto, un derivado aminado y meto
treno; se¢ le rcconoce un ndcleo tropoldnico que pe

lo como tal y presenta un aspectc quincide de lo

xilado dcl fenan
rmite clasificar_

guc sc deriva la

s n . B
gran annlogia quimica con ellos. Este parcce interesante, por el he

cho de que el comnueste aleman E39 ticne respucsta
la experimentacidn clinica recicnte, ¢l cual posee
ndénica de la que parccen depender sus propicdades(

nona).

La colchiclna se ha consilderado como un alca

picdades fisioldgicas generales, por la presencia

antimitdtica en
« 7 .
una funcion qui_

imino-benzo-qui

leide por sus pro

de su grupo NH vy

por que es un extracto de unn sustancin vegetal, Pero con 1940, Shu-

ller, estudiando ¢l extracto de la colchicina con
encontrd diferencias notables con un alcrloide de
co, como 1l morfina., Por ctra partc, su nitrdgeno

cadena lateral cuyo comportamiento no es el de un

luz ultraviclecta,
nicleo fenantrdni
cst? fijado a una

4 .
heterociclico, Por
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. » . - - . . . I
simplificicidn termincldgica y por utilizarlo si la mayoria de Ilos

autores, se le sigue considerando como tal,

Tienc dos propicdades binldgicamente muy notables. Los bidlo

gos por mucho tiumpo han utilizado 11 colchicina para improvisar
la dispersidn de los cromosomas en ¢l estudio de las cdlulas vege
tales, interrumpicdno la mitosis en la mctafase (Mangenot, 1541),
(Eigsti y Dustin, 1955), (Dustin,Havas y Lits, 1937)., Esto es de

. > 7’ . - a 7 >
particular inturds para bidlogos, histdlegos, citdlogos y genctis_

. - . 1 ’
tas; retrasande 1l divisidn de les centrdmeros de los cromosomas ,
cl retraso de la divisidn de los contrcmeros causado por lo colchi
cina proporciona mayor ticmpo parn que las cromdtides adopten for_

- 7’
ma cospecinl y se 2corten. Por lo tanto los cromosomas s¢ hacen mas

cortos que de ordinnrice y hasta disminuyen su desigualdad,

De 1a accicn de 1la colchicinn sobre los tejidos normales vy

7’ . - a . . . o . .
patclogicos deriva su importaincia en la mcdicina clinica y2 que ejer
ce efecto curativo muy notable sobre las articulacicnes afectadas

dc artritis gotosa, tratamicnto usado por centurias (Eigsti y Dus

tin, 1955), asi como c¢n ¢l tratamicnto mitdtico del cdncer (Huant,
1957). La colchiciqa sirve para moedificar la mitosis: estc alcaloi
de proveca en los tojidos de los tumorcs ¢ en las zonas germinati-
vas de tcjides normales una accidn de paro o inhibicidn de 1la cipe

sis que afectan las dos fosos terminales, metafase y anafasce(Payron

et C’tl.)-
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Administrando ceclchicina durante cilerto ticmpo, se pucde de

terminar 11 intensidad con quec se dividen las cdlulas en cualquier
.. . - . 7

tejido u drgano en animalcs de cxperimentacidn. En esta forma todas

. - . . . '
las cdlulas que inician 1» miteosis por entonces, sdlo alcanzan la

etapa de metafaso (Laboratorios Ieblond, Histolegia de Ham),

Ademds, parcce muy probable que cste bloqueo citotdxico sea
precedido de una fase ¢xito-mitdtica de duracidn ¢ intensidad varia
bles, que dependen de la concentracidn del alcaleoide v de 1a natu_
raleza del tejido del tumor. La lesidn ceclular elementaly constante
consigte en una degencracidn apldsica de las fibr-s del huso cromi
dial , ¢s decir, parece inhibir 12 formacion dul huso y sus fibras
que sc transforman en una masa aciddfila desproviste de pelaridad
do estructura fibrilar y cde cendrosomas(centroscmas) incapaces,por
lo tanto, de provocar la migracidn do los cromosomas, Asi, despucs
que los centrdmeros de les cromosomas so dividen y los cromosomas
se scparcn on cromatides, cstos no se alcjan hacia los cxtremos
opucstos de la cdlula comc lo hacen normalmente, sino gue quedan
apclotonados a nivel de la placa cecuatorial, Ademds de c¢sta lesidn
cscncial, puede manifestarsc una hipertrofia de los nucléolos y,aun
mds, hasta una picnosis del ndcleo, impidicndo desde la profase la

- » - - . P
individualizacion de los cromosomas.

Estas protubecrancias de 1la cinecsis sc cstablecen, scgin  Dus
tin, de 4 a 24 horas despuds de la abscrcicn del veneno cariocldsi
co y parccen bastante distintas de las provocadas per los rayos X,

que no paran la formacidn del huso, pero quc aglecmeran los cromoso
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mas en una masa compactas; a pesar de esto, hay cierta analogia en_

tre los dos modos de accidn,

Estructura de los gromosomas.

