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Presentacion del manual

PRESENTACION DEL MANUAL
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CRITERIOS DE EVALUACION

ASISTENCIA: Es requisito indispensable para
acreditar el laboratorio tener el 80 % del total de
practicas y demads actividades realizadas vy
aprobadas.

PUNTUALIDAD: Se dardn 10 minutos de

tolerancia para la entrada al laboratorio
PRELABORATORIO: Es un trabajo escrito de
investigacién previo a cada practica. Se debe de
entregar al inicio de cada sesién de acuerdo a la
calendarizacién y tiene que ser elaborado por

computadora

REPORTE: Este trabajo es muy importante y se

entrega en las fechas sefaladas en Ia

calendarizacion. Se debe de realizar en
computadora, con excelente presentacion y debe

de cumplir con los siguientes requisitos:

1.CARATULA: Debe de incluir los siguientes datos:
- Nombre de la Institucién y Dependencia
(UNAM/FESC)
- Carrera
- Clave de la carrera
- Asignatura
- Grupo
- Reporte de la practica No.
- Nombre del alumno
Fecha de realizacion de la practica y fecha de
entrega del reporte

2. OBJETIVO GENERAL
3. METODOLOGIA

4. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5. CONCLUSIONES: Se hacen las deducciones de
los resultados y se debe de tomar en cuenta los
resultados obtenidos y los objetivos especificos de
la practica.
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6. BIBLIOGRAFIA: Las referencias bibliogra-
ficas deben de ser minimo tres y se escriben,
de acuerdo a las normas internacionales, en el
siguiente orden: Autor(es), Ao, Titulo del
articulo o libro, Edicion, Editorial, Volumen,
Paginas.

EVALUACION DEL CURSO

Crterios de Evaluacion FPorcentaje
Promedio de las Practicas 62
Examen Final 23
Actividades extras 10

Total

100
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEJ{ICE}
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

| REGLAMENTO GENERAL PARA [CODIGO: DOC-CB-DEX-01-00
LOS LABORATORIOS

N°de REVISION: 01

1. Este reglamento aplicara para personal
académico, alumnos y laboratoristas.

2. Para todo trabajo realizado en el laboratorio
debera utilizarse bata blanca con manga larga.
3. La tolerancia para el inicio de la sesion de
laboratorio sera hasta de 10 minutos a partir de
la hora sefialada.

4. Por seguridad, no deben cerrarse las puertas
del laboratorio con llave durante las practicas.
5. En todo momento debera mostrarse una
conducta adecuada en el darea de trabajo.
6. Queda prohibido en los laboratorios:

a) Tirar basura fuera del cesto.
b) Ingerir  alimentos y/o  bebidas.
¢) Fumar.

d) Recibir visitas.

e) La entrada a los inter laboratorios a toda
persona ajena a los mismos.

f) Realizar reuniones o convivios en los
laboratorios.

g) Salir del laboratorio en el horario asignado
para la sesion experimental.

h) Sentarse sobre las mesas de trabajo.
i) Mover el mobiliario de su lugar.
j) Utilizar las gavetas para guardar material que
no corresponda a la asignatura.

Los residuos peligrosos deben depositarse en
los contenedores destinados para tal fin,
entendiendo por residuo peligroso: elementos,
sustancias, compuestos, desechos o mezclas de
ellos que en cualquier estado fisico representan
un riesgo para el ambiente, la salud o los
recursos naturales, por sus caracteristicas

corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas, infla-
mables o bioldgico-infecciosas (Art. 3° de la Ley
General del Equilibrio y Proteccién del
Ambiente).

Dentro del laboratorio no se permite el uso de
teléfonos celulares, reproductores de sonido o
cualquier medio electrénico de entrete-
nimiento. El uso de las computadoras portatiles
queda restringido a tematicas relacionadas con
la asignatura.

El acceso al laboratorio se permitira inicamente
cuando esté presente uno de los profesores del

grupo.

El uso del laboratorio para trabajo extraor-
dinario, deberd programarse con el profesor
responsable en un horario que no interfiera con
aquel destinado para el desarrollo de las
practicas.

Para solicitar material y equipo, es requisito
indispensable que el alumno llene debidamente
el vale de material (FPE-CB-DEX-01-09) y lo
entregue a la persona responsable, dejando
como depdsito la credencial vigente de la
UNAM.

El alumno debera revisar el material y/o equipo
al momento de recibirlo indicando cualquier
anomalia (faltante o material danado) y serd
devuelto en las condiciones en que se recibio,
de no hacerlo, se hard acreedor a las sanciones
establecidas en cada laboratorio. Es obligacién
de todos mantener limpio y ordenado el lugar
de trabajo y todo el laboratorio.
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0000000000de Seguridad en el Laboratorio de Citogenética Humana

REGLAMENTO DE SEGURIDAD EN EL. LABORATORIO

DE CITOGENETICA HUMANA
REGLAMENTO INTERNO DEL LABORATORIO DE CITOGENETICA HUMANA

1. Uso obligatorio de bata blanca y limpia para
cualquier actividad.

2. Uso de guantes de latex, vinilo o de nitrilo y de
cubrebocas en los momentos de toma de muestra
o manipulaciéon de las mismas y manejo de
compuestos de alto riesgo.

sandalias.

3. Usar zapatos adecuados, no

4. Mantener las mesas y escritorios siempre
libres de

5. No dejar encima de la mesa del laboratorio

limpios y materiales  extrafos
ningun tipo de prenda.

6. No usar utensilios ni equipos de vidrio con
desportilladuras, grietas o rajaduras.

7. Colocar los residuos, remanentes de muestras,
etc., sélo en los lugares destinados para tal fin.
8. Rotular todos los recipientes, aunque sélo se
pongan en éstos productos en forma temporal.
9. Retirar de las mesas y colocar en su sitio
correspondiente cualquier material que haya sido
utilizado para realizar un trabajo.

10. No tirar a las tarjas residuos contaminantes.
11. Depositar objetos rotos de vidrio sélo en
recipientes destinados a tal fin.

12. Limpiar inmediatamente cualquier derrame
de producto quimico.

13. Lavarse las manos antes y después de cada
practica.

14. El cabello debe de estar
recogido.

debidamente

15. Contar con su diagrama ecoldgico personal y
el material necesario para cada practica.

16. Conocer la toxicidad y riesgos de todos los
compuestos con los que se trabaje.

17. Leer cuidadosamente las indicaciones en la
etiqueta de cada reactivo.

18. Si alguna alumna esta embarazada hacérselo
saber al profesor encargado del laboratorio.

19. No inhalar, probar u oler productos quimicos
si no se esta debidamente informado.

20. No pipetear con la boca o ingresarse a la boca
cualquier otro material del laboratorio.
21. Verificar el uso adecuado de los equipos que
se vayan a utilizar. En caso de desperfectos
notificarlos al profesor o encargado del laboratorio
22. Trabajar en la campana solamente el material
necesario. Evitar colocar el rostro dentro de la
campana.
23. Calibrar

centrifugar. No abrir la centrifuga hasta que esté

adecuadamente los tubos a

completamente detenida.

24. Evitar ingresar productos inflamables dentro
del horno.

25. Las heridas y quemaduras deben de ser
tratadas inmediatamente. En el caso de
salpicaduras de dcidos sobre la piel lavar
inmediatamente con agua abundante, teniendo en
cuenta que en el caso de acidos concentrados la
reaccion con el agua puede producir calor. Es
conveniente retirar la ropa para evitar que el
corrosivo quede atrapado entre la ropa y la piel.
26. Las balanzas deben dejarse perfectamente
limpias después de finalizar la pesada.

27. Al finalizar cada practica el material y la mesa
de laboratorio deben dejarse limpios y cerrarse las
llaves de gas, agua y jaulas en caso de que haya
animales de laboratorio.

13
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INTRODUCCION

La elaboraciéon de este manual surge por la
inquietud de proporcionarles a los estudiantes
de la carrera de QFB y BQD un manual de
practicas actualizado que se ajuste al programa
y necesidades del laboratorio de dicha asigna-
tura, asi como también que les sirva como
herramienta bésica de apoyo en su formacion
profesional.

En este manual, aparecen de manera clara y
sencilla cada una de las practicas que el alumno
realizara durante el semestre, las cuales han sido
probadas y mejoradas durante el proceso
ensefanza-aprendizaje. Cada practica tiene
marcados sus objetivos y cuentan con una
introduccién en la que se revisan tanto aspectos
historicos, tedricos y practicos; asi como los
fundamentos y principios generales de la
practica a realizar.

También se abordan diversos puntos de la
citogenética los cuales seran estudiados de
manera clara y sencilla, teniendo como
finalidad, el ser util y despertar el interés por el
area a estudiantes de las carreras de ciencias
biolégicas (QFB, BQD, Medicina, Farmacia,
QBP, QFL ETC).

La citogenética es el estudio de la estructura y
funcién de los cromosomas. Los estudios
citogenéticos han adquirido con el devenir del
tiempo una mayor importancia a la hora del
diagnostico, por lo que es importante que el
estudiante conozca desde la elaboracion de un
cultivo hasta la reciente incorporacién de las
técnicas de citogenética molecular, FISH, las
cuales han mejorado el tiempo de entrega y la

exactitud de los resultados y sobre todo han
contribuido también a la observacion de nue-
vas anomalias cromosémicas y a la localizacién

de genes especificos.

En el aspecto metodoldgico, en principio hemos
querido abordar los métodos de esterilizacion
que se emplean mas comunmente para preparar
al alumno en el manejo del material y medios de
cultivo en condiciones estériles; no porque a esta
altura de su carrera no se haya adiestrado en este
trabajo, sino porque las condiones de cada labo-

ratorio son diferentes.

El manual se centra en la elaboracion y estudio
de los cromosomas humanos a partir de un
cultivo de linfocitos, sin embargo los aspectos
metodolégicos pueden aplicarse para la
obtencidn de preparaciones cromosdmicas de
muchas otras especies, haciendo inclusive uso
de otros tejidos celulares tanto vegetales como
animales. Los aspectos metoddlogicos de cada
practica se han enlistado y en los casos que lo
amerita se han utilizado fotografias, diagramas
de flujo, diagramas ecoldgicos para la dispo-
sicion de los residuos de cada practica, asi
como dibujos que se han generado por el
mismo trabajo del laboratorio de citogénetica.

Por dltimo, el manual incluye dos técnicas de
bandeo cromdsomico (bandas C y G), sexo-
cromatina, corpusculo “F” que son parte de los
estudios de rutina de todo laboratorio de
analisis citogenético. En la introduccién de las
mismas también se describen de manera breve
algunas de las nuevas técnicas moleculares
(FISH, CGH, y sus variantes) para que nues-

14



tros lectores se den cuenta de que la cito-
genética no sélo se limita a contar cromosomas
y a relacionarlos con algtin sindrome, sino que
ofrece muchas otras perspectivas al utilizar
estas técticas mads sofisticadas y con ello
aprenda la realizaciéon del diagnoéstico, pro-
noéstico y seguimiento de numerosas cromo-

somopatias.

Nuestro objetivo final es que el estudiante, al
concluir el paquete terminal de citogenética
humana, desarrolle la habilidad para poder
identificar anomalias cromosémicas tales como:
deleciones, inversiones, inserciones, trasloca-
ciones, sitios fragiles y otras reorganizaciones

cromosomicas.

La bibliografia y las citas electronicas que
hemos incluido cubren los aspectos historicos,
teodricos y de actualizacion sobre la materia.

Los temas no se tratan con la amplitud y
profundidad que se requeriria si éste fuese un
libro teédrico sobre la materia; mas bién es un
manual de practicas que tiene como finalidad

Introduccion

proporcionar las bases metodolégicas y des-
pertar el interés por el darea a los estudiantes de
la carrera de BQD que cursan el paquete
terminal de Citogenética humana.

Debido a que en los tltimos anos la sociedad se
ha preocupado y enfocado en reducir la
contaminaciéon del medio ambiente, el cual ha
sido afectado por la generacién de cientos y
hasta miles de agentes contaminantes que son
enviados a la Tierra indiscriminadamente y que
aflo tras ano han colaborado al deterioro de
nuestro planeta, que en todas y cada una de esta
serie de précticas se les ha incluido sus respec-
tivos diagramas de flujo ecolégicos, con la
finalidad de indicarle al alumno cudl sera el
procedimiento a seguir durante y después de la
practica realizada y, sobretodo, el manejo
preciso y adecuado de los residuos generados
dentro del laboratorio, para que el alumno
desarrolle una nueva cultura sobre el cuidado
del medio ambiente y de esta manera se
contribuya a la disminucién de estos re-siduos
que tienen tanto impacto ambiental.

15
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL DE LA
ASIGNATURA

Proporcionar al alumno los conocimientos
basicos sobre Citogenética humana para que
comprenda, analice y pueda explicar como la
estructura y comportamiento de los cromo-
somas garantizan la conservacion de la in-
formacion genética de una generacion a otra,
por medio de la aplicacion de métodos de ci-
tologia y genética, para que, pueda aplicar
estos conocimientos en el diagnéstico cito-
genético y logre establecer una relacion entre
la herencia y la patologia cromosémica.

OBJETIVO DEL CURSO EXPERIMENTAL

Aplicando los conocimientos basicos en ci-
togenética humana, el alumno adquirira la
habilidad en el estudio de los cromosomas
humanos, su clasificaciéon vy, por tanto, en
la interpretacién de un cariotipo, utilizando
diversas técnicas citogenéticas que le per-
mitiran adquirir experiencia en el diagnos-
tico citogenético para que la aplique en su
campo laboral.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Brindar las herramientas que sirvan de
prevencion y control en el impacto del medio
ambiente a través de diagramas ecoldgicos.

 Mostrar en forma ilustrativa las técnicas y
procedimientos de laboratorio mas

comunmente utilizadas en ésta drea.

» Que el alumno sea capaz de identificar y
diagnosticar a través de las técnicas aqui
descritas, las cromosomopatias mas comunes

en el ser humano.

« Apoyar la formacién del estudiante del
paquete terminal de genética en la carrera de
BQD. 16
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PRACTICA 1
Manejo de material y medios para cultive celular

OBJETIVO

Que el alumno aprenda la correcta utilizacién
de los diversos métodos de esterilizacion para el
material y medios empleados en su cultivo
celular y el manejo correcto de los mismos en
condiciones estériles al realizar su manipu-
lacién en una campana de flujo laminar, para
que adquiera destreza y habilidad en el manejo

de los mismos.

INTRODUCCION

En cualquier laboratorio, particularmente en un
laboratorio de Citogenética donde se realizan
cultivos celulares, existen situaciones en que la
sola limpieza no es suficiente, es por ello que se
requiere la total garantia de la eliminacién de los
microorganismos (bacterias vegetativas o espo-
ruladas, virus, hongos, parasitos, priones) paralo
cual es necesario utilizar técnicas como: asepsia,

esterilizacion y desinfeccién (De La Rosa 2003).

La sepsis, palabra derivada del griego que sig-
nifica degradacion, descomposiciéon o putrefac-
cidn, indica contaminacién bacteriana (Tortora,
2007). Asi, la asepsia, también conocida como la
técnica estéril, consiste en mantener un ambiente

estéril y evitar la transmision de enfermedades,

al reducir el numero de patégenos o agentes con-
taminantes. Para el mantenimiento de la asepsia
es importante una técnica adecuada de lavado
de manos o una buena higiene de las mismas,
ademas de un control ambiental, conocimiento
de las precauciones universales, utilizacion de
guantes y otros equipos de proteccion personal
(Fulcher, 2007).

La esterilizacion se define como la eliminacion o
la destruccién de todas las formas de vida mi-
crobiana por medio del uso de agentes quimicos
o fisicos. El calor es uno de los métodos mas
comunmente utilizados para eliminar microor-
ganismos, incluyendo las formas mads resistentes
(Toértora, 2007). Todos los métodos de esterili-
zacién estan disefiados para matar o impedir la
reproduccion de microorganismos potencial-
mente peligrosos para los seres humanos (Mar-
tin, 2001).

Estos métodos se pueden emplear para la
esterilizacion del area de trabajo y del material
y reactivos usados en el cultivo celular. Para un
cultivo celular, los métodos que se utilizan
frecuentemente para esterilizar el material
incluyen el uso de altas temperaturas. La
esterilizacion por calor seco (~ 180 a 200 °C) se
puede utilizar para la preparaciéon del material

17
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de vidrio (botellas, tubos, pipetas, etc.), metal
(latas, tapas, etc.) y algunos materiales de base
fendlica (tapas de botellas) (Martin, 2001).

