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INTRODUCCION

Este manual contiene actividades basicas de apoyo para un curso de Citogenética. Al inicio de
cada contenido a desarrollar se presenta una breve introduccion relacionada con ka tematic

comenzando con la definicion de la ciencia y su historia.

El propdsito de este material didactiesel de presentar a los estudiantes universitarios un
conjunto de actividades de comprensién gaémplementaron yse mejoraron durantel
procesade ensefianza y aprendizajeld@asignatura Citogenética Basica y Aplicada (311&83)

las carreras Licenciatura y profesoraoCiencias Bioldgicas die Universidad Nacional de

Rio Cuarto, desde hace mas de cinco afios.




CITOGENETICA: area dela Genéticaque estudiala estructura, funcion y comportamientode
los cromosomas.

CROMOSOMA
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IMAGEN TOMADA dehttp://imagenessincopyright.blogspot.com/2011/08/estructura-del-adin.htm

A principios de 1870el bioquimico Friedrich Meischer obtuvo una
sustancia quimicano conocida a partir del nacleajn material acido
con un muy alto contenido de fosforo. Debido a que estadael
ndcleo y a sus propiedades acidag dio a este materiaél nombre
de acido nucleico. A principios de 1900, cuansedescubre que los
cromosomas eran los portadores die informacion genética, los

estudiosseenfocaronen el analisis desu composicion quimica. Hoy

sabemos que un cromosoma eucariotico esta compuesto de
proteinas, una proporcion mayor de una clase especifica de acido nucleico, el acido

desoxirribonucleico (ADN) y una pequefia proporcion de otro acido nucleicoa@to
ribonucleico (ARN).

Friedrich Meischer



http://es.wikipedia.org/wiki/Cromosomas
http://imagenessincopyright.blogspot.com/2011/08/estructura-del-adn.html

(IMAGEN TOMADA de http://es.wikipedia.org/wiki/Friedrich_Miescher)

Historia dela Citogenética

Los cromosomas fueron observados por primeraevezélulas de plantas p@& botanico
suizo Karl Wilhelm von Nagelien 1842 e, independientemente, pa@l cientifico belga
Edouard Van Benedeen nematodos del génersscaris El uso de drogas basofilicas (p.ej.
las anilinaskenlas técnicas citologicas para obsemianaterial nuclear fue fundamental para

los descubrimientos posteriores.

Aunguela citogenética como disciplina, ha existido deeti@800, muchos consideran que
tuvo su comienzo oficialen 1956 cuando los investigadores Tjio y Levan sugirieron por
primera vez que podria haber 46 cromosoemda especie humanen lugar de los 48 quse
creyeron por 30 afios. Pero, no fue solo este conocimientdasimeneraen quese pudieron

ver y contar los cromosomas que convirtid en el acontecimiento primordiaén la
citogenética.Lo fue porque, por primera vez, los investigadores habian podido ver los
cromosomas como algo diferente a una masa de lineas vermiformes.sélbstdio un
nombreal milagro: «el milagro hipoténicokn realidad, segun Kimberly Hayes, no comenzoé
siendo un milagro. Comenzdé con un error, cuando un augitiat laboratorio del DrT. C.

Hsu, un citogenetista de renombre mundial, volcé por error una solucién salina sobre una
muestra provocando que las células, increiblemedtsfgrma imprevistase separasen y los
cromosomasehicieran visibles.

El descubrimiento realizado por Tjio y Levan (1956) permitié una efectiva separadiam de

cromosomas guadhesioral portaobjetanun unico plano optico.

En esa épocal protocolo de Tjio y Levan (colchicina, choque hipoténico, fijacion con acido
acético y etanol y coloracion con azul de Unna) para poder observar las egldigision

fue utilizado por los médicos Jérome Lejeune y Marta GawthiParis (Francia)l.o notable

del casoes que, con este método, lograron obtener metafases increiblemente adaras,
cromosomas largos y libres de distorsion mecanica dado queetopmcedimientose
realizaba dentro del tubo de cultivlp que evitaba cualquier perturbacién celular o
produccionde artefactos indeseablgslo cual era sumamente importante, impdaimezcla

de cromosomas provenientes de células vecinas asegurando un recuento e identificacion
precisos de los cromosomas de cada metafdsalcanzar este puntie perfeccionamiento
tecnoldgico, Lejeune dedicd considerable tiempo a establecer con singular pretision
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cariotipo humandale varones y mujeres. Sus inequivocas y admirables imégenes carioldgicas
lo impulsaron a intentda identificacion de cada par cromosémiEm particular, no existian
dudas sobre los pares 1, 2, 3, 9, I Y, perola clasificacion de los miembros de los pares
4-5, 6-12 inclusiveel X, 13-15, 17-18, 19-20 y 21-22, resultaba muchisimo mas problematica.
No obstante, Lejeune manifestd glaunque era algo ilusorida tarea de identificar esos
grupos de cromosomas valia pena esforzarsen diferenciarlos”, aconsejando observar

detenidamente pequefias variaciones morfolégicas orientadoras.

CARIOTIPO: Cariotipo:Del griegokaryon nucleo ytipos huella
Levitsky (1924) fueel primeroendar una definicion a cariotipo conebaspecto fenotipicde los cromosomas
somaticosen contraste corsu contenidode genes. Este concepto siguié siendo estudiado con los traleajos
Darlington (1939) y White (1973ay b).
El términose utiliza actualmente pam conjunto completale cromosomagn una especiajn organismo o una
célula.

Darlington C.D.1939.Evolutionof genetic systems. Cambridge University Press. 2nd ed, reviseshkamded,
1958.0liver & Boyd, Edinburgh.

Levitsky G.A.1924.The material basisf heredity. State Publication Officd the Ukraine, Kiev. [in Russian]
White M.J.D. 1973a. Animal cytology and evolution. 3rd ed, Qédgle University Press.

White M.J.D. 1973b. The chromosomes. 6th ed, Chapman & Hailjdro

La minuciosa y exacta clasificacion usada por Lejeune fue reiteradamente rebatida por
muchos autores de aquella épodga.alsolutamente sorprendentn el contexto actualla

extensa polémica (122 péaginas) que origind una de las presentaciones de Lejeune
controvertida particularmente por Klaus Pataeludescubridor déa trisomia 13. Durantéa
mencionada presentacion, Lejeune expuso un nuevo método para ideatifigarticular

cada par del grupo B2 cuyos pares carecian de marcadores cromosomicos espégiales
excepcion del paN° 9 que porta una constriccion secundaria muy clara) empldando
longitud relativa yel indice centromérico. Lejeune empled una técnica fotografica de
desenfoque de los puntos obtenidos pensando que las areas de mayor concentracion de dichos
puntos representaban las localizaciones medias correspondientes a cada par acfusive
Aunque algunos de los fundamentos matematicos que Patau emple6 para oponerse a los
puntos de vista de Lejeune emparte ciertos, debe sefalarse que sus erergsreciacion

se originaron principalmente pal empleo de cromosomas sumamente acortados dabido

uso de dosis elevadake colcemid (una colchicina sintética sumamente actieayual le

impedia detectar pequefias variaciones morfologicas existentes entre los distintos pares
cromosomicos. Era claro quen ese tiempo dos "escuelas citogenéticas" (la francdaa y

anglosajonayeoponian generando encendidas polémicas.
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Nomenclatura. ¢ Cémaoseescribeel cariotipo?

El cariotipo de una célula, de un individuo o de una espeascribe indicandel nimero
total de cromosomas (incluidos los sexuales) seguido de una coma y a continuacion los
cromosomas sexuales.

El cariotipo de una mujer es: 46X
El cariotipo de un varon es: 28Y
Si existen anomalias cromosOmicas, éstasescriben a continuacion del par sexual
precedidas de una coma.

El cariotipo de una mujer con un cromosoma 21 extra eXX7+21

Revision de los aspectos citogenéticos de la herencia

1. El ciclo celular

a) Realiza un esquema que represente el ciclo celular indicando el nombre de cada fase.

b) ¢Qué enzimas participan en el ciclo celular? Sefala en el esquema de la pregunta 1,

doénde actian cada una de ellas.

c) ¢Cual es la fase del ciclo celular donde cada cromosoma esta compuesto de dos

cromatidas?

d) ¢Cual es la etapa del ciclo celular donde la célula se esta preparando para comenzar la

replicacién del ADN?

e) ¢Qué caracteristicas de la division celular son diferentes en células animales y

vegetales?

f) El esputo (secrecidon expulsada de los pulmones) de muchos fumadores contiene
células con mutaciones (errores) en el gen p53. Las mutaciones inducidas por el habito

de fumar parecen ser un signo precoz, indicando la posible aparicion de cancer de

——
©
| —



pulmén. ¢Cual es la probable relacién entre una temprana mutacion en p53 vy el

desarrollo de cancer de pulmén?

2. La Mitosis

a) ¢ Cudlesel significado bioldgico déa Mitosis?

b) ¢ En qué etapa da mitosis, los cromosomas comienzan a volverse visibhesl

microscopio?

c) ¢ Cudlesla alteracibn mas frecuente que puede ocarrla division mitética?

3. La Meiosis

a) ¢ Cualesel significado biolégico déa Meiosis?

b) ¢Cudles son las diferencias entre la segregacion de cromosomas meiotica y mitética?

c) ¢Cuales son los modelos de organizacion de los cromosomas en la meiosis?

4. Teoria cromosdmica de la herencia

a) ¢Cuales son los postulados de la Teoria cromosOmica de la herencia? ¢quién fue el

cientifico que la enuncia? ¢.en qué afno?

b) ¢Cudles son los aportes de las investigaciones de Walter Sutton en 1902?

c) ¢Como se hereda el material genético? Patrones de herencia clasicos y no clasicos.

10
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1 CROMOSOMAS AUTOSOMICOS Y SEXUALES

Morfologia de los cromosomas

Los cromosomasse observanen el microscopio Optico, como estructuras delgadas y
alargadas. Tienen un brazo corto y otro largo separados por un estrechamargiccion
primaria, llamada centromer&l brazo cortcse designa com@ y el brazo largo coma. El
centrémercesel punto dondese uneel huso mitético yes parte integral del cromosomias
esencial parael movimiento y segregacion normales del cromosoma dutantivision
celular. Los cromosomas metafasicos presentan cuatro formas basepgeglen clasificar

de acuerdo cora longitud de los brazos corto y largo, asi como l@oposicion del
centrbmero. Los cromosomametacéntricos tienen los brazos corto y largae
aproximadamentt&a misma longitud, corl centrémeraen el punto medio. Los cromosomas
submetacéntricosienen los brazos corto y largo de longitudes desiguales|c@amtromero

mas proximo a uno de los extremos. Los cromoscecasceéntricostienenel centromero
muy cercade un extremo, con un brazo corto muy pequeiio. Con frecuencia tienen
constricciones secundarian los brazos cortos, que conectan trozos muy pequefios del ADN,
llamados tallos y satélites, cal centrémero (Figurdl). Los tallos contienen genes que
codifican el ARN ribosémico. Los cromosomadslocéntricostienenel centrdmeroen un

extremo.

satélite —{

canstriccion secundaria

centrameara

centramara r \
t (ADM)

(constriccian
primaria) "
. cinefocoro
(protainas)

brazo =

I RTJJ ot

leldmara

cromatidas no  cromatidas
harmanas harmanas |

cromosomas homologos

Fig. 1. Partesde cromosomas metafasicos acrocéntric@n mitosis
IMAGEN TOMADA de http://www.genomasur.com/lecturas/Guial0.htm

(2]


http://www.genomasur.com/lecturas/Guia10.htm

En la morfologia cromosOmica dos estructuras son funcionalmente muy importantes: los

telomeros y los centromeros:

Los telémeros cumplen importantes funciones la replicacion del cromosoma vy
mantenimiento déa proliferacion celular, ayudan a prevelarproliferacion ilimitada, estan
formados por 100 a 1.000 repeticiones de una simple secuencieojiene grupos de
residuos G (en los seres humanos AGGGTT), cada division celular los tel@aacmstan

50 a 100 nucledtidota enzima telomerasa mantieladongitud de los mismos.

Los centrémeros dirigeal movimiento de los cromosomas durante las divisiones celulares.
Estan“incrustados” en la heterocromatina, estan formados por secuencias de ADN satélite
(ricasen AT) repetidas miles de veces. Las proteis@anenen los mismos para formaal

cinetocoro formandel sitio de unién a los microtibulos del huso celular.

Mecanismos de determinacion sexual y cromosomas sexuales
Enla naturaleza encontramabmenos dos mecanismos de determinacion sexual:
» Determinacién genética del sexo (GSDBigla de “Genetic Sex Determination”)

* Determinacion ambiental del sexo (ESDsigla de “Environmental Sex Determination”)

La determinacién genética del ses®el mecanismo poel cual uno o varios genes ubicados
en cromosomas sexuales o no, determinan gluembrién se desarrolle como macho o
hembra.En la determinacion ambientakl ambiente tiene una enorme influen@a la
determinacion del sexo, principalmente dependientka demperaturaEn algunos reptiles,
como todos los cocodrilolg mayoria de las tortugas y algunos lagattodeterminacion del
sexo se consigue de acuerdo cda temperatura de incubacion de los huevos durante un

periodo criticaenel desarrollo embrionario.

Determinacion genética del sexo
En la determinacién genética pueden encontrarse heterogamia, arrenotoquia (haplg-diplodia

o determinacion polifactorial (poligénica).

En la determinacion sexual péteterogamia existen cromosomas heteromorfesdecir los
cromosomas sexuales difieren ambos sexos. Pueden ser macky¥sy porlo tanto con

heterogamia masculina o hembrd®/ y en ese caso existe heterogamia femenina. Los

13
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cromosomas sexuales heteromorfos defiaetieterminacion sexuala cual es determinada
enla concepcion. Tambiége observa heterogamia masculierael sistema determinado por

la proporcion de cromosomas X respectdedgotacion de cromosomas autosdmicos.

En la haplo-diploidia los machosse originan a partir de huevos no fertilizados y las hembras de
huevos fertilizados.a determinacion sexual puede ser ambiental (basatafertilizacion) o puede
sergenotipca (basada&nel nivel de ploidia u otro).

En la determinacién del seolifactorial el sexo se determina en el cigoto por efecto acumulado de
muchos factores con efectos individuales pequefios, pudiendo influir también el ambiante. Est
sistema de determinacion del sexo se puede observar en peces.

Historia de los cromosomas heteromorfos

En 1891 el bidlogo aleman Henking observo que algunas células espermaticas de algunos
himendpteros tenian 12 cromosomas mientras otras tenian 11. A este misterioso elemento nro.
12, que era diferente del restlm llamd “elemento X7, para destacasu naturaleza
desconocidaMc Clung amplié estos estudios a aracnidos, roedores y ortoptemd 902
comunico, avalado posu discipulo Sutton, que esteromosoma X” estaria involucrado
funcionalmenteenla determinacion del sexo.

Hasta el presentese conocen los siguientes cromosomas sexuales y mecanismos de

determinacion sexual con cromosomas heteromorfos (Tiabla |

Tabla |I. Sistemasde determinacidon sexual con cromosomas heteromorfos

Cromosomas sexuales Presentes en: Sistemade determinacion sexual
Machos Hembras
XeY Humanos, otros mamiferos. Hemiptera. XY XX
ZyW Numerosas aves, invertebrad ZZ YA
(lepidoptera, trichoptera, crustace
trematoda).
Algunos reptiles, anfibios y peces
Balance Diptera Drosophilasp.) XI2A 3X/3A
X/Autosémicos XY/23 2X[22
XeY ZyW Algunos mamiferos, y reptiles X XY 1Yo
(cromosomas  sexualef X XXX 5
multiples) 277
ZZWW, ZWW, y variantes

14
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Sistema XX/XY

El Sistema XX/XY esel mas comun de los sistemas de determinacion cromosomica. Esté
presenteen la especie humana y otros mamiferos. Los dos cromosomas seUaes)
generalmente son muy diferenesforma y tamafio (Figura)2En el hombreel cromosoma

Y esconsiderablemente mas pequefio gué. El informe dela OMIM: On Line Mendelian
Inheritancein Man, con fecha de marzo del 2012 indica @eeromosoma X humano
contiene alrededor de 718 genesl gromosoma Y solamente 46 genes. Esta diferemogh
namero de genes esta dada no solamentelgamafio mucho mas pequefio del cromosoma
Y sino que ademas aproximadamerde 40% de su extensiones un gran bloque
heterocrométicenel brazo g, carente de genes codificantes.

TGIFLY

* VEGFD
PCDHY

_-otC
SY45~prrRY I\\'

A
V27X TALLA-1

DFFRX

DBY
CASKW

Lymphoedema critical region

smey -~ e DBX
78 NYX
— Y CASK

Neyar | GPR34
SMCX ™ iPP2H

~dJ109C12

Lymphoedema critical region

1 TGIFLX
p—  PCDHX

Fig. 2. Morfologia y tamafiode los cromosomas sexuales Y - e Homo sapiens
En los esquemaeindicala localizacion de los genes.
IMAGEN TOMADA de J Med Genet 2001;38:591-598 d0i:10.1136/im@ 3591

Este sistema fue descubiegmhemipterosl(ygaceuy, las hembras son 2n= 14 y los machos
también. Las hembras s&tX homogaméticas Los machos S6v heterogaméticos porque
producen dos tipos diferentes de gametas respecto de sus cromosomas &bxexieslda
descendenciasdeterminado poel machoal igual queenel sistema XX/XO0.

15
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En funcion déda localizacién de los genes las distintas regiones de estos cromososeas
conocela herencia Ligadal X y herencia ligadal Y.

En los Homo sapiensel cromosoma Y determinia masculinidad. Los cariotipos Klinefelter
(47,XXY y variantes) y Turner (45,X y variantes) y sus correspondientes fenotipos sexuales
masculino y femenino respectivamente, permiten concluiregueomosoma Y determina
masculinidadEn su ausencial sexo del individueesfemenino, inclus®i soloseencuentra

un cromosom. La presencia del cromosomaeYilos hombres con sindrome de Klinefelter

es suficiente para determinda masculinidad, aun cuando rs® completeel desarrollo
masculino. Igualmentesn el caso de las mujeres con sindrome de Turnesemuodice la

masculinizacion.

Enlaregidén del cromosoma Y que determeiadexo (SRY) un producto génicel:factor de

la determinacién testicular (TDF) obliga tejido indiferenciado gonadal del embrion a
formar testiculosEn la especie humanae estima que también otros genes autosdmicos
forman parte de una cascada de expresion génica iniciada por SRY, como los genes SOX9,

WT1, SF1, entre los mas estudiados.

Sistema ZZ/ZW

Este sistema estd presemte aves, algunos insectos, algunos reptiles, algunos anfibios y
peces, yal menosenuna plantaKragaria orientalig. En el caso de los animales las hembras
sonZW heterogaméticas y los machos gahhomogaméticos. Los évulos iehembra son

los que determinael sexo.En funcion dea localizacion de los genes las distintas regiones

de estos cromosomashabla de herencia LigadhZ y herencia ligadal W.

En algunos reptiles (ej:serpientes”) que presentala forma ZZ/ZW,esimposible distinguir

un cromosoma sexual de cualquier @nambos sexos. Tambi@m este grupeencuentran

ambos sistemas XX/XY y ZZ/ZW, dependiendi®la especie.

El gen DMTR1 del cromosoma Z estaria involucradda determinacion sexual de las aves.
Las avesGallus gallus tienen dos copias del gen DNRT1 que esta localizaulcel
cromosomaZ. En mamiferos esté localizadm el cromosoma 9 y tambiées necesario para
el desarrollo testicular aten presencia del gen SRY.
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En la Figura 3 se observa la escasa diferencia de tamafo entre los cromosomas Z y W
comparados con los cromosomas sexuales de la figura 2.

~BapAT B4
|MysT2 \1
GHI

TOBG1
| AMPE
| CTHNBE ————i
|mu-——|
TAX1BP1
| LOCHOSRT
| ELF&

WAC
FADZ

w Z w Z
Elaphe quadrivirgata Trimeresurus flavoviridis

Fig. 3. Cromosomas sexuales de tres especies de serpientes.
IMAGEN TOMADA de PNAS (2006).

Sistema determinado porla proporcion de cromosomas X respectale la dotacion de

cromosomas autosémicos

Enalgunos dipteros, conem Drosophila,que posee cromosonya la determinacién del sexo
cromosémico estd dada por los cromosomas sexuales y ademas por los cromosomas
autosémicosEl neméatodoCaenorhabditis elegan@-igura 4) también presenta este tipo de

determinacion cromosOmica del sexo, aunque carece de cromgsoma

Fig. 4. Caenorhabditis elegans
IMAGEN TOMADA de http://cims.nyu.edu/~binliu/hobbies.html
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En este sistemal factor criticoenla determinacién el sexoesla proporcién de cromosomas
X respecto del numero de dotaciones autosémicas haploides (A) presentes. Las hembras

normales (2X: 2A) y triploides son fértiles, ambas con proporcion 1:1.

Sistemade cromosomas sexuales multiples

Este sistema esta formado por varios cromosomas sexudlggar de solamente dos como
enlos casos anteriores. Dos de ellos tienen centromero de los cromegomaso W segun
corresponda &a especie y el/los otro/otros son cromosomas con regiones de cromosomas

autosémicos y otras regiones de aquellos cromosomas.

Enla notacidn:el nimeroen subindice indicai el centrémero pertenee@ cromosoma sexual

(1) oal cromosoma autosémico (2):

Por ejemplo:

X: cromosoma X original.

Y 1: cromosoma producto de una translocacion exitteomosoma Y el autosoma, conserva

el centrémero deY.

Y ,: cromosoma producto de una translocacion exitteomosoma Y el autosoma, conserva

el centréomero del autosoma.

Haplodiplodia - Sistema XX/XO

El sistema XX/X0 es el sistema de determinacion del sexo de numerosos insectos. Las
hembras soriXX y los machosx0 tienen un solo cromosoma sexual. Los machos pueden
originarse a partir de dos mecanismos diferentes: por el desarrollo de huevos sin fertilizar (n)
o por pérdida de un genoma parental (n). Los Hymenoptera, Thysanoptera, Nematoda,
Coleoptera tienen especies que desarrollan machos a partir de huevos sin fertilizar. En Diptera

hay especies que desarrollan machos a partir de la pérdida de un genoma parental.
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Este sistema fue descubiedn 1906 por E Wilsoren el insectoProtenor, las hembras son

2n= 14 y homogaméticas, los machos son 2n= 13 y producen gametas con 6 y 7 cromosomas.
La fecundacion por un espermatozoide que lievaomosoma X da descendencia femenina.

Y la fecundacién por un espermatozoide sin cromosoma X da lugar a descendencia

masculina.

Al igual queenel sistemaXY el sexo dda descendenciasdeterminado poel macho. Este

aporta un cromosoma X para las hembras y ninguno para los machos.

Todos los Himendpteros somaplodiploides esto es, los

machos son haploides y las hembras diploides. Los mach
se desarrollan a partir de huewss fecundayy tienen solo
una copia de cada cromosoma; las hembras se desarrollan
huevosfecundadog tienen dos copias de cada cromosomaf
El himendptero Apis mellifera (Figura 5) tiene 32
cromosomas. La descendende una reina, que nacese
ovulos fecundados, son las obreras con 32 cromosomas. -:4 n
que nacede 6vulos sin fecundar, son los zanganos con 16

cromosomas.

Fig. 5. Apis mellifera
IMAGEN TOMADA de http://www.duke.edu/~jspippen/hymenoptera/apis.htm

Determinaciéon Ambiental del sexo

Ademas de la temperatura como factor ambiental mas difundido en la determinacién del sexo,

existen otros factores predisponentes que se observan en invertebrados. Los invertebrados
presentan una alta diversidad de mecanismos de determinacion del sexo, incluyendo tanto
determinacion genética del sexo (GSD) como determinacion ambiental del sexo (ESD) que

se presentan en la Tabla lll.
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Tabla Ill: Mecanismos de determinacion sexual ambiental descriptos para
invertebrados (Modificada de Cook 2002).

Factores HEMBRAS MACHOS Ejemplos
predisponentes
Temperatura Alta Baja Diptera (Aedes
stimulans)

Nivel de nutricion de Alto Bajo Nematoda
la madre
Fotoperiodo Corto largo Largo Crustacea, Amphipod:
Disponibilidad de Por omision Si hay hembras Echiuroidea
pareja presentes

En sintesis, comase ilustra en la Figura 6, los vertebrados exhiben una extraordinaria
variabilidadenlos sistemas de constitucion cromosémicke geterminacion sexual.

Chicken (Gallus gallus) (2n=78)

Aves GsD Qf‘ “ " " 1] ’- “ 86 00z anacasannans

22/IW el T A
Siamese crocodile (Crocodylus siamensis) (2n=30)
Crocodilia TSD ll “ " " i
O _ [ l: RO T U ZERA XX 58 25 22 ax
Chinese soft-shelled turtle (Pelodiscus sinensis)
Chelonia § ‘ W (2n = 66)
’/’ ‘l ..'l..ﬂ‘!ll.bins;un-aa.
A8 R L A2 KA SR RAr AP l@m T sudvantira
Lcertilia
Japanese four-striped rat snake (Elaphe quadrivirgata)
o BN (2n=36)
Ophidia b n “ w
‘ T LA L T ———
Human (2n=46)
GSD

Mammalia  yy/xy

MU Bwwn s anun

A 04 AD &0 3% &5 88 X3 xx Aa as

Fig. 6. Sistemagle determinacién cromosomica del sexo g¢e determinacion sexual (Dr. Yoichi
Matsuda, Nagoya University, Japon).
IMAGEN TOMADA de http://www.bio.nagoya-u.ac.jp/gcoe/english/member/natgintml

En marsupiales al igual que los mamiferos placentatissstema de determinacién sexual
mas extendido es XX/XY, las aves tienen un sistema ZZ/ZW, los reptiles y anfibios tienen
diferentes sistemas, incluyentiodeterminacion sexual dependientel@éemperatura, y los
sistemasXX/XY y ZZ/ZW que difierenen su origen de las aves y de los mamiferos

placentarios. Los mapas génicos comparativos étdreo sapiens Gallus gallusrevelan

20

——
| —


http://www.bio.nagoya-u.ac.jp/gcoe/english/member/matsuday.html

que los cromosomas sexuales humanos XX/XYde gallina ZZ/ZW no presentan
homologias, sugiriendo que los cromosomas sexuales de mamiferos y de avesdderivan

pares diferentede cromosomas autosomicos de un ancestro comun.