" ) < : 11 : -
En el pasado se creia que los cromosomas solo existian como

tales durante la miteosis, y que una vez completada ésta y entrada
las células nuevamente cn interfase, los cromosomas se desintegra_
ban para formar granulos de cromatina; cuando la mitosis volvia a
empezar, los granulos de cromatina se reunian coastituyendo cromoso
mas. Hoy sabemos que los cromosomas siguen intactos durante toda la
interfase, pero en forma diferente. En la interfasc,; los cromosomas
adoptan la forma de largos filamentos delgados. Sin embargo, a lo
largo de cada filamcnto hay muchos lugares donde el hilo sc¢ apeloto
na, igual que un segmento de alambre pucde arrollarsc formando un
resorte cspiral, En estos lucarcs el material del filamento se halla
suficientemente apeloteonado para resultar visible en preparaciones
tefiidas, Probablemente son estos segmentos fucrtemente apclotonados
a lo largo de los cromosom~: filamentosos los que aparecen como gra
nulos de cromatina en el ndcleo de interfase. En los lugarass donde

los filamentos no se hallan apelotonadeos, no ticnen sustancia sufi

ciente para ser vistos utilizando el microscopio de luz ordinarial,

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

contenidos cn los filamentos cromosdmicos, a lo largo de toda o ca_
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si toda su longitud, En la dltima instancia, los c¢cnes son unidades

que rigen la naturalez: y actividades de una célula. Cuando una cg
lula se divide en dos células hijas, cada una de €stas cs copia exac
ta de la otra y de la cdlula madre que sc dividid. Para que cstas
cdlulas hijas scan idénticas, se necesita que cada una de ellas ten
ga exactamente el mismo surtido de genes en sus cromosomas, Por lo
tanto, antes que pueda producirse la divisicon celular tienc que ha
ber una duplicacidn de los genes, dc manera cue haya una coleccidn
de los mismos para que cada una de las dos células hijas que van a
tormarse ., En realidad, los gcnes se duplican en la interfese, Por
lo tanto, los cromosomas de una célula que cntra cn profase de mi
tosis tiencn una doble coleccion de genes. Sin embargo, las dos co
leccionecs de genes no se hallan en ¢l mismo filamente, porquc llega
do c¢ste momento ¢l cromosoma s¢ ha nhendide longitudinalmonte con dos
filamentos denominadoes cromdtides, cada uno de los cuaxles conticne
una coleccidn completa de genes., las dos cromatides de cada cromo
soma qucdan colocados uno al lado do otro y firmemente unidos entre
si on un punto, el centrdmero , hasta que ocurren ctapas ulteriores

de la mitosis scqun vamos a ver, ™

En ctaprs tardias de lo interfase sdlo se hallan apclotonados

en ospiral algunos segmentos de los cromatides filamentosos; dstos
al igual que los scgmentos cspirales del filamento cromosdmico ori
ginal , aparecen como grdnulos de cromatina., Sin embarqgo, cuando la
cflula entra en profase, los dos largos filamentos de cromdtides de

cada cromosoma se apclotonan formando una espiral aprctada en toda
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su cxtensidn., Ello, claro cstd, acorta los cromdtides y, por lo tan

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

pequefios bastoncillos., Sin embargo, ¢n buenas preparaciones sc obsgr
va quc cada bastoncillo cstd formade por dos cromdtides, El apeloto
namicnto espiral apretado dc los filamentos concentra tanta sustan_
cia tefiible en un pequcfio volumen que los cromdtides on cste estado

de acumulacidn aparccen como cucrpos tcfiidos intensamente,!

"Digamos aqui que si bien hemos descrito ol cromdtide como for
mado por un filamcnto, cosa que e¢s cderta, se trata dc un filamento,
constituido por dos{ o mdltiplo de dos) filamcntos mds finos toda_
via que sc denominan cromonemas. El apelotonamicnte do los haccs de
cromonecmas quc constituyen una cromftides pucde demostrarse muy bicn
tratando preparacioncs por aplastamicnto de algunos cromdtides mitd
ticos con reactivos que hacen que las espirales sc¢ soparcen lo sufi_

ciente para poder scr obscrvadas,™

Eorma y duplicacidn de la moldcula de DNA

"Segin Jatson y Crick, la moldcula do DNA tienec 12 forma de

' d - - .
unn hélice de dos tiras. Las dos tiras de la moldcula

&
0O

DA  se ha

i . . . .
llan intimamcnte unidas una 2 otra con diversos puntos a1 lo largo de

su trayccto,"

» /’ .
"Para cxplicar c¢dmo las dos tiras so adaptan una a otra ¢s ne

cesario scfialar que la configuracidn quimica de la adenina es tal
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que podria formar una cstructura de cnlace de hidrdgeno con la ti_
mina, micntras que la de la guanina podria efcctuarlo con la cito_
sina. Este hecho guarda relacidn con la forma en la cual las dos ti
ras de la molécula de DNA probableumente se adapten una a otra, por
que sc corrcsponden siempre la adenina de una tira por medio de enla
ce dec hidrdgeno con la - timina de la tira vecina. Andlogamente, la
guanina de una tira siempre corresponde a la citosina de la otra,
Por lo tanto, las dos tiras de la molécula de DNA son réplicas com
plementarias una de otras para que la mitosis proporciocne a cada fu
tura célula hijaun: coleccidn completa e idéntica de genes, claro
estd que debe haber una duplicacidn exacta de todo el DNA en los
cromosomiass esto ocurre en la interfase de la mitosis. La primera
etapa en el proceso probablemente estriba en que las dos tiras de
DNA en cada moldcula se desarrollan y se separan., Después, cada ti
ra de DNA sirve como plantilla o modelo para que se sintetice una
tira nueva a lo largo de todo su trayecto. En la nueva tira se sin
tetizard una base de timina donde habia una base adenina en la tira
original, y asi sucesivamente : en consecuencia, cada una de las
dos nuevas tiras de la molécula de DNa tiene una sucesidn de nucléd
tidos idéntica no o la de su modelo, sinc a la del compafiero de su
modelo. La sintesis origina dos moléculas de doble tira, una de las
cuales proviene de la molécula original y la otra es sintetizada de
nuevo. Las dos moléculas de doble tira son duplicaciones exactas una
de otra; por lo tanto, cada uno de las cromitides que se separan

+)

en la anaxfase siguiente puede tener moléculas de DNA idéntinas'.

(«) HAM,W,A, y LESSON, T.S, Tratado de Histologfa. 4a.ed.dirigida

por el Dr, Alberto Folch y Pi., México,Editorial Interamericana,
1964, 916 p,
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rd - . - . -
Técnicas citogendticas vy su aplicacion

Taylor (1962) sefiala que Flemming en 1879 demostrs que los
cromosoma s se reproducen diviéndose longitudinalmente y que el tiem
po y modo de reproduccidn mnsido materia de interés y controversia

' 4
entre biologos.