El calor seco se logra en un horno alcanzando
temperaturas de 180 °C por hora. Otra ma-
nera de esterilizar por calor seco, es la flama
directa o el calor directo. Al quemar un objeto
se incinera, no dejando ninguna bacteria viva,
y queda el objeto esterilizado. El aire caliente
también es una forma de calor seco, aunque es
poco usado, porque no es muy practico
(Romero, 2007).

La esterilizacion mas utilizada y confiable es
con calor humedo, la cual requiere de
temperaturas superiores a la de la ebullicién
del agua (Tortora, 2007). Debido a la alta
energia calorifica liberada, las bacterias la
absorben y mueren coaguladas, y con ello, sus
enzimas son (Romero,
2007). Estas temperaturas elevadas se alcanzan
mediante vapor bajo presion en un autoclave
(Tortora, 2007), utilizado en los laboratorios
para esterilizar cultivos y soluciones que no

desnaturalizadas

formen emulsiones con el agua y que no se
desnaturalicen a tempe-raturas mayores de
100 °C. Una temperatura de 121 °C (una
atmosfera de sobrepresion) con un tiempo de
exposicion mayor a 15 minutos sirve para
destruir organismos formadores de esporas
(www.microbiologia.com).

La concentracion ideal de vapor de agua para
esterilizar es del 100 %, por lo que todo el
material debe estar sumergido en vapor sin
aire alguno (vapor saturado), y para ello se
debe evacuar todo el aire. Esto se puede con-
seguir por desplazamiento o vacio. La ex-
traccion del aire por desplazamiento consiste
en dejar hervir el agua en el autoclave cerrada,

sin bloquear la espita de salida de vapor durante
un tiempo necesario para que el vapor de agua
expulse y sustituya todo el aire que habia
inicialmente; después se cierra la espita y el
vapor actua a presion y alta temperatura (De la
Rosa, 2003). Otras formas de calor himedo es
el vapor fluente o corriente, que cuando se
ponen en contacto los microorganismos con el
vapor, éstos son quemados por la alta
temperatura (Romero, 2007).

La esterilizacion por medio de radiaciones
emplea dos tipos de radiacion: la ionizante y la
no ionizante. Entre las radiaciones no ionizantes
estd la luz ultravioleta de longitud de onda entre
240 y 280 nm. Es un método importante ya que
produce mutaciones letales. En tanto que las
radiaciones ionizantes, como los rayos, pro-
ducen cambios estructurales de los acidos
nucleicos y las proteinas. El ultrasonido también
se emplea en la esterilizacion, debido a que
destruye algunas estructuras de los micro-
organismos como la membrana plasmatica y
esto conduce a su inactivacion (Gonzalez,
2005).

La filtracion es un método util para esterilizar
medios de cultivo celular termolabiles. Se
pueden eliminar las bacterias y los hongos de las
soluciones mediante filtros de particulas de alta
eficiencia, HEPA; no obstante, estos filtros no
consiguen eliminar los virus, esporas, ni algunas
otras bacterias de tamaflo muy pequefo
(Murray, 2005).

La desinfecciéon es un proceso con el que se
destruyen microorganismos patdgenos, aunque
no necesariamente todos los microorganismos,
ni todas las esporas. Los métodos de desinfec-

ciéon comprenden:
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« Fisicos: Ebullicion, vapor, calor seco, la
pasteurizacion, radiaciones.

 Agentes quimicos: alcoholes, aldehidos
halégenos, metales pesados, compuestos
de amonio cuaternario, fenoles, colorantes,
etc. (Forbes, 2009).

Existen diversos factores que influyen en la ac-

tividad de los desinfectantes, por ejemplo:

 Temperatura y pH

« Concentracion del desinfectante

« Carga microbiana

« Cantidad de compuestos organicos

« Naturaleza de la superficie a desinfectar
» Duracién del contacto

e Tipos de microorganismos presentes
(Forbes, 2009).

Los laboratorios de cultivo celular por lo
general tienen la funcién de hacer crecer y
mantener las células vivas. En consecuencia, la
exposicion humana a productos quimicos
peligrosos, radiaciones o material biologico es
mayor que en los procedimientos rutinarios.
Sin embargo, la posible exposicién a estos
agentes puede representar un cierto riesgo en
la salud de la persona que ahi labora, por lo
cual él o ella debe estar consciente de los
requisitos de seguridad que se necesitan para
laborar en ellos (Martin, 2001).

CUESTIONARIO PREVIO

1.- Explica el fundamento bajo el cual
funciona una autoclave.-
2.- Define los siguientes términos: esterilizar,

desinfectar, asepsia, sepsis.

Practica 1. Manejo de material y medios para cultivo celular

3.- Describe cinco métodos de esterilizacion
4.- ;Cémo funciona una campana de
esterilidad y cémo se usa?

5.- ;Qué se utiliza para verificar que la
autoclave esta funcionando perfectamente
bien?

6.- Cémo desinfectarias o esterilizarias el
siguiente material: medios de cultivo celular,
material de vidrio, bata, pinzas, tijeras,
tapones de hule, drea de trabajo, medios
bacteriolégicos.

MATERIAL REQUERIDO PARA LA
PRACTICA

Material por alumno
2 frascos para cultivo
2 tapones para los frascos
2 pipetas serologicas de 10 ml
1 pipeta Pasteur
1 pinza Adson sin dientes

Material por grupo
Medio liquido #1 (caldo nutritivo)
Medio liquido #2 (Extract Broth)
Horno de calor seco
Estufa bacterioldgica
Perilla de goma
Algoddn, papel estrasa, papel aluminio,
masking tape
Autoclave
Campana de esterilidad
Cloruro de benzalconio
Aparato de filtracion
Mechero



Citogenética humana (Manual de laboratorio para BQD)

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Preparacion del material

a) Lavar el material con detergente
comun. Enjuagar repetidas veces con
agua corriente hasta eliminar todo
resto de detergente.

b) Empacar en la forma acostumbra-
da y esterilizar el material de vidrio,
los medios de cultivo bacterioldgico
y demas material termolabil en el

autoclave.

2. Técnica de manipulacion
a) Limpiar el area de trabajo con
agua y jabon. Por ultimo, pasar un
algoddén impregnado con cloruro de
benzalconio u otro desinfectante
dentro de la campana de esterilidad.
b) Encender el mechero con flama
de regular tamaro.
¢) Vaciar 8 ml del medio # 1 a cada
frasco de cultivo.
d) Adicionar con la pipeta Pasteur
10 gotas del medio liquido #2
e) Mezclar bien el contenido de los
frascos y taparlos.
f) Incubar en la estufa a 37 °C du-
rante 48 horas. Observar si hay o no
contaminacién microbiana.
g) Reportar resultados y conclu-

siones.



1.1 MICROSCOPIO OPTICO

INTRODUCCION

Los microscopios (del griego mikros: pequefo
y skopein: observar) son instrumentos de ptica
que nos permiten ver objetos muy pequefios o
detalles estructurales imposibles de distinguir a
simple vista, porque estan por debajo del limite
de resoluciéon del ojo humano (Montengua,
2009).

El microscopio compuesto se describié por
primera vez en el siglo XVI. En el afo de
1665, Antonio Leeuwenhoek (1632-1723)
fabric6 los primeros microscopios que
llegaban hasta unos 270 aumentos y los cuales
no fueron superados durante mucho tiempo,
hasta el siglo XVIII. En el afio de 1665, Robert
Hooke (1635-1703) construyd un microscopio
compuesto con enfoques macro y micro que
le permitié observar las células del satico en
1667 y por lo cual, se le considera como la
primera persona que observd las células de
las plantas (Valencia, 2004).

El desarrollo del microscopio esta estrecha-
mente relacionado con la evolucién de la
Biologia Celular y la Medicina. Los mi-
croscopios son un instrumento muy valioso para
cualquier investigador, ya que proporcionan al
observador una resolucion mejorada (capacidad
de observar dos objetos cercanos como objetos
distintos), contraste (capacidad para detectar las
diferentes regiones de la muestra sobre la base de
la intensidad o color) y amplificacién (capacidad

de hacer visibles los objetos pequefos). El ojo

Practica 1. Manejo de material y medios para cultivo celular

humano puede resolver objetos del orden de
0,1 mm, mientras que el microscopio de luz
puede resolver objetos del orden de 0,2 m
(200 nm) con una ampliaciéon de 1000 x.
(Masters, 2008).

CONSTITUCION FUNDAMENTAL

Un microscopio optico comun esta conformado
por tres sistemas:

. Sistema mecanico. Constituido por
piezas en las que van instaladas las lentes que
permiten el movimiento para el enfoque. Este
sistema comprende: pie, tubo, revélver, columna
platina, carro, tornillo macro y micrométrico.
Estos elementos sostienen la parte dptica y de
iluminacién, y ademas permiten los desplazami-
entos necesarios para el enfoque del objetivo.

. Sistema Optico. Formado por un conjun-
to de lentes dispuestas de tal manera que produce
el aumento de las imdagenes (oculares y obje-
tivos). Es el encargado de reproducir y aumentar
las imagenes mediante el conjunto de lentes que
lo componen.

. Sistema de iluminacién. Partes del mi-
croscopio que reflejan, transmiten y regulan la
cantidad de luz necesaria para efectuar la obser-
vacion (foco de luz condensador y diafragma),
con la finalidad de dirigir la luz natural o artifi-
cial de tal manera que iluminen la preparaciéon
u objeto que se va a observar en el microscopio
(Vives, 2006). Ver Figura 1.
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Figura 1. Esquema general de las partes del microscopio (Tértora, 2007)

FUNDAMENTO BASICO

El microscopio dptico cuenta con tres sistemas
de lentes: el condensador, que enfoca los rayos
de luz sobre la muestra; los objetivos, que mag-
nifican la imagen; y los oculares, que agregan una
mayor magnificacién y permiten la visualizacion

directa del preparado (Montengua, 2009).

La luz de la fuente luminosa incorporada en la
base del microscopio atraviesa el preparado his-
tologico, el cual se coloca sobre la platina y el sis-

tema de lentes del microscopio.

La imagen aumentada que producen los obje-
tivos se amplifica todavia mas por la accion del
ocular, éste se encuentra situado en la parte su-
perior del microscopio, por donde se observa.
(Sobotta, 2009). Ver figura 1.

RECOMENDACIONES DE USO

a) Transportar el microscopio empleando
ambas manos, sosteniéndolo de la base y del
brazo.

b) Colocar el microscopio cuando menos a 20
cm del borde de la mesa como al inicio.



c) Limpiar el microscopio con un pafo y los
lentes con papel seda o  cebolla.
d) Asegurate que el primer objetivo sea el 10
X.

e) Al cambiar de objetivo con el revolver
asegurate de no golpear los lentes con la
preparacion.

f) Al terminar de observar, apagar el
microscopio, enrollar el cable, retirar la
preparacion y limpiar la platina y los lentes

como al inicio.

1.2 MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA

INTRODUCCION

Con el afdn de fabricar y mejorar cada vez mds
los microscopios 6pticos, se llegd a la conclusion
de que el siguiente problema a resolver era cémo
lograr mayor especificidad y contraste en la mi-
croscopia Optica. Después de una serie de ar-
duos trabajos e investigaciones se encontr6 una
solucion, la cual consistio en la aplicacion de la
fluorescencia (luz incidente de longitud de onda
corta causada por una molécula fluorescente que
emite luz de una longitud de onda mas larga) a
la microscopia. El desarrollo del microscopio
de fluorescencia se logr6 gracias a una serie de
avances técnicos en el disefio del microscopio, asi
como la utilizacién de moléculas de fluorescen-
cia intrinseca y moléculas sintéticas de fluores-
cencia. Augusto Kohler (1866-1948), desarroll6
en 1893 un nuevo sistema de iluminacién para el
microscopio (llamado mas tarde la iluminacién
Kohler) con fines fotomicrograficos. En 1904 in-
vento el microscopio de luz ultravioleta que pre-

cedié al microscopio de fluorescencia (Masters,
2010).

Practica 1. Manejo de material y medios para cultivo celular

Fluorescencia. El fendmeno de la fluorescencia
se produce cuando un electrén de un atomo ab-
sorbe toda la energia de una determinada lon-
gitud de onda de la luz, saltando a otros orbi-
tales. Es una situacion inestable durante la cual
se emite la mayor parte de la energia que se ha
absorbido (con mayor longitud de onda) y vuelve
a desplazarse a su orbital.

A medida de que las moléculas excitadas re-
gresan a su estado normal, liberan el exceso de
energia en forma de luz visible de mayor longitud
de onda que la radiacion excitante. Los objetos
fluorescentes aparecen brillantemente ilumina-
dos contra un fondo oscuro, segun el color del

colorante usado (morfoudec.blogspot.col)

CONSTITUCION FUNDAMENTAL

Fuente luminosa. Las fuentes de luz que se uti-
lizan para la microscopia de fluorescencia in-
cluyen, por lo general, las lamparas de mercurio
y de arco de xenon, asi como las lamparas incan-
descentes halogenas. Los laseres son utilizados
principalmente para la microscopia de fluores-
cencia confocal y microscopia de reflectancia
total interna (TIRF) (Jacobson, 2010).

Objetivos. Suelen ser de cuarzo o fluorito Esto
amplia el rango util del objetivo en el espectro
UV, ya que el vidrio absorbe la radiacién ultra-
violeta.

Filtros. Los filtros estan disefiados para “pasar”
o transmitir ciertas longitudes de onda de la luz,

mientras bloquea a las demas. También es posi-
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ble observar multiples emisiones de diferentes
colores simultdneamente con filtros de paso

multibanda mas complicados (Jacobson, 2010).

Filtros de fluorescencia y caja de filtros de
fluorescencia. Retienen la radiacion ultravio-
leta, peligrosa para el ojo humano, dejando
pasar solamente la radiacion visible, que no es
peligrosa. Existen un gran numero de juegos
de filtros de excitacion y de emision para los
diferentes fluorocromos.

El filtro de excitacion. Ubicado entre la
fuente de luz y el preparado. Permite el paso
de ondas de luz con longitud que cae en el
rango azul con el fin de que el preparado sea
alcanzado exclusivamente por la luz azul y
produzca  emision de luz  fluores-
cente.

El filtro de emision. Ubicado antes del ocular,
previene dafos a la retina que podrian ser
causados por rayos ultravioleta que escapan
del espejo dicrémico. Corta completamente la
luz de excitacion no deseada, es decir
selecciona la longitud de onda de emision del
fluorocromo.

El espejo dicromico. Permite la separacion de
la luz de excitacion y la fluorescencia.
Posicionado en 45° respecto al eje dptico, la
longitud de onda mas corta es reflejada y la
longitud de onda mas larga lo atraviesa
(morfoudec.blogspot.com).

Epiiluminacion. La luz empleada para la
excitacion es reflejada sobre el objeto que debe
observarse a través del objetivo que actda
como condensador (Vives, 2006).



Practica 2. Elaboracion de preparaciones cromosdmicas
a partir del cultivo de linfocitos

PRACTICA 2
Claberacidn de preparaciones cromaesdmicas
a paxtiv del cultive de linfacitos

OBJETIVO

Que el alumno aprenda todos los pasos a seguir
para realizar una adecuada siembra y cosecha de
linfocitos por medio de la elaboraciéon de pre-
paraciones cromosdmicas, asi como el procesa-
miento posterior de las mismas, lo cual le con-
ducira al analisis y elaboracién de un cariotipo,
permitiéndoles desarrollar la habilidad y des-

treza necesarias para hacer un buen diagnos-

tico citogenético.

INTRODUCCION

Las técnicas basicas de cultivo celular se
desarrollaron en su mayor parte a mediados
del siglo XX y atn siguen evolucionando. Los
principales avances se hicieron en los inicios
de la historia del cultivo celular mediante la
aplicacion de conocimientos derivados de las
observaciones histolédgicas, fisiologicas y ana-
tomicas. A mediados del siglo XX, los avances
en bioquimica permitieron un desarrollo mas
preciso de los medios de cultivo. En los
ultimos 25 afios, los avances en los conceptos y
la disponibilidad de reactivos mediante las
técnicas de Biologia Molecular, han
permitido la sustitucién de suero en el
medio de cultivo y una apreciacion de la

complejidad de las necesidades

celulares. Esto ha conducido al cultivo de una
gran variedad de tipos de células que

anteriormente eran imposibles de realizar

(Mericko, 2002).

Un analisis cromosomico se puede realizar en una
gran variedad de tejidos, pero el tejido de elecci-
6n es el cultivo de linfocitos de sangre periférica,
un método rapido y econémico que provee un
numero adecuado de células en division (Solari,
2004), para lo cual se requiere heparinizar las
jeringas evitando asi la coagulacion. Este pro-
cedimiento se debe realizar en condiciones de
absoluta esterilidad para evitar el crecimiento
bacteriano, por lo cual se agrega al medio de
cultivo una mezcla de antibidticos (Rodriguez,
2005). La cantidad de sangre necesaria para un
cultivo es de 1.0 ml y puede variar entre 0.1 y
0.8 ml en funcién de la técnica utilizada y de la
edad de los donantes (menor cantidad en nifos

pequeiios) (Blennow, 2006a).

La proliferacion espontanea de las células se en-
cuentra en la médula 6sea, géonadas, tumores soli-
dosyla capa del citotrofoblasto delas vellosidades
coridnicas, mientras que los linfocitos de sangre
periférica, las muestras de liquido amnidtico y
biopsias de tejido deben ser cultivadas para ob-
tener células que se dividan (Blennow, 2006a),

éstas deben ser estimuladas mediante la adicién
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de agentes mitogénicos en el momento en el que
se inician los cultivos celulares. El mitégeno mas
comunmente empleado es la fitohemaglutinina
(PHA) para la estimulacion de los linfocitos de
células T CD4. Para detener las células en meta-
fase se utilizan agentes mitostaticos los cuales in-
hiben la formacién del huso acromatico como la

colchicina o el colcemid (Moore, 2001a).

El colcemid es un andlogo sintético de la col-
chicina, sumamente activo.

El colcemid se afiade a las 70 hrs de cultivo celu-
lar para el arresto de las células en metafase por
degradacion de los microtubulos del huso; esen-
ciales para el correcto proceso mitédtico (www.ge-
nycell.com). El tiempo de exposicion a colcemid
varia dependiendo de la actividad proliferativa
de las células. La exposicion prolongada a colce-
mid o el uso de altas concentraciones aumenta la
proporcion de cromosomas en la metafase final,
dando por resultado el acortamiento de los cro-
mosomas. La exposiciéon 6ptima establece un

equilibrio entre estos parametros (Pack, 2002).

El tratamiento con una solucién salina hipoténi-
ca justo antes de la cosecha permite la hinchazén
delos nicleos (Moore, 2001a). Las preparaciones
deben de tener una adecuada dispersion de los
cromosomas, los cuales no deben de aparecer
amontonados o sobrepuestos, esto se logra con el
uso de soluciones hipotdnicas, como la solucion
de citrato de sodio al 0.7% o del cloruro de po-
tasio 0.075M (Rodriguez, 2005). El tratamiento
de la solucién hipoténica permite la dispersion y

separacion de los cromosomas (Moore, 2001a).

Los preparados se realizan con un fijador para la

cromatina de las células (metanol-acido acético

3:1), para que posteriormente la suspension sea
goteada sobre un portaobjetos (permitiendo el
estallido celular) y se secan al aire. Dichos pre-
parados pueden tefiirse con Giemsa (Solari,
2004).

CUESTIONARIO PREVIO

1.- ;Qué tipo de sustancia es la fitohemaglutini-
na, de donde se obtiene, cudl es su funcién y su

mecanismo de accion?

2.- ;Cuadl es la funcién de la solucidn hipoténica

y en qué concentracion se usa?

3.- Define el término ideograma y cariotipo y

menciona cudl es la diferencia entre ellos.

4.- ;Por que se utiliza sangre entera como tejido

de rutina en los laboratorios de citogenética?

5.- $Qué funcion tiene la solucién fijadora, cudl

es la que se utiliza y en qué concentracion?

6.- Menciona otros tejidos de los cuales se pueden
obtener cromosomas y sefiala en que casos se in-

dica su uso.

7.- Menciona otros medios de cultivo celular, qué

contienen y a qué pH deben de estar.

8.- ;Qué clase de sustancia es la colchicina, su
féormula quimica, de donde se obtiene, cual es su

funcién y su mecanismo de accion?

9.- ;Por qué se debe utilizar heparina y no otro

anticoagulante?
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10.;Qué crees que pasaria si se prolonga el tiem-
po de incubacidn de los cultivos, si se deja actuar
mas de dos horas la colchicina, si te excedes en
la cantidad de fitohemaglutinina, si colocas poco

medio en relacién a la cantidad de sangre?

EQUIPO, REACTIVOS Y MATERIALES PARA
LA PRACTICA

Material y equipo por persona
2 frascos de cultivo
1 pipeta serologica de 10 ml
2 tapones para frascos de cultivo
1 pinza Adson sin dientes de 14 cm.
2 pipetas Pasteur
2 tubos de centrifuga de vidrio punta V.

2 bulbos de hule ambar para pipeta Pasteur

Material por equipo
Centrifuga clinica
Incubadora a 370C
Agitador tipo Voértex
Bomba de vacio con trampa
Refrigerador
Campana de esterilidad o flujo laminar
Caja de portaobjetos
Caja de cubreobjetos de 24 X 50 mm
Perilla de goma para pipeta seroldgica

Jeringa desechable de 5 ml

Reactivos, soluciones y material bioldgico
Cloruro de benzalconio
Cloruro de potasio 0.075 M
Colorante de Giemsa en solucion.
Medio de cultivo (Ham F-10 o McCoy 5A
modificado)
Heparina 10000 UI

Practica 2. Elaboracion de preparaciones cromosomicas
a partir del cultivo de linfocitos

Colchicina 0.04 %
Sangre fresca heparinizada
Alcohol como desinfectante

Solucién fijadora Metanol: Acido Acético 3:1

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

A) Lavado del material para el cultivo celular

1. Remojar el material de 2 a 12 horas,
dependiendo de lo sucio que se encuentre, en
una soluciéon del jabén extran Merck. Este
jabon puede prepararse al 1 % o incluso con-
centrarle un poco mas dependiendo también
de qué tan sucio esté el material.

2. Cepillar con escobillon perfectamente todos
los objetos a lavar, por fuera y por dentro.
3. Comenzar los enjuagues del material con
agua corriente y continuar cepillando los
objetos.

4. Enjuagar 10 veces al chorro de agua o hasta
la apreciaciéon de que no exista mas detergente.
5. Enjuagar 3 veces en tinas diferentes de agua
destilada.

6. Dejar escurrir y secar en el horno.
7. Envolver y esteriizar el material como se le
indique.

8. El material se puede dejar sumergido en esta
mezcla durante toda la noche, para que al dia
siguiente se proceda al lavado con extran.

B) Obtencion de la muestra

1. Obtener de 1.5 a 2 ml de sangre venosa por
medio de una jeringa heparinizada (éste es el
unico anticoagulante que se puede usar).
2. Limpiar perfectamente la zona de
venopuncioén con agua y jabon y desinfectar
con, por lo menos, tres torundas humedecidas
con alcohol.
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3. Ligar el antebrazo y realizar la puncién. Una
vez obtenida la sangre mezclar muy bien rotando
la jeringa. No olvidar que toda la operacién se
debe de realizar dentro de la zona estéril donde se

esta trabajando.

C) Siembra de linfocitos

1. Adicionar a cada frasco de cultivo limpio y

estéril:
Medio de cultivo 8 ml
Fitohemaglutinina 0.4 ml
Sangre entera 0.5 ml

2. Mezclar bien el contenido de los frascos e
incubar en la estufa a 37° C durante 70 horas.
3. Cumplidas las 70 horas agregar con una pipeta
Pasteur a cada frasco de cultivo 25 pl de
colchicina al 0.04 %. Ya no son necesarias las
condiciones de esterilidad.

4. Mezclar bien y continuar la incubacién por 2

horas mads.

D) Cosecha de linfocitos

1. Una vez completado el periodo de incubacién,
sacar los frascos de la estufa y transferir su
contenido a tubos de centrifuga punta cénica
centrifugandolos a 3000 rpm., durante 10
minutos.

2. Retirar el sobrenadante y adicionar 8 ml de KCl
0.075 M a 37 °C. Resuspender muy bien con ayu-
da de un vortex el paquete celular e incubar du-
rante 30 minutos a 37 °C.

3. Centrifugar los tubos durante 5 minutos a
3000 rpm. y desechar el sobrenadante. Resus-

pender el paquete celular.

4. Con agitacion constante agregar lentamente
8 ml de la solucion fijadora de etanol o metanol/
acido acético proporcidn 3:1 recientemente pre-
parada y fria. Evitar la formacion de grumos.

5. Dejar actuar la solucién fijadora durante 30
minutos a temperatura ambiente.

6. Repetir el proceso de fijacién 2 veces mas a
tiempos de 15 minutos cada uno.

7. Después de la tercera fjacion centrifugar 5
minutos y dejar un poco de solucion fijadora para
hacer una suspensiéon celular adecuada.
8. Resuspender el paquete celular y dejar caer 3
gotas de esta suspension sobre un porta objetos
limpio y frio desde una altura aproximada de

20 cm. Dejar secar.
E) Tincién de cromosomas

1. En un vaso de Coplin preparar el colorante
Giemsa con agua destilada en proporcién 1:10.
2. Sumergir los portaobjetos en el vaso de 10 a 30
minutos dependiendo de la capacidad tintorea
del colorante.

3. Enjuagar con agua corriente y secar al aire.

F) Observacion al microscopio

1.0bservar al microscopio optico con los
objetivos 10x, 25x y 40x. Localizar las mejores
metafases y anotar las coordenadas.

2.Montar los portaobjetos con resina sintética
que debera dejarse secar por lo menos 2 dias.
3.Estudiar las metafases seleccionadas con el
objetivo de inmersiéon (100x), siguiendo los
procedimientos descritos en el tema “Andlisis

cromosomico”.
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Practica 2. Elaboracion de preparaciones cromosomicas
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Préctica 2. Elaboracién de preparaciones cromosoémicas
a partir del cultivo de linfocitos
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Citogenética humana (Manual de laboratorio para BQD)

Tabla 1
MOmero Residuo Morma gue regula su Disposicicn
de recoleccion o
residuo almacenamiento
R1 Agua jsbonosa MOM-002-ECOL-19596 Tarns o desaguse
2 Agus sucia MOM002-ECOL-19946 Tars o desagle
F3 Agua jsbonoss. MOM-002-ECOL-19946 Tars o desaglse
R4 Sarmvitoallas sucias. MOM-OET-ECOL-5541-2002. Bolsa de basura negra,
basurero municipal.
R Torundas de alcohol. MOMOET-ECOL-5541-2002. Bolsa de basura negra,
basurero municipal.
P& Jeringa con sangre. MOMOST-ECOL-5541-2002. Almacenamiento en
recipiente hemetico rojo
para su postenor
recoleccion.
BT Pipets con trazas de MOM-002-ECOL-19946 Lavado comun
fitohemaglutinina.
RE FPipets con trazas dea MOM-002-ECOL-19946 Inactivacion en cloro v
colchicing lavado comin
R Frasco con medio de MOM-DET-ECOL-5541-2002 Bolsa de basura negra,
cu lthvo basurern municipal.
R10 Sobrenadante MOMOET-ECOL-5541-2002. Inactivacion en cloro v
lavado comin
R11 Sobrenadante con KClI| NOMOBT-ECOL-55A1-2002 Inactvacion en cloro v
lavado comin
R12 Sobrenadante con MOM-DET-ECOL-55A1-2002 Almacenamientos en
metanol: ac. acético recipients para su
posterior recoleccion
R13 Sobrenadante con MOM-002-ECOL-19946 Almacenamiento en
metanaol: ac. acetico recipiente para su
posterior recoleccion
R14 Sobrenadante con MOM002-ECOL-19946 Almacenamiento en
metanol: ac. acetico recipiente para su
posterior recoleccion
R1E Solucion de Giemsa MOM-002-ECOL-19596 Almacenamiento en
recipiente para su
posterior recoleccion
R1& Agua con trezas de MOM-OD2-ECOL-1906 Tarns o desaguse
Giemsa
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2.1 ANALISIS CROMOSOMICO
(INFORMACION COMPLEMENTARIA)

INTRODUCCION

Hasta 1956 se crefa que cada célula humana
contenia 48 cromosomas. En esa fecha Tjio
y Levan concluyeron correctamente, a par-
tir de sus estudios, que cada célula somatica
humana normal contenia inicamente 46 cro-
mosomas. Los métodos que utilizaron, con
ciertas modificaciones, se emplean hoy en
dia universalmente en los laboratorios de ci-
togenética para analizar la constitucion cro-
mosomica de un individuo, lo que se conoce
como cariotipo (Turnpenny, 2009).

El cariotipo es el término usado para descri-
bir el complemento cromosémico de una
célula; y éste varia considerablemente de una
especie a otra (Puerto. 2001). El cariotipo
humano estd formado por 22 pares de auto-
somas y un par de cromosomas sexuales, XX
o XY. Cada cromosoma humano contiene un
determinado nimero de genes y de pares de
bases en funcion a su tamano. (Bickmore,
2001).

El andlisis cromosdmico consiste en contar el
nimero de cromosomas presentes en un
numero especifico de células, seguido por un
analisis cuidadoso del patron de bandeo de
cada cromosoma individual en las células
seleccionadas. Dicho andlisis se realiza en
ambos miembros de cada par de homoélogos
(Turnpenny, 2009). Se suguiere analizar de 20
a 25 metafases para dar un buen diagndstico
(Swansbury, 2003).

Préctica 2. Elaboracion de preparaciones cromosomicas
a partir del cultivo de linfocitos

Los cromosomas en metafase tienen dos
cromatidas (también llamadas cromatidas her-
manas), que se mantienen unidas por medio del
centromero. El centromero divide a cada una de
las cromatidas en dos brazos. El brazo corto se
representa con la letra p, el brazo largo con la
letra q. Las regiones en ambos extremos de los
cromosomas corresponden a los teldmeros
(Speicher, 2006), ver figura 7.

Distal 'Il I]I I: f

Distal

Figura 7. Partes de un cromosoma en metafase

Los cromosomas con base en su posicion
centromérica se clasifican en: metacéntricos,
cuando el centrémero divide al cromosoma en
brazos cortos y largos casi de igual longitud.
Submetacéntricos, en donde, el centromero no
esta situado en el centro y divide al cromosoma
en brazos cortos y largos de diferente longitud
(como se muestra en la figura 8); y acro-
céntricos, cuando desplazado hacia un extremo
y divide al cromosoma en brazos muy cortos y
brazos largos, lo cual generalmente les da un
aspecto de "herradura” con unas estructuras
denominadas satélites, colocadas arriba de los
brazos cortos.
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Citogenética humana (Manual de laboratorio para BQD)

Los cromosomas telocéntricos no existen

en la especie humana. Son aquellos cuyo
centromero se encuentra en el extremo y !

g@ﬁ?ﬁ%ﬁ
- - : %%ﬁ@ﬁﬁ

el

carecen de brazos cortos (Speicher, 2006)

Cen — Cen—-

Figura 9. Ideograma de los cromosomas humanos
Metacéntrico Submetacéntrico Acrocéntrico Telocéntrico por medio de bandeo G

Figura 8. Tipos de cromosomas (Rodriguez, 2005)

Cuando los cromosomas se tifien por
métodos los cuales no producen bandas, éstos
La representacion grafica simplificada del ca- se pueden ordenar facilmente en 7 grupos

riotipo se llama ideograma (ver figura 9). Para (A-G), de acuerdo al orden descendente por

hacer una representacion grafica y cuantitativa tamarios y posicién del centrémero (Shaffer,

de los cromosomas se utilizan valores de 2005). Como se muestra en la siguiente tabla:
longitud relativa (relacion entre la longitud del
cromosoma en cuestion y la longitud del com-
plemento haploide), el indice centromérico
(i.c. relaciéon entre la longitud del brazo corto
del cromosoma y la longitud total del mismo),
cuyos valores oscilan entre cero (telocéntrico)
y 0.5 (metacéntrico) y, el indice de brazo (i.b.
relacion entre las longitudes del brazo corto y
el largo del cromosoma), cuyo valores oscilan
entre cero (telocéntrico) y 1 (metacéntrico)

(Lacadena, 1996).
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Préctica 2. Elaboracion de preparaciones cromosomicas
a partir del cultivo de linfocitos

Tabla 2. Clasificacion de los cromosomas humanos sin técnicas de bandeo.