ACTIVIDADES DE COMPRENSION
Para construir comprension sobre los contenidos desarrollados en este capitulo se presentan

actividades que permiten:

Determinar morfologias cromosémicas con coloracion de Giemsa

Armar cariotipos con coloracion de Giemsa

Interpretar numeérica y estructuralmente cariotipos de diferentes especies de animales

Recabar informacion, analizarla y elaborar producciones escritas

1. Observacién de cromosomas al microscopio 6ptico
- Recoreen40X un extendido cromosémico e identifica las metafases
- Dibuja una metafasen 100X ocupando todel espacio siguiente e indica las diferentes

morfologias cromosémicas que observas
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2. Armado de cariotipo humano con coloracion de Giemsa

Utiliza la microfotografia de la metafase de linfocitos humanos de la pagina 23 y procede de
la siguiente manera:

- Recorta los cromosomas

- Ordena los cromosomas segun el tamafio y posicion del centromero en el esquema que se
presenta a continuacion

Esquema para armar un cariotipo humano

1 2 3 4 5
6-12

13 14 15 16 17 18 19 20

21 22 X Y
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Microfotografia de metafasesde linfocitos humanos corncdoracién convencionalde Giemsa.
(Foto: Beatriz Bosch)
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3. Analisis de diferentes situaciones

- En la observacion que realizasteey cariotipo armado¢ Cuantas cromatidas hermanas

tiene cada cromosoma? ¢La informacion que posee una cropstdaismarespecto de

la otra? ¢,Por qué?

- ¢ El cariotipo que armaste pertenece a un hombre o a una mujer? ¢ Por qué?

- En el cariotipo con coloracién de Giemsa, ¢qué cromosomas y/o grupos cromosomicos

puedes identificar?

- ¢Cuéantos pares de cromosomas acrocéntseosconoceren el cariotipo que armaste?

Indica los nimeros de los pares de cromosomas acrocéntricos.

- EnlaTabla V semuestra un ejemplar dduntiacus muntajgy una metafase obtenida por

cultivo de células sanguineas de un ejemplar de esa especla.léy@nda y observa los

cromosomas detenidamente y luego responde los interrogantesegpiesentan a

continuacion del mismo.

Tabla IV: Fenotipo y cariotipo del venadoMuntiacus muntjac

IMAGEN TOMADA de
http://yeswehunt.eu/download/es/1231664/file/scaletomax-600-600-
DOWN/muntjac_shutterstock_518061.gif

Muntiacus muntjade la India es el mamiferoque tieneel

menor nimerale cromosomas2n= 6. La hembra tienelos
paresde autosomas yin par sexual. Los machos tienen
cromosomas.

Y <
// N,

IMAGEN TOMADA de
http://www.els.net/WileyCDA/ElsAtrticle/refld-a0005799.html

2

a) Escribeel cariotipoque representda figura del cuadrqg
superior

b) Indica qué sistema de determinacién sexual exhil
qué significan los subindices de los cromosoi
sexuales.

¢) Indicala morfologiade cada par cromosémico

d) Indica si pertenece ain macho o auna hembrade
Muntiacus munéc

——
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En la Tabla Vsemuestran ejemplares ddlouatta carayay dos cariotipos. Observa los

cariotipos detenidamente y luego responde los interrogantessguaresentan a
continuacion de los misrso

Tabla V. Fenotipo y cariotipo de primate neotropicalAlouatta caraya

Ejemplares de Alouatta
carayg (una hembra a |
izquierda, un macho a
derecha) del Zooldgico d

Mendoza.

(FOTO D. M. Ferré)

‘w i) 8C 8 V8 38 32 10 ne su

1 2 3 4 5 6 7

B0 40 00 B0 &0 06 a0 08 84 0

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
R AR BE § \ 8
B 4N 88 B a0 \
21 22 23 24 25 X X

IMAGEN TOMADA de Ferré (2011).

a) Escribeel cariotipo que represent@figura anterior
b) Indicala morfologia de cada par cromosémico
¢) Indicasi pertenece an macho o a una hembra Abuatta caraya




(LA ICHe et o

3 5 6 7 8 9 10

AU R
il b e Fs

21 22 23 24 25 Xy Xz Yo Y

IMAGEN TOMADA de Ferré (2011).

a) Escribe el cariotipo que representa la figura anterior

b) Deduce y expresa cual es el cromosoma autosémico que trasloca con los cron
sexuales

c) Indica si pertenece a un macho o a una hembfdodmatta caraya

- En D. melanogasteel cromosoma Y es escasamente de mayor tamafio que el X y tiene
morfologia diferente. Segun la relacion entre el nimero de cromosomas X y el nimero de
sets autosémicos (A) se forma una hembra o un macho de la especie.

Observa el contenido de la Tabla VI donde se muestra la férmula cromosémica y las
morfologias sexuales derosophila melanogastey luego responde los interrogantes que

se presentan a continuacién de la misma.
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Tabla IV: Fenotipo y cariotipo de Drosophila melanogaster

Formula cromosémica Morfologia sexual
3X/2A metahembra
3X/3A hembra
2XI2A hembra
3X/4A intersexo
2X/3A intersexo
X/I2A macho
XY/2A macho
XY/3A metamacho

Drosophila melanogaster
IMAGEN TOMADA de http://mwww
bancodemoscas.fciencias.unam.mx

a) Realiza una busqueda bibliografica en relaciéon a los fenotipos de las metahembras,

metamachos e intersexos.
b) Elabora un texto explicativo con las caracteristicas de cada uno de los fenotipos

mencionados.
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2 CROMOSOMAS A PARTIR DE MATERIAL DIRECTO

Material directo y preparados cromosOmicos

El analisis cromosomicee puede realizar a partir de una variedad de tejidos. Hay tres tipos
de materiales que pueden ser usados. Matridivision activa‘in vivo” como médula 0sea,
bazo, epitelio intestinal, muy Utn estudios citogenéticos de mamiferos, aves y reptiles.
segundo tipo de materiaks aquel tejido que tiene divisién relativamente infrecuemel
organismo como corazon, riidn e higado a partir de los cs@legeden realizar cultivos
celulares.Un tercer tipo de material que normalmente sedivide “in vivo” como los
linfocitos de sangre periférica de mamiferos, aves y repHlesultivo mas difundidoen
humanos,es el de linfocitos de sangre periférica de 72 horas. Este méeddpido,
relativamente econémico y provee un adecuado numero de céhuldivision (Watt y
Stephen, 1986). Bajo circunstancias normales los linfocitos no sufren divisién mjggoa

han alcanzadsu diferenciacion, sin embargo pueden ser estimulados a dividirselcon
agregado de sustancias mitogénicas que los involucionan a blastos. Ademas de liefocitos,
posible realizar cultivos méas laboriosos, de fibroblastos, de células exfoliadas de mecosa,
células del feto presenten el liquido amniético y otros. Tambiése pueden efectuar
preparaciones directas, sin cultivo de células, provenientes de tjidgsion activa, como
médula ésea, bazo, epitelio intestinal, testicutocalidad de estas preparaciones direetas
menor que las obtenidas a partir de cultivos de células, pero léevemaja de ser analizadas

el mismo dia dda toma de muestra y no presentan los problemas de artefactos que suelen
formarse durantel cultivo de células.

En cualquier tejido quese divida activamentess posible obtener preparados cromosomicos
deteniendo las célulan la metafaseel estadio del ciclo celulaen el que los cromosomas
alcanzarsu condensacion maxima.

En la practica, sin embargo, sés® emplea un pequefio numero de tejidos para los analisis

cromosomicogn material directo:

En humanos: médula ésea- vellosidades coriales- espermatozoides
En otros animales: médula- intestino-bazo- testiculos- cérnea

En plantas: tejidos meristematicos- anteras
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La obtencién de preparaciones pataandlisis de cromosomae realiza mediante diversas
técnicas comel aplastado da dispersion celula Estas técnicas generalmente presentan las
siguientes etapas:

a. Obtencion del material

b. Pretratamiento: muchos tejidos requieetmso de soluciones que permitan dispersar o
separar los cromosomakBn animalesse usan soluciones salinas (Cloruro de Potasio,
Citrato de Sodio, Cloruro de Sodio) o agua destilada, provocando un choque hipoténico a
la célula. Para estudiar las caracteristicas de los cromosomas de una especie, 0 para
comparar especies distintase pueden utilizar agentes antimitéticdsolchicina,
colcemid, hidroxiquinoleina, etc.) que actian como inhibidorda tlemacion del huso

mitotico. De esta maneral nimero de metafasesincrementa de forma significativa

c. Fijacion: tiene por finalidad preservar las estructuras celulares que nos intefégpndo
fijador varia seguta técnica a utilizarEl fijador mas utilizado para técnicas con tincion
estandaesel llamado 3:1 (metanol o etanol: &cido acético). Raraalizacion de técnicas
inmunocitoquimicasen generalse utilizan fijadores del tipo de los glutaraldehidos o

metanoles

d. Coloracién:en las técnicas estandae usan varios colorantes tales como: orceina,
hematoxilina acética, Feulgen y Giemka.eleccién del colorante depende de los fines
perseguidosEn inmunocitoquimicase utilizan fluorocromos corel fin de coloreara
cromatina (DAPI, Hoechst, lodude propidio)

e. Montaje: esta etapa consistém preservarel preparado colocando un cubreobjeto y

sellandolo con parafina liquida, esmalte de ufias, balsamo de Canada o resinas sintéticas.
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Estudio de los cromosomas en material directo

Los aspectos basicos del andlisésjnterpretacion y los reportes del cariotipo son quizés
algunosde los aspectos menos desarrollagdwslos textos de citogenética y las guias de
instrucciones mas detalladas son las sgiebtienen de los trabajan citogenética clinica
humana que sirven de referencia palnesto de las especies de animales. &starazon por

la queengeneral, las actividades practicas gaplantean refieren a cariotipos humanos.

El analisis de cada metafaserealiza sistematicamente comenzando eorecuento de los
cromosomas ya comparaciorde cada uno corsu homélogo.Si se trabaja con coloracion
convencional de Giemsa, las mediciones de cada brazo cromosémico son una herramienta
importante para asignar objetivametdeubicacion de cada cromosorea el cariotipo y

también parda elaboracion de idiogramas.

El analisis del cariotip@s fundamental para identificar y comparar especies, para estudiar
variaciones dentro de una misma especie, aseglypatron de determinacion sexual y/o para

correlacionar determinadas patologias con alteraciones del cariotipo normal.

Mediciones
Las medicionesse realizan con regla milimétrica sobre cariotipmmados. Bendeet al.
(1967) han establecido que midiendo un minimo de tres metatesesibren las

variabilidades intercelulares sin pérdida apreciabla ddormacion.

Se establecen como limites de cada brakoentro dela regién centromérica gl final de
cada crométida. Las mediciones para cada cromosoma consisten eptonoesseriede

cuatro longitudes, dos paghbrazo largo y dos pasd brazo corto.

La descripciébn dda morfologia de los cromosomas a este nivel de andlisis (coloracion
convencionatle Giemsa) puede realizarse mediagitedlculo de:
La relacion entre los brazos cromosomiaos: longitud del brazo largo (q)/ longitud del

brazo corto (p) -y el indice centromérica:-i: 100p/(p+q)-.

32

——
| —



La nomenclatura quse presenta a continuacid@s una modificaciorde Levanet al., 1964
(Aiassaetal., 1998; Aiassa, 2004):

Morfologia metacéntrica (M) para valomsr entre 1-1,50 eentre 50-40.
Morfologia submetacéntrica (SM) para valores @atre 1,51-7 eentre 39,90-12,50.
Morfologia acrocéntrica (A) para valores dex 7,10 & < 12,49.

Morfologia telocéntrica (T) para valores des « ei = 0.

Idiograma
El diagramade un cariotipo, basaden las mediciones cromosomicas de varias metafases,

denomina "idiograma" (Therman y Susman, 1993).

Parala produccion deun idiogramaes necesario dibujar o fotografiar los cromosomas para
poder medirlos y determinar los indices centroméricos, las relaciones entre brazos y las

longitudes relativas.

En la construccion del idiogrameada cromosomaes representado como una barra vertical
gruesa dondese ubicanla posicién del centrdmero y cualquier otra caracteristicasgue
observe claramente. Las barras verticales tamb&mpresentanen orden de longitud

descendente (MacGregor y B3l 983).

indice mitotico (IM)
Sedenomina indice mitéticeen una poblaciérde células,al coeficiente entrel nimero de
células que experimentan mitosis (multiplicacién de células) yumero total de células

contadas.
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Figuras meidticas

Las preparaciones de cromosomas meiéticos son realzadagnales a partir de células que
ocupan los tubulos testiculares. Contienen una mezcla de células insterticiales @&€lulas
Sertoli y células de Leydig) y las células del epitelio germinal (célulasnesfogoniales

premeidticas, espermatocitos primarios y secundarios, espermétides y espermatozoides).

Los fendmenos esenciales @emeiosis son tres (sinapsis, recombinacion y disyuncion o
segregacion) y todos ocurrenla primera division, poto cual éstaesla mas importantel.a
segunda division meidticas similar a una mitosis comun excepto que no esta precedida de

una interfase y s6lo contieeéconjunto haploide de cromosomas.

En la profase dda primera division meio6ticae distinguen 5 estadéo leptotene, cigotene,
paquitene, diplotene y diacinesis. Estos estadios han sido bien caracterizados a través de
microscopia Optica y electréonica. Los cromosomas homélegosncuentran apareados
(sinapsis) durantel paquitene. Los fenbmenos de recombinacion sgigsualizan corel
microscopio Optico ocurren durantd diplotene yen los estadios posteriores hadta
metafase,en forma de “quiasmas” (cruz). Cada unade estos pares de cromosomas
homaologos, a partir del diplotenge denomina bivalente. Los quiasmas visikdégrincipio

del diplotene cambian de apariencia dura&hte/ance de este periodo y hdatmetafase.

El diplotenees raramente observadin las preparaciones de testicula mayoriade estas
preparaciones permiten observar los cromosoemediacinesis dda primera division. Los
bivalentes han atravesado una contraccion continua despaquiteneal diplotene.La
morfologia de los bivalentes autosomicos esta dictaminadal pdimero y localizacion de
los quiasmas. Todos los brazos de cromosomas autosomicts ecaepcion de los brazos
cortos de los cromosomas acrocéntricos tienen regularnaénteenos un quiasma. Los
cromosomas mas pequefios van a formar una cruz o bastén depeddisiiddocalizacion

del quiasmaes en la mitad o en el extremo final del cromosoma. Los bivalentes con dos
guiasmasse observan como anillos. Los que presentan tres quiasmas dan lugar aefiguras
forma de ocho y niumeros mayores de quiasmas dan lugar a configuraciones mas complejas
(Hultenetal., 1986).
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En 1937, Mather demostré que frecuencia de quiasmas por bivalente esta directamente
relacionada cora longitud cromosémica (Clark y Wall, 1996). Los cromosomas grandes
pueden tener varios quiasmas y todos los bivalentes deberatenenos un quiasma para
asegurar una segregacion apropiadda anafase déa primera division. Poto tanto, la
localizacion de los quiasmas gl numero de quiasmas la largo de un bivalente nes
totalmenteal azar, existe preferencia por ciertas zonas de acuerddacespecie quee
considere (Therman y Susman, 1993; Solari, 2008)cambioen el niumero y posicion de

los quiasmas puede resultan un cambioen el genotipo, porlo tanto es un aspecto de
particular relevancian la diferenciacion de razas cromosémicas y puede potencialmente

jugar un rol importantenlos procesos de especiacion (Lamborot, 1993).

Las divisiones celulares mitéticas gse observanen suspensiones de testiculo son de
espermatogonias. Las metafases premeioticas de espermatogonias son normalmente menos

frecuentes que los estadios meidticos, diacinesis- metafases 1y Il.

ACTIVIDADES DE COMPRENSION
Para construir comprension sobre los contenidos desarrollados en este capitulo se presentan

actividades que permiten:

- Aplicar técnicas para elaborar, observar y analizar preparaciones cromosOmicas de
material directo (tejidos vegetal y animal)

- Calcularel indice mitético (IM) e indice de fases () preparados cromosémicos

- Efectuar mediciones cromosémicas y armar un cariotipo

- Interpretarcariotipos y figuras meiéticas

- Recabar informacion y elaborar producciones escritas

1. Obtenciénde preparados
a) Tejido vegetal Allium cepa
- Llenar un vasale precipitados con agua y colocar un butlecebolla Allium cepa
sujeto con dos o tres palillos de maneralgymarte inferior quede inmersa el agua.
Al cabo de 3 a 4 dias apareceran numerosas ragaillagcimiento de unos 3 0 4 cm.

de longitud.
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- Cortar con las tijeras unos 2rA3m del extremo de las raicillas y depositagio un
vidrio de relojenel quesehan vertido 2-3nl de orceina.

- Calentar suavemenés vidrio de reloj da llama del mechero durante unos 8 minutos,
evitandola ebullicién, hastda emisién de vapores tenues.

- Con pinzas tomar uno de los apices o extremos de lasasjcitliolocarla sobre un
portaobjetos, afiadir una gataorceina B y dejar actuar durante 1 minuto.

- Colocarel cubreobjetos con mucho cuidado sdlareaiz. Conel mango de una aguja
enmangada dar unos golpecitos sabraubre sin romperlo de modo que la raiz quede
extendida.

- Sobrela preparacion colocar unas tiras de papel de filtro, 5 0 6. Rbdedo pulgar
sobreel papel de filtroenla zona del cubreobjetos y hacer una suave presion, evitando
gueel cubre resbaleSi la preparacion esta bien asentada no hay petigrotura por

mucha presion queerealice.

b) Tejido animal: Orthoptera

- Tomar un ejemplade langosta. Cortaen forma transversala parte inferior del
abdomen con una tijera de diseccion. Después cortar perpendiculaaheritaer
corte hasta encontrar los testiculos. Extraerlos y colocanlatcohol absoluto-acido
acético 3:1 6 2:1 durante 0,5-2 horas como minifBlb.material fijado puede
conservarsenun refrigerador.

- Pasar los testiculos fijados a alcohol 70%. Con cada tessiepleeden obtener unos
10 preparados

- Colocaren un portaobjetos una pequefia porcion de tgjideobre éste, una gota de
hematoxilina acética o propionica 28 acido acético o propiénico 45% (al preparar
esta solucién hay que agregar acetato férrico hasta obtener color negro). Didgregar
material con una lanceta.

- Colocar un cubreobjetos (eventualmente untado con albumina de Mayer). Flamear
suave e intermitentemente hasthdesprendimiento de vapobe esta formase
eliminala humedad del medio de montaje, pero hay que tener cuildaao calentar
demasiado.

- Aplastar.

- Sellarel preparado con cera, parafina o esmalte para ufias. Después de dos horas puede

hacerse permanente.
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2. Observacion al microscopio, célculaeIM e IF

a) Allium cepa
- Recorreen40X el extendido cromosémico e identifica las metafases

- Dibuja una metafasen 100X ocupando todel espacio siguiente

- Calculael indice mitético (M) del tejido deAllium cepaa partirde la observacién dé0

células barriendel campo y de acuerdo ctaférmula:

NUmero de célulan division
IM = x 100

NuUmero total de células observadas

- Calculala duracion relativa de cada etapdalmitosis {ndice de fase$. Usala formula:

Numero de célulasla fase
IF = x 100

NUmero total de células mitosis

Debes observar 50 células Aliium cepaen division y anotata etapaen queseencuentran.

Luego calculael IF de cada undelas etapas.

()



- ¢Cudles la interpretacion de los valores calculados I e IF? Escribe un texto

explicativo.

b) Orthoptera

- Recorreen 40X el extendido cromosomico e identifica las metafases- distingue entre
mitosis y meiosis-

- Dibuja una mitosig€n 100X ocupando todel espacio siguiente
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3. Observacion al microscopio de figuras meidticas

a) Dibuja una meiosien 100X ocupando todel espacicsiguiente

b) Andlisis de esquemas y fotografiagle meiosis

- Observa atentamente las fotos (Fig-dn la pagina siguientede las diferentes fases kde

meiosisenmachos de dos especiesStsistocercglangosta).
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Fig. 1. Meiosis de Schistocerca flavofasciatda,d) and Schistocerca pallengb,c,e,f) con coloracionde
orceina: (a) paquitene, (b) diplotene, (c) metafade (d) anafasel, (e) metafasdl, (f) anafasell. Bar = 10
pm

FOTOS TOMADASDE de Souza yde Melo (2007).

- Indica para la foto que corresponda:

a) ¢ Cuantas cromatidas tiene cada una de las estructuras alargadas quesnkséoia
a?

b) ¢ Cuantos quiasmas son visibé&scada estructura cromosomidalas que observan
diplotene?

c) ¢ Cualesel niumero diploide d&a especieschistocerca pallerts
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- Observda Fig. 2 que muestra mitosis y meiodesdos especies vegetales pertenecientes a
la familia Liliaceae.

T R .
v
l,~” \

oao' <
[

Fig. 2. Mitosis y meiosigle Urginia maritima (1y 2) Muscari racemosun(3y 4)
FOTOS TOMADASDE Safiudo y Ruiz Rején (1975)

- Indica parda foto que corresponda:
a) ¢ Cuantos quiasmas son visibscada estructura cromosomidalas que observan
las fotos 2 y 4?
b) ¢ Cualesel numero diploide de cada especie?

- Esquematiza losromosomas de una hembra Mlentiacus muntaj2n= 6; morfologia
cromosomica quese observa: un par metacéntrico grande, un par submetacéntrico
mediano y otro par submetacéntrico de brazos p muy pequefos), en:

a) Una metafase | y una anafdse

b) Una metafasd y una anafasi

c) Unédvulo.

d) Indicaencada una de las figurasnivel de ploidia (2n o n).

e) Indicael valor C de cada una de las figuras.

(4]



La siguiente fotografia muestra los complejos sinaptonémicos de una célula neidtica
macho deAllouatta caraya.Obsérvala y responde los interrogantes sgipresentan a

continuacion déa misma.

Fig. 3. Meiosis deAllouatta caraya
3.500X. Barra= 5u
FOTO TOMADA de Mudry etal., (2008)

a) Indica con una flecha los cromosomas sexuales apareadosientre
b) ¢Cualeslafase dda meiosisenquehatomado esta fotografia?
c) ¢Cuadlesla coloracion utilizada que permite reveddicomplejo sinaptonémico?

d) ¢Esta fotografiaetomd desde un microscopio éptico o electrénico? Fundamergapuesta
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- Busca bibliografia sobre Hollidays Junctions. Las Hollidays Junctions ¢ son cruciales para

la recombinacién intracromosomica? ¢ Por qué?

c) Armado de cariotipos a partir de mediciones cromosomicas

Utiliza nuevamentda fotomicrografia dda metafase de linfocitos humanos ldepagina 23
para realizar mediciones cromosomicas

Procede déa siguiente manera:

Recorta los cromosomas

- Realiza las mediciones cromosdmicas y obtiereei — ubicalosen el esquema que se

presenta al final de las actividades

- Asignalela morfologia cromosdmica a partir de las mediciones y escribela arriba de cada

par cromosomico

- Dibuja un idiograma del cariotipo armado.

- Compara el cariotipo armado con el armado en la pagina 22 y escribe una conclusion

1 2 3 4 5
6-12

13 14 15 16 17 18 19 20

22 23 X Y

Este procedimiento parael armado del cariotipo de una célula, en la actualidad y enla mayoria
de los laboratorios se realiza con programasde computacion con losque se puede recortar y
ordenar cromosomasen forma digital.
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http://www.youtube.com/watch?v=7NqOKCFQEvU

3 CROMOSOMAS A PARTIR DE CULTIVOS CELULARES

Cultivo celular

El cultivo de células y tejidos comenen 1907 cuandel investigador Ross Harrison publico
el trabajo“Observaciones de fibra nerviosa vivaen desarrolld. En el mismose describia
una nueva técnical cultivo de tejidos para demostrar experimentalmente c@aoiginan

las fibras nerviosas. Las experiencias originales con fibras nerg@basaroren el cultivo

de pequefios fragmentos de tejidos llamatioglanaos”. Utilizando técnicas asépticas,
Harrison tomo fragmentos del tubo neural de un embrion de rémdgpositéenuna gotale
liquido linfatico fresco(“medio de cultivo™) de rana colocado sobre un cubreobjetos estéril.
Una vez quda linfa coaguld, invirtidel cubre objeto sobre un portaobjeto de vidrio que
poseia una depresion, creando asi un cubivgota suspendida, técnica utilizada por los
microbiologos para estudiar las bacterias. Luego de numerosas y peridédicas obserahciones
microscopio pudo describél desarrollo de fibras nerviosas Vitro a partir de las neuronas
presente®n el tejido extirpado. Asi ademas de argumemtgroceso ocurrido, resolvié los
problemas del cultivo celular, conebmedio,la observacion ya contaminacion.

Sepodria habladetres tipos de cultivos:
*  Cultivos primarios. Son cultivos preparados directamente de fragmentos de tejidos o

de 6rganos queeadhieren a una superficieepla que proliferan las células.

*  Cultivos secundario$Suypone una disgregacion celula sea por medios enziméticos
0 mecanicoslLa suspension celulaepuede cultivar como una monocapa adherente o
en suspensioren el medio de cultivo. Este tipo de cultivo permge propagacion,
aumentando notablemenemasa celular del cultivo la largo de las generaciones.
Como caracteristica negativee pierde la hetereogeneidad celular de partidia,
poblacidonse hace uniforme y homogéneh predominaren el cultivo aquellos tipos

celulares que tienen superior tasa de crecimiento.