Hamerton (1961); Spence y Greefer (1963), informan que el de_
sarrollo de diversas técnicas citoldgicas que permiten el estudio
de los cromosomas ha sido factor determinante en el descubrimiento
de varias condiciones debidas a defectos cromosdmicos; y es un fac_
tor importante en el diagndstico de errores del desarrollo sexual ,
intersexualidad y algunos tipos de deficienciamental, Eggen (1964)
menciona: " las pruebas citogendticas, ¢l anilisis cromosomico ( ca

otipo) o la prueba de la sexocromatina ( o ambas), tiene un valor

=
e

7 - - . - . . - -
clinico significativo cn un ndmero de situaciones que incluyens

1. Diagndstico diferencial de defectos congénitos

(o}

cn algunos recién nacidos.

N
.

Consejo familiar y prondstico genético,

La investigacidn de intersexos.,

. Evaluacion de la amenorrea primaria.

La investigacidn de la esterilidad en la mujer,

o bW
.

La investigacidn de 12 esterilidad en el hombre.

Estudios médicos legales,

o 3

. 4 » . . K] - »
. Diagndstico diferencial de la leucemia mielocitica
4 -
cronica,.

9. Evaluacidn de disproteinemias obscuras.
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A esta lista se pueden afindir investigad ones, las cuales,adn
cuando todavia se encuentran en estado de exploracidn, son facetas
en las que el patdlogo debe familinrizarse y cuyo desarrollo debe

conocer, Estas son:

10, Determinacidn prznatal del sexo.

11, El1 "dosimetro bioldgico™.
12. Deteccidn de células neopldsicas en derrames.

13, Investigacion del aborto habitual,

Existen pocos procedimientos individuales de laboratorio cli
nico, para los cuales pueda citarse una lista mds impresionante de

aplicaciones™ (+)

De acuerdo con el critcrio de Eggen, las anomalias de los crg

mosomas puede agruparse scgun que la anormalidad dependa del numero,

de la morfologia o de la combinacidn de ambas.

(+) Eggen,R.R.: Manual para trabajo en citogendtica, Editado por:
The American society of clinical pathology. (Trabajo mimeografia
do), 1964,
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. . . 7 -
Clasificacidn de anomalias cromosdmicas(+)

A. Aneuploidia(Anormalidades de ndmero)

1.Monosomia aislada (2n=45)-auscencia de un miembro de un par
de cromosomas: ninguna otra anormalidad cromosdmica
a. itutosomas
b. Cromosomis sexuales

2.Trisomia aislada(2n=47)~1 gromosoma aparcce triplicadozninguna
otra anormalidad cromosdmic-
a, ~utosomas
b, Cromosomas sexualcs

3.Polisomia aislada(2n=48 & mis) 1 cromosoma estd representado
cuatro veces o mas; nincuna otra anormalidad cromosdmica
a. stutosomas

b. Cromosomas sexuales
3 - . . ’ . 4
4,Complejo aneuploide-variacion numdrica que afecta dos o mds

cromosomass nincunn anormalidad estructural asociada
a, Autosomas

1

b. Combinicidn de autosomas y cromosomas sexualcs

5.Mosaicos ancuploides~ ancuploidia de una porcidn de células,
mds bien quc de todas las células del cuerpo
a. Autosomas

b, Cromosomas scxuales

(*) Eggen, R.R.:® Cytogcnetics. Review of recent advances in a new
ficld of clinical pathology. Amer. J.Clin.Path.39(1):3-37,
1963,
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B. Anormalidades morfold icas
1. Translocacioncs
a, «wutosomas
b, Cromosomas scxuales
2, Deleciones
a..sutosomas
b,Cromosomas sexuales
3. puplicaciones (trisomia parcial)
a, .wtoscmas
b, Cromosomas scxuales
4, Isocromosomas
2. saUlLosomas
k. Cromosomas sexunles
5. Inversicnes
a. ~utosomas
b. Cromosomas sexuales
6. Anoma2lias morfoldgicas raras y complejas
2, Anomalias raras envolviendo un solo cromosomas
b, Anomalins morfoldcics sin relacidn que afectan simulta_

v ’
neamente dos 0 mMas Cromosomas
C. Aneupnloidias morfoldgicamente andmalas- cambio morfoldcico en

un cromosoma as@clado con ancuploidia de otro
a. /Autosomas
b, Combinacidn de autcsomas y cromosomas sexuales
D. Mosaicos morfoldgicamente andmalos- anomalias morfoldgicas que
afectan los cromosomas en una porcion de cdlulas, mis bien que

de todas las células del cucrpo,
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a. /Autosomas
b. Cromosomas sexualcs
E.Clonos- anomnlias morfoldgicas o ancuploidia que afecta una sola
linea de cdlulas (dentro de un tejido) que cs, morfoldgicamente
y a menudo fisioldcicamente, independiente del resto de las célu

las corporales y de las ccdlulas restantes del mismo tejido.

Técnicas citogendticas

Para el cstudio de los cromosomas en el hombre, so han utili_
zado cinco tipos principales de material: 1) tudbulos seminiferos pa
ra preparacioncs por aplastamiento: 2) examen directo de cdlulas de
tumores o derrames, sin cultivos; 3) cultives de larga duracidn, de
piel y fascia lata; 4) preparaciones de cdlulas de médula dsca  con
cultivo o sin ¢él; 9) cultivo dc corta duracidn de leucocitos de san

gre perifdrica, Estos son los tejidos tomados por biopsia.