(Wyandt, 2004)

GRUPO DESCRIPCION
Grupo A El par 1 es el par metacéntrico mas grande del cariotipo, su i.c.
1-3 es de 48-49, presenta una constriccién secundaria en la region
pericentromérica lo que lo hace ser poliméfico en cuanto a
tamafo. El par 2 es submetacéntrico y un poco mas corto que
el par 1, con un i.c. de 45-46. El par 3 es metacéntrico y es
aprox. 20% mas corto que el par 1, sui.c. es de 38-40
Grupo B Son cromosomas submetacéntricos. Estos son dificiles de
4-5 distinguir uno del otro sin una técnica de bandeo, pero el
cromosoma 4 es ligeramente mas largo que el cromosoma 5.
Eli.c. es de 24-30
Grupo C Es el grupo mas dificil de identificar. Los pares 6,7,8 y 11 son

6-12 incluyendo al
cromosoma “X”

relativamente metacéntricos con un i.c. de 35-40, mientras que
los pares 9,10 y 12 son relativamente submetacétricos con un
i.c. menor de 27-35. El cromosoma 9 también tiene una
constriccion secundaria que lo hace ser polimérfico. El
cromosoma “X- se incluye en este grupo por su tamafio y
posicién centromérica. Tiene el tamafio entre los pares 6 y 7,
requiere de alguna técnica de bandeo para su correcta
identificacién

Grupo D
13-15

Son los seis cromosomas acrocéntricos mas grandes del
cariotipo humano, tienen una forma caracteristica de
herradura. Estos tres pares poseen unas estructuras
denomimadas satélites encima de sus brazos cortos. Su i.c. es
de 15 y su correcta identificacion sdélo se logra con métodos de
bandeo cromosémico

Grupo E
16-18

El par 16 es el mas metacéntrico en comparacién a los otros 2
pares del grupo. Su i.c. es de 40 y también presenta una
constriccion secundaria que lo hace ser polimérfico. El par 17
es submetacéntrico, su i.c. es de 31, su tamafio es intermedio
entre el par 16 y 18. El par 18 es el mas pequefio de los tres
de este grupo, es submetacéntrico, su i.c. es de 21-26. Sus
brazos cortos de los pares 17 y 18 son tan pequefios que a
veces dan la apariencia de ser acrocéntricos.

Grupo F
19-20

Los pares 19 y 20 son los cromosomas mas metacéntricos del
cariotipo humano. Nos son distinguibles entre si, sélo por
técnicas de bandeo cromosomico. Su i.c. es de 40.

Grupo G
21-22 incluyendo al
cromosoma “Y”

Los pares 21 y 22 son cromosomas acrocéntricos muy cortos,
tienen satélites, sus brazos largos son divergentes, faciles de
reconocer por su tamafio y no se distinguen el uno del otro,
sé6lo por técnicas de bandeo cromosémico. El cromosoma “Y”
se incluye en este grupo porque su morfologia es similar a
éstos, pero tiene ciertas diferencias; ya que no tiene satélites,
sus brazos largos tienden a permanecer paralelos en
comparacion a la posicion divergente de los pares 21y 22, se
tine de diferente manera y es polimérfico. Las mujeres
normales tienen so6lo 4 cromosomas de este grupo y los
varones 5, por la presencia del cromosoma “Y".
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Citogenética humana (Manual de laboratorio para BQD)

ARMADO DE UN CARIOGRAMA
(FOTOCARIOTIPO)

(PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL)

Para armar un cariograma se sugiere hacer lo

siguiente:

1. Proporcionar a cada alumofotografia del
cariotipo de una célula donde se ven
individualizados los cromosomas.

2. Traer una regla, tijeras, pegamento, hoja
blanca tamafio carta y cinta adhesiva
3. Contar el nimero total de cromosomas.
4. Recortar las imagenes fotografiadas de todos y
cada uno de los cromosomas, dando un cierto
margen a la figura, nunca recortarlos por el
contorno.

5. En una hoja blanca tamafo carta, trazar las
lineas donde se clasificardan los cromosomas por
grupos de acuerdo a las normas establecidas.
6. Escribir debajo de las lineas las letras
correspondientes a cada grupo.

7. Clasificar por grupos y pares a los
cromosomas homdlogos. Una vez ordenados asi,
reubicar los cromosomas ya ordenados sobre la
linea recta imaginaria, de acuerdo a dos criterios:
1) colocar los cromosomas alineados sobre la
linea que pase por los centromeros o bien 2)
alinear los cromosomas sobre la linea recta, de
manera tal, que el extremo inferior de los brazos
cromosdmicos quede por encima de ella.

8. Pegar por grupos en orden de mayor a menor
tamafio de acuerdo a las normas internacionales
de nomenclatura establecidas.

9. Proceder a numerarlos. El nuimero mas
pequefio para el cromosoma mas grande y
viceversa.

10. Identificar y sefialar los cromosomas

sexuales.

11. Por ultimo, fijar definitivamente todos los
cromosomas en la hoja, colocando una cinta
adhesiva transparente encima de cada grupo.
12. Escribir el nombre del alumno, fecha,

complemento cromosémico y Dx.

ANALISIS CROMOSOMICO
MICROSCOPICO

(PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL)

Para realizar el andlisis cromosdmico

microscopico, se seguira el siguiente método:

1.Proporcionar a cada alumno una prepa-
raciéon cromosoémica, un microscopio optico,
papel seda y aceite de inmersion.

2.Traer colores, lapiz y un cuaderno para
bitacora.

3.Revisar la laminilla con el objetivo de 10x y
observar si hay un numero suficiente de
metafases.

4.Con el objetivo de inmersién 100x contar el
nimero cromosémico de 25 metafases.

5.Para realizar el conteo, se sugiere que el
alumno trace un circulo en su bitacora y lo
divida a la mitad o en cuatro partes y a su vez
el campo microscdpico que esté observando,
lo divida imaginariamente igual, para que
vaya anotando en cada division, el numero de
cromosomas que vaya contando y al final
sumarlos.

6.Al finalizar el conteo cromosdmico, el
alumno elegira la mejor metafase, es decir,
aquella que tenga el complemento cromoso-
mico completo, que los cromosomas tengan
un tamafo adecuado para poderlos clasificar

y que no estén sobrepuestos.
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6.Una vez elegida la metafase, trazar en la
bitacora un circulo grande donde ira dibu-
jando los cromosomas que vaya identificando
tal y como los ve ubicados en el campo
microscopico.

7.1dentificar primero a los cromosomas del
grupo Ay dibujarlos de color verde,
posteriormente a los del grupo B con el color
rojo y después a los del grupo D con el color
azul y proceder a calificar.
8.Posteriormente, a los cromosomas del
grupo Gy dibujarlos de color morado, los del
grupo F de color naranja, los del grupo E de
color amarillo y todos los que sobren se
dibujardn con el color negro. Corroborar que
correspondan al grupo C.

9.El profesor revisara y calificara el trabajo
realizado.

10.Este método de andlisis cromosdmico, se
realizara en varias sesiones, con preparaciones
cromosomicas normales, con técnicas de

bandeo y con patologias cromosémicas.

Préctica 2. Elaboracion de preparaciones cromosomicas
a partir del cultivo de linfocitos
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Préctica 2. Elaboracion de preparaciones cromosomicas
a partir del cultivo de linfocitos
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Figura 11
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Practica 3. Técnica de tincion selectiva por bandeo Cy G

PRACTICA 3
Jécnica de tincidn selectiva par bandee C y G

OBJETIVO

El alumno aprendera dos técnicas de tincion
diferencial: Bandas C y Bandas G, para que, por
medio de la realizaciéon de las mismas, com-
prenda la importancia y utilidad que tienen en la
identificacion correcta de cada par cromosémico
y en el diagnostico de alteraciones cromosdmicas
en humanos que pasan inadvertidas con la tin-

cion de rutina.

INTRODUCCION

En 1920 Pardue y Gall observaron en los cromo-
somas de raton que las areas de heterocromatina
constitutiva donde se encuentra el ADN satélite
se teniian de color oscuro con Giemsa después de
la desnaturalizacion y reasociacion del ADN cro-
mosdmico (Rost, 1995), por lo que este tratami-
ento reveld segmentos repetitivos en los cromo-

somas, y se denomind bandas C (Sumitra, 2005).

Las bandas reflejan el grado variable en que las
cromatidas de los cromosomas difieren en: com-
posicion de bases, densidad génica, tiempo de
replicacion y conformacién de la cromatina (la
cromatina se puede dividir en dos tipos: eucro-
matina, donde se encuentran la mayoria de genes

unicos y rica en G-C, y heterocromatina, rica en

A-T, en elementos transponibles y secuencias re-
petitivas llamada también ADN satélite) (Schen-
derman, 2010).

La técnica de bandeo C marca selectivamente
la heterocromatina constitutiva o cetromérica
(Miller, 2001), mientras que la heterocromatina
facultativa no se tifie por estos métodos. En este
caso, su deteccion se realiza a partir del patron de
replicacion tardio, caracteristico de las regiones
heterocromaticas (Puerto, 2001). Las Bandas C
varian considerablemente de tamafo en la po-
blacién. La mayor variabilidad se demuestra en

los satélites y brazos cortos de los cromosomas
acrocéntricos. Estas variaciones se denominan
generalmente heteromorfismos, porque el tér-
mino polimorfismo se restringe por los genetis-
tas a una variante hereditaria que implica a los
grandes bloques de heterocromatina de los cro-
mosomas 1, 9, 16 y la parte distal del cromosoma
Y, motivo por el cual las bandas mas prominentes
se encuentran en estos cromosomas. Los hetero-
morfismos y polimorfismos cromosémicos han
sido utilizados como marcadores en el mapeo
genético, pruebas de paternidad y la distincion
de gemelos monocigoéticos, dicigéticos. Incluso
las variaciones extremas en el tamano de varian-
tes de las Bandas C son generalmente constantes

de una generacion a otra y demuestran la heren-
cia mendeliana normal (Miller, 2001).
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Citogenética humana (Manual de laboratorio para BQD)

Las bandas C mas reproducibles y mejor de-

finidas, se obtienen realizando un pre-
tratamiento con hidréxido de sodio o de bario
y sales, a temperaturas elevadas, que extraen
preferencialmente el ADN de las regiones
con bandas

cromosomicas negativas, la

posterior coloraciéon con Giemsa revela
regiones intensamente coloreadas, que se
localizan preferentemente en las regiones
pericéntricas y teloméricas, ricas en ADN

altamente repetitivo (Descailleaux, 1980), ver

figura 12 .
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Figura 12. Bandas C (Blennow, 2006b)

CUESTIONARIO PREVIO

1.- ;Cual es la funcién del Hidréxido de Bario y

del Acido Clorhidrico en el Bandeo C?

2.- ;Qué utilidad tienen las técnicas de Bandeo

cromosomico?

3.- ;Cudles cromosomas se pueden identificar

perfectamente con el bandeo Cy por qué?

4.- ;Cudl es la funcion de la solucién 2XSSC en

el Bandeo C?

5.- ;Qué tipo de cromatina pone de manifiesto el
Bandeo C?

6.- ;Cudl es el bandeo cromosémico que se uti-
liza de rutina en el diagndstico citogenético y por
qué?

7.- Escribe la nomenclatura que se utiliza para los
bandeos cromosémicos.

8.- ;Por qué ya no se utiliza el Bandeo Q?

9.- Explica el procedimiento para evidenciar las
bandas G y menciona la funcién de cada uno de
los reactivos que se utilizan.

10.- ;Qué pone de manifiesto el Bandeo G?

EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES

Material por alumno
2 preparaciones cromosOmicas
1 pinza Adson sin dientes
1 microscopio
Material por grupo 44
Vasos Coplin
Bafio Maria

Una pizeta

Reactivos
HCLO0.2N
Ba(OH), 0.1 N
2 X SSC (solucion salina doble de
citratos)
Giemsa al 4 %
Bufter de fosfatos pH 6.8
Agua destilada

1. Utilizar preparaciones cromosémicas de dos
dias de maduracioén.



2. Colocar las laminillas en un vaso Coplin que
contenga HCL 0.2 N durante 10 minutos a
temperatura ambiente.

3. Enjuagar con agua destilada.

4. Colocar las laminillas en un vaso Coplin con
Ba(OH)2 0.1 N a 28 °C durante 8 min.

5. Enjuagar con agua destilada.

6. Colocar las laminillas en un vaso Coplin con
solucion 2XSSC durante 2 horas a 60-65 °C.
7. Enjuagar con agua destilada.

8. Tediir con Giemsa al 4 % con buffer
de fosfatos pH 6.8.

9. Observar al microscopio y estudiar las
metafases seleccionadas con el objetivo seco

fuerte.

Nota: Para realizar el analisis cromosémico, una
vez colocada la laminilla con la preparacion en
el microscopio, se inicia la observacién con el ob-
jetivo 10X para la localizacion de las metafases,
y después el objetivo 100X con aceite de inmer-
sion para el estudio de las metafases. Es mas facil
la localizacién de ellas si la laminilla se mueve
suavemente de abajo hacia arriba y de izquierda
a derecha (Swansbury, 2003):

— — a—

vyv—» y—r

Figura 13. Reporte sus observaciones indicando
si encontré polimorfismo

Practica 3. Técnica de tincion selectiva por bandeo Cy G

CONSEJOS Y SUGERENCIAS

«  Con base en nuestra experiencia, el Ba(OH),
que tiene mas tiempo de preparado, es el que
produce mejor patréon de bandas.

. Durante el uso, el contenedor con
Ba(OH), debe estar cerrado para prevenir los
depésitos de cristales de carbonato de bario que
se forman en las laminillas. Estos deben de ser
retirados por lavados; pero, si persisten, enjuagar

brevemente con una solucién diluida de HCL
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Tabla 3

Practica 3. Técnica de tincion selectiva por bandeo Cy G

Mamero
de residuo

Residuo

Morma gue regula su
recoleccion o
almacenamiento

Disposicion

R1

Acido clorhidnico
[HCI)

MOM-O52-5SEMARNAT-2005
NOMD02-ECOL-1996

Meutralizar con
una base hasts
obtenerun pH
cercana & la
neutralidad v
vertera s tarfa o
desagle

Agua con trazas de
acido clorhidrico

MON-DE2-SEMARNAT-2005
MOMOD2-ECOL-1996

Tara 0 desagus

R3

Hidroxido de Bano
Bal(OH)z

MOM-O52-5EMARNAT-2005
MNOM-DO2-ECOL-1996

Meutralizar con
un scido hasts
obtenerun pH
cercano & la
neutralidad vy
verera lz tarfa o
desagle

R4

Aguse con trezas de
hidroxido de bario

MOM-O52-5SEMARNAT-2005
NOMD02-ECOL-1996

Tana o desague

RE

Solucion salina doble
citratos. (2 X S5C)

MOM-O52-5EMARNAT-2005
MOMOD2-ECOL-1996

Verers la tans
o desagle con
sbundante agus

RE

Agus con trazas de
solucion salina doble
citratos

MNOM-DO2-ECOL-1996

Tara o desagls

Solucion de Giemssa

NOMD02-ECOL-1996

Verera la tans
- desagle con
abundante agusa

Ra

Laminilla=s

MNOMOET-ECOL-55A1-2002

Contcnedor de
desechos de
vidno. Basurern
municipal
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3.1 BANDEO G

INTRODUCCION

El bandeo G fue descubierto por accidente du-
rante los intentos de mejorar la técnica del
bandeo C, ya que la técnica de Pardue y Gall pro-
ducia en una célula bandas a lo largo de todo el
cromosoma. Asi mediante modificaciones a esta
técnica, se obtuvo el patrén correspondiente a las
bandas G (Rost, 1995).

El bandeo G es la técnica de rutina para el diag-
nostico citogenético, ya que tiene la gran ventaja
de ser permanente, barata, menos toxica y, por
tanto, es mas adecuada que el patrén de bandas

fluorescentes.

Este patron se obtiene, cuando los cromosomas
se tratan previamente con una solucion salina a
60 °C o con una enzima pro-teolitica, como la
tripsina, antes de la tincién con Giemsa u otro
colorante. Generalmente, el patrén diferen-
cial de las bandas se observa sobre determina-
das regiones cromosdmicas especificas, ya que
las bandas oscuras corresponden a las regiones
heterocromaticas y las palidas a las regiones
eucromaticas. Este patron se desarrollo inicial-
mente para el analisis de un segmento en un cro-

mosoma humano (Miller, 2001), ver figura 15.
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Figura 15. Bandas G

EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES

Material por alumno y equipo
2 preparaciones cromosomicas
1 pinza Adson sin dientes
1 microscopio
Cubrebocas
Marcador indeleble
Guantes de latex o vinilo

1 pizeta

Material por grupo
1 Bafio Maria

5 Vasos Coplin
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Reactivos
Solucién salina fisiologica
Tripsina 20 mg/50 ml
Bicarbonato de sodio 7 %
Soluciéon de EDTA al 1 %
Buffer de fosfatos 0.06 M pH 6.8
Etanol al 70 %

Colorante de Giemsa

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Sembrar y cosechar de la manera habitual (ver
cap 1.4).

2. Utilizar laminillas previamente maduras en la
estufa a 60°C por 24 h.

3. Sumergir las laminillas en un vaso Copplin
que contenga solucion salina fisiolégica durante
un minuto.

4. Introducir las laminillas en una solucién a
37°C de tripsina (20 mg/50 ml) bufferada a pH
de 8 con bicarbonato de sodio a 7 % de 10 a 15
segundos, aunque el tiempo puede incremen-
tarse hasta 20 segundos dependiendo de la
nitidez de las bandas, una vez que éstas se
observan al microscopio. Cabe mencionar que
con las condiciones a las cuales se trabaja en el
laboratorio, el tiempo 6ptimo de digestion es de
17 segundos.

5. Una vez concluida la digestion, sumergir las
laminillas en una solucién de EDTA al 1 %
durante 15 a 20 segundos.

6. Enjuagar las laminillas por inmersién en dos
vasos Coplin que contengan buffer de fosfatos
0.06 M a pH de 6.8 o bien en etanol al 70 %.
7. Teflir con Giemsa 1:10 durante 7 minutos.
8. Observar al microscopio y reportar los
resultados.

Practica 3. Técnica de tincion selectiva por bandeo Cy G
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Practica 3. Técnica de tincion selectiva por bandeo Cy G

Tabla 4
Numero Residuo Morma gue regula su Disposicion
de recoleccion o
residuoc almacenamiento
R1 Solucion salina MOM-052-5SEMARMNAT-2005 | Tara o desagle
fisiologica MOM-O02-ECCL-1996

2 Tripsina MOM-0D2-ECCL-1996 Verera la tangs
0 desagie con
sbundante agus

F3 ECTA MOM-O02-ECCL-1996 Meutralzar con
sbundante agus

vy Tara ©
desagle

R4 Buffer de fosfatos MOM-002-ECOL-1996 Verera ls
Tarja o desagie
con sbundante

Bgus

RS Solucion de Giemnsa MOM-D02-ECOL-1986 YVearera la 1angs
o desagle con
sbundante sgusa

RE Larninillas HOMOET-ECCL-55A1-2002 Recipiente de

residuos de
wvidno. Basureno
runicipal
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Practica 4. Identificacion de la cromatina "X" y de la cromatina "Y"
en células de la mucosa oral

PRACTICA 4

Jdentificaciin de ba cramatina "X y de la
cramatina "Y' en célublas de la mucosa eral

OBJETIVO

El alumno aprendera las técnicas para la obser-
vacion de la Cromatina “X” y de la Cromatina
“Y” en células epiteliales de la mucosa oral, por
medio de la realizacion de las mismas para que
comprenda la utilidad que tienen estas pruebas
en la determinacion de los cromosomas sexuales
presentes en el genoma de un individuo y su
correlacién con alguna patologia.

INTRODUCCION

En la década de los 40’s el embriologo francés
Alfred Jost observo que cuando se le extirpaban
las génadas indiferenciadas al feto de un conejo
macho antes de que hubiera comenzado el desa-
rrollo masculino, éste se desarrollaba como una

hembra. Las gonadas, los conductos deferentes
(mesonéfricos y paramesonéfricos) y los genita-

les externos se desarrollan a partir de un estadio

indiferenciado aproximadamente al final de la
sexta semana de embarazo en los seres humanos,
después de que migraron las células germinales
del primordio del embriéon dentro de las génadas
al inicio indiferenciadas. En las gonadas pueden
distinguirse una parte interna (médula) y otra
externa (corteza) (Passarge, 2004). Estudios re-

cientes han demostrado que la diferenciacion de

la génada se produce en el momento mismo de la
edad del feto (7 ® semana), para el testiculo y para
el ovario, alrededor de la novena semana de vida

embrionaria, enelserhumano (Sizonenko,2011).

En los mamiferos, con la presencia de los
cromosomas XY, la goénada bipotencial se
diferencia hacia testiculo bajo la influencia del
gen SRY (gen responsable de la diferenciacion
testicular), asi como el factor determinante del
testiculo TDF (por sus siglas en inglés testis-
determinning factor) localizados en el cromo-
soma Y. Los testiculos producen testosterona,
necesaria para la diferenciacion del conducto
de Wolff en el epididimo, conductos deferentes,
las vesiculas seminales y MIS (sustancia
inhibidora de los conductos de Miiller, también
conocida como hormona anti-Mulleriana o
AMH) la cual causa la regresion de los
conductos de Miiller, utero, trompas de falopio
y la parte superior de la vagina en especies de
mamiferos (Teixeira et al., 2001). Por lo tanto,
en ausencia de un cromosoma Y y SRY, la
gonada indiferenciada se diferencia hacia
ovario. Sin testosterona, el conducto de Wolft
se degenera, y sin MIS, los conductos de Miiller
se diferencian en vagina superior, utero y las

trompas de falopio (Teixeira et al., 2001).
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Citogenética humana (Manual de laboratorio para BQD)

Los cromosomas sexuales de los mamiferos
son muy heteromorfos, ya que en las hembras los
dos cromosomas X son completamente homo-
logos, mientras que en los machos no, por que el
cromosoma X es grande y genéticamente rico:
tiene muchos genes activos imprescindibles para
la vida, en contraste con el pequeio, hetero-
cromatico y degenerado cromosoma Y. Asi, los
cromosomas sexuales constituyen un desafio a los
mecanismos que garantizan la correcta segre-
gacion de los autosomas durante la meiosis,
puesto que la sinapsis se debe de llevar a cabo
entre ellos (Akerfelt et al., 2010). La zona de
recombinaciéon entre los cromosoma X e Y se
encuentra en el extremo telomérico del brazo corto
de ambos cromosomas. A esta region se le llama
seudoautosomica (RSA). Fue demostrada en la
especie humana por Weissenbach, H. Cooke y P.
Goodfellow en 1985, pero la homologia disminuye
a medida que se aleja de esta region, (Hernandez,
2006), ver figura 17. Con el fin de hacer frente a
una sinapsis incompleta, los cromosomas sexuales
se aislan en un compartimento subnuclear,
llamado corptsculo de cromatina sexual (Akerfelt
et al., 2010).

"
HAaaidn
PioudnAnTrGiiming

ATrmaET

Figura 17. Zona de recombinancién entre los
cromosomas X y Y (imagen modificada de
kadipedia.com)

En 1970 Cassperson y colaboradores demos-
traron que el cromosoma Y tiene afinidad a
ciertas sustancias fluorescentes como el hi-
drocloruro de quinicrina. Person y colabo-
radores, en 1970, encontraron que las células
en interfase obtenidas por un suave raspado de
la mucosa oral de varones normales, muestran
un cuerpo fluorescente muy brillante. A dicha
estructura se le denominé cromatina sexual “Y”
o corpusculo “F”. El estudio de la cromatina
sexual Y es un método util que permite
determinar el numero de cromosomas Y
presentes en un individuo. Por ejemplo, el
hallazgo de 2 cro-matinas Y en varias células
puede observarse en pacientes con alte- racion
cromosomica tipo XYY (Orrego, 2006)

El ADN de los cromosomas se une a los
diversos tipos de colorantes, algunos de los
cuales producen fluorescencia al ponerse en
contacto con la luz UV, de éstos; el colorante
mas efectivo es la quinacrina que tifie de forma
caracteristica a los cromosomas. El cromo-
soma Y presenta una fluorescencia especial-
mente brillante tanto en nucleos metatasicos
como en interfasicos, por lo que su iden-
tificacién es muy sencilla. Esta técnica debe
emplearse para valorar todo paciente en que se
sospeche una alteracién cromosémica (Verma,
1995).
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CUESTIONARIO PREVIO

1.- ;Qué es la cromatina X y qué utilidad tiene su
identificaciéon?

2.- ;Qué factores pueden reducir la frecuencia de
las células con cromatina X?

3.- ;A qué edad se inactiva en la mujer un cro-
mosoma X?

4.- ;Qué colorantes se pueden utilizar para la
identificacién de la cromatina X?

5.- 3Quiénes fueron los que observaron por
primera vez la cromatina X, en qué animal y en
qué tejido?

6.- ;Qué genes escapan a la inactivaciéon y en
dondé se localiza el centro de inactivacion del
cromosoma X?

7.- Escribe la hipdtesis de Mary Lyon.

8.- ;Que es el corpusculo F y qué pone de mani-
fiesto?

9.- ;Cual es la densidad génica del cromosoma X
y del cromosoma Y?

10.- Explica la funcién que tiene cada uno de los
reactivos que se utilizan en la identificacion del

corpusculo E

EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES

Material por alumno
Portaobjetos
Cubreobjetos
Abatelenguas
Guantes
Cubrebocas
Marcador indeleble
Guantes de latex o vinilo

Pinzas Adson sin dientes

Practica 4. Identificacion de la cromatina "X" y de la cromatina "Y"
en células de la mucosa oral

Material por equipo
Microscopio de fluorescencia
Vasos Coplin

Servitoallas

Reactivos
Buffer de Mcllvaine pH 5.6
Solucién de quinacrina

Metanol absoluto

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL
Corpiisculo F

1. Obtener células epiteliales de la mucosa oral
mediante raspado con un abatelenguas estéril.
Es importante emplear una presion sufi-
cientemente firme para obtener células
epiteliales profundas, las cuales tienen ntcleos
vesiculosos grandes, pues los nucleos pignéticos
de las células superficiales no son satisfactorios
2. Dispersar las células sobre un portaobjetos
limpio.

3. Colocar las laminillas en metanol absoluto de
10 a 15 minutos.

4. Enseguida de la fijacion, dejar la laminilla en
una posicion inclinada y dejar que se seque.

5. Colocar la laminilla en la solucién de
quinacrina de 5 a 10 minutos.

6. Enjuagar con agua corriente.

7. Montar el buffer de Mcllvaine pH 5.6.

8. Examinar la laminilla con el microscopio de
fluorescencia con una longitud de onda de 450

nm a 500 nm.
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Préctica 4. Identificacion de la cromatina "X" y de la cromatina "Y"
en células de la mucosa oral

Tabla 5
NOamero Residuo Morma gue regula su Disposicion
de recoleccion o
residuo almacenamiento
R1 Abatelenguas MOMOET-ECOL-55A1-2002. | Bolsa da basurs
negra, basureno
municipal,,
R2 Alcohol Absoluto Ciestilado v
reutiizado
R3 Solucion de Inactivacion por
quinacrins fotolisis solar.
R4 Agus con trazas de MOM-D02-ECOL-1996 Tana o desague
solucion de
quinacrna
RA Buffer de Mclhvaine MOM-D02-ECOL-1996 Tana o d-—=sague
RE Laminillas MOMOET-ECOL-55A1-2002 Inactivauion y

basurero
miunicipal en
recipiente para
residuos de
wvidno
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4.1 CROMATINA SEXUAL "X"
O CORPUSCULO DE BARR

INTRODUCCION

Los experimentos de Murray L. Barr y Ewart G.
Bertram con células nerviosas de gatas en 1949,
asi como estudios posteriores de Keith Moore
y Barr en la especie humana, demostraron un
mecanismo genético en mamiferos que com-
pensa la expresion de los genes ligados al cromo-
soma “X” en los dos sexos, al observar un cuerpo
que se teniia de oscuro en la interfase de células
nerviosas de gatas, que no se encontraba en célu-
las similares del gato (Klug, 2006).

Uno de los grandes acontecimientos de la Cito-
genética contemporanea ha sido la compro-
bacion de la Hipotésis de Mary Lyon. Pruebas
experimentales demuestran que este cuerpo, lla-
mado Corpusculo de cromatina sexual, o sim-
plemente corpusculo de Barr, es un cromosoma
X inactivado. Susumo Ohno fue el primero en
sugerir que el Corpusculo de Barr surge de uno

delos 2 cromosomas X en la mujer. (Klug, 2005).
Ver figura 19.

En 1961 Mary Lyon propuso una hipotesis, la
cual es conocida como “Hipétesis de Lyon” (en
su honor), la cual establece que uno de los cro-
mosomas “X” en las hembras de mamiferos se
inactiva en etapas muy tempranas del desarrollo
embrionario. Se entiende por Lyonizacion al pro-
ceso por el cual uno de los dos cromosomas “X”
en la mujer se inactiva en cada una de las células
somaticas. Esta inactivacion se manifiesta por la
presencia de la cromatina “X” y ocurre en el tro-

foblasto al décimo dia después de la fecundacion

Y, en el embrién propiamente dicho, al décimo
sexto dia. Para dar su hipoétesis, Mary Lyon, se
basé en sus observaciones hechas en ratones
hembras heterocigotas para los genes que deter-
minan el color del pelaje ligados al cromosoma X
(Klug, 2006).

La inactivacion del cromosoma X solo ocurre en
las células somaticas que tienen dos cromosom-
as “X”, ya que en las células germinales ambos
cromosomas X tienen necesariamente que per-

manecer activos.

El proceso de inactivacion del cromosoma X es
un mecanismo complejo, debido a que en el ini-
cio de la inactivacion y en el mantenimiento de
la misma participan mecanismos moleculares

precisos.

Existen dos tipos de inactivacion del cromosoma
X: a) Inactivacién del cromosoma X con im-
printing: el cromosoma X de origen paterno se
inactiva de forma preferencial en los tejidos ex-
traembrionarios; b) Inactivacion del cromosoma
X al azar: ocurre tempranamente en el embrion
hembra, en el que los dos cromosomas X de
origen paterno o materno tienen la misma posi-
bilidad de ser inactivados. Este proceso complejo
se realiza por separado en cada célula (Shen et
al., 2008). La inactivacion del cromosoma X es
resultado de la inactivacion aleatoria de la trans-

cripcién de uno de los dos cromosomas X en las
células normales de los mamiferos hembra.
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Este proceso permite a los mamiferos alcanzar la
dosis de equivalencia de la mayoria de los genes
ligados al X entre las mujeres, que normalmente
tienen dos cromosomas X, y los hombres, que
normalmente tienen uno solo. (Hendrich et al.,
1997).

El locus genético principal, propuesto para con-
trolar el proceso de inactivacion del cromosoma
X, es el Centro de Inactivacién del Cromosoma
X, denominada region del XIC y localizada en
Xql13 (en los brazos largos del cromosoma X,
en la region uno, banda tres). Esta region abarca
unos 680 kb en el humano, es un elemento regu-
latorio que facilita la expansion bidireccional de
la inactivacion del cromosoma X y posee la in-
formacion para la eleccion del cromosoma que

va a inactivar.

En esta region se encuentra el gen Xist, que trans-
cribe pero no traduce, es decir, el producto del
gen Xist es un RNA regulador que no codifica
para ninguna proteina y es generado a partir de
los dos cromosomas X. Su funcion es cubrir por
completo al cromosoma X que va a ser inactiva-
do. A medida que se expande por el cromosoma
X, se van silenciando los genes, provocando un
cambio en la conformacién de la cromatina, ya
que se produce la metilacion de la histona H3 en
las lisinas K9 y K27 y una no metilacién en la
lisina K4, ademds de la desacetilacion de la his-
tona H4, adoptando una configuraciéon de he-
terocromatina. En los seres humanos y ratones,
XIC parece ser estabilizado por la metilacion de
los residuos de citosina en las islas (CpG) en los
sitios de las regiones promotoras de los genes en
las células con el cromosoma X inactivo (Hore
et al., 2008).

