TRES ETAPAS EN LA HISTORIA DE LA
CITOGENETICA CLINICA

Eduardo A. Pastene

La era pre-bandeo

Ya desde principios del 1900 se aceptaba la idea de que el material hereditario
estaba contenido en los cromosomas; hipotesis que fue confirmada por los experimentos de
Boveri en erizo de mar y de Sutton en saltamontes en 1902. Desde entonces el campo de la
citogenética animal y vegetal fue desarrollandose hasta alcanzar la caracterizacion
morfoldgica del juego de cromosomas completo de diversas especies. Sin embargo, las
metodologias utilizadas en el estudio cromosdmico no eran adecuadas para describir el
cariotipo humano.

Hacia mediados del siglo XX diversas publicaciones pretendian demostrar que la
especie humana contiene 48 cromosomas en sus células somaticas y muchas mas basaban
sus experiencias en dicha afirmacion que era universalmente aceptada. Durante tres décadas
la comunidad cientifica perseverd en el error hasta que en 1956 Tjio y Levan demostraron
sin ambigiiedad que las células somaticas humanas normales contienen 46 cromosomas.
Independientemente, en el mismo afo, Ford y Hamerton confirmaron esta observacion.

La técnica de Moorhead & cols. para obtener preparados de cromosomas en
metafase a partir de muestras de sangre periférica significo un importante avance. El arresto
mitdtico con colchicina y la posterior hipotonizacion celular, facilitaron enormemente el
analisis microscopico ya que permitian obtener preparados con mayor cantidad de células
en metafase y con cromosomas menos superpuestos entre si. Desde entonces se sucedieron
una serie de descubrimientos de patologias humanas con aberraciones cromosOmicas en
numero y en morfologia que dejaron en claro la importancia de la citogenética en la clinica
médica.
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Figura 1. Sindrome de Down por trisomia 21. (a) Jerome Lejeune; (b) metafase de un paciente con
sindrome de Down publicada por Lejeune, Gautier y Turpin en 1959; y (¢) cariotipo de la metafase
anterior.

La primera patologia citogenética humana en ser descubierta es también la mas
frecuentemente observada en la poblacion mundial: el sindrome de Down por trisomia 21.
Los primeros trabajos que revelaban la presencia de un cromosoma extra en pacientes con
sindrome de Down fueron publicados por Jerome Lejeune y colaboradores en 1959.

Entre 1959 y 1963 se publicaron trabajos relacionados con la presencia de
aneuploidias de cromosomas sexuales en los sindromes de Turner y Klinefelter, asi como la
primera patologia definida como un sindrome de aberracion estructural: el sindrome de cri
du chat (“llanto de gato”) por delecion parcial del brazo corto de un cromosoma del grupo
B (el cromosoma 5), y el descubrimiento del cromosoma Philadelphia en pacientes con
leucemia mieloide crénica, producto de una translocacion reciproca entre un cromosoma 9
y un cromosoma 22.



También en las décadas del ‘60 y ’70 se destaco la utilizacion de la tecnologia
citogenética como herramienta de investigacion y diagnostico en toxicologia genética. El
recuento de roturas cromosOdmicas y de micronucleos en individuos expuestos a radiaciones
esta en relacion directa con el dafio causado al ADN por la exposicion.
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Figura 2. Inestabilidad cromosomica. (a) Micronticleo; (b) Roturas y aberraciones
cromosomicas en un paciente con anemia de Fanconi.

Asimismo, se detectaron diversas patologias genéticas de deficiencia en la repara-
ciéon del ADN que en general presentan una cantidad inusual de roturas cromosomicas,
anomalias estructurales y micronucleos, como por ejemplo la anemia de Fanconi y la ataxia
telangiectasia.

La era post-bandeo

Hacia fines de los afios 60 Torbjorn Caspersson y Lore Zech observaron que los
cromosomas tefiidos con ciertos colorantes del ADN como la quinacrina presentaban un
patron de bandas especifico. Este hallazgo fue equiparado con lo observado algunas
décadas antes por Theodosius Dobzhansky en cromosomas politénicos de Drosophila: cada
par cromosdmico humano presentaba un patron de bandas tunico y reproducible que podia
utilizarse para su identificacion y para la deteccion de anomalias.