Tjio y Puck (1958) describen tdcnicas de cultivo de tejidos
humanos normales cancercsos: piel de voluntarios normales y de car_

cinoma cervical.,

Axelrad (1958) reficre que cdédlulas de algunas cadenas cultiva
das in vitro tienen una tendencia pronunciada a desprendersce del vi
drio durconte la mitosis. Cuando las células cstan prdximas a dividir
se se vuelven esféricas y disminuye el drca de adhcrencia. Las cdly
las alteradas en cultivos continuos ticnen tendencia a perder su ad
herencia al vidrio, Si la divisidn celular s¢ interrumpe cn metafa_

se por tratamicnte con colchicina, muchos células se liberan y flo_
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tan cn el medio, Esta proniedad permite colectar gran nimero de cg

lulas suspendidas en metafase., Utilizando técnicas de aplastamien_

to s¢ pueden analizar los cromosomas, En esta forma se obticnen sus
pensiones del 50 al 90 por ciento de cdlulas que estin cn metafase

por accidn de 12 colchicina (2.5 x 10 molar) de 18 £ 24 horas.

[,

Moorhecad ct al,(1960) informan de una tdécnica de cultivo de

leucocitos de corto periodo, a través de la obtencidn de plasma de

(U

sangre heparinizadar , Otros investigadores han informado sobre é&xi
tos con ligeras modificaciones a esta tdcnica (Edwards y Young,l1961),

(Berrios,Callcins vy Arita, 19651 y b).

Bottura vy Ferrari (1960)y Kinlough y Robson (1961) informan
de una tdcnica simplificada consistente en inyectar 1 mg de colchi
cina endovenosa 2 horas (Bottura), 1 hora (Kinlouch) antcs de la
aspiracidn de las c€lulas de la mddula dsca, scgun técnica de Ford

y Hamecrton on mamifercs aplicada al humano.

Kinlough y Robson ( 1961) vy Baikie et al.(1961) informaron
de anomalias en el nimero y morfolocia de los cromosomas en ccélulas
leucemicas de cultivo de médula dsea o sangre periférica o de prepa
raciones hechas sin cultive, Kinlough(1961) aplica la técnica de la
inyeccidn de la colchicinn endovenosa in vivo en condiciones tales
como la leucemia donde los resultados de las tdcnicas de cultivo

pueden no scr verdaderamente representativas.

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

. ’ . 7 4 - v -
riférica o de medula dsea, sin cultiveo previo.
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Froland (1962) describe una técnica en recién nacidos usando

un micrométodo basado en los principios de Moorhead et al.

Baker (1962) y Lumb(1965) informan de la técnica de suspension
celular de linfonodos, bazo, timo, en ¢l cstudio de los cromosomas

en la reticulosis,

Tjio y Whang (1962) informaron del estudio de cromosomas de
células de la médula dsca con la administracidn previa de colchici
, . . . 4
na por el método de aplastamiento o del secamicnto al zire( Berrios,

Alvarcnga y Arita, 1963),

Cestari y Perondini (1963) estudiaron los cromosomas de mami_
feros en cultive de tcjidos de difercntes drganos (rifidn, higado,
4 - - - . . . 7 Id .
pulmdn, picl, etc.); combinando la tripsinizacicdn con la tdcnica de

la suspensidn,

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

al,

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

75 horas y con tcmperatura entre 50 vy lO4OF,
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IT. OBSERVACIONES PERSONALES

a) Materiales vy Mdtodos

el ana

El desarrollo de tdcnicas citogendticas(cultivo de tejidos)en

I . - ~ . .
lisis de los cromcsomas humanos se acompahna de procedimientos

Id - . . . . . . .
basicos rutinarios siguicndo técnicas cuidadosas pre-establecidas.

si se

Estas condiciones dptimas son:

1

1. Preparacidn del cquipo

En ¢l lavado del material, los mejorcs resultados se¢ obticnen

- r - . .
pone atenclon a las sicuicntes normass

l,2- Conocer el grado de dureza del -qua(exceso de Ca, Mg,Fe,
Cu)s

1.b- no usar jabdn:

lecs emplear algun detergente gue no contenga dlcalis libres;
que ablande el agua; que sea rapido y completamentec solu
ble en agua tibia :

l.d-= que no precipite en ¢l acua calicnte o hirviende (95 4
100°C)s que no precipite on agua fria (1 4 0°C)s que lim
pile con facilidad:

l.e=- que disminuya la tensidn superficiali que tenga bucnas

propicdades humectantes y que no irrite las manos.
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El detergentc mds indicado para cestos casos es ¢l "Hacmosol"

o el "B-D Yale Cleancr". El cnturbamicnto que rcsulta de la precipi
tacidn de las salcs de Ca y Mg y a veces de materias organicas inso
lubles con el detergente se climina con la mezcla cromica que so

prepara de la manera siguiento:

Bicromato de Potasio comercial 100 gr

Agua de chorro 200 ml

. I 4 » -
Disuélvase calentando. Lucgo enfricse y pdngase el recipicnte
en bafio de agua fria y afadasc poco a poco, deslizando por las pare

des y acgitande constantemente, 800 ml de dcido sulfdrico comercial,

2., Material nuevo

Cuando el material a usarse sca nucvo, enjudgucse con agua pa
ra retirar el polvo; lucgo, sumérjase cn solucidn detergente(l cu_
charada dc "Haemosol" o una bolsita de "B-D Yale Cleancr" para 4 1i

tros de agua) y manténgase asi durante toda la noche.

3. Material usado

Cuando haya que preparar material usado, debe esterilizarse
y al salir del autoclave limpiarse con agua, jabon y cepillo. Luego

. r . - . -
continuese como si ¢l material fucra nuevo. El recipiente para el
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material debe ser de accro inoxidable o de hicrro csmaltado. Los
. . | 4
frascos, Jjeringas, ctc. dehen estar llcnos con 11 solucion detergen

tce, Manténgasce asi durante toda la noche.