* Cultivo de lineas celulares. Implica forzar a dividirse indefinidamente determinadas
células. Entre los cultivos de células mas promisorios de irganéedicina humana

seencuentran las lined® células madre embrionarias humanas.
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En la adualidad los cultivos celulares son los mas empleados fundamentalmenie por
posibilidad de propagacion, asi como por las ventjda cuantificacion, caracterizacion y

repetibilidad de las muestras.

Las ventajas de los cultivos celulares son:
*  Permiten un control preciso y fino del medio ambiente.
* Caracterizacion y homogeneidadldenuestra.
* Economiaenel uso de reactivos o drogga queseutilizan volimenes pequefios

* Motivaciones éticas.

En cuanto a las desventajas del cultivo celular:

* Técnica sensible. Esto requiezk mantenimiento de las condiciones de asepmia
todo momentolo cualeslimitante a nivel tanto del instrumental requerido como del
personal cualificado pasumanipulacion.

* Cantidad y costoEl costo de produccién de 1 g de tejiglo cultivo es mas de 10
veces superioral obtenido en el animal. Asimismo existe una limitacion de
produccion, quesdel ordende 10 g de célulagn un laboratorio normal, y que para
ser superior a 100 g requiere instalaciones de tipo industrial.

* |nestabilidad.

* Validez del modelo 'in vitro'.

En 1960 Moorhead describié que los linfocitesdiferenciaban déa sangre periférica pero
que podian entraen mitosis en condicionesin Vitro. Con este descubrimientge pudo
realizarel cariotipo a partir de sangre periféritmgue tiene varias ventajassun tejido facil

de obtener, permita obtencion de gran nUmede metafases.

Normalmente, los linfocitos son células inactivas,lpdanto tienen que ser estimuladas para
dividirse. El agente estimulante &8 comunmente utilizadoss la fitohemaglutinina (PHA),
gue es una lecitina quese une ala membrana plasmatica de los linfocitos y hace spie

conviertarenlinfoblastos esdecirsedesdiferenciaenel lapso de 24h.

Los linfocitos de sangre periférica, como sistema cellgagnsayo, presentan una serie de
caracteristicas que los hacen especialmente apropiadsupditezacionenestas técnicas:
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a. Disponibilidad facil yen gran numerd1l ml de sangre contiene de 1 a 3 millones de
linfocitos).

b. Crecimientoen cultivo facil tras ser estimulados con un mitdgeno (normalmente
fitohemaglutinina). Los linfocitos T son los primeres ser estimulados a entran

mitosis.

c. Poseen una amplia distribuciéan el organismo. Los linfocitos T no estan
permanentemente circulando, sino que hay una recirculacion langangre y los
tejidos extravasculares. Esta caracteristica los hace ser apropiados para reflejar los

efectos de una exposicibn en cualquier 4rea del cuerpo.

d. Los linfocitos circulantes, normalmensgencuentraenfase de no division (GO
cultivarlosenpresencia del mitégerse estimulda division mitéticao que permitesl

estudio de los cromosomas metafase.

e. Los linfocitos tienen una vida media de unos cuatro afos, asequeden encontrar
linfocitos que pueden sobrevivir durant@rias décadas. Esta propiedsdnteresante,
junto conel hecho de hallarsen fase de no divisiéen el torrente circulatorio, porque
permite detectar efectos clastogénicos transcurrido algun tiempolaesgesicionya

que las lesionesnel ADN persisten.

Otros materiales parka obtencién de cromosomas cultivo (método indirecto) también
pueden ser fibroblastos, que pueden ser extraidos a partir de tejido muscular o epitelial.
Después de una autopsia los tejidos de los pulmones o los rifilones también pueden utilizarse

para cultivo de células primarias.

En humanos son utilizados piel, liquido amniético (amniocitos), cétldassticulo, tumores

sélidos (linfoma) y material de concepcion.
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El siguierte es un procedimiento convencional utilizado para obtener cromosomas a

partir de cultivo primario en suspensiérde sangre periférica

o La sangre quese utiliza debe estaen condiciones de maxima esterilidad con heparina
(anticoagulante), que puede sdmacenada a temperatura ambiente (3pHasta cinco
diasantes del iniciel cultivo.

e 0,3-0,5ml de sangrentotal de 10ml de medio de cultivo (RPMI), con suero fetal bovino
y PHA, secultiva durante 72 horas a 37 °C

e Transcurridas las 72hs + 2kse aflade de Colcemid que inhibe las anafases por
desintegracién del huso mitéticosgcentrifuga

o Seeliminael sobrenadante y las células son trataasna solucion salina de CIK 0,075
M por 20-30 minutos

« Se centrifuga,se descarteel sobrenadante yas células son fijadas con metanol- acido
acético (3:1) quseafiade rapidamente mientisssagita vigorosamente.

« Secentrifuga yselavanen fijador nuevo tres veces, cada vez mamteto las célulasen
suspensiorkEn este Ultimo pasak células pueden ser almacenados durante afios a menos
20 °C antes de realizar los extendidos celulares.

« La suspension de células goteadaen portaobjetos yse dejada a temperatura ambiente
parael secado. Finalmentecoloreancon Giemsa u otro colorante.

« Seobservaral microscopio ysefotografian para armar los cariotipos.
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Contenedores y composicion de los medios mas utilizados para cultivos celulares
A continuacionse muestraren las tablas los tipos de contenedores, sus caracteristlaas y

composicion de lomedios de cultivo mas utilizados para cultivos celulares.

Tipo de contenedores para cultivo de células y sus capacidades

Contenedor M) | (susponsion | (athesion)
Frasco T 150 1.5x10° ~107
Frasco triple 150 1.5%10° 3x107
Biorreactor 8000 | e 1.5x10"
Botellas rodantes 1000 1x10° 1x10%
Frascos para agitacion (Erlenmeyer) 1000 1x10° |
Frascos con paletas 1000 1x10% |

Composicion de medios de cultivo para células de mamifero

Aminoacidos Vitaminas Sales Otros compuestos” Proteinas requeridas
en los medios
definidos libres de
suero

Arginina Biotina NaCl Glucosa Insulina
Cisteina Colina KCI Penicilina Transferrina
Glutamina Folato NaH:PO. Estreptomicina Factores de
Histidina  Nicotinamida NaHCOs Anfotericina crecimiento
Isoleucina Pantotenato  CaCl; Raojo fenal especificos
Leucina Firidoxal MgCly Suero fetal bovino
Lisina Tiamina
Metionina Riboflavina
Fenilalanina
Trecnina
Triptofano
Tirosina
Valina

TABLAS TOMADAS de
http://www.argenbio.org/adc/uploads/pdf/Cultivos%20celulares%201%20Euge. pdf

Sitios fragiles y cromosomas prometafasicos

Los cultivos de linfocitos de sangre periférit@individuos dondesesospechéa presencia de
sindromes que responden a sitios fragde$os cromosomas tienen algunas variaciogres
relacion a los cultivos estandares. Los sitios fragiles son lugaedscromosoma proclives a
romperse. Casi todos los sitios fraggesexpresan como una respuesta a condiciones externas

de cultivo, medios pobres acido folico o con inhibidores da timidil sintetasa.
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Parael diagnosticode sindromes de inestabilidad cromosomicssyrealizan estudios de
fragilidad cromosomica inducidas por agentes clastégenos ebmi@poxibutano (DEB),
cafeina entre otros, que generan enlaces cruzdas cadenas de ADNPaa realizar este
estudio, los linfocitos dda sangrese ponen en cultivo en presencia del clastégeno,
exponiéndose posteriormente a colchicina, siguiendo los métodos citogenéticos
convencionales.En estos cultivosse tiene en cuenta el ndamero, tipo de rupturas
cromosomicas detectadas cada célula ya localizacion de estas, efectuandebkealculo del
porcentaje de células con rupturasnimero medio de ruptura por célula y presen&a
figuras radialeslo que permite confirmael diagndstico y deteat mosaicismoses decir,la
presencia de 2 poblaciones celulasslos cultivos tratados con DEB, una sin roturas

cromosoémicas y otra con muchas roturas por célula.

Algunas alteraciones que no son detectablesep@studio de cromosoman metafases
pueden observarsen cromosomas prometafasicdSn estos casose agregaal cultivo

diferentes sustancias como ametopterina, timidina, bromodesoxiuridina (BrdU).

ACTIVIDADES DE COMPRENSION

Para construir comprension sobre los contenidos desarrollados en este capitulo se presentan

actividades que permiten:

- Aplicar técnicas citogenéticas para realizar un cultivo de sangre periférica humana y
obtener preparados cromosémicos

- Fundamentar e interpretar el protocolo de trabajo utilizado en el cultivo celular

- Analizar preparados cromosémicos y reconocer las diferentes morfologias cromosémicas

- Calcular el IM
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1. Cultivo delinfocitos

Preparael mediode cultivo y sembrala sangre; levantagl cultivo, extender, colorear con
Giemsa y observaal microscopio,segun el protocolo que figural comienzo de este

capitulo.
Elabora un texto explicativo con los fundamentos de cada paso del procedimiento aplicado
Observacion al microscopio
a) Observar al microscopio Optico a un aumento de 10X para localizar las zonas que
contienen células en mitosis. Cuantificar el numero de células en division (IM).
b) Recorre en 40X el extendido cromosémico

c) Analiza en 100X una metafase al microscopio

d) Dibuja lo observado ocupando todo el espacio siguiente
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e)

Interpretacion
Siseagregaenun cultivo celular suero anti-laminina, ¢ qué ocurriria?
a) las células nsedividen
b) seaumentael IM
c) las células luego da mitosis no pueden organizsuenvoltura nuclear
d) los complejos laminina/antilamirsgeacumulan dentro del ndcleo

e) la envoltura nuclear formada resulta fragil e inestable

¢,Cuales son los fundamentos del cultivo de células con medios defieleatédo félico?

¢, Cudlesla funcién dela enzima timidil sintetasa y cuél fundamento del agregadte
BrdU y 5-FdU (FUdRencultivos celulares?
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4 METODOS PARA EL ESTUDIO DE LOS CROMOSOMAS.

BANDAS Q, G, C,NOR,R.

Material de estudio y métodos utilizado®n Citogenética

Las primeras técnicas para estudiar los cromosomas producian una coloracién uniforme en los
mismos. Los procedimientos de coloracion con Giemsa proporcionan una apariencia uniforme
de los cromosomas se conocen como coloracidon convencional. Desafortunadamente con
esta técnica sélgepueden identificar inequivocamente pocos cromosomas de un tamafio o de
una forma distintiva i el cromosoma identificades metacéntrico n@s posible distinguir

entre los brazos p y &l colorante Giemsasel mas utilizado luegde una fijaciébn adecuada,

para colorear los cromosomascoloracion convencionaEs un colorante tipo Romanowsky

gue contiene Azur B y Eosina gseunenal ADN.

Los cromosomas de muy pocas especies, a excepcion de los cromosomas politénicos de
dipteros, tienen un patrén de bandas propio. Para los cromosotaagrale mayoria de las
especiel cariotipo de bandas debe ser inducido artificialmdraezoloracién convencional

de cromosomas ha evolucionado ebpaso del tiempenlas técnicas de bandas.

Mediante ciertas técnicas de coloraciés,posible detectar b largo de cada cromosoma
bandas alternantes de mayor y menor colora@dtuorescencia), que forman un patron de
bandas estable y caracteristico para cada cromosoma. Este patron deebatalgsan
utilidad practica porque permitia identificacion precisa de cada cromosoma y ademas

permitela caracterizacion de regiones particulares dentro de cada brazo cromosémico.

Las técnicas modernas de bandas fueron desarrolladas ini¢@alp&m cromosomas
humanos y luego aplicadas, a un gran nimero de otros mamiferos, con un ampl&i gito.
comparael numero de trabajos cientificos que obtienen cromosomas con bandas
mamiferos con los reportes presentados para otros vertebrados (peces, anfibios y reptiles) solo
unos pocosehan completado para estos ultimBkprimer tipo de bandas fue llamadoQ,

porla sustancia fluorescente empleada: quinacrina.

Otro tipo de bandas son G (Sumeeal., 1971),C, NOR, R y las obtenidas caolorantes

fluorescentes.
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Colorantes Fluorescentes

Entre los colorantes fluorescentes mas usados podemos citar DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol), cromomicina A3, Hoechst 33258, Bromuro de Etidio, Para que una molécula
tenga fluorescencia tiene que tener anillos aromagioss estructura quimica de manera que

los electrones circundantes. Sedgicantidad de electrones fluores@mun color oen otro.
Estoesasi porque cuanda molécula recibe luz los electrones absorben energgaycitan,

y enestas moléculaa volver asuorbital normal emitefa energiaenforma de luz.

Los colorantes fluorescentes pueden utilizarse para evidenciar telédmeros (Figura 1) y

centromeros (Figura 2).

Fig. 1.: Metafasede linfocitos humanos con los telémeros marcados con fluorescencia.
FOTO TOMADA de De Meyeet al, 2008.
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Fig. 2. Metafasede linfocitos humanos con los centrébmeros marcados con fluorescencia.
FOTO TOMADA de_http://www.chrombios.com/cms/website.php?id=/en/index/abblgfobes/
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Tabla 1

La tabla siguiente muestra los métodad gnaterial mas utilizadosn Citogenética Clinica.

METODOS DE CULTIVO CELULAR MAS USADOS EN CITOGENETICA CLINICA

CORDON UMBILICAL

DIAGNOSTICO MUESTRA CELULAS TIPO DE CULTIVO
Descartar aberraciones SANGRE PERIFERICA Cultivo corto: 72 hrs
cromosémicas congénitas Y DE LINFOCITOS Células en suspencion

Metodologia segun indicacién
diagndéstica (Ver Tabla 2)

Descartar mosaicismos

Descartar aberraciones
cromostmicas en abortos
espontdneos y
mortineonatos

a) PIEL

b) RESTOS DE ABORTO

FIBROBLASTQOS

Cultivo largo: 15 dias

Células adheridas

Previa digestién con tripsina (0.1%)
Medio: RPMI 1640+ 20% SBF
37°C, 5% CO?

Diagnéstico prenatal

Cultivo largo: > 15 dias
Células adheridas

Mielodisplésico
Transplantes de médula

MEDULA OSEA

NEOPLASICO

cromosémico {15 a 17 LIQUIDO AMNIOTICO AMNIOCITOS Medio: HAM F10, RPMI 1640

semanas de gestacion) Amnio Max (Gibco) + 20% SBF
Subcultivos segun crecimiento
37°C 5% CO?

Diagndstico prenatal a} Anélisis directo: 1.5-2 hrs de

precoz (9 a 11 semanas VELLOCIDADES TROFOBLASTOS Concemid;

de gestacion) CORIALES Cuiltivos: Tripsina (0.25%) 30 min.
Medio RPMI1640 + 20% SBF por
72-96 hrs.
37°C, 5% CO”

Leucemias, a) Directo: 25 min

S. Mieloprolife rativos Medio: RPMI + 10% SBF +

Desérdenes Linfo y CLON Coicemid 10%

Temperatura ambiente

b} Cultivo 24 hrs:RPMI + 20% SBF
+ Medio condicionado

Colcemid {10ug/ml) por 3hrs.

Neuroblastoma,
Sarcoma de Ewing,
Linfomas,
Memingiomas, otros.

TUMORES SOLIDOS

CELULAS
TUMORALES

a) Directo: 2 hrs

b} Cultivo corto: 5-8 dias
Digestién con Tripisina (0.1%) y
Colagenasa (0.4%)

Células adheridas y/o suspensién
celular en Medio RPMI, TC 199,
MEM, L15 + 10% SBF

37°C, 5% CO?

SBF: Suero Bovino Fetal.

TABLA TOMADA de Treulén,2008.
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Nomenclaturade las bandas y sub-bandas

La designacion de regiones, bandas y sub-basdasimerada consecutivamente destle
centromero hacia los telomeroslaalargo de cada brazo cromosémidsl. centromeroes
designado 10: p10 y q10 segun hacia qué bsasmcuentre. Las dos regiones adyacealkes
centrémercsedesignan region le siguela 2 y continda. Y luegel nimero de bandas. Para
designar una banda particukrequiereen este ordenel nimero cromosomical simbolo
del brazogl nUmero dda region,el nimero de banda dentilela region. Luegasecoloca un

punto ysenumeran las sub-bandas.

Resolucionde bandas

La cantidad de bandas gseinforma cuand®eestudian los cromosomas, puede tomar como
referencia los cromosomas 11 y 10 y segun las bandasequleservanen el brazo corto
(cromosoma 11) da totalidad de bandas (cromosoma He)infiere la resolucion. Los

cromosomas con mayor niumero de bandas o de alta resolucion se observan en prometafases.

CROMOSOMA 11:
Sienel brazo cortoseobservar? bandas400 bandas

Sienel brazo corteseobservant bandas550 bandas

Sienel brazo cortsseobservarb bandas850 bandas

CROMOSOMA 10:

Teniendoen cuenta las bandas claras y oscuras del cromosoma 10, y coetaedtrémero

y los teléomeros como una banda cada sepuede determinda resolucion de una metafase
dada. (Figura 3).
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Bandas Resolucion Bandas Resolucion

e 12 375 31 625
= 3-14 400 32 650
A 15-16 425 33 675
'J'—: 17-18 450 34 700
'y 19-21 475 35 725
: | 22-23 500 36 750
) 24-25 525 37 775
< 2628 550 38 300
- 29 575 39 825
=1 30 600 40 850

Fig.3: bandas y resolucion del cromosoma 10.

La técnica de Alta Resolucién o bandeo de Alta Resolucion (AR) se obtiene sincronizando el
cultivo de linfocitos para obtener cromosomas mas elongados, en estadio de prometafase, con
un incremento considerable en el nimero de bandas de 400-550 en la técnica estandar a 750-
1000 en AR (Figura 4), lo que permite estudiarlos con mayor detalle. La guia de
procedimientos del "American College of Medical Genetics" de los Estados Unidos
recomienda realizar AR solo en aquellos casos en que se sospeche un sindrome especifico que

requiera un grado de resolucion por encima de 650 bandas.
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Fig. 4. Metafase y cariotipo de Alta Resolucion.
TOMADAS DE Cancer Genetics and Cytogenetics (2010).
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ACTIVIDADES DE COMPRENSION

Para construir comprension sobre los contenidos desarrollados en este capitulo se presentan
actividades que permiten:

- Analizar metafases humanas con Bandad i@icroscopio optico (100x)

- Armarel cariotipo de una metafase

- Reconocer los diferentes métodos de bandas e interpuestignificado bioldgico.

1. Observacion al microscopio 6ptico
a) Recorreen40X el extendido cromosémico
b) Analizaen 100X las metafaseal microscopio

c) Dibujalo observado ocupando todbespacio siguiente
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2. Armado de cariotipo humano con banda G

Recorta los cromosomas (obtenidos a partir de cultivo de linfocitda)pdgina siguiente

y ama el cariotipo, ordenandolos segun tamafio, posicion del centrdmero y patron de
bandas.

Esquema para armarun cariotipo humano

1 2 3 4 5
6 7 8 9 10 11 12
13 14 15 16 17 18 19 20
21 22 X Y
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y modificada de

Bandas G- (TOMADA

e/horwitz/cytogenl)htm

humanos con

de linfocitos

etafase
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http://biomodel.uah.es/citogene/horwitz/cytogen1.htm

Bandas cromosOmicaen diferentes materiales y especiate animales

Metafases con bandas @e células testicularesle lagartosde las especie&. cuyanusy L.
riojanus

FOTOSdeAiassa y Gorla (2004)

Cariotipo con bandas Rde linfocitos de Homo sapiens

a4 n®  an
o " o NH “’
-
. ‘g a8t
3 4 5
LR v e :‘" - g
AN 4 Kglf ™ "
s B4 UH ve w4
9 10 1" 12
» _g ' "nw P —
0d U |
15 16 17 18
| |
21 22 XY

FOTO TOMADA de Treulén,2008
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Cariotipo con bandas Qde linfocitos de Homo sapiens

FOTO TOMADA de Treulén,2008

3. Interpretacion

- ¢ Qué ventajas y desventajas presentan los cultivos de células en edlaaarial directo

parala obtenciéon de cromosomas?

- ¢ Cudlesel significado funcional y estructural de cada bandeo cromosdmico que observas

enlos cariotipos y metafases de las paginas anteriores?

- Observa las bandas claras y oscuweados cariotipos con Bandas CNOR: ¢En qué

situacionegsrecomendable efectuar ambas coloraciones?

- Observa las bandas claras y osceralos cariotipos con Bandas GQy ¢ Qué similitudes

o diferencias, y ventajas o desventajas presentan una u otra coloraciéon?

- Buscaenla bibliografia/internetl idiograma del cromosoma X humano e indica para cada
enfermedad mapeatkacorrespondiente region, banda y sub-banda

66

——
| —



S
&)
&
&

19

3

17q|

2p
1q]

6q

Sq|
2pl
2q|

3q!

11p|
14q|
ldql

19p:
10q|

=

XAB1
I/ MGC15407
XPO1

DEGS

ﬁ_|xmooo7

ARID4B
OKI

frowz
FAFTIPHILIN

SF3B1
|| CACNB4
ZFHX1B
UMPS
TCIRG1
TSG101
|-u1:zs1
| epENw

I—L TUBGCP2

12)

CCWJ
CPEB4

lcsorfi4
FLI22318

o

LITPRI

|UCHLL
|GNAT2
|pers

I!—RANWJ.

FLJ12571
ILDHB

&

4l 4ql FSEC3L1
41 4q) FKIAA1109
4l 4ql FRAP1GDS1

En la figura que tienes a continuaci@ muestra un idiograma con Bandasd€ los
macrocromosomas da serpienteE. quadrivirgata (2n= 36). Obsérvalo detenidamente y

luego responde los interrogantes gapresentan a continuacion del mismo

> o
3° &
© &
s &
1| 13q| |:rr1'1
1 o Oz
1| 21ql Lpsers
1| 13q] | eanxz1
1 | 11q| |x1'.no171
> S
¥ &
¥ &
& @
n I 10p|
7p|
2 | 3pl
2| 7p|

aADZ
I 0c90693
IEHL‘P’ it
| AMPH
|wsrz

w

- A laderecha de los cromosomaskEiguadrivirgatase presentan los genes que mapean

las diferentes regiones cromosomicas.l@Aizquierda se presentan los segmentos y

nameros cromosomicos dehicken” y de “human” homoélogos a los cromosomas Ee

guadrivirgata

a) Indicasi los cromosomas Z y W de. quadrivirgatatienen segmentos homaologos con

cromosomas autosdmicos y/o con cromosomas sexudtebicleen” y de‘“human”.

b) Elabora un texto explicativo respede la interpretaciérde los segmentos homélogos

entre las tres especies representadat esquema.

——
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5 CITOGENETICA MOLECULAR

Hibridacion in situ

En los aflos ochentia genética molecular empezo a jugar un papel importanite mayoria

de areas déa biologia. A partir de los aflos noventa, y gracias a importantisimos avances
tecnolégicos y metodoldgico®l interés yla aplicacion dela biologia molecularen la

mayoria de campos dkeciencia empezé a crecer de forma exponencial.

El desarrollo yla implementacion de una variedad de técnasibridaciénin situ para
detectar (Lichteetal., 1990; Track, 1991) ¥nalgunos casos cuantificar (Kallioniegtial.,
1992) secuencias especificasAd@N y localizarlasen sitios cromosémicos especificos kle
principal avance eel area dda citogenética moleculat.a disponibilidaden aumento de
sondas deADN y su amplificaion a través déa PCR yla disponibilidad de moléculas
marcadas con fluorescencia unidas a las satelABN han contribuido a hacer un verdadero

puente entrel microscopio yla molécula.

Entre los principales avances tecnoldgicos y metodolégicos destaasarrollode la
técnicade la reaccionen cadena déa polimerasa (PCR, polymerase chain reaction) (1987).
Inicialmente puesta a punto pdasamplificacion de fragmentos deDN in vitro, enseguida

se utilizé para la amplificacibn de marcadores moleculares tanto nucleares como
mitocondriales y de otras organelas. capacidad de esta técnida amplificar segmentos
concretos deADN a partir de cantidades infimas de tejido fresco, consergadtiversas
substancias (alcohol, DMSO, etc.), seco, congelado e incluso adeartaterial subfosil, ha
contribuidoen gran medida a que esta técnica sea ampliamente utilizada. Paralelamente
auge dda técnicade la PCR, tambiérse realizaron avances importantes otras areas muy
relacionadas como soel disefio y sintesis de cebadofgsimers) universales tanto para

genes nucleares como mitocondriales.

Una de las partes mas importantes de cualquier progagfenética moleculagsla eleccion
de los marcadores moleculares adecuados. Dicha elessti@sa principalmentenel tipo de
datos necesarios paed estudio (cuantitativo o cualitativo), tipde herencia y tasale
evolucion del marcadoEn cuantoal tipo de datos, actualmerge utilizan las secuencias de

ADN como método predilecto para inferir relaciones filogenéticas a todos los niveles
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taxonomicos, y los andlisis de microsatélites y minisatéifd3N fingerprinting) para
estudios més precisos soHlee estructurade poblaciones naturales, de determinacion de
parentesco, seleccion sexual, comportamiento reproductor y ecologia de poblaciones. Los dis-
tintos marcadores molecularespueden diferenciar segéun origen (nuclear o mitocondrial)

y segunsi codifican proteinas o no. Reconociendo esos fragmentos a tralgatitieacion

de técnicas moleculares coma hibridacién in situ (ISH) e hibridacionin situ con
fluorescencia (FISH) para identificar de una forma mas precisa los diversos cromosomas y
regiones cromosOmicas. Gracias su precision, esta Ultima técnicae utiliza
satisfactoriamenten sistematica para verificar las homologias y homeologias hipotetizadas
previamenteen base da morfologia cromosémica y técnicas de bandeo.