A principios de los ’70 dos trabajos independientes demostraron que las bandas
producidas por la quinacrina podian reproducirse en preparados tefiidos con colorantes no
fluorescentes como los colorantes del tipo Romanowski: colorantes de Giemsa, de
Leishman y de Wright. La técnica utilizada por la Dra Marina Seabright en Inglaterra
consistia en colorear los preparados luego de someterlos a una digestion con una enzima
proteolitica: la tripsina. Por otro lado, Sumner y Evans, en Edinburgo, obtenian el mismo
resultado luego de un pretratamiento de los preparados con una solucion salina a 60 °C. En
ambos casos se obtenia un patrén de bandas, luego de la tincidon con colorante de Giemsa,
que era enteramente equivalente al patron de bandas Q (de quinacrina) obtenido por
Caspersson. En este bandeo no fluorescente, las bandas que se teiian de oscuro (bandas G)
eran las mismas que se observaban brillantes en la tincién con quinacrina, mientras que las
bandas claras correspondian a las bandas apagadas u opacas con quinacrina. Este patron de
bandas no fluorescentes se denomind G (de Giemsa).
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Figura 3. Bandeos cromosémicos. (a) Bandeo Q; (b) Bandeo G; (c) Bandeo R



Durante la misma época, en Francia, Dutrillaux y Lejeune observaban que los
cromosomas humanos pretratados con buffer fosfato de Serensen a pH 6.8 y 60 °C
proporcionaba un patron de bandas inverso al patrén de bandas G de Seabright y de
Sumner-Evans. Las bandas G oscuras se coloreaban mas palidas y las bandas G claras
(bandas R) se observaban con tincion mas intensa. Este patrén de bandas se denomind R
(de reverso). El patron de bandas R, obtenido por esta técnica, era habitualmente mucho
mas difuso que el patron de bandas G obtenido por la técnica de Seabright o por la de
Sumner y Evans; sin embargo se establecio en Francia como el paradigma de las técnicas de
bandeo cromosdmico.

Hacia fines de los afios ’70 el
bandeo R fue perfeccionado aprove-
chando el hallazgo de que las bandas R
replican antes que las bandas G y que
las regiones heterocromadticas. El uso
de bloqueo de la replicacion en fase S
y sustitucion de la timidina por BUdR
(bromodesoxiuridina) permitia colo-
rear en forma diferencial las bandas de
relicacion temprana proporcionando un
patron de bandeo tipo R. La técnica
consistia en incorporar timidina en la
cadena de ADN durante las etapas
tempranas de la replicacion (previas al
bloqueo) y BUdR durante las etapas
posteriores. De este modo se obtenia
un bandeo R con una visualizacion
mucho mas aguda de las bandas. Esta Figura 4. Bandeo R de replicacion, coloreado
técnica se denomina bandeo R de  connaranja de acridina.
replicacion. La coloracion final podia
ser fluorescente (con Naranja de Acridina) o no fluorescente (con colorantes tipo
Romanowski). Durante los afios 80 se desarrollaron técnicas para invertir el orden de
incorporacion de BUdR y timidina obteniéndose bandeos G de replicacion.

En el transcurso de la década de 1980, y con el perfeccionamiento de las técnicas de
microscopia de fluorescencia, se sigui6 indagando acerca del efecto de bandeo producido
sobre los cromosomas humanos por diversos colorantes que interaccionan directamente con
el ADN. Asi se llego a la conclusion de que las bandas R son ricas en pares GC y las bandas
G son ricas en AT, y que los colorantes con afinidad por pares GC (como la cromomicina
A3) revelan un patron de bandas R cuando se utilizan para tefiir cromosomas fijados en
metafase, mientras que los colorantes con afinidad por pares AT (como DAPI y Hoechst
33258) revelan un patron de bandas Q en iguales circunstancias.

Por otra parte, ya desde los afos ’70 se desarrollaron técnicas citogenéticas que
permitian distinguir selectivamente diversas caracteristicas estructurales de los
Cromosomas:

* el bandeo C (centromérico), que colorea selectivamente las regiones de heterocromatina
constitutiva compuestas de secuencias altamente repetitivas ordenadas en tandem que se
localizan en abundancia (pero no exclusivamente) en las regiones proximales
(pericentroméricas);

* el bandeo NOR (Nocleolar Organizer Regions) que consiste en una tincion con nitrato
de plata que colorea las regiones organizadoras nucleolares ubicadas normalmente en
los tallos de los satélites de cromosomas acrocéntricos;

* la técnica “harlequin” de coloracion diferencial de cromatides que permite observar
intercambios de cromatides hermanas (SCE, Sister Chromatid Exchange);

e algunas técnicas como Giemsa 11 o Distamicina/DAPI que permiten observar
subconjuntos de regiones heterocromaticas;

* técnicas de “patrones de replicacion” basadas en la observacion de bandeos de
replicacion parciales (G y/o R incompletos);

* el bandeo T (telomérico), que permite distinguir un subconjunto de bandas R con mayor
concentracion de pares GC que el resto, y que en su mayoria (pero no exclusivamente)
se localizan en las regiones distales (teloméricas).