. 0 .
Todo esto pdngase en un autoclave a 1207 C y a 15 libras de
presidn durante 30 minutos. Con ¢l material aun todavia caliente en
. - N | ”
judcucse de 7 a 8 veces con agua destilada corriente y torminese en

juagando de 1 a 2 veces con  agua bidestilada.

Coldquese el materinl . sobre papel limpio y sdquese al horno.

Evitcse tocar la parte interna del material con los dedos.

’ : - ’
Despucs de scear 2l material taponar con gasa y algodon (em

pldese algoddn hidrdfilo).

Cada recipicente(frascos de cultivo, probetas, jeringas, beackers,
cajas de petri, instrumentos, ctc), debe scr envuelto con papel craff,
escribicndo sobre Jete la capacidad de cada uno. Las acujas son mon
tadas invidualmente en tubltos de vidrio, de cuellc corto, Los tapg
nes son tratados e¢n la misma forma que la cristaleria y colocados

en ¢grupos en rcecipicntes de vidrio de beca grande,

Las pipetas son mis dificiles de preparar.El trabajo de lawvado
debe iniciarse de prcferencia  con las pipetas nuevas de 2 capacida
des solamente y del mismo tipo y marca. Si ne so ticnen pipetas nue
vas cscdjanse entre las existentes en el laboratorio ~gucllas que
tengan las caracteristicas, principalmente las dimcnsioncs de la bo

ca para facilitar cl pipeteoc con bulbo,



Siempre que las pipetas scan usadns con material ne infectan_

tc y no radioactivo deben colocarse inmediat-minte deospucs del uso
en solucion detergente contenida en las bandci~s larcas do hierro
esmaltado. Si cl material es infectante, la bandeja tendrd dcido £€
nico al 5 por ciente., Si ¢l material cs radioactivo, deben tomrse
precauciones espcciales, usando preferentemente cilindros altos de

vidrio o deo nalgene claramente rotulados: material radioactivo,

Despuls dc esterilizadas en el autoclave retirense los tapones
de algoddng un buen sistema para removerlos ¢s ¢l de emplear una 2g4

ja de accero inoxidable con czncho en la punta (acuja de crochet).

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

bo do latex al cxtremo de 1o pineta al chorro de acua corriente,
! Y C

En scguida,las pipctas son coleocadas punta arriba en cilindros
de vidrio, suficientemente alto parn contencrlas completamente., Es_
te cilindro debe ser resistente al autoclave y estar lleno con solu
cion detergente. Las pipctas pasan alli una noche. Lucgo, coldquese
2l cilindro en ol autoclave a 120° C. durintc 30 minutos., Despuds en
judcuese en agua destilada corriente 7 4 8 veces adaptands el extre_
mo & la punta del tubo dc 1dtex que vienc del recipiente que contige

ne agua destalada,

Finalmente, desc un a dltima enjuagada con acua bidestilada.Si

no sc¢ ticnen cilindros de vidrio ¢n las condicioncs sefialadas, la
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. . i . 7
preparacion puede haccerse en las bandejas largas pero la remocilon

de 12 suciedad no e¢s tan . cficicnte.

Las pipctas son colocadas sobre papel craff limplo ¢ introdu

cidas al horno para secar. Sclamente despuds de esto son taponadas
. . . N 1 . ) -
con algoddn hidrdfilo o algoddn en rama bencficiado (de joyero).Evi

tese tocar las pipetas con los dos dedos en su mitad inferier,

L

Las pipctas son colocadas en cilindros mctilicos, rigurcsamen
te en grupos decl mismo tipo, con la punta hacia abajo (sobre gasa

nueva y limpia).Las bocas coricntadas hacia abertura del cilindro,

Los cilindres se marcan claramente en la parte externa y  sc
- e, . . O . A
esterilizan on horno a 120% durantc 2 horas. Las pipctas no son en

vucltas en papel,

. 14 . .
Todo ¢l material restanté sorad esterilizado en autoclave a

120 C a 15 libras de¢ presicdn, durante 40 minutos; al salir del au_

toclave, coldaucnse ¢n ¢l horno solamente para secor.

1

ril, todo ¢l material debcra protegerse

s

Ademds de estor est

centra ¢l polvo y colocarse en armarios cerrados,

4, Técnica de cultivo

LN

4 ,a- Humcdézcanse completamente las paredes de una jeringa cst

c

ril de 10 ml con 0,2 4 0.8 ml de sclucidn de heparina sd
dica acuosa (1000w ml de Liquemine Sédic:, Casa Roche )

3 3 = ’ ! :
halando el émbolo un~s 2 2 3 veces.
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s o~ 7 . -

Extracr 10 ml de sangre perifcrica por venipuntura (de
las venas del plicgue del codo cn pacientes adultes o

-~ . 7 . _ .
en la vena femornl para nifios recicén nacidos; de scr po
sible se puede extrzer de 1a yugular externa). El pacien
te debe estar en ayunas por lo menos durante 3 horas,
Normalmente, el ndmero de loucocitos en 10 ml de sangre
cs de 7-~19 milloncs de leucocitos (Moorhead y Nowell,

1961).

Pasc asdpticamcente 1a sangre a un frosco colector
de 10 ml con tapdn de rosca: déjesc reposar la sangre a
la temperatura del cuarto durante 1 & 1'% horas, lucgo los
eritrocitos se sedimeéntan dejando los leucocitos en el
plasma, Si la sangre tienc un indice poco cemin de baja
sedimentacidn, 1a ac¢lutinacidn de los critrocitos pucde
efectuarse por 1- adicidn de una mczcla ddbil de 0,2 ml
de fitohemrglutinina., En caso neces-~rio, centrifigucse
sunvemente 2 200 rpm (11 RCF) durante 1 “a 2 minutos (ha

7’

bitualmente proporcionard los 4-6 ml de suspensidn plas_

ma- lcucocitos descados sin la presencia del codculo).