Préctica 4. Identificacion de la cromatina "X" y de la cromatina "Y"
en células de la mucosa oral

Sin embargo, es importante recalcar, que no to-
dos los genes ubicados en el cromosoma X se in-
activan, aproximadamente el 15 % de ellos se
escapan a la inactivacion expresandose tanto en el X
activo (Xa) como en el X inactivo (Xi) y son los de la
region pseudoautosdmica. Un 10 % muestran inac-
tivacion variable y éstos se ubican principalmente en
Xp distal (Hendrich et al., 1997).

Se sabe que Xist juega un papel importante en
la inactivacion del cromosoma X (XCI) durante
la embriogénesis de los mamiferos hembra y que
cada célula somatica tendra el cromosoma X ma-
terno o paterno inactivo (Dvash et al., 2010).
El mecanismo por el cual XIST induce el silen-
ciamiento de genes, una vez asociado con el cro-
mosoma X inactivo, se encuentra actualmente en

fase de investigacion activa. (Lyon, 2007).

El cromosoma X inactivo permanece conden-
sado durante la mayor parte de la interfase, es
de replicacion tardia y visible en el interior del
nucleo de las células interfasicas de la mucosa
oral como una masa de cromatina que se tifie
intensamente con colorantes afines al ADN, ob-
servandose como un cuerpo plano convexo ad-
herido a la superficie de la membrana nuclear.
En las mujeres, cuando uno de los cromosomas
X es estructuralmente anormal, es el que se in-
activa de preferencia y, cuando las células tienen
mas de dos cromosomas X, se inactivaran todos
los extras menos uno. Por lo tanto el numero de
cromatinas X o Corpusculos de Barr sera igual
al nimero total de cromosomas X presentes,
menos uno. C = N - 1. Donde C es el nimero de
Corpusculos X y N es el namero total de cromo-

somas X presentes (Klug, 2006). Ver figura 19.
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Figura 19. Corpusculo de Barr. Arriba, Corpusculos
de Barr en diferentes muestras: (A) (46, XY). (B)
(46, XX). (C) (47, XXX). (D) (48, XXXX). (E) (49,
XXXXX). Abajo, Corpusculo de Barr tomada en el
Laboratorio de Citogenética de la FESC, Campo
Uno

EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES
(CROMATINA SEXUAL)

Material por alumno
Portaobjetos
Cubreobjetos
Abatelenguas
Guantes de latex o vinilo
Cubrebocas
Pinzas Adson sin dientes

Material por equipo

Microscopio
Vasos Coplin
Papel secante
Aceite de inmersion

Reactivos

Acetorceina

Aceite de inmersion
Alcohol de 96°

Xilol

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Obtener células epiteliales de la mucosa oral
mediante raspado con un abatelenguas estéril.
Es importante emplear una presion sufi-
cientemente firme para obtener células
epiteliales profundas, las cuales tienen ntcleos
vesiculosos grandes, pues los nucleos pig-
noticos de las células superficiales no son
satisfactorios.

2. Dispersar las células sobre un portaobjetos
limpio.

3. Adicionar unas gotas de colorante de ace-
toceina y colocar encima un cubreobjetos.
4. Presionar con el papel secante para que las
células se aplanen adecuadamente y se quite el
exceso de colorante.

5. Observar al microscopio con el objetivo 10x
6 40x para posteriormente utilizar el objetivo
de inmersion.

6. Observar 50 células y anotar el numero de
corpusculos de Barr encontrados y reportar los

resultados.
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Tabla 6
Nomero de Residuo Morma gue regula su Disposicion
residuo recoleccion o
almacenamiento
1 Abatelengusas MOM-DET-ECOL-55A1-2002. Bolsa de basurs
nagra, basuren
municipal,,
2 Senvitoallas MOM-O8T-ECOL-55A1-2002. Bolsa de basurs
SUCISS, nagra, basuren
miunicipal.
Fa Papel Sads MOMDET-ECOL-55A1-2002. Bolsa de basurs
nagra, basurenn
miunicipal.
Fd4 Laminillas MONHDET-ECOL-55A1-2002 Fecipiente para
residuos de vidno.
Basurern municipal




Practica 5. Aberraciones cromosdmicas estructurales (ACE)

PRACTICA 5
Ubeviaciones cuomosdmicas estucturales (UCE)

OBJETIVO

El alumno analizard preparaciones cromosomi-
cas a través del microscopio éptico para adquirir
destreza, habilidad y poder discriminar las diver-

sas cromosomopatias.

INTRODUCCION

Para que un cromosoma sea completamente
funcional, y por tanto pueda estar implicado en
el proceso de la herencia, debe de tener ciertos
locus especificos, como son: los telémeros, cen-
tromeros, y origenes de replicacion. Los origenes
de replicacion garantizan la copia exacta de todo
el genoma, los telomeros protegen la termi-
nacién del cromosoma de la degradacién y elimi-
naciéon proporcionando cierta estabilidad, y los
centrémeros aseguran la reparticiéon del genoma
a las células hijas. Los defectos en cualquiera de
estas funciones conducen a la inestabilidad del
genoma, su reorganizacion, y, de esta manera,
puede ocurrir una aneuploidia. Las anomalias
cromosoOmicas constituyen también la base de
enfermedades humanas congénitas (Stimpson et
al., 2010).

Las ACE’s se forman por la ruptura del mate-
rial genético cromosdmico o sobrecruzamiento

desigual del cromosoma dando lugar a elimi-

naciones (deleciones), anillos cromosémicos,
duplicaciones, translocaciones, inserciones, e in-
versiones. Una simple ruptura en un cromosoma
puede producir una delecién terminal, mientras
que dos rupturas en un solo cromosoma pueden
dar lugar a una delecion intersticial, un cromo-
soma en anillo o una inversion. Dos rupturas en
dos cromosomas diferentes pueden producir
cambios estructurales como translocaciones sim-
ples, reciprocas y robertsonianas. Un sobrecru-
zamiento desigual puede dar lugar a duplica-

ciones o deleciones (Moore; Best, 2001b).

Las cromosomopatias estructurales pueden ser
balanceadas o no balanceadas. Las balanceadas
a menudo no tienen consecuencias importantes
para quien las porta, pero para su descendencia
si; en tanto, las anomalias que no estan balan-
ceadas pueden producir sindromes graves a los
individuos y a su descendencia. Dichas cromo-
somopatias se dan por una inapropiada ali-
neacion durante la meiosis o por ruptura en la
meiosis o mitosis (la probabilidad de una ruptura
cromosomica aumenta con la presencia de agen-
tes nocivos, denominados clastégenos), y aunque
existen mecanismos de reparacion algunas estas
rupturas se mantienen o se reparan de manera
ineficiente de tal forma que se altera la estructura
del cromosoma (Jorde, 2005).
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El andlisis cromosomico de las células que se
dividen a veces revela la presencia de cromo-
somas rotos o de reordenamientos complejos,
tales como anillos y cromosomas con cen-
tromeros multiples. Algunos de estos pueden
dar lugar a células hijas con deleciones o
translocaciones, mientras que otros seran in-
compatibles a la divisién celular y la super-

vivencia de la célula (Warburton, 2006).

Tabla 7. Abreviaciones cromosdmicas segun el Sistema
Internacional de Nomenclatura de la Citogenética Humana

(Passarge, 2010)

Cariotipo femenino normal con 46 cromosomas (dos cromosomas | 46 XX
XX)

Canotipo masculino normal con 46 cromosomas (un cromosoma X | 46 XY
yun ')

Canotipo con 47 cromosomas ( dos cromosomas XX e uno') A7 KXY
Canotipo con 47 cromosomas (cromosomas X e ) y un A7 XX +21
cromosoma 21 adicional (tnsomia 21)

Brazo corto del cromosoma 13 13p
Brazo largo del cromosoma 13 13q
Region 1, banda 4 del brazo largo del cromosoma 13 13g14
Delecion del cromosoma 5 del(5)

Delecion del cromosoma 3, desde laregion 2 banda 1 del brazo
largo (2g21) hasta el final (telomero del brazo largo (g-ter)

del(3)(g21-gter)

largo del cromosoma 2 se acortd y el del 5 se alargo

Inversion del cromosomad , 4p11 a 4g21 (inversian pericéntrica) Invid)(p11g21)
Forma de anillo del cromosoma 13 {implica una delecion) r13
Isocormosoma para el brazo largo del cromosoma X iXq)
Translocacion reciproca entre un cromosoma 2 y uno 9; el brazo t(2g-5g+)

El segmento q22 al g32 de un cromosoma 2 se inserto en laregion
pl14 de un cromosoma 5

Insi3;2)(p14;q22;q32

Cromosoma X con un sitio fragil en la posicion q 27.3 Fra(X)(g27.3)
Pérdida -
Ganancia +
Mosaicos; translocacion Robertsoniana /
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CUESTIONARIO PREVIO

1.- ;En que consiste una aberracion cromosémi-
ca estructural?

2.- ;Cémo se clasifican las aberraciones cromo-
somicas estructurales?

3.- ;En qué etapa del ciclo celular es mas factible
que sucedan este tipo de aberraciones y por qué?
4.- ;Qué técnica de Bandeo cromosomico se uti-
liza para su diagnoéstico?

5.- 3Cuales son los mecanismos que originan este
tipo de aberraciones? Dibujalos

6.- Escribe 3 sindromes (con sus signos y sinto-
mas) que se originen por este tipo de aberra-

ciones.

EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES

Material por alumno
1 laminilla con preparacién cromosémica

1 microscopio

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Colocar la laminilla con la preparacion
cromosdmica en el microscopio.

2. Observar al microscopio 6ptico con los
objetivos 10x y 40x.

3. Estudiar las metafases seleccionadas con el
objetivo seco fuerte (100x).

4. Anotar sus observaciones e indicar de que
ACE se trata.

Préctica 5. Aberraciones cromosdmicas estructurales (ACE)

EJERCICIO 2

1. De la siguiente microfotogratia localizar y
contar el nimero de cromosomas.

2. Realizar los pasos como se indican en el
capitulo 1.5, andlisis cromosomico.

3. Analizar y utilizar la tabla para indicar de que
ACE se trata.
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Prictica 5. Aberraciones cromosodmicas estructurales (ACE)
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Practica 6. Aberraciones cromosémicas numéricas (ACN)

PRACTICA 6
Ubeviaciones cuomosdmicas numéricas (UCN )

OBJETIVO

El alumno analizard preparaciones cromosdmi-
cas a través del microscopio 6ptico para adquirir
destreza, habilidad y poder discriminar las diver-
sas cromosomopatias numéricas en el humano,
con el fin de realizar un diagndstico citogenético

correcto.

INTRODUCCION

El cariotipo normal de los cromosomas consiste
en un patrén de 22 pares de cromosomas au-
tosémicos y un par de cromosomas sexuales: XY
en el varon y XX en la mujer (Pagana, 2008). Las
alteraciones numeéricas pueden ser por exceso,
disminucién o por defecto, y afectar a toda la se-
rie haploide (euploidias) o a pares cromosdmicos
aislados (aneuploidias) (Oliva, 2004).

6.1 EUPLOIDIAS

Las alteraciones euploides son multiplos
exactos del nimero haploide n (triploidias
3n=69 4n=92

cromosomas, etc.). Si el nimero de veces que se

cromosomas, tetraploidias

repite la serie haploide es muy elevado se

denominan poliploidias; su origen suele residir

en una dispermia (fecundaciéon del 6vulo por
dos o mas espermatozoides) o por error
meiotico (no expulsion del cuerpo polar) o por

errores en la citocinesis (Oliva, 2004).

Estas euploidias se pueden producir en los tumores
o en lineas celulares cultivadas, produciéndose
normalmente en pocos tejidos del cuerpo. La
triploidia o tetraploidia puede ocurrir en la con-
cepcidn, pero por lo general conduce a la muerte
embrionaria o fetal. La haploidia es cuando hay
s6lo un cromosoma de cada par, se produce rara
vez en los tumores, pero no es compatible con
el desarrollo mas alla de las primeras divisiones
celulares (Warburton, 2006).

6.2 TRIPLOIDIA

Las triploidias son unas de las anomalias cro-
mosoémicas mds comunes en los seres humanos,
que ocurren en aproximadamente el 1 % de
todos los productos de la concepciéon. La ma-
yoria de las concepciones triploides mueren en
el desarrollo temprano y representa aproxi-
madamente el 10 % de los abortos espontdneos
(Zaragoza et al., 2000).

La triploidia es un trastorno genético que no

es compatible con la vida, ya que se tiene un
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complemento cromosémico haploide adicio-
nal que resulta en un total de 69 cromosomas,
ver figura 23. Existen dos tipos de triploidia
segun el origen parental. El tipo I, cuando el
complemento cromosémico que estd de mads es
de origen paterno (diandra), “con crecimiento
normal del feto”, presentando un aumento de la
translucencia nucal, una placenta muy grande y
multiquistica, con niveles elevados en suero ma-
terno de beta gonadotropina coriénica humana
(B- hCQG), lo que se conoce como mola hidati-
forme. Los embarazos molar parciales se asocian
generalmente con triploidia de origen diandrico
(Houwen et al., 2009).

Eltipo II es cuando el complemento cromosémi-
co adicional que estd de mas es de origen ma-
terno (diginia). Se caracteriza por una placenta
pequena, pero normal, con disminucién de los
niveles de restriccion del cre-cimiento f-hCG y
del feto asimétrico. Los defectos estructurales co-
munes en ambos tipos son las manos, el corazon,
la cabeza y la cara con malformacién (Houwen
et al., 2009).
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Figura 23. Cariotipo de una célula triploide
de un feto abortado (Warburton, 2006)

6.3 TETRAPLOIDIAS

La mayoria de las plantas poliploides son tetra-
ploides. Los alotetraploides son aquellas plantas
que tienen dos genomas diferentes, los cuales
surgen a partir de cruzamientos entre especies
diferentes seguida por la duplicacion de los cro-
mosomas. Esta situacion da lugar a la formacién
de bivalentes en la profase de la meiosis I y por lo
tanto es llamada la herencia disémica. Mientras
que los autotetraploides son aquellas plantas que

tienen 2 genomas iguales (Birchler, 2009).

6.4 POLIPLOIDIAS

La poliploidia es la duplicacion de todo el geno-
ma, con la participaciéon de alopoliploides y
autopoliploides. Es un modo importante de es-
peciacion en las plantas, pero es relativamente
rara en los animales. El 47 % de todas las
plantas con flores y el 95 % de todos los
helechos surgié a través de la duplicaciéon de
los cromosomas en hibridos interespecificos
(Nevo, 2006).

6.5 ANEUPLOIDIAS AUTOSOMICAS

La aneuploidia se define como un nimero anor-
mal de cromosomas; es reconocida como un
mecanismo comun de las patologias cromosémi-
cas humanas y a menudo conduce a patrones
anormales de la expresion génica con exceso o
disminucién en la expresion de genes especificos.
Clasicamente, el término se limito a la presencia
de cromosomas enteros de mas (trisomia) o la
ausencia de cromosomas (monosomia). Sin em-

bargo, con el desarrollo de técnicas moleculares
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de alta resolucidn para escanear el genoma, las
aneuploidias estan siendo cada vez mejor defini-
das e identificadas (Dierssen et al., 2009).

La aneuploidia (trisomia o monosomia) es la
anomalia cromosdémica mas frecuentemente
identificada en los humanos: se produce en al
menos 5 % de todos los embarazos clinicamente
reconocidos. Sin embargo, algunos fetos ane-
uploides sobreviven a largo plazo. Ademas, la
aneuploidia es la causa mds comun de retraso
mental. El desequilibrio de la dotaciéon cromo-
somica generalmente da lugar a la inviabilidad.
Por lo tanto, la no disyuncién meiética y el reza-
go anafdsico es un de los mecanismos que la pro-
ducen (Hassold;Hunt, 2001)

CUESTIONARIO PREVIO

1.- ;En qué consiste una aberracion cromosémi-
ca numeérica?

2.- ;Cuales son los mecanismos que originan este
tipo de aberraciones?

3.- ;Como se clasifican las aberraciones cromo-
somicas numeéricas?

4.- Dibuja una no disyuncién y un rezago anafasi-
co. ;Qué originan?

5.- Escribe 5 sindromes (con sus signos y sinto-
mas) que se originen por este tipo de aberra-

ciones.

