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NORMAS GENERALES DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

La Bioseguridad en el laboratorio, tiene como objetivo primordial la prevencién de condiciones
gue puedan resultar lesivas tanto para el personal conformante de la comunidad académico-
administrativa, llamese a estos docentes, auxiliares de laboratorio, estudiantes, personal de
servicios generales y coordinador (a), como para las instalaciones, equipos, simuladores y

elementos del laboratorio.

1. Utilizar siempre los elementos de barrera de proteccion apropiados segun las
necesidades: bata, gorro, guantes, tapabocas, gafas, zapatos cerrados, etc.
No circular con ropa de calle y/o cambiarse de ropa dentro del Laboratorio.
Respetar siempre las sefializaciones de Bioseguridad.

Lavese las manos vigorosamente antes y después de efectuar un
procedimiento, segun el protocolo de la practica.

5. Los materiales utilizados deben desechados de acuerdo con las normas internacionales de
bioseguridad para manejo de residuos hospitalarios.

6. Los elementos cortopunzantes como agujas, bisturies, cuchillas, lancetas y otros, deben ser
desechados con precauciones para evitar lesiones (utilice siempre el Guardian).

7. Reportar siempre a su docente los accidentes ocurridos en el Laboratorio, con el objeto de
activar el protocolo de atencion inmediata e informar al funcionario del laboratorio para
realizar la respectiva remision.

Todo material contaminado deberé ser eliminado en bolsa roja.
Si padece lesiones exudativas o dermatitis debe evitar el contacto con los pacientes y con
los equipos de trabajo, hasta que estas sanen.

10. Absténgase de comer, beber o fumar en el laboratorio.

11. Es responsabilidad de cada estudiante el manejo del equipo, simulador o modelo
anatémico al que tenga acceso.

12. Mantener el orden y disposicion de equipos, simuladores y cableado que puedan generar
lesiones directas o accidentes.

13. Evitar bromas y juegos en el area de laboratorio que puedan generar accidentes o
incidentes.

14. Los equipos y simuladores nunca deben colocarse en zonas de paso, particularmente en

los pasillos del laboratorio, para evitar los accidentes.
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INTRODUCCION

La genética es una disciplina de la biologia, que se encarga de estudiar los genes y sus
variaciones entre los organismos. Genética proviene del término génesis que significa generar,
iniciar, dar forma. En todos los organismos vivos los genes se ubican en una molécula llamada
acido desoxirribonucleico (ADN) que esta formada por una secuencia de nucleétidos, de estos
los mas conocidos son la adenina, guanina, citosina y timina. Pero so6lo aproximadamente el
10% de estas secuencias se organizan estructuralmente en diferentes “cajas” y secuencias
“consenso” determinando tres clases de genes. Todos los genes transcriben ARN, pero son los
genes clase Il los que tienen la informacién para codificar proteinas, y la organizacion de estas
proteinas establece el fenotipo o expresion morfolégica. El paso de los nucleétidos a los
aminodcidos de la proteina requiere de un proceso de codificante, y por esta razén se debe
expresar “el gen codifica proteina”. La traduccion de este cdodigo la realiza un acido ribonucleico
(ARN) llamado de transferencia, en dos estructuras ribo proteicas conocidas como ribosomas.
La lectura de éste cddigo no es universal, hay diferencias en algunas especies, y en la misma
especie humana el cédigo de lectura del ADN mitocondrial es diferente al ADN nuclear. Otro
aspecto a considerar es que un gen puede codificar diferentes proteinas y estas se conocen
como isoformas, que, aunque estén relacionadas con la misma funcién, la calidad y nivel de
esta funcion difiere; esto significa que, aunque se herede un gen 100% homdlogo al de un

progenitor, la funcién proteica y/o el fenotipo puede variar.

Actualmente la genética esta dividida en diferentes campos de aplicacion:

* Genética molecular: comprende la informacion estructural, quimica y funcional del
ADN vy los genes. También incluye las técnicas del laboratorio para obtenerlo y su

aplicacién en la investigacion y diagnostico.

* Genética de poblaciones: estudia los genes de un grupo de miembros individuales de
una misma especie, de una misma raza o etnia, en una determinada poblacion. Este
estudio comprende los polimorfismos, y las variaciones génicas a través del tiempo en
un espacio determinado, aplicando normas matematicas de factorizacion y el equilibrio

de Hardy-Weinberg.

* Farmaco genética y Farmaco genomica: estudian los genes que codifican las

enzimas que metabolizan los medicamentos y otros xenobiéticos.
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* Genética Forense: aplica las técnicas de genética molecular para identificar individuos.

Guia de Genética Médica

Estas mismas técnicas se utilizan en las pruebas de paternidad.

* Genética Médica y Clinica: estudia los genes que causan las enfermedades de origen
genético, el mecanismo etioldgico y la fisiopatologia de la sintomatologia. Esto incluye
enfermedad genética, sindromes, secuencias, deformaciones, malformaciones y

disrupciones. También incluye las técnicas para el diagnéstico y las terapias

actualmente aceptadas por las normas legales.
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PRACTICA N° 1
REPRODUCCION CELULAR

I. INTRODUCCION

La division celular es el proceso por el cual una célula se reproduce y origina 2
células hijas. La division celular comprende tres etapas: la mitosis o la meiosis, la

cariocinesis y la citocinesis.

La mitosis comprende una serie de procesos sucesivos cuyo objetivo es repartir
equitativamente el material genético o ADN en las células hijas. La cariocinesis
consiste en la desintegracion de la membrana nuclear durante la profase y metafase de
la mitosis, y su reconstitucion en la parte final de la telofase. La citocinesis es
separacion del citoplasma o citoesqueleto incluyendo membrana celular y organulos de
la célula progenitora en dos células hijas. De estos procesos, sélo la mitosis tiene un
mecanismo de separacion equitativa. Los tres procesos poseen mecanismos
moleculares independientes que se coordinan durante la division celular, pero que en
ciertas circunstancias fisiologicamente normales pueden ser independientes y ocurrir

mitosis sin citocinesis o viceversa.

CICLO CELULAR

Cada célula humana tiene 46 moléculas de ADN organizadas en 23 pares homologas.
Homologo no significa igual, sino que cada par contiene la informacion genética para
las mismas funciones. Todo el material genético se llama genoma y los genes que se
utilizan del genoma se denominan genotipo. Cada célula producto de la division celular
debe tener el genoma completo, por lo tanto, la célula progenitora debe duplicarlo para
repartir equitativamente el material genético en nimero y funcién en las células hijas.

Esta duplicacion es el primer paso de la mitosis.
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Actualmente disponemos de tecnologia que nos permite observar el proceso de
condensacion de los hilos de ADN alrededor de la proteina desde el inicio hasta su
méxima condensacion ampliando la visién estructural de la mitosis y reorganizando

académicamente la mitosis para una mejor comprension de su funcion y objetivos.

Ciclo celular o ciclo de division celular se refiere a la vida de la célula desde que
nace hasta que entra en division. Se ha dividido en las fases GO, G1, S, G2 y la
separacion del material genético propiamente dicho. Esta Ultima fase se nombra como
M para referirse a la mitosis o a la meiosis. La letra G es por intervalo en inglés (gap).
La letra S es por sintesis y se refiere a la duplicacion del ADN. La interfase se define
como el periodo donde la célula realiza su funcion y se prepara para la division celular;

comprende las fases GO, G1, Sy G2.

Fase GO: la célula que acaba de nacer se encuentra en GO, debe poseer todo el
genoma con su genotipo funcional, pero, como la citocinesis generalmente no es
equitativa, posiblemente sus organulos, incluyendo las mitocondrias con el
citoesqueleto, no sean suficientemente eficientes para entrar en funcion. Como todo
recién nacido debe crecer y madurar. Al final de la telofase, y durante la evolucion del
anillo contractil que caracteriza el inicio de la citocinesis, los cromosomas empiezan a
descompensarse, quedando el ADN como cromatina, y se vuelven a formar las
membranas nucleares en ambas células hijas. Por lo tanto, la cromatina puede
liberarse de las histonas e iniciar la transcripcion del genotipo de acuerdo al ambiente
donde se encuentre para ejercer su funcién en G1. La célula en GO esta en reposo sélo
con respecto a la interaccién con otras células de su sistema o de otros sistemas. El
concepto de GO como periodo de reprogramacion genética se establecié con la
clonacion por transferencia nuclear iniciada por lan Wilmunt. Las neuronas permanecen
en un ciclo de GO-G1-GO porque podrian perder la informacion adquirida si entran en
division. Las células recién nacidas pueden permanecer en GO si el tejido donde se
formen tiene el nimero normal establecido. Hay un control en el nimero de células de

un tejido y, por esta razon, las dos células hijas en determinados casos no son viables.
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Fase G1: es el periodo funcional de la célula con respecto a la interaccion con otros
tejidos. Empieza a transcribir los genes que codifican las proteinas implicadas en su
funcionalidad, es decir, un miocito sélo transcribe los genes que codifican proteinas
relacionadas con la funcion muscular. ,COmo se escogen estos genes si cada célula
posee todos los genes del genoma de la especie humana? La respuesta esta en el
medio ambiente celular donde moléculas llamadas primeros mensajeros, compatibles
con receptores de la membrana celular, activan una cascada de sefiales moleculares
intracelulares que se conoce como transduccién de la sefial que activan los factores
“trans” que llegan a las regiones reguladoras y promotores de genes especificos
propios de una determinada funcion celular. Este mecanismo de regulacién génica
escoge los genes necesarios para la funcionalidad celular. Durante su funcion la célula
debe permanecer en G1, y esto es regulado por proteinas llamadas oncosupresoras
codificadas por genes llamados protooncogenes. Pero por diversas razones, como la
programacion genética y otros factores génico-ambientales, la célula debe dejar su
funcién y entrar en division, para generar células hijas que cumplan su misma funcion,
0 entrar en apoptosis, si ha ocurrido dafio genético importante. Si va realizar la divisién
celular se activan los genes de la primera parte del proceso de mitosis y de la division
celular. Una célula puede dejar de transcribir en G1, no entrar en divisiébn y permanecer
en un estado de reposo (G0). Un ejemplo es la ontogenia del linfocito T: nace en
médula ésea (GO0), pasa a G1 y migra al timo donde se diferencia en CD4 o CD8 y
nuevamente pasa a GO, viaja al plasma sanguineo y si capta un Epitope presentado

por la molécula HLA entra nuevamente a G1.

Para producir células hijas que cumplan la misma funcién debe tener el genoma de la
célula progenitora, por lo tanto, el genoma progenitor debe duplicarse y este periodo se
identifica como S: de 23 pares homologos de ADN se pasan a 46 pares (92 moléculas
de ADN). La cantidad de nucleotidos de las moléculas de ADN oscila entre 50 y 250
millones, y la longitud de la molécula de ADN tiene como promedio 8 cm. Ahora
imaginense 92 hilos con 23 colores diferentes y traten de organizarlos en tétradas con
base en los colores y posteriormente traten de separarlos en diadas con base en los
colores. Es un proceso complejo que la evolucion celular resolvio formando los

cromosomas.
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Para cumplir con el objetivo de la mitosis, primero debe duplicarse el ADN, luego
formarse los cromosomas y, posteriormente, separar los cromosomas dobles en

46 y 46 conservando el mismo genoma.

El cromosoma es una estructura formada por una molécula de ADN superenrrollada en
unas proteinas llamadas histonas. La formacioén de los cromosomas es exclusiva de
eucariotas y sucede solamente cuando la célula va a dividirse como un mecanismo
para repartir equitativamente el material genético. Pero algunas eucariotas, como las
levaduras, no forman cromosomas, parece que con un namero reducido de moléculas
de ADN no es necesario la formacion del cromosoma; y para la formacion del
cromosoma es necesaria la molécula histona 1 (H1). Las bacterias no forman
cromosomas, por esto es incorrecto expresar “cromosoma bacteriano”, el concepto

correcto es genoma bacteriano.

La formacion del cromosoma se inicia en la fase S cuando se esta terminando la
duplicacién del ADN. La hebra que termina primero la duplicacion es la asociada a la
hebra continua o lider, que se enrolla en las histonas viejas que estaban asociadas a la
cromatina antes de iniciar la replicacién. La hebra que termina después es la asociada
a la hebra discontinua o retrasada, que se enrolla en histonas nuevas, que se sintetizan
en la fase S. El enrollamiento o condensacién del ADN en histonas comprende la
formacién de los nucleosoma, del solenoide y el enrollamiento del solenoide en un
esqueleto que es una especie de andamio para formar el cromosoma metafasico. Este

proceso se inicia en la fase G2 y termina en la metafase.

Formacién de Nucleosoma: la doble hebra de ADN tiene 2 nm de diametro con base
en la difraccion de rayos X realizada por Rosalin Franklin. La cromatina de la fase G1
mide en promedio 5 nm, con variaciones en diferentes regiones de la molécula, y
puede verse con microscopia electrénica. Inicialmente se organizan 2 moléculas de
histonas 2A, 2B, 3 y 4 formando una estructura en forma de “yoyd” llamada octamero
de histonas, alrededor de esta el ADN da 2 vueltas y media ocupando

aproximadamente 150 nucledtidos. La unién del octamero con ADN se conoce como
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nucleosoma y mide 10 nm. Todos los nucleosoma unidos que corresponde a una

molécula de ADN parecen un collar de perlas.

Formacién del Solenoide: seis nucleosoma se organizan alrededor de una molécula
de H1l; y de 6 en 6 nucleosoma van organizando con un movimiento en espiral al

solenoide. Se observa al microscopio electronico como una cromatina de 30 nm.

Enrollamiento del Solenoide: hay una estructura proteica en forma de andamio doble
que es el esqueleto para la formacién final del cromosoma. En esta estructura doble se
enrolla el solenoide de una doble hebra de ADN (molde més hebra lider) y el solenoide
de la otra doble hebra de ADN (molde mas hebra retrasada). De esta manera, las 2
doble hebras de ADN producto de la duplicacion de uno de los pares homdlogos
quedan unidas en un cromosoma que realmente es doble. Cada par homologo de ADN
de G1 forma 4 moléculas homologas en fase S, que formaran 2 cromosomas dobles en
metafase; los 23 pares homélogos de ADN formaran 46 cromosomas dobles. El
solenoide empieza a realizar enrollamiento tras enrollamiento alrededor del esqueleto
pasando sucesivamente a diametros de 200, 300, 600, 700 y finalmente 1400 nm. A
medida que aumenta el grosor de la cromatina, va disminuyendo su longitud. En
promedio, la molécula de ADN mide 8 cm; el ADN que tiene 50 millones de nucledétidos
forma un cromosoma de 1,5 micras, y el que tiene 250 millones forma un cromosoma
de 8 micras. El proceso se inicia con una cromatina de 10 nm y termina con un
cromosoma ya totalmente condensado de 1400 nm de diametro. Los bidlogos que
describieron por vez primera la mitosis tenian microscopios que permitian ver la
cromatina a partir de 700 nm, esta etapa corresponde a la profase, la etapa de 1400
nm corresponde a la metafase. El cromosoma termina de formarse en esta etapa y por
esto se llama cromosoma metafasico. Asi que actualmente la mitosis no puede
iniciarse en profase porque puede observarse desde la etapa de nucleosoma y porque
se pierde la continuidad légica de un proceso que actualmente sabemos como

evoluciona.

Reparticién equitativa del material genético: tenemos los 46 cromosomas dobles

formados en metafase. Deben organizarse en diadas para su separacion en 46 y 46
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cromosomas en cada célula resultante de la proxima citocinesis. Para facilitar esta
separacion, debe desaparecer la membrana nuclear que tiene mecanismos
moleculares especificos. Al desaparecer la membrana nuclear, se forma una estructura
micro tubular con polimeros de tubulina que surgen de un centro organizador que
llaman centriolo o MAP (proteina organizadora de microtubulos) que contactan los
centromeros de los cromosomas dobles. Esta estructura se llama Huso acromatico
porque se parece al telar artesanal y porque no se tifie con los colorantes proteicos. El
huso acromatico o mitético no se ubica necesariamente en el plano ecuatorial de la
célula, pero los cromosomas dobles en diadas si estan en el plano ecuatorial del huso.
Por ejemplo, en la ovogénesis humana, el huso acromatico se ubica adyacente a la

membrana interna del ovocito.

Complejos proteicos asociados al huso comienzan la separacion de los 46
cromosomas dobles, y esta etapa se conoce como Anafase que significa: partes
iguales. En un espacio intermedio entre la anafase y la telofase, complejos proteicos
activados por microtubulos satélites del huso forman un anillo de constriccion,
alrededor de la célula, a lo largo de un eje equidistante entre los cromosomas en
separacion, iniciando la citocinesis. Cuando termina la separacion de los cromosomas,
estos pasan al estado de cromatina y se reconstruyen las membranas nucleares de las
futuras células hijas. Esta etapa se conoce como telofase, porque el prefijo telo
significa “fin”. La activacién de otros complejos proteicos termina la citocinesis y estas
células hijas quedan en GO para organizarse citoplasmaticamente y programar su
genotipo con base en el medio ambiente donde estén ubicadas (transduccion de la
sefal).

Aclaracion de conceptos:

No siempre la mitosis se coordina con la citocinesis. En la especie humana, las células
gigantes son macréfagos que realizan mitosis continua sin citocinesis. El ovocito

humano no realiza citocinesis, solo realiza dos separaciones cromosomicas continuas,
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con previa duplicacion del ADN, para disminuir (meiosis) los 23 tétradas homologos a

23. En estas 2 separaciones se forman el primero y segundo cuerpo polar.

El objetivo de la mitosis es separar equitativamente en numero y funcion el material
genético en las células hijas, para esto se realizan tres mecanismos: duplicacion del

ADN, formacion de los cromosomas y la formacién del huso acromético.

La funcion béasica de los cromosomas es facilitar la separacion del material genético.
Sélo se forma para la division celular y, después de la formacion de las células hijas,
desaparece para dejar que el ADN realice su funcién. Hay eucariotas que no forman

cromosomas, por lo tanto, para la mitosis realizan un mecanismo diferente.

I. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Identificacion y reconocimiento de las distintas fases de la mitosis en apices

radiculares de cebolla.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar cada una de las fases de la mitosis.
e |dentificacion de la cariocinesis.

e Conocer la importancia de la division celular en los seres vivos.

II. FUNDAMENTO

El proceso de la division celular puede ser estudiado seleccionando un material
constituido por células que se encuentren en continua divisién. Esta condicion la
rednen los meristemos terminales o primarios, tales como los que se encuentran en el

apice de las raices.
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V. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

e 3 Partes Etanol y 1 acido acético (solucion carnoy).
e HCI IN.

e Orceina acética o de orceina lactopropionica.

e Agua destilada.

e Cubre Objetos.

e Portaobjetos.

e Microscopios.

V. MUESTRA

e Raices de cebolla.

VI. PROCEDIMIENTO

Dos semanas antes de la practica, se coloca una cebolla fresca en agua para hacer

crecer las raices.

Se cortan raices jovenes de la cebolla, aproximadamente unos 20mm, comprobando

gue conservan el apice radicular, que se distinguira por el cambio de color.

Fijacion. Se prepara la mezcla fijadora: 3 partes de etanol y 1 parte de acido acético

(Solucién Carnay).

Conservacién. Se lava el material varias veces con la mezcla fijadora y se conserva a
4°C.

Preparacién.Las raicillas de cebolla que se hallan en mezcla fijadora se hidrolizan en
HCI 1N durante 10 minutos a 60°C.

Transcurridos los 10 minutos de la hidrélisis, se lavan las raicillas en agua destilada y
se colocan sobre una gota de orceina acética o de orceina lactopropiénica para su

tincién, durante 10 a 15 minutos.
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A continuacion, se toma una raicilla y se coloca sobre un vidrio portaobjetos y se corta
el apice radicular con un bisturi. Para realizar esta operacion se utiliza la lupa. Este
apice radicular se corta a su vez en 4 fragmentos, se hace un corte longitudinal y otro
transversal. Se separan los cuatro trozos y a continuacion se afiade una gota del
colorante. Seguidamente se coloca un cubreobjetos sobre el material que deseamos
observar. Con la ayuda de un bastoncillo de madera se golpea y extiende el material. A
continuacion, se presiona con el dedo pulgar y se retira el exceso de colorante con un

papel de filtro.

Observacion

Se observa al microscopio empezando con el objetivo de menor aumento. No es
necesario utilizar el objetivo de inmersion. Se deben distinguir y dibujar, tal y como se

ven, todas las fases de la mitosis.

INTERFASE PROFASE METAFASE

Un ejemplo de la vision en
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CROMOSOMAS DE LINFOCITOS HUMANOS INICIANDO LA ANAFASE

. Dr. Enio Hernandez A. Unidad de genética .Instituto Nacional de Salud (Bogota).

VIl.  ACTIVIDADES A DESARROLLAR

1. Observacion de células en interfase y en mitosis.
Observe con mucha atencion la preparacion y diferencie células en interfase y

células en cada una de las etapas de la mitosis.

INTERFASE | MITOSIS TOTAL

No CELULAS

% CELULAS 100%

2. Seleccione un campo, recorra el campo siguiendo un determinado orden,
clasifique las células observadas con base en las fases de la mitosis y anote el
dato en el cuadro adjunto. Proceda con otros campos, cuidando de no repetir
uno observado, hasta tener los datos de un minimo de 50 células.
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FASE CAMPO 1 CAMPO 2 CAMPO TOTAL %

Interfase

Profase

Metafase

Anafase

Telofase

TOTAL

Calcular el indice mitético: %I.M. = No de células en mitosis X 100 / No total de células.

3. Responder el siguiente cuestionario.

1. Dibuje cada una de las distintas fases de la mitosis que observe.

2. ¢Por qué el mayor numero de células se encuentran en interfase?

3. La cebolla Allium cepa es una especie vegetal con 2n=16 cromosomas
¢, Cuantos cromosomas recibe cada polo en telofase? Explique su respuesta.

4. ¢Cuantas moléculas de ADN tiene uno de los cromosomas de cebolla en

metafase? Explique su respuesta.

5. Un individuo diploide y homocigético AA, ¢ Cuantas copias del alelo

A tiene en el periodo G1 de la interfase y cuantas en metafase?

6. Un individuo diploide y heterocigdtico AA°, ¢Cuantas copias del alelo A°

tiene en el periodo G1 de la interfase y cuantas en metafase?

¢ Existe alguna diferencia entre endomitosis y endoreduplicacion?

8. ¢Por qué se bloquea la continuacion de la mitosis en metafase en especies

gue presentan Haplocromosomas?
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PRACTICA N° 2
CARIOTIPO HUMANO

l. INTRODUCCION

Cariotipo significa tipificacion del nucleo, pero en la practica es la organizacién de los
cromosomas de un nucleo. También se denomina estudio cromosoémico, y las érdenes
meédicas generalmente emplean este ultimo término. Cuando se realiza un estudio
cromosOmico se desea establecer el nimero de cromosomas y la estructura de los
mismos. El nimero aceptado como normal en la especie humana es 46, pero una
variacion en este niumero no representa en forma absoluta que la persona sufra una
patologia. La estructura normal se basa en los conceptos de metacéntrico,
submetacéntrico y acrocéntrico que fue establecido en las convenciones de
citogenética y en el patron de bandeo de los pares homologos si la técnica para
obtenerlos es de bandeo. Se han desarrollados diferentes técnicas para obtener
cromosomas, las primeras producian cromosomas homogéneamente tefiidos que
fueron organizados en grupos (A-G) con base en la longitud pero con el inconveniente
gue no puede diferenciarse el 1 del 3, el 6, 7, 8 y el X, etc. En general no pueden
diferenciarse entre si los cromosomas de un grupo. El posible diagnéstico se establecia
con normas que se explicaran posteriormente en este curso. Las técnicas de bandeo
identifican con precision cada cromosoma, porque cada par homdlogo tiene un patrén
de bandas especifico, por lo tanto, la organizacion del cariotipo, en este caso, se basa
en las bandas y no en la longitud, l6gicamente hay una relacién entre la organizacion

y la longitud de los cromosomas.