Propar2cidn del medio de cultivo

Trabajando asdptica ¢nte en una campana que previamen
te ha rocibido durnnte 2-3 hoxas los cfectos de una ldm_
para de rayos ultravioleta instalada en su interior, pre_

I d
prrense on frascos Erlenmeyer de 50 ml con tapdn de rosca
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un medio de cultivo mezcldndo 4 ml de medio TC-199 (Dif_

co Laboratory, Detroit,Michigan) con rojo de fenol como

indicador, Penicilina 100 u/ ml y Estreptemicina 100~ ml

se 1.5 4 2,5 ml de la suspensidn  plasma-leucocitos del
frasco colecctor de sangre, Estas transferencias se ejecu

4

tan con jeringa cesteril y acguja No.l1l9.

Incubacidn

Incubese. el Erlenmeyer del medio de cultivo de leou_
cocitos inoculados, durante 65-72 hecras a 379 C en una
cstufa con mezcla de gascs, 5 por cicnto de CO , alre vy
vapor de agua, Es muy importante mantener la tasa del pH
del cultivo durante todo ¢l ticmpo; ¢l indicador no debe
volverse mds amarillento que un ligero dmbar ni mis ro_
jo que un ligero rosado, Ajustar el pH cntre 7.0 & 7.2
con HC1 0.1 N. & 21 5 por cicnto de C02 para acidificar
v CO3HN3 para alcalinizar. Nunca c¢s bucno dejor los culti
vos descansando por 3 dias sin algdn tipo de atencidn, El
perfodec critico parece estar en las primeras 4 & 5 horas

. .« /7 .
de incubacion, cuando el cambio brusco en el nH puede da

ol

ar un porcentaje de los leucocitos del cultivo y que mds

t
[aJ]

rde aun ajustdandolo no obtendrd buenos resultados.

Al parecerel mantenimiento del pH es de primgra impor

tancia, Es por esto recomendable agitarlo cuidadosamente
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cada 4 horas durante el periodo de incubacidn . Esta ac

¢idn repetida en el transcurso del periode de incubacidn
estabiliza el pH del medic y, al parecer también asegura

la mdxima produccidn de figuras mitdticas. Otra sugeren_

cia también relacionada por alguna razdn con la estabili

dad del pH es gue la sangre debe ser de individuos en ayu
nas siempre que sea posible, Nuestra experiencia ha sido

que las sangres quilosas hacen mas dificil mantener el

pH v, por lo mismo, obtener cultives satisfactorios (Wal__

ter S, Fisher- Technical Service, July, l965j.

Aplicacidn de colchicina

Después de 72 horas agréguese . al cultivo colchicina
0.1 Atgr/ ml de cultivo (0.1 ml x 10-5 x ml de cultivo)
terminando asi con la mitosis en el perfodo de la metafa
se. IncuUbese nuevamente a 37° C durante 6 horas. Agitese

culdadosamente el erlenmeyer.
Cosecha de leucocitos

. 4
Pdsese el cultivo a un tubo de centrifuca, graduado

y cdnico de 12 ml y centrifuguese a 800 rpm (190 RCF). As

I

pirese ¢l sobrenadante y descdirtese.

avado de células

Agréguense 5 ml de una solucidn isotdnica de CINa a
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37° C y resuspéndanse las cdlulas del tubo de centrifuga

burbujeando con una pipeta ° Pasteur con bulbo.

Centrifiguese a 800 rpm (190 RCF) durante cinco mi_
nutos,

Aspirese el sobrenadante con una pipeta Pasteur con
bulbo dejando 0.5 ml del mismo.

Resuspéndanse l1zs celulas en los 0.5 ml restantes.
Tratamicento hipotdnice (expansidn osmdtica de las célu_

las)

Agréguense lentamente mientras agita 1.5 ml de agua

destilada a 37° C(solucidn hipotdnica).

. s 0
Incubese 1la suspensidn en Bafio Maria a 37° durante
’ . .
15 a 20 minutos, resuspendiendo constantemente con una
pipeta Pasteur con kulbo.

Centrifdguese 2 600 rpm (110 RCF) durante % minutos,

Aspire el sobrenadante con una pipeta Pasteur con

bulbo,

Fijacidn de las cdélulas

Para no destruir las células afiddanse lentamente de
2 4 3 ml de fijador fresco ( 1 parte de dcido acético gla
cial vy 3 partes de metanol solamente calidad reactivo)

L P . w w 3
dejese que las céluias absorban bien el fijador durante

]

30 minutos o toda 1la noche.
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Resuspéndase con una pipeta Pasteur.

Centrifdguese a 600 rpm (110 RCF) durante 5 minutos.,

Aspirese el sobrenadante con una pipeta Pasteur con
bulbo,

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

minutos,

Centrifucuese 2 600 rpm durante D minutos.

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

de células; y resuspenda con una pipeta para obtener una

suspensidn homogénea.

Técnica de la preparacidn de los frotis en las ldminas.
/’ .

Usense laminas de 75 x 25 x 1.1 mm

Y 4 .
Enjuaguense con agua para retirar =21 polvo, luego su
. 2 - 2 7 rd Id
merjanse &n solucidn sulfocromich, despues lavense con
agua destilada, enfriensc en un recipiente de vidrio,bien
tapado, con agua bidestilada y coldauense cn el refrige_

rador.
o . -
Quitese el exceso de agua fria de la ldmina escurrién

dola por inclinacidn sobre una toalla absorbente, déjense

. . ’ .
caer sobre su superficie 233 gotns de la suspensidn de
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cdlulas con una pipeta Pastour, dejdndola extenderse so

bre la ldmina himeda y exponiendo la limina inmediatamen
te 2 una corriente de aire calicnte de un secador de pe

lo (Oster)
Tincidn

Antes de colorear fijese la l1dmina en alcohol-dter
durante 30 minutos, Coloréese con un colorante Wright du
rante un minuto y diluyase con Buffer de Wricht pH 6.4
durante 4 minutos. Enjudguense con agua destilada, ldve