Toda esta bateria de técnicas ayud6 a distinguir anomalias cromosdmicas imposibles de

observar con técnicas de coloracion homogénea, como por ejemplo inversiones




paracéntricas y translocaciones entre fragmentos cromosdémicos de tamano similar que no
modifican la morfologia de los cromosomas participantes.

Entre todas estas técnicas las que permitian diferenciar cada cromosoma en toda su
extension (bandeo Q, bandeo G y bandeo R) revelaron mayor utilidad a la hora de
relacionar patologias clinicas con aberraciones cromosomicas; y dado que la microscopia de
fluorescencia resultaba un medio mas oneroso que la microscopia de campo claro se
impusieron las técnicas no fluorescentes, en particular el bandeo G en la mayor parte del
mundo y el bandeo R en Francia y paises francoparlantes.

En la Conferencia de Paris, en 1971 quedaron establecidas las reglas de nomenclatura
citogenética basadas principalmente en el bandeo G. Estas normas, hoy conocidas como
ISCN (International System of Chromosome Nomenclature) fueron aumentadas y
actualizadas sucesivamente en 1975, 1978, 1981, 1985, 1991, 1995, 2005 y 2009.
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Figura 5. Técnicas selectivas y especiales de coloracion. (a) Bandeo C; (b) Coloracion
diferencial de croméatides hermanas.

Hacia fines de los afios 70 la técnica de bandeo G ya habia alcanzado un cierto grado
de desarrollo, suficiente como para resultar de suma utilidad en la descripcion de anomalias
cromosomicas groseras. Se definieron diversos sindromes de deleciones y se destaco la
relacion patognomonica entre diversas translocaciones recurrentes y neoplasias
hematoldgicas. Se mejord la técnica citogenética hasta posibilitar la obtencion de bandas G
en cromosomas en metafase temprana y en profase tardia. Los cromosomas en etapas
tempranas de la mitosis presentan una cantidad de bandas que puede llegar a duplicar y
hasta a triplicar la cantidad de bandas obtenidas en cromosomas metafasicos. Esta mejora
en la resolucioén del bandeo permitié detectar anomalias cromosdémicas pequefias que no
eran observables por las técnicas clasicas, o que lo eran con mucha dificultad.

Las técnicas citogenéticas en la era pre-bandeo solo permitian detectar anomalias
cromosomicas de tamafio considerable, capaces de provocar evidentes distorsiones en la
morfologia del cromosoma. Las deleciones en pacientes con sindrome de cri du chat son de
tamafio muy variable, pero frecuentemente abarcan mas de la mitad del brazo corto del
cromosoma 5, lo cual implica por lo menos unas 8 a 10 Mb. Las técnicas de bandeo G en
metafase permiten detectar anomalias mas finas como deleciones de 5 0 6 Mb y las técnicas
de alta resolucidn alcanzan a diferenciar regiones de hasta 3 Mb.

(1Mb=1 megabase=1.000.000 de pares de bases en el ADN)

La era molecular

Ya hacia fines de los afios 60 Gall y Pardue publicaron un trabajo en el cual
demostraban la localizacion espacial del ARN ribosémico marcado radiactivamente en
ovocitos de Xenopus. Este trabajo erigio los cimientos sobre los cuales se desarrolld en afios
posteriores una diversidad de metodologias basadas en la hibridizacién de fragmentos de
acidos nucleicos sobre cromosomas en metafase y nucleos en interfase, denomindas
técnicas de hibridizacion in situ.

Hacia principios de la década del ’80 se desarrollaron metodologias de hibridizacion
in situ ADN-ADN con marcacion radiactiva. Las primeras técnicas utilizaban como sondas,
secuencias altamente repetitivas organizadas en tandem. Diferencias significativas entre
secuencias alfoides de las regiones pericentroméricas de diferentes cromosomas, hicieron
posible alcanzar una hibridizacion lo suficientemente selectiva como para posibilitar la
identificacion cromosomica. Asi se desarrollaron sondas centroméricas que hibrizaban s6lo



con el cromosoma 18, o so6lo con el cromosoma X, por ejemplo. Sin embargo, las
secuencias alfoides de algunos cromosomas, como el 13 y el 21, conservan un grado de
similitud demasiado alto como para poder ser discriminadas entre si.

a b

Figura 6. Hibridizacién in situ fluorescente. (a) painting del cromosoma 3; (b) FISH del gen de la
region de delecion del sindrome de Williams, localizado en 7q11.23, y sonda control del brazo largo
del cromosoma 7.

Un avance importante en el desarrollo de las técnicas de hibridizacion in situ fue la
deteccion por métodos no radiactivos, utilizando técnicas de inmunofluorescencia (Van
Prooijen-Knegt y cols., 1982). Hacia fines de los afios’80 y principios de los 90 se
popularizaron los métodos de hibridizacion in situ fluorescentes (Fluorescente in situ
hybridization, FISH) aportando mayor precision en la deteccidon y un procedimiento menos
engorroso. Hacia 1985, Landegent y cols. localizaron un gen por primera vez utilizando
técnicas de hibridizacion in situ no radiactiva. Sin embargo, todavia resultaba dificultosa la
observacion microscopica de sondas de secuencia unica demasiado pequefias para ser
observadas con buena resolucién y sin ambigiiedades.

Con el advenimiento de métodos adecuados para la separacion de cromosomas, tales
como la citometria de flujo y la hibridizacion de células somaticas, se hizo posible obtener
sondas de ADN especificas para un Unico par cromosomico que colorean un par
cromosomico completo (painting o pintado cromosémico). Asimismo, hacia fines de los
afnos ’80 se desarrollaron técnicas de microdiseccion que hicieron posible la preparacion de
sondas especificas de regiones subcromosomicas. Estos eventos aumentaron enormemente
la versatilidad del las técnicas de FISH.
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Figura 7. Painting multicolor. (a) Painting combinatorio de tres fluorocromos para siete cromosomas;
(b) cariotipado espectral (SKY).

Durante los afios ’90 las mejoras en la preparacion de sondas y en la Optica
microscopica, la preparacion de nuevos fluorocromos y el desarrollo del procesamiento de



imagenes computarizado potenciaron ain mas la difusion de las técnicas de FISH. Se
desarrolld entonces una nueva bateria de técnicas basadas en la combinacion de
fluorocromos con diferentes colores de emision. Desde que Nederlof y cols en 1989
difundieron una metodologia combinatoria para observar tres colores a partir de dos
fluorocromos, esta técnica se fue perfeccionando hasta lograr diferenciar 23 o mas colores,
es decir, un color para cada par cromosémico. Asi, las técnicas de cariotipado espectral
(spectral karyotypig, SKY) y M-FISH diferencian cada par cromosémico con un color
distintivo utilizando combinacion de siete 0 menos fluorocromos diferentes.

La combinatoria de colores conjuntamente con la posibilidad de separar por
microdiseccion, amplificar, purificar y marcar con fluorocromos segmentos cromosdémicos
de diversos tamaiios, dio lugar a la idea de generar combinaciones de sondas de distintas
regiones cromosomicas marcadas con diferentes fluorocromos, originando asi bandeos
artificiales ad hoc y con visualizacion multicolor (multicolor banding, m-Banding) utiles
en casos muy especificos de dificil resolucion.
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Figura 8. Bandeos multicolores. (a) Cariotipo bandeado con técnica m-Banding; (b) Célula bandeada
con técnica Rx-FISH usando sondas de painting de gibon.

Otra técnica de bandeo multicolor, denominada RxFISH, se basa en la hibridizacion
de especies cruzadas: se preparan sondas de painting multicolor de cromosomas de gibon y
se hibridizan sobre metafases de células humanas. El patron de bandeo obtenido revela las
alteraciones cromosomicas ocurridas durante la evolucion de ambas especies, pero ademas
resulta de utilidad para la deteccion de diversas anomalias citogenéticas de dificil
resolucion por los métodos tradicionales.