Las técnicas de bandeo mas utilizadas actualmente son la G (por giemsa) y la R
(reverso de G). El comité internacional de citogenética reunido en Paris en 1995
establecio el bandeo R con sincronizacion y alta resolucion como el mas indicado para
estudios de las enfermedades humanas, recomendando no utilizar mas las técnicas de
tincion homogénea, que no tienen especificidad para identificar cromosomas. Las

técnicas de bandeo identifican las delecciones y amplificaciones de bandas (locus) y
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las translocaciones e inversiones cromosémicas. La técnica del bandeo R fue
desarrollada por Camargo y Cervenka. Mauricio Camargo Diego es profesor de la

Universidad de Antioquia (Colombia).

Como usted ya conoce, el cromosoma es el resultado del enrollamiento
supercondensado de una molécula de ADN alrededor de las histonas, y su objetivo es
separar equitativamente el material genético (ADN) durante la division celular de
eucariotas, posteriormente en las células hijas se descondensa y se libera como
cromatina para poder realizar la transcripcion de los genes. Asi que los genes no se
ubican en los cromosomas, sino en el ADN. Cuando se realiza un estudio
cromosomico no se investigan directamente genes, sino, lo que pudo haber sucedido
en una molécula de ADN durante el periodo G1 de funcionalidad o durante la fase S de
duplicacion o durante la recombinacién que ocurre en meiosis. Si se deleta o pierde la
banda cromos6mica mas pequefia, entonces se han perdido por lo menos 4 millones
de nucledtidos del ADN. Si la molécula de ADN gana millones de nucleétidos se
expresan en el cromosoma como una duplicacién de bandas. Si un cromosoma posee
un patrén de bandeo que corresponde a otro significa que hubo un cambio de posicion
de grandes fragmentos de ADN, y para esto se requiere que el ADN se rompa en algun
sitio. Las translocaciones y las inversiones requieren de roturas del ADN; por lo tanto,
el cromosoma no se rompe porque es una estructura supercondensada, a no ser que

los cromosomas sean sometidos a radiaciones idnicas de alta intensidad.

Las ganancias y pérdidas del ADN y sus roturas con translocaciones e inversiones se
expresan y pueden verse cuando se convierte en cromosoma. Para el estudio de los
genes y de pequefios fragmentos de ADN se requieren las técnicas de biologia
molecular.

Es frecuente observar en internet y en textos la determinacion del sexo o género con
base en el cariotipo. jGran error!. Cuando el médico recibe el informe del laboratorio de
un cariotipo considerado normal, lo reportan como: “complemento cromosémico 46,
XX” 0 “complemento cromosémico 46, XY”, no agregan el sexo. El cariotipo 46, XX no
es obligadamente femenino, ni el 46, XY es necesariamente masculino. El género

0 sexo se determina por la presencia de los genitales externos, y esto se establece con
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la observacion visual y esta respaldado por la ley; no se lleva a una notaria al registrar
legalmente un nifio el estudio cromosomico ni la cromatina X. Existen un grupo de
patologias genéticas llamadas reversidbn sexual que consisten en varones XX y
hembras XY. El cariotipo tampoco define el género cuando hay genitales ambiguos, en
estos casos se requiere un estudio general que incluye gonadas, hormonas y otras
estructuras sexuales. Por lo tanto, como el género masculino y femenino no requieren
de la absoluta presencia del XY y XX, estos cromosomas no deben llamarse
cromosomas sexuales, actualmente parece que el concepto de gonosomas es el méas

adecuado.

El campo de la ciencia que estudia los cromosomas se llama Citogenética.

A continuacion, veras un cuadro con su organizacion. Existen diversas técnicas de
tincion, pero el cuadro solo menciona las utilizadas en medicina para el diagnostico
genético en humanos (con excepcion de la técnica de micronucleos). La citometria de

flujo se utiliza mas en el campo inmunoldgico.

1. TECNICA DE TINCION
DIRECTA HOMOGENEA
CON GIEMSA

2. TECNICAS DE BANDEO

CONVENCIONAL — DIAGNOSTICO MEDICO:
Y BANDEO G
P 4 BANDEQO R (reverso de G)
; BANDEO NOR
IINTERCAMEBIO DE CROMATIDES
HERMANAS (I.C.H.)
TECNICAS DE FRAGILIDAD

\ . TECNICA DE MICRONUCLEOS

1. CITOMETRIA DE FLUJO.
MOLECULAR 2. F.LS.H. (hibridacion in situ
fluorescencia)

ITOGENETICA

o0 puNna

Diversas técnicas de tinciéon

Programa de Medicina Péagina 21 de 110



v ".'_Pj;'-, CORPORACION UNIVERSITARIA
i

2 RAFAEL N UNEZ Guia de Genética Médica

Sl r
"l

» Para su estudio, los 46 cromosomas humanos se organizan en parejas. Cada

miembro del par proviene de uno de los padres.

» Cada una de estas parejas recibe el nombre de cromosomas homologos, por lo

tanto poseemos 23 parejas de cromosomas homoélogos.
Cada cromosoma contiene una constriccion especial llamada centromero.

El centromero divide al cromosoma en los denominados: brazo corto (brazo p) y

brazo largo (brazo q).

» De acuerdo con la posicion del centrémero, los cromosomas se pueden

clasificar en tres grupos:

Metacéntricos, Submetacéntricos y Acrocéntricos.

=
y T -
E METACENTRICO SUBMETACENTRICO ACROCENTRICO
‘ ’ - el
- : ‘ p ; Satélite
el = | 5 £ ‘ e
- i B ¥ u/’- | Centromero
: = q . i P ‘ . Tallo
[&] : - \ I ‘,
= % = \V Y v U
« 9 = -
-
=5 1 } 21

Identificacion y caracterizacién de los cromosomas, www.docplayer.es.

> Entre los 23 pares de cromosomas presentes en nuestras células soméaticas hay
un par denominado GONOSOMAS, que son los XX y XY.

» Las 22 parejas restantes se denominan autosomas y han sido numerados del

par 1 al par 22.

» Para su estudio se organizan en orden de tamafio decreciente si la técnica es
con tincién homogénea, siendo el par cromosémico numero 1 el de mayor
tamafio y el par 22 el mas pequefio. Si la técnica es de bandeo se organizan

con base en el patron de las bandas cromosdmicas.
En los humanos los pares cromosomicos 1, 3, 16, 19 y 20 son metacéntricos.
Los pares 13, 14, 15, 21, 22 y el cromosoma Y son acrocentricos.

Los demas son submetacéntricos.

YV V V V

En los humanos no existen cromosomas telocéntricos.
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Il. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Conocer las principales anomalias cromosomicas por medio de la evaluacion del

cariotipo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conocer las diferentes técnicas de cariotipo.
e Conocer las principales anomalias cromosémicas.
e Interpretar los resultados obtenidos en el cariotipo con el fin de reconocer las

patologias presentadas.

.  METODOS
e Técnica de tincibn homogénea con Giemsa.

e Técnicas de bandeo.

V. REACTIVOS, MATERIALES Y REACTIVOS
e Jeringa previamente heparinizada.

e Fitohemaglutinina.

e Solucion fijadora (Carnoy).

e Giemsa.

V. MUESTRA
Sangre Venosa.
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VI. PROCEDIMIENTO

Para la obtencion de un cariotipo por tincion homogénea con Giemsa se requieren

los siguientes pasos:

1. Se toman de 3 a 5 cc de sangre venosa con jeringa previamente
heparinizada. Si se toma fuera del laboratorio debe permanecer en la jeringa,
fijar la tapa de aguja y el embolo. Se cubre con papel aluminio y refrigerar a
4°C hasta enviar al laboratorio.

2. Se agregan 20 gotas de sangre en frasco de cultivo que contiene el medio de
cultivo, antibidticos y se adiciona Fitohemaglutinina. Se incuba a 37°C
durante 3 dias.

Se adiciona colcemid o colchicina y se deja actuar por 2 horas.

4. Se saca de la incubadora y se pasa a un tubo de ensayo.

5. Se centrifuga para concentrar las células en el fondo y se agrega una
solucion hipotdnica y se re suspende. Se deja actuar por 30 minutos.

6. Se centrifuga, se descarta la solucién hipoténica, y se agrega una solucion
fijadora (Carnoy). Se re suspende, se deja actuar por algunos minutos (10) y
se repite el proceso dos veces.

7. Por ultimo las células en Carnoy se gotea sobre una lamina portaobjetos a
cierta altura y se deja secar durante 3 a 7 dias.

8. Posteriormente se aplica tincibn Giemsa, se deja secar, se coloca lamina
cubre objeto que se fija con pegante.

9. Se procede a buscar los cromosomas con microscopia.
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La siguiente imagen nos muestra una fotografia a través del microscopio en la

l[amina portaobjetos donde se goted y proceso.

Foto: Cariotipo. Dr. Enio Hernandez A. Universidad del Norte. Barranquilla Atlantico.

El siguiente cuadro nos muestra la organizacion con base en grupos de la A-G

a ' CORPORACION UNWEREI'I‘ARIA

#: RAFAEL NUNEZ
e,

Guia de Genética Médica

Grupos Cromosomas Morfologia
Grupo A 1,2%3 Metacéntricos grandes
Grupo B 4y5 Submetacéntricos grandes
Grupo C 6al12yX Submetacéntricos medianos
Grupo D 13,14y 15 Acroceéntricos grandes
Grupo E 16. 17y 18 Submetacéntricos pequenos
Grupo F 19y 20 Metacéntricos pequenos
Grupo G 21,22eY Acrocéntricos pequenos
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Imagenes del cariotipo de tincibn homogénea organizado
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Extraido de: https://biologiaccadinarte11mogrado.wordpress.com/tercer-bimestre/

Con esta técnica es muy dificil identificar dentro de cada grupo un determinado
cromosoma. Por ejemplo: distinguir los miembros del grupo C. Distinguir entre el 4 y el
5, distinguir entre los acrocéntricos 13, 14 y 15, etc.

Pero, hay ciertas patologias donde puede ser util. Por ejemplo: si hay una expresion
fenotipica de Down y sabemos que el género es femenino, entonces debe haber 16
cromosomas del grupo C y 5 cromosomas del grupo G. Si el género es masculino debe
haber 15 cromosomas del grupo C y 6 del G, pero solo en caso de trisomias 21
clasicas o libres, donde hay 47 cromosomas; porque en el Down por translocacion o

por trisomia parcial hay 46 cromosomas.

TECNICAS DE BANDEO.

Hay diversas técnicas de bandeo, pero las utilizadas en el diagndstico médico son las

siguientes:

Programa de Medicina Péagina 26 de 110



v ".'_Pj;'-, CORPORACION UNIVERSITARIA
i

2 RAFAEL N UNEZ Guia de Genética Médica

Sl r
"l

1. Los bandeos G y R solucionan la mayoria de los diagnosticos donde se requiere su
uso. Ambas técnicas son aprobadas en el sistema de salud Colombiano.

2. El bandeo NOR (regiones que organizan el nucléolo) investigan las bandas de los
brazos p de los acrocéntricos 13, 14, 15, 21 y 22. Se utiliza para determinar el
origen parental de las trisomias 13 y 21. Se utiliza generalmente en problemas
legales y en investigaciones.

3. Las técnicas de I.C.H. y de fragilidad se utilizan para investigar efectos nocivos
sobre el ADN de los factores ambientales. Investigan susceptibilidad a procesos
cancerosos e inestabilidad gendmica; es de uso general en la medicina laboral u
ocupacional.

4. Latécnica de micronucleos no se utiliza en el diagnéstico médico.

En 1995 el comité internacional de citogenética recomendd utilizar el bandeo R de alta
resolucion y sincronizacion para el diagnéstico médico. Sin embargo, se utiliza mas el
bandeo G porque es el mas ordenado por las entidades de salud por su bajo costo
(técnicamente requiere menos procedimientos). El actual bandeo R de alta resolucion y
sincronizacion fue desarrollado por Mauricio Camargo Diago (colombiano) en su tesis

doctoral.

Ejemplo de un bandeo R de alta resolucién.

Complemento cromosémico 46, XY

https://docplayer.es/12701799-ldentificacion-y-caracterizacion-de-los-cromosomas.html
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En este caso la organizacion no es por grupos sino por patron de bandeo. Cada par
cromosomico tiene un patrén determinado por convencion. En el patron de bandeo G

los telémeros no se tifien. El bandeo R (reverso de G) tifie las bandas claras del G.

CAMARGO AND CERVENK.A
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Patterns of DNA replication of human chromosomes: replication map and replication model. Camargo &
Cervenka. Am J Hum Genet. 1982 sep.; 34(5): 757-780

UTILIDAD DEL CARIOTIPO EN MEDICINA

Sélo el 10% del genoma tienen genes, por lo tanto, la mayoria de las bandas
cromosomicas no tienen genes. Si se pierde una banda (deleccion) que no tenga genes
funcionales no habra sintomas patoldgicos. La rotura del ADN en sitios donde no hay

genes no produce patologia.

El cariotipo se utiliza para investigar anomalias numéricas o gendmicas, donde hay
variacion en el numero normal de los cromosomas. Y para investigar anomalias
estructurales del patron de bandeo y de la forma. La alteracion de la forma se

presenta especialmente en inversiones pericéntricas.
Las anomalias numéricas se dividen en:

1. Poliploidias.
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1.1. Triploidias (tiene 3 veces el numero haploide del gameto:
3x23=69).

1.2. Tetraploidias (tiene 4 veces numero haploide del gameto. No se ha
reportado en humanos).

2. Aneuploidias. Tiene 1 de mas o le falta 1 al niumero diploide.

2.1. Monosomias (tiene 45 cromosomas)

2.2. Trisomias (tiene 47 cromosomas)

2.3. Tetrasomias (tiene 48 cromosomas)

2.4. Pentasomias (tiene 49 cromosomas)

2.5. Lo maximo en humanos son las octasomias, ejemplo: 52, XXXXXXYY en

varones, y las sexasomias en mujeres: 50, XXXXXX.

Las Triploidias comprenden la Dispermia, la Diginia y la Diandria.

S48 G e , CARIOTIPO
788 & 2K M.ﬂ 8 ORGANIZADO
' ‘ * 4 : A PARTIR DE
¢ % (3 \}" > ‘ U “7 ‘!v DOS
288 338 A86 2KF AEE Nef K NORMALES:
69,XXX
g AR BB 88 EER Bad
afFo
KX KxX ARR  AAR i 1Y

‘r:v:_v;g‘t TP 108 A B0

Triploidia 69 XXX. Marta Gonzales Vilanova

Las Aneuploidias mas frecuentes en Medicina son: Trisomia 21, Monosomia X,
Trisomia 13, Trisomia 18, Trisomia XXY (Sindrome de Klinefelter). EI mecanismo de
produccion de las aneuploidias se debe a no disyuncién de los pares cromosOmicos
durante la meiosis | o Il cuando se producen los gametos. A continuacidén, un

diagrama con el mecanismo de no disyuncion.
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Texto ilustrado de Biologia Molecular e Ingenieria Genética.
José Luche y Angel Herraez. Editorial Elsevier. Pagina 404.

Con respecto a las anomalias estructurales, estas se dividen en: delecciones,
duplicaciones, translocaciones reciprocas, translocaciones Robertsonianas, inversion

paracéntrica, inversion pericéntrica, isocromosomas y cromosomas en anillos

El cariotipo es el estudio del complemento cromosdmico individual. Puede
organizarse con base en un solo nucleo o con base en varios. El nUmero considerado
normal en la especie humana es de 46 cromosomas. Como el proceso en el laboratorio
se detiene en metafase antes de anafase, en realidad normalmente son 46

cromosomas dobles.
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Si a un cromosoma le falta una banda o es mas pequefia de lo normalmente aceptado,
decimos que esta deletado, y esto significa que hace falta un fragmento de ADN con
genes potencialmente funcionales, pero también ese fragmento perdido puede no tener

genes.

Si una banda de un cromosoma es mas grande de lo normalmente aceptada, decimos
gue esta duplicada. Significa que los posibles genes del fragmento de ADN que
conforma esa banda estan duplicados o en doble dosis. Si se suma la banda del otro
cromosoma homoélogo, estaran triplicados. Decimos entonces, que hay una trisomia
parcial. Normalmente funcionamos correctamente con 2 dosis. La triplicacion de los
genes generalmente produce patologias. Pero también es posible que la banda

duplicada no contenga genes.

Si un cromosoma posee 2 patrones de bandeos que corresponden a 2 cromosomas
diferentes, decimos que hay una translocacién. Se conocen translocaciones
reciprocas y simples (inserciones). En las reciprocas dos moléculas de ADN diferentes
intercambian informacion; en las simples solo una recibe informacion y no devuelve. En
este caso no se pierde ni se gana material genético. Simplemente el material genético
se cambia de posicién y los genes se siguen transcribiendo normalmente. El problema
se presenta cuando en el sitio de la rotura del ADN que permite la translocacién se

secciona un gen funcional.

Un cromosoma puede tener una porcion con el bandeo en posicion inversa a lo
normalmente aceptado. Decimos que tiene una inversién. Si compromete un solo
brazo decimos que es paracéntrica, si compromete los dos se llama pericéntrica. En
este caso tampoco hay alteracion de genes. Funcionan perfectamente en G1. Pero

habr& patologias si en los sitios de rotura se comprometen genes.

En resumen: la delecciones y las duplicaciones cromosémicas producen alteraciones si
en la banda comprometida existen genes funcionales. Las translocaciones y las
inversiones producen patologias si en el sitio de la rotura hay genes funcionales. Todas

estas alteraciones no ocurren en el estado de cromosomas (estructura
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supercondensada e impenetrable compuesta de ADN mas proteinas), sino durante la
meiosis y cuando son moléculas de ADN en las fases de G1 y S de la duplicacion,

donde para funcionar debe abrirse.

Como solo el 10% del genoma contienen genes, la mayoria de las bandas no tienen
genes. Para el normal funcionamiento del humano es absolutamente necesario el
genotipo funcional, no los 46 cromosomas. Asi que habra personas con pérdida y
ganancia de bandas, con translocaciones e inversiones cromosémicas que son
normales. El concepto de “alteracion cromosoémica balanceada” se aplica en
genética clinica para aquellas personas normales con alteraciones cromosomicas

estructurales y de nimero.

¢,Coémo puede expresarse una alteracion cromosdmica balanceada?

En la meiosis las cromatides o cromatinas homologas de origen paterno y materno
deben unirse perfectamente para recombinar locus homélogos. Si uno de ellas tiene
alterado el orden de sus locus, o le falta uno, Ocurre un intercambio genético anormal
conocido como “crossing over” desigual. Esto se traduce en gametos anormales y se
expresa como infertiidad, como abortos o recién nacidos con malformaciones
congénitas.

La alteracibn cromosOmica balanceada mas frecuente es la translocacion
Robertsoniana entre los cromosomas acrocéntricos (13,14, 15, 21 y 22), en la cual el

individuo puede tener 45 6 44 cromosomas y es fenotipicamente normal.

El individuo que porte una translocacién Robertsoniana entre un acrocéntrico grande
(13, 14, 15) y un acrocéntrico pequefio (21, 22) tiene en cada gestacién una
probabilidad de 3/6 de abortar, 1/6 de tener un hijo con patologia y 2/6 de tener hijos
normales, pero la mitad de estos portard la translocacion que se trasmitira de
generacion en generacidbn constituyendo una alteracibn cromosomica
constitucional. En toda pareja con abortos es importante preguntar por historia de
abortos en la familia.

Las inversiones paracéntricas mas frecuentes como anomalias constitucionales,
afectan a los cromosomas 3, 7 y 14. Algunas inversiones pericéntricas son muy

frecuentes, y se llaman cromosomas variantes; por ejemplo, la inv(9)(pllgl3)
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encontrada en 1/400 individuos con una gran variacion geografica. Los individuos con
inversiones pericéntricas tienen todos sus gametos anormales; son infértiles o todas
sus fecundaciones se abortan. Los cromosomas variantes son alteraciones

cromosoémicas balanceadas frecuentes en determinadas poblaciones.

A continuacién, un diagrama que muestra las posibilidades gaméticas en una persona
normal con translocacién Robersoniana balanceada entre un acrocéntrico grande (13 o

14 o0 15) y uno pequeiio (21 o 22).
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Juitracdo oy
Gametos desequitibrados

Nocrmal Ec
\ Cuando un individuo (Mmas. © fem.)

Porte una tra o A -

Genética médica de Thompson % Thompson. Edicion 5.

CONCEPTOS RELACIONADOS CON LA ELABORACION DEL CARIOTIPO

1. Tipo de muestra: cualquier tejido que tenga ndcleo puede ser usado para realizar
un cariotipo; los mas utilizados son: sangre venosa, médula ésea, liquido amniético

y tejidos sdélidos.

2. ¢Como se tomala muestra?

2.1. La muestra de sangre periférica se toma con jeringa normal heparinizada de
3 a 5 ml. La sangre debe permanecer en la jeringa fijando la aguja y el
embolo con cinta adhesiva. Se cubre con papel aluminio para evitar que la
luz solar (LUV) rompa el ADN y se deja media hora a temperatura de 20°C

para estabilizar las mitosis. La muestra se conserva a 4°C hasta ser enviada
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al laboratorio. Se envia en una bolsa de plastico en caja de icopor con hielo
normal o geles congelados. No colocar hielo seco.

2.2. La muestra de médula 6sea es tomada por un hematologo con las mismas
precauciones descritas para sangre venosa, pero debe enviarse

inmediatamente al laboratorio.

2.3. El liquido amnid6tico es tomado por el ginecologo a través de la puncion de
las bolsas amnidticas. Requiere la participacion de un ecografo. Se realiza a
las 17 semanas de gestacion para poder tomar 20 ml sin repercusiones
fetales. Se deja en la jeringa y se toman las mismas medidas descritas
anteriormente. El envio al laboratorio debe ser lo mas pronto posible.

2.4. Setomande 0.5a 1l cc. Y se introduce en solucion salina si se procesa en el
mismo sitio. Si la entrega al laboratorio dura 24 horas se envia en medio de
cultivo (MEM o RPMI). Si la entrega dura mas de 24 horas, al medio de
cultivo se le agrega suero fetal bovino (SFB). Se conserva a 4°C con geles.

No debe congelarse ni utilizar formol.

3. Procedimiento para realizar el cariotipo de bandeo. Se divide en siembra,
procesamiento y andlisis.
3.1. Siembra: depende del tejido.

3.1.1. Para la sangre periférica, se agrega 25 gotas de sangre a un medio de
cultivo enriquecido con SFB, mas antibidticos y fitohemaglutinina. Se
incuba a 37°C.

3.1.2. La muestra de médula 0sea se adiciona a un medio de cultivo con SFB.
No se utiliza estimuladores de la mitosis y se incuba a 37°C.

3.1.3. El liquido amnidtico se pasa a un tubo seco estéril y se centrifuga. Se
descarta el sobrenadante y se resuspende el precipitado con medio de
cultivo. Se siembra en una caja de Petri que contiene laminas
portaobjetos y se incuba a 37°C.

3.1.4. El tejido solido se pasa a una caja de Petri con cultivo. Se fragmenta en

pequefiisimos segmentos y se adiciona a un frasco de cultivo especial
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con medio de cultivo y SFB. Se incuba a 37°C y se deja quieto por 4 dias
para garantizar el crecimiento. El medio de cultivo posee una tension
superficial de tal modo que mantiene adherido el tejido a la superficie

basal del frasco de cultivo.
3.2. Procesamiento. Consiste en procesar las células obtenidas para obtener
los cromosomas de las células que estén en metafase. En general la mayoria

estan en interfase.

3.2.1. Sangre periférica: a los tres dias de cultivo se le agrega Colchicina y se
deja actuar por 1 a 2 horas, posteriormente se pasa el cultivo a un tubo y
se centrifuga, se descarta el sobrenadante y se agrega una soluciéon
hipotdénica (KCI 0,075 M). Se centrifuga y se descarta sobrenadante. Se
agrega solucion Carnoy, luego se hacen varios lavados con solucién
Carnoy. Finalmente se gotea sobre laminas.

3.2.2. Médula 6sea: si la impresion diagnéstica es leucemia linfoide se utilizan
las mitosis a las 24, 48 y 72 horas. Si es leucemia mieloide se utilizan las

mitosis a las 48 y 96 horas.

3.2.3. Para liquido amnidtico, a los 3 dias de cultivo se observa con el
microscopio invertido directamente en la caja de Petri para buscar
fibroblastos adheridos a las laminas. Se hacen recambios de medio de
cultivo més SFB cada 3 dias hasta obtener suficientes fibroblastos.

3.2.4. Tejido solido: a los 4 dias deben verse fibroblastos adheridos al piso del
frasco de cultivo. Posteriormente se hacen recambios de cultivos cada 3
dias hasta obtener suficientes fibroblastos.

3.3. Analisis: comprende la coloracién, la busqueda microscopica, la

fotografia y la organizacion del cariotipo. La coloracion depende de la

técnica.
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Cariotipo con alta resolucion y sincronizacion:

En este caso, la sincronizacion consiste en detener todas las células en cultivo en el
intervalo G1/S utilizando metotrexate. Posteriormente todas reinician el proceso a partir
de fase S utilizando Bromo deoxiuridina, de esta manera la gran mayoria de las células
llegan al mismo tiempo a la metafase y son detenidas en esta etapa con la colchicina.
De este modo se obtienen muchos nucleos para poder analizar de 25 a 50 metafases

gue es lo recomendado.

La alta resolucion consiste en obtener cromosomas largos donde puedan distinguirse
con mayor facilidad las bandas y poder identificarlos con mayor precision. Este

resultado se logra por la accién de la Bromo deoxiuridina.

En esta técnica también se utiliza el mismo medio MEM o RPM], la fitohemaglutinina, la

colchicina, la solucién hipotodnica, la solucion Carnoy y el colorante Giemsa.

VII.  ACTIVIDADES A DESARROLLAR POR LOS ESTUDIANTES:

l. Trabajo en grupos: organizar los siguientes cariotipos (entregado por el

docente), con técnica de tinciobn homogénea y con técnica de bandeo.
VIIl. TRABAJO EN GRUPOS
Investigar las respuestas de las siguientes preguntas.
¢, Qué es la fitohemaglutinina y cémo funciona en la elaboracion del cariotipo?
1. ¢Qué es el colcemid o colchicina y cémo actia en la elaboracion del
cariotipo?
2. ¢Como funciona la solucion hipotonica?
3. ¢Como estad compuesta la solucién Carnoy y cual es su funcién?

4. ¢Qué es el metotraxate? ¢Cual es el mecanismo de accion y como

funciona en la sincronizacion?
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5. ¢Qué es la bromodeoxiuridina y como funciona en la técnica de alta
resolucién y sincronizacion?

6. ¢Cudl es la utilidad clinica del cariotipo en las diferentes muestras
biolégicas y qué tipos de células se obtienen de cada muestra?

7. ¢Por qué lo maximo en aneuploidias son las octasomias (varon XY) y las
sexasomias (hembra XX)?

8. ¢Qué es un isocromosoma y cromosomas en anillo?

9. ¢Qué es la dispermia, la diginia y la diandria? ¢Cuél es la expresion
clinica de cada una?

10.¢Por qué en el cultivo de médula 6sea varia el tiempo para el analisis de
las mitosis? ¢, Por qué no se usan mitdbgenos en la siembra?

11.¢Qué caracteristicas tienen los fibroblastos en los medios de cultivo?

12.¢Qué parte del cromosoma tifie el colorante Giemsa?

13.¢Por qué los individuos con translocaciones Robertsonianas entre
acrocéntricos (con excepcion del Y) tienen 45 cromosomas y son
normales?

14.¢Cuantos cromosomas tiene el individuo que porte el isocromosoma
210;219? ¢Qué posibilidad tiene de tener hijos normales? Diga el porqué
de la respuesta.

15.¢Con base en el diagrama de no disyuncién podria explicar el origen del
cariotipo 49, XXXXY?
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PRACTICA N° 3
IDENTIFICACION DE LA CROMATINA X

l. INTRODUCCION

La cromatina X es la heterocromatizacion de una de las moléculas de ADN que
corresponde a los cromosomas X. Cuando la molécula se asocia a proteinas no puede

funcionar, a esto también se conoce como la inactivacion del X.

En 1949 M. Barr y E. Bertram observaron en la membrana interna del nacleo de una
célula en interfase un corpusculo condensado diferente al nucléolo, y notaron que las
gatas normales poseian este corpusculo mientras que los gatos no lo poseian. Estos
investigadores lo nombraron como cromatina sexual, pero posteriormente se ha
denominado corpusculo de Barr. Investigaciones recientes con microscopios de alta
resolucién revelan que los extremos del corplusculo de Barr estdn en estrecha

proximidad formando un anillo.

Con los avances de la citogenética se fue demostrando que los varones XXY poseen
un corpusculo de Barr, las mujeres Turner (45,X) no tienen corpudsculo, las mujeres
XXX tienen 2 corpusculos, las mujeres 48XXXX tienen 3 corpusculos y en general las
personas con un numero anormal de cromosomas X poseian un corpusculo menos al
namero de cromosomas X, lo que sugirio la formula: No de cromosomas X = No de

corpusculos Barr + 1.

En 1966, Mary Lyon (inglesa) sugiri6 que el corpusculo de Barr representaba un
cromosoma X inactivo. La prueba directa de la hipétesis de Lyon se produjo cuando, en
mujeres normales, los citélogos identificaron el corpusculo de Barr como un
cromosoma X inactivo. Pruebas genéticas también apoyaron la hipétesis de Lyon: las
hembras heterocigoticas para un determinado locus del X muestran un patron peculiar
de expresion fenotipica. La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD) es una enzima
cuyo gen ubicado en Xg28 presenta dos formas alélicas que codifican dos formas de

enzimas (A y B) funcionales en forma independientes (codominancia), que difieren en
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un aminoacido y, por lo tanto, se pueden separar por electroforesis. Un varon XY sélo
tendria la forma A o B. La mujer XX heterocigota para este alelo tiene ambas formas en
el plasma sanguineo y se observan dos bandas en la electroforesis, pero el andlisis
realizado en segmentos de tejidos solo muestra la forma A o la B, indicando que un
locus permanece inactivo en el tejido. La hipotesis de Lyon se ha demostrado con
muchos loci ligados al X. Esto indica que en cada célula sélo se encuentra activo uno
de los dos cromosomas X. Actualmente sabemos que en los seres humanos el
cromosoma X que se inactiva en cada célula, se inicia alrededor del decimosegundo
dia de vida fetal, y parece que el azar determina qué cromosoma X debe inactivarse. A
partir de este momento, el mismo cromosoma X se sigue inactivando en las células
descendientes. Asi que la hembra XX, a pesar de ser Heterocigota u homocigota para
alelos del X, en realidad es hemicigota para muchos loci del cromosoma X.

Importancia Clinica

Aungue en etapas muy tempranas del desarrollo ambos cromosomas X son activos, la
inactivacion del X se inicia cuando los blastbmeros comienzan a diferenciarse hacia la
etapa de blastocito. En cada célula del feto femenino XX se elige para la inactivacion
uno de los dos cromosomas X parentales: el Xm o el Xp, aunque se considera
aleatoria, en la placenta humana se inactiva el X paterno. Una vez que una célula
progenitora en el embridon temprano se comprometié a inactivar el cromosoma Xp o el
Xm, todos los descendientes de la célula dentro del linaje celular resultante llevan el
mismo patron de inactivacion de X que la célula progenitora. Esto significa que todos
los mamiferos hembra son mosaicos por la mezcla de lineas celulares en las que se
inactiva el X heredado del padre paterno y lineas celulares en las que se inactiva el X
heredado de la madre. Un heterocigoto femenino XX para una enfermedad ligada a X
(sea dominante o recesiva) es un mosaico. Cada célula expresara el alelo normal o el
anormal, pero no ambos, por lo tanto, la expresion patologica dependera del X que se
inactiva. Cuando el fenotipo patolégico depende de un producto circulante, como en la
hemofilia, hay un efecto promedio entre las células que expresan el X con el alelo

normal y las células que expresan el alelo anormal. Las mujeres portadoras tienen un
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fenotipo intermedio y ocasionalmente manifiestan sintomatologia clinica leve, pero son

anormales desde el punto de vista bioquimico.

Cuando el fenotipo es una propiedad localizada en células individuales, como es el
caso de la displasia ectodérmica hipohidrotica (carencia de glandulas sudoriparas y
presencia de dientes y pelo anormales), las mujeres portadoras muestran placas de
tejido normal y anormal. En ocasiones se observan mujeres heterocigotos que
manifiestan enfermedades recesivas ligadas al X, pudiendo estar afectadas de un
modo grave debido a que casi todas las células de algunos tejidos criticos han

inactivado el X normal.

En la Distrofia Muscular de Duchenne (DMD), enfermedad recesiva ligada al X, los
varones estan gravemente afectados y fallecen alrededor de los 15 afios; las mujeres
portadoras expresan debilidad muscular con el ejercicio leve, aumento de Creatinina

Fosfato Kinasa (CPK) y cardiopatias.

Actualmente para la herencia de los genes asociados al X soélo existen dos reglas, no

importa que el fenotipo sea dominante o recesivo:

1. En el varon XY la expresion del fenotipo siempre es dominante por ser hemicigoto

obligado.
2. En la hembra XX la expresiéon del fenotipo depende de la inactivacion del

cromosoma X.

Es importante mencionar que la inactivacion del X se invierte Unicamente en la linea
germinal, cuando se inicia la ovogénesis. Asi que el cromosoma Xm se hereda

activado. El Xp siempre esté activo.

También es importante mencionar que el corpusculo de Barr se utiliza para determinar
el nimero de cromosomas X que tiene una célula y/o tejido. No determina el
complemento cromosomico ni el género (sexo) de la persona, asi que su nombre

correcto es cromatina X.
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¢, Qué es el fendmeno de compensacion de dosis?

El cromosoma X tiene unos 1000 genes y el cromosoma Y tiene 7 regiones que
contienen genes que no son esenciales para la vida, pero posee las regiones SRY y
AZF que son importantes para el desarrollo del varén. Las hembras tienen el doble de
copias de los genes ligados al X y expresarian el doble de los transcritos de estos
genes si no existiera un mecanismo que realice un equilibrio con los transcritos del
varén. A pesar de la diferencia en el numero de genes las células femeninas y
masculinas tienen cantidades equivalentes de las proteinas codificadas por genes del
cromosoma X. Esto se conoce como compensaciéon de dosis y es el resultado de

la inactivacion de un cromosoma X en las hembras XX.

El fendmeno de compensacion de dosis supera las diferencias de género con respecto
a la relacion esperada de la dosis de genes autosémicos con la dosis de genes del
cromosoma X. Esta relacion de dosis es muy importante ya que los productos de los
genes ligados al X deben interactuar con los productos de los genes autosémicos en
las diferentes vias metabdlicas y del desarrollo, y la cantidad de las dosis es esencial

para la regulacion homeostética.

La inactivacion del cromosoma X es el mecanismo que utilizan los mamiferos humanos
para regular las dosis de los genes que se localizan en el cromosoma X; hay especies

gue utilizan mecanismos diferentes.

¢, Como se inactiva el cromosoma X?

A partir de 1990 empez6 a descubrirse el mecanismo de inactivacion del X. Un gen
llamado XIST, que se ubica en el locus Xql3.2, que también se conoce como XIC
(centro de inactivacién del X) transcribe un RNA Xist (transcrito especifico del X
inactivo) que no codifica proteinas, pero que inicia la inactivacion de la molécula de

ADN que lo transcribe.
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En el proceso de inactivacion y en el mantenimiento del mismo participan mecanismos
moleculares precisos. EI RNA Xist forma moléculas bicatenarias entre si y
desencadena el reclutamiento de un complejo proteico que induce la metilacién de los
residuos lisina-27 y lisina-9 de la histona H3, generando la condensacién del ADN y la
formacion de la cromatina X. Este proceso requiere ademas de la desacetilacion de la
histona H4 y la activacion de la H2A. Mdultiples copias del RNA Xist bicatenario se
expanden a través de la molécula de ADN para unirse a las histonas H3 y H2A. Para
que el gen XIST se transcriba es necesaria la presencia de por lo menos dos moléculas
de ADN o los 2 locus. En todos los individuos con un nimero de cromosomas X mayor
de 1, como 46 XX, 47 XXX y 47 XXY, etc. todos los cromosomas X con excepcion de

uno, realizan el proceso de inactivacion.