. L. ’
se brevemente con agua corriente y dejese secar, Cubran

se con Permount (Fisher $.C.), luego con la laminilla

No. 1 . Cuando se obtenca un buen cultivo, color€ense
los nuevos frotis con Feulgen-orceina al 1 por ciento
hdganse las preparaciones permanentes y estardn listas pa

ra la microfotografia,
Microfotografia

Examine la ldmina usando sistema Jdptico de campo cla
ro con el diafragma cerrado, buscando adecuada dispersidn
de los cromosomas; si ésta no es adecuada, resuspenda
nuevamente las c€lulas en fijador fresco, centrifugue du
rante 5 minutos a 600 rpm(110 RCF) y decante., Prepdrese
otra ldmina y examinesesesta operacidn hasta que los cro

mosomas estén adecuadame nte desparramados (Moorhead et

al., 1960).
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7 I'4 7 . .
Prepare 5 o mas laminas. Pueden usarse Giemsa (Moor

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

1960) & Feulgen-orceina.

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

de inmersidn. Marquense con una pluma.

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

todos los cromosomas en un sélo plano de foco, cromatides

paralelas v no sobre-contraidas,

Para la microfotografia se usdéd un microscopio Ortho
lux (14.5.81 FSA 255/ 602) con dptica periplandtica (obje
tivo PI 100/1.32 de aceite de inmersidn, ocular 10x, con_
densador acromdtico de lente abatible 602 con abertura
0.95 ,con una gota de aceite de inmersidn sobre el conden
sador , en contacto con la lamina) y un filtro verde oscu
ro. Se usd una cdmara fotogrdfica Leitz (M1 108%427), una
pelicula blanco y negro Agfa 200 ASA (24 DINAS ) y un fotd

metro.

Para calcular el tiempo de exposicidn se utilizd un

fotdmetro MICROSIX-L que comprende: 1) un disco selector
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en el que se ajustan los valores de la sensibilidad DIN

y ASA de la pelicula blanco y negro o de color rosada,

2) una escala indicadora de los valores de intensidad lu

minica proveniente de efectuar la medicidn con el pequefio
ojo medidor en el lugar elegido del microscopio, haclendo
que la aguja indicadora se desvie y sefiale un determinado
valor en los gamas de oscuridad ( Dunkel : D ), y clari

dad ( Hell > H); 3) este valor se traslada 1 1z esca_
la giratoria sobre fondo amarillo obteniendo asi un  va_

lor luminico en cifras rojas que corrcsponde en la escala

N . . . 4
del tiempo al correspondiente valor de calibracion enfren

te del tiempo exacto de exposicidn,

Vd - - . . 3
Gradué€se la iluminacién a 10 D, ajustando convenien
temente el diafracma del condensader, Una vez obtenidas
estas condiciones se toman las microfotografias con medio

segundo de acuerdo con los calculos obtenidos.

Las microfotografias fueron expuestns en peliculade
35 mm de ,lto contraste, Agfa 200 ASA, blanco y negro. La
amplificacidn total del negativo es de 1000 x , El negati
vo se desarrolld con revelador de grano fino y compensador
"Final Agfa" durante 10 minutos a 68°F (QOOC), luego se
enjuagd en agua corriente a 20° C y s¢ fijd con solucidn
de 76 30-40 "Sal fijadora fcida sica% Agfa, durante 3 mi

nutos,
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Luego los negativos son lavados con agua de chorro

. . ’ - .
corriente durante 45 minutos y por ultimo secados al aire,
Los negativos fueron ampliados usando 5 v 3 segundos

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

andlisis del cariotivo y otra guardada para referencia,

T 4 . -
Preparacion del cariotipo

De estas fotografias ampliadas se cortaron los cro_
mosomas individuales usando la nomemclatura Denver. Se
colocaron en pares homologos los 22 autosomas y el par de
cromosomas sexuxles de acuerdo 2 la posicidn del centrdme
ro, al tamafio relativo de cada cromosoma y a los indices

respectivos.,

r . . . - .7
Nomenclatura y caracteristica de identificacidn de los

cromosomas humanos.

El criterio propuesto en Denver,Colorado (1960) para
clasificar los cromosomas humanos se basd en su longitud
relativa, 1la relacidn de sus brazos, vy cl indice centromé
rico; esto permitid agrupar los 1utosomas en parcs del 1

al 22, en orden decreciente de longitud., Los cromoscmas

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

Pueden recocerse 7 grupos cromosomicos mayores (Patou

1960 y 1961), con las letras del alfzbeto dc la A a la G:

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

Grupo

D (13

[N

3)-Grandes cromosomas con centrdmecros media_

’ . .
nos o anroximadamente medianos.

5)-Grandes cromosomas con centrdmeros subme

SE1N

dianos.

e

12 X)-"romosomas de mcdiano tamafio con los

centromeros submedianos.

d 19)- Cromosomas de mediano tamafio acrocéntri
cos, que pueden llcvar satélite en sus bra
zos cortos,

g 18 )= cromosomis mas bien cortos con centrome
ros medianos o submedianos.

a 20)-Cromosomas pequefios con centrdmeros me
dianos.

d 22 y Y)- Cromosomas muy pequefios, acrocén_

tricos, quc pueden llevar satélites en sus

brazos cortos.
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b) Resultados

La tdécnica del cultivo de leucocitos de Moorhcad ct al., (1960)
siguiendo cuidados-amente todos los pasos metodoldgicos proporciona
un buen numerc de figuras mitdticas adecuadas para demostrar el com
plemento de cromosomas humanos,., La experimentacidn nos ha demostra_
do que el colorante de Wright es mds sencillo que cl colorante Giem
sa vy que la aceto-orceinz , dando el contraste necesario para la fo
tografia . El contraste fué resaltado utilizando filtro verde oscu_
ro y particularmente cerrando el diafragma del condensador hasta
donde fuera posible para conservar el valor de iluminacidn requeri_
do.

Las prepariciones de los cromosomas de los leucocitos fueron
cultivados de sangre periférica de pacientes adultos y lactantes,va

rones y hembras,

L.s ldminas fueron tefiidas y las mejores mctafases fotogratia
das, En las figuras 1, 2 y 3 se muestran ejemplos del cariotipo fe_
menino y en la figura 4 del cariotipo masculino., Se observdé que el
complemento cromosdmico de las células masculinas contenia 22 pares
homdlogos de cromosomas y 2 cromosomas sexuales heterdlogos, un pe
quefio acrocéntrico semejante al grupo 21 y uno mediano o submedianc
semejante al grupo 6, suponiendo asi el par heterdlogo sexual de
cromosomas sexuales XY, En el femenino el par homdlogo de cromosomas
sexuales corresponde a cromosomas tamafio mediano o submediano seme_
jante al grupo 6 suponiendo asi la pareja XX de cromosomas homdlogoc

sexuales femeninos,
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Hemos tratado hasta donde ha sido posible hacer las mediciones

correctas de cada uno de los cromosomas . Su clasificaddn por pares
homdlogos no ha sido muy dificil, reparando particularmente en su
longitud total decreciente, vy en la posicidn del centrdmero. Sin em
bargo,en ciertos momentos se ha hecho bastante dificil, de acuerdo

a lo reportado por Patau (1961).

II1 COMENTARIOS

a) Discusidn

Las diversas técnicas de cultivo de tejidos en sangre perifé_
rica descritas en la literatura comprenden los cultivos in vivo de
corta duracidh, 72 horas , bien de la suspensidn plasma-leucocitos
y los microcultivos de sangre total, asi como la administracidn de
colchicina in vivo- que evita el manejo de cultivos en estufa a 37°
C( por 72 horas , el periodo largo de 6 horas de interrupcidn de la

: . 0 . . : :
mitosis en la estufa a 37°C, reduciendo el procedimiento, in vivo,

a una o dos horas, previas a la puncidn esternal,

El procedimiento utilizado es basicamente el mismo en culti_
vos de 72 horas. Estd basado en el inicio de la mitosis de los mono
citos y grandes linfocitos por accidn mitogénica de 1 fitohemagluti
nina. Kinlough y Robson (1961) colectan sangre venosa con la sal di
potdsica de Acido tetracdtico (Etileno dinitril EDTA) utilizada co_

mo anticoagulante y con una accidn como la de 12 colchicina sobre
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los cromosomas produciendo metafases bien diferenciadas,

La colchicina interrumpe la mitosis y utilizada adecuadamente
- 3 . el s -~
mejora 1a dispersidn de los cromosomas y la conservacidn de su mor_
fologia,

El tratamiento hipotdnico con agua bidestilada permite la ex_

pansidn osmdtica de las c€lulas.

Becker describe que el tratamiento hipotdnico tiene un nivel
I . - .
critico, ya que la sub-cxposicidn produce metafases apretadas y la

sobre-exposicidn las rompe.

La fijacidn de las cdlulas se hace por medio de la sclucidn
de Carnoy. Después de 24 horas las cflulas deben transferirse a al
cohol a 70 por ciento ya que un periodo mayor produce reblandeci_

mlento de los cromosomas y le da una apariencia borrosa,

’ . . . -
La técnica de preparacidn de las laminas descrita por muchos
autores (Rothfell y Siminovich, Moorhead, Spencer, Becker, etc.) su
fre innovaciones en cada laboratorio, con ¢l objeto de provocar una

- L 4
mayor dispersion de cromosomas.

En la tincidn de los cremosomas puede utilizarse cualguier co
loracidn bdsica.Se ha descrito gue el Feulgen -aceto-orceina al 1
por ciento da mayor claridad y distincidn precisa de lgs cromdtides.
Algunos autores hidrolizan las prepariciones antes de la coloracidn,

disminuyendo asi 1o visibilidad del citoplasma y aumentando el con__
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traste de los cromosomas en el fondo del campo del microscopio.

Est~s técnicis permiten el recuento y el ecstudio de cromosomas

de acucrdo 2 la clasificacidn de Denver (1960) y Patau (1960).

Microfotografia

Las microfotografias se tomaron en un microscopio Ortholux con
dptica periplandtica y una cdmara fotogrdfica Leitz S 1 de 35 mm.,
equipado con filtro verde. Las microfotografias fucuron cxpuestas en
peliculas de 3% mm., blanco y ncgro. Agfa 200 ASA y ampliadas en pa

pel copia Brovira Aacf-, grado 3.

b) Conclusiones

1. De la informacidn obtenida en la literatura se desprende
12 importancia de los mdtodos empleaxdos en el estudio de
los cromosomas, El procedimiento de Moorhend et al, wmodi
ficado es reccomendable y permite el estudio de un ndmero

de metafases adecuadas para hacer un diagndstico.,

! - . . . 1 -
2. Las técnicas citogendticas aplicadas al hombre incluyen

7 . .
¢l analisis de los cromosomas per se¢ vy la prucba de la

crom2tina de Barr,

~ . 7, . . . . Fd
3. Lo citeogenética es una clencin basica que cada dia alcan_

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

. ) - s .
quicr lakoratorio y sus métodos prdcticos son de uso ge_

neral,

IV, RESUMEN

- . . . ’ .
Se han estudiado cultivos de leucocitos de sangre periferica,

obtenida por vendipunturade perscnns normalcs y de padentes del Hos

pital de Maternidad y de Pedintria de San Salvador,

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

ha dado buen resultpdo,

Se obtuvo buen ndmero de metafases que permitieron contar

los cromosomas y enumerar algunos detalles estructurzles,
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