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El descubrimiento en 1956 por Tjio y Levan del nimero de cromosomas humanos y la
descripcion de Lejeune y cols. de los 47 cromosomas (trisomia 21) en los pacientes con
sindrome de Down supuso una revolucién en la genética médica. A partir de ese momento,
se describieron muchas anomalias constitucionales y somaticas cromosoémicas responsa-
bles de enfermedad, como el cromosoma Philadelphia en la leucemia mieloide crénica
(LMC), descrito por Nowel y Hungerford en 1960. Hoy en dia sabemos que las alteraciones
cromosdémicas son una causa importante de sindromes y enfermedades genéticas que
afectan aproximadamente al 0,7 % de los recién nacidos vivos, y este porcentaje es mayor
siincluimos en esta categoria no solo los sindromes diagnosticados con citogenética clasica,
sino también los diagnosticados gracias a las técnicas de citogenética molecular (FISH,
array-CGH).

A pesar del avance tecnolégico, el cariotipo tiene aln un papel fundamental en el diag-
noéstico genético. Sabemos que sus alteraciones son causantes del 7 % de los defectos
congeénitos, de mas del 50 % de los abortos del primer trimestre, se dan en el 2 % de las
gestantes mayores de 35 anos, en el 25 % de las discapacidades intelectuales, son causa
de infertilidad/esterilidad y sus alteraciones estan descritas en tumores.

|. TECNICA DE OBTENCION DE
EXTENSIONES CROMOSOMICAS.
CULTIVO Y SACRIFICIO CELULAR

Los cromosomas de una célula se estudian en el estado de metafase
o prometafase de la division celular. Para conseguir este estadio celu-
lar de la division ya se han explicado las téenicas de cultivo celular en
el capitulo anterior. Una vez que se ha conseguido cultivar las células,
hay que proceder al “sacrificio de los cultivos” que consiste en inhibir
la division celular en la fase de metafase para poder realizar las exten-
siones cromosoémicas.

|.l. Sacrificio y extensién de los cultivos

El sacrificio tiene diferentes metodologias y tiempos que dependen
del tipo de cultivo celular, pero todos tienen unos principios generales:

) Tras el tiempo de incubacién hay que afnadir en el frasco del culti-
vo un antimitoético, la colchicina, que inhibe la formacién del huso
mitdtico y retrasa la separaciéon de los centromeros actuando sobre
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Ejemplo de sacrificio y extension de un cultivo de sangre (Figura 1)

Tras el tiempo de incubacién de 72 horas:

Sacrificio

) Antimitético: anadir 250 ml de colchicina a temperatura ambiente e
incubar 1 hora en estufa a 37 °C.

)} Pasar el contenido de los frascos a tubos de centrifuga de 10 ml y
centrifugar 5 minutos a 1.500 rom. Con una pipeta Pasteur, que se
utilizara para cada paciente en todo el proceso, retirar el sobrenadan-
te, dejando aproximadamente 0,25 ml.

) Choqgue hipoténico: dispensar aproximadamente 1 ml de CIK (preca-
lentado para evitar un choque importante de temperatura).

D Siempre dispensar sobre la pared del tubo, nunca sobre las célu-
las directamente, e inclinando el tubo.

D Resuspender el sedimento con suavidad, sin sacar la pipeta del
liquido, y sin hacer burbujas. Puede sacarse con cuidado y dispen-
sar sobre la pared del tubo. Continuar hasta eliminar los grumos
(si hay algun coagulo, puede retirarse).

D Una vez resuspendido, anadir otros 4 ml de CIK (recordar hacerlo
siempre sobre la pared del tubo, nunca sobre las células) y resus-
pender con la pipeta.

D Incubar en el bafo a 37 °C, durante 20 minutos.

Figura 1. Sacrificio de cultivo de sangre.



Aplicaciéon de técnicas de analisis cromosémico | 6 ;

Figura 2. Cariotipo masculino normal.

La organizacion funcional del genoma se correlaciona perfectamen-
te con su organizacién estructural, y los cromosomas no son un grupo
de genes y secuencias al azar. Todo ello queda reflejado en el bandeo
de los cromosomas en metafase. Las bandas G y Q contienen regio-
nes mas ricas en A-T y replican su ADN en un periodo mas tardio de la
fase S del ciclo celular, mientras que las R (que son inversas a las an-
teriores) contienen regiones ricas en G-C. En las regiones ricas en GC
se han localizado la mayoria de los genes humanos y su importancia
clinica en las alteraciones cromosémicas €s mayor.

©

Centromero —»

El patron

estandar de bandas

G de los cromosomas

se representa en
ideogramas.

Figura 3. Patrén de bandas G. Ideograma.
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Figura 4. Microscopio dptico con analizador de imagen.

cortos vy largos de los cromosomas se dividen a su vez en regiones
que se numeran, en funcién del nimero de bandas de cada cromoso-
ma, desde el centrdbmero a la parte terminal de cada brazo (telémero).
Esto nos permite utilizar una nomenclatura comun e internacional,
tanto a la hora de hablar de localizacion de los genes en determinadas
regiones cromosoémicas (mapeo cromosdmico), como de describir las
variantes normales y las alteraciones en el cariotipo. De esta manera,
todos los genetistas son capaces de interpretar un resultado, incluso
sin necesidad de visualizar el cariotipo.

La nomenclatura, internacionalmente aceptada y sujeta a revisiones
cada cierto tiempo, es realizada por un comité de citogenética humana
y publicada en un libro, el ISCN, An International System for Human
Cytogenetic Nomenclature (Figura 5). No solo existe para la citogenética
convencional o clasica sino también para la citogenética molecular (hibri-
dacion in situ fluorescente y array-CGH que se estudian en el capitulo 6).

ISCN

An International
for Human Cy
Nomenclature (2013

Editors

Lisa G. Shaffer

Jean McGowan-Jordan
Michael Schmid

Figura 5. ISCN. Nomenclatura internacional.
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TABLA P Ejemplos de sindromes cromosdmicos '

Aneuploidias de los
autosomas

)} Sindrome de Down: trisomia del par 21
)} Sindrome de Edwards: trisomia del par 18
} Sindrome de Patau: trisomia del par 13

Aneuploidias de los

cromosomas sexuales.

Mayor frecuencia de
mosaicismos

)} Sindrome de Turner: monosomia del X, 45,X. Fenotipo femenino
} Sindrome de Klinefelter: 47, XXY. Fenotipo masculino

)} Sindrome del triplo X: 47,XXX. Fenotipo femenino

} Sindrome doble Y: 47, XYY. Fenotipo masculino

} 45,X/46,XY fenotipo turneriano masculin

Alteraciones
estructurales de los

cromosomas sexuales.

Mayor frecuencia de
mosaicismos

)} Variantes del sindrome de Turner: fenotipo femenino

D 46,X,i(Xq) (isocromosoma del Xq)

D 46,X,del(Xq) o0 46,X,del(Xp) (deleciones)

D 45X/46,X,i(Xq) , 45,X/46,X,del(Xq) o 46,X,del(Xp) (mosaicismos)
)} 46,X,idic(Y) (cromosoma Y dicéntrico) fenotipo masculino
} 45,X/46,X.idic(Y) fenotipo variable desde el femenino al masculino

Sindromes de
microdelecion
microduplicacion
autosomicos

} Sindrome Wolf- Hirschhorn: del(4)(p16.3)

)} Sindrome maullillo del gato: del(5)(p15.2)

)} Sindrome Williams: del(7)(q1.23)

)} Sindrome Prader-Willi/Angelman: del(15)(q11.2q13) (locus sujeto a imprintig)
)} Sindrome Miller Dieker: del(17)(p13.3)

)} Sindrome Smith-Magenis: del(17)(p11.2)

} Sindrome Phelan-McDermid: del(22)(q13)

)} Sindrome DiGeorge/velocardiofacial: del(22)(q11.2)
} Sindrome microduplicacion dup(22)(q13.3)

)} Sindrome microduplicacion dup(22)(q11.2)

)} Deleciones de regiones subteloméricas

6. DIAGNOSTICO PRENATAL: METODOS
Y APLICACIONES

El diagndstico prenatal es el drea de la genética que se ocupa de la de-
teccion de sindromes y anomalias congénitas fetales en gestantes
en riesgo. Comenzd en 1966 cuando Steele y Breg demostraron que
podia conocerse el cariotipo fetal cultivando células procedentes de
liquido amnidtico. Ello, unido al conocimiento del riesgo de las mujeres
con edad materna avanzada de tener hijos con sindromes cromosoémi-
cos (fundamentalmente sindrome de Down), potencié su desarrollo.
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ser realizado en vellosidad corial de la que se extrae ADN. Cuando
la enfermedad tiene un patrén de herencia ligado al cromosoma X
y solo repercute clinicamente en los varones se determina antes
el sexo fetal por métodos no invasivos, y se realiza el estudio si el
feto es varén. En algunas enfermedades metabdlicas el diagndstico
se hace por métodos bioguimicos en liquido amnidtico mediante la
determinacién de metabolitos.

( Antecedente familiar o personal )

/\

Enfermedad monogénica Alteracién cromosémica

/\ en los progenitores

(Con estudio molecular) (Sin estudio molecular )

Cariotipo fetal

Ligada al X || No ligada al X FISH/QF-PCR

l

ADN fetal

\\ \

| No estudio | Estudio molecular [ En general no se estudia ]
D

Cariotipo epende de la enfermedad

FISH/QF-PCR

Figura 13. Indicaciones al diagndstico prenatal invasivo.

(Cribado 1°T ) ((Alteracion ECO 1°T ) ((Alteracién ECO 2°T ) (Cribado de ADN fetal positivo )

FISH o QF-PCR Cariotipo FISH o QF-PCR Cariotipo

/\ /\

(Alteracién cromosémica) (No alteracion cromosémica) (Alteracién cromosc’)mica) (No alteracion cromosémica)

Alteracion Eco 2°T No alt. Eco 2°T

!

J FISH especifico
4 MLPA \ Jv
Opciones informadas array-CGH No mas estudios | | Opciones informadas No mas estudios

Figura 14. Indicaciones al diagndstico prenatal invasivo.
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) En aquellas gestantes en las que existen antecedentes familiares
y/o personales de algun tipo de enfermedad monogénica en las que
es necesario algun tratamiento en la gestante para evitar alteracio-
nes fetales, como, por ejemplo, en las hiperplasias suprarrenales
congeénitas.

) En aquellos casos en los que la citogenética no diagnostica la ano-
malia fetal o el feto presenta signos compatibles con enfermedad
monogeénica.

AMPLIA TUS CONOCIMIENTOS

Dadas las caracteristicas especiales que tiene este tipo de diagndