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BREVE CONTEXTO HISTORICO
A MODO DE INTRODUCCION

La citogenética es una parte de la genética que estudia la estructura y cantidad
de cromosomas de una célula, de un individuo o de una especie. Se ha utilizado
para determinar la constitucién cromosémica de especies animales y vegetales, y
su aplicacién en la clinica humana y veterinaria ain es de gran relevancia, debido
al nimero importante de sindromes, patologias y anormalidades debidas a anor-
malidades cromosdmicas.

La historia de la citogenética humana se remonta a los trabajos del profesor de
anatomia Walther Flemming, quien publicé las primeras ilustraciones de los cro-
mosomas humanos hacia el afio 1882. Luego en el afio 1888 Waldeyer, introduce
el término cromosoma, el cual se deriva de la palabra griega “cuerpo coloreado”,
ya que estos son observados al microscopio a partir de extensiones en ldminas te-
fiidas con colorantes especificos. Muchos cientificos de la época tuvieron la idea
de que la herencia podria estar contenida en estos cuerpos coloreados o cromo-
somas, lo que posteriormente dio lugar a la teoria cromosdmica de la herencia
formulada por Sutton y Boveri (1902-1903) (Martins, 1999).

En el afio 1938, durante un simposio de medicina el endocrinélogo Henry Tur-
ner, describe el caso de siete jévenes mujeres con tres rasgos tipicos y comunes
a todas, infantilismo sexual, cuello alado y cubitus valgus, el estudio citogené-
tico desarrollado por Ford et al. (1959) demostré la ausencia de un cromosoma
sexual y un cariotipo 45, X, dando origen a lo que se conoce como sindrome de
Turner, el cual es un sindrome comun de causa citogenéticay que afectaa 1 de
cada 2500 mujeres.
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Las décadas de los 50,60y 70, se puede considerar proliferas para el desarrollo de
la citogenética humana. En 1956, aparece en la revista Hereditas el trabajo de Joe
Hln Tijo e lllbert Levan, quienes a partir de cultivos de células embrionarias huma-
nas, establecieron que el humano posee 46 cromosomas en las células somaticas
normales. Hacia el afio 1959 Jérome Lejeune identifica la causa del Sindrome de
Down como un pequefio cromosoma de mas asociando directamente una parti-
cularidad cromosémica con una enfermedad, lo que hasta la fecha se habia con-
siderado como un defecto racial, se creia que los rasgos caracteristicos del sin-
drome eran una regresion de ciertos rasgos inherentes a una raza particular. En
afios posteriores otros investigadores reportan otros sindromes relacionados con
anormalidades cromosdmicas visibles en el microscopio Sindrome de Klinefelter
(47, XXY), asi como sindromes causados por trisomias como la del cromosoma 13
(sindrome de Patau) y el cromosoma 18 (sindrome de Edwards).

El afio 1960 es de vital importancia para el desarrollo de la citogenética humana,
ya que fue el afio en que se publicé la técnica de cultivo de leucocitos de sangre
periférica humana, lo que permitié obtener cultivos de cromosomas de muchas es-
pecies y observar sus cromosomas. Durante esa misma década fue posible estudiar
el efecto mutagénico de algunas sustancias sobre la estructura de los cromosomas
evidenciado a través de técnicas como el intercambio de crométides hermanas
(SCE), con la cual se puede observar que los cromosomas se pueden romper de ma-
nera espontanea o debido al efecto de ciertas sustancias sobre el ADN que los con-
forma, que sumado a problemas para reparar dichas alteraciones conlleva a la acu-
mulacién de modificaciones en la estructura y/o funcién de los cromosomas, que
pueden son visibles y detectables con técnicas de tincién de croméatides hermanas.
Durante circunstancias normales SCE, no representa ningiin cambio sobre el ge-
noma, pero en condiciones anormales debidas a agentes quimicos, fisicos o virus,
el nimero de SEC se aumenta considerablemente, respecto a células normales, de
hecho, se reconoce la técnica de intercambio de cromatides hermanas como una
de las técnicas més sensibles para reconocer posibles mutagenosy o cancerigenos.

Durante esta década se identificaron sindromes asociados a rupturas cromosé-
micas, asi se identifican patologias como la anemia de Falconiy la ataxia telangie-

tactasia, las cuales tienen considerable aumento en el conteo de SCE.

El reconocimiento de las bandas cromosémicas se inicié hacia 1968, cuando
Casperson y col. (1968) observaron el efecto de colorantes fluorescentes como
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la Quinacrina, sobre los cromosomas metafésicos, los cuales al ser tefiidos con
dicho colorante produce bandas pdélidas y brillantes. Este descubrimiento fue el
comienzo de fructifera investigacién, y como producto se obtuvieron protocolos,
que a la fecha se utilizan para obtener los diferentes tipos de bandas como: Q, G,
R,NORyT.

En los afios 70, el genetista colombiano Jorge José Yunis Turbay desarrollé las téc-
nicas para obtener cromosomas en metafase temprana o prometafase, lo que
aumento la longitud de los cromosomas observados en el microscopio y por ende
el nimero de bandas, lo que brindé la posibilidad de identificar aberraciones cro-
mosdémicas de menor tamafio que las identificadas con cromosomas metafasi-
cos (los cromosomas metafésicos permiten una resolucién de cerca de 400 o0 500
bandas en promedio, mientras que en cromosomas prometafésicos se pueden
obtener méas de 1000 bandas). La técnica de bandeo de los cromosomas tuvo
gran impacto en la clinica, ya que se pudieron identificar un nimero importante
de aberraciones cromosdmicas con implicaciones en el fenotipo. Al aumentar el
nimero de bandas obtenidas y detectadas por cromosoma, se hizo necesario un
sistema universal de nomenclatura citogenética y hacia el afio 1971 se realizé
en Paris, la primera Conferencia, en donde se establecié un Sistema Internacio-
nal de Nomenclatura (ISCN- International System Chromosome Nomenclature),
a partir de ese afo se celebra una reunién cada determinado tiempo, para lograr
acuerdos sobre las pautas de la nomenclatura cromosémica para describir todas
las anormalidades, tanto numéricas y estructurales que se describen cada dia en
los laboratorios de citogenética. En especial a medida que las técnicas permiten
identificar asociaciones cromosémicas complejas, que involucran multiples cro-
mosomas. La ultima edicién de dicha reunién se llevé a cabo en el afio 2016.

Durante la década de los ochenta y debido al auge de la biologia moleculary el
descubrimiento de técnicas como el southern, northern bloty otras técnicas de
hibridizacién molecular, que permitian reconocer regiones especificas de los ge-
nomas de diferentes especies, utilizando sondas marcadas con diversos fluoro-
cromos, comienza la fusién de la citogenética y la biologia molecular, para dar
paso a lo que en la actualidad se conoce como citogenética molecular. Una de las
principales técnicas emergente, de dicha fusién es conocida como hibridacién
fluorescente in situ (FISH- Fluorecent in situ hibridization), cuyo mayor benefi-
cio es obtener informacién de anormalidades estructurales y numéricas de los
cromosomas, en cualquier fase del ciclo celulary por lo tanto permite reducir el
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tiempo de emisién de resultados, aspecto muy importante en genética clinica,
ya que permite confirmar sindromes especificos, sin tener que recurrir a un cul-
tivo celular, que toma semanas y genera ansiedad en los pacientes. Inicialmente
la técnica FISH se utilizé para reconocer genes o regiones especificas sobre los
cromosomas, pero posteriormente se implementaron sondas de tefido de cro-
mosoma completo, conocida como la hibridizacién multiplex in situ o M-FISH.
Esta técnica se utiliza en el estudio de anormalidades cromosémicas complejas,
ya que define un cariotipo con veinticuatro colores, en donde cada uno de los
cromosomas es detectado con una sonda de un color diferente.

En la década del 90 se plantea el proyecto Genoma Humano, cuya finalidad fue
conocer la secuencia completa del genoma, titénica labora considerando la can-
tidad de nucledtidos que contiene, sin embargo, el proyecto se terminé con éxito
y permitié utilizar la tecnologia utilizada para obtener la secuencia completa ge-
nomas de plantas y animales. La gran cantidad de informacién de datos derivados
de este proyecto permitié el desarrollo de la bioinformatica, de la cual también se
beneficié la citogenética, ya que se necesitaban herramientas informaticas para el
analisis de multiples datos generados a partir de todos los proyectos genémicos.
En el afio 1999 investigadores del instituto Sanger, la Universidad de Oklahoma,
la Universidad de Washington y la Universidad de Keio en Japén, reportaron la se-
cuencia compuesta por 33.5 millones de nucleétidos que conforman el cromosoma
22 humano, el primero en ser secuenciado, de esta manera la humanidad contaba
con la informacién de la secuencia completa de un cromosoma humano. A partir
de alli los métodos de secuenciacién han sido perfeccionados y reducidos costos.

En el afio 2003, se conocieron los resultados del proyecto completo y a partir de
ese momento comienza la era post gendmica, con implicaciones muy importan-
tes para la clinica y la investigacién aplicada. Algunas técnicas desarrolladas en
la era post genémica permiten obtener informacién del genoma completo, como
la hibridizacién genédmica comparada y los microarreglos. La hibridizacién gené-
mica comparada detecta pérdidas y ganancias gendmicas de regiones muy pe-
queias. La tecnologia de los microarreglos utiliza una superficie sélida que con-
tiene una serie de fragmentos de ADN, los cuales se hibridan con ADN blanco o
problema, y pueden determinar el nivel de expresién de genes especificos, como
también variaciones especificas en sus secuencias. La posibilidad en la identifica-
cién estd basada en medir los niveles de fluorescencia, a través de un analizador
de imagenes.
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En las siguientes décadas, seguido de la secuenciacién del genoma humano, se
han realizado muchos otros proyectos de secuenciaciéon de los genomas comple-
tos de especies domésticas y de interés comercial, es asi como en la actualidad se
han secuenciado los genomas bovinos, porcinos, equinos, caninos y de algunas
aves comerciales. Esta gran cantidad de informacién almacenada en bases de da-
tos publicas genera la necesidad de tener herramientas para su anélisis; es decir
la informacidn tiene que ser procesada y analizada, lo que permitié el desarrollo
de la bioinformética, y colocé a disposicién de la comunidad cientifica programas
que permiten analizary estudiar la informacidn generada, no solo a nivel del ADN,
sino también a nivel de RNA, de proteinas y metabolitos y rutas metabdlicas, lo
que nos posiciona en la era de las OMICAS.

Es asi como los avances en bioinformatica y genémica han permitido la recons-
truccién de cariotipo de diferentes especies utilizando métodos bioinformati-
cos, construir sintenias ancestrales de secuencia dentro de diferentes grupos,
utilizando secuencias ortélogas dentro de las especies. La citogenética in silico
permitié la identificacién de grupos de ligamiento entre grupos de animales muy
distantes (Putnam et al. 2007).

Por lo anterior la citogenética sigue siendo importante para el estudio no sélo
de las patologias humanas y animales, sino que aporta informacién fundamental
sobre muchas especies aun no descritas las cuales necesitan ser caracterizadas
desde la descripcién en nimero y morfologia de sus cromosomas, ademas, de
acuerdo con muchos clinicos humanos y animales, el primer abordaje para las pa-
tologias genéticas deberia ser de enfoque citogenético, ya que muchas de estas
patologias se deben a micro deleciones, duplicaciones o involucran mdltiples re-
arreglos cromosémicos aun no descritos, los cuales pueden ser observados por
técnicas citogenéticas, ya sea convencional o molecular.

Este libro tiene como objetivo exponer los conceptos principales que facili-
ten al lector la comprensién y analisis de resultados citogenéticos desde una
perspectiva clasicay también desde una perspectiva moderna de la citogené-
tica molecular.
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CICLO Y CULTIVOS CELULARES

Ciclo celular

La citogenética estudia la constitucién cromosédmica de una especie, de una cé-
lula o de un tejido particular, con el objetivo de determinar el nimero y la mor-
fologia de los cromosomas, estos son visibles en una etapa de la divisién celular,
especificamente durante la metafase, ya que alli es donde ocurre la méaxima con-
densacidn de los mismos. De tal manera, que para poder observarlos y describir
sus particularidades, la mayoria de las veces se hace necesario realizar un cultivo
celulary detener la divisién en metafase. La organizacién de los cromosomas, de
acuerdo a su tamano y posicién del centrémero o constriccién primaria se deno-
mina cariotipo.

Para larealizacién de un cariotipo se utilizan células de diferente origen, de acuer-
do al andlisis a realizary pretende establecer “in vitro” las condiciones necesarias
para el metabolismo celular (reacciones catabélicas y anabdlicas). La finalidad de
un cultivo celular es que las células iniciales cumplan varios ciclos de divisiones
celulares in vitro, para detener las divisiones en la etapa en que los cromosomas
tienen mayor grado de compactacién (metafase). De tal manera, el nimero de
células iniciales en el cultivo cumplirén el ciclo celulary estaran bajo el complejo
numero de reacciones que lo regulan.

Un ciclo celular comprende el tiempo transcurrido entre una divisién y otra, du-
rante este tiempo el citoplasma, los organelos celulares y el niicleo se modifican,
duplicany crecen para alcanzar un tamaro definido a fin de dividirse. La duracién
del ciclo celular varia de acuerdo con el tipo de célula y durante este tiempo las
células pasan de un estado de sintesis activa de proteinas, llamado interfase 0 G1
a uno en donde la maquinaria celular esta concentrada basicamente en la dupli-
cacion del material genético, lo que garantiza que las dos células hijas contengan
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la misma informacién genética en cantidad y calidad, este periodo es llamado
fase de sintesis. Luego continua una etapa corta, en donde la célula corrige los
posibles errores cometidos durante el proceso de sintesis, llamada fase G2, una
vez culminada, la célula entra a la divisién celular (mitosis o meiosis) en donde los
principales protagonistas son los cromosomas que sufren procesos de alta con-
densacidn y separacién equitativa de sus cromatides.

En general las técnicas de rutina en los laboratorios de citogenética utilizan di-
versos tipos de tejidos como fuente primaria de células a cultivar. Asi se pueden
cultivar fibroblastos obtenidos de diferentes tipos de biopsias, médula 6sea, res-
tos ovulares, células del liquido amnidtico y del trofoblasto, y, el mas comun; de
sangre periférica. Ademas, como un cultivo celular es un reflejo de las condicio-
nes in vivo, muchas veces es utilizado para purificary cuantificar productos celu-
lares y ARNSs.

Todos los cultivos celulares buscan reflejar las condiciones naturales de la célula
de la cual hace parte, ademas obtener un nimero importante de células con idén-
tico fenotipico y fisiologia que las originales. Por lo tanto, cuando se realiza un
cultivo celular las células metabolizan, creceny se dividen in vitro, lo que equivale
a realizar muchos ciclos celulares, como esta es una condicién importante para
obtener cromosomas de especies de mamiferos y otros animales, a continuacion,
se abordaran las principales caracteristicas del ciclo celulary su regulacién.

El ciclo celular, se puede definir como el proceso por el cual la célula monitorea las
condiciones adecuadas para la divisién celular, por lo tanto, activa la maquinaria
bioquimica para lareplicacién de ADNy la segregacién cromosdmica, regula cada
uno de los momentos para que se pueda obtener, luego del ciclo, dos células ge-
némicamente estables (Malumbres, 2011). Durante este tiempo se llevan a cabo
todas las funciones metabélicas de la célulay la division celular, estas funciones
pueden realizarse, gracias a una intrincada red de sefalizacién celular, en donde
interviene una estricta y compleja expresién de genesy proteinas.