Esta técnicaha establecido un puente entre los nivells resolucion microscépico y
molecular, permitiendo detectar secuencias especificadDd¢ y localizarlasen un sitio
cromosomico preciso mediante sondas de secuencias complementAlds dercadas con

fluorocromos.

La variacién estructural detectada por esta té@eexpresa medianta sigla ish seguida por

el simbolo dda anomalia estructural seguida de paréntesis separadesmonero del/ de

los cromosomal/s, puntos de quiebre, y locus/loci para la/s sonda/s usada/s designada de
acuerdo &DB (Genomic Data Base) ordenadiapter a qterEl signo + - que sigual locus

indica presencia o0 ausencia respectivamente.

Ejemplos

Si seha hecho un estudio citogenético estansiagregeael resultado de ish a continuacion,

separandolos por un punto:

46,XY,ish del (22)(q11.2q11.2)(D22S75-)

Selee cariotipo masculino normal por citogenética, que por fish muestra una deleeilon
cromosoma 22 identificada mediante una sondagldmaus D22S75

Si no se ha hecho un estudio citogenético estandar, gertocaliz6 mediante fish esa
aberracidrseescribe simplementd resultado del fish

ish del (22)(q11.2q11.2)(D22S75-)
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Hibridacion in situ eninterfase nuclear (ish nuc)

La ish también permite localizar secuencias especiénagicleosen interfase En este caso
lo que se expresaes el nimero de sefiales observadadadsonda utilizada d& siguiente
manera;la abreviatura nuc iskes seguida potta banda cromosomica donde estdocus,

seguida entre paréntesis plar designacion del locus segun GDB, luego un sigeo
multiplicacion y finalmentel nUmero de sefiales.

Ejemplos

nuc ish 21922(D21S65x2) Dos copias del locus D21S65

nuc ish 21922(D21S65x3) Dos copias del locus D21S65

nuc ish Xcen(DXZ1x3) Tres copias del locus DXZ1

Para interpretar formulas complejas debe consultarse ISCN

FISH Multicolor
El ’FISH Multicolor’’, “M-FISH”* 0 ’SKY”’ (Spectral Karyotipinges una adaptacion del
FISH que permitda visualizacion de los 23 pares de cromosomas humalaogea, tefiidos

con diferentes sondas fluorescentes.

SKY de linfocitos humanos

IMAGEN TOMADA de: http://www.cyto.purdue.edu/cdroms/microl/7_spon/otatimage4.htm
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ACTIVIDADES DE COMPRENSION
Para construir comprension sobre los contenidos desarrollados en este capitulo se presentan

actividades que permiten:

- Analizar casos presentados dosdetilizan técnicas de citogenética molecular.

- Valorar las aplicaciones de estas técnieasel area dela Biologia Celular y dea
Biomedicina.

Resolucionde casos

FISH en metafases de linfocitos humanos

Caso 1.

Un pacienteessometido a una prueba para cona@@resenta o no sindrome DiGeorge/Velo-
Cardio-Facial/CATCH 22/Shprintzen.

La Fig. 1 muestra una célulan metafase quese ha hibridado conla sonda parda

microdeleciérenel cromosoma 22.

Fig. 1. Metafase hibridada corla sonda parala microdeleciénen el cromosoma 22
(FOTOTOMADA de:http://biomodel.uah.es /citogene/dynacare/fishinfo.htm)
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En este caso particulata sondaes una mezcla bicolor de dos sondas distintas para
cromosoma 22.

La sefial verdesun control interno situaden 22q13.La sefial roja esta situa@a la region
DiGeorge.en22qll.2.

a) ¢ Por quéeutiliza el control interno?

b) El resultado déa prueba muestra que ambos cromosomas 22 tiarsetial rojagn
esta célula, ¢hay microdelecién la region DiGeorge? y pdp tanto ¢ Este paciente

tendriael sindrome?

Caso 2.

Un pacienteessometido a una prueba para precisar una alteracion que muestra un cromosoma
4 enla porcion terminal, observadanla coloracion convencionale Giemsa.

Enla Fig. 2semuestra una metafase geeha hibridado con una sonda "de pintado” pra

cromosoma 4.

Fig. 2. Metafase hibridada con sonda del cromosoma 4 humano
(FOTO TOMADA de: http://biomodel.uah.es/citogene/dynacare/fishinfo.htm)
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Uno de los cromosomas 4 de este paciente era anormal, pero era dificil determilaar con
citogenéticalerutinasi tenia una pequefia delecion termiraflq osi erael resultadade una
reordenacion mas compleja.

Como ambos cromosomas 4 son fluoresceertedoda su longitud y no hay material

fluorescenteen ninglin otro cromosoma ¢,qué sugiereesultado déa prueba?

La metafase dda Fig. 3 correspondal mismo paciente anterior peem este casase ha
hibridado con una sonda pdeaparte terminal del cromosoma 4q. Como solo hay una sefial
verde,se confirma queen uno de los cromosomas 4 falta material del extremo terminal del
brazo q. Este cases un buen ejemplo de céma citogenética de rutina ka FISH pueden

usarse conjuntamente para diagnosticar con exactitud anomalias cromosomicas.

Fig. 3 Metafase hibridada con sonda 4qterminal
(FOTO TOMADA de: http://biomodel.uah.es/citogene/dynacare/fishinfo.htm)

- ¢Cudl de las observaciones podria arrojar un resultado falso positivo? Elabora un texto
argumentativo.
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FISH en interfase de linfocitos humanos

Caso 1.

Fig. 4. Nucleogde amniocitos hibridados con sondade cromosomas humanos
(FOTO TOMADA de:_http://biomodel.uah.es/citogene/dynacare/fishinfo.htm)

La Fig. 4 muestra fotografias de nuclessinterfase par&l estudiode aneuploidia. Se han
combinado nucleogn interfase procedentes de células de fluido amniético con sondas de
ADN paralos cromosomas 13, 18, 21, Xe

El ndcleo dda izquierdase ha hibridado con sondas para los cromosomas 13 (verde) y 21
(rojo).

El nacleo dda derechase ha hibridado con sondas para los cromosomas 18 (azul claro), X
(verde) e Y (rojo).

Al observar que hay dos sefiales correspondientes a las sondas de 13, 18 y 21, y una sola sefial

de cromosomas Xé.

a) ¢, Qué informacién brindan estas fotograféas;uantoal nimero de cromosomas gse

evidencian con las sondas utilizadas?

b) ¢ Cualesel sexo de este feto?
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Caso 2.

Fig. 5. Nucleos hibridadoson sondas de ADN
(FOTO TOMADA de:http://biomodel.uah.es/citogene/dynacare/fishinfo.htm).

Enla Fig. 5sehan combinado nucle@n interfase procedentes de células de fluido amniético
con sondas déADN. El ndcleo dela izquierda se ha hibridado con sondas para los
cromosomas 13 (verde) y 21 (roj&). nucleode la derechaseha hibridado con sondas para

los cromosomas 18 (azul claro), X (verde) e Y (rojo).

Segun los resultados quee observanen los nucleos interfasicode la Fig. 5 realizael

diagndstico de sexo y aneuploidia de este feto.
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Caso 3

Un animal de raza Weimaraner llega a una consulta por presembéipicamente ciertos
rasgos de macho: hiperplasia de clitoris, una estructura similar a uardariex y aplomos
caracteristicos del mach&e extrajo una muestra de sangle,cual fue cultivada para
obtencién de metafasese extendié el material en un portaobjetos, quee lo sometio
finalmente a una prueba de FISH.

Nucleosde linfocitos caninos hibridados.En este ensay
seutilizé un complejade sondas llamada X/Yen dondela
sonda que hibrida coel centrémero del cromosoma eé
ROJA yla que hibrida corl centromero del cromosoma
esVERDE.Las metafases analizadas son cdafoto dela
derecha, con dos marcas ROJAS.

IMAGEN TOMADA de Queroet al, 2010

a. ¢ Qué sexo cromosOmico presegitanimal?
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6 CITOGENETICA DE PLANTAS

Cromosomas de las plantas

Los trabajos citogenéticos realizades los Ultimos veinticinco afiose han concentrado
principalmenteen el estudio dda estructura y evolucién del genoma de diferentes especies
vegetales, tanto silvestres como cultivadas1930ya se contaba con mapas detalladies

los cromosomas paquiténicos del maiz, donde cada cromosoma podia ser diferenciado sobre
la base desutamafioja posicién del centromere) largo de sus crométidas y los patrones de
coloracién dda cromatina. Como resultado de esto, diferentes mapas citogéneticos estuvieron
rapidamente a disposicién de los genetistas, cada vez mas inteessablestudio detallado

del genoma.

Los cromosomas de las plantas contrariamente que se observaen los cromosomas
animales, poseen un ADN con una proporcién muy importante de secuencias repetitivas que
secaracterizan por un equilibrio entre los nucleétidos adenina (A) y timina (T) respdato de
guanina (G) Ja citocina (C),es decir, en la relacién AT:GC. Tal equilibrio posiblemente
explicala extensa homogenizacion que han sufrido los cromosemnias genomas vegetales
como resultado de una frecuencia elevagaeventos de transposicion y/o conversion
(Schwarzacheetal., 1997).

Arabidopsises un‘“sistema modelo” conveniente y adecuado para el analisis de meiosis, y la
coloca en el mismo plano de estudio que otros modelos animales taleBasaphilaspy

C. elegansextendiendo el rango de organismos modelo para las plantas.
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A continuacién se muestra en la Figura 1, una foto e idiograma de un ejempitabiiopsis
thaliana (2n= 10).

I

O
& ]

Nature Roviews | Genetics

IMAGEN TOMADA DE http://www.nature.com/nrg/journal/v3/n2/fig_tab/nrg730. [l

Fig. 1. Ejemplar y flor de Arabidopsis thaliana(izquierda) y el idiograma de la especie (derecha)

En gris heterocromatina pericentromerica, en gris claro NORs (45S rDNA) y en negro 5SrDNA.

El nUmerode cromosomas (2rgn las plantas varia muchte unas especies a otras cos®
observeenla Tabla I.

Tabla I. NUmeros cromosémicosle algunas plantas

Planta- nombre vulgar, nombre cientifico N° de Cromosomas (2n)
Roble blancoQuercus alba 24
Cerezo acidoRrunus cerasus 32
Repollo,Brassica oleracea 18
Guisantedejardin,Pisum sativum 14
Guisantelathyrus odoratus 14
Frijol, Phaseolus vulgaris 22
Pepino,Cucumis sativus 14
Algoddén, Gossypiunhirsutum 52
PapaSolanum tuberosum 48
Tomate,Solanum lycopersicum 24
TabacoNicotiana tabacum 48
Trigo candealTriticum aestivum 42
Trigo duro,Triticum durum 28
CebadaHordeum vulgare 14
CentenoSecale cereale 14
Arroz, Oryza sativa 24

TABLA TOMADA y MODIFICADA deAyala y Kiger (1984).
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La poliploidiaesun suceso mas frecuemelas plantas quenlos animalesEn los vegetales

la poliploidiase encuentra muy extendida dentro de las plantas vasculares (aproximadamente
un 30% de las especies son alopoliploides) y parece estar relacionadda catitud
geografica. Generalmentn las plantas poliploidese da el fendmenogigas, es decir se
produce un aumento de tamaéio los individuos poliploidesg/a que sus células son mas

grandes que las de los diploides.

Las duplicaciones cromosoémicas algunas especies (Ej: maiz) aumenrtaproduccionen
grano respecto de los genotipos parentales. Asi también las translocaciones pueden ser

utilizadas para construir genomas nuevos de un cultivo con caracteristicas deseables.

En la mejora de plantase buscala homocigosis tanto para obtener lineas perasspecies
alégamas (fecundadas medialateransferencia del polen die flor de una planta a otra por
medio de insectosgl viento u otros agentes), como para recuperar formas homocigotas

después de realizar un cruzamiestglantas autbgamas (aquellas gaautofecundan).

Citogenética molecular en plantas

La citogenética molecular afiade una nueva dimenaldestudio dela genémica de las
plantas.Las diferenciasen las secuencias repetitivas entre las diferentes espsziean
utilizado para desarrollar técnicas de hibridacion fluoresdaanséu que pueden definir los
componentes de alopoliploides detalles y revelar introgresion entre especies. Por otro lado
sondas de cromosomas artificiales y arrays de secuencia repetditias utilizado para
distinguir cada uno de los cromosomas somaticos no homologos dentro de una especie. Tal
andlisis del cariotipo abre nuevas vias paraestudio dela variacion cromosémica y
comportamiento, asi como pdadocalizacion de genes.

La adaptacion de protocolos de FISH un nimero cada vez mas creciente de especies
vegetales ha abierto nuevas posibilidades paraestudio de los genomas vegetales
permitiendo, entre otras cosas, los siguientes desarraljogdentificar cromosomas
especificosb) estudiarel origen yla estructura de los genomas hibridgjssomparar regiones
genomicas homologad) estudiarel comportamiento cromosomico gy localizar secuencias

especificas de ADN (como por ejemplo, transposones y otros fragmentos cromosomicos).
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Debido ala naturaleza alopoliploide del trigo y otros miembroslaléribu Triticeae, sus
genomas han sido ampliamente estudiado por Citogenética moléeutéenica GISH tiene

un aplicacion practicanla identificacion de cromatina proveniemtediferentes especies, asi
como para estudiael apareamiento cromosomico y recombinacion entre los genomas
divergentesLa hibridacion gendmican situ (GISH, por genoiu in situ hybridizationesuna
modificacion dda FISH que permite colorear diferencialmente los cromosomas de distintos
ancestros (erl caso de una especieflegenomas parentales (ehcaso de un hibrido). Esta
técnica utilizael ADN gendmico total de uno de los ancestim®species parentales) como
sonda,la cual se hibrida sobre los cromosomas metafésicos del individuo estudiado (ya sea
una especie o un hibrido).

Hace algunos afios discriminar con GISH, entre dos genomas de géneros difesienéess e
sencillo que entre genomas de especies del mismo génerda Adéntificacion de tres
genomas estrechamente relacionadonsl trigo alohexaploide Triticum aestivum 1) era
complejo. Haret al (2003, 2004) desarrollaron una modificacionlaéécnica para superar
este problema. Antes de este trablgddentificacion de los genomas B y D habia sido
reportado por otros autores aunque mostraba dificultpal@gie no era posible distinguir
facilmente los genomas A B. Han et al (2003, 2004) superan los problemas pudiendo

discriminar los tres genomas del trigo.

Cromosomas Ben los vegetales
Los cromosomas B (supernumerarios 0 accesorios) corresponden a cromosomas adicionales a
los del complemento normal (cromosomas A), que no recombinan con €stos y que muestran

modos de herencia irregulares y no Mendelianos.
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Enla fotografiase observa una metafase Agropyron La flecha indicaun cromosoma Ben
Agropyron del numeroso género diatribu Triticale, con mas de 100 especies.

A pesarde la existencia de algunos ejemplos de cromosomasnBficiosos, los datos

apoyangnsumayoriala naturaleza parasita de los cromosoBas

Los cromosomas Behan halladenunas 10 especiete hongos, 1300 especids plantas y
500 de animales. Son frecuentes sobre &doertos grupos animales (langostas) y vegetales

(Compuestas, Gramineas y Lilidceas).

ACTIVIDADES DE COMPRENSION

Para construir comprension sobre los contenidos desarrollados en este capitulo se presentan

actividades que permiten:

- Analizar metafasede diferentes especies de plantalligm sp., Secale sp., Lactuca 3@l
microscopio optico (100x)

- Reconocer diferentes morfologias cromosOmicas y esetibariotipo

- ldentificarel nivel de ploidiaen especies vegetales comunes
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1. Observacion al microscopio
a) Recorreen40X el extendido cromosémico
b) Analizaen 100X las metafasesd microscopio

c) Dibujalo observado ocupando todbespacio siguiente

2. Armado de cariotipos

Cariotipo de un vegetal con coloracién convencional de Giemsa

Arma todos los cariotipos siguiendo las mismas indicaciones quelgargotipo humano:

a) Recorta los cromosomas A#ium cepay ordénalos por tamafios de manera decreciente
enel esquema.

b) Realiza las mediciones cromosomicas y obtieee — reubicalosen el esquenasi es
necesario-

c) Asigna a cada par cromosOmieomorfologia cromosOmica a partir de las mediciones
realizadas

d) Elabora un idiograma del cariotipo armado.
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Metafasede Aloe vera Las flechas sefialan las constricciones secundamiboss brazos

largosdelos cromosomas

FOTO TOMADA de Albornoz e Imeriy2003

Esquema para armarel cariotipo de Aloe vera

1 2 3 4 5 6 7
Aloe vera
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3.-Interpretacion

- ¢ Qué informacion brindan las constricciones secundarias obseevddasromosomade

Aloe ver®

- Completaa columna correspondiengét nivel de ploidia

Vegetal N° cromosomico basico Numero Nivel de
(x) cromosomico ploidia.
avena 7 42 6x
mani 10 40 4x
cana de 10 80
azucar
banana 11 22,33
papa 12 48
tabaco 12 48
algodén 13 52
manzana 17 34,51

86

——
| —



- En la imagen se muestran los cromosomas de un ejempmar trigo-Thinopyrum

intermediunmconel patron que revel técnica Multicolor GISH.

IMAGEN TOMADA deKatoet al (2005).

Los cromosomas del genoma A-fueron detectados como fluoresderaéor amarillo, los
cromosomas del genoma D-fueron revelados por fluorescencia de color rojo, y los
cromosomas del genoma B-aparedertolor marron como resultado de hibridacion cruzada

de diferentes sondas genémicas.

a) ¢, Con qué coloseidentificala cromatinade Th intermediu®? Indica con flechas sobre

la fotografiala ubicacion déa misma.

b) Se observan cromosomas traslocados. Indica entre qué genomds, 3,0 Th

intermediun ocurriéla traslocacion.
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- Enla fotografia siguientse muestran los cromosomas somaticogadénea endogamica
de maiz B37.

IMAGEN TOMADA deKatoet al (2005).

a) ¢, Cudlesel numero cromosémico de esta especie?

b) ¢ Qué técnicaeaplicéd parda identificacion de estos cromosomas?

c) Reconoce e indica los pares cromosdmicos homologos. Escribe con nimerda sobre

fotografia, los cromosomas homaologos
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7 CITOGENETICA ANIMAL

Estudios cromosémicos en animales

La Citogenética Animal ha tenido un notable desarrollo desde el afio 1970. Los estudios
citogenéticos hasta esa década se habian realizado preferentememeosephila
melanogasterlas causas del auge de los estudios en esta especie se debid al gran tamafio de
sus cromosomas politénicos y al niumero reducido de ellos. En cambio los estudios en
mamiferos y en particular en el hombre presentaban dificultades, debido especialmente a que

las técnicas empleadas no permitian obtener imagenes precisas.

El avance de la Citogenética humana estimulé los estudios de otras especies de mamiferos.
Fue en la década del 60 que se iniciaron los estudios de animales de interés zootécnico,
porque se observaron anomalias cromosOomicas en bovinos, que eran perjudiciales para la
produccion del ganado. Esto trajo como consecuencia un interés por la Citogenética en los
Programas de Mejoramiento de la Produccion. Este interés se desarroll6 especialmente en
Europa. Fue asi como en 1970 el Profesor Fiieck organizé el Primer Coloquio Europeo de
Citogenética de Animales Domeésticos. En 1977 se realiz6 en Francia el Coloquio
Internacional, que reunié a Citogenetistas de Estados Unidos, Canada y Europa. Desde
entonces cada dos afios se realizan reuniones internacionales que se alternan en Europa y en

Estados Unidos, sobre la citogenetica de Animales Domésticos.

La verdadera revolucioen el campode la citogenéticase dio en los ultimos 15 afos,
particularmentesn el area humana y animal. Las innovaciones técrecals microscopia
confocal y epifluorescente, asi corebdesarrollo de componentes Opticos de excelentes
caracteristicas (lentes, filtros, captores), mejoraron de manera detisi@sempefio de los
clasicos microscopiosle luz transmitida. A estos cambiae sumo la implementacion
progresiva de una amplia gama de métodos de hibridacion con sondas fluorescentes, basadas
enla utilizacién de una gran variedad de fluorocromos que abarcaban practicamenie toda
gama del espectro luminoso, destinfrarrojo hastael ultravioleta.En sintesisgl desarrollo

de métodos rapidos y precisos pdmamarcacion y deteccionle sondas, asi comta
utilizacién de software especializado pataratamiento de imagenes, darian un gran empuje
a las técnicas modernas basaea$a llamada hibridaciénn situ fluorescente o FISH (por

fluorescenin situ hybridization) utilizadasnla investigacion médica y biologica actual.
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En relacion a los animales silvestres, los estudios citogenéticos han proporcionado
conocimiento acerca de algunas especies, sin embargo, la gran diversidad existente contrasta
con el bajo numero de analisis realizados, conocimiento basico indispensable para instaurar
programas de conservacion y reintroduccion de fauna silvestre. En el caso de especies en
peligro de extincion en cautiverio, el analisis de su cariotipo se hace indispensable para
prevenir la hibridacion interespecifica (cruce entre individuos de especies diferentes), que
puede conducir a la pérdida del genotipo original y a la extincion de subespecies y especies

por el nacimiento de hibridos estériles.

Los estudios de cariotipo también son importantes tanto en los animales silvestres como en
los domésticos destinados a la cria en cautiverio, para identificar animales portadores de
alteraciones cromosémicas no deseables y evitar el nacimiento de individuos con
malformaciones. Las alteraciones cromosOmicas, producen un menor rendimiento
reproductivo, ya que producen una disminucion o ausencia total de la produccion de gametos
funcionales y/o mortalidad embrionaria.

En los animales domésticos se ha demostrado la utilidad del analisis cromosémico aplicado al

diagndstico de anormalidades cromosomicas con el fin de mejorar la producciéon animal.

El ndmero de cromosomamn animaleses muy variable como puede observaese la
siguiente tabla (Tabla 1). Existen especies de hormigas con 1 cromastosanachos y dos

cromosomagnlas hembras gnel otro extremo lepidépteros con mas de 400 cromosomas.
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Tabla I. Algunos nimeros cromosomicos de animales

Organismo N° Cromosomas (2n)
Hombre,Homo sapiens 46
ChimpancéPan troglodytes 48
Mono rhesusMacaca mulata 48
Caballo,Equus caballus 64
Burro, Equus asinus 62
Perro,Canis familiaris 78
Gato,Felis domesticus 38
Cerdo,Sus scrofa 38
Raton domésticdylus musculus 40
Rata,Ratus norvegicus 42
Pollo, Gallus domesticus 78
Pavo,Meleagris gallopavo 82
Rana,Rana pipiens 26
Platypoecilus maculatus 48
Estrella de marAsterias forbesi 36
Gusano de sedBombix mori 56
Mosca domeésticavlusca domestica 12
Mosca de la frutaDrosophila melanogaster 8
Mosquito,Culex pipiens 6
CucarachaBlatta germanica 23,24
Cangrejo ermitafidzupagurus ochotensis 254
Toro, Bos taurus 60

Animales domésticos y citogenética

Las caracteristicas citogenéticas mas relevantes de los animales domésticos son:

» Laaneuploidia de cromosomas esta generalmente asociada con anomalias sexuales

» Las aberraciones cromosomicas son una causa importante de mortalidad embrionaria y

por lo tanto de pérdidas econdmicaa animales de producciérEl 25% de las

muertes embrionariaseproducen por aberraciones cromosomicas

92

——
| —




» La manipulacién cromosémica se realiza en peces y pollos para producir animales

poliploides (Figura 1) que alcanzan mayor masa muscular antes de la pubertad (Figura

2).
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Figura 1 (c) Carpa cruciana hembra diploide 2n = 100. (d) Carpa triploide 3n = 150.
TOMADA DE Int J Biol Sci 2011; 7(4):487-495. doi:10.7150/ijbs.7.487

Fig. 2. Trucha triploide y estéril
IMAGEN TOMADA de Int J Biol Sci 2011; 7(4):487-495. doi:10.7150/ijb487

La dependencia de la humanidad en relacion a la diversidad biologica ha situaditogdaética
Animal en una posicion de privilegio frente a la necesidadadacterizar a nivel cromosomico y
molecular la biodiversidad animal con la finalidad fundamental de permitir:

- La conservacion,

- Eluso sostenible y

- La seleccion de genes para aplicaciones biotécnicas
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ACTIVIDADES DE COMPRENSION

Para construir comprension sobre los contenidos desarrollados en este capitulo se presentan

actividades que permiten:

- Analizar metafases de diferentes especies animalesoplus sp.,, Akodonsp, Liolaemus
sp., Drosophila melanogastgal microscopio 6ptico (100x)
Reconocer diferentes morfologias cromosémicas y esefibariotipo

Reconocer anomalias cromosOmicas que aféatsadud yla reproduccion animal.

1. Observacion al microscopio 6ptico

a) Recorreen40X el extendido cromosémico

b) Analizaen100X las metafasesd microscopio

c) Dibuja una metafase ocupando tad@spacio siguiente
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2. Armado de cariotipos

Cariotipo de dos vertebrados y un insecto con coloraciéon convencional de Giemsa

- Arma todos los cariotipos siguiendo las siguientes indicaciones:
a) Recorta los cromosomas de cada metafassepeesentaren las fotss, a continuacion,
y ordénalos por tamafios de manera decrecamgéesquema que encuentras para cada
género.
b) Realiza las mediciones cromosOmicas y obtiene + eeubicalosen el esquemasi es

necesario

c) Asignalela morfologia cromosémica a partie las mediciones y escribela arriba de
cada par cromosomico

Metafasesde un ejemplar de lagarto Liolaemus quilmeg2n= 32).
(Foto:D. Aiassa, 2004).
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Metafasede un ejemplar de raton Akodon sp.
Foto: Laura Peralt®£009

o LR

Metafasede Drosophila
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Esquema para armarun cariotipo de Liolaemus sp.

7 8 9 10-16
Liolaemus quilmes

Esquema para armarun cariotipo de Akodon sp.

9 10 11 12 13 14 15 16 17
Akodonsp

Esquema para armarun cariotipo de Drosophila melanogaster

1 2 3 4 5 6 7 8
Drosophila melanogaster
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3. Interpretacion
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Cariotipo de Escuercito (Odontophrynus americanus)
especie Wetraploide, Folo: Sergio Rosset

- Observael cariotipo precedente: ¢Qué caracteridticdistinguede los observados hasta
ahora? Escribel cariotipo. Escribel cariotipo de una gametke este animal.

- Observa los cariotipos armados y elQi#gontophrynus americanus
a) Cuantos cromosoma total apareceen cada metafase cariotipada?
b) ¢ Qué morfologia presentan los cromosomas?
c) ¢ Cuantos cromosomasobservan de cada homologo?
d) ¢ Cuantos cromosomas habreuna gametde cada especie?
e) ¢Qué sistema de determinacion sexambbservaen las metafasesle las especies

animalesnlas que realizast cariotipo?

- Escribeenla tablael cariotipo correspondientecada especie:

Organismo CARIOTIPO

Homo sapienghombre)

Alouatta carap (mono aullador)

Drosophila melanogaster

Gallus domesticuggallo)

Rhinella arenarun{sapo comuan)
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- Las siguientes imagenes muestran fotografias de metafases y -cariotifallds
domesticusn a y b se observan metafases de una gallina doméstica que consta de nueve
pares de macrocromosomas Yy treinta pares de microcromosomas, a contratincion con
DAPI, c: cariotipo, nueve pares de macrocromosomas con Bandas G. Observa las

imagenes detenidamente y luego responde los interrogantes que tienes a continuacion de

las mismas.
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CARIOTIPO TOMADO de Nanda et al, 1999.

a) Considerando que en las aves y algunos reptiles el sexo masculino es homogamético,
indica si el cariotipo corresponde a un macho o de una hembra de la especie.

b) En a) el Punto fluorescente corresponde al gen DMTR1 en el cromosoma Z. En
mamiferos el producto génico DMTR1 es critico en el camino de formacién de
testiculos iniciados por el SRY. Dos copias de DMTR1 son necesarias para el desarrollo

testicular, aun en presencia de SRY. De acuerdo a lo expuesto. ¢El gen DMTR1 en
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mamiferos esta en un cromosoma sexual o autosdémico?, ¢ Las aves macho tienen una o

dos copias de DMTR1? Las aves hembra tienen una o dos copias de DMTR1?

- Las dos alteraciones cromosoémicas principales sgugetectanen bovinos y que estan

relacionadas con disminucion de capacidad reproductiva sola traslocacion 1/29 y

freemartin.

a) A continuacion se presenta una imagen de una metafase de un bovino
* identifica con una flecha la fusion robertsoniana entre los cromosomas 1y 29
* escribe el cariotipo de este animal

* indica la morfologia de cada par cromosomico

Metafase “ : p
>4, ’

de un
bovino ‘
con X
traslocac
i6n 1/29 L] I ’ <
(IMAGEN

TOMADA B
" - g
Nicholas
199
9 X ‘v
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- Las imagenes que se muestran a continuacion son metafases presentes en un mismo animal
freemartin.

a) ¢ Cual es el numero total de cromosomas de cada metafase? ¢ Qué sefialan las flechas?
b) Escribe el cariotipo de este animal.

c) Escribe un texto argumentativo indicando si el fremartinismo es una quimera 0 un

mosaico. Distingue ambos términos. Da ejemplos de ambas situaciones.

&
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Metafases de un bovino con freemartinismo
(IMAGEN TOMADA de Nicholas 1996)

- Delasiguiente Tabla 1. de Aberraciones Cromosomecasnimales (Nicholas, 2011)

a) Elije 2 especies animales de interés. Marca con un circulo las alteraciones
cromosdmicas queehan observadenla especie.

b) ¢ Sn aberraciones cromosdémicas numeéricas, estructurales o ambas?
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c) ¢ Qué manifestaciones clinicas presentan, a grandes rasgos, esas alteraciones?

d) Escribe el cariotipo de esos animales con alteraciones.

Tabla 1. Aberraciones cromosomicas estructurales y numéricas encontradasanimales
domeésticos(Tomada y modificada de Nicholas, 2011)

ANEUPLODIA DE CROMOSOMAS SEXUALES Animales

X0 Bufalos, gatos, perros, cerdos,
caballos, ovejas, zarigleyas,
llamas

XXX Toros, perros, caballos, bufalos

XXY Gatos, toros, perros, cerdos,
ovejas, caballos

XXXY Caballos, cerdos

XXXXY Caballos

Z7ZWN Pollos

ANEUPLODIA DE CROMOSOMAS AUTOSOMICOS

Trisomia 12, trisomia 16, trisomia 17, trisomia 18, trisomia | Toros
20,trisomia 22, trisomia 23 y trisomia 24

Trisomia 14 Cerdos
Trisomia 15 Pollos
Trisomia 23, trisomia 26, trisomia 28 y trisomia 30. Caballos
Trisomia 15 Pollos
POLIPLOIDIA

Triploidia Pollos, truchas
Tetraploidia Pollos, monos, truchas
TRASLOCACIONES RECIPROCAS

1/8/9, 8/13, 8/15, 10/11, 20/24, 17, X/23, Toro

1/4, Z/1, Z/microcromosoma Pollo

1/3 Caballo

1/6, 1/7, 1/8, 1/11, 1/14, 1/15, 1/16, 1/17, 2/4, 2/4/15, 2/14, 3/| Cerdo
4/13, 4/14, 5/8, 5/14, 5/15, 6/14, 6/15, 7/11, 7/12, 7/13, 7/17,
9/11, 11/15, 13/14, 13/17, 14/15, 15/16, 16/17, X/13, X/14

1/20, 13/20, 23/24 Oveja
TRASLOCACIONES EN TANDEM

1/16, 1/18, X/23 Toro
X/15, 1/30 Caballo
TRASLOCACIONES por FUSION CENTRICA

23/24 Zorro azul

1/4, 1/21, 1/23, 1/26, 1/2&/29,2/4, 3/27, 4/4, 418, 5/18, 5/23, |Toro
5/26, 6/28, 7/12, 7/21, 8/9, 9/23, 11/21, 11/22, 13/21, 14/20,
14/21, 14/28, 15/25, 16/18, 21/27, 27/29

1/31, 13/23, 21/23 Perro
5/15, 6/15 Cabra
1/20, 6726, 7/25, 8/11 Oveja
1/31, 13/23, 21/23 Perro
17/19 Orix
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FISION CENTRICA

3 Burro
DELECION

X Caballo
INSERCION

16 Toro

19 Oveja
INVERSION PARACENTRICA

8 Cerdo
INVERSI ON PERICENTRICA

14, X Toro

2 Pollo
ISOCROMOSOMA

Y Toro

X Caballo

REVERSION DEL SEXO

MachosXX

Perro, cabra, caballo, llama, cer

HembrasxyY

Gato, toro, caballo, oveja,
lemming

SITIO FRAGIL

Sitio fragil

Bufalo, gato, toro, perro, cabra,
caballo, cerdo, conejo, oveja

- La propagacion artificial de truchas y otros salménidos comenzé en Argentina a principios

de este siglo. Actualmente pueden utilizarse peces triploides estériles que no dejan

descendencia.

a) Abajo se presenta el idiograma de la trucha arcoOmgdrhynchus mykiys

Indica el 2n de la especie, y el niumero de cromosomas de truchas triploides y

tetraploides.
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IMAGEN TOMADA de http://www.antibodyreview.com/protein_image_annot.php

- Observa detenidamente el siguiente grafico donde AquAdvantage Salmon es el Salmon del
Pacifico triploide y Standard Salmon es la especie diploide. Deduce y explica ¢cudl es la
importancia de obtener peces poliploides?

Growth Curves (Growout)
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IMAGEN TOMADA de http://www.agquabounty.com/products/products-295.aspx

- Elige de Internet un trabajo cientifico de tu interés con los siguientes requisitos:

*realizado en animales domésticos, de compafia o de produccion,

*que presente la figura de un cariotipo confeccionado para el animal o los animales en
estudio

*desarrollado no mas de cinco afos atras

*escrito en idioma inglés o espafol.
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A continuacion realiza las siguientes actividades:

a) Escribe la cita completa del trabajo: autores, titulo, revista, volumen, paginas, copia y

pega la URL del trabajo (para que los docentes podamos localizarlo facilmente)

b) Indica el problema que dio origen a este trabajo. ¢EIl trabajo aborda un tema local-
regional de los autores, o tiene aplicacién universal? ¢En la clinica animal? ¢En

biodiversidad? ¢ En salud publica? ¢ En reproduccion?

c) Relata brevemente la metodologia que los autores eligieron para abordar el problema,
materiales usados, técnicas, equipos necesarios. ¢Son meétodos citogenéticos o

citomoleculares?

d) Describe el cariotipo: numero y morfologia cromosdmica, presencia o no de bandas,
presencia o no de alteraciones. Indica si los hallazgos tendran repercusion econémica

e) ¢, Se han generado conocimientos nuevos? ¢ Cuéles?

f) Si formaras parte de ese equipo de investigadores ¢Que propondrias hacer a

continuacion de este trabajo? sea en el area de la citogenética o no.
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8 CITOGENETICA HUMANA

Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética

Hay literalmente gran cantidad tipos de variaciamel®s cromosomasSi un individuo tiene

una variacion cromosémica a través del Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética
se expresa exactamente cual es. A continuacion estan varios de los codigos mas
frecuentemente usades la nomenclatura estanddn 1960 tuvo lugael primer encuentro
internacional dondse propuso un sistemas@ndar de nomenclatura para los cromosomas.
Desde este momento este método de describir cromosomas y las anormalidades
cromosémicas ha sido revisado imcrementado varias veces. Esto ha producido una
Nomenclatura Citogenética Standard Internacional (ISCN, )20BSto permite a un
laboratorio “escribir” el resultado deda observacion de los cromosomas. Cualquier otro
laboratorio reconocelé que ellos han encontrado sin busaael cariotipo.

Aqui hay algunos ejemplos:

p 46,XX — Cariotipo femenino.

p 46,XY — Cariotipo masculino.
Estas descripciones indican que hay 46 cromosomaseasgue@ mujer ain hombre.
p 46,XX,del(14)(q 23)

Mujer con 46 cromosomas con una delecion del cromosonen &4brazo largo (gqenla
banda 23.

p 46,XY,dup(14)(922 g25)

Hombre con 46 cromosomas con una duplicacion del cromosorea éldbrazo largo (q)

comprometiendo bandas @e22 ala 25.

p 46,XX,r(7)(p22936)
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Mujer con 46 cromosomas con timillo”. El final del brazo corto (p22%e ha fusionado
(unido) corel final del brazo largo (q36) formando un circulGaaillo”.

p 47,XY,+21

Hombre con 47 cromosomas lugar de 46 yel cromosoma extrasun 21 (Sindromele

signo menos (
Mos

Y

Pat

signo mas (+

Down).
del = Delecién
de novc = Una anormalidad cromosémica quehasido heredada.
der = Cromosoma derivado.
dup = Duplicacién
fra = Espacio Fragil
ins = Insercion
inv = Inversiéon
M = Marcador cromosoma
Mat = Origen materno

Pérdida

Mosaicismo

Brazo corto del cromosoma
Origen paterno

Ganancia

Brazo largo del cromosoma
Cromosoma circular
Reorganizacion
Translocacién Robertsoniana
Translocacién

Telémero

Disomia Uniparental
Incierto

Cantidad de células estudiadas
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Los estudios genéticos que consisael estudio de los cromosomas (estudio citogenético) o
de los genes (estudio moleculagdiferenciande los analisis clinicos habituales que sus
resultados son invariablen el tiempo, y por ellse realizan tan sélo una vez. Permitan
confirmacién diagnosticaen personas con sospecha clinida la enfermedad genética,
predecirel riesgo de padecer enfermedades genéticas y los resultados son de gramavalor pa
establecer asesoramiento genétitpaciente o a sus familiares sobre forma de herencia, las

implicaciones déa enfermedad, riesgo genético.

Especialidades médicas y diagnostico citogenético
El diagnostico genéto asiste a todas las especialidades médicas: neonatologia, pediatria,
neurologia, medicina interna, obstetricia, ginecologia, urologia, otorrinolaringologia,

endocrinologia, oncologia, clinica médica y otras.

Especialidad La realizacion de estudios genéticarecomiendan los siguientey
casos
NEONATOLOGIA Malformaciones mayores aisladas

Presencia de 3 o mas defectos congénitos menores
Recién nacido con rasgos dismorficos

Recién nacido con microcefalia

Recién nacido con genitales ambiguos

Muerte neonatal de causa inexplicada

Linfoedema

Recién nacidos con trastornos respiratorios
Cardiopatias congénitas

PEDIATRIA Nifios con dificultades paedl aprendizaje
Rasgos dismorficos

Retraso psicomotor

Trastornos del crecimiento

Anemia severa durang primer aficdevida
Nifilos con trombosis arterial

NEUROLOGIA Retraso mental
Trastornoenel desarrollo
MEDICINA INTERNA/ Cardiopatias congénitas
CARDIOVASCULAR Mujeres con menoge 50 afios, fumadoras, con historia de infartc

miocardio o accidente vascular cerebral
Evaluacion de paciente que vaseasometidos a cirugia mayor.

GASTROENTEROLOGIA Disfunciones hepéticas
Trastornos gastrointestinales de causa desconocida

REPRODUCCION (obstetricig Digenesia gonadal

ginecologia, urologia) Azoospermia

Amenorrea

Preeclampsia, eclampsia

Aborto espontaneo recurrentel®@causa desconocida
Padres de nifios con anomalias cromosémicas
Familiar con anomalias cromosomicas

Infertilidad inexplicable
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Parto con producto muerto de causa inexplicable
Varones que posean obstruccién epididimaria, idiopatica o age
de los conductos deferentes
Ginecomastia

Falta de desarrollo puberal
Evaluacibn de mujeres antes de iniciarse una terapéy
contraceptiva

Amenorrea primaria o secundaria

Muerte del neonatenlas ultimas etapas del embarazo
Donadores de esperma y 6vulos

OTORRINOLARINGOLOGIA Sorderas
Labio leporino
Paladar hendido

ENDOCRINOLOGIA Ginecomastia

Falta de desarrollo puberal
Amenorrea primaria o secundaria
Hipogonadismo hipogonadotropico

ONCOLOGIA Leucemias
Neoplasias
CLINICA MEDICA Rasgos dismorficos

Exposicion a radiaciones y/o quimicos genotdxicos
Genotoxicidad ocupacional

Historia de trombosis venosa profunda, embolismo pulmon
trombosis de venas cerebrales.

Evaluacion de paciente que vasesisometidos a cirugia mayor
Pacientes con tiempo de sangria y coagulacion prolongadas.

Anomalias cromosOmicas humanas
El nimero de posibilidades de anomalias cromosoénegaasi infinito siendo los hallazgos

mas frecuentes encontradesun laboratorio de citogenética los siguientes:

ANEUPLOIDIAS : cantidad de cromosomas superior o inferila mormal:

e Sindromede Down: En el 95% de casogl Sindrome de Dowse produce por una
trisomia del cromosoma 2I1generalmente como consecuencia de una no disyuncion
meioticaen el évulo. Aproximadamente un 4%e debe a un#@ranslocacion entreel
cromosoma 21 y otro cromosoma que normalmestd 14 oel 22. Ocasionalmente
puede encontrarse una translocacion entre dos cromosomas 21. Por ultimo un 1% de
los pacientes presentan un mosaico, con cariotipo normal y trisomio Zkisten

diferencias fenotipicas entre los diferentes tipos citogenéticos de Sindrome de Down.

La realizacion del cariotipo es imprescindible para realizar un adecuado
asesoramiento genético dadque el riesgo de recurrencia depende del cariotipo del

paciente.
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Sindrome de Patau: El sindrome de Pataes originado por una trisomia del

cromosoma 13La supervivenciaes escasa, pocos llegan a cumgliraiio de vida y

junto a las distintas malformaciones siempre hay un retraso psicomotor severo.

Es fundamental la realizacion del cariotipo, yaque en los casosn que no sedebe a

una trisomia regular, sino a una translocacion, se dar4 consejo genético (para

conocer los riesgos de que pueda volver a darse en embarazos futurssyugiere

firmemente la realizacion del cariotipo a los padres para poder estimagl riesgode

recurrencia.

Sindrome de Edwards: Este sindromee debe da trisomia de toda 6 gran parte del
cromosoma 18l 95-96% de casos corresponden a trisomia completa, serekio
trisomia por translocaciéri.a trisomia parcial yel mosaicismo para trisomia 18
suelen presentar un fenotipo incompleto, con ausencia de algunas de las anomalias

tipicas delS. de Edwards.

Es fundamental la realizacion del cariotipo, yaque en los casosn que no sedebe a

una trisomia regular, sino a una translocacionsedara consejo genético (para evitar

gue pueda volver a darseen embarazos futuros).sesugiere firmementela realizacion

del cariotipo a los padres para poder estimael riesgode recurrencia.

Sindromede Turner (45,X) Este sindromsedebe da ausencia total o parcial de un
cromosoma. El 50-60% de los pacientes con Sindrome de Tureen un cariotipo

45,X. El resto, presentan cambios estructurdesino de los cromosomas X 0, mas
frecuentemente, un mosaicisntel. 10-25 % de los recién nacidos presergarel
periodo neonatal, linfoedema de manos y pies con pliegues cutaneosrigparte
lateral y posterior del cuello (pterygium colli). Los lactantes pueden presentar soplo
cardiaco y de coartacion o estenosis aodrieala infancia, el signo principalesla

talla baja y tenienden cuentala variabilidad fenotipica del sindrome, éste debe ser
evocado ante cualquier nifia con talla baja inexplic&bldiagnostico ante toda nifia

con pubertad retrasada (falta de inicio de desarrollasdmmamas parka edad de 13

afos)esfundamental
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Cuanto antesse diagnostiquela alteracion, antes podrala nifia ser tratada por su
médico especialista. Implicarague podra ser tratada con hormonade crecimiento y

con hormonas sexuales cuandal médicolo crea oportuno.

El sindrome de Klinefelter (47,XXY) lo padecen aproximadamerigetercera parte de
los hombres con una producciéon espermatica baja o ausente. Este puede presentarse
mosaicismo, siendo asintomatico hasta que aparecen problemas de infertilidad, falta de

libido sexual.

o Condicion 47,XYY puede presentar azoospermia u oligospermia severa.

e Varones XX/ Mujeres XY: los varonessi bien presentan cariotipo 46,XX tienen
fenotipo masculino y las mujereXY tienen fenotipo femeninoEl gen SRY
(implicadoenla diferenciacion testicular) esta ausente @sifuncional.

DELECIONES: falta parte de un cromosoma o ABN, de forma terminal o intersticial,
puede ser una cantidad casi imperceptible hasta una proporcion importante del brazo
cromosomico.

En nacidos vivoda delecion mas frecuente y estudiaglsla conocida como Sindrome de Cri

du Chat'Grito de gato", consistenuna pérdidale ADN del brazo corto del cromosoma 5.

Las principales caracteristicas son: microcefalia, raiz nasal plana, paladar hendido, orejas
bajas, pliegues simiescos, y los rasgos comunes a todos los casos véa pesdar forma

dela caraal llanto caracteristico da primera infancia. Los nificse desarrollan lentamente y
permanecen muy retrasades cuanto asu psicomotricidad. Esta delecién cursa con un
retraso mental severba semejanza del llanto del nifilo cehmaullido del gatesdebido a

gueenla delecion esta involucrada una protededa estructura déa laringe.

INVERSIONES: un cromosomae rompe yla parte del cromosoma quse desprendese
invierte ysevuelve a insertar. Las inversiones pueden causar defectos congénitos o no, segun
suestructura exacta. Las consecuendmasu presencia pueden ser diferentes segun involucre

0 noel centrémero.

TRANSLOCACIONES: o rearreglo del segmento de un cromosoma de una ubicacion a otra,
ya sea dentro del mismo cromosomarmtro. Secalcula queenel 5%de las parejas con 2 0

mas pérdidas fetales tempranas uno de los miembrés gireja tiene un&anslocacion
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balanceadaen algunode sus cromosomas. Las personas con este tipo de translocaciones son
asintométicas, pero tienen un alto riesgo de transmitir una anomalia cromosoésuca a
descendencia. Una translocacion frecuesmtenacidos vivoses el Sindrome de Down
“familiar”. En esta variantel cromosoma 21 extr@ un fragmento del mism@e encuentra
“pegado” a otro cromosoma (frecuentemente a uno de los dos cromosomas del parl@4), por

que a pesar de tener un cromosoma extra o triseimianero total de cromosomes46.

MOSAICISMOS : presencia de dos 0 mas patrones cromosoneooss células de un
individuo, que origina dos 0 mas lineas celulares (por ejemplo, algunas con 46 cromosomas y
otras con 47). Existesindromes cromosdémicosjue cursan sin sintomas aparentes cuaado
encuentraren mosaicismo. Esta condicion deriea la falta de diagnéstico hasta (qlee

pareja consulta por infertilidad). Ejemplos de estos caso®lsomsaico desindrome de

Turner (45,X/46,XX) o la condicionde triple X (47,XXX/46,XX), Disgenesia gonadal
(45,X/46,XY y otros) dondel 16% de los casos presentan un fenotipo masculino ndésal.
importante detectarloya que estan asociados a un alto riesgo de tener hijos con anomalias

cromosomicas.

Normatizaciones para los laboratorios de Citogenética
La Sociedad Argentina de Genética Médica (Miembro de International Federation of Human
Genetics Societies) ha establecitlormatizaciones en Citogenética Clinica para los

laboratorios de Argentina,las que se presentan a continuacion:

Normatizacion en los Laboratorios de Genética en la Argentingparte general) 1997.

I. Consideraciones generales
1) Finalidades

2) Requerimientos minimos
3) Variaciones

4) Vigencia de esta norma

5) Autores
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Finalidades. Estas normas se dictan para promover estudios citogenéticos correctos, precisos
y confiables en el marco de las técnicas citogenéticas habitualmente disponibles en nuestro
medio. Se entiende que estan dirigidos a los citogenetistas clinicos y son de adhesion

voluntaria.

Requerimientos minimos.Se trata de criterios minimos considerados aceptables.

Variaciones. Se reconocen variantes aceptables. En estos casos la exactitud y seriedad de
estas variantes deben estar debidamente documentadas mediante validaciones internas y por la

literatura pertinente

Vigencia de estas normasEstas normas sufriran actualizaciones a intervalos de 1 afio para
mantener su vigencia en un campo de desarrollo acelerado como lo es la genéticdalinica
Comision de Citogenética Clinica compuesta por:

Dr. Isaac Aranda; Dra. Irene Larripa; Dra Graciela Del Rey; Dr. Roberto Coco; @rta M

Gallego; Dr. Tetsuji Matayoshi

Realiz6 la redaccion de estas normas a pedido de Ministerio de Salud Publica canalizad

a través de la Sociedad Argentina de Génetica Médica de AMA.

I. Condiciones generales:

Recursos fisicos.

Equipamiento temperatura dependiente.
Gabinete de cultivo celular.

Reactivos.

Libro de protocolo.

Terminologia.

Nomenclatura.

Subcontratacion.

Control y garantia de calidad.

Informe final.
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Recursos FisicosSuperficie y equipamiento: cada laboratorio debe contar con espacio y

equipamiento que aseguren un nivel aceptable de performance.

Equipamiento Temperatura Dependiente.Heladeras, freezers e incubadoras deben ser

mantenidas a la temperatura 6ptima requerida para cada caso.
Dichas temperaturas deben ser monitoreadas a intervalos a determinar por el responsable del
Laboratorio.

En incubadoras de atmoésfera modificada se debe controlar:
o temperatura
e gases, semanalmente

« humedad, segun criterio del responsable

Deben establecerse dentro del protocolo los procedimientos a seguir en caso de detectarse

alguna anomalia

Gabinete de Cultivo Celular.Los gabinetes de biosegurid@lASE [IA o CLASE IIBon

las recomendadas para la manipulacién de células, tejidos o fluidos. Flujo laminar de tipo

horizontal es adecuado s6lo para la preparacion de reactivos.

- Células analizadas: son aquellas donde se evalué individualmente cada cromosoma

bandeado sea al microscopio, imagen digitalizada, o fotografia.

- Células cariotipadas: son aquellas donde se han recortado y apareado cada homologo a partir

de una fotografia o imagen impresa.

- Células contadas: son aquellas donde se ha constatado el nimero modal

- Colonia: es un foco de células que se cosecha y se Sita

- Clon: se considera como tal cuando existen como minimo dos células con idéntica anomalia

(hiperdiploide o con alteracion estructural), o tres células (en caso que sea hipodiploide).

- Registro: debe consignarse todos los datos necesarios para ubicar a las células analizadas.
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- Bandeo: deben estar capacitados para realizar técnica de bandeo G, R, Q, C, y NOR.

- Grado de resolucion: nivel de 400 bandas sera el minimo requerido y de 550 bandas en caso

de malformaciones, retardo mental, o abortos iterativos.
- Nimero de células a analizar: debe ser entre 15 y 20 como minimo. Sin embargo se debera
adecuar para cada caso segun criterio del responsable. La cantidad de células poeoder se

al criterio general establecido en caso de anomalia de tipo familiar o de escasez de material.

Nomenclatura. Se recomienda adoptar la nomenclatura estableciti&Cih 1995.

Subcontratacién.Cualquier laboratorio podra subcontratar otro/s en el caso de:

- exceso de caudal de trabas o

- necesidad de técnicas no disponibles en el laboratorio solicitante

En todos estos casos se recomienda aclarar en el informe final la identidad y responsabilidad

del laboratorio subcontratado.

Control y garantia de calidad.Todos los laboratorios deben disefiar un programa de control

y garantia de calidad de: reactivos, equipamiento, metodologias y el personal.

- Control sobre reactivos para cultivo de células, se debe ejercer basicamente sobre dos
aspectos:
* contaminacion

* eficiencia

- Lotes nuevos entraran al circuito recién después de haber sido pre-testeados.

- Control del equipamiento: el responsable de cada laboratorio debe trazar y documentar un
plan de control adecuado.
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- Control de performance: se puede basar en dos indicadores mayores que son:
* duracion del estudio
* tasa de fracasos

Sin embargo, es recomendable participar en por lo menos un programa de evaluacion externa.

Informe citogenético.Debe contener como minimo los siguientes datos:

Del paciente:
- Nombre y apellido
- Fecha de nacimiento

De la muestra:
- Fecha de recepcion
- Codigo de identificacion dado al ingresar

- Tipo de muestra

Del médico:
- Nombre y apellido

- Motivo del pedido o diagndstico presuntivo

Del estudio:

- Numero de células estudiadas (contadas, analizadas, cariotipadas)
- Técnicas aplicadas

- Cariotipo seguhSCN 1995

- Interpretacion del resultado

- Firmay sello del responsable

- Fecha

Datos que pueden ser incluidos:

- Nivel de resoluciéon de bandas

- Fotocopia del cariotipo

- Referencia bibliografica

- Iniciales de técnicos que intervinieron

- Polimorfismos
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De tratarse de un estudio prenatal:

- método de cultivo

- riesgo sobre futuros embarazos

- ofrecer estudios prenatales para futuros embarazos
- recomendar asesoramiento

- no garantiza un feto normal

- no garantiza deteccion de microdelecciones

En el estudio de X fragil:
-tipo de medio o método usado.

Cancer:
- informar todas las anomalias observadas o sélo aquellas con significado clonal
- prondstico

- recomendar seguimiento

PRECAUCIONES

Incubadora
Se recomienda disponer de por lo menos dos incubadoras totalmente independientes, ubicadas

lejos de zonas de tréfico.

Area de cultivo

Se recomienda usar vestimenta adecuada para el trabajo de

- guardapolvo enterizo de frente, manga larga abrochada

- gorra

- barbijo

- guantes

- proteccién de calzados

- proteccion de ojos

Dispositivos destinados a los desechos deben estar ubicados lo mas lejos posible del operador.
Lavado de mano: se debe efectuar lavado de mano higiénico:

- después de manipular muestras

- al concluir un procedimiento
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- al quitarse guantes

- al salir del laboratorio

Decontaminacion de superficies: Se recomienda realizar limpieza de superficies de area
(incluido el gabinete) diariamente con lavandina al 10% o etanol 70%, manteniendo fuente de

radiacion UV germicida encendida mientras no se encuentre operando.

Droguero
- Todo el material debe ser fechado al llegar.

- Se recomienda almacenar la minima cantidad indispensable dentro del laboratorio.
- Sustancias corrosivas deben almacenarse en los estantes inferiores o gabinetes especiales.

- Los inflamables deben permanecer en envases adecuados en gabinetes especiales.
MUESTRA
Datos que deben acompafar la muestra

Ingreso de la muestra

Envios

0N PE

Conservacion

Datos que deben acompafiar la muestra

De la muestra:
Fecha y hora de obtencion. Tipo de tejido: sangre periférica, liqguido amnidtico, vellosidades

coriales, médula 6sea, tejido sélido, otros.

Del paciente:

Apellido y nombre

Edad

Sexo

Domicilio y teléfono

Diagnéstico presuntivo y resumen de la historia clinica (conseguir antecedentes de la

transfusion, rayos, medicacion, infecciones)
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Del médico a cargo:
Nombre y apellido

Institucion y teléfono

Ingreso de la muestra al laboratorio
Deben registrarse fecha y hora de ingreso de la muestra al laboratorio junto con todos los
datos que la acompafan. Se le dard inmediatamente un codigo de identificacion del

laboratorio.

Envio
Se podra enviar la muestra el mismo elemento con que se efectud la obtencién, debidamente
protegida y acondicionada. Se debe tratar de garantizarla llegada al laboratorio de destino

dentro de las 24 hs., manteniendo la temperatura debajo de los 20 grados C. Nunca congelar.

Conservacion

Conservar:

- una semana si es sangre

- 24 hs. si es médula

- 72 hs. si es liquido amniético o vellosidades coriales

- 48 hs. si es tejido sélido

Estos lapsos deben ser considerados como extremos, so6lo aplicables excepcionalmente.

Disponible en;_http://www.drwebsa.com.ar/sagm/normat.htm
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ACTIVIDADES DE COMPRENSION

Para construir comprension sobre los contenidos desarrollados en este capitulo se presentan
actividades que permiten:

Analizar metafases de linfocitos humanos con bandasy&roscopio 6ptico (100x)

Reconocer diferentes variaciones cromosémicas y eseritariotipo

Resolver casos clinicos que requieren estudios genéticos

Elaborar producciones escritas

1. Observacion al microscopio
a) Recorreen40X cada extendido cromosoémico

b) Analiza y dibujaen 100X al menos dos metafases)el espacio que sigue:
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A continuacion se presentan diferentes casos, luego de analizarlos escribe los contenid

centrales en los que basarias el asesoramiento genético a la persona o sus familiares:

CASO 1.

Mujer de 35 afios con embarazo de 12 semanas.

Datos de la ecografia en 12+5: CRL: 65,33;iiM: 2,3 mm; ausencia de hueso nasal.

El laboratorio informa sobre la base del triple test (Alfa feto proteina, Gonadotrofina
coridnica y estradiol) que el riesgo S. de Down es 1/7.859 y el riesgo para S. de Edwards e
menor de 1 entre 10.000.

La paciente manifiesta preocupacion por la observacion en la ecografia de la ausencia del
hueso nasal y su relacion con el S. de Down. ¢Es posible incluir la presencia o no de hueso
nasal en la valoracion de realizar o no la amniocentesis cuando los resultados del laboratorio

indican esos valores de riesgo?

CASO 2.
Mujer de 40 afios con abortos a repeticion. Se realiza el cariotipo y el resultado es 46,XX,

9phgh. ¢ Es posible atribuir el diagndstico al resultado obtenido?

CASO 3.
Madre (35 afios) de una nifia de 3 afios con una delecion 22g11.2. La mujer consulta para

interiorizarse sobre las probabilidades de tener otro hijo con alguna alteracion cromosémica.

CASO 4.
Nifio de 4 afios con estudio citogenético con el siguiente resultado: 46, XY, fra({gj27.3

¢ Es posible indicar que el paciente presenta Sindrome del X fragil?

CASO 5.
Nifilo de 4 afios con estudio citogenético con el siguiente resultado: 46, XY, fraQ{#R7.3

¢ Es posible indicar que el paciente presenta Sindrome del X fragil?
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CASO 6.

Pareja con pérdidas recurrentes. Mujer de 25 afios y Varon de 26 afios. Los resultados de los
cariotipos con bandas G son: 46, XX y 46, XY, 15 ps+. ¢El cariotipo del varon debe
confirmarse con otra técnica de bandas? ¢Es posible atribuir el diagndstico al resultado
obtenido?

CASO 7.

Mujer embarazada de 32 afios con un segundo embarazo. La ecografia del primer trimestre
detect6 que el feto tiene un higroma quistico, teratoma de 2.7 mm. En el primer embarazo no

hubo complicaciones. La mujer pide las siguientes explicaciones ¢Qué le estd pasando? ¢Es

preocupante? ¢ Podré llevar a término el embarazo?

CASO 8.
Varon de 32 afios con cariotipo 45,XY,-14,-21,+t(14;21)(q10;g10). El varon consulta por las

consecuencias de ese cariotipo en la descendencia.

CASO 9.
Recién nacida con cariotipo 45,X[45]/46,XX[5]. Los padres consultan por el origen de este

cariotipo, caracteristicas y el riesgo de recurrencia.

CASO 10.
Recién nacido con cariotipo 47,XYY[10]/46,XY[20]. Los padres consultan por el origen de

este cariotipo, caracteristicas y el riesgo de recurrencia.

CASO 11

- Lasfiguras 1) a y bmuestran ejemplos de prueba de aneuploidia donde se han combinado
nacleos en interfase procedentes de células de fluido amniético con sondas de DNA para

los cromosomas 13 (color verde) y 21 (color amarillo) en distintos pacientes:

La figura 1) a representa nucleos del paciente 1, donde se sefiala, con sus respectivos

colores, la presencia de los cromosomas 13 y 21.
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Fig. 1 (a). Nucleos en interfase de una muestra de liquido amniético

a) De acuerdo a las sefiales observadas, ¢qué aneuploidia cromosdmica presenta este
paciente en particular?

La figura 1) b muestra varios nucleos, en este caso, del paciente 2, donde nuevamente
observamos células de fluido amnidtico con sondas de DNA para los cromosomas 13
(verde) y 21 (amarillo).

Fig. 1 (b). Ndcleos en interfase de una muestra de liquido amniético

125

——
| —



a) Analizando las sefiales que presentan cada uno de los nucleos ¢ Que patologia presenta

este paciente?
En un laboratorio de Citogenética humana se analizaron 20 metafases de sangre
proveniente de un nifio de dos afios de edad derivado por un médico neurélogo, cuyo

resultado fue 47,XY+m

a) Elabora el informe segun las Normatizaciones en Citogenética Clinica. Sociedad

Argentina de Genética Médica.

b) Elabora un breve escrito con un breve asesoramiento que le darias a los padres del nifio.
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9 CITOGENETICA Y CANCER

Variaciones cromosOmicas y neoplasias

Actualmentese asume queel cancer tienesu origen en alteracionesen una célula que
conducen da modificacion desu potencial de crecimiento, &l respuesta a los mecanismos
de control y desu funcion. Estas alteraciones pueden implicar mutaciemesno o mas
genes, variaciones cromosOmicas o defeaosla transcripcibn que conducen la
desdiferenciacion y modificacion de un proceso celular crititociclo celular. Como
consecuencia, ocurren cambi@n las propiedades de crecimiento d célula. La
proliferacion de esta célula transformada genererecimiento maligno, sugiriend® origen

monocloral del cancer.

El estudio dea relacion genéticecancer puede ser abordado desde distintos aspectos: (1)
carcinogénesis. (2) condiciones predisponentes. (3) enfermedades de herencia meadeliana ¢
elevada incidencia de neoplasias. (4) neoplasias hereditarias (5). oncogenes (6) variaciones

cromosoémicas y neoplasias.

El andlisis cromosémico ha proporcionado un conocimiento basico de los cambios genéticos
responsables de los procesos que suceden diaaraasformacion maligna de las célul8s.

han descripto un nimero de variaciones cromosomicas frecuentemente asociadas con subtipos
tumorales particulares. Ademas, estas variaciones cromosomicas han contribuido a establecer
en muchos casosl prondstico dda enfermedady, en algunos, incluso indicar tratamientos
especificos. Por todo ello, muchas decisiones terapéuticas estan lmmsastas hallazgos

genéticos.

El analisis citogenético de las células tumorales ha reveétagmesencia de variaciones
cromosémicaen masde 30.000 neoplasias humanas: las variaciones citogenéticas son un
atributo caracteristico de las células neoplasicagresenciade determinadas variaciones
cromosomicas aporta informacion con valor diagnéstico y prondésitoneoplasias
hematoldgicas tanto conmem tumores soélidosEl conocimiento déa variacion cromosémica
asociada con un diagndstico permite hacer un seguimienéoedelucion dda enfermedad,
valorar la respuestal tratamiento y detectar y cuantificker enfermedad minima residual
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(EMR). En los protocolos clinicos, especialmewte neoplasias hematologicas y sarcomas,
las decisiones terapéuticas estan basadas, entre otros paré@nefrasalisis citogenéticde

las células neoplasicas

El estudio cromosémicen neoplasias human&s pasado por tres etapas primera, antes

de las técnicasle bandeo, cuando soélse habia reconocido un rearreglo cromosomico
consistenteen la leucemia mieloide cronicaEn 90% de pacientes adultos con este
padecimientose puede detectar citogenéticamente un cromosoma Filadelfia (Phgsque
producto de una translocacion balanceada entre los brazos largos del cromosoma 22 y los
brazos largos del cromosoma 9. Sin embargo, todos los pacientes pretengi@meglo
molecular. La segunda etapae inicia con el desarrollode las técnicas de bandeo que
permitieron detectar anomalias cromosOmicas clonales consisantagnayor namero de
neoplasias. Yen la tercera, gracias a las técnicas de alta resolummoombinacion con
métodos de biologia molecular e hibridaciénsitu ha sido poslb reconocer uno o mas
defectos cromosoémicos recurren@sla mayoria de los procesos malignos. Los rearreglos
cromosémicos observados son principalmeggecuatro tipos: translocaciones reciprocas,
monosomias totales o parciales, trisomias totales o parciales e inversiones. Las dos primeras
son las mas comunes: las translocacioeeseucemias y linfomas no Hodgkin y las
delecionegentumores solidos.

Debido a estas observacionekanalisis cromosomico debe realizarse rutinariamentas
neoplasias, ya qua hallazgo de marcadores citogenétiessle gran valoenel diagnostico,

pronadstico, eleccién de tratamiento y evolucién de estos padecimientos.
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A continuacién se muestran Tablas con las alteraciones cromosdmicas mas frecuentes

asociadscon leucemias, linfomas y tumores sélidos (Tomado de Cal&ah2001)

Tabla Z Alteraciones cromosémicas recurrentes en leucemias ¥ genes Implicados®

Alteracion citogenética

Genes Implicados

Mieloldes:

LMC
LMC crisls blastica

LANL-M2
LANL-M3
LANL-M4Eo

LANL-M5
LANL

LAMNL=secundaria
LMMC
SMD

Linfoldes:
LAL preB

LAL B{Slg+)

LAL B o B-mieloide

LALT

LLC-B

LLC-T

MM

E9:22(g34:g1 1)
t9:22(g34:q1 1,

+8.+19 +PhAC17g)

L2 10(g22.q22)
bf15:173g22;q11-12)

Inw 1683 pl3g22) & t{16;16)
b9;1 1p22:023)

b9 p23:g34)
L3:33(q21:926)

G Inv(33(g2 1g26)

+8.-7.5 del(5q),del{206).12p

-7.del{7q).-5.del{5q)
t{119%%)

b5 123 ga3pla)
-T.del{7q).-5.del{5qg),
+8 del{ 11g).del{20q),
del(11q).del{12p)

b1 19(g23;p13)
b 143(g31:932)
t(1 221 pl3;g22y
L8140 g24:932)
2B plg24)
L8223 g24:911)
L2273 g34:91 1)
tf4:113(g21:923)
b1 14(pa2gl L)y
L1 Tipadgdd)y
LS 14 (g24:91 1)
LTEN(qas.q34d)
Lo 0gad4.034.3)
LT 1N(g35:924)
EEL 0143 c24;q1 1%
b1 114 pl3:glly
LT 1 13(g35:pl3)
b1 114 pla:glly
del(3p).tEE)

b1 4:183c32;g921)
b1 1143 c 13,9320
EE14:19%c32;ql3)
b2 140 p 13:932)
+12 del (130}
del{113{g2lg23)
LS 143(g24:91 1)
b1 4: 143 c11g3®y
I 143q11g32)
b1 1143 c13;032)
tfd: 14 (ple; ga2y
t{14:18%q32;923)
b6 143 p25:g32)
tf1;143(g21:g32)
1g. 13q.del(6q)
del{7q)

ABL-BCR
ABL-BCR

ETO-AMLI
PMLRARA
MYHII-CEFE
AFTOMLL
DER-CAN
EVIf

MIL
PDGFRB-TEL{ETVE)

PEXI-E24

{L3GH

TEL-AMLI

MYCGH

[GE-MYC

MYCIGL

ABL-BCR

AFL-MLEL
TALFASCL-TCRA
LOK-TCRE
MYCTCRA
TCRE-TALZ
TCRE-TAN{
TCRE-HOX! f

HOX T I-TCRA
RETNZ/TTG2TCRAMD
TCRE-RETNZ/TIGE
RETN I/ TTGITCRAMD

[GHECLZ
BCLIAGH
[GHECL?
BCLIIAIGH

MYCTCRA
TCRA-TCLI
TCRA-TCLI
BCLI(CyelinD 1 IGH
FGFR/MMSETZIGH
IGH-CMAF
MUMI(IRFS HGH
MUM2/21GH

TNF

GPITO

* La lista compieta de alteraciones cmmosfmicas ¥ genes implicados en feucemias puede ser consuilana en:

(hitp:) 'www nebinlmgov/CCAP).
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Tabla 3 Tranzlocaclones cromosdmicas recurrentes en Linfomas no Hodgkin ¥ genes iImplicadozs®,

Alteracion cltogenética

Genes implicados

LNHE:
Burkitt

Folweular

DCG

Manto

Marginal:

¢ Linfoplasmaocitoide
* Malt

¢ Linfocitico {(small)
* Esplénico velloso

* Dtros

LNH T:
Anaplisico Kl +

(ToE)

wvarlahle

LS 143{g24.032)
L2883 pll.g2d)
t{2:2230g24:91 1)

t(14:183(q32:921)
b2 18312121 )
tr18:22)(g2 Ligl 1)
tr1:223(q22:q1 1)

L3.220g27.032)

L3 140g27.032)
22 pl2.g27)
t{14:157q22:q1 1-q13)
b0 140 q24:q32)
t{14:18%Wq32:q21)

LS 143{g24.032)

b6 143 p21:g32)

b1 143(g21:03%)

t{11:143(q13:q32)

LS 140 pl3.032)
t{11:18%q21:921)
t{1: 140 p22:g32)
t{14:19%q22:q13)
L(T.149(g21:932)
L2 ipl2.g21)
t{11:14%q23:93Z2)
t{11:14%q23:q3Z)
t{12:14%{q24:q3Z2)
t{12:22%{q24:q3Z)

L2503 p23.9357

t{10g24)

b7 143(g35:q1 17
b7 140 pl5gl Ly
LT Tplaglly
tF11: 14 plaglly
Inw 147 l1g32y
bf14:14%(ql 1:q 32y

MYCIGH
[GKR-MYC
MYECIGL

[GHECLE
[GK-BCLE
BCOLAIGL
FOGRIEB-IGL

BCLAIGL
ECLAIGH
TGR-BCLE
IGH-ECLE

MNFEB2 LY TIOHGH
[GH-EBCLE

MY CIGH
CyelinD3-GH
MUCI-IGH

BCLI(CyelinD ] FIGH

PAX5IGH
APLMLT
ECLIOIGH
[GHECLS
CORR-IGH
[GE-COKS
PAFAHZIGH
RCK-IGH
BCLTA-IGH
CyelinD2AGL

ALKCNPM

NFKBZ(L¥YTI0)
TRCB-TRCA/D
TCRG-TCRA/D
TCRG
RBTNZ-TRCD
TCRATCLI
TCRAIGH

* La lista completa de alberaciones cromostmicas ¥y genes implicados linfomas puede ser consultada en:

(hitp:) Mvww nehinlmgow/CCAP).
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Tabla 4. Algunas de las alteraclones cromosémicas recurrentes deseritas en tumores séhdos.*

Alteraciones cromosémicas v genes implicados

+ Benlgmos
adenoma de colon
lipoma
neuroepitelloma
neurinoma
adenoma de ovario
fibroma de owvario
lelomioma de titero

glandulas salivares
adenoma renal

+* Mallgnos
liposarcoma {mix)
sarcoma sinovial
sarcoma de Ewing

rabdomiosarcoma
condrosarcoma
fibrosarcoma
sarcoma (clear cell )
vellga

préstata

pulm én{SCLCY

colon
rifon

atero
ovario

tircides
oliomas

melanoma

mesotelloma
retinoblastoma
neuroblastoma
testicular
Wilms

mama

+7, +8,+12 del{12q)

b3 1227 gl 4 LPPHMGIC) EL L2 0020120, t(5:12) del{12g).del (1 3q)
t{11:22%g24;912)

S22

+12

+12

ri 13,002, 12).del{Tg) (g2 1g3 1)t 12;14).+ 12.t(12q 13), 1p36,10g22-13,
S22 LA nw K p22g13)

Ll AR (P2 Lgl2 ¥ CTANED- PLAGT ) H{E8) (& 13) del{8g).
B9 12, v 12 (p13g13)

'Y-. + ?, + 1?

t{12:16%q13:pl LArDEITAFLS)

L1 p 1Ll genes S¥TSSX /2

t{11:22% g2 4:ql DFLE EWS) 21220 q22:q12)

(ERG- EWSE(L; 16 qllgl L), «&

EE2:13(g35q1 4 (PAXSFERE).L(L ;130 pa6.g 1 4) (PAX TFRHED

A9 22%(q2 2 ql 2 (CSMFLEWES)

Y

t{12:22%q 13,9l ) (ATFIEWE)
+T.delf10p) W 5p) Il 1p).delfl 1p)1{ 11g).13q 14, LOH, 3p.12g.mutac. p53
del{ 1039247, +7.-Y.gananclas 30, 70.8q.Xq

del W pl4p23WFHIT)+ 7.del{5q), 1 3q(REYLOH

(3p).5q.6.9p.0plEY, 179, 1 Tp(ps Y MY CRAS

del{17p).-18,dmin LOHLBq(gen OO0 mutac gen APC,
p53,120.17q.+12.del{1p)

del(3ptEEN 38 105 p).del{Ea) X 1 pl 192 1)

(TFEI1-PRCOCY-3,+ 748+ 10.- ¥, v TW(p15g34)

#1000 1g), del(6)(g21),1g21

delf6q).del3p)t1: 1 T dmin, hargendRKTE KRAS,

BRCALILOVC +12,+7 48

v 103(g 1 1g2 LY (RET).L(7;100(q35:921)

+8. fusiones teloméricas.-7.-10-22 X Y. del(22yql 13.del {9y, amplii.12q.
Inactivacién de pi3 pl6 RE PTEN. Sobreexpresidn de CORY EGFR VEGF
EELoEY, 1190, (B0, + 7 el 9p)(13).del(8g),1g 11,

del{ 13(pllp22)

tdupdelinv (3{p2 1p23)

IEE.del{13) (g 147, 19.LOH 13

del{ 1 p32p360t 1 1 N EE6.ql 4).dminam pli AWYC gananclas 1q21-925
IC12pA 10, amplif RRAS

delf 11 p 13 delf1 11531010, 1 183 (g 1010y, LOH 11p

1T gy L 16) delll gy delZphipl 2pl 4).del{Bq), + 7.+ 18+ 20 deltlp,
L) tvg). tll gy dupfl lg).dmin.hsr

(8py.mutaciones p53, BRCA L amplificacién de

HER 2/ new, am plificacifn 200q.

* La lista eompleta de alteraciones cmomosbmicas ¥ genes implicados en tumores sAlidos puede ser consultada en:
(http: fwww nehinlmgow/CCAP) ¥ Chitp:fwwwhelsinki. A/ -1g]_www/CMG.html).
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cromosomicos. Estos datos se muestran en la siguiente tabla:

Asimismo, se ha descripto el incremento en el riesgo de padecer cancer en algunos sindromes

Sindromes cromosdmicos con riesgo incrementado de padecer canc

SINDROME

ALTERACIONES
CROMOSOMICAS

INCREMENTO RIESGO TUMOR

TUMOR. CEREBRAL
CELULAS GERMIMALES
LEUCEMIA EXTRAGOMNADAL

MIXTA

DISGEMESIA GONADAL

PATAL TRISOMIA 13
MEUROBLASTOMA
TUMOR DE WILMS
TUMORES CUTANEDS
DOWHN TRISOMIA 21 L EUCEMIA
HEPATOBLASTOMA
EDWARDS TRISOMIA 18 MEURCBLASTOMA
TUMOR DE WILMS
TURNER 45,% CAMCER DE COLON
DISGENESIA GONADAL 45,3/ 46, 30F GONADOBLASTOMA
SEMINCMA

SWYER

MUJERES 46, XY

TUMOR. DE OVARIO

KLINEFELTER

47 KXY

TUMOR CELULAS GERMIMALES
EXTRA GOMADAL

47 KXY

TUMOR. NEUROEPITELIAL
LEULCEMIA
MICOSIS FUNGOIDE
MEUROBLASTOMA
LINFOMA MO HODGKIMN

X FRAGIL

46, XX, FRAXA+

CANCER DE COLON
GLIOBLASTOMA
HEPATOBLASTOMA

_ LEUCEMIA
CAMCER DE PAMCREAS
SEMINOMA
TUMOR VEIIGA

I:I El riesge de padecer ese tipe de cdncer ne esta confirmado
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Las técnicas citogenéticas como rutina diagnéstica

» Citogenética convencional (cariotipo con bandas)

El andlisis citogenético convencional consistes| estudio de las alteraciones cromosomicas
enlas metafases de las células neoplasicas obtenidad ¢xdsvo "in vitro", a corto plazo y

sin mitdgenos de células de médula 6sea, sangre periférica, ganglios, biopdth®sticlio

de la morfologiade los cromosomas, tefiidos fundamentalmente con bandas G (Tripsina-
Giemsa), permite detectan un Unico experimento, tanto las alteraciones numéricas
(monosomias, trisomias, etc.), como las estructurales (translocaciones, inversiones,

deleciones, etc.) presentstodoel genoma.

i€ 00 3¢ 3¢
A BE B ER By sk 2
A B4 AA A§ 8% 84

X KX &% By ‘ 4

A a2 X Y

Cariotipo en el que se observa la t (9;22)(q34;911).
IMAGEN TOMADA de Hernandeet al. 2011

» Citogenética molecular(hibridacion "in situ" con fluorescencia)

Las técnicasle FISH vienen utilizandose desde los afiossBBjen nosehan incorporaden

todos los laboratorios de genética como rutimealta sensibilidad y especificidad del FISH y

la rapidez de los ensayoarhhecho de esta técnica una importante estrategia diagnostica. Por
otra parte, otras técnicas derivadas del FISH han progresado hasta tal punto gse hoy
posible, como veremos mas adelante, utilizar simultdneamente 24 sondas de pintado
cromosomico, consiguiendo identificar cada cromosomaspocolor. Entre las técnicas
derivadas del FISH convencional, cabe destdadnipridacion gendomica comparada (CGH),

de enorme utilidacen tumores sdlidos el cariotipo multicolor (SKY-FISH y M-FISH).
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Todas ellas, constituyen una nueva disciplindéa ajue se ha denominado "citogenética
molecular”, que complementan, pero nunca exclwleanalisis citogenético convencional

(cariotipo de bandas G).