La técnica Rx-FISH es en realidad una técnica comparativa entre especies. Pero otra
técnica comparativa entre un genoma normal y uno patologico dentro de la misma especie
ha resultado de suma importancia en el desarrollo de técnicas basadas en la hibridizacion in
situ debido a su potencial para detectar desbalances cromosdémicos muy frecuentes en
patologias oncoldgicas y oncohematoldgicas. Se trata de la hibridizaciéon gendmica
comparativa (comparative genomic hybridization, CGH). Esta técnica, descrita por
Kallioniemi y col en 1992, consiste brevemente en hibridizar metafases normales con una
mezcla de ADN gendémico marcado con un fluorocromo A (por ejemplo FITC) de un
individuo normal y ADN genémico marcado con un fluorocromo B diferente (por ejemplo
Rojo Texas) del individuo cuya patologia se estudia. Ambos ADNs genomicos deben
encontrarse en iguales cantidades, de tal manera que compitan entre si para hibridizarse con
las metafases normales que les sirven de blanco. En aquellas regiones en las que el genoma
patoldgico tenga exceso de dosis (trisomias o polisomias totales o parciales), prevalecera el
color correspondiente al fluorocromo B, mientras que en las regiones delecionadas en el
genoma patologico prevalecera el fluorocromo A. En el resto del cariotipo se observara una
coloracion resultante de la combinacién de ambos fluorocromos.

Generalmente el analisis se realiza a través de un software que presenta en forma
grafica un perfil de desviacion de la fluorescencia hacia el verde o hacia el rojo para cada
par cromosOomico promediado sobre un niimero determinado de metafases. Esta técnica es
de mucha utilidad en la deteccion de desbalances cromosdmicos generados por aberraciones
estructurales que muy frecuentemente se observan en preparados oncohematologicos. Sin
embargo, el nivel de resolucion alcanzado depende del tamafio de las metafases que se
utilizan como blanco de hibridizacion.
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Figura 9. Analisis CGH en un neuroblastoma. El ADN gendémico del neuro-
blastoma esta marcadocon FITC mientras que el ADN control esta marcado con
Rojo Texas. Las regiones con desviacion hacia fluorescencia verde presentan
exceso de dosis (trisomias parciales), mientras que las regiones con desviacion
al rojo son regiones delecionadas en el ADN de prueba.

Una ampliacion de la técnica de CGH es la técnica de Array-CGH. Aqui la
hibridizacién de la mezcla de ADNs normal y patoldgico no se hace sobre cromosomas
metafasicos sino sobre una placa que contiene varios miles de clones BAC especificos de
distintas regiones cromosomicas ordenados de tal manera de abarcar todo el genoma o la
region particular en estudio. La técnica de array-CGH constituye una version totalmente
molecular de una técnica citogenética-molecular y la principal deficiencia con respecto al
resto de las técnicas citogenéticas reside en que la muestra problema pierde la integridad de
sus cromosomas.

Tanto en CGH como en array-CGH debe extraerse y fraccionarse el ADN de la
muestra para hibridizar sobre un blanco normal (cromosomas o placas de BACs), de
manera que ya no resultard posible detectar anomalias balanceadas como translocaciones
reciprocas o inversiones. Sin embargo, los niveles de resolucion aumentan considera-
blemente llegando a ser detectables desbalances del orden de las kilobases. Los tamafios de
desbalances que pueden ser detectados por array-CGH so6lo estdn limitados por la
construccion de los BACs.
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Sitios en internet

e ACC (Asociacion de Citogenética Clinica del Reino Unido):
http://www.cytogenetics.org.uk/

* AGT (Asociacion de Tecndlogos en Genética de USA):
http://www.agt-info.org/

e ATC (Asociacion de Técnicos en Citogenética de Francia):
http://www.techniciens-cytogenetique.com/

*  ECA (Asociacion Europea de Citogenetistas):
http://www.e-c-a.eu/EN/

* ECARUCA (Registro de Aberraciones Cromosomicas Desbalanceadas de la Asociacion Europea de
Citogenetistas)

http://agserver(Q1.azn.nl:8080/ecaruca/ecaruca.jsp

*  Atlas de Genética y Citogenética en Oncologia y Hematologia:
http://atlasgeneticsoncology.org

*  Foro de Citogenética del Centro Waisman, Universidad de Wisconsin:
http://www.slh.wisc.edu/cytogenetics

¢ Base de Datos Mitelman de Aberraciones Cromosdémicas en Cancer:
http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman

¢ Fuentes en Citogenética Molecular, Universidad de Bari (Italia):
http://www.biologia.uniba.it/rmc/

e Proyecto HC Forum®:
http://www.hcforum.fr

¢ Grupo de Citogenética Molecular de Instituto Sanger:
http://www.sanger.ac.uk/HGP/Cytogenetics/

*  Recursos para Citogenética Molecular:
http://www.biologia.uniba.it/rmc/

¢ Fundacién Jerome Lejeune:
http://www.fondationlejeune.org/

e Variacién Cromosémica en el Hombre (Base de Datos): Catdlogo de Variantes y Anomalias
Cromosoémicas:
http://www.wiley.com/legacy/products/subject/life/borgaonkar/index.html