EQUIPOS, REACTIVOS Y MATERIALES

Material por alumno
1 laminilla con preparacién cromosémica

1 microscopio

Préctica 6. Aberraciones cromosdmicas numéricas (ACN)

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

1. Colocar la laminilla con la preparacion
cromosomica en el microscopio.

2. Observar al microscopio optico con los
objetivos 10x y 40x.

3. Estudiar las metafases seleccionadas con el
objetivo seco fuerte (100x).

4. Anotar sus observaciones e indicar de qué
ACE se trata.

EJERCICIO 3

1. De la siguiente microfotografia localizar y
contar el nimero de cromosomas.

2. Realizar los pasos como en el capitulo 1.5
analisis cromosdmico.

3. Analiza y utiliza la tabla para indicar de que
ACN se trata.
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Apéndice

APENDICE

(Preparacion de Reactivos)

1) Solucién hipotoénica de KC1 0.075 M
Pesar 1.3979 g de cloruro de potasio y disolverlo
en 250 ml de agua destilada.

2) Colchicina 0.04 %

Pesar 0.04 g de colchicina y disolverlos en 100 ml
de agua destilada.

NOTA: Utilizar guantes y cubreboca al preparar
esta solucion ya que la colchicina

puede ser genotoxica.

3) Fitohemaglutinina

Lavar 20 g de frijol con agua corriente. Dejarlos
remojando toda la noche a 4 °C. Transcurrido el
tiempo, decantar el agua, poner los frijoles en
una licuadora y hacer una pulpa fina con 30 ml
de solucion salina isoténica (NaCl 0.85 %).
Pasar la pulpa a un frasco con tapa y agregar
otros 70 ml de solucién salina isotonica.
Continuar la extracciéon por 24 horas a 4 °C,
agitando ocasionalmente. Posteriormente, pue-
de centrifugarse en una centrifuga clinica para
quitar los residuos gruesos de la pulpa del frijol,
para posteriormente centrifugar a 4 °C por 15
minutos a 14 000 rpm. Retirar los sobrena-
dantes y de ser necesario centrifugar una vez
mas hasta que no se observen sdlidos. Recoger
el sobrenadante y medir su volumen. Diluir 1:25

con solucion salina isotdénica.

Esterilizar por filtracién inmediatamente.
Congelar la fitohemaglutinina en alicuotas pe-

queiias para su uso.

4) Acido clorhidrico 0.2 N
Medir 0.616 ml de HCI de densidad 1.118 y

aforar a 1000 ml con agua destilada.

5) Hidroxido de bario 0.1 N
Pesar 2.14225 g de Ba(OH), y disolverlos en 250

ml de agua destilada.

6) Solucidn salina doble de citratos 2xSSC
Pesar 17.53 g de NaCl y 8.82 g de Citrato de sodio
dihidratado (Na,C H,O,. 2H,0) Disolver pri -

mero una sal y luego la otra en 1000 ml de agua

destilada.

7) Buffer de fosfatos 0.3 M pH 6.8 (proporcion
3A : 2B) para tincion Bandeo C

Solucién A: Pesar 40.827 g de KH,PO, y disolver
en un litro de agua destilada.

Solucion B: Pesar 42.588 g de Na,HPO, y disol-

ver en un litro de agua destilada.

8) Acetorceina

Pesar 0.5 g de orceina y colocarla en una matraz
Erlenmayer con 12.5 ml de 4cido acético glacial.
Hervir la solucién durante 30 minutos, evitando
que bulla demasiado pues puede derramarse,

agitando el matraz continuamente. Enfriar la
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solucion y aforar a 25 ml con agua destilada. Al-
macenar en botella ambar y proteger de la luz
(duraciéon de 6 meses). Filtrar en frasco gotero

para su uso.

9) Buffer de fosfatos 0.06 M pH 6.8 para Bandas G
Pesar 2.0413 g de KH,PO, y disolverlos en 250
ml de agua destilada.

Pesar 2.1294 g de Na HPO, vy disolverlos en 250
ml de agua destilada.

Para obtener la solucién de trabajo, mezclar
25 ml de cada una de las soluciones anteriores

obteniéndose asi el pH de 6.8.

10) Solucién de tripsina
Pesar 20 g de tripsina grado reactivo y disolver-

los en 50 ml de agua destilada.

11) Solucién de bicarbonato al 7 %
Pesar 7 g de bicarbonato de sodio y disolverlos en
100 ml de agua destilada.

12) Solucién de EDTA al 1 %
Pesar 0.5 g de EDTA vy disolverlos en 50 ml de

agua destilada.

13) Buffer de Mcllvaine (pH5.4)
Disolver 2.1 g de 4cido citrico (H,C.H.,O.), 3.9 g
de fosfato dibdsico de sodio (Na,HPO,) en 500

ml de agua destilada

14) Solucion de Quinacrina

Hidrocloruro de Quinacrina 100 mg en 200 ml
buffer de Mcllvaine (pH 5.4). No olvides que la
quinacrina, asi como otros fluorocromos pueden
ser carcinogénicos, por lo que debes manejarlos

con precaucion y responsabilidad.
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SEGURIDAD Y CALIDAD DENTRO DEL LABORATORIO

El trabajo en los laboratorios estd regulado por
diversas normas y protocolos tanto de calidad
como de seguridad, cuyo objetivo principal es
llevar a acabo un buen desempefio de las prac-
ticas, asi como también de sensibilizar a los
participantes sobre la importancia tanto de su

autocuidado como la de sus compaiieros y su
entorno; generar conciencia en seguridad, de
los accidentes que pueden prevenirse y del con-
trol de los peligros asociados que ocurren con la
manipulacion y el uso de agentes infecciosos y
quimicos. Estas normas a su vez se encuentran
reguladas por diversas normas (NORMA Ofi-
cial Mexicana NOM-018-STPS-2000: NOM-
087-ECOL-SSA1-2002; NOM-026-STPS-2008;
como también el manual de bioseguridad 2005
de la OMS). Siempre se deben tener presentes los
posibles riesgos que existen al trabajar con mate-
riales y agentes peligrosos, por lo que no hay ex-
cusa para que se presenten accidentes dentro del
laboratorio si todos sus integrantes se encuen-
tran bien informados. Por lo cual, a continuacién
se enlistaran una serie de normas que deben
conocerse y seguirse para que tanto el alumno
como los profesores y trabajadores puedan llevar

a cabo.

El personal que ingresa al laboratorio de
citogenética esta OBLIGADO a seguir las
indicaciones del personal a cargo del mismo
(en este caso el profesor que en ese momento se
encuentre impartiendo la materia). Al iniciar el
ciclo escolar, el personal brindard la infor-
macién sobre las medidas de seguridad (las
cuales deberan seguirse a lo largo de todo el
semestre), y sobre uso y localizacién de
dispositivos de seguridad tales extintores,
tragafuegos, salidas de emergencia, teléfonos de
emergencia, lavaojos, regadera de emergencia y
pictogramas, ubicados al interior del labora-
torio los cuales NO DEBEN de ser ignorados
por el personal (NOM-018-STPS-2000).
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2.- SENALAMIENTOS Y COLORES DE SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

Es importante también entender y comprender la
importancia de los sefialamientos y colores de se-
guridad e higiene colocados en el laboratorio, los
cuales se ven desde la tuberia hasta los reactivos
a utilizar, cuya finalidad es indicar al alumno la
presencia de peligro y asi prevenir cualquier acci-
dente que pueda ocurrir. En la Tabla 1 se mues-
tran los colores de seguridad y su significado de

cada uno de ellos.

Dentro del laboratorio como ya se ha comen-
tado, existe una serie de pictogramas los cuales
indican una accién ya sea preventiva o de pro-
hibicion; éstas estan dispuestas para evitar acci-
dentes en el area de trabajo. Cada pictograma se
encuentra encardado por una serie de formas ge-
ométricas, que tienen asociadas una accion, estas
estan asignadas por la NOM-026-STPS-2008. A
continuacion en las tablas 2-6 se muestran los
pictogramas que se encuentran en el laboratorio

de citogenética.

Tabla |. Colores de seguridad, su significado e indicaciones y precisiones

(NOM-026-STPS-2008).
COLOR DE
SEGURIDAD SIGNIFICADO INDICACIONES ¥ PRECISIONES
Faro. Alto y dispositivos de desconexion para emergencias.
Prohibicion, Senalamientos para prohibir accones especificas
ROJO - . :
M . Ubicacion y localizacion de los mismos &
N¥, OGS ¥ ;rs!emaa PRI dentificacion de tuberias que conducen fluidos para
combate de ncendios. -
el combaie de incendios.

i Atencion, precaucion, verificacion e identificacion de
PONETEREMN 08, DORD: tuberias que conducen fluidos peligrosos.

AMARILLO  |Delimitacion de dreas. Limites de dreas restringidas o de usos especificos.
Advertencia de peligro  por|Senalamiento para indicar la presencia de material
radiaciones ionizantes. radiactivo.

Identificacion de fuberias que conducen fluidos de
bajo nesgo. Senalamientos para indicar salidas de
VERDE Condicion segura emergencia, rutas de evacuacion, zonas de seguridad
y primeros auxilios, lugares de reunion, regaderas de
emergencia, lavaojos, enire oiros,
AZUL Obligacion Senalamientos para realkizar acciones especificas.
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Tabla 2. Pictograma de prohibicion (NOM-026-STPS-2008).

IHCHC ACTION

CONTENIDO DE IMAGEN DEL
SIMBOLO

EJEMPLO

&

A FPROHIBIDO FLUMAR CIGARRILLOD EMCENDIDO
Tabla 3. Pictogramas de precaucion (NOM-026-STPS-2008).
: _ CRANEQ HUMANG DE FRENTE
c2 ?:EE:”C'G”' PR CON DOS HUESOS LARGOS
CRUZADOS POR DETRAS
UMNA MANDO INCOMPLETA SOBRE
LA QUE UNA PROBETA DERRAMA
o3 PRECALUCION, SUSTANCIAS UM LIQUIDO, EM ESTE SIMBOLO
CORROSIVAS PUEDE AGREGARSE UNA BARRA
INCOMPLETA SOBRE LA QUE OTRA
PROBETA DERRAMA UN LIQUIDO
PRECALUCION, MATERIALES
C4 | INFLAMABLES ¥ cCOMBUSTIBLES  |'MAGEN DE FLAMA i
cg |ADVERTENCIADE RIESGO CIRCUNFERENCIA ¥ TRES MEDIAS A

BIOLOGICO

LUNAS
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Tabla 4. Pictogramas de informacion (NOM-026-STPS-2008).

CONTENIDO DE IMAGEN DEL
INDICACION SIMBOLO EJEMPLO
SILUETA DE UN EXTINTOR CON
- FLECHA DIRECCIONAL
=
011 [UBICACION DE UN EXTINTOR OPCIONAL. EN EL SENTIDO
REQUERIDO
SILUETA DE UM HIDRANTE COM
012 [UBICACION DE UN HIDRANTE FLECHA DIRECCIONAL
Tabla 5. Pictogramas de ubicacion (NOM-026-STPS-2008).
25 |ncoactes DF UMRlswuera  Humana  Baso  una
EMERGEMCIA REGADERA % FLECHA DIRECCIOMAL
LIBHC 210N DE
D24 |ESTACICHEE % BOTIRUIN EE%iCIOB?ELI.EGA ¥ FLECHA
DE PRIMERCS ALUXILIOS
CONTORMO DE CABEZA HUMAMA
Do IEICACION DE U {IMCLIMADA SOBRE UM CHORRO DE
' L AWAC 0 AGUA DE UM LANVAOIOS, ¥ FLECHA
DIRECCICNAL
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Tabla 6. Formas geométricas para sehales de seguridad e higiene y su significado
(NOM-026-STPS-2008).

SIGNIFIC AD O

FORMA
GEOMETRICA

DESCRIPCION DE
FORMA GECMETRICA

UTILIZACION

FROHIBICIOR

Circulo con banda circular
v banda diametral oblicua a
407, Col la lharizontal,
dizpuesta de Ia parte
suUuperior izgqu erda a Ia
inferior derecha.

Frohibicion de una
susceptikle de  provoc
riesgo.

DBRLIGACIOM

Circulo.

Descripcion  de  una
ubligaluriqa.

FRECALINCIOMN

Triangulo ecydilater. La
biase debera ser paralela a
I hiarizuarilal.

Advierte de un peligro.

H=IF O Rz 0

P00

Cuadrado o rectangulo. La
relacidn de lados sera
cormo rmaxirmo 1:2.

Froporcicna informacior
casos de emeargencia.

Tabla 7. Colores de seguridad para tuberias y su significado

(NOM-026-STPS-2008).
COLOR DE
SEGURIDAD SIGNIFICADO
Rojo Identificacidn de fluidos para el combate de incendio conducidos por tuberia.
Amarillo Identificacidn de fluidos peligros conducidos por tuberia.
Verde Identificacidn de fluidos de bajo riesgo conducidos por tuberia.
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3.- BIOSEGURIDAD

Los residuos peligrosos bioldgicos infecciosos
(RPBI), son aquéllos que se generan durante las
actividades asistenciales a la salud de humanos
o animales en los centros de salud, laboratorios
clinicos o de investigacion, bioterios, centros de
ensefanza e investigacion, principalmente, que
por el contenido de sus componentes puedan re-
presentar un riesgo para la salud y el ambiente.
La Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-
SSA1-2002, establece los requisitos para la se-
paracion, envasado, almacenamiento, recolec-
cion, transporte, tratamiento y disposicion final
de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos
que se generan en establecimientos que presten
servicios de atencion médica (NOM-087-
ECOL-SSA1-2002).

Es por esto importante que se conozca el
manejo adecuado de los residuos bioldgicos
generados en el laboratorio, ya que las medidas
de seguridad no terminan al finalizar el
experimento. La eliminacion inadecuada o la
ausencia de identificaciéon son causa frecuente
de contaminacién ambiental y de accidentes. El
depdsito indiscriminado de residuos peligrosos,
cristal roto, etc. en el bote de basura provoca
frecuentes accidentes entre el personal de
limpieza. Los residuos bioldgicos (sangre, teji-
dos animales o humanos y todo el material que
haya estado en contacto con ellos) deberan ser
recolectados en los recipientes y bolsas ade-
cuadas, como se indica en la Norma Oficial
Mexicana. La siguiente tabla muestra la ade-
cuada separacidn de acuerdo a las caracteristicas

de cada residuo.

Tabla 8. Separacion de residuos bioldgicos de acuerdo a las caracteristicas de
cada residuo (NOM-087-ECOL-SSA1-2002).

TIPO DE RESIDUOS ESTADO FISICO ENVASADO COLOR
4 1 Sangre Liquidos Recipientes herméticos Rojo
42 Cultivos y cepas de Sdlidos Bolsas de polietileno Rojo
agentes infecciosos
4 3 Patologicos Sdlidos Bolsas de polietileno Amarillo
Liquidos Recipientes herméticos | Amarillo
44 Residuos no Sdlidos Bolsas de polietileno Rojo
anatomicos : — ) )
Liquidos Recipientes herméticos Rojo
45 Objetos Sdalidos Recipientes rigidos Rojo

punzocortantes

polipropileno
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Las bolsas se llenaran al 80 % de su capacidad,
cerrandose antes de ser transportadas al sitio de
almacenamiento temporal, y no podran ser
abiertas o vaciadas; mientras que los recipientes
para los residuos peligrosos punzocortantes
deberan ser rigidos, de polipropileno color rojo,
con un contenido de metales pesados de no
mas de una parte por millén y libres de cloro,
que permitan verificar el volumen ocupado en
el mismo, resistentes a fracturas y pérdidas de
contenido al caerse, destructibles por métodos
fisicos, tener separador de agujas y abertura
para deposito, con tapa(s) de ensamble seguro y
cierre permanente. Deberan contar con la
leyenda que indique "RESIDUOS PELIGROSOS
PUNZOCORTANTES BIOLOGICO-INFECCIO-
SOS" y marcados con el simbolo universal de
riesgo biolégico tal y como lo determina esta
Norma (NOM-087-ECOL-SSA1-2002).
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4.- ACONDICIONAMIENTO DEL ENCARGADO DE TOMA DE MUESTRA

La persona designada para la toma de muestra
debe estar conciente de aplicar las normas de
higiene necesarias para llevar a cabo dicho
procedimiento. Es por ello que a continuacion
se presenta el procedimiento que el usuario
tiene que llevar a cabo antes de realizar la toma

de muestra.

1. Antes de realizar cualquier procedimiento
para la toma de muestra es importante realizar
un adecuado lavado de manos con agua y jabon.
2. Posteriormente, se deben de secar perfec-

tamente las manos con una toalla o servitoalla.

3. Debe usarse guantes y cubrebocas estériles
para evitar entrar en contacto con el paciente
y, de manera accidental, con la muestra

obtenida.
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ANEXO 1

TECNICAS MOLECULARES

Objetivo

Que el alumno conozca los fundamentos ted-
ricos de una técnica molecular aplicada en
citogenética como lo es la hibridacién in situ por
fluorescencia y sus variantes CGH y M-FISH,
como alternativa en el diagndstico citogenético.

Introduccion

En el afo de 1969, los investigadores Joseph
Gall y Mary Lou Pardue se dieron cuenta de
que la hibridacion molecular podria ser usada
para identificar la posicion de las secuencias
de ADN in situ (Gall, 1969). Meses después,
los dos cientificos publicaron un documen-
to historico que demuestra que las copias ra-
diactivas de una secuencia de ADN ribosomal
se podrian utilizar para detectar secuencias de
ADN complementarias en el nticleo de un évulo

de rana Xenopus (Pardue, 1969).

El cariotipo humano, por lo general, se estudia
a través de las técnicas de la citogenética clasica
(bandeo cromosomico) y para llevarlas a cabo se
tienen que obtener células mitodticas en metafase
para poder observar los cromosomas. Esto con-
duce a realizar un cultivo celular, lo que implica

mayor tiempo, asi como la imposibilidad de ana-

lizar todas las células en metafase haciéndose una
extrapolacion de los datos del analisis cromo-
somico realizado a un par de decenas de células
metafasicas para todo el organismo, lo que sugiere
que todas las células restantes poseen estos geno-
mas. Por lo anterior, las técnicas de citogenética
molecular han demostrado ser mucho mas efi-
caces y actualmente son reconocidas como un
valioso complemento de las técnicas de la cito-
genética cldsica, para dar un diagnéstico mas
preciso, certero y en menor tiempo, ya que por
medio de ellas se pueden utilizar células tanto en
interfase como en metafase, lograndose analizar
un gran namero de células de manera mas facil

y rapida (Vorsanova, 2010).

La hibridacién in situ por fluorescencia (FISH)
utiliza moléculas fluorescentes para localizar
genes o fragmentos de ADN. Esta técnica es es-
pecialmente util para mapear genes o localizar
anormalidades cromosomicas. La técnica con-
siste en preparar cortas secuencias de ADN de
una sola hebra, llamadas sondas, que son com-
plementarias de las secuencias de ADN que
se quieren marcar y examinar. Estas sondas se
“marcan” con moléculas fluorescentes (por ejem-
plo con biotina o fluoresceina) y se hibridan o
unen al ADN complementario. Se entiende por

hibridizacion a la unién por complementaridad
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Figura |.Figura que muestra los pasos de la técnica FISH en relacion al marcaje de un locus especifico
(www2.uah.es)

de bases de dos cadenas sencillas de acidos nu-
cleicos que bien pueden ser ADN-ADN 6 ADN-
ARN. Como estan marcadas con moléculas fluo-
rescentes, permiten localizar las secuencias en las
que se encuentran. A diferencia de otras pruebas
utilizadas para estudiar los cromosomas que re-
quieren que las células se encuentren en division
activa, la hibridacion fluorescente in situ puede
ser llevada a cabo en células no activas y activas.

Ver figura 1.

Eleccién de la sonda

La eleccion de la sonda es la decisién crucial y
depende en gran medida de lo que se va a identi-
ficar. En citogenética clinica, las sondas de ADN
a partir de ADN gendmico de una region especi-
fica son las que, por lo general se utilizan, ya que
son de mayor tamafio y se visualizan facilmente

en comparaciéon con las sondas de ARN, cuya

principal aplicacion es la deteccion de ARN men-

sajeros (ARNm) expresados en células y tejidos.

Oligen de sondas

Basicamente existen cuatro tipos de prepa-
raciéon de las sondas que se puede utilizar

en la realizacién de la hibridacién in situ.

Sondas de oligonucleotidos

Estas sondas se preparan por una sintesis quimi-
ca automatizada. El método utiliza los desoxinu-
cledtidos disponibles, los cuales son econémicos,
pero por supuesto se requiere que se conozca la
secuencia de nucleétidos especificos que se de-
sea preparar. Estas sondas tienen la ventaja de ser
pequenas, generalmente alrededor de 40-50 pb
y resistentes a RNAsas. Esto es ideal para la

hibridacién in situ debido a su tamaio pequefo

98



que permite la facil penetracion en las células o
tejidos de interés; asimismo, otra de las ventajas
es que son de cadena sencilla lo cual excluye la
posibilidad de una renaturalizacién (genede-

tect.com).

Sondas de Aec de cadena sencilla

Estas sondas son de menor tamafo entre 100 pb
hasta 20 kb. El método de preparacién (PCR)
también consta de un menor numero de fases,
por lo que las sondas se obtienen de forma mas
rapida y sencilla. En general, partiendo del ADN
de doble hebra se preparan sondas de la misma
naturaleza, salvo en la PCR asimétrica, que con-
duce al ADN de hebra sencilla, y en la RT-PCR,
que permite obtener sondas de ADN de doble
hebra partiendo de un ARN (Luque, 2001).

Sondas de Aec doble cadena

Estas pueden ser preparadas por la inclusién
de la secuencia de interés en una bacteria
que se multiplica, se lisa y el ADN se extrae,
se purifica y la secuencia de interés se ex-
tirpa con enzimas de restricciéon. Ademas,
si la secuencia es conocida, entonces se
puede producir, con gran rapidez, la secuen-
cia pertinente por el diseio de cebadores
adecuados por PCR, con lo que se puede ob-
tener una muestra muy limpia. La ventaja
del preparado de la bacteria es que es posi-
ble obtener grandes cantidades de la secuen-

cia de la sonda en cuestion. (genedetect.com).

Sondas de ARc (sondas o ribosondas cRNA)

Puesto que los hibridos ARN-ARN son mas
estables que los hibridos ARN-ADN, las ri-

Anexo 1. Técnicas moleculares

bosondas ofrecen la posibilidad de realizar
la hibridaciéon en condiciones mads estrictas,
condiciones que ayudardn a aumentar la es-
pecificidad y reducir el fondo. Por lo tan-
to, una sonda no unida especificamente se
puede eliminar por digestiéon con RNasa A, que
es muy especifica para ssARN (Hadidi, 2003).

La FISH utiliza tres tipos de sonda con relacion
al "blanco" al que se unen:

Sondas centroméricas o Sondas alfoides: son
sondas que identifican solamente las secuencias
repetidas de ADN a satélite humano. Son las son-
das de FISH especificas para cada cromosoma,
ya que se utilizan para identificar este ADN,
que generalmente se encuentra cerca de los cen-
tromeros. Permite la identificacion y recuento de
cromosomas humanos en interfase y contienen
secuencias complementarias de las secuencias
repetidas que se encuentran en los centrémeros
delos cromosomas. Como pueden utilizarse son-
das de diferentes colores, cada cromosoma puede
ser marcado de manera distinta, con lo que se
puede averiguar si un individuo tiene el nime-
ro correcto de cromosomas o si tiene un cro-
mosoma extra (www.abbotmolecular.com).
Sondas para la identificacion de un lo-
cus especifico: estas sondas se hibridan a
una region particular de un gen siendo utiles
cuando se quiere averiguar en que cromosoma
se encuentra. Identifican reordenamientos que
afectan a regiones cromosomicas mas pequenas
que una banda G. Las sondas de banda especificas
son capaces de detectar pequeos segmentos cro-

mosomicos, tales como los implicados en translo-

99



Citogenética humana (Manual de laboratorio para BQD)

caciones sutiles con puntos de interrupcion loca-
lizados en distintas bandas (www.kreatech.com).
Sondas subteloméricas: identifican solamente
regiones cromosomicas proximas a los telémeros
que contienen secuencias Unicas, especificas de
cada cromosoma. Han demostrado ser una he-
rramienta muy utilpara la deteccién de anomalias
teloméricas implicadas en abortos recurrentes,
asi como en la deteccién de casos de retraso
mental. Dicha identificaciéon es importante
dado que las regiones subteloméricas contienen

una gran cantidad de genes (Hernando, 2005).

Sondas para pintado cromosomico: identifican
cromosomas completos marcando cromosomas
especificos. Son colecciones de sondas de un
tamafno reducido, cada una de las cuales se
hibrida a una secuencia diferente a lo largo de
todo un cromosoma. Utilizando estas librerias
de sondas, se puede marcar todo un cromosoma
generando un cariotipo espectral. De esta
manera, se consiguen imdgenes en color que
permiten examinar los cariotipos de una forma
mdas exacta que los tradicionales cariotipos
basados en bandas mas o menos oscuras. Esta
técnica es particularmente util para examinar

anormalidades cromosomicas (Goldys, 2009).

FISH de interfase

El FISH en interfase se utiliza para el analisis y la
detecciéon de anomalias numéricas (trisomias de
los cromosomas 13, 18 y 21 principalmente) que
representan la mayoria de las anomalias cromo-
somicas de interés especialmente en el diagnos-
tico prenatal, en las células del liquido amnidtico

y de las vellosidades coridnicas (Gole, 2001).

FISH de metafase

Las técnicas de citogenética de rutina son de
gran valor para la informacién general de los
cromosomas implicados, y FISH puede ser
utilizada para obtener informacién precisa y la
confirmacién de los puntos de ruptura que no
pueden ser visualizados por el microscopio
optico con las técnicas de la citogenética de
rutina, tales como: las translocaciones de
segmentos muy pequeios, inversiones de seg-
mentos cromosdmicos, muchas de las
microdeleciones y sindromes de supresiéon de
genes contiguos y otros marcadores cromo-

sémicos (Gole, 2001).

Técnicas complementarias moleculares de
hibridacion in situ

En los ultimos afos la citogenética, en com-
binacién con métodos moleculares, ha traido
como consecuencia rapidos progresos, lo cuales
han resultado en el desarrollo de técnicas mas
sofisticadas como son FISH, CGH vy todas sus
variedades (Dudarewicz, 2005).

La hibridacién genémica comparada, también
llamada CGH (Comparative Genomic Hybri-
dization), es una técnica citogenética-molecular
que permite detectar cambios numéricos de se-
cuencias de ADN (deleciones, ganancias y
amplificaciones) en un tejido tumoral. Dicha
técnica se basa en la hibridacién in situ del
ADN tumoral y de un ADN control marcados
con fluorocromos de distinto color y cohi-
bridados en presencia de DNA Cot-1. Después
de la hibridacion, las variaciones numéricas del
ADN tumoral se cuantifican mediante el
coeficiente de intensidad de fluorescencia entre
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el ADN tumoral y el ADN normal. A partir del
analisis de un minimo de 10 a 12 metafases se
obtiene el valor promedio y se generan los
perfiles de pérdida y ganancia (por encima del
umbral 1.25 se considera ganancia y por debajo
del 0.75 se considera pérdida) (Hernando,
2005).

Ya que la CGH compara las diferencias cuantita-
tivas entre los genomas individuales, sus aplica-
ciones se limitan al andlisis de pérdidas y ganan-
cias de los cromosomas sin la evaluaciéon directa

de los cromosomas (Vorsanova, 2010).

Recientemente, la hibridacién genémica com-
parativa de matriz (aCGH array comparative
genomic hybridization) se ha utilizado en
citogenética clinica prenatal y postnatal para
detectar desequilibrios cromosémicos micros-
copicos. Esta técnica da resultados rapidos y la
deteccion mudltiple de ambas anomalias nu-

méricas y desequilibrios estructurales con una

Anexo 1. Técnicas moleculares

resolucion mucho mas alta y cobertura mas am-
plia que el cariotipo convencional y otras téc-

nicas de citogenética molecular (Park, 2010).

Las técnicas M-FISH y SKY Multicolor (M-FISH)
pueden visualizar la complejidad de los reorde-
namientos estructurales en una visién tnica, a
veces sin ser detectados por la citogenética con-
vencional mediante la aplicacion de 24 colores
distintos que separa a los cromosomas unos de
otros (de Vree , 2009), permitiendo una rapida
identificacion de los 22 pares de homologos y
el par sexual. Estas técnicas son muy utiles para
determinar de forma inequivoca cariotipos com-
plejos y cromosomas no identificables con las
técnicas de bandeo convencionales (marcadores
cromosémicos) (Hernando, 2005). El M-FISH
es una técnica citogenética recientemente desa-
rrrollada para el diagndstico del cancer y la
investigacién sobre los trastornos genéticos
(Wang, 2005). Ver figura 2.

Figura 2. Analisis cromosémico por M-FISH (Wang, 2005).
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Citogenética humana (Manual de laboratorio para BQD)

Recientemente se ha descrito la técnica de multi-
banding-FISH (RxFISH), técnica similar a las de
M-FISH o SKY, que permite la generacion de un
patron de bandas de distintos colores para cada
cromosoma. Dicha metodologia se basa en las
homologias gendémicas que existen entre la espe-
cie humana y diferentes especies de mono. Las
ventajas que ofrece respecto a las de M-FISH
o SKY radican en que la de Rx-FISH permite
la identificacién de alteraciones estructurales
dentro de un mismo cromosoma (inversiones y
translocaciones) y en que los puntos de rotura de
los posibles reordenamientos pueden ser locali-
zados con mayor exactitud. Asimismo, permite
determinar cariotipos complejos y cromo-
somas no identificables con las técnicas de

bandeo (marcadores cromosémicos) pero tiene

la limitacién, como M-FISH y SKY, de necesitar
células en division (Hernando, 2005). Ver

figura 3.

M-FISH centromérica (cenMFISH) es otra
nueva técnica de FISH multicolor que uti-
liza un coctel especifico de sondas que per-
mite la caracterizacion simultinea de todos
los centromeros humanos mediante el uso
del marcado del ADN satélite centromérico
como sondas. Cada par de cromosomas homo-
logos se distinguen uno de otros con un color
distinto. Asi los cromosomas pueden ser identifi-
cados a partir de un color del centrémero, obte-
nidos por la combinacién de 1 a 5 fluorocromos
(Hernando 2005). Ver figura 4.

Fig 3. Cromosomas marcados con la técnica de FISH-multibanding (Hernando, 2005).
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Figura 4. Cromosomas marcados con la técnica de FISH Multicolor de centromero especifico (Hernando, 2005).
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Citogenética humana (Manual de laboratorio para BQD)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BICLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

Laboratorio: Citogenética humana
Practica 1. Manejo de material y medios para cultivo celular

Nombre del alumno:
Grupo: Carrera:
Semestre: Fecha:
Profesor de laboratorio: Firma: Evaluacidn:
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA ¥ FARMACOLOGIA HUMANA

Laboratorio: Citogenética humana

Practica 2. Elaboracion de preparaciones cromosémicas a partir de cultivo de

linfocitos
Nombre del alumno:
Grupo: Carrera:
Semestre: Fecha:
Profesor de laboratorio: Firma: Evaluacion:
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

Laboratorio: Citogenética humana__

Practica 3. Técnica de tincion selectiva por bandeo Cy G

Nombre del alumno:
Grupo: Carrera:
Semestre: Fecha:
Profesor de laboratorio: Ermia: Evaiiacian:
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
SECCION BIOQUIMICA Y FARMACOLOGIA HUMANA

Laboratorio: Citogenética_humana
Practica 4. Cromatina “X” y Corpusculo “Y”

Nombre del alumno:
Grupo: Carrera:
Semestra: Fecha:
Profesor de laboratorio: Firma: Evaluacién:
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Citogenética humana
{Manual de laboratorio para BQD)

Los estudios citogenéticos han adquirido gran
importancia en el diagnéstico clinico, por ello, es
impaortante que el aBlumno conozca desde la elaboracidn de
un cultivo hasta las técnicas de citogenética molecular. Este
manual se centra en la elaboracion y estudio de los cromosomas
humanos a partir de un cultivo de linfocitos, sin embargo, la
metodologia utilizada puede aplicarse a la obtencion de
preparaciones cromosomicas de muchas otras especies, tanto
vegetales como animales. Menciona, aunque de manera sucinta,
algunas de las nuevas técnicas moleculares gue sirven para el
dizgndstico, el pronostico y seguimiento de numerosas

cromosomopatias.
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