FISH en célulasde linfoma de manto t (11;14)
IMAGEN TOMADA de http://www.monografias.com/trabajos62/estudio-cariotipo/estudio-

cariotipo2.shtml

* FISH convencional

Los dos componentes principalesldaécnicade FISH convencional sola sonda deADN
marcada con fluorescencia l§ secuencia dian&n la muestra tumoral parka cual es
especifica.Es muy importante destacar que es una técnicade busqueda de nuevas
alteraciones cromosémicas, sino que detecta Unicamentdoaguese buscanEl resto del

genoma permanece oculto.

Sepueden utilizar sondas @&N de distintos tipos: centroméricas (marcan Unicamente las
zonas centromericas), de pintado cromosdmico (marcan todo un cromosoma) o de secuencias
especificas de locus (marcan regiones cromosomicas de secuencia Unica).

Esta técnica complementa perfectamenta aitogenética convencionan todas aquellas
situacionesen las queno ha sido posible realizar un cariotipal: disponer de metafases de

poca calidad, o no habobtenido metafases, o bienlos caso®n los que las alteraciones
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cromosomicas asociadas a un diagndstico son cripticas no visibéésariotipo, comoel
caso ddat(12;21)enleucemia aguda linfoblastica infantil.

Identificacién mediante FI SH en metafase e interfaselela t(9;22)(q34;q11). Las sefalede
fluorescencia resultande hibridar el gen ABL (en rojo) yel gen BCR (en verde)La fusion
BCR/ABL aparece sobreel cromosoma 22 (en amarillo).

IMAGEN TOMADA de Ramoset al 2001
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* CGH (hibridacion genémica comparada)

Como ya se ha mencionado, uno de los mayores problemas a losseenfrentala
citogenética convencionags la ausenciade metafases u gran ventaja residen ser una
técnica que permite analizar todbgenomala técnica de FISH convencional ha resuelto
primer problemaya que permite analizar nucle@n interfase, percen cambio su gran
limitacion es que noes una técnicale screening, comel cariotipo,ya que solo detecta las
alteraciones quee buscan. A princip de los 90, y con especial aplicacién tumores
sélidos,en donde obtener metafases de calidaca menudo complicadae describié una
nueva técnicale citogenética moleculata hibridacién genémica comparada (CGH). Esta
técnica emplea ADN del tumor y, ademas, no analiza metafases, oblaamelcesidad de

célulasencrecimiento.

Esta técnica derivada del FISidbasaenla hibridacion competitiva de dos ADNs, (tumoral y
control normal) marcados con distintos fluorocromos, sobre cromosomas normales. En
resumense marcael ADN del tumor con un fluorocromo verde y un ADN normal (control)
con un fluorocromo rojo. Ambo&DNs se mezclanen cantidades equimolaressg realiza
una hibridaciénn situ sobre cromosomas metafasicos normales. ArABd&s compiten por
hibridar en los mismos lugares cromosomicoBn condiciones normales (tumor sin
alteraciones genéticas), cor@ocantidad de ADN marcaden rojo y verdeesla misma,el
resultado final son cromosomas amarillos (mezcla 1:1 de rojo y vetdegondiciones
patologicassi el tumor contiene alguna ganancia cromosonmaaantidad de ADN tumoral
disponible para hibridaes mayor, yla hibridacion de esa zona resultaa una mayor
proporcion de fluorocromo del tumor (verdA). contrario,si el tumor contiene una delecion
(pérdida),la regién delecionada del tumor aparecen&ojo, ya que habra mas cantidale
ADN normal (rojo) para hibrideen esa region cromosomicea CGH permite, por tantda
deteccidrde ganancias y pérdidas de regiones cromosoreicasloel genoma del tumor por

la comparacion de las intensidades de las sefiales de hibridacion.

La CGH ha contribuido significativamental conocimiento actuade las alteraciones

genomicasen las neoplasias humanas. Adend&definir patrones de ganancias y pérdidas
especificas de tumor, proporciona informacion plaradentificacion de nuevos genes
implicados en el cancer. Actualmente esta técnisa utiliza sobre todo para detectar
alteraciones cromosomicas tumores solidos, dond@ obtencion de metafases presenta

muchas dificultades técnicakn solo 8 afios desdgu aparicion,se han publicado mas de
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3.900 trabajos de CGehtumores, de los que sélo 1/10 corresponden a leucemias y linfomas.
En neoplasias hematologicads, CGH esté casi restringida a sindromes linfoproliferativos
cronicos,ya que en éstos,el indice mitético de las células tumoraksgeneralmente muy

bajo.

CGH en carcinoma hepatocelular

IMAGEN TOMADA de http://www.aist.go.jp/aist_e/aist today/2003 07/hot_line/hot_line_20.html

Todas las alteraciones cromosdmicas, ganancias y pérdidas, desaripfaser por CGH
pueden ser consultadan la base de datos actualizada kde Universidadde Helsinki
(http://www.helsinki.fi/~Igl_www/CMG.html).

* Cariotipo multicolor (SKY-FISH y M-FISH)

El cariotipo espectral (SKY-FISH) gl multi-FISH (M-FISH) son técnicas de citogenética
molecular desarrolladas recientementenyeste momento sokee utilizan enel campo dda
investigacion Su fundamento técnicessencillo.En resumen: consisien marcarel ADN de
cada cromosoma con uno o varios fluorocromos, de maneral @spectro de emision de
cada cromosoma sea unico y diferencialdéos demas. Esta técnica, por tanto, pinta a cada
cromosoma de un color. Ceh"cocktail' de 24 sondas de pintado cromosémico obtenido tras
el marcaje,se hibrida sobre los cromosoma® las metafases del tumog] cromosoma
andmalo aparecera no uniforme, sino lmEncolores de los cromosomas que interviestea
translocacion. Por tantes una formade realizar un cariotipo, pero tefiido no con bandas G

sino con colores, de forma gsepuedan clasificar las alteraciones de forma univoca.
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El cariotipo multicolorse ha mostrado muy utién neoplasias hematolégicas, dondeeaso
dificil obtener metafases tumoral&ehan podido caracterizar correctamente translocaciones
complejas, y también detectar alteraciones cromosomicas cripgoascariotipos
aparentemente normales. Esto ha permitido identificar un gran ndeevevas alteraciones
cromosomicasjo que ha facilitado la basqueda de nuevos genes implicadfis.uso en
tumores solidogsmas limitado pota necesidad de obtener metafases de calidad, aunque de
todo lo expuestoes la Unica técnica que permitira averiguar origen de las multiples
alteraciones cromosomicas que habitualmente apaesdes cariotipos de tumores solidos.

No obstante, las aplicaciones de esta técnica son crecien@son cerca de 700 casos las
neoplasias humanas analizadas por SKY-Fi&Has cuales 410 son leucemias y linfomas y
146 tumores soélidos.La direccion: http://www.spectral-imaging.com, proporciona
informacion técnica, un sumario de aplicaciones y una lista actualizada de publicaciones
relevantes sobrel cariotipo espectral. Las mejoras técnicas del cariotipo multicolor avanzan
con gran rapidez ya seesta optimizandel M-FISH con bandas multicolor.

Cariotipo multicolor
IMAGEN TOMADA de http://www.plusformacion.com/Recursos/r/Tecnicas-estudio-del-cariotipo-0

Consultada 18/07/11
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49,XX,der(6)t(6;8)(q12;912),i(6)(p10),der(8)del(8)(q12),i(8)(q10),t(9,22)(q34;q11),der(1 B 7)
(g12;p13),der(18)t(6;18)(g12;p11),+19,+20 Bandeo G y multiple FISH.

IMAGEN TOMADA de Castillo Taucher, S., Fuentes, S., Pautog; A. Pardo. 2002. Multiple FISH y mdltiple
BAND: técnicagde citogenética moleculan cinco casos. Revista Médida Chile 13(5).
En: http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-9887200200050000

Consultada 07/07/11
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ACTIVIDADES DE COMPRENSION

Para construir comprension sobre los contenidos desarrollados en este capitulo se presentan
actividades que permiten:

- Analizar, reconocer variaciones e indicar el cariotipo de diferentes metafases tumorales

1. Metafase y cariotipo de céluladle meningioma
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IMAGEN TOMADA de Isaza, C., Escobail., Montoya, A. y J. Sanchez.2006. Estudio de

alteraciones cromosomicas sy relacion conel crecimientoin vitro en célulasde meningiomas.
Colombia Médica 37(1):61-66.

Cariotipo:

141

——
| —



2. Metafase y cariotipo de célula de meningioma
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IMAGEN TOMADA de Isaza, C., Escobai., Montoya, A. y J. Sanchez.2006. Estudio de
alteraciones cromosOmicas su relacion conel crecimientoin vitro en células de meningiomas
Colombia Médica 37(1):61-66.

Cariotipo:
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3. Metafase y cariotipo de célula de meningioma
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IMAGEN TOMADA de Isaza, C., Escobarm., Montoya, A. y J. Sanchez.2006. Estudio de
alteraciones cromosomicas sy relacion conel crecimientoin vitro en células de meningiomas.
Colombia Médica 37(1):61-66.

Cariotipo:
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4. Cariotipo de célula de médula 6sea
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IMAGEN TOMADA de Ramos,M., M. L., Fernandez Martine#;. J. y E. Barreiro Miranda. 2001.
Alteraciones cromosomicasn la leucemia linfoblastica agud#&n Esp Pediatr 55: 45-52 Servicio de
Genética. Hospital 2 de Octubre. Madrid.

Cariotipo:

144

——
| —



5. Cariotipo de célula de tumor de colon
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IMAGEN TOMADA de Rojas-Atencio, A., Urdanet&. y P. Estrada. 2002. Anomalias Cromosémicas
Clonalesen Tumores Colorectales. Invest. Clin. 43(4):263. Consultado 22/11/10
Disponibleen http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0535-
51332002000400005&Ing=es&nrm=iso>. ISBBB55133Consultada 17/08/11
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6. Cariotipo de célula de melanoma
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IMAGEN TOMADA deRondoén, S., Rangd\. y S. Ramirez. 2009. Estudio citogenéteosangre
periféricade pacientes con melanoma. Invest Clin 50(2):-1B8.
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- Marca con un circulo la respuesta correcta:
a) ¢ Los tumores malignos tienen rearreglos cromosomicos?:
Siempre
Nunca

A veces

b) ¢ Los rearreglos cromosémicos son especificos de cada tumor y tejido?
Siempre
Nunca

En la mayoria de los casos, especialmente en los estadios iniciales de la tumorigénesis

- Como responsable de un laboratorio de genética, debes visitar a un médico especializado
en el tratamiento de diversas neoplasias en el hombre. Debes asesorarlo sobre las
utilidades (y/o limitaciones) de los estudios de citogenética convencional y molecular en
el diagndstico y prondstico del cancer. Elabora un texto con los argumentos que darias al

médico.

Resolucion de casos

CASO 1:

La Leucemia Granulocitica Crénica es una malignidad hematoldgica que proviene de una
célula madre pluripotencial, se presenta generalmente en adultos con una mediana de edad
alrededor de los 50 afios, con un ligero predominio en varones, aunque también puede
presentarse rara vez en nifios.

Las caracteristicas patoldgicas principales de esta enfermedad son la presencia de

granulocytosis, anemia, basofilia, trombocitosis y esplenomegalia.

La anormalidad genética presentada en estos pacientes es la translocaciéon t (9:22) (q34;
g11) cuyo derivado 22 g- es el cromosoma Philadelphia (Cr. Phl). A nivel molecular se forma
el gen hibrido bcr/abl. EI cromosoma Philadelphia y el gen bcr/abl constituyen los marcadores

genéticos para el diagnéstico y seguimiento del clon neoplasico.
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Un andlisis de nucleos en interfase en el microscopio de fluorescencia, dio como resultado la

siguiente imagen (tomada de http://www.inen.sld.pe/genetica/fish.htm

« Sonda BCR
Sonda ABL

LS| BCR/ABL Dual Color Dual Fusion DNA Probe

Las sefales verdes representan el gen bcr y las sefiales rojas el gen abl:

a) ¢ Qué representa la sefal amarilla? ¢ Tendra este paciente la anomalia genética descripta

con anterioridad?

Actualmente muchas investigaciones han sido dirigidas al estudio de la translocacion bcr/abl
en pacientes con Leucemia Granulocitica Crénica utilizando la técnica de Hibridacion In Situ

con Fluorescencia donde es una gran herramienta para complementar los estudios
citogenéticos convencionales, especialmente en el reconocimiento de esta translocacion

usando sonda centroméricas.

a) ¢, Cudles son las ventajas de la técnica de hibridacion in situ con fluorescencia?

b) ¢ Podria aplicarse otra técnica mas sensible? ¢ Cual?
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10 CITOGENETICA APLICADA A LA DETECCION DE DANO GENETICO

La deteccidonde mutagenos y carcin0genos

El estudio dela mutagénesis ha sido importante pdea identificacion de agentes
potencialmente dafiincsn una gran cantidad y variedae &reas, incluyendel monitoreo
medioambiental, salud ocupacional, evaluacion de riesgos, seguridad producéiva y

entendimiento d& participacion de componesggenéticoenla salud humana.

Ademas dda identificacion de aquellos agentes toxicos parategridad delADN, estos
estudios intentan dilucidda compleja relacion entre los efectos toxicos que afeatan
material genético ya oncogénesis, y determinda manera mas confiable de evaldar
genotoxicidad desarrollando e implementando nuevos ensayos conocidos como ensayos de

corto plazo (ECP).

Por definicién, los ECP para genotoxicidad, detectan puntualmente agentes gendipxicos.
esa direccion, existe suficiente evidencia, basaaconsideraciones mecanisticas, para

afirmar que los agentes genotdxicos son potencialemente cancerigenos.

Muchos métodos han sido desarrollados para medir genotoxicidad. Estos ensayos pueden ser
desarrollados empleando sistemasvitro o in vivo y fueron disefiados para detectar
sustancias que pudieran causar dafio genético directa o indirectamente por distintos
mecanismos de accion. Permitenidentificacion de un riesgo redke dafioal ADN y su

fijacion en la forma de mutaciones puntuales, dafio cromosdémico a gran escala,
recombinacién y cambios numéricos (aneuploidi@® considera que los compuestos
quimicos que resultan positivakser evaluados por estos ensayos tidaeapacidad de ser
cancerigenos y/o mutagénicos, y fmtanto de induciel desarrollo neoplasico y/o defectos

heredablegn seres humanos.
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La OECD: (Organizacion

La “OECD EnsayoGuidelines”, esuna coleccién || Para la Cooperacion y el
de métodos usados para evaluar efectos adverso ~Desarrollo  Economico) — es
de compuestos quimicos. una Organizacion inter-

gubernamental de 30 paises

Estos métodos cubren ensayosle propiedades  industrializados de Europa,
fisicas y quimicas, efectos sobia salud humana y el pacifico y EEUU, para
la vida silvestre, y acumulacion y degradacioenel = coordinar 'y  armonizar
ambiente. Esta guia esta reconocidan todo el = politicas, discutir temas de
mundo como una herramiente de referencia preocupacion comun y

estandar para evaluar compuestos quimicos. trabajar  juntos  para
responder a problemas

internacionales

Los ensayos para evaluar genotoxicidad pueden ser aplicados sobre una ampéid dearied
sistemas bioldgicos, incluyendo bacteriéfagos, bacterias, levaduras, autadtivo de
mamiferos, plantas, insectos y otros animales. Cada uno de estos sistemas proporciona cierta
informacion, limitada e insuficiente cuandsanalizadaen forma aislada, pero péw general

concluyente cuandesanalizada de forma integrada como pdgena bateria de ensayos.

Los ensayosde corto plazo parda deteccidbn de mutagenos y carcindgesesutilizan
extensamente para evaluacion de antimicrobianos, antiparasitarios, diferetipes de
radiaciones, citostaticos, y exposicion a compuestos quimicos ambientales como pueden ser
plaguicidas y metales pesados, agentes laborales y una amplia variedad de agentes
sospechosos de producir dafio genético. Para un listado completo de carcinbgenos
reconocidos, posibles y probables consultar la pagina de la International Agency for Research

on Cancer.(http://www.iarc.fr). A continuacién se presenta la clasificaciébn que realiza la
IARC vy los carcindgenos del grupo 1 que se ha establecido que son carcindgenos para el

hombre.
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Clasificacion de la International Agency for Research on Cancer y nimero de agentes

por categoria

Grupo 1

Carcindégeno para los humanos 107 agentes
G 2A S
rupo Probablemente carcinogénicos en seres humanos 59
Grupo 2B . . L.
up Posiblemente carcinogénico en seres humanos 267
Grupo 3 e . [
No clasificable como carcinogénico para los humanos 508
Grupo 4 Probablemente no carcindgeno para los humanos 1
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Agents Classified by the JARC Monographs, Volumes 1-102

CAS No Agent Group Volume Year
000075-07-0 Acetaldehyde associated with consumption of alcoholic 1 100E in prep
beverages
Acid mists, strong inorganic 1 54, 100F in prep
001402-68-2 Afiatoxins 1 56, 82, 100F _ in prep
Alcoholic beverages 1 44,96, 100E  in prep
ai ; 34, Sup 7, i
Aluminium production 1 100F in prep
000092-67-1 4-Aminobiphenyl 1 1U§gp &9, in prep
Areca nut 1 85, 100E in prep
Aristolochic acid
000313-67-7 (NB: Overall evaluation upgraded to Group 1 based on 1 82, 100A 2011
mechanistic and other relevant data)
000313-67-7 Aristolochic acid, plants containing 1 §2. 100A 201
007440-38-2 Arsenic and inorganic arsenic compounds 1 ?gUgUp 4 in prep
001332-21-4
013768-00-8 Asbestos (all forms, including actinolite, amosite,
012172-73-5  anthophyllite, chrysotile, crocidolite, tremolite) 14 Sup 7
017068-78-8 (NB: Mineral substances (e.q. talc or vermiculite) that 1 1UbC P4 in prep
012001-29-5 contain asbestos should also be regarded as
012001-28-4 carcinogenic to humans.)
014567-73-8
) o Sup 7, 99, .
Auramine production 1 100F in prep
o 26, Sup 7,
000446-86-6 Azathioprine 1 100A 2011
29, Sup 7. ;
000071-43-2 Benzene 1 100F in prep
- 29, Sup 7, .
000092-87-5 Benzidine 1 99 10{?1: 4 in prep
Benzidine, dyes metabolized to
{NB: Overall evaluation upgraded to Group 1 based on 1 99, 100F in prep
mechanistic and other relevant data)
Benzo[a]pyrene
000050-32-8  (NB: Overall evaluation upgraded to Group 1 based on 1 92, 100F in prep
mechanistic and other relevant data)
007440-41-7 Beryllium and beryllium compounds 1 58, 100C in prep
Betel quid with tobacco 1 85, 100E in prep
Betel quid without tobaceco 1 85, 100E in prep
000542-88-1 Bisichloromethyljether; chloromethyl methyl ether 1 4 Sup 7, S
000107-30-2 (technical-grade) 100F prep
4, Sup 7,
000055-98-1 Busulfan 1 100A 2011
000106-9%-0 1,3-Butadiene 1 97, 100F in prep
007440-43-9 Cadmium and cadmium compounds 1 58, 100C in prep
7 26, Sup 7,
000305-03-3 Chlorambucil 1 100A 2011
000494-03-1 Chiomaphazine ?Uggp % 2011
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CAS No Agent Group Volume Year
018540-29-9 Chromium (V1) compounds 1 49, 100C in prep
Clonorchis sinensis (infection with) 1 61, 100B 2011
Coal, indoor emissions from household combustion of 1 95, 100E in prep
Coal gasification 1 82, 100F in prep
008007-45-2 Coal-tar distillation 1 92, 100F in prep
065996-93-2 Coal-tar pitch 1 ?gﬁiua e in prep
Coke production 1 92, 100F in prep
000050-18-0 . 26, Sup 7,
006055-19-2 Cyclophosphamide 1 100A 201
059865-13-3 .
079217-60-0 Cyclosporine 1 50, 100A 2011
000056-53-1 Diethylstilbestrol 1 %biug £ 2011
Epstein-Barr virus 1 70, 100B 2011
a—_— 42, Sup 7, .
066733-21-9 Erionite 1 100C in prep
Estrogen therapy, postmenopausal 1 72, 100A 2011
Estrogen-progestogen mencpausal therapy (combined) 1 72,91, 100A 2011
Estrogen-progestogen oral contraceptives (combined)
{(NB: There is also convincing evidence in humans that
these agents confer a protective effect against cancer in 1 72,81.1004 2011
the endometrium and ovary)
000064-17-5 Ethanol in alcoholic beverages 1 96, 100E in prep
Ethylene oxide
000075-21-8  (NB: Overall evaluation upgraded to Group 1 based on 1 97, 100F in prep
mechanistic and other relevant data)
Etcposide
033419-42-0 (NB: Overall evaluation upgraded to Group 1 based on 1 76, 100A 2011
mechanistic and other relevant data)
033419-42-0
015663-27-1 Etoposide in combination with cisplatin and bleomyein 1 76, 100A 201
011056-06-7
Fission products, including strontium-80 1 100D in prep
000050-00-0 Formaldshyde 1 88, 100F in prep
Haematite mining (underground) 1 :Uﬁgp 7, in prep
Helicobacter pylod (infection with) 1 61, 100B 201
Hepatitis B virus (chronic infection with) 1 59, 100B 201
Hepatitis C virus (chronic infection with) 1 59, 100B 2011
Human immunodeficiency virus type 1 (infection with) 1 67, 100B 2011
Human papillomavirus types 186, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59
(NB: The HPV types that have been classified as 1 64, 90, 100B 2011
carcinogenic to humans can differ by an order of
magnitude in risk for cervical cancer)
Human T-cell lymphetropic virus type | 1 67, 1008 2011
lonizing radiation (all types) 1 100D in prep
Iron and steel founding (occupational exposure during) 1 ?ngUp 7, in prep
Isopropy! alcohol manufacture using strong acids 1 Sup 7, 100F  in prep
Kaposi sarcoma herpesvirus 1 70, 100B 2011
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CAS No Agent Group Volume Year
Leather dust 1 100C in prep
Magenta production 1 57,99, 100F  in prep
000148-82-3 Melphalan 1 ?['jg;;"p £ 2011
000298-81-7 Meth_ox_salen (B-methoxypsoralen) plus ultraviciet A 4 24, 5up 7, 2011
radiation 1004
4 4'-Methylenebis(2-chloroaniline) (MOCA)
000101-14-4  (NB: Overall evaluation upgraded to Group 1 based on 1 57,99, 100F  in prep
mechanistic and other relevant data)
Mi . ¥ 33,8up 7. )
ineral oils, untreated or mildly treated i 100F in prep
MOPP and other combined chemotherapy including 1 Sup 7, 100A 5011
alkylating agents
000091-59-8 2Z-Naphthylamine 1 ?Dggp 7,98, in prep
Neutron radiation
{NB: Overall evaluation upgraded to Group 1 with 1 75, 100D in prep
supporting evidence from ather relevant data)
Nickel compounds 1 49, 100C in prep
N-Nitrosonornicotine (NNN) and 4-(N-
016543-55-8  Nitrosomethylamino)-1-{3-pyridyl)-1-butanone (NNK) 1 89 100E ;
064091-91-4  (NB: Overall evaluation upgraded to Group 1 based on ! in prap
mechanistic and other relevant data)
Opisthorchis viverrini (infection with) 1 61, 100B 2011
Painter (occupational exposure as a) 1 47,98, 100F  in prep
3,4,5,3" 4'-Pentachlorobiphenyl (PCB-126)
057465-28-8 (NB: Overall evaluation upgraded to Group 1 based on 1 100F in prep
mechanistic and other relevant data)
2,3.4.7 8-Pentachlorodibenzofuran
057117-31-4  (NB: Overall evaluation upgraded to Group 1 based on 1 100F in prep
mechanistic and other relevant data)
Phenacetin 24 Sup 7
000062-44-2 (NB: Overall evaluation upgraded to Group 1 with 1 1UEJA P 2011
supporting evidence from ather relevant data)
Phenacetin, analgesic mixtures containing 1 Sup 7, 100A 2011
014596-37-3 Phosphorus-32, as phosphate 1 78, 100D in prep
007440-07-5 Plutonium 1 78, 100D in prep
Radiciodines, including iodine-131 1 78, 100D in prep
Radionuclides, alpha-particle-emitting, internally
deposited
{NB. Specific radionuclides for which there is sufficient 1 78, 100D in prep
evidence in humans are also listed individually as
Group 1 agents)
Radionuclides, beta-particle-emitting. internally deposited
(NB: Specific radionuclides for which there is sufficient 1 78. 100D n—
gvidence in humans are also listed individually as : Hep
Group 1 agents)
013233-32-4 Radium-224 and its decay products 1 78, 100D in prep
013982-63-3 Radium-226 and its decay products 1 78, 100D in prep
015262-20-1 Radium-228 and its decay products 1 78, 100D in prep
010043-92-2 Radon-222 and its decay products 1 43,78,100D inprep
Rubber manufacturing industry 1 ?gbgl"p 7 in prep
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CAS No Agent Group Volume Year
Salted fish, Chinese-style 1 56, 100E in prep
Schistosoma haematobium (infection with) 1 61, 100B 2011
Semustine [1-{2-Chloroethy!)-3-(4-methylcyclohexyl)-1-
013909-09-6 nitrosourea, Methyl-GCNU] 1 Sup 7, 100A 2011
068308-34-9 Shale oils 1 ?SGEU;’ 7 in prep
014808-80-7 Silica dust, crystalline, in the form of quartz or cristobalite 1 68, 100C in prep
Solar radiation 1 55, 100D in prep
Soot (as found in occupational exposure of chimney 1 35,8up 7, in prep
sweeps) 100F
000505-60-2 Sulfur mustard 1 ?aggp 7 in prep
Tamoxifen
(NB: There is also conclusive evidence that tamoxifen
010540:28-1 reduces the risk of contralateral breast cancer in breast 1 66,/ 100A 2041
cancer patients)
001746-01-6 2,3.7.8-Tetrachlorodibenzo-para-dioxin 1 69, 100F in prep
000052-24-4 Thiotepa 1 50, 100A 2011
007440-29-1 Thorium-232 and its decay products 1 78, 100D in prep
Tobacco, smokeless 1 89, 100E in prep
Tobacco smoke, second-hand 1 83, 100E in prep
Tobacco smoking 1 83, 100E in prep
000095-53-4 ortho-Toluidine 1 77,99, 100F in prep
000299-75-2 Treosulfan 1 238wl oor
Ultraviclet radiation (wavelengths 100-400 nm, 1 100D T—
encompassing UVA, UVB, and UVC) bl
Ultraviolet-emitting tanning devices 1 100D in prep
000075-01-4 Vinyl chloride 1 97, 100F in prep
Wood dust 1 62, 100C in prep
X- and Gamma-Radiation 1 75, 100D in prep
Acrylamide
000079-06-1 (NB: Overall evaluation upgraded to Group 2A with 2A B0 1984
supporting evidence from other relevant data)
Adriamycin
023214-82-8 (NB: Overall evaluation upgraded to Group 2A with 2A 10, Sup 7 1987
supporting evidence from ather relevant data)
Androgenic (anabolic) steroids 2A  Sup7 1987
Art glass, glass containers and pressed ware oA 58 1993
{manufacture of)
Azacitidine
000320-87-2 (NB: Overall evaluation upgraded to Group 2A with 2A 50 1990
supporting evidence from ather relevant data)
Biomass fuel (primarily wood), indoor emissions from
household combustion of ah 2010
000154-93-8 Bischloroethyl nitrosourea (BCNU) 2A 26, Sup7 1987
Captafol
002425-06-1  (NB: Overall evaluation upgraded to Group 2A with 2A 53 1991
supporting evidence from ather relevant data)
Carbon electrode manufacture 2A 92 2010
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Los ensayos de genotoxicidad