En los individuos triploides (69, XXX) se observan uno o dos cromosomas X activos,
mientras que en tetraploides (92, XXXX) permanecen activos dos. Esto significa que un
cromosoma X debe estar activo por cada dos grupos de autosomas. El gen XIST es
esencial para iniciar la inactivacion del cromosoma X, y se observa mayor expresion

cuanto mayor es el nimero de cromosomas X.

Expresion del gen XIST

a

| — 46, XX
- 46,XY Imagen de Silvia Baquedano y
— 47, XXY Alejandro Usoén.
www.unizar.es/lagenbio/docenci
| 49, XXXXX | alapuntesfundamentos/cromoso
g X.pdf
e 49, XXXXY mas-p
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La flecha muestra un corpusculo de Barr.
Foto del laboratorio de la CURN. Dr. Enio Hernandez A.

Si en las mujeres XX se inactiva un cromosoma X, entonces funcionalmente tendrian
un solo X. El 60% de las mujeres con sindrome de Turner tienen el cariotipo 45, X, o
sea, un solo X. ¢Entonces, si debe inactivarse un cromosoma X, por qué se produce

esta patologia en la mujer 45, X?

Un analisis detallado de la expresion de genes ligados al X inactivo, ha demostrado que
al menos el 15% escapan a la inactivacion y se expresan tanto en el cromosoma X
activo como en el inactivo. Ademas, hay otro 10% que muestra una inactivacion X
variable; es decir, escapan a la inactivacién en algunos individuos del sexo femenino,
pero no en todos. Por lo tanto, las mujeres son mosaicos con respecto a los genes del
X, y la mayoria de estos genes funcionan en estado haploide como sucede en el varén.

Los genes que permanecen activos en el X inactivo contribuyen a la expresion
fenotipica sexual, a la variabilidad fenotipica entre las mujeres heterocigotas para
condiciones ligadas al desarrollo sexual, y a la variedad de expresién clinica en
pacientes con alteraciones en genes del cromosoma X. Para el desarrollo de los
ovarios y el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias se necesitan los dos
genes implicados en forma activa en ambos ADN. Ejemplo, para el desarrollo de los
ovarios se requieren los dos locus del gen DAX-1y WNT-4.

El siguiente cuadro muestra genes que deben permanecer activos en ambos ADN del

cromosoma X, y lo que producen si estan en forma hemicigota.
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GEN LOCUS FENOTIPO
SHOX Xp22.33 Talla baja
ZFX Xpll.2-22.1 Anomalias esqueléticas.
ZFX, USP9X Xpll.2-22.1 Fallo ovarico
DIAPH2 Xql3-26
USP9X Xpll.2-22.1 Paladar ojival
Tiroiditis autoinmune
RPS4X Xcen-gq13.2 Pobre viabilidad
intrauterina

Il. DESARROLLO DE LA PRACTICA

(OBTENCION DEL CORPUSCULO DE BARR).

[I. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Observar la cromatina X en células de la mucosa bucal humanas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Conocer la importancia de la inactivacion de la cromatina X.

e Observar la cromatina X.

e Calcular los corpusculos de BAAR en los individuos evaluados.

V. MATERIALES

+ Espatula metalica o de madera con extremo redondeado.

* Solucion fijadora: 3 partes de etanol al 95% + 1 parte de acido acético glacial.

* Cubetas de coloracion.

* Colorante Aceto-orceina.
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» Papel filtro.
* Laminas y laminillas.
+ Gasa.

+ Guantes y tapaboca.

V. PROCEDIMIENTO

1. Limpie la mucosa de la cavidad oral con un pedazo de gasa. El paciente debe
mantener la boca abierta y disponer la lengua en el lado opuesto al que va a ser

frotado.

2. Para el frotis de la mucosa se utiliza la espatula. Este debe hacerse con presién

moderada, asegurandose de obtener una capa de material blanquecino.

3. El material de la espatula se extiende delgada y suavemente sobre una lamina y ésta
se sumerge inmediatamente en la solucidn fijadora. Pueden obtenerse tres laminas

de cada lado de la boca.
4. Las laminas pueden permanecer en el fijador entre un minuto y una semana.

5. Las ldminas se colocan en una cubeta de coloracion y el colorante acetorceina se

aplica por 10 minutos.

6. Se dispone una laminilla sobre la lamina y el colorante en exceso se remueve

aplicando papel de filtro y ejerciendo firme presion.

7. Observe inmediatamente con el objetivo de menor aumento, para buscar areas

donde las células estén bien extendidas.

8. Observe con el objetivo de mayor aumento (o inmersion) e identifique las estructuras
ligeramente alargadas o plano-convexas adyacentes a la membrana nuclear, de
coloraciéon oscura en comparacion con el resto del nucleo. Nota: el corpusculo de

Barr solo se forma en G1.
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VI. PREGUNTAS PARA RESOLVER

1. Consulta qué tres técnicas estan relacionadas con la cromatina X.
2. Investiga sobre las aplicaciones actuales de la cromatina X en medicina.
3. Investiga donde se localizan las regiones SRY y AZF y qué funciones

tienen los genes asociados.
4. ¢,Cual es la verdadera etiologia génica del sindrome de Turner 45, X?

5. Hay una pregunta que realizan los pediatras a los estudiantes en clinica.
¢Por qué fallecen mas nifios que niflas ante un mismo proceso infeccioso,
a pesar que reciben el mismo tratamiento y los mismos cuidados?
¢, Podria usted explicar la razén?

6. ¢Por qué el corpusculo de Barr se forma sé6lo en G1?
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PRACTICA N° 4

ANALISIS DE LAS LEYES DE LA HERENCIA MONOGENICA CON BASE
EN ARBOLES GENEALOGICOS

. INTRODUCCION

Un arbol geneal6gico es una representacion grafica que organiza los antepasados y
los descendientes de un individuo en forma estructural con orientacion vertical, o en
forma de arbol. Dependiendo de la finalidad del arbol genealégico, éste puede referirse
sblo a la filiacién y sucesién masculina, llamada también linaje de sangre, o a la
filiacion y sucesion femenina, llamada también linaje de ombligo. También se utiliza
para mostrar el pedigri o ascendencia de un animal para investigar la pureza de la
raza, representar la evolucion de una lengua o idioma, seguir la trayectoria de un
partido politico o una disciplina artistica. En genética médica se utiliza para analizar
la trayectoria de la expresion de determinados fenotipos relacionados con

enfermedades.

Herencia monogénica se refiere a la expresion fenotipica que origina un solo gen, que

fue heredado del padre o la madre sin modificaciones.

Todas las personas heredamos 23 moléculas de ADN de cada progenitor, pero esto no
significa que deben ser idénticas en secuencia. El ADN tiene tres funciones bésicas: la
duplicacion (fase S), la transcripcion del gen (especialmente en G1) y la mutacién. La
mutacion es la base de la evolucién para la adaptacion de los seres vivos a los cambios
de la naturaleza, y esto ocurre principalmente en forma espontdnea durante la
duplicacion del ADN. Una adenina puede complementarse con timina o la guanina
dependiendo de su forma ceto o enol, y si el organismo con esta mutacion se adapta al
medio ambiente entonces se establece en la poblacion, constituyendo los
polimorfismos de un simple nucle6tido (SNP) caracteristicos de muchos genes. Los

cambios en determinados SNP modifican la expresién fenotipica. Podemos

Programa de Medicina Pagina 48 de 110



& ".'3.;-. CORPORACION UNIVERSITARIA

.é RAFAEL N UNEZ Guia de Genética Médica

heredar un determinado gen de un progenitor, pero esto no quiere decir que

funcionara de la misma manera.

El genoma que heredamos proviene del espermatozoide y del 6vulo, y estos de células
gue conforman la linea germinal. Las primeras células germinales se originan en la
entrada del alantoides (saco vitelino; capa endodérmica) en la tercera semana de
gestacion, posteriormente cuando el saco vitelino se introduce en el embrién
(plegamiento) para formar el tubo intestinal, las células germinales llegan a las gonadas
indiferenciadas; si estas se transforman en testiculos las células germinales se
diferencian en gonocitos primordiales, pero si las génadas inician la formacion de
ovarios, en la semana 12 las células germinales se diferencian en oogonios. Desde
célula germinal hasta espermatocito primario hay 35 ciclos mitéticos y desde célula
germinal hasta ovocito primario hay 25 ciclos de mitosis. Esto significa que antes de
iniciar la espermatogénesis y la ovogénesis muchos genes han mutado y también
habrd genes que han revertido la mutacién. Esto quiere decir que una enfermedad
de etiologia génica puede empezar en cualquier generacién y puede terminar en
cualquier generacion. Un individuo puede tener un gen normal en su linea somatica
sin tener expresion fenotipica anormal y mutarlo durante la gametogénesis generando
un hijo con expresion fenotipica anormal. La mutacion que origina una expresion
anormal también puede ser adquirida durante el desarrollo embriologico y fetal del

individuo afectado.

Una manera de saber si un gen dafiado fue heredado desde la linea somatica o
adquirida: amplificar el gen y secuenciarlo en el hijo afectado y en los progenitores. La
presencia del gen mutado en uno de los progenitores significa que fue heredado; en
caso contrario, la mutacion fue adquirida durante la gametogénesis de uno de los
progenitores o durante el desarrollo embrioldgico del hijo afectado. Si fue durante la
gametogénesis, la persona afectada tendra todos los tejidos con la mutacion; si fue
durante el desarrollo embriolégico, se comportara clinicamente como un mosaico. Las

mutaciones adquiridas se conocen como nuevas mutaciones o de novo.
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Antes del surgimiento de la biologia molecular y de las técnicas para la identificacion y
tipificacion de genes, el arbol genealdgico tenia una gran importancia para tratar de
entender el comportamiento de los genes en familias. Actualmente no es util para estos
fines, sin embargo, lo empleamos para representar el comportamiento de alelos
relacionados con un fenotipo en familias y en poblaciones. Los conceptos de
Dominante y Recesivo fueron utilizados por Gregorio Mendel para el comportamiento
de las caracteristicas y no de los factores; posteriormente las caracteristicas se
homologaron al fenotipo y los factores con los genes. En la década de 1950, se
considerd que un gen determinaba un fenotipo y los conceptos de dominante y recesivo
se extrapolaron al gen. Actualmente sabemos que un gen puede codificar diferentes
proteinas y expresar diferentes fenotipos, por lo tanto, los conceptos de dominante y
recesivo solo deben aplicarse al fenotipo.

Un gen esta formado por segmentos llamados exones e intrones. La proteina se
codifica a partir de los exones. Un exdn o varios exones determinan segmentos de la
proteina para una equis funcion, lo que significa que una proteina puede estar
implicada en diferentes funciones y contribuir a la expresion de varios fenotipos. Se
llama Dominio a la parte de una proteina implicada en una funcion, y se llama gen
pleiotropico al implicado en la expresion de varios fenotipos. Lo anterior también nos
explica que un fenotipo puede ser el resultado de la interaccion de varias proteinas
diferentes, lo que se interpreta como la accién de varios genes para un fenotipo; este
modelo se conoce como heterogeneidad.

OBJETIVOS
OBJETIVOS GENERAL
Andlisis de las leyes de la herencia monogénica con base en arboles

genealdgicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Reconocer el tipo de herencia que se presentan y su comportamiento en

las diferentes patologias.

Programa de Medicina Pagina 50 de 110



& ".'3.;-. CORPORACION UNIVERSITARIA

.é RAFAEL N UNEZ Guia de Genética Médica

e Reconocer el comportamiento de la herencia de tipo recesivo.

e Identificar cada una de las normas para reconocer los tipos de herencia.

I. FUNDAMENTO

Cuando se analiza un é&rbol geneal6gico como herencia dominante o recesiva nos
estamos refiriendo al fenotipo que expresa la enfermedad, y realmente son raros los
fenotipos morfologicos de origen monogénica, es diferente el fenotipo bioquimico como,
por ejemplo, una enzima. Los trastornos monogeénicos se caracterizan por sus patrones
de transmision en familias, pero no existe una diferencia absoluta entre el arbol
genealdgico considerado como dominante y el arbol genealdgico considerado como
recesivo, ni la relacién entre el fenotipo y la accién del gen es directa. El fenotipo
depende mas de la interaccién entre dominios proteicos. Aunque la Acondroplasia se
considera de expresion dominante, el 80% de los &rboles genealdgicos tienen
caracteristicas de expresion recesiva porque la mayoria de las mutaciones son nuevas

y ocurren en la linea germinal.

A continuacion, una figura que representa los factores de crecimiento de fibroblastos 1,
2 y 3, que son proteinas codificadas por tres genes diferentes cuyos locus también se
muestra en la figura. La Acondroplasia es un enanismo frecuente que aparece en los
libros como de herencia autosémica dominante. El gen FGFR-3 se localiza en 4p16.3 y
codifica al receptor de su nombre que tiene tres dominios extracelulares, un dominio de
transmembrana y dos dominios intracelulares (ver figura). Si la mutacion ocurre en el
exén del gen que codifica la regibn de transmembrana se origina el fenotipo
Acondroplasia, si la mutacion ocurre en el exon que codifica el dominio TKa intracelular
origina la Hipocondroplasia, otros fenotipos como la displasia tanaférica | y Il surgen
por mutaciones en otros exones del mismo gen. Los FGFR 1,2 y 3 interaccionan con
aproximadamente 20 factores de crecimiento necesarios para diferentes fenotipos

normales del sistema osteomuscular.
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Estructura de los receptores de los factores de crecimiento 6seo 1, 2 y 3. Se observan las
diferentes patologias que surgen por diferentes mutaciones en diferentes exones que
comprometen la funcién en diferentes dominios.

Conceptos de Homocigoto y Heterocigoto: cuando los 2 genes de un loci son
iguales se considera que son homocigotos. Cuando son diferentes son heterocigotos.
Para saber si los genes son iguales hay que secuenciarlos. Un heterocigoto puede
tener el gen considerado normal y el otro estar mutado, o los dos genes pueden estar

mutados.

El genotipo es la constitucién genética de un individuo. Se puede aplicar a todos los
loci en forma colectiva o a un solo locus. Los genotipos que se tratan en los arboles
genealdgicos se refieren a un solo locus. El fenotipo es la expresion del genotipo que

puede ser morfoldgico (visible) o bioquimico o molecular.

En el arbol genealdgico se tratan los fenotipos morfoldgicos, y lo que es dominante y
recesivo es el fenotipo. Por lo tanto, los alelos no deben representarse con letras
mayuscula y mindscula, sino con ambas letras en mayusculas 0 en minudsculas o con
otros simbolos tratando de identificar uno de los alelos mutados, porque cuando se
realiza un arbol genealogico en medicina es porque hay una enfermedad y genes
mutados. Ejemplo: Ay A',aya’, |y|°., etc. Thompson & Thompson en la pagina 53 de

la cuarta edicion dicen: “Si se es estricto, debe aclararse que es el fenotipo, y no el
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alelo, el que resulta dominante o recesivo. Sin embargo, los genes se clasifican como
dominantes o recesivos sobre la base de su expresion fenotipica, y los términos “gen
dominante” y “gen recesivo” son utilizados ampliamente, aunque de manera imprecisa.
La distincién entre herencia dominante y recesiva no es absoluta; por el contrario,
constituye una designacion arbitraria que se basa en fenotipos clinicos que pueden no

tener significacién a nivel de accion génica”.

Para mayor informacion de los conceptos a entender, leer capitulos: Patrones de
herencia monogénica de Thompson & Thompson, 4ta edicion, y Patrones de herencia

humana de Solari, 32 edicion.

Otros conceptos a considerar: los varones 46, XY son hemicigotos para los alelos
sobre el X. Las hembras 46, XX pueden ser homocigotas o heterocigotas, pero para
muchos alelos se comportan como hemicigotas por la inactivacion del X. La
Penetrancia se refiere a la intensidad de expresion fenotipica de un gen, que puede
ser desde 0% al 100%. Hay diversas causas de una baja o nula penetrancia como la
impronta gendémica, la necesidad de interaccién con otras proteinas para la expresion
fenotipica (heterogeneidad). La expresividad es el grado de expresion del fenotipo,
gue puede depender de las interacciones proteicas y del medio ambiente y la genética
del individuo. El concepto de mutacion en genética médica, se utiliza con 2 sentidos:
como un nuevo cambio génico no observado previamente en miembros de la familia

(de novo) y en otras ocasiones indica un alelo anormal.

Para el andlisis de las herencias monogénica con base en el arbol genealdgico se
tienen en cuenta tres factores:
1. El locus génico que puede estar en un autosoma (autosdmico) o0 en un
cromosoma X (ligado al X).
2. La clase de fenotipo, que puede ser dominante, que se expresa cuando solo
un alelo del par del loci estd mutado. O puede ser recesivo, cuando ambos
alelos del loci estan mutados.

3. Se aplican normas para su analisis con ayuda del cuadro de Punnett.
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Normas a considerar para una herencia autosémica dominante (HAD).

= A

El fenotipo se expresa en igual proporcion en ambos géneros.
Generalmente en cada generacion hay afectados.

Solo se necesita un alelo afectado para expresarse.

Generalmente los que tienen los dos alelos mutados fallecen de forma

temprana.

Normas a considerar para una herencia autosémica recesiva (HAR).

ok W DR

El fenotipo se expresa en ambos géneros.

Se requiere que los dos alelos del loci estén mutados para expresarse.
Hay pocas generaciones afectadas.

Generalmente surgen de uniones consanguineas.

Generalmente la mutacion es frecuente en la poblacién. Un ejemplo
clasico son la Fibrosis Quistica en blancos y mestizos, y la anemia de

células falciformes en negros.

Normas para las herencias ligadas al X

En el vardon XY por ser hemicigota obligado siempre es dominante.

1. En la mujer XX la expresion fenotipica depende de la inactivacion del

cromosoma X en los tejidos implicados en la patologia.

Expongamos un ejemplo con base en el cuadro de Punnett:
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Analicemos el anterior cuadro.

La linea vertical azul representa el cromosoma con el alelo normal y la linea roja el
cromosoma con el alelo dafado. Esto es convencional y hay que aclararlo en el
andlisis, porque puede ser a lo inverso. El nimero del cromosoma depende de la
patologia, por ejemplo, si el cuadro corresponde a la Acondroplasia, entonces la linea
representa al cromosoma 4 y el gen FGFR3 estaria en el locus 4p16.3; si el cuadro
corresponde a la Fibrosis Quistica la linea representa al cromosoma 7 y el gen CFTR
estaria en el locus 7g31.2. En este caso la linea roja representa al cromosoma 4 que

tiene la mutaciéon en el FGFR3.

El cuadro anterior con base en la HAD se explica asi:

1. Ambos progenitores estan afectados (expresan el fenotipo patoldgico).

2. En cada gestacion o embarazo existe la probabilidad de un 25% de tener hijos
normales y un 75% de tener hijos afectados. Dependiendo de la patologia el hijo

afectado con dos alelos dafiados puede fallecer o nacer muerto (mortinato).

El mismo cuadro anterior con base en la HAR se explica asi: Ambos progenitores
estan sanos (no expresan el fenotipo). Nota: la Unica manera de saber si portan un
alelo dafado es realizar el estudio del gen o que tengan hijos afectados.

1. En cada gestacioén existe la probabilidad del 25% de tener hijos afectados y un 75%
de tener hijos sanos. Los 2/3 de los sanos portaran el alelo dafiado.

Lo anterior no significa que la descendencia debe ser siempre asi, en la vida real todos

los hijos pueden ser sanos o pueden estar afectados.

II. ACTIVIDADES A REALIZAR EN LA PRACTICA.

1. Investigar qué es la impronta gendmica y qué es la herencia mitocondrial.

Programa de Medicina Péagina 55 de 110



.
"l"*j CORPORACION UNIVERSITARIA

H RAFAEL N UNEZ Guia de Genética Médica

. .__,--.-1--.-93.—

1. En el siguiente cuadro de Punnett, la linea vertical con el defecto indica un
cromosoma con un alelo dafiado. Realice el andlisis con base en la HAD Y
HAR.

| F | |

2.  El cuadro de Punnett que sigue muestra un modelo de enfermedad cuyo gen se

ubica en el cromosoma X. El gen del daltonismo se ubica en Xq28. El cuadro
muestra el X con el gen afectado en rojo, por lo tanto, el padre padece la
enfermedad, todos los hijos seran normales y las hijas seran portadoras del alelo

dafado.

o) X Y

X XX | XY

Sin embargo, el arbol genealdgico siguiente (tomado de Thompson & Thompson) nos
muestra algo diferente. En este arbol genealdgico se observa que una de las gemelas

monocigotas esta afectada de Daltonismo. ¢Qué pudo haber ocurrido?

S
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5. Realice el analisis del siguiente arbol genealdgico teniendo en cuenta las normas
de las herencias estudiadas y los conceptos estudiados como: nuevas mutaciones,
reversion de mutacién en la gametogénesis, pleiotropia, penetrancia. Para el analisis

debe utilizar los cuadros de Punnett para justificar con mas claridad los resultados.

O m @l

Analice el anterior arbol con base en la HAR y HAD Yy justifique la mas probable.

[ @
EP$ [®

- O
eme mmm 0ObH
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6. ¢ Qué tipo de herencia corresponde a los 2 anteriores arboles genealdgicos?
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PRACTICA N° 5
PRUEBA DE MICRONUCLEOS

. INTRODUCCION

Las células estan constituidas por biomoléculas con propiedades fisicas, quimicas y/o
biologicas que cumplen acciones especificas en cualquier ser vivo. Sin embargo, las
exposiciones a diferentes sustancias presentes en el medio pueden modificar estas
propiedades y la naturaleza de las biomoléculas, incluso conllevando a una muerte
celular. Tal exposicion puede ser inadvertida, accidental e incluso inevitable. La
mayoria de estas sustancias tienen la capacidad de generar toxicidad al provocar
reacciones biolégicas que alteran el metabolismo activo celular, generando
modificaciones morfoldgicas y funcionales. Una de estas modificaciones son
variaciones no especificas dentro del ADN que pueden producir carcinogenicidad o
teratogenicidad; dichos eventos se traducen en enfermedades y como consecuencia se

puede presentar la muerte del organismo.

Una de las principales causas para el aumento de estas sustancias toxicas es la
contaminacion, proceso consecuente al desarrollo tecnolégico y social de la poblacion,
principalmente en zonas urbanas. Sustancias como nitratos, benceno, SDS, entre
otros, pueden provocar cambios drasticos en el ADN, resultando en la pérdida parcial o
completa de material genético, con lo cual se forman los micronucleos (MN).

Micronucleo

Los MN son fragmentos o cromosomas completos que quedan fuera del nucleo
después de la division celular. Esta alteracién se da en la anafase, cuando cualquier
fragmento cromosOmico que no posea centromero no podra integrarse al nacleo, pues
carece de la orientacidbn del huso acromatico hacia los polos. Estos elementos
rezagados quedan integrados en el citoplasma de las células hijas y son mas pequefios

gue el nucleo principal y de ahi el nombre de MN (Fig. 1).
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Figura 1. Formacion de micronucleos en linfocitos. Cerqueira. E., et al. Genotoxic effects of X-
rays on keratinized mucosa cells during panoramic dental radiography. Dentomaxillofac
Rad.2018

Il. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Detectar de forma sencilla, econdmica y contundente, la presencia de

micronucleos en muestra de células bucales humanas y en sangre de raton.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Conocer la importancia y la ventaja de aplicar la prueba de
micronucleos, para detectar contaminantes en el medio ambiente por
medio de bioindicadores in vivo.

. Aprender a manejar adecuadamente los reactivos bioldgicos y asi como

obtener las muestras o tejidos de interés.

[I. FUNDAMENTO DE LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS

Los micronucleos sirven para detectar el efecto de agentes clastdgenos (que
induce interrupcidon o ruptura en los cromosomas) o aneuploidégenos (que
dafian el huso mitético imposibilitando la migracion a los polos). Ambos
efectos se pueden diferenciar por el tamafio de los MN o por la presencia o

ausencia de centromero. Esta prueba se realiza en tejidos de proliferacion
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celular continua, tales como: meédula Osea, hepatocitos, mucosa oral,
gueratinocitos, eritrocitos y leucocitos de sangre periférica, células germinales
y de vagina. Estas modificaciones pueden transmitirse de generacion a otra a
través de las células germinales, por lo que es tan importante su deteccion a

tiempo.

V. MATERIAL Y REACTIVOS

* 1 raton adulto.

* Mucosa bucal.

* Dos cajas de vidrio con tapa para tincion con canastilla para 50 laminillas.
* Portaobjetos.

* Unas tijeras de relojero.

« Guantes desechables

* Alcohol absoluto.

+ Colorante Giemsa.

» Colorante de Wright.

+ Aceite de inmersion.

V. PROCEDIMIENTO

Paso 1: marcaje e identificacion de los portaobjetos.

Los portaobjetos seran marcados por estudiante, la cual serd proporcionada por el
profesor titular de la practica para cada alumno.

Paso 2: se limpiara el portaobjeto con un desengrasante y se evitara colocar el dedo en
la superficie.

Paso 3: toma de sangre periférica

La muestra de sangre se obtendra a partir de la vena caudal del raton,
especificamente de la punta de la cola para evitar traumatismo. Se utilizara una gota

de sangre por dos extendidos.

Paso 4: preparacion de las muestras de sangre periférica y tincion:
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Una vez corridas las muestras de sangre sobre los portaobjetos, se dejan secar al aire
libre y se fijan en alcohol absoluto por 10 minutos, se retiran del alcohol y se ponen
nuevamente a secar. Una vez secas se realiza la tincion con Giemsa durante aprox. 15
minutos, posteriormente se lava y se coloca en una caja con la tincion de Wright entre
10 a 15 minutos. Se retira el exceso de colorante y se lava en agua destilada. Se deja

secar al aire libre. Las muestras se observaran en microscopio optico a 100X.
Paso 5: lectura de la muestra

Para evaluar el dafio genotoxico se analizaran los eritrocitos micronucleados en un

total de 500 eritrocitos observados (preferiblemente eritrocitos jovenes).

Para evaluar dafo citotoxico se evalla la presencia de eritrocitos micronucleados en

un total de 100 eritrocitos observados.
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PRACTICA N° 6

GENETICA DE GRUPOS SANGUINEOS

l. INTRODUCCION

Los grupos sanguineos son receptores de membrana en los glébulos rojos cuya
funcidn basica es de transporte, por ejemplo, transportar oxigeno y dioxido de
carbono. Como los eritrocitos no tienen nucleo ni ADN, estos receptores no

funcionan como transductores de la sefial.

La mayoria de estos receptores son péptidos y algunos son carbohidratos. Cuando
se utilizan como xenoantigenos y aloantigenos pueden inducir la produccién de
anticuerpos, por esto también se les llama antigenos de glébulos rojos, pero no

todos son inmundégenos.

Determinados grupos de estos receptores proteicos estan codificados por varios
alelos, y por eso también se llaman sistema de grupos sanguineos. Un sistema
genético se define como un grupo de genes que codifican proteinas relacionadas en

una funcion.

BREVE HISTORIA

En 1875, Landois report6 la aglutinacion y hemdlisis entre eritrocitos de diferentes
especies. En 1900 Erlich y Morgenroth reportd la aglutinacion y hemdolisis entre
glébulos rojos de animales de la misma especie. En el mismo 1900 Karl Landsteiner
describié los fenotipos A, B y O. Decastello en 1902 describi6 el fenotipo AB. En
1927 K. Landsteiner y Wiener descubrieron los sistemas MN y P, que tienen mayor
importancia en genética de poblacion y en estudios antropologicos. En 1940

Landsteiner, Weiner,
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Levin y Stetson descubrieron los antigenos del sistema Rhesus (Rh), cuya

Guia de Genética Médica

importancia radica en las reacciones de choque pos transfusion y en la enfermedad

hemolitica del recién nacido (RN). Membrana del glébulo rojo agrupados en mas de

24 sistemas diferentes.

Tabla que muestra los grupos sanguineos mas conocidos, que se han utilizado en clinica.

SISTEMA LOCUS ALELOS ANTIGENOS Receptor No DE
en G.R. Ag.
ABO 9q34 A, B, H Al, A2, B, H 4
Rhesus 1p34-36 RHD, D, C,E, c, e, etc. 45
RHCE

MNSs 4928-31 M,N, S, s M, N, S, s, U, etc. 18
Lewis 19g13.3 FUT3 Le? Le® Le®, Le. 4
Kell 7933 KEL K, k, etc 18
Duffy 1q22-23 Fy Fy?, FyP,... 6
Kidd 18q11-12 JK JK?®, JKP 2
Lutheran 19g12-13 LU Lu® Lu®, etc. 17
Diego 17q12-21 AE1 Di?, Di" 2

P 22q11- P1 Pi, P, etc. 4

qter
Xg Xp22-23 XG Xg, Xg? 2

En inmunohematologia un sistema de grupo sanguineo se refiere a los antigenos

producidos por los alelos de un solo locus. Los genes de cada locus de los sistemas

se heredan en forma independiente. Los diferentes antigenos de cada sistema se

producen por mutaciones en los genes, y en algunos loci como el Rh hay

recombinacion meiadtica.
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Los grupos sanguineos se dividen en “publicos” o de alta incidencia que estan
presentes en casi toda la poblacion, y en “privados” o de baja incidencia que son

raros.

La Inmunogenicidad es la capacidad de inducir anticuerpos (Ac). Los antigenos (Ags)
de grupos sanguineos difieren en su capacidad inmundgena. El antigeno D del sistema
Rh es el que tiene mayor capacidad antigénica, pero solo el 70% de los individuos
RhD- que reciben el antigeno D producen anticuerpos; el 30% no lo produce a pesar de
transfusiones repetidas. Los antigenos RhC y RhE tienen mediano poder Inmundgeno.
El antigeno Tj* del sistema P es el mas potente de los inmundgenos, pero solo
1/1.000.000 de personas es Tj*. El antigeno del sistema Kell también tiene alto poder
inmundgeno, es 2,5 veces mas inmundgeno que el RHe, es 3 veces mas que el RhE y
20 veces mas inmundgeno que otros antigenos de los grupos sanguineos mayores,
con excepcion del RhD. Hay Ags de baja incidencia con alta Inmunogenicidad, pero
como son raros hay pocos reportes de reacciones postrasnfusion.

Importancia clinica

Tiene importancia en las reacciones hemoliticas pos transfusién y en la enfermedad
hemolitica del recién nacido (RN). Para la interpretacion clinica hay que tener en

cuenta las condiciones de las reacciones y la especificidad de los anticuerpos.

Los Ac tipo G tienen especial importancia en la enfermedad hemolitica del RN porque
la IgG es la que atraviesa la membrana placentaria. La IgM es el anticuerpo que
activa mas el complemento y tiene mayor importancia en las reacciones pos
transfusion, porque se mantiene en el plasma por su gran tamafio. Las reacciones
hemoliticas en los sistemas Rhesus, Kell, Duffy, Kidd y Ss son consideradas

peligrosas, por producir hemolisis, fallo renal, choque y muerte.

Si el receptor o antigeno del grupo sanguineo es un péptido requiere de previa
sensibilizacion para producir una reaccion postransfusion. Es decir, un individuo Rh- o
Kell- o Kidd-, puede recibir sangre Rh+ o Kell+ o Kidd+ la primera vez en caso de

emergencia, pero hay una gran probabilidad que el individuo negativo desarrolle
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anticuerpos de tipo IgM que produzca una reaccion hemolitica en caso de una segunda
transfusion con sangre Rh+ o Kell+ o Kidd+. Para comprobar si un individuo ha
desarrollado Ac después de una transfusion se realiza una prueba donde se contacta el
suero del transfundido con los glébulos rojos del donante. La prueba para conocer que
tipos de Ac se han generado, es llamada de Antiglobulina. La prueba de Coombs sélo

determina anticuerpos de tipo IgG y un individuo puede desarrollar otros tipos de Ac en

.
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reacciones de pos transfusion.

I. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer la importancia de la identificacion del sistema ABO en los individuos e

identificar las posibles complicaciones de la incompatibilidad sanguinea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar los diferentes grupos sanguineos que se presentan en los

seres humanos.

e Conocer los diferentes genotipos que presentan los grupos sanguineos.

e Reconocer la importancia del sistema ABO en los seres humanos.

[I. FUNDAMENTO

SISTEMA ABO o ABH

Ubicado en el locus 9934 contiene un alelo que puede ser A, B u O, que codifican los

Ags Ay B y los fenotipos Al, A2, B, AB y O. Los alelos constituyen los genotipos que

se ubican en el loci.

Guia de Genética Médica

GENOTIPOS DEL SISTEMA FENOTIPOS
ABO
AlA Al o A2
A/O Al o A2
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B/B B
B/O B
A/B Al/B o A2/B
O/0 O

Tabla de genotipos y fenotipos del sistema ABO.

El fenotipo A se divide en Al y A2. El alelo O codifica una proteina que no
funciona, por lo tanto, no produce antigeno. La letra O proviene de la palabra

alemana Ohne que significa “sin”, o sea, sin antigeno.

ESTRUCTURA MOLECULAR

La membrana del glébulo rojo de todos los individuos posee una molécula llamada H
gue también se encuentra en otras especies como cabras, ternera, anguilas y
vegetales. Esta sustancia H es vital para la integridad del eritrocito y su ausencia
produce anemia. La sustancia H es el precursor molecular donde se fijan los

determinantes antigénicos de las sustancias Ay B.
¢, Como se forma la sustancia H?

En la membrana del globulo rojo hay una cadena de azucares asociadas a
esfingolipidos; estos azlcares son N-acetil galactosamina, D-galactosa y N-acetil
glucosamina. Una enzima Fucosil transferasa codificada por un gen “H” localizado en el
cromosoma 19 coloca el azlcar L-fucosa sobre esta cadena de azucares originando la
cadena H. Hay un alelo “h” que no codifica enzima. La sustancia H se origina por los
genotipos H/H y H/h. El genotipo h/h no produce sustancia H. Aunque hay articulos que
mencionan que la sustancia H no es inmundgena, existe el Ac contra la sustancia H,
pero casi no se utiliza porque es comun a varias especies. El Ac anti H y las lectinas

para la sustancia H son utiles en el diagndstico del fenotipo Bombay.
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¢,Como se forman los fenotipos A, By O?

En un locus 9934 puede estar el gen A o0 el gen B o el gen O. El gen A codifica una
enzima Glicosil transferasa que coloca el azUcar N-acetil Galactosamina sobre la
sustancia H. El gen B también codifica una enzima Glicosil transferasa que coloca el
azucar D-Galactosa sobre la sustancia H. El gen O codifica una enzima que no es
funcional, por lo tanto, no se asocia azUcar sobre la sustancia H. Las personas del
fenotipo O solo tienen sustancia H sobre los eritrocitos, y por esta razén al sistema

ABO también se le conoce como ABH.

La diferencia entre los genes A y B son mutaciones puntuales en 4 nucleétidos. El gen
O tiene una delecion puntual que origina un codén stop y codifica una proteina muy
corta. Los azucares terminales N-acetil Galactosamina y D-Galactosa son los
responsables de la especificidad antigénica y generan los Ac anti A y anti B. Los

fenotipos A y B son codominantes y el fenotipo O en realidad no existe.

A continuacion la estructura del sistema ABO o ABH.
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