De acuerdo con esta sefializacién, se determina el destino final de la célula cuan-
do sale del ciclo celular; en este sentido la célula puede seguir cuatro vias posi-
bles: senescencia (envejecimiento celular), apoptosis (muerte celular programa-
da), diferenciacidn celulary proliferacién celular, estas dos ultimas importantes
para el desarrollo y crecimiento embrionario.
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Todas las células sufren divisiones celulares: las células sométicas, lo hacen cons-
tantemente, por ejemplo, la piel se renueva diariamente, las células sanguineas
periédicamente, los animales y las plantas crecen por divisiones celulares. De tal
manera, que las divisiones celulares son un mecanismo natural, para producir
nuevas células, tejidos e individuos. Las divisiones celulares pueden ser de dos
tipos: divisiones mitéticas, se llevan a cabo en las células soméaticas y divisiones
meidticas, se llevan a cabo en células precursoras y formadoras de los gametos.

Dentro de un ciclo celular se identifican dos grandes periodos: la interface y la
division celular. La interfase se divide en varias etapas, G1 (esta G es derivada de
la palabra inglesa gap, que significa espacio o intervalo entre), S de sintesis, G2 y
divisién celular. La divisién celular a su vez tiene diferentes etapas: profase, me-
tafase, anafase, telofase y citocinesis.

Las etapas G1y G2, son importantes para la célula, ya que este lapso se utiliza
para monitorear las condiciones internas y externas, asi la célula asegura, que
las condiciones sean propicias para las etapas de sintesis y de division celular. Si
las condiciones extracelulares no son favorables, la célula puede retrasar el co-
mienzo de la G1y de hecho puede mantener un estado de reposo conocido como
GO, estado en el cual las células pueden permanecer por incluso afos. Cuando las
condiciones extracelulares son favorables, los nutrientes, las sefiales de actividad
y divisién son reconocidas, entonces la célula activa el metabolismo hacia la fase
G1 o de inicio, conocido como punto de restriccion en las células de mamiferos.

El ciclo celular, es regulado por mecanismos muy precisos con el objetivo, por
ejemplo, de prevenir el crecimiento maligno, pero de la misma manera necesita
ajustar el mecanismo para producir células diferenciadas que formaran los teji-
dosy los 6rganos.

Laregulacién del ciclo celular tiene una alta precisidny especificidad a nivel de inte-
raccion entre proteinasy expresion diferencial de las mismas durante las diferentes
fases del ciclo celular. El avance del ciclo celular en sus diferentes etapas es llevado
acabo porunaserie de complejos proteinicos que se asocian en heterodimeros for-
mados por dos tipos de proteinas denominadas ciclinas y quinasas dependientes de
ciclinas (CDKs), las proteinas CDKs son importantes reguladores del ciclo celular, las
levaduras tienen una sola CDK (Cdk1), mientras que los metazoarios tienen nueve
diferentes, cuatro de estas son criticas para la regulacién del ciclo, para las demas
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aun no se ha encontrado un rol especifico dentro del ciclo celular. Asi la regulacién
del ciclo estd dada principalmente por la interaccién entre quinasas y ciclinas. Este
mecanismo activa o inactiva la progresién del ciclo celular.

Los procesos que se llevan a cabo durante el ciclo celular estéan altamente coordi-
nados intracelulary extracelularmente. En cada ciclo de divisién las células moni-
torean las condiciones que garantizan una divisién exitosa. Un primer paso para
que una célula entre en el ciclo celular es la activacién de la transcripcién y tra-
duccién de las proteinas necesarias para todos los procesos que involucra el ciclo.
La maquinaria bioquimica para la replicacién de ADN se activa, al igual se sinte-
tizan las proteinas necesarias para hacer posible la segregacién cromosdmica, la
cual se regula de manera estricta. Los mecanismos que aseguran la fidelidad del
resultado de divisién celular se conocen como puntos de chequeo o checkpoit, se
definen como una serie de eventos bioquimicos que “verifican” los procesos que
finalizan cada una de las fases dentro del ciclo.

La regulacién del ciclo celular, se estudié primero en lavadura (Nurse, 2000), en
estos organismos se encontré el gen denominado Cdc (divisién de ciclo celular);
Cdc28 en Saccharomyces cerevisiaey Cdc2 en Schizosaccharomyces pombe, es-
tos genes se expresan como una proteina quinasa, cuya funcién es fosforilar una
serie de proteinas blanco, en los de residuos S (serina) y T (treonina) y de esta ma-
nera regular la actividad de las mismas (Gautier, 1988). En los mamiferos existen
también estos genes, sin embargo, estan ordenados en familias y ademas de la
funcién de regulacidn, también estén involucrados en la homeostasis de los teji-
dosy algunas enfermedades humanas (Malumbres, 2007).

En humanosy en general en organismos multicelulares, las quinasas se encuen-
tran activas durante los primeros estados del desarrollo del embrién, con im-
portantes funciones en la regulacién de la organogénesis. Durante el desarrollo
embrionario las células se encuentran en activa divisién mitética, de tal manera
que se entiende que los requerimientos primarios son la activacién de la trans-
cripcién y traduccién, con ello las células expresan, sintetizan genes necesarios
para controlar las divisiones celulares, sin embargo, esta divisién celular debe
mantenerse bajo un estricto control, ya que podria dar como resultado proce-
sos patégenos. Generalmente los mecanismos de represion son tejido especifico,
sin embargo, existe uno general representado por la proteina denominada pRb
(proteina de retinoblastoma), esta proteina junto con otras como p107 y la p130,
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regulan negativamente varios genes que intervienen en el ciclo celular (Malum-
bres, 2011). La activacién mediada por la pRb, actia en colaboracién con com-
plejos proteinicos como SWI/SNF, proteinas del grupo policoms, proteinas de la
familia de factores de transcripcién E2Fy utiliza procesos como desacetilacién de
histonas y metilasas.

Existe a su vez un mecanismo molecular de proteinas que son responsables de la
inactivacion de la Rb, esta represion es realizada a través de la activaciéon de las
quinasas dependientes de otras proteinas denominadas ciclinas (Cdks), que se
activan solamente en momentos especificos del ciclo celulary son dependientes
de quinasas. Al fosforilarse la pRb, se inactiva y por lo tanto permite la expresién
de genes necesarios para que la célula se divida adecuadamente.

Acontece la activacién de las ciclinas y la subsecuente fosforilacién por parte de
las quinasas de muchas proteinas necesarias para procesos como la replicacion
de ADN durante la fase S. Una quinasa necesaria para el proceso de S, es la Cdc7,
que se requiere para la replicaciéon de los cromosomas, indispensable para que el
ciclo celular avance de G1 hacia S. Posteriormente, durante G2, otras Cdk (cicli-
nas dependientes de quinasas) y otras quinasas son necesarias para que el ciclo
celular entre en mitosis, al regular la expresién de proteinas que intervienen en
la Formacion del huso mitético y condensacidn de los cromosomas, dentro de las
cuales se encuentran familias de proteinas llamadas Aurora y semejantes a Polo.
Sin embargo, la principal proteina para que la célula entre en mitosis es la ciclina
Cdk1, esta proteina activa importantes proteinas necesarias para que la célula
avance de G2 a M, ya que su accién permite cambios a nivel del citoplasma, desar-
ticulacién del aparato de Golgi, ruptura de la membrana nuclear y condensacién
de los cromosomas (Malumbres, 2005).

Las ciclinas, de otro lado, son un grupo de proteinas encontradas en la mayoria
de los eucariontes y ampliamente descritas en humanos, son clasificadas segun
la fase del ciclo en que éstas funcionan. Se encuentran cuatro tipos basicos de
ciclinas y cada una de ellas, asociados a una fase especifica del ciclo celular asi:
ciclinas G1, ciclinas de G1/S, ciclinas de Sy ciclinas de M. La expresidn de las cicli-
nas es baja en general durante el ciclo celular, pero la maxima expresién de cada
una de las mencionadas anteriormente se asocia con la fase del ciclo celular, en
donde cumplirdn su papel de regulacidn. La siguiente tabla muestra una lista de
las principales ciclinas y quinasas y su funcién dentro del ciclo celular.
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Tabla 1. Ciclinas, quinasas, inhibidores de los complejos
y fase del ciclo que regulan. Fuente:Tomado de Rodriguez L y col. 2014. El ciclo celular
regulacion e importancia en el cancer. Biotecnologia Aplicada 2004,21:60-69.

Fase del ciclo

Ciclinas Quinasas Inhibidores
que regulan

CiclinaA Activa CDK2Y CDC2 p21, p27 SaM
Ciclina B1 Activa CDC2 p21,p27 Progresiéna M
Ciclina B2 Desconocido Desconocidos ProgresiénaM
CiclinaC Activa CDK8 p21, p27 Progresién G1
Ciclina D1 Activa CDK4 p15,p16,p18,p19,p21,p27 | G1
CiclinaD2yD3 | Activa CDK6 p15,p16,p21, p27 G1
Ciclina G1y G2 | Reparacién de ADN Desconocidos S

Activa CDK7, regula la
CiclinaH Transcripcién Desconocidos S

y reparacion del ADN
Ciclina | Desconoce Desconocidos Desconocido

Regulacién de la
Ciclina K transcripcion Desconocidos Desconocido

y reparacion del ADN
CiclinaT1yT2 | Activa CDK9 Desconocidos Desconocido

En G1 la célula es activa en procesos celulares y metabolismo, por lo tanto, sintetiza
proteinas activamente, ya sean enzimas o proteinas estructurales, por lo tanto, tam-
bién se sintetizan las ciclinas A, Ey D, las cuales se unen especificamente a sus res-
pectivas proteinas dependientes de ciclina (CDKs), los complejos de unién A,Ey D1 se
mantienen en el nicleo. La progresion de G1 a S, esta determinada por la formacién
de los complejos de heterodimeros: ciclina D/CDK4 o 6 y el complejo ciclina E/CDK,
seguido del complejo ciclina A/CDK2, una vez formados estos complejos, la célula
avanza a fase S. Existe, ademas, una proteina adicional que regula la progresién G1-S
denominada proteina Rb o del retinoblastoma (Rb), descubierta en individuos con tu-
mor maligno de la retina o retinoblastoma, la cual es una proteina supresora de tumor
que juega un papel importante en el control de las divisiones celulares.

Todos los organismos tienen como fin bioldgico reproducirse y transmitir su in-
formacién genética a la siguiente generacién, por lo tanto, las células durante
un periodo de tiempo de su ciclo celular reservan su potencial para sintetizar la
molécula de ADN, que contiene la informacidn genéticay que va a ser transmitida
idéntica a la siguiente generacién. Una vez sintetizado todo el material genético
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de la célula, esta cuenta con un corto periodo de tiempo en donde revisa lo sinte-
tizado y corrige errores; periodo conocido como G2. El ciclo celular completo se
ilustra en la siguiente gréfica.

Sitios de sintesis de ADN

Cromosomas e
expresando genes en

Células diferente

:.- _— J | '..\
; ' 5 T
! ﬂ?{-'...
A g,
Telofase ' s

Metafase Profase

Figura 1. Etapas del ciclo celular Fuente: produccién propia

Puntos de chequeo del ciclo celular

El primer punto de control del ciclo celular ocurre al final de la fase G1, antes de
entrar en la fase S, se conoce como punto de restriccién que en definitiva es el
principal punto de control celular, después de la activacién de este mecanismo, la
mayor parte de las células se detieneny entran en una fase de reposo denomina-
do GO caracterizado por un estado de progresidn latente, que con frecuencia es
asociado a la falta de nutrientes (figura 1).

Importancia del chequeo durante G2y las proteinas

moduladoras ATM, ATRy p53

Lavariacién de la secuencia de acidos nucleicos en gametos es fundamental para
potencializar la variabilidad genética y asegurar la aparicién de modificaciones
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que permitan la accién de la seleccién natural. Sin embargo, en células somaticas
los cambios en la secuencia pueden causar anormalidades que afectan tejidos y
6rganos, asi una Unica alteracién puede producir una modificacién dentro de la
secuencia o estructural del gen y desencadenar una serie de variaciones que cul-
minen con la generacién de enfermedades generalmente, producidas por la mal-
formacién de una proteina. Existen muchos factores mutagénicos, que alteran la
secuencia del ADN, uno de ello es la reactividad misma de las bases nitrogenada,
las cuales pueden interactuar con algunos quimicos como sustancias fendlicas
o bromuro de etidio, cuya consecuencia es la modificacidn de la estructura, otra
posibilidad es la exposicidn a radiacién ionizante, lo que conlleva a la formacién
de dimeros de timina.

La aparicidn de este tipo de errores expresados, generalmente, como sindromes
y cancer, estd asociado con deficientes mecanismos de correccién de lesiones so-
bre el ADN, finalmente cuando el mecanismo de reparacion es ineficiente, el des-
tino de la célula defectuosa es la apoptosis o muerte celular programada, lo que
garantiza que una célula altamente defectuosa, que no logré repararse, muera
antes de su reproduccién.

Asimismo, el dafio en el ADN en células con los mecanismos de chequeo fun-
cionales provoca que el ciclo celular se detenga principalmente por la accién de
proteinas fundamentales para el proceso entre las que se destacan las quinasas
ATM, ATRy p53 (Sun at al, 2017). Existe dentro de este complejo mecanismos de
regulacién del ciclo celular, una proteina esencial conocida como p53, esta pro-
teina ha sido llamada el guardian del genoma, ya que una de sus funciones, es la
de chequear, si dentro del genoma existen mutaciones o alteraciones, la detec-
cién conlleva a desencadenar mecanismos de reparacion de dafos, en caso de
deteccidn, activar el mecanismo de apoptosis, o permitir el avance y finalizacién
del ciclo celular (Lane, 1992). La quinasa ATM es la principal responsable del me-
canismo de activacién de la proteina p53, mientras que la quinasa ATR tiene el
papel de sensor de dafio en el ADN, especificamente es encargada de reconocer
radiaciones ionizantes, luz ultravioleta.

En células normales, el nivel de la proteina p53 es bajo debido a que su asociacién
a Mdm2 favorece su constante degradacién por protedlisis en el proteosoma.
Cuando p53 es fosforilada se libera de Mdm2 y su vida media aumenta y asi mis-
mo su concentracidn intracelular aumentando la posibilidad que realice actividad
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como factor de transcripcidn. El factor de transcripcién p53 entonces activa dife-
rentes mecanismos que pueden llevar a detencién del ciclo celular, activacién de
enzimas de reparaciéon del ADN, entrada en senescencia o activacién de la apop-
tosis (Binayke et al. 2019).

Punto de chequeo en G1/S

Un principal objetivo de la detencidn del ciclo celular entre G1/S ocurre cuando
el sistema “reconoce” el dafio sobre el ADN y se evita su replicacién. El detener el
ciclo celular se debe a que con p53 activa, se transcriben algunos inhibidores de
proteinas que intervienen de manera directa en la sintesis de ADN. Esta pausa en
el desarrollo del ciclo celular permitiria reparar los dafios presentes en el ADN y
en su defecto, si es necesario, la toma de decisiones, hacia el destino final de la
célula. Si el dafio es reparado de manera correcta, p53 estimula la expresién de
Mdm2y asi permite la progresién del ciclo celular, si por el contrario el dafio no es
reparado el aumento de p53 induciréd apoptosis o senescencia.

Punto de chequeo en G2/M

El punto de chequeo G2/M evita que las células entren a mitosis. Las células que
han pasado por el punto de chequeo G1/S, pero posteriormente evidencian da-
fios, son detenidas en este punto, usualmente esta situacién se debe a que agen-
tes externos como radiacién o agentes quimicos han dafiado el ADN posterior a
la revisién hecha en G1/S. En estos casos ATM fosforila a la proteina hChk2 que es
necesaria para el mantenimiento en G2/M. hChk2 fosforilada inhibe a la fosfata-
sa hCdc25C, en este estado la proteina queda impedida para activar el complejo
ciclina B1-CDK1, que es necesario para promover la entrada en mitosis.

Existe otro mecanismo de control del ciclo celular, que involucra la organizacién
de las proteinas que forman el huso mitético, el cual tiene dos polos en los que
se encuentran anclados los cromosomas (constituidos en este momento como
cromatides hermanas unidas por las proteinas cohesinas), la proteina ciclina
Cdk11, detecta si la conformacidon del huso mitético se ha realizado de manera
correcta; es decir, que todos los cromosomas estén asociados a dicho huso de
manera bipolar conformado una alineacién en la placa metafésica conformado lo
que los citogenetistas han denominado punto SAC (Spindle Assembly Checkpoit)
(Hu, et al. 2003), este punto es importante ya que se pueden producir fallas en
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la alineacién y segregacidn de los cromosomas, que podran llevar segregaciones
erréneas y posteriores aneuploidias. Cuando todos los cromosomas se localizan
de manera simétrica en la placa metafasica, el punto de chequeo se inactiva, de
manera que se produce la degradacién de las cohesinas que hasta el momento
mantenian unidas las crométides hermanas; asi, se posibilita la entrada a anafase
dando como resultado la culminacién del ciclo.

Las cohesinas son una serie de proteinas necesarias para mantener unidad las
cromatides hermanas. La separacién de estas cromatides (producto de la sintesis
del cromosoma) ocurre durante la anafase de la de la segunda divisién meidtica.
Para que las crométides hermanas se separen es necesaria la accién de diferentes
complejos proteinicos. El mas importante de estos, es el complejo promotor de
anafase (APC), este complejo es activado por la unién de una proteina similar a
una CDK, llamada CDC20 (cdc=ciclo de divisién celular), una vez se ha activado,
el APC se encarga de marcar a diversas proteinas para que se degraden, una de
ellas es la securina, que inactiva a la separasa, que es la proteina encargada de
inactivar a las cohesinas, eliminando asi las uniones entre cromatides hermanas.

Un cultivo celular es un proceso por el cual las células de diferente origen se aislan
del tejido u érgano original y se mantiene en crecimiento continuo bajo condicio-
nes fisico quimicas controladas en el laboratorio (Souza at. al, 2016).

El embridlogo estadounidense Harrison Ross, fue el primero en desarrollar téc-
nicas de cultivo de células en el afio 1907. En su laboratorio de la Universidad de
Yale, aisld y obtuvo crecimiento de células de embriones de rana, reconocié la
importancia de esterilizar todo el material utilizado en los cultivos y gracias al de-
sarrollo de estas técnicas, se reconocieron multiples posibilidades de aplicacién
de los cultivos celulares en diferentes campos del conocimiento, como la bacte-
riologia, embriologia, fisiologia e histologia, asi como las derivadas de estos, tal
como la produccién de anticuerpos monoclonales, vacunas y uso y aplicacién de
muchos farmacos (Rodriguez, et al., 2014). Luego hacia el afio 1912, Carel define
la primera linea celular, derivada de fragmentos de explantes de embrién de pollo
(Ryan, 2005). A partir de ese momento, se comienzan a producir diversas lineas
celulares en el laboratorio como L929, Hela, CHO, BHK21, etc., este desarrollo
permitid avances significativos en investigacion sobre todo del cancer.
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Los cultivos celulares pueden ser sélidos o liquidos, dependiendo del tipo de
érgano o tejido de donde se derivan las células. Los primeros involucran la dis-
gregacién mecéanica o enzimética de los 6rganos o tejidos, para obtener células
individuales que son sembradas en monocapa, los cultivos liquidos son general-
mente de sangre periférica y alli se cultivan linfocitos, los cuales sufren subse-
cuentes divisiones celulares in vitro.

Existen diferentes tipos de tejidos de cultivos que se realizan de rutina en muchos
laboratorios de genética tanto animal como vegetal, generalmente se pueden di-
vidir en cultivos primarios, los cuales provienen de érganos y tejidos, se cultiva
una mezcla de células de estos y se utilizan a corto plazo para diferentes propé-
sitos y los cultivos, en donde se establecen lineas celulares, en los cuales, a través
de un proceso de subcultivos, preservacion y caracterizacidn, se obtiene y esta-
blece el crecimiento de una linea celular especifica.

Algunos tipos de cultivos celulares utiles
en la obtencion de cariotipos

En este cultivo se estimula la proliferacién de linfocitos con
mitégenos especificos y luego se recolectan las células que responden con una
alta division celular deteniendo las células en metafase. Se utiliza de rutina en los
laboratorios de citogenética, es un cultivo de corta duracién, no necesita equipos
sofisticados para su realizacién, no requiere mantener condiciones de intercam-
bio de gases complejas.

Es de utilidad para la caracterizacién citogenética de
leucemias. Existen algunos marcadores citogenéticos en diferentes tipos de can-
cer; por ejemplo, en la leucemia mieloide crdnica se ha definido un marcador cro-
mosémico de buen prondstico caracterizado como una translocacién reciproca
entre los cromosomas 9y 22 y conocido con el nombre de cromosoma Philadelfia.
Requiere para la toma de la muestra de un médico y de condiciones clinicas apro-
piadas, también se necesita mantener requerimientos de intercambio de gases
especificas para el crecimiento celular.

Otras muchas anormalidades citogenéticas relacionadas con leucemias y otros
tipos de tumores sélido se han descrito.
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Algunos otros ejemplos:
Leucemia Aguda no linfocitica: translocacién entre el cromosoma 8y el 21.
Retinoblastoma delecién en el cromosoma 13.
Linfoma de Burkitts translocacién entre el cromosoma 9y el 1 4.
Teratoma testicular: duplicacién del brazo corto del cromosoma 12
(isocromosoma p).

Se utiliza en diagndstico prenatal para definir, no
solo sindromes cromosémicos estructurales y numéricos, sino también errores
innatos del metabolismo o aquellas patologias de bioquimicas, por acumulacién
o falta de un metabolito especifico. Para obtener muestra de liquido amniético,
en humanos, la muestra debe tomarse entre la decimocuarta y la décimo octava
semana de gestacion, se requiere toma de muestra por parte de un médico bajo
ecégrafoy puede representar un riesgo de aborto.

También pueden ser cultivadas otros tipos de células como células de trofo-
blasto, vellosidades coridnicas y restos ovulares especialmente en mujeres
abortadoras habituales. Este tipo de cultivos son igualmente aplicados en to-
dos los mamiferos.

Son utilizados en citogenética de diferentes tejidos y 6r-
gano, requiere de matrices especificas para el crecimiento celular y condiciones
para mantener un adecuado intercambio gaseoso, entre el cultivo y el medio.

En citogenética animal, generalmente de especies no mamiferas, no se hace ne-
cesarios obtener cultivos celulares, sino que se utilizan algunos érganos que tie-
nen alta tasa de proliferacidn, en los peces, por ejemplo, se utilizan celular como
las agallas o los rifiones.

Los cultivos celulares para analisis citogenéticos ofrecen una manera facil y eco-
némica para la obtencién de material biolégico, en general no tienen requeri-
mientos nutricionales adicionales y las condiciones fisicoquimicas se pueden
mantener estables por lo menos durante 72 horas, garantizando suficientes di-
visiones celulares para obtener cromosomas. Existen también desventajas en al-
gunos tipos de cultivos celulares, cuando son mantenidos por largo tiempo en
condiciones de laboratorio, pueden aparecer anormalidades citogenéticas en las
lineas celulares derivadas, otra desventaja de algunos cultivos celulares es que
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requieren nutrientes y condiciones de oxigeno especificas que muchas veces no
son faciles de mantener o resultan muy costosas.

Cada tipo de célula a cultivar tiene requerimientos especificos de acuerdo con
sus caracteristicas fisiolégicas. Sin embargo, existen condiciones fisicoquimicas
que todas las células necesitan para mantenerse vivas. El objetivo de los cultivos
celulares utilizados para los andlisis citogenéticos es mantener estas condiciones
lo mas parecidas a las condiciones naturales de las células que se utilizan para
obtener los cariotipos. In vitro, el mantener un ambiente adecuado, los nutrien-
tes, las hormonas y el sustrato es fundamental para permitir la expresién de las
funciones del metabolismo normal y especializado de cada uno de los tipos de
células, muchos tejidos requieren de condiciones altamente especificas para su
desarrollo y crecimiento. A continuacién, se realiza una descripcién de las con-
diciones minimas necesarias para permitir crecimiento celular in vitro y los re-
querimientos necesarios para que exista metabolismo y crecimiento celular en el
laboratorio. Las condiciones fisicoquimicas del medio se refieren a todos aquellos
compuestos y moléculas que establecen una homeostasis en las concentraciones
de gases como O, y CO, que permiten mantener un pH neutro, requerido por la
mayoria de las células.

Concentracion de oxigeno

El oxigeno es fundamental como agente oxidante y aceptor final de electrones del
proceso de respiracién donde el carbono de los carbohidratos es oxidado hasta
CO,. En este sentido es importante destacar que estados de oxidacion del carbo-
no en hidratos de carbono es negativo y por el proceso de trasferencia de elec-
trones propios de la respiracién termina con un estado de oxidacién positivo, es
decir ha cedido electrones, en el proceso el oxigeno que entra al sistema como
una molécula diaténica (O,) sale del proceso ligado al carbono que ha perdido
electrones por lo cual es comin escuchar que el oxigeno en procesos de respira-
cién termina siendo el aceptor final de electrones. Se concluye que el proceso de
respiracién es el proceso por el cual carbono con estado de oxidacién negativo
pierde electrones hasta quedar con carga positiva en un proceso de obtencién
de energia metabdlica donde el oxigeno se convierte en aceptor final de electro-
nes en un proceso que trae como consecuencia formando ATP y agua (Figura 2).
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Por lo general, tensiones bajas de oxigeno son suficientes para mantener la ma-
yoria de los cultivos celulares en monocapa, para cultivos liquidos de sangre pe-
riférica condiciones atmosféricas bastan. Sin embargo, algunos tipos de cultivos
de érganos requieren de concentraciones mas altas de O, (Lee-Parsons & Shuler,
2005; Trung et al., 2006).

La concentracién de gases puede ser influenciada por varios factores entre los
que cabe destacar temperatura, y composicién de los gases de alimentacién por
lo que lo recomendado es que estas variables sean constantes. El flujo de aire en
un cultivo celular, en primer lugar, debe asegurar la concentracién de oxigeno ne-
cesario (hay que tener en cuenta que las concentraciones altas de oxigeno tam-
bién puede tener accién inhibitoria y favorecer la oxidacién de los componentes
del cultivo), en segundo lugarincrementa la homogenizacién del medio de cultivo
que resultara en un pH estable (exceso de CO, en solucién favorece la formacién
de acido carbénico) y finalmente es responsable de la desorcidn de metabolitos
volatiles como el CO, y el etileno (Juarez-Sanchez et al., 2002; Lee-Parsons &
Shuler, 2005; Trung et al., 2006; Huang & Chou, 2000).

Para optimizar la transferencia de oxigeno dentro de un cultivo celular, se puede in-
crementar la velocidad de agitacién, la tasa de aireacién o su concentracién en el aire
suministrado. Sin embargo, las dos primeras estrategias presentan algunas desven-
tajas ya que se aumenta el consumo de potencia (Trung et al., 2006), se genera mayor
estrés de corte sobre las células (Honda et al., 2002), se puede presentar la formacién
de espuma lo cual desnaturalizar proteinas y puede darse el arrastre de compuestos
volatiles importantes en el metabolismo secundario. De otro lado, el incremento de
la concentracién de oxigeno en la corriente de entrada implica un aumento en los
costos de operacidn, lo que debe considerarse en caso de seleccionar esta estrategia
para la aplicacién industrial desde una perspectiva de ingenieria de cultivos.

Otros Gases

Otros gases de relevancia para cultivos celulares son el etileno (para cultivos de cé-
lulas vegetales) y el diéxido de carbono debido a que su concentracién en sistemas
vivos estimula la produccién de metabolitos secundarios (Jeong et al., 2006). Con el
fin de mantener sus concentraciones en el medio de cultivo se ha empleado sistemas
de reinyeccién de aire con la corriente de entrada (Huang et al., 2002) y suministro de
estos compuestos mezclados con aire (Jeong et al., 2006; Arias et al., 2009).
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m Linea de Investigacion: Desarrollo rural

La respiracion y fosforilacién oxidativa asociada se realiza en la mitocondria (Fi-
gura 3), razén por la cual toda célula eucariota tiene mitocondrias.

Figura 2. Diagrama de la cadena respiratoria y de la fosforilacién oxidativa asociada.

Fuente: produccidn propia

Glucosa ADP+ '

(5e produce en [a mitocondrial

Figura 3. Proceso de fosforilacién oxidativa.
Fuente: produccion propia
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El CO, esta involucrado en la regulacién del pH controlando las concentraciones de
bicarbonato. La concentracién de CO, atmosférico regula la tensién de CO, disuelto
en funcién de la temperatura, esto produce H,CO, el cual se disocia en H+y HCO..
Como el HCO, tiene una baja constante de disociacién, tiende a reasociarse dejando
el medio acido. El resultado final del incremento del CO, atmosférico es la baja del pH.
Pararegular el pH de un cultivo celular se utilizan diferentes buffers adicionados en el
medio de cultivo, los més utilizados de estos son el bicarbonato de sodio y el hepes.

El medio de cultivo debe contener los nutrientes necesarios para el metabolismo
y crecimiento celular. Dentro de ellos estan incluidos aminoacidos esenciales y no
esenciales, glutamina que sirve como fuente de energiay carbono, vitaminas que
varian dependiendo del tipo de cultivo y células utilizadas. En general todos los
medios de cultivo incluyen vitamina del tipo B. Las sales que contribuiran con la
osmolaridad del medio son iones de Na*, K*, Ca™*, Mg**y SO, PO, HCO..

Un cultivo celular, ademés del medio contiene suero, aporta las proteinas nece-
sarias que sirven como transporte de minerales, &cidos grasos y hormonas. Los
sueros mas frecuentemente usados en cultivos de tejidos son el suero bovino fe-
tal, el suero de caballo, y el suero humano. Los factores esenciales de este que
juegan un papel importante en el cultivo celular son factores de adhesién como la
fibronectina, péptidos tales como la insulina, el factor de crecimiento derivado de
plaquetasy el TGFB un factor de crecimiento derivado de tumores, pero extraible
también de las plaquetas, que regulan el crecimiento y la diferenciacién celular.
Ademas de nutrientes esenciales tales como minerales vitaminas, acidos grasos,
metabolitos intermedios y hormonas que regulan el transporte transmembrana.

Algunos tipos de cultivo requieren factores de crecimiento especificos. Uno de
los més conocidos es la fitohemaglutinina, un mitégeno extraido del frijol comuin
Phaseolus vulgaris y que se utiliza en las técnicas citogenéticas para la estimula-
cién de linfocitos.

La temperatura a la cual las células estimuladas deben crecer es otro de los fac-
tores fundamentales ya que afecta directamente el crecimiento celular. La tem-
peratura a la cual crecerdn las células depende de la temperatura corporal del
animal del cual fueron obtenidas las células. Asi la temperatura recomendada
para la mayoria de las lineas celulares derivadas del hombre y de animales poi-
quilotermos es de 36.5 grados centigrados.
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El pH indica la concentracién de iones hidrégeno [H]* también llamados hidro-
geniones presentes en un sistema acuoso. La sigla significa: potencial de hidré-
geno o potencial de hidrogeniones (potentia hydrogenii). Definido por el danés
Sorensen, para fines précticos, como el opuesto del logaritmo en base 10 o el
logaritmo negativo, de la actividad de los iones hidrégeno. Para aclarar, y,a modo
de ejemplo, una concentracién de [H,0°] = 1x1077 M, podria expresarse como
0.0000001 M, que aplicando la definicién corresponderia a una solucién con un
pH de 7,ya que pH =-log [1077] = 7.

El pH es de gran importancia para los procesos fisioldgicos debido a que dé el de-
penden reacciones bioquimicas como las de la cadena respiratoriay de la fosfori-
lacién oxidativa asociada Figura No. 3. Por otra parte, el pH afecta de una manera
directa la estructura terciaria de las proteinas. La unidad estructural de las pro-
teinas son los aminoacidos que tienen caracteristicas peculiares que hacen que la
estructura total (la proteina) pueda cambiar en funcién del pH. Esto se debe a que
la estructura de un aminoacido en un medio acido, el grupo carboxilo no se en-
cuentra disociado completamente, mientras que en disolucién basica se encuen-
tra totalmente disociado. Para el grupo amino, ocurre todo lo contrario; en un
pH alto no se encuentra disociado y en un pH bajo se encuentra disociado, es por
esto que los aminodcidos tienen tanto propiedades cidas y basicas dependiendo
del medio donde se encuentren. Por esta razén es comun encontrar las palabras
anfétero y zwitterion cuando se estudian las proteinas en un contexto de pH. Por
un lado, el concepto de anfétero se refiere a moléculas que tienen la capacidad
de actuar como acidas o como bases, en la grafica No. 3, se muestra cuando un
aminoacido se comporta como acido, tiende a liberariones Hidrogeno H*, es decir
cuando pasa de condicién catidnica para la zwitterionica y basica cuando tiende a
recibir iones Hidrogeno H* es decir cuando pasa de condicién anionica para zwit-
terionica favoreciendo la adquisicién de carga positiva (Figura 4).

Cation Zuitterion

Figura 4. Aminodcido en condicién Zwitterion.
Fuente: produccidn propia
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El grupo R que aparece en la gréfica se refiere a la cadena lateral del aminoécido,
este grupo también puede tener caracteristicas dependiendo del pH cuando el
grupo R contiene alguna estructura que pueda protonarse y desprotonarse, de-
pendiendo de la cadena R, los aminodcidos cambian de estructura y asi mismo
de nombre tal como se muestra en la figura No.5. Las proteinas son una cons-
truccién de estos 20 aminodcidos, dependiendo de la composicién de la proteina,
es decir de los tipos y proporcionalidad que tengan los aminoacidos dentro de
la estructura estara disefiada para realizar funciones diferentes. Por ejemplo, las
histonas tienen gran cantidad de amino&cidos positivos como lisina y arginina
(aminoacidos Béasicos) crucial para los procesos de enrollamiento del ADN de car-
ga negativa.
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Figura 5. Estructura de los aminodcidos. Fuente produccién propia.

Fuerza Idnica

En cultivos liquidos, la fuerza idnica: I, de unasolucién es una magnitud
adimen-sional que correlaciona la concentracién y carga
de todos los iones presentes en el medio y que permite estudiar el efecto de las
de las interacciones, ion-ion e ion-solvente, en una solucién electrolitica.
Matematicamente, la fuerza idnica se define como un medio de la sumatoria de la
concentracién molar (o molal) de cada tipo de ién (ci), multiplicada por el cuadrado
de la valencia (zi). Se expresa como:

I="%23c?z?
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Donde ci es la concentracién molar de iones i, zi es la carga de cada ion, y el su-
matorio se refiere a cada una de las especies idnicas presentes en el medio. Sin
embargo, en una solucién de electrolitos, no es sélo la concentracién de los iones
la que determina la desviacién de la idealidad de la solucidn, sino también la in-
fluencia de la magnitud de sus cargas sobre todos los demas iones del electrolito
en solucidn. Estas influencias se manifiestan en una serie de interacciones elec-
trostaticas, como las fuerzas de atraccién entre iones con cargas opuestas y de
repulsién entre los iones con un mismo sentido de cargas; la agitacién térmica
que producen los iones en sus movimientos de atraccién o repulsidn, y, las pro-
piedades intrinsecas y extrinsecas propias de cada sistema en solucién, confor-
man ese sistema de interacciones conocidas con el nombre de fuerza iénica. La
fuerza iénica de unasolucién es, por lo tanto, una medida de la poblacién total de
iones que existen en ella, de las fuerzas intertdnicas de atraccion y repulsion que
se producen y por consiguiente una medida general de la falta de idealidad del
entorno de la solucidn.

Ademas de la importancia de las variables que dependen de las concentraciones
de sales en el medio como el de fuerza idnica, existen otras variables importantes
para tener en cuenta en el momento de pensar en la solubilidad de una protei-
na. En primera instancia esta la composicién de aminoacidos en su estructura en
donde se tiene en cuenta que una proteina rica en aminoéacidos polares (figura 5)
es en general mas soluble que una rica en aminoacidos hidrofébicos. La estruc-
tura tridimensional de la proteina que define la superficie de area que estara en
contacto con el medio también es una variable importante para tener en cuenta,
en general las proteinas fibrosas son menos solubles que las globulares.
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CARIOTIPO HUMANO

Un cariotipo es la organizacién de los cromosomas de una especie, célula, érgano,
tumor etc., permite conocer el nimero y la estructura de los cromosomas (figura
6), es importante para caracterizar las especies y en genética clinica permite el
diagndstico de sindromes y patologias que implican anormalidades dentro de los
cromosomas, que pueden causar o no fenotipos determinados. Aidn en la era ge-
némica, los cariotipos son importantes para el médico genetista, ya que les per-
mite diagnosticar sindromes asociados con anomalias en el nimero o la estruc-
tura de los cromosomas, de esta manera un cariotipo constituye un importante
examen para el diagnéstico, manejo clinico y consejo genético de los pacientes.

Figura 6. Cromosomas humanos tefiidos con Giemsa.

Fuente: produccién propia

Es dificil poder determinar cuantos rearreglos cromosémicos humanos existen,
muchos laboratorios de citogenética no reportan sus hallazgos, otros no tienen
la tecnologia que les permite detectar pequefias anormalidades, por lo tanto,
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pueden pasar como cariotipos normales. En términos probabilisticos, se ha ob-
servado que existen dentro del genoma regiones susceptibles de rupturas o pun-
tos calientes o sitios frégiles, en donde los cromosomas tendrian mayor proba-
bilidad de romperse y rearreglarse de muchas formas, sin embargo a la fecha no
son muchos los estudios que puedan describir la probabilidad de que ocurra uno
u otro tipo rearreglo a partir de estos sitios de los genomas, por tanto se espera
que cada una de las regiones de los cromosomas tengan una probabilidad impor-
tante de rompersey rearreglarse con otros, por lo que se prevé que pueden existir
muchos tipos de rearreglos cromosémicos, si se tiene en cuenta la longitud com-
pleta de cada cromosomay el nimero de cromosomas de la especie. De acuerdo
con la base de datos Online Mendelian Inheritance in Man® An Online Catalog of
Human Genes and Genetic Disorder (https://www.omim.org/), existen cerca de
608 anormalidades citogenéticas asociada a un fenotipo particular.

La frecuencia de anormalidades citogenética depende de las caracteristicas de
cada una de las poblaciones humanas, sin embargo, se considera que el por-
centaje general para anormalidades asociadas a los cromosomas es de 0.5%
nacidos vivos (Matiew, 1998). La frecuencia de abortos espontaneos dentro
del primer trimestre de gestacién ha sido estimada en cerca del 10%, en la po-
blacién general, de ellos cerca del 50% fueron debidos a que el feto tenia una
anormalidad citogenética.

Las anormalidades cromosémicas en humanos pueden ocurrir durante la pro-
duccién de los gametos o en el embrién que se esta formando, algunas anormali-
dades citogenéticas pueden ser heredadas de los padres, cuando alguno de ellos
es portador de una translocacién robertsoniana, al encontrarse dos cromosomas
acrocéntrico-fusionados pasan de igual manera a la descendencia, en donde pro-
bablemente se observe una malformacién fenotipica, no vista en los portadores.

Como se menciond anteriormente, un cariotipo se puede obtener de diversos ti-
pos de células, e involucra el cultivo de diferentes muestras, la estimulaciéon del
crecimiento celular in vitro, detener los cultivos celulares en metafase, procesar
y obtener las metafases, fijar las células a ldmina y analizar los cromosomas en el
microscépico. En la figura 6, se resume este proceso.
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Figura 7. Diferentes tipos de cultivos celulares. Fuente: produccién propia

Inicialmente la citogenética permitié contar y observar el nimero de cromoso-
mas y su morfologia, ya que Unicamente existia la tincién con Giemsa, en don-
de los cromosomas se observaban de un color purpura en su completa longitud.
Sin embargo, a medida que se observaban rearreglos entre cromosomas, se hizo
necesario establecer diferentes técnicas de tincién que permite identificar in-
dividualmente cada uno de los cromosomas y regiones dentro de ellos. Basica-
mente existen cuatro técnicas de bandeo en citogenética convencional: Bandeo
G, Bandeo Q, Bandeo Ry Bandeo C. Las bandas G son una de las técnicas méas
utilizadas en citogenética, para obtener este tipo de bandas los cromosomas se
tratan con tripsina que desnaturaliza las proteinas asociadas a los cromosomas
y luego se tifien con Giemsa, dando un patrén caracteristico para cada cromoso-
ma de regiones oscuras y claras, para obtener las Bandas Q los cromosomas son
tefiidos con mostaza de Quinacrina (un fluorocromo) (Figura 7) y los cromosomas
son observados en microscopios de fluorescencia, en donde se observan bandas
brillantes, que son equivalentes a las oscuras obtenidas con bandas Gy regiones
opacas equivalentes a las claras. Las bandas R son obtenidas después de un trata-
miento salino, en calory luego una tincién con Giemsa, el patrén de estan bandas
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corresponde a un patrén inverso a las bandas G, es decir, lo que en G se observa
oscuro, en R se observa claro, por esta razén son llamadas también bandas rever-
sas. Para las bandas C los cromosomas se tratan con acido diluido, seguido porun
tratamiento alcalino fuerte, enjuagados con solucidn salina, antes de la tincién
con Giemsa, este tratamiento permite la visualizacidn de las regiones cromosé-
micas que corresponden a heterocromatina, es decir cromatina que permanece
en un estado de alta condensacién y que se tifien de color oscuro luego del trata-
miento, este tipo de bandas es importante cuando se quiere estudiar sindromes
relacionados con el cromosomaY, debido a que la mayor parte del brazo largo del
cromosoma Y, es heterocromaético, pero también se definen muy bien los centré-
meros de todos cromosomas y de manera se pueden observar los polimorfismos
centromericos de los cromosomas 1,9, 16 y Y en humanos.

Existen otros tipos de bandas que fueron desarrolladas posteriormente y que han
sido importantes para determinar anormalidades que involucran pequefios seg-
mentos dentro de los cromosomas, esta corresponden a la bandas de alta reso-
lucién, en donde los cromosomas se bandean con bandas G o R, pero utilizando
preparaciones cromosdémicas anteriores a la metafase, lo que permite observar
cromosomas largos prometasicos, la diferencia con bandeo normal es que se
pueden obtener cromosomas con una mayor resolucién hasta de 800 bandas.

Cromosomas Bandas Q Cromosomas Bandas RT

Figura 8 : Metafase tefiidas con bandas Q y Bandas RT Fuente: produccién propia

La citogenética convencional, permite ademds identificar sitios fragiles
dentro de los cromosomas, estos son evidenciados por una técnica especifica en
donde las células dentro del cultivo celular crecen sin timidina y acido félico o
con algun inhibidor de la timidina quinasa, los sitios fragiles luego de una tincién
con Giem-sa se observan como discontinuidades que no tifen en los

cromosomas, esta
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técnica ha sido importante para diagnosticar el Sindrome de X-fragil, en donde
la fragilidad cromosdmica se presenta en el extremo del cromosoma X (Xq27.1),
asociado con retardo mental grave en hombres, en donde las mujeres son porta-
dores del mismo, el cual se caracterizé posteriormente como un sindrome debido
a la expansién de trinucleétidos.

En la especie humana el conjunto diploide es de 46 cromosomas, los cuales pue-
den visualizarse por medio de técnicas especificas de obtencién y tincidn durante
la metafase de la division celular, en donde los cromosomas estan compactos y
dobles. Observados en el microscopio de luz se puede visualizar un brazo corto o
p y otro largo o q unidos por una constriccién primaria llamada centrémero (Fi-
gura 8), el cual estd involucrado en el movimiento de los cromosomas durante la
division celular, es el sitio al cual se van a unir las fibras del huso mitético durante
el anafase y la desnaturalizacién de las proteinas que lo conforman, permiten el
movimiento que determina fuerza para que los cromosomas se separen.

La parte final de los cromosomas se denominan telémero, estéd constituido de
una secuencia repetida (TTAGGG)n en tdndem (en bloques), los cuales son de vital
importancia para mantener la integridad del cromosoma y su pérdida se asocia a
procesos de envejecimiento celular.

Telomero

= centromero

Figura 9. Estructura del cromosoma humano.
Fuente: produccidn propia
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De acuerdo a la posicién del centrémero los cromosomas humanos se clasifican en:

Figura 10. Clasificacién de morfolégica de los cromosomas humanos.

Fuente: produccidn propia

Metacéntricos: cuando sus dos brazos tienen la misma longitud, el centrémero
estd en el centro del cromosoma (Figura 9).

Submetacéntricos: cuando el centrémero se encuentra ligeramente fuera del
centroy la proporcién en longitud de sus brazos es dispar (Figura 9).

Acrocéntricos: cuando el centrémero ocupa una posicién terminal. Estos cromo-
somas aparentemente no tienen brazo corto, sin embargo, su brazo corto esta
constituido por una segunda constriccidn llamada tallo de satélite, en donde han
sido mapeados los genes para las unidades ribosomales 18Sy 28S, y los satélites,
que corresponden a regiones de ADN altamente repetitivo y polimérfico (Figura 9).

Regiones dentro del cromosoma estan asociadas con actividad e inactividad ge-
nética y procesos de metilacién. La heterocromatina constitutiva corresponde
a los centrémeros de todos los cromosomas y a la porcién distal del brazo largo
del cromosoma Y, en los humanos. Se asocia con inactividad genética y metila-
cién. Otro tipo de cromatina corresponde a la heterocromatina facultativa que
se localiza en los tallos de los satélites y el cromosoma X de replicacién tardia, se
asocia con regiones que han sido activas durante un ciclo celular precedente y
que se pueden evidenciar en la mitosis posterior por técnicas de tincién.

Inactivacion del cromosoma X en hembras de mamiferos
El sexo en los mamiferos esta determinado por una pareja de cromosomas se-
xuales denominados cromosomas X y Y, su morfologia es muy diferente, el
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cromosoma X es un cromosoma su metacéntrico grande, mientras que el cromo-
soma Y es acrocéntrico de menor tamano. Las hembras de los mamiferos tienen
dos cromosomas X (XX) y el macho tiene una constitucién cromosdémica XY, de tal
manera, que el macho en relacién a la hembra tendria una descompensacién de
dosis respecto a los cerca de 1000 genes localizados sobre el cromosoma X que
las hembras portan en doble dosis (Gribnau and Anton, 2012). Existe un mecanis-
mo molecular que permite compensar la dosis de los genes sobre el cromosoma
X, en hembras y machos, este mecanismo es denominado compensacién de dosis
y no sélo ocurre en mamiferos, sino que también puede observarse en algunos
invertebrados como en Drosophila melanogastery Caenorhabditis elegans (Pr-
zanowski et al, 2018).

El mecanismo de compensacidn de dosis es complejo y se encuentra regulado
molecularmente, a través de un mecanismo epigenético, que permite la expre-
sion diferencial de genes por medio de modificaciones covalentes de la cromatina
(Kouzarides, 2007). Un tipo de modificacién importante involucra la metilacién
de los residuos de Citosina sobre el ADN y la metilacién del residuo de lisina 27 en
la histona H3 asociada a la cromatina, este tipo de modificacién puede hacer que
los genes se silencien, inactivando su expresién, otra modificacién es dada por la
acetilacién de histonas sobre sitios activos de transcripcién (Kalantry, 2011).

El mecanismo molecular de inactivacién del cromosoma X, ha sido ampliamente
estudiando durante las ultimas décadas, sin embargo, ain no se conoce el rol de
muchas proteinas asociadas al proceso. La inactivacién ocurre muy temprano du-
rante el desarrollo embrionario de las hembras, los dos cromosomas X, el paterno
y el materno tienen la misma probabilidad de ser inactivados, y una vez que uno de
estos cromosomas ha sido escogido, la inactivacién es irreversible y se transmite
a las células hijas, a través de las subsecuentes divisiones celulares, de tal manera
como resultado, las hembras de los mamiferos son un mosaico de las expresiones
de los genes que se encuentran sobre el cromosoma X, los paternos y los maternos.

A nivel molecular, el mecanismo ocurre en multiples pasos y requiere de un centro
de inactivacién denominado XCI, que contiene dos RNAs no codificantes y anti
sentido XIST y TSIX, puede variar de especie a especie, sin embargo, existe con-
senso sobre tres pasos fundamentales para que la inactivacién se lleve a cabo,
estos son: recuento de cromosomas X (iniciacién), seleccién del cromosoma X que
se inactivara (establecimiento) y mantenimiento de la inactivacion.
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En la iniciacién, el mecanismo se encuentra regulado por un RNA no codifican-
te, de uno de los dos cromosomas X, llamado Xist que constituye un locus que
pertenece a la familia de RNAs largos no codificantes (INnRNA) y cuya expresién
depende de regulacién tejido especifico. Este Xist RNA, forma una envoltura so-
bre el cromosoma escogido para ser transcrito, esto induce el silenciamiento de
casi todos sus genes sobre el cromosoma, se conoce que algunos genes pueden
escapar a la inactivacién, para mantener esta inactivacion, es vital importancia la
expresién del locus para TSIX, ya que es expresado como un RNA anti sentido de
Xisty la funcién primordial es regular la sobre expresién de Xist, para que no exis-
ta la posibilidad de inactivar el cromosoma que debe mantenerse activo. Quien
primero observé el cromosoma inactivo fue la biéloga inglesa Mary Lyon (Lyon,
1961), quien lo observé como un corpisculo adyacente a la membrana celulary
fue llamado corpusculo de Barr, el cual puede observarse facilmente al micros-
copio en un extendido de células de la mucosa oral, tefiidos con Giemsa, en las
mujeres XX se observa un solo corpusculo de Barr, mientras que en los hombres
XY, ninguno. Por muchos afios esta observacidn permitié diagnosticar sindromes
asociados a cromosomas X extras o la inica monosomia compatible con la vida,
correspondiente al sindrome de Turner.

Cuando se realizan cultivos celulares sincronizados, que se utilizan en los labo-
ratorios de citogenética, para observar regiones especificas dentro de los cro-
mosomas que corresponden a regiones en donde la cromatina se sintetiza tem-
pranamente o tardiamente, dentro de la fase S del ciclo celular. El cromosoma X
inactivo se observa de un color pélido (Figura 10), que corresponde a las regiones
que se replicaron tardiamente, se asocia con el concepto de heterocromatina
facultativa, ya que como mencioné anteriormente puede mutilarse en ciertos
puntos y la hembra ser un mosaico de la inactivacién del cromosoma paterno o
materno, de ahi la denominacién de facultativa. Con tipo de tincién se observa
ademas el material genético que corresponde a eucromatina o cromatina activa
no metilada, que se asocia con genes que se expresan activamente, los cuales se
colorean de manera oscura.
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Figura 11. Cromosomas prometésicos humanos, muestra el cromosoma de replicacién tardia

Fuente: produccién propia

Clasificacion de los cromosomas humanos

Las técnicas de bandeo cromosémico han definido cada una de las parejas de
homdélogos permitiendo la deteccién de anormalidades estructurales con mucha
precision. De acuerdo a los criterios anteriores, los cromosomas humanos han
sido clasificados en siete grupos (Figura 11):

GRUPO A: Pares de cromossomas 1, 2, 3. Metacéntricos 1y 3; Submetacéntricos 2.
GRUPO B: Pares de cromosomas 4y 5. Todos Submetacéntricos.

GRUPO C: Pares de cromosomas 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, y X. Todos Submetacéntricos.

GRUPO D: Pares de cromosomas 13, 14, 15. Todos acrocéntricos.

GRUPO E: Pares de cromosomas 16, 17, 18. Metacéntricos pares 16 y Submeta-
céntricos pares 17y 18.

GRUPO F: Pares de cromosomas 19y 20. Metacéntricos pequefios.

GRUPO G: Pares 21,22 y Y. Acrocéntricos pequefos.
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Figura 12. Cariotipo humano tincion G-, junto al Ideograma de cada cromosoma.

Fuente de Scitable by Nature education. Recuperado de https://www.nature.com/scitable
/topicpage/human-chromosome-number-294

Para mejor visualizacién de las bandas cromosémicas, estan han sido dibujadas
en lo que se constituye un ideograma, tal y como se muestra en la figura 10.

Polimorfismo cromosémico

Son variaciones normales con respecto al contenido de ADN y que se expresa de
una manera especifica a nivel de los cromosomas. Se encuentra en una poblacién
reproductivamente activa y varian de individuo a individuo, pero todas las células
de unsujeto van a presentar el mismo marcador. Se han podido establecer gracias
atécnicas tales como: citometria de flujo o densitometria. Los polimorfismos cro-
mosoémicos generalmente contienen ADN repetitivo y se observan con técnicas
de bandeo como bandas C, Q o NOR (organizadores nucleolares).

A nivel de cromosomas humanos, se reconocen cuatro tipos de polimorfismo
cromosémico estos son:
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El tamafio del brazo largo del cromosomaY (Yqg+)

El tamafio de la heterocromatina constitutiva o centromerica.
Las dimensiones u otras caracteristicas propias de los satélites.
Los sitios fragiles.

Todos los polimorfismos son transmitidos de generacién en generacién de ma-
nera mendeliana, han sido utiles para el estudio de paternidad y ligamiento, para
diferenciar las células maternas de las fetales en estudios prenatales, para esta-
blecer el origen de quimeras o mosaicos y también en el estudio de poblaciones.

Tamaio de Yq: es el mas comun de los polimorfismos cromosémicos, se conside-
ra que alrededor de un 10% de los hombres tienen el cromosoma Y variable en el
tamafio de la regién heterocromética de brazo largo. Esta variacién se visualiza
muy bien con bandas C observdndose como una banda oscura de mayor o menor
tamafio, comparada con el tamafio medio de la regién en el cromosomayy.

Con bandas Q también se evidencia muy claramente corno un segmento fluo-
rescente. La fluorescencia puede ser vista en interfase y se le conoce corno
cromatinay.

Tamaino de la heterocromatina constitutiva: las variaciones en las dimensiones
de la heterocromatina constitutiva son relativamente frecuente en los cromo-
somas 1, 9, 16. Se observan muy bien con la técnica de bandas C, variando su
frecuencia con relacién a distintos grupos étnicos.

Polimorfismo de los satélites: variaciones en la intensidad de las bandas Q y
NOR, corno también dobles satélites y regiones muy fuertemente coloreadas con
bandas G. Se observan como un polimorfismo poblacional en los cromosomas 13,
14,15, 21,22, Lavariacién es debida a repeticiones de ADN y al nimero de genes
ribosomales.

Sitios fragiles: los que se encuentran en los autosomas que se expresan de ma-
nera espontanea en la poblacién general constituyen méas de 20 sitios fragiles
comunes, mientras que otros aproximadamente 18 pueden serinducidos cuando
se afiade agentes antifélicos al medio de cultivo ellos son denominados sitios fra-
giles raros. Son variaciones que no tienen importancia clinica, pero son motivo de
estudios evolutivos y moleculares.
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Las bandas cromosémicas son regiones que se visualizan por medio de trata-
mientos especificos. Sustancias quimicas o calor interactian con el ADN vy las
proteinas que constituyen el cromosoma, para producir segmentos alternos de
coloracién a lo largo del mismo. Dependiendo del tipo de tratamiento empleado
se observara un patrén especifico para cada uno de los pares cromosémicos del
set diploide en una especie determinada.

Para facilitar el estudio y la descripcién de los cromosomas y sus anormalidades
se ha establecido un sistema comin de nomenclatura, resultado de varias reunio-
nes iniciadas desde 1960 para tal fin, conocido como el documento de Estocolmo
y titulado The International System for Human Cytogenetic Nomenclalure 1978
ISCN 1978 (Figura 12). De manera general, para designar una regién particular del
cromosoma, este sistema enumera las bandas y regiones en orden ascendente
del centrémero hacia arriba o hacia abajo. Cuando una banda esta subdividida se
coloca un punto decimal seguido por el nimero asignado a la nueva banda.

— 36,2

Figura 13. Muestra la disposicién de bandas dentro de un cromosoma metacéntrico,
de acuerdo a la nomenclatura internacional.

Fuente: produccién propia

La dltima versién del sistema internacional de nomenclatura se realizé en el afio
2016, en esta versién se ofrece nomenclatura estandar utilizada para describir
cualquierrearreglo cromosémico identificado por técnicas moleculares como ca-
riotipos con FISH, microarreglos, andlisis de regiones particulares del genoma, y
alteraciones identificadas con secuenciacién de ADN.
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Algunas reglas de nomenclatura de cariotipos normales

Para designar el cariotipo normal, primero se coloca el nimero de cromosomas
del individuo seguido poruna comay luego se designan los cromosomas sexuales
en letras mayusculas.

46, XX Cariotipo correspondiente a una persona con 46 cromosomas y dos
cromosomas sexuales X.

46, XY Cariotipo normal de un individuo con 46 cromosomas con un cromo-
soma sexual Xy unoY.

13 q 14.1 Esta nomenclatura corresponde a una banda especifica dentro de
un cromosoma, en este caso la banda 14 y la subbanda 1 localizada en el
brazo largo del cromosoma 13.

Nomenclatura de polimorfismo
46, XX, 16 gh+ Esto designa a una mujer con un incremento en la longitud de
la heterocromatina del cromosoma 16.
46, XX, 13s+ Incremento en la longitud de la regién satélite del cromosoma 13.

Nomenclatura de las anormalidades numéricas

La trisomia 21 puede presentarse asociada con una translocacién entre un cro-
mosoma 21y cualquier otro cromosoma acrocéntrico, especialmente 13, 15, 21,
22.Como también puede presentar el cromosoma libre.

47,XX, + 21 Este cariotipo corresponde a un individuo de sexo femenino con
sindrome de Down, en donde el cromosoma 21 demas esta libre.

47,XY/ 46,XY + 21 Individuo de sexo masculino con dos lineas celulares, una
normal y otra con trisomia, En algunas ocasiones se designa el porcentaje de
cadaunadeellas.

46, XY, t (13; 21) individuo de sexo masculino con una trisomia 21 por trans-
locacién entre un cromosoma 13y 21. Note que el nimero de cromosomas
es de 46 debido a la fusién entre dos cromosomas acrocéntricos.

47, XY, + 18 Individuo de sexo masculino con Sindrome de Edwards.

47. XX, + 13 individuo de sexo femenino con Sindrome de Patau. Por estar in-
volucrado en el sindrome un cromosoma de tipo acrocéntrico al igual que en
la trisomi{a 21 este también puede deberse a una translocacién entre un cro-
mosoma 13y cualquier otro de los cromosomas acrocéntricos en cuyo caso la
nomenclatura sera:
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46, XY, 1 (13; 13) individuo de sexo masculino con sindrome de Patau por
translocacién 13,13.

47, XXY Individuo con Sindrome de Klinefelter.

45, XO Individuo con Sindrome de Turner o simplemente como 45, X como se
modificé en la dltima reunién llevada a cabo en 1995.

Las anormalidades cromosdmicas se pueden clasificar en numéricas y estructu-
rales (Figura 13). La mayoria de las anormalidades numéricas son debidas a una
no disyuncidn, pero también pueden ser debidas a un anafase retardada. La no
disyuncidn consiste en la no separacién de los cromosomas o de las crométides
durante el proceso de mitosis o meiosis.

La no separacién de los cromosomas puede darse antes o después de la for-
macioén del cigoto, de tal manera, hay dos tipos de no disyuncién: precigética y
postcigética.

ANORMALIDADES
CROMOSOMICAS

Euploidia Aneuploidias

Anormalidades

Moncaomia Trisoenia [2re 1] Bl d
Manoploidia Paliploidia { (2n-1} —
M J

=T =

Duplicstion

T
g
g
i
H

Tranglosaciin Transhocacidn Fusidn en Invversiin
A ndem
PeCiproCra Rebertsoniana 1 periCEntica || fwersidn paracénrica

Figura 14. Anormalidades cromosémicas.

Fuente: Tomado y adaptado de Insights from Animal Reproduction. Capitulo 9.

Las precigéticas ocurren cuando se estan formando los gametos. En los proce-
sos de oogénesis y espermatogénesis puede haber una no disyuncién durante

Escuela de Ciencias Agricolas, Pecuarias y del Medio Ambiente



la primera divisién meiética, en la cual se separan los cromosomas homélogos.
Los gametos asi originados pueden ser de dos tipos: nulosémicos o disémicos.

Siocurre una no separacién de cromatides hermanas durante la segunda divisién
meidtica los gametos pueden ser de tres tipos: normales, monosdmicos, o trisé-

micos, tal y como se muestra en la figura No. 14.

Las anormalidades citogenéticas pueden resumirse en la siguiente figura:

A B C
E
3
/‘ ‘\\ 2 cigotos
I'n, ;I I,/TH_HK'
Z B Replicacion Cigoto "'II
E prondcles tsipoide l\ s
-, * patermno T S
Duplicacion
Réeparta genoma
Reparta « Sasigual w paterno
T - =
\lg E 0 0
& & Duplicacién l\\_._F"'/ N Duplicacién -
J' QEnGma Qenoma Fusidn
- —..,_\ patemao ,-—-—-.\ ';Jaberm .
53 | ( ) \:
3 E L § ' g
" / \\.___,_.a- _,,/
Eiparental DUP paterna Biparental DUP paterna EBiparental DUP paterna
Maosaico Mosaico Quimera

Figura 15. Disyuncidn y no disyuncién cromosémica.

Fuente: produccion propia
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Figura 16. Espermatogénesis.
Fuente: produccion propia

Si la disyuncidn ocurre durante el proceso de formacidn de los espermatozoides
(Figura 15), puede ser en la primera o en la segunda divisién meidtica, en este
ejemplo se graficé una doble no disyuncién en la segunda divisién meiédtica. Sin
embargo, normalmente ocurre solo a nivel de un espermatocito secundario, con
lo cual se tiene la posibilidad de tener espermatozoides normales también

Las no disyunciones postcigéticas se dan cuando se ha formado el cigotoy em-
pieza una serie de divisiones mitdticas (Figura 16). Generando la posibilidad de
individuos mosaicos, es decir individuos con méas de una linea celular.

Las anormalidades numéricas mas frecuentes corresponden a sindromes muy
bien definidos y cuya clinica pertenece a un libro especializado, aqui se enumera-
ran Unicamente los més comunes y su respectivo cariotipo.
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Fuente: produccion propia

A- El cigoto es la unién del complemento cromosémico haploide materno y pa-
ternoy las subsiguientes divisiones mitéticas, reparten el material equitativa-
mente entre las células hijas.

B- Una no disyuncidn ocurrié en la primera divisién mitética del cigoto, cada una
de las dos lineas celulares dard origen a otra linea con igual nimero de cromo-
somas, presentandose un individuo mosaico con dos lineas celulares.

C- La no disyuncién ocurrié en la segunda divisién mitética dando origen a un
individuo mosaico, con tres lineas celulares del mismo origen.

La anafase retardada: también puede producirindividuos mosaicos ya que algun
tipo de alteracién no permite que un cromosoma determinado sea contactado
por el huso mitdtico y por ende se retrase el proceso de separacién y el cromoso-
ma involucrado se pierda en el proceso de division.

Quimeras

Las quimeras se refieren a un caso muy particulary poco frecuente de anormalidades
citogenéticas, en donde hay dos lineas celulares, pero a diferencia del mosaico estas
tienen diferente origen. Una quimera puede del definirse como un individuo que con-
tiene dos o0 mas poblaciones celulares diferentes provenientes de mas de un cigoto.
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En algunas ocasiones puede ocurrir una doble fertilizacién por parte de dos es-
permatozoides diferentes a dos 6vulos con una posterior fusién para dar un solo
individuo con aporte de los dos cigotos, como también puede haber un intercam-
bio de células, via placenta, entre gemelos dicigdticos. Aun se estudian las po-
sibilidades de aparicidn de las quimeras con técnicas sofisticadas que permiten
Identificar el origen exacto de los cromosomas.

En bovinos existe un sindrome muy bien estudiado y denominado el sindrome de
Freemartin, acontece en nacimientos gemelares de hembra y macho, reduce la
fertilidad en la hembra, debido a que durante la gestacién gemelar entre los dos
productos, macho y hembra hay transferencia de células y hormonas, del macho
a la hembra, produciendo alteraciones fisiolégicas y anatémicas en los érganos
sexuales de la hembra.

Resultan de una ruptura cromosdmica seguida de una asociacién en una combi-
nacién anormal. Son mas raras que las aneuploidias, o anormalidades en el nu-
mero de cromosoma, las mas comunes son las translocaciones robertsoniana y
pueden, al igual que las anormalidades numéricas ser mosaicos o universales.

Rearreglos balanceados: no tienen casi efecto sobre el fenotipo de quien las
porta, puesto que no hay pérdida ni ganancia de material genético, sin embargo,
estos Individuos tienen una alta posibilidad de dar gametos no balanceados que
afectarian a la siguiente generacién.

No balanceadas: se refiere a un set cromosémico con ganancia o pérdida de ma-
terial genético.

Cuando un fragmento en el cromosoma sufre dos rupturas y este es reconstitui-
do de manera invertida. Las consecuencias meiéticas dependerdn de si hay o no
entrecruzamiento de los cromosomas durante el paquinema de la anafase | en
donde los cromosomas homélogos se entrecruzan. Debido a la inversién el apa-
reamiento de los cromosomas no es lineal y el &rea de inversién formara un aza
que, dependiendo del tipo de inversidn y si ocurre o no entrecruzamiento en este
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sitio se produciran los diferentes tipos de gametos.

Dependiendo del sitio en donde se realicen las rupturas las inversiones pueden
serde dos tipos:

Inversiones paracéntrica: estas no involucran el centrémero, las rupturas se dan
en uno u otro brazo del cromosoma (Figura 17). El portador de una inversién tiene
la posibilidad de dar cuatro tipos de gametos si el entrecruzamiento de los cro-
mosomas homélogos durante la meiosis tuviese lugar en la regién involucrada en
la inversién. Estos gametos son:

Uno normal.

Uno con la inversion.

Dos Anormales: Uno duplicado y dicéntrico.
Uno Acéntrico y con delecién.

INVERSION
a
a
& b
c [
_ : > d
f g
g9 f
h e
| 0

Figura 18. Inversién paracéntrica. Fuente: produccién propia

Inversiones pericéntrica: Las rupturas ocurren cada una en un brazo diferente
del cromosoma, de tal manera que involucran el centrémero. Las consecuencias
de una inversién pericéntrica a nivel de los gametos producidos dependera de si
hay o no entrecruzamiento, si esté no ocurriera se produciran dos gametos nor-
males y dos con la misma inversién, pero si el entrecruzamiento tiene lugar en el
aza de inversiéon los gametos pueden ser de dos tipos céntricos o conteniendo
una duplicacién y una delecién al mismo tiempo (Figura 18).
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Figura 19. Inversién pericéntrica. Fuente: produccién propia

Nomenclatura de las inversiones: la inversidn se denota con las tres primeras le-
tras de la palabra, Inv (Figura 19). Para la nomenclatura debemos tener en cuenta
el evento que estamos describiendo basados en los puntos de ruptura también
como una forma cortay larga de describir el evento.

46, XX, inv (2) (p13 gq24) Forma corta de describir una inversion pericéntrica en el
cromosoma 2. El segmento invertido corresponde a p13 —» q24.

46, XX, inv (2) (pter—» p13 :: 24 —» p13::q24 —» qter).

En la forma larga de describir un evento se utilizan unos simbolos que significan:
— Esta flecha indica la longitud de un segmento dado.
: Los dos puntos significan una ruptura del cromosoma.
:: Estos puntos indican que hubo una rupturay un rearreglo.

La figura indica los puntos de ruptura en el cromosoma 2 y el cromosoma de-

rivado producto del rearreglo de: 46, XY. inv (3) (q22 q24) forma de escribir una
inversién paracéntrica en su forma corta.
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Figura 20. Cromosoma normal y derivado de inversidn.

Fuente produccion propia

Es un intercambio de fragmentos entre dos o mé&s cromosomas (Figura 20), las
consecuencias meidticas de una translocacién pueden ser variables; dependien-
do de si hay entrecruzamiento en el cuadrivalente (figura que se formara durante
la paquinema) (Figura 21) cuando hay una translocacién reciproca, al aparearse
los dos cromosomas implicados en la translocacidn y sus respectivos homélogos.
Si el quiasma aparece en cada brazo del cruce el cuadriradio pasara a la metafase,
si no hay quiasma en dos o més brazos de los cromosomas con la translocacién el
cuadriradio puede separarse en un trivalente y un univalente, dos bivalentes, un
bivalente y dos univalentes o los cuatro univalentes.

Antes de la Translocacion »
Despues de la Translocacion

Cromosoma 20 Cromaosoma

Derivado 20

Cromosoma
Derivado 4
Cromosoma 4

Figura 21. Translocaciones reciprocas.

Fuente: produccion propia
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En la anafase, el cuadrivalente puede separarse cada polo en tres formas diferen-
tes y dos cromosomas migran hacia cada polo en tres formas diferentes.

Alternante: gametos balanceados, uno con cromosomas normales el otro porta-
dor de la translocacién balanceada.

Alternante
Adyacente]
Adyacente 2 A 4

Adyacente 1: gametos no balanceados
Adyacente 2: gametos no balanceados

Figura 22. Cuadrivalente.

Fuente produccién propia

La forma més comdin es la fusién céntrica, que involucra dos cromosomas acro-
céntricos (Figura 22). Esta puede dar origen a un cromosoma metacéntrico o sub-
metacéntrico con uno o dos centrémeros. Individuos portadores de una translo-
cacién robertsoniana pueden producir gametos no balanceados que conduciran
a una monosomia o trisomia, o bien a triradios. Este tipo de translocacién es un
mecanismo importante en procesos evolutivos por los cuales se disminuye el nu-
mero de cromosomas de una especie para dar lugar a otra diferente.
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Robertsonianas

Cromosomas # 14 and 21 Las extremidades se parten y los
Cromosomas se unen en los centromeros

21
21 14 21 14

Figura 23. Translocaciones robertsoniana.

centromero

14

Fuente: produccion propia

Nomenclatura de las translocaciones: Las translocaciones son designadas con una
letra t seguido por un paréntesis en donde se nombran los cromosomas involucrados.

46, XY, t (4p-: 8q+) esta es una translocacién no reciproca, puesto que un
fragmento de un cromosoma ha pasado a otro sin intercambio, esta trans-
locacién se puede considerar como una insercién. Un fragmento del brazo
corto del cromosoma 4 ha pasado al brazo largo del cromosoma 8.

46, XY, t(2:5) (q21: q31) Forma corta de describir una translocacién entre las
bandas q21 del cromosoma 2y q 31 del cromosoma 5.

La descripcion de la forma larga de acuerdo con el diagrama sera:

46,XY,t(2;5) 2pter—»2g21::5q31—» 5qter: 5pter —5q31::2q21 —» 2qter)
46, XY, t (2;5) (p12; g31) Translocacién del segmento p12 del cromosoma 2 al
segmento p31 del cromosoma 5 y el segmento p31 hasta el telémero del cro-
mosoma 5 se ha translocado al cromosoma 2 especificamente a la banda p12.
46, XY, £ (2;5) (2qter—» 2p12::5q3t 5qter; 5pter—» 5q31::2p12 —» 2per)

Note que al describir el cromosoma derivado 2, el cual porta el centrémero del
cromosoma original 2 y no tiene el segmento terminal del brazo corto del cromo-
soma 2 por lo cual se empieza a describir por su brazo largo hacia arriba.

Nomenclatura robertsoniana de las translocaciones:

45,XX,t(13; 14) (p11; q11) Fusién de los cromosomas 13y 14 por las bandas
p11yq11 porlo cual el cromosoma metacéntrico derivado es monocéntrico.
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Forma larga:
45,XX,t(13; 14) (13gter—» 13p11:: 14q11 —» 14qter).
45, XX, dic (13; 14) (p11; q11) Esta es una translocacién robertsoniana, en
donde los cromosomas se han fusionado por sus brazos cortos dando como
resultado un cromosoma dicéntrico o con dos centrémeros. Estos son cro-
mosomas inestables durante la divisién celulary por lo tanto pueden perder-
se en la metafase.

La insercién involucra més de dos rupturas cromosémicas con la escisién de un
fragmentoy el rearreglo de este dentro del mismo u otro cromosoma. Durante la
meiosis eventos de recombinacién entre los cromosomas homélogos, que han
hecho dos asas de inversién, daran lugar a gametos no balanceados muy pareci-
dos al rearreglo parental.

Nomenclatura de las inserciones: de acuerdo a si el fragmento mantiene o no la
orientacién inicial estas seran de dos tipos: directas e indirectas.

Insercién directa:
46, XY, dirins (2) (p13 921 g31)
46, XY, dirins (2) (pter—»p13::q31 921 —»:p13 —» q21::q31 —» qter)

La banda g21, q31 del cromosoma nimero 2 ha sido insertada en su brazo corto
anivel de la banda p13, manteniéndose la orientacién.

Insercién invertida:
46, XY, invins (2) (p13 q31 q21)
46, XY, invins (2) (pter—»p13::q21—»q31:p13—»q21::q31—>qter)

Insercién Directa entre dos cromosomas:
46, XY, dirins (5; 2) (p14; 422 q32)
46, XY, dirins (5; 2) (5pter—»5p14:: 2q32 —» 222 :: 5p14 —» 5qter;
2pter—»2q22 ::2q32 —» 2qter)
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DUPLICACIONES

Cuando un segmento en el cromosoma se encuentra en doble copia (Figura 23).
Las consecuencias clinicas van a depender del segmento duplicado, pues en el
individuo habria una trisomia de ese segmento. Se consideran mas frecuentesy
en términos generales menos nocivas que las deleciones, incluso las duplicacio-
nes se consideran un evento molecular Importante en la evolucién, al favorecer la
diversificacion de genes.

Pueden deberse a entrecruzamiento desigual en las cromatides durante la meio-
sis y en este caso uno de los productos tiene una delecién. La duplicacién puede
deberse también a que uno de los progenitores tiene una traslocacién, una inver-
sién o un isocromosoma.

DUPLICACION
A (A) Q A
B B B | B
C ] C | C
D = D | D
g =
E % [E | E
F F | F | F
| G G] |£ i
m{==r W] T
| (G 1] H
H] [
K I K| I
L n L )
] >
L) A L) 8

Figura 24. Duplicaciones.

Fuente: produccion propia

Nomenclatura de las duplicaciones:
48, XY, dup (8) (p13 p27) El segmento duplicado del cromosoma 8 va desde
p13 hasta p27.
46, XY, dup (8) (pter—» p27 :: p13 —» p27 :: p27 —» qter)
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Pérdida de un fragmento cromosémico, este segmento puede ser intersticial o
terminal. Pequefias deleciones han sido reportadas ultimamente con el uso de
técnicas citogenéticas de alta resolucidn, las cuales permiten obtener cromoso-
mas mas largos y con un mayor nimero de bandas (Figura 24).

+— q13
— 22
Cromosoma 16 Cromosoma 16
Normal con delecién

Figura 25. Delecién.

Fuente: produccion propia

Se han reportado pequefias deleciones asociadas a un sindrome especifico:
Sindrome de Prader Willy 15qg-
Sindrome de Beck- Wiedemann 11p-
Sindrome de Angelman 15q-
Sindrome de DiGeorge 22q-
Sindrome de Miller- Dicker 17p-
Sindrome de Langer Giedion 8q-
Sindrome de Cri du Chat 5p-

También se han descrito una serie de tumores, en donde, uno de los eventos ini-
ciales citogenéticos es una delecién son ejemplos: el retinoblastoma con una de-
leciéon homocigética en 13 q14.4, el Tumor de Wills con una delecién 11p, el ne-
froblastoma con una delecién 11 p13y el neuroblastoma con una delecién 1 p31.

Nomenclatura

Delecién terminal:
46, XX, del (3) (q24)
46, XX, del (3) (pter —» q24:) Esto indica que el cromosoma 3 se ha roto y
perdido su extremo desde la banda q24 hasta el final.
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Delecidn Intersticial:
46, XX, del (8) (912 g28)
46, XX, del (8) (pter—» q12 :q28 —» qter)

Este es una consecuencia de una delecién terminal de los telémeros con la sub-
secuente asociacion en forma circular (Figura 25). Estos cromosomas son pocas
veces observables debido a su inestabilidad en el proceso de division celular.

00y

Figura 26. Cromosoma en anillo.

Fuente: produccidén propia

Nomenclatura del cromosoma en anillo:
46, XX, r (16) se refiere a una persona del sexo femenino con un cromosoma
16 en anillo.
46,XX,r(2) (p21q931)
46, XX, r(2) (p21 —» cen —» q31). La abreviatura cen se refiere al centré-
mero del cromosoma.

Normalmente los cromosomas durante el anafase se separan por sus cromatides
hermanas de una manera vertical (Figura 26). En la formacién de un isocromoso-
ma la separacién se hace de forma horizontal. As{ se obtiene una copia idéntica
de cada uno de los brazos del cromosoma y una delecién del otro brazo. Los més
frecuentes se han reportado en los cromosomas sexuales Xy Y. En el cromosoma X
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se da tanto de brazo corto como de brazo largo, sin embargo, este Gltimo alcanza
una mayor frecuencia, un buen porcentaje de individuos con sindrome de Turner
reportan isocromosomas. En el cromosoma los de mayor porcentaje son los iso-
cromosomas de brazo corto.

_.H -

Figura 27. Isocromosoma.