Son varios los ensayos de genotoxicidad que actualmente se disponen, los mas
frecuentemente utilizados son:

1- Ensayode Aberraciones Cromosomicas (AC)

2- Ensayode Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH)

3- Ensayode Micronucleosen médula 6seale raton

4- Ensayode Micronucleosen eritrocitos de anfibios

5- Ensayo de Micronucleos en mucosa bucal

6- Ensayode Micronucleos en sangre (CBMN)

7- Ensayo deAllium cepa

Los protocolos mas usados para los ensayos mencionados se especifican a continuacion:

1-Ensayo de Aberraciones cromosOmicasen cultivo de linfocitos humanos (AC)
(Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD) Test guideline 473. In
Vitro Mammalian Chromosome Aberration Test, 1997)

Alicuotas de 0,8nl de sangre heparinizadacultivan durante 72 horas a 37° C de acuerdo a
los métodos convencionales (Moorhea@dl., 1960).La sangre entera heparinizada (0,8 ml.)
esresuspendidan 8 ml de medio de cultivo RPMI 1640, suplementado con un 20% de Suero
Fetal Bovino empleando tubos estériles de polipropileno denlléon tapa a rosca. Las
células son estimuladas a enter mitosis medianteel agregadode Fitohemaglutinina
(20ug/ml). La division celular se detiene en metafase empleando Colchicina a una
concentracion final de 0,4 pg/ml. Luede una incubacion a 37° C durante 25 minwgas
presencia deColchicina, los tubos son centrifugados durante diez minutos a 3000 rpm. Una
vez obtenidda separacion de las células que quedaron reteaitelspellet dentro del tubo

de centrifugase descartal sobrenadantesl cual se sustituye por una solucién hipotonica de
CIK, homogeneizando cuidadosamesriecontenido a fin de provocal shock osmético
celular. Tras una nueva incubacion durante 25 minutos a 388 &tufa, los tubose
centrifugan nuevamente. Esta vek sobrenadantees reemplazado por una solucion de
Metanol y Acido Acéticaen una proporcion de 3:1, homogeneizando nuevamente las células
separadas por centrifugacion cehfijador, conel que deben permanecen contactoal
menos durante 24 horas. Transcurrido este tiesgi@nueveel fijador al menos dos veces,
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repitiendo el procedimiento de centrifugar y eliminat sobrenadante, eliminando restos
celulares que causen interferen@asa correcta visualizacion de los cromosomas.
Finalmentese procede da preparacion de los extendiddSe procede a gotear sobsel
superficiela solucién fijadora que contiene los cromosomas de aquellas células que fueron
detenidagen metafasealela division celular. Una vez secos los portaobjete$ys identifica y
serealizala tincion con una solucion de Giemsa 0% durante 10 minutos.

Andlisis de las metafases al microscopio 6ptico

El andlisis de los preparadsslleva a caban microscopio épticen magnificacion 100x y

todas las alteraciones cromosomicas detectagasieben re-analizar por un segundo
observador. Mediantta codificacién de los portaobjets evita el reconocimiento déa
identidad del preparado para asegurar de este taaagetividad del analisisSe calculael

indice mitético (nimero de metafases por cada 1000 células observadas) para cada
tratamiento. Al menos 100 metafaseg deben observar para cada tratamiesniduscade
alteraciones numeéricas (aneuploidias) o morfolégicas, indicadoras de efecto clastogénico
sobre los cromosomas. Las alteracioseglasifican de acuerdal ISCN 2009en roturas
(breaks), pudiendo éstas involucrar a ambas crométidas (chromosomehopgak-a una

sola cromatida (Chromatide break-ghtlesion acromatica (gaps), de tipo cromatida (chtg) y

de tipo cromosoma (chyganillos (r), dicéntricos (dic), fragmentos acéntricos (acentric
fragmentsace, células endoreduplicadas (tetraploides), etc. (Figura 1). Las células con

menos de 44 cromosomas no son incluatas analisis.
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Fig. 1. Microfotografia de cromosomas con aberraciones.

(Foto Fernando Mafias).

Lasflechas sefialan rupturas y gaps de una o dos cromatidas.
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2-Ensayode Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH)

Alicuotas de 0,8nl de sangre heparinizade cultivan durante 72 horas a 3Z°La sangre
entera heparinizada (0,8 mk}p resuspendidan 8 ml. de medio de cultivo RPMI 1640,
suplementado con un 20% de Suero Fetal Bovino yn0 & bromodeoxiuridina empleando
tubos estériles de polipropileno de @b con tapa a rosca. Lalulas son estimuladas a
entraren mitosis mediantel agregado de Fitohemaglutinina (20pg/rh.division celularse
detieneen metafase empleando Colchicina a una concentracion final de 0,4 pg/ml. Luego de
una incubacion a 37° C durante 25 minuémspresencia de Colchicina, los tubos son
centrifugados durante diez minutos a 3000 rpm. Una vez obtarsdaaracion de las células
gue quedaron retenidas el pellet dentro del tubo de centrifugsedescartal sobrenadante,

el cual sesustituye por una solucion hipoténida CIK, homogeneizando cuidadosameete
contenido a fin de provocat shock osmatico celular. Tras una nueva incubacion durante 25
minutos a 37° @&n estufa, los tubose centrifugan nuevamente. Esta \vezsobrenadantes
reemplazado por una solucién de Metanol y Acido Acédnouna proporcionde 3:1,
homogeneizando nuevamente las células separadas por centrifugacerfijedlor, conel

gue deben permanecen contactoal menos durante 24 horas. Transcurrido este tiesgo,
renueveel fijador al menos dos veces, repitienelgprocedimiento de centrifugar y eliminglr
sobrenadante, eliminando restos celulares que causen interferamcids correcta

visualizacion de los cromosomas.

Finalmentese procede da preparacion de los extendidd3e gotea sobrda superficiela
solucién fijadora que contiene los cromosomas de las células que fueron de&nidas
metafase déa division celular. Una vez secos los portaobjesedps guardan durante 24hs
en oscuridad. Para tefige utiliza una soluciérde fluorocromo Hoeschst 3325 la quese
sumergen los preparados durante 30 minetosompleta oscuridad. Una vez transcurrido
este tiempose enjuagan con agua corrientge secanal aire para exponerlos k& luz
ultravioleta cubiertos con buffer de fosfatos y cubreobjetos, durante dos $emguagan
con agua corrientese secanal aire ysetifien con una solucion 1de Giemsa durante 2-4

minutos.
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Andlisis de las metafases al microscopio éptico
El analisis de los preparadsslleva a cab@n microscopio épticen magnificacion 100xSe
cuentan,en cada portaobjeto codificadta cantidad de ICH por metafases (Figurae?)al

menos 50 metafases con mas de 44 cromosomas.
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Fig. 2 Microfotografia que muestra una metafase con la técnica de ICH

IMAGEN TOMADA de http://www.udc.es/gen/dicomosa/linea2.htm

3-Ensayode Micronucleosen médula 6seale ratén

Sesacrifican los animalesseles extraen los fémure8aala extraccibrdela médula éseae
procede da limpieza del fémur con gasa a file separar los tejidos del hue$f.contenido

del canal medulase extrae pota presion ejercid&n suinterior mediantéa descargan uno

de sus extremos del Suero &eBovino contenidoen una jeringade tuberculina.De este
modo, la médula 6seae depositaen tubos eppendorfs con un volumen final de 400 ul. de
Suero Fetal Bovino. Tras una cuidadosa homogeneizacién del tejiégbsumro fetal bovino,
estos tubos eppendorfse centrifugan a 1000 rpm durante 5 minut&e retira el
sobrenadante, dejan@b precipitado levemente hidratado (Smith, 1975). Finalmsateace

el extendidoen portaobjetos limpios previamente identificadoseyrealiza una tincion de
May Grunwald-Giemsa.
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Andlisis de los microndcleos al microscopio 6ptico

La observaciérse lleva a cabo con los portaobjetos identificados mediante cddigos por dos
observadores.Se analizan 1000 eritrocitos inmaduros, con un conteo de eritrocitos
micronucleads, asi comoel célculo dela tasa de eritrocitos policromatofilos/eritrocitos

normocromicos (Figura 3).

Fig. 3. Microfotografia que muestra célulagle médula éseale ratén.
IMAGEN TOMADA de: http://www.roche.com/pages/facets/15/genotoxicology_2.jpg

Las flechas indican células con 3y 1 MN.

4-Ensayode Micronucleos en eritrocitos de anfibios

Seobtiene una muestra de sandeda vena angularis a través de una pequefia incgsida
comisura dda boca de cada animal. Las muestras de sangre pExgéniejan gotear sobre

un portaobjeto de cristal limpio. Los extendidos obtenidos son secados a temperatura
ambiente ysecolorean con May Grunwald-Giemsa.

Andlisis de los microndcleos al microscopio 6ptico

Los preparadose observan con microscopio optico, con una resolucién de 100x con objetivo
de inmersion. Los frotise numeran.La presencia de micronucleasg cuantificaen 2500-

7500 eritrocitos por animal, a ciegas, por un solo observador, para clcuéuencia de
micronucleos (Figura 4).

La frecuenciase expresaen numero de eritrocitos micronucleados panmil eritrocitos

analizados (MN/=n° de eritrocitos micronucleados/n° total de eritrocitos x 1000)
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Se aplican los siguientes criterios pdeaidentificacion de micronucleos:el diametro del
micronucleo deberd ser menos de un tercio del ndcleo principal; los micronucleos deberan

encontrarse separados del nucleo principal; los microndcleos deberanlatemesma

refringencia yla misma coloracion quel nacleo principal (Zoll-Moreux y Ferrier, 1999).

Fig. 4.: Microfotografias que muestran eritrocitos de Chaunusarenarumcon micronucleos
(Foto Beatriz Bosch).

5- Ensayode Micronucleos en sangre (CBMN)

(OECD Test guideline 487, In Vitro Micronucleus test. 2004)

Alicuotas de sangre periférisaobtienen por venopuncién con jeringa estéril heparinizada.
Seefectla un cultivo celular de linfocitos humanos durante 72 horas a 37°C de acuerdo a los
métodos convencionales (Moorheat al., 1960). La sangre heparinizadé gotas) se
suspenden 4 ml de medio de cultivo RPMI 1640, suplementado caonl He suero bovino
fetal empleando tubos estériles de polipropileno denfllbon tapa a rosca. Las células son
estimuladas a entran mitosis mediantel agregado de fitohemaglutinina (0.15 ml). A las 44
horas de cultivsele agrega Citocalasina &1 una concentracion de 4 pg/ml. A las 72 horas
de incubacién (28 horas después del agregadutocalasinaB, los tubosse centrifugaran
durante 10 minutos a 3000 rpm. Una vez obtelddseparacion de las células que quedaron
retenidasen el pellet dentro del tubde centrifuga,se descarteel sobrenadantegl cual es
sustituido por solucién hipoténica de CLK, homogeneizando cuidadosaeiemetenido a

fin de provocatel shock osmdético celular y dejando incubar por 5 minutagego los tubos
secentrifugan nuevamente y esta etsobrenadantsereemplaza por una soluciéon de Acido

acético y Metanolen una proporcion de 1:3, homogeneizando las células separadas por
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centrifugacion corel fijador, conel cual debera permanecen contactoal menos 24 horas.

Transcurrido ese tiempeerenueveel fijador al menos 2 veces, repitiendbprocedimiento.

Finalmente,se procedeal preparado de los extendidos. Con los portaobjstprocede a
gotear sobresu superficiela solucion fijadora que contiene las células. Una vez secos los
portaobjetosse los identifica yse realizarala tincion con una soluciéon de Giemah10%

durante 10 minutos.

Andlisis de las célulasal microscopio 6ptico
Se analizala frecuencia de micronucleen 1000 células binucleadas. Los preparases
observan con microscopio optico, con una resoluciéon de 100x con objetivo de inmersion. Los

frotis senumeran.

Las condiciones Optiman este tipo de ensayo requieren un porcemt@a@Elulas binucleadas

entre 30-60% sobre células viables.

Formacion de microndcleos por acciérnde la Citocalasina B

A continuacion se presenta un esquema tomado de Mutagenesis (July 2005) 20 (4): 255-269,
gue muestra) origen deMN a partir de cromosomas y fragmentos acéntricos b) formacion

de puentes nucleoplasmicos a patiun cromosoma dicéntrico.

En la siguiente figura se presentan las posibles vias que puede seguir linfocitos en cultivo
bloqueados con citocalasina, expuestos a agentes citotoxicos/ genotoxicos o deficiencia de
nutrientes. Utilizando los biomarcadores dentro del ensayo CBMN es posible medir la
frecuencia de roturas cromosomicas (MN), perdida de cromosomas (MN), rearreglos
cromosomicos, por ej. cromosomas dicéntricos (NPB), amplificacion génica (brotes
nucleares), necrosis y apoptosis. El efecto citostatico se estima a partir de la relaciébn mono. Bi

y multinucleados.
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IMAGEN TOMADA de Mutagenesis (July 2005) 20 (4): 255-269.doi1003/mutage/gei040

Ensayo de microndcleos en mucosa bucal

Se recolecta con una paleta bajalengua 2 muestras de epitelio oral realizando un frotis en la
pared interna de ambas mejillas, después de un enjuague bucal con agua, que se dejan secar a
temperatura ambiente.

El preparado se fija en etanol: acido acético 3:1 de durante 1 hora y se deja secar
temperatura ambiente. Se realiza la hidrélisis en HCL 1N de la siguiente manera: 5 minutos a
temperatura ambiente, 10 minutos a 60° C y 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente de acuerdo a la técnica de Tolbert (1991), los extendidos se colorean en vasos
de Coplin con agua fria (5° C) durante 5 minutos con el objetivo de cortar la hidrélisis. Se
dejan secar y se colocan las muestras hidrolizadas, en fuscina basica durante 20 minutos en
ausencia de luz.

Se lavaran los extendidos con agua corriente, dejandolos secar a temperatura ambiente.

Luego se observan y analizan los preparados en microscopio con magnificacion 1000x.

Se identifican ademéas de micronucleos otras anormalidades, como células binucleadas, en

broken eggs, pichosis, cromatina condensada, y diversos estadios de células en apoptosis.
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Ensayo deAllium cepa

Se deben seleccionar bulbos de ceboldbufm cepal. —Alliaceae-), de 5 cm de diametro
promedio adquiridos en comercio de venta de hortalizas. Despojar de las catéfilas externas
hasta la primer catéfila blanca cada bulbo. Eliminar con un corte neto el brote apical y las
porciones necrosadas del disco inferior. Raspar los discos con bisturi (para separar el tejido
seco) y eliminar las raices preexistentes sin destruir los primordios radicales. Lavar los bulbos
con abundante agua y colocarlos en vasos plasticos individuales con agua potable durante 48
horas para la induccién de la radiculizacion, cuidando que la zona radicular (el disco) quede
inmersa en el liquido.

El agua se renueva totalmente cada 24 horas, lavando suavemente la porcion inferior del
bulbo con la misma agua corriente.

Transcurridas 48h, se seleccionan bulbos, tomando como parametro el buen desarrollo de sus
raices (no importa la medida sino que el crecimiento sea homogéneo).

Los bulbos que no han desarrollado raices y retener los restantes para el tratamiento se
descartan.

Los bulbos se dividen en tantos lotes como sea necesario para el tratamiento, reservando
siempre un lote como control negativo. Se sugiere utilizar no menos de 5 bulbos por lote.
Colocar los bulbos en contacto con las distintas soluciones a ensayar por el término de tres
dias (72 hs). Si el compuesto a ensayar no fuera hidrosoluble, el mismo debe ser solubilizado
con Dimetil sulfoxido (DMSOQO) y esta mezcla debera ser agregada en la misma proporcién
que el control negativo. El ensayo se inicia con el llenado de los vasos (rotulados) con cada
una de las diferentes soluciones a evaluar y con los respectivos controles cuidando que la
zona radicular quede inmersa en el liquido.

Las soluciones de prueba y la de los controles tanto negativo como positivo se renuevan cada
24 horas.

Transcurridas 48h se cortan 3 raices por bulbo, se fijan en CARNOY (etanol- acido acético
3:1) durante 12 a 15 horas, en heladera. Luego se colocan en etanol al 70 % a 4 o 5 grados C
(en heladera), por un minimo de 24 horas, hasta el momento de su estudio.

Los bulbos en tratamiento se mantienen hasta completar 5 dias con los cambios de solucién
de ensayo respectivos, renovando las soluciones cada 24hs.

Se retiran todos los bulbos de las diferentes soluciones, se cortan por su base todas las raices
de cada bulbo y proceder al estudio de los Pardmetros Macroscopicos: longitud de las raices,
cuantificacion vy tipificacion de las anomalias apicales tales como ganchos, tumores, necrosis,

estrias, coloracion y gelatinizacion.
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En el momento de realizar el estudio: retirar las raices del etanol en el que se hallan
conservadas Yy colocarlas debajo de la lupa

Quitar la cofia y cortar los 2 mm terminales (zona meristematica, que se distingue por ser
mas blanca) con la ayuda de una aguja de diseccion

Lavar los meristemas con agua destilada durante 10 minutos con el fin de eliminar el fijador.
Hidrolizar los meristemas en 30 ul de HCI 1N durante 7 minutos, con el fin de que el tejido
radical se ablande.

Lavar nuevamente con agua destilada para eliminar el HCI durante 10 minutos. Es muy
importante este paso, ya que el HCl interfiere con la coloracion de los cromosomas.

Transferir los meristemas a un portaobjeto y se agregara 30 ul del colorante Orceina
acetoclorhidrica al 2 % por el intervalo de 5 minutos aproximadamente, cuidando que el
material no se seque y monitoreando bajo la lupa el avance del proceso de coloracion.
Mientras el colorante actla realizar la maceracion con una varilla de vidrio esmerilada, para
disgregar el tejido meristematico (por degradacion de la lamela media de la pared celular) y
permitir una buena separacion de las células.

Colocar sobre el material coloreado uniformemente y disgregado un cubreobjetos evitando la
entrada de aire y el movimiento lateral del mismo, ya que genera el enrollamiento de las
células, generando la pérdida de la preparacion.

Realizar el SQUASH (aplastamiento mecanico), realizar este proceso 2 minutos.

Rotular los preparados y se sellarlos con cera vegetal. Conservar en recipientes de plastico a 5

grados C hasta el momento de su lectura.

Analisis

Se analizan 1000 células por apice y se determinaran los siguientes parametros:

« Indice Mitotico= Numero de células en division/ Numero de células totales x 100.

« indice de Fases= Numero de células en cada fase/ Numero total de células en division x 100.
* Cuantificacion de anomalias de cada fase y totales.

* Tipificacion de anormalidades: cromosomas arrestados, pegajosos, c-mitosis, “vagrant”,

puentes cromosomicos, entre otros.

166

——
| —



ACTIVIDADES DE COMPRENSION

Para construir comprension sobre los contenidos desarrollados en este capitulo se presentan

actividades que permiten:

- ldentificar aberraciones cromosomicas (AC), intercambio de cromatidas hermanas (ICH) y
micronucleos (MN) en diferentes preparados

- Interpretar los resultados de los ensayos de genotoxicidad a corto plazo

1. Elaboracion de extendidos de MN en mucosa bucal

- Sigue el protocolo que se encuentra en este capitulo: toma una muestra de células de tu
mucosa bucal, sigue el procedimiento indicado y realiza los extendidos.

- Elabora un texto explicativo con los fundamentos de cada paso del procedimiento aplicado

2. Observacion al microscopio
a) Recorre en 40X los extendidos realizados y extendidos de AC, ICH y MN en sangre
b) Analizalos en 100X
c) Esquematiza en los espacios siguientes células con micronucleos, ICH y alguna

aberracion cromosémica
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- Observa la Fig. 2 (metafase con la técnica de ICH) e indica el nimero de ICH que

presenta la célula.

d) Aplicacién de los ensayos de genotoxicidad

- Escribe ejemplos de sustancias toxicas que hayan sido evaluadas a partir de cada uno de

los ensayos descriptos anteriormente.

- Consulta detenidamente el listado de agentes carcindgenos, extraido de:
(http://monographs.iarc.frFTENG/Classification/index.php) que encuentras al principio del
capitulo y contesta las siguientes preguntas:

a) Del grupo 1 de la IARC ¢cudles son los agentes que pueden estar relacionados en el
futuro con tu préactica profesional?

b) Del Grupo 1 de la IARC ¢ cudles son los agentes con los que puedes interactuar en tu
vida cotidiana?

c) Del grupo 1 de la IARC ¢cuales son compuestos quimicos, agentes infecciosos y

agentes fisicos? Indica al menos 3 de cada uno.

- Analiza las siguientes tablas y luego responde los interrogantes que se presentan a

continuacion de las mismas:
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Tabla I: Aberraciones cromosémicas en linfocitos humanos cultivados con el herbicida

glifosato. n= 6 dadores sanos de ambos sexos para cada tratamiento.

Treatmens cth csb oIg £3g ok ace end Aberrant cells Aberrant celis (%) Mizote
(%] with gaps without gaps Indax
Wirhaut L6 =15 o0 =00 20=23 0O6=035 00 =00 B2 =04 44 =14 22 =07 70 =32
Mltomrycin C2BS ph 235 =932 1B.0=156 30=43 40 =28 F70=360 0O0=00 503 =257 d83 =383 35=21
Clyphozate D.20mbt 13=11 03=05 27=30 03=08 0.3 =02 0.0 =00 S0 =26 23=12 30 = X8
Clyphaosate 1L20mM 20="13 05 =08 22=18 Q4T7=045 03 =02 L0 =09 a8 =16 A0 =07 03=45
Glyphosate 65.00mA1 13=08 Ol =04 1B <+ 15 07 =12 L7 =04 D5 =04 54 =10 26 =04 aD0=1%8

Tomado deManaset al, 2009

Tabla II: Numero de eritrocitos micronucleados (MNE)/ 1000 eritrocitos analizados y relacion

ertrocitos policromaticos/ eritrocitos normocromaticos

MNEI10D0 erythrocyres PCE/NCE
Saline saluthon 3B=08 0B85 = 07
Cyclophosphamide 20 ma)kg 192 =35 0.ED = 0.20
Glyphozate 100mg/&g (2 « SOmgikg) 17 =05 077 = 0.09
Clyphaosate 200 mg kg (2 = 100mgiks) 4.2 =05 0% = 017
Clyphasare 400 mig/lg (2 = 200 mg/ka) 13.0+35 0.Ed = 015

Tablas TOMADAS DE Maadset al, (2009)

a) ¢Los resultados obtenidos con mitomicina y ciclofosfamida son significativamente

diferentes a los obtenidos con glifosato?

b) ¢Qué rol cumplen la mitomicina C y la ciclofosfamida en estos estudios?

c) ¢Ambos compuestos estan incluidos en el grupo 1 de la IARC?

d) ¢En cuales de los ensayos y en que concentraciones el

genotoxicidad?

glifosato produjo

e) ¢Cual es la utilidad de analizar el indice mitético en el ensayo de la tabla I?

f) Compara la significancia de uno y otro ensayo. Elabora una conclusion en relacion a

la comparacion.

- Se desea estudiar el material genético de una poblacion de hombres y mujeres (entre 25-

40 afos) que no se dedican a tareas rurales pero que viven entre 10 y 200 m de zonas

donde se realizan pulverizaciones con agroquimicos ocho meses al afio:

a) ¢Qué ensayo/s de genotoxicidad sugeririas para este estudio? Fundamenta tu

respuesta

b) Elabora un breve protocolo de trabajo donde indiques al menos el numero de

individuos a estudiar, criterios para la seleccion de los participantes, toma de los

datos, estudios a realizar, informacién de los mismos.
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