Fuente produccion propia

Nomenclatura:
46, X, i(X q) individuo del sexo femenino con un isocromosoma, en uno de sus
cromosomas X.
46, X, 1 (X) (gter —» cen —» qter)
46, X,i(Yp)
46, X,1(Y) (pter—» cen —» pter)

La citogenética convencional utiliza diferentes técnicas de bandeo cromosémico
para determinar las anormalidades estructurales. Sin embargo, el nivel de resolu-
cién de las bandas alcanzado hasta el momento, con cromosomas prometasicos,
se encuentra entre 500y 600 bandas, por lo que se dificulta poder observar micro
anormalidades en la estructura del cromosoma, generalmente deleciones o du-
plicaciones. Con el aporte de la biologia molecular en la actualidad, estos micro
cambios pueden ser detectados en el cariotipo.

A partir de la década de los 90 surge la fusién definitiva entre la citogenética
tradicional y la molecular, dando como resultado técnicas como la Hibridacién
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in situ fluorescente (FISH) o la Hibridacién Genémica Comparada (CGH), con las
cuales se pueden detectar anomalias cripticas o submicroscépicas en carioti-
pos normales, identificar cromosomas marcadores y potencializar la deteccién
de anomalias presentes en los cariotipos complejos de individuos de cualquier
especie, células tumorales, células en interfase y anormalidades en los gametos
masculinos y femeninos.

La Hibridacién genémica comparada ha comenzado a ser parte de casi de todos
los métodos citogenéticos utilizados en la actualidad. El método se fundamenta
en la estructura de doble cadena de la molécula de ADN, asi como en la posibili-
dad de trascripcién inversa de ARN a ADN. La doble cadena, puede ser desnatu-
ralizada por calor o agentes quimicos y bajo condiciones de renaturalizacién, hi-
bridarse con un segmento complementario que contiene la secuencia problema,
marcado con un fluorocromo o sustancia fluorescente, para permitir la identifica-
cién, en su sitio de origen, en los cromosomas mitéticos o meidticos o diferentes
fases del ciclo celular.

De igual manera la posibilidad actual de la biologia molecular de clonar segmen-
tos grandes de ADN en librerias de cromosomas artificiales de bacterias (BACs),
escoger cromosomas por densitometria de flujo, microdisectar cromosomas, tin-
ciones comerciales de los cromosomas, en telémeros y centrémeros y obtencién
de sondas para la mayoria de las especies domésticas, han hecho del FISH una
técnica muy Util y versatil que acompana la citogenética convencional.

En términos generales la técnica de FISH consiste en la fijacién, conservando
la permeabilidad de la muestra en un portaobjeto, en segundo lugar, permitir
la desnaturalizacién de la muestra, seguido de encuentro entre la muestra con
la sonda; esta es un corto segmento de ADN, con una secuencia particular, que
es complementaria a la que se detectara sobre el cromosoma y que estd mar-
cada en uno de sus extremos, por un colorante fluorescente (Figura 27). En este
paso se da la hibridacién, luego se realizan varios lavados para permitir limpiar
el exceso de la sonda y finalmente la deteccién de la Hibridacién a través de un
microscopio de fluorescencia, equipado con diversos filtros para los diversos
espectros de color.

Escuela de Ciencias Agricolas, Pecuarias y del Medio Ambiente



Figura 28. Muestra metafase con sondas Centroamérica para el cromosoma 1.

Fuente: produccion propia

A partir de la técnica de FISH, ha sido posible la obtencién de otras tantas, impor-
tantes en la definicidn sobre el cromosoma de segmentos muy pequefos. Estas
técnicas se pueden resumir en:
Localizacién de centrémeros y telémeros, utilizando sondas para los mis-
mos y tefiidos con fluorescencia.
Pintado de cromosomas completos; utiliza sondas de cromosoma completo,
marcadas con fluorocromos determinados, porlo que el cariotipo es un con-
junto multicolor de cromosomas, cada pareja tefiida con un color particular.
Identificacién de microdeleciones.
Cariotipo multicolor o espectral, en donde se utilizan diferentes sondas
marcadas con diversos colorantes y se obtiene un cromosoma multicolor
Multi FISH o SKY-FISH.

Hibridizacion genémica comparada

A partir del desarrollo del FISH, se ha desarrollado durante las Ultimas dos déca-
das una técnica, que ha sido muy util en citogenética clinica, ya que detecta una
gran variedad de microdeleciones y otras anormalidades cromosémicas, con una
resolucion de pocas pares de bases, esta técnica es denominada Hibridizacién
gendémica comparada.

El fundamento de esta técnica se basa en marcar todo el ADN de la muestra

problema con un colorante de fluorescencia verde, al mismo tiempo también se
marca el genoma de un individuo normal con un colorante de diferente color,
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que generalmente es de color rojo, luego del marcaje, las dos muestras se des-
naturalizan y luego se mezclan, en condiciones que permitan la Hibridizacién de
ambos genomas marcados con diferentes fluorocromos, de tal manera, que el
resultado de la Hibridizacién mostrard una tincién amarilla, como resultado de
la competencia entre las dos secuencias; de la muestra y de la referencias y la
Hibridizacién de los genomas complementarios. Cuando en la muestra problema
tenga una Delecidn, se observard una zona con incremento de la sefial sera roja,
no hay Hibridizacién, mientras que cuando el individuo o la muestra problema
muestra una sefal verde, en la zona de la duplicacién se verd aumentada la sefial
del fluorocromo verde, es decir habra mayor cantidad de ADN marcado con verde
proveniente de la muestra problema o del individuo propdsitus.

La Hibridizacién genémica comparada, no es Util para detectar translocaciones
reciprocas, ya que en estas no hay perdida de material genético, sino rearreglo

del mismo, por lo que no se observa perdida ni ganancia de material genético
observable con esta técnica de Hibridizacién (Figura 28).

Patient 5

e o b e TR

log2 rofic

Che 17

Distonce [Mb)

Figura 29. Muestra un ejemplo de HGC (hibridizacién genémica comparada y FISH),
con lo cual se puede observar que el paciente 5 tiene una microdelecién en la regién

subtelomérica del cromosoma 17.
Fuente: Shaw-Smith, C. et al. Microarray based comparative genomic hybridisation (array-CGH)
detects submicroscopic chromosomal deletions and duplications in patients with learning disability/
mental retardation and dysmorphic features. Journal of Medical Genetics 41, 241-248.
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CITOGENETICA ANIMAL

En citogenética animal, la citogenética es una herramienta importante para la
sanidad animal y la seleccién de reproductores. Mediante andlisis cromosémicos
se pueden escoger animales libres de anormalidades citogenéticas, las cuales en
su mayoria son responsables de malformaciones, que amenazan la supervivencia
del animal (generalmente aneuploidias) y baja de fertilidad (anormalidades rela-
cionadas con traslocaciones balanceadas) o esterilidad (anormalidades citoge-
néticas relacionadas con los cromosomas sexuales).

De igual manera, la citogenética aplicada al estudio animal puede ser utilizada
para el anélisis de ambientes contaminantes utilizando las aberraciones cro-
mosoémicas como indicadores del grado de dafio sobre el ADN de diferentes ti-
pos de sustancias.

Ademas, el andlisis citogenético es importante para dilucidar relaciones filogené-
ticas y por lo tanto contribuir con el estudio evolutivo de las especies. Un ejemplo
importante y bien reconocido, es la fusién de los cromosomas 2 y 3 (reconocidos
ahora como cromosomas 2ay 2b) del chimpancé (Pan troglodytes), cuya fusién
formé el cromosoma 2 humano (Fan et al. 2002).

Las principales anormalidades encontradas en animales de especies domesticas
son: la trisomia X, la monosomia X, los individuos XXY, el sindrome de reversién
sexual e individuos quimera XX/XY, que corresponde a una condicién mediana-
mente frecuente en bovinos conocida como el sindrome de Freemartin.

La manera de estudiar las anormalidades citogenéticas en cualquier mamifero,

es basicamente igual a la utilizada para el andlisis de los cromosomas humanos,
algunas pequefias modificaciones tienen que ver con las diferentes temperaturas
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corporales de los animales, que cambian las condiciones durante los procesos de
cultivos celulares, cuando son utilizados, ya que en algunas especies como peces
y reptiles puede no ser necesario recurrir a cultivos celulares para obtener cromo-
somas metafésicos.

La citogenética animal se centra en las siguientes tres grandes lineas de investi-
gacién (lannuzzi, 2007):

Estudio de anormalidades numéricas compatibles con la vida: involucra to-
das aquellas alteraciones relacionadas con los cromosomas sexuales Xy Y, ya
sea cromosomas X supernumerarios 0 monosomias, translocaciones, isocro-
mosomas, en general se observa que animales con mas o menos cromosomas
X, no muestran mayores malformaciones fenotipicas, pero si estan relacionadas
con esterilidad de las hembras, importante aspecto para la produccién animal.

Citogenética ambiental: se plantea como una posibilidad para el estudio de
agentes contaminantes y/o mutagénicos en células o animales expuestos a
ciertas sustancias o radiaciones que afectan el ADN, de tal manera que el gra-
do de afeccidn podria observarse a nivel cromosémico debido a la facil obten-
cién, observacién y andlisis de los cromosomas. En el microscopio, los dafios
cromosémicos pueden observarse como rupturas de cromosomas o cromati-
des, fragilidades, fragmentos, microcromosomas, etc., una alta frecuencia de
dafio cromosdmico significard alta posibilidad de mutacién.

Como se menciond en capitulos anteriores, las primeras técnica utilizadas
para elucidar la estabilidad o inestabilidad de los cromosomas, es el intercam-
bio de cromatides hermanas (SCE), con esta técnica los cromosomas se tratan
con 5-Bromodeoxiuridina (BrdU) un anélogo de base, cuando esta en el medio
de cultivo la célula la utiliza para sintetizar ADN utilizando BrdU en cambio de
timina, luego de dos ciclos de replicacién en presencia de BrdU, todos los cro-
mosomas aparecen teiidos con una cromdatide oscura que contiene el ADN
parental con timina, la otra se tifie palida que es la que ha incorporado BrdU,
en un cariotipo normal se puede observar un nimero especifico de intercam-
bio entre las cromatides, que se evidencia al microscopio como un tablero de
ajedrez con regiones palidas y oscuras, cuando el nimero de intercambios
sobrepasa el limite normal mayor serd la inestabilidad del genoma y por lo
tanto mayor la posibilidad de mutacién. Esta técnica fue utilizada por lannuzzi
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y Perucatti (2004) para comprobar el dafio sobre el ADN en ovejas expuestas
a dioxina, los resultados confirmaron un alto porcentaje de fragilidad, inesta-
bilidad y rupturas cromosémicas en células de los individuos analizados, asi
como un mayor porcentaje de abortos en los rebafios de las ovejas expuestas,
comparados con los controles (lannuzzi et al., 2004).

Citogenética Evolutiva: la citogenética evolutiva permite estudiar los cam-
bios dentro de los cromosomas a través del tiempo, si se determinan sintenias,
ortologias y homologia en diversos grupos taxonémicos.

Morfologia de los cromosomas animales

La morfologia de los cromosomas animales es basicamente la misma de los hu-
manos se encuentran cromosomas metacéntricos, Submetacéntricos, acrocén-
tricos y telocéntricos, esta tltima morfologia se refiera a los cromosomas en don-
de el centrémero ocupa la posicién final del cromosoma (Figura 29).

Figura 30. Cromosoma telocéntrico.

Fuente: produccion propia

Citogenética de algunas especies domésticas

El estudio de la citogenética animal es tan amplio, como animales existen, cada
uno de ellos merece un capitulo individual, que se sale del alcance de este trabajo,
por esta razén este capitulo hard referencias Unicamente a la citogenética de los
animales domésticos mas estudiados desde el punto de vista citogenética y de
amplia utilidad zootécnica.

En mamiferos en general el niimero de cromosomas es determinado por la férmula
2n, es decirdos copias del set haploide, de acuerdo a la especie, en algunas especies
este nimero puede ser modificado de acuerdo a la presencia de cromosomas B.
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La determinacién del sexo, en los mamiferos, es un proceso complejo determinado
por la accién de varios genes, en diferentes momentos del desarrollo embrionario
(Eggers S, Sinclair A., 2012), generalmente la mayoria de estos genes estan localiza-
dos en los autosomas, y pocos sobre los cromosomas sexuales (X, Y), sin embargo,
existe sobre el cromosoma Y un gen importante implicado en la diferenciacién se-
xual masculina o de macho, llamado el gen SRY (regién determinante del sexo Y) que
estd asociada en la determinacién de los caracteres masculinos y en la produccién
de espermatozoides, otro gen que participa en la diferenciacién sexual del macho es
llamado AR (receptor de andrégeno), localizado sobre el cromosomas X, su funcién
estd asociada al desarrollo de los conductos de Wolffy los genitales externos. En las
hembras se han identificado algunos de genes asociados a la diferenciacién sexual
localizados sobre diferentes autosomas, el gen RSPO1 (R-espondina 1) que participa
en la diferenciacién del ovario, WNT-4 un gen involucrado en sefializacién celular, el
gen CTTNB1 (beta catenina) tiene funciones en la proliferacién de células stem, el
gen FOXL2, al realizar un andlisis de redes de asociacién de estos genes se observé
que determinan funciones se asocian a genes en embriogénesis de 6rganos, diferen-
ciacién sexual femenina, regulacion de procesos reproductivos, estos genes forman
una red de asociacién con otros genes (Figura 30) que en su mayoria tienen funciones
de reguladores de la transcripcion y receptores de estrégenos, como el ESR2.

o
= g

o

Figura 31. Red de genes asociados con la diferenciacién de sexo.

Fuente produccién propia.
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Fundamentos de citogenética humanay animal

Los desérdenes asociados a los cromosomas sexuales y la determinacién sexual
que es importante en animales ya que afecta de manera directa la fertilidad de los
animales, se puede clasificar en tres categorias, las cuales han sido adaptadas de
la clasificacién en humanos, en primer lugar se encuentran las anormalidades que
afectan de igual manera los individuos XX y XY, en segundo lugar las anormalida-
des que afectan los individuos XX y en tercer lugar los que afectan los individuos
XY (Pasterski V et al, 2010).

Los desdrdenes que comprometen juntos cromosomas sexuales generalmente
son aneuploidias, rearreglos estructurales y quimerismo. Los desérdenes que in-
volucran los individuos XX, se constituyen en las anormalidades mas frecuentes y
ocurren en muchas especies como cabras, cerdos, caballos y perros, se manifies-
tan por la presencia de testiculos u ovotestis, y un Utero con oviductos y conduc-
tos deferentes, cuando falta el gen SRYy los sindromes asociados a los individuos
XY, se incluyen anormalidades mono genéticas, que incluye el sindrome de in-
sensibilidad a andrégenos, el sindrome de persistencia de conductos Mullerianos,
estos sindromes suelen ser bastante complejos en la clinica y en el diagnéstico,
incluyen criptorquidia e hipostasias.

En la siguiente tabla se incluye la morfologia se los cromosomas sexuales de dife-
rentes especies domésticas.

Tabla 2. Morfologia de cromosomas sexuales. Fuente:Tomado con modificacién de Insights from
Animal Reproduction. InTech. ISBN: 978-953-51-2268-5. Capitulo 9.

Morfologia de los cromosomas

Especie 2n sexuales
XY
Vacas 60 SM
Ovejas 54 AM
Cabras 60 AM
Cerdo 38 MM
Caballo 64 SM A
Perro 78 SM'M
Gato 38 MM

M= metacéntrico, SM= Submetacéntrico, A= Acrocéntrico
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Bovinos
Citogenéticamente la tribu bovini tiene caracteristicas similares en cuanto al ni-

meroy morfologia de sus cromosomas. Bos y Bison tienen un cariotipo con 2n=60,
gaur 2n=58, el bufalo africano tiene un cariotipo 2n=52, las dos especies de bu-
falo de agua se diferencian en su cariotipo, el bifalo de pantano tiene 2n=48y el
bufalo de rio tiene 2n=50. Estas diferencias en cuanto al nimero de cromosomas
probablemente impidan la hidridizacién. En el ganado bovino tanto el Bos indicus
como el Bos taurus tienen 2n=60 con 58 cromosomas acrocéntricos (Figura 31).
La mayor diferencia entre taurinos y cebuinos es el cromosomaY, en los taurinos
el cromosoma Y tiene una morfologia submetacéntrica, mientras que en el Cebu
el cromosomaY es acrocéntrico (Ortega, 2008).
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Figura 32. Cariotipo bovino con Bandas G normal. Fuente: Lannuzzi. I. 1996. G- and R-banded
prometaphase karyotypes in cattle (Bos taurus L.). Chromosome Research 1996, 4, 448—456

Las anormalidades estructurales suelen ser comunes dentro de los animales
do-mésticos, en los bovinos, por ejemplo, todos sus cromosomas son
acrocéntricos y por lo tanto tienen mayor posibilidad de sufrir translocaciones
robertsonianas. Una de la més reconocida es la translocacién robertsoniana
que involucra los cromosomas 1y 29. Fue descubierta en ganado pardo suizo y
se ha reportado en mas de 40 razas de bovinos (rob 1;29) (Popescu and Pech,
1991), afecta especial-mente a la raza portuguesa Barrosa, en donde

aproximadamente un 70% de los
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Fundamentos de citogenética humanay animal

individuos son portadores (Rangel-Figueiredo, T., lannuzzi, L, 1993). Esta trans-
locacién disminuye la fertilidad entre el 5y el 10%, y produce cerca de un 3% de
oocitos y espermatozoides desbalanceados (Bonnet et al., 2008).

Otro tipo de alteraciones cromosdmicas reportadas en los bovinos, son las trans-
locaciones reciprocas, que involucran diferentes cromosomas bovinos. Reciente-
mente, utilizando técnicas de citogenética molecular como FISH e Hibridizacién
gendémica comparada se ha encontrado que la causa de la hipoplasia bilateral de
ovario en bovinos es de origen citogenético. Con el uso de estas técnicas de cito-
genética molecular se encontré que el desorden es producido por un segmento
de aproximadamente 500 pares de bases que se encuentra en condicién homoci-
gota en los animales con la patologia, este segmento se duplicay se transloca del
cromosoma 6 de Bos taurus (BTA6) al cromosoma 29 (BTA29). En la figura 32 se
observa un ejemplo de una translocacién no reciproca que involucra los cromo-
somas 13y 26, se observa un cromosoma 26 de tamafio mucho menor al normal,
esta translocacién disminuye la fertilidad del individuo que tiene la translocacién
debido a la posibilidad de produccién de gametos anormales.

Otras translocaciones robertsonianas y reciprocas reportadas en bovinos y su fe-
notipo, se describen en la tabla No. 3.

Tabla 3. Translocaciones reciprocas en bovinos. Fuente: tomado de M.L.
Kochneva, et al 2011. Agricultural Biology, No. 6, p. 84-89.2011.

Translocacion Fenotipo Referencia
rcp(10; 11)(41; 14) Reducida fertilidad B. Mayr et.al.1979
t(8g-; 27q+) doble translocacién Esterilidad G.G. De Schepperet.al., 1982
rcp(8; 15)(21; 24) Fenotipo normal B. Mayret. al, 1983
rcp(1; 8; 9)(g43; q13; q26) Reduce fertilidad A. Kovacs et.al, 1992
rcp(8; 13)(q11; q24) Esterilidad H.A. Ansari et.al., 1993
rep(X; 1)(42; 13) Fenotipo normal B. Mayret.al. 1983
rcp(12; 17)(q22; q14) Reduce fertilidad A. Ducos et.al.2000
rcp(1; 5)(g21 qter; 11 g33) Esterilidad L. lannuzzi et.al, 2001
rcp(Y; 9)(q12.3; q21.1) Esterilidad L. lannuzzi et.al.,2001
rcp(9; 11)(q27; q11) Reducida fertilidad L. De Lorenzi et.al.2007
t(4; 7)(q14; q28) Fenotipo normal L. De Lorenzi et.al.2010

*rcp: hace referencia a translocacion reciproca y t= translocacion
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Figura 33. Ejemplo de translocacién bovina 13;26.
Fuente: tomado de M.L. Kochneva, et al 2011. Agricultural Biology, No. 6, p. 84-89.

En bovinos existe un sindrome ampliamente descrito llamado el sindrome de
Freemartin, este sindrome representa una condicién intersexual en los bovinos
y otras especies domésticas, se conoce generalmente en gemelos heterocigotos,
en donde hembra de los gemelos porta un quimerismo al intercambiar células a
través de conexiones vasculares entre la placenta, la constituciédn genética de la
quimera es 60, XXXY y presenta masculinizacién de tracto reproductivo en dife-
rentes grados (Padula, 2005), al intercambiar células el otro gemelo también es
quimeras, sin embargo los genitales son normales, pueden presentar pobre cali-
dad del semen y condicién de infertilidad o baja fecundidad. Otras anormalida-
des estructurales y numéricas como las translocaciones 4/21, 1/29, 6/1 ademas
de la trisomia XXY, pueden coincidir con el fenotipo del sindrome de Freemartin.
Este sindrome representa la forma mas frecuente de intersexualidad encontrad
en ganado bovino, también es encontrado en cabras y ovejas.
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El sindrome de Freemartin surge a partir del intercambio vascular de hormonas
en la placenta de una gestacién gemelar, en donde los hermanos son de sexos
diferentes, es decir uno es XYy el otro XX, dando lugar a quimeras. El intercam-
bio de hormonas que determinan la diferenciacién sexual en el macho, como la
hormona antimileriana y andrégenos, produce que las génadas del feto de la
hembra tengan una pobre diferenciacién y alteraciones en el trato genital de la
misma, mientras que el embrién masculino sufre menos defectos en sus érganos
genitales y génadas, pero en este se observa baja fertilidad (Esteves A, Bage Ry
Carreira, 2012).

Porcinos

El genoma de los porcinos (Sus scrofa), incluye especies con diferente nimero
diploide de cromosomas, dentro de este grupo que incluye al cerdo doméstico y
el salvaje, existe una variacién e inestabilidad en el nimero de cromosomas. Este
grupo ha sido ampliamente estudiado con citogenética convencional y molecu-
lar, la citogenética convencional mostré que el cariotipo de los cerdos contiene
2n=48 cromosomas, para S. s. doméstica, mientras que para S. s. scrofael nimero
cromosoémico es 2n = 38, 39 0 40, con 36 autosomas y dos cromosomas sexuales.
Los estudios realizados en muchos partes del mundo con varias razas de cerdos
muestran que existen mas de 200 defectos cromosémicos (Czech, et al. 2016),
se estiman cerca de 150 translocaciones reciprocas, cuatro translocaciones ro-
bertsonianas, una fusidn en tandem y cerca de una docena de inversiones, se ha
reportado quimerismo y mosaisismo, algunas aneuploidias (39, XYY, 39,XXY, 37,
X, 40, XXXY), la translocacién robersoniana (15:17) se ha demostrado en diferen-
tes animales de cerdos domésticos mostrando un cariotipo (2n=36-38) debido a
la fusién de estos dos cromosomas.
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Figura 34. Cariotipo normal de cerdo tincién Giemsa.
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Fuente: Gustavsson I. 1988. Standard Karyotype of the domestic pig. Hereditas 109: 151-157.

Algunas de las translocaciones reciprocas descritas son: rep (14;17), rep(3;5)
(p1.3;92.3), rob(6;13) (p1.5;q4.1), rob(13;17) (q4.1;q11), rep(4;6) (q2.1;q2.8),
rep(2;14) (q1.3;92.7). En todos los organismos portadores de la translocacién la
fertilidad y/o fecundidad es reducida.

Al igual que en los bovinos, las translocaciones robertsonianas reportadas en
cerdos, disminuyen la fertilidad, sin reportar otros tipos de malformaciones. Las
mas reportadasy principalmente descritas son: rob(1;17), rob(14;15), rob(14;17).
La translocacién Robertsoniana reportada con mayor frecuencia en cerdos es la
translocacién que involucra los cromosomas 13y 17, la cual no se manifiesta con
anormalidades fenotipicas, pero si con abortos tempranos, esterilidad y camadas
de muy pocos individuos (Pinton et al., 2009).
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Ovejas

El cariotipo de Ovis aries consta de 52 autosomas y 2 cromosomas sexuales
(2N=54), ha sido una especie ampliamente estudiada desde la citogenética mole-
cular con técnicas que incluyen mapas comparativos, para buscar sintenias entre
cromosomas humanos y de ovejas. A nivel citogenético, la mayor anormalidad
citogenética encontrada en ovejas es la translocacién ya sean robertsoniana o
reciprocas. Dentro de las translocaciones reciprocas las mas frecuentemente re-
portadas involucran las translocaciones: rep (5;26), rep (8;11) y rep (7;15).
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Figura 35. Cariotipo normal de ovejas — tincién Bandas G.

Fuente: Ravichandran M. A. et al. 2015. Comparative Cytogenetic study of Garole and Bonpala
Breeds of Sheep. Asian Journal of Animal and Veterinary Advances. Vol 10 (2) 48-61.

Cabras

En cabras, de igual manera, las translocaciones reciprocas o robertsonianas, se
han sido reportadas. Dentro de las mas comunes son:

-rep (5;15)

-rep (6;17)

-rep (2;12)

-rep (6;15)

-rep (10;12)

-rep (3;17)
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Todas las anteriores han sido reportadas en la raza Saanen, especialmente en
Europa, Israel y Brasil. En estudios citogenéticos realizados por Goncalves et al
(1992) se encontréd que el 51% de los animales con problemas reproductivos tie-
nen algln tipo de anormalidad citogenética numérica, especialmente poliploi-
dias y mosaicos diploidias/tetraploidias.
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Figura 36. Cariotipo normal de cabras tenido con bandas G-

Fuente: Das B and Das D. 201 1. Karyotype of Assam Local Goat (Capra hircus). Indian J. Anim. Res., 45(2): 147:149.

El siguiente protocolo ha sido utilizado con éxito para realizar cariotipos huma-
nos, se han obtenido cromosomas metafasicos de alta calidad. Se recomienda
su utilizacién para aquellos investigadores que quieran implementar técnicas de
citogenética convencional en sus laboratorios.
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Toma de muestra

Con una jeringa desechable, la cual debe contener aproximadamente 0.01 ml de
heparina (anticoagulante), tomar una muestra de sangre periférica de 5ml te-
niendo el cuidado de mantener siempre aséptica esta muestra. Homogenizar el
contenido de la jeringa mezclando suavemente.

Siembra:
Materiales y reactivos
Cabina de flujo laminar o cdmara estéril.
Incubadora mantenida a una temperatura de 37°.
Frascos de cultivo estériles.
Tapones para frascos estériles.
Jeringas o pipetas, para dispensar los medios.
Tijeras.
Medio de cultivo MEM o RPMI.
Suero bovino fetal.
Fitohemaglutinina.

Procedimiento:

En un frasco de cultivo dispensar 5 ml de medio, 0.5 ml de suero bovino fetal
(10%) y 0.1 ml de fitohemaglutinina. Agregar 12 gotas de sangre, homogenizar e
incubar durante 72 horas a 37°.

Recolecta de las mitosis:
Materiales y reactivos:
Centrifuga.
Incubadora.
Congelador.
Pipetas Pasteur
Tubos de ensayo.
Jeringas de tuberculina.
Laminas y laminillas.
Colchicina estéril concentracién STOCK 1 mgr/ml, solucién de trabajo se
hace tomando 0,1 ml de solucién Stock y adicionando 19.9 ml de agua
destilada estéril.
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Solucidn hipoténica de KCI 0, 075M mantenera 37 °.
Fijador Carnoy se prepara: 3 partes de metanol por 1 parte de &cido acético
glacial. Se deja en el congelador.

Procedimiento:
Una vez cumplidas las 72 horas de incubacién, destapar el cultivo y agregar
0.1 ml de una solucidn de colchicina de 0.5 mgr/ml. incubar nuevamente du-
rante 30 minutos.

Dispensar el contenido del frasco en un tubo de ensayo y centrifugar durante
10 minutos a una velocidad de 2000 revoluciones por minuto.

Descartar el sobrenadante y mezclar suavemente. Afadir 7 ml de solucién
hipotdénica (KCl 0,075 M) resuspendiendo el contenido del tubo muy suave-
mente. Incubara 37° durante 10 a 15 min (el tiempo es variable dependiendo
de las condiciones estandarizadas en cada laboratorio.)

Sacar de incubaciény agregar 1 ml de solucién fijadora fria. Homogenizar el
contenido y centrifugar por 10 mm a 2000 r.p.m.

Descartar el sobrenadante con una pipeta Pasteur, resuspendery agregar 10
ml de fijador. Colocar en el congelador durante 20 min.

Descartar el sobrenadante y agregar 10 ml de fijador, centrifugar durante 10
min a 2000 r.p.m. y repetir este paso una o dos veces mas.

Descartar el sobrenadante y dejar el botdn celular de aproximadamente 1 ml,
mezclar y tomar en una pipeta Pasteur el contenido. Sobre una lamina pre-
viamente limpia agregar de 6 a 10 gotas y dejar secar al aire.

Si el laboratorio cuenta con un microscopio de contraste de fase, observar la
lamina sin colorear para chequear el indice mitético (nimero de mitosis por
numero de células expresado en 100%) sino ir al protocolo nimero dos para
tincién con Giemsa.

Escuela de Ciencias Agricolas, Pecuarias y del Medio Ambiente



Observaciones

En este protocolo se utiliza la colchicina para inhibir la formacién del huso mité-
tico y permitir obtener los cromosomas en metafase. Esta juega un papel impor-
tante en la condensacién de los cromosomas, de tal manera que un error en la
concentracién o en el tiempo de exposicién, puede resultar en unos cromosomas
demasiado cortos o largos.

La solucién hipoténica permite hinchar la célula, sin disgregar la mitosis por esta ra-
z6n la resuspension debe ser muy suave mientras las células estén en esta solucién.

El ijador es el encargado de limpiar los residuos y permitir la adhesién de las célu-
las y mitosis a la ldmina. Es recomendable utilizarlo lo mas frio posible.

Al observar las metafases al microscopio un indicativo de un buen indice mitético
es encontrar cuatro metafases por campo (objetivo de 10X), observe la calidad
de cada una de estas mitosis que tan separadas estan, que tan largos son los cro-
mosomas recuerde que de estas mitosis se haran fotografias y que de ello va a
depender un andlisis adecuado, es por esto que una buena mitosis sera aquella
que usted pueda contary observar facilmente.

Silos cromosomas estdn muy juntos, el extender unas ldminas al calor de un me-
chero puede funcionar.

Silatincién es muy pélida, trate de colorear las laminas eliminando el buffer. Si los
cromosomas estdn muy cortos trate un nuevo cultivo disminuyendo la concen-
tracién de la colchicina o el tiempo de exposicién a esta.

Silos cromosomas estan dispersos y no puede contabilizar una mitosis complete,
intente un nuevo cultivo mezclando muy suavemente durante la hipoténica, Re-
cuerde que el indice mitdtico es el resultado de dividir el nimero total de mitosis
sobre el nimero de células observadas por 100.

I.M.= nUmero mitosis X100
Numero total de células

Por ultimo, si va a repetir el cultivo asegurese que la sangre que va a utilizar esta
fresca o refrigerada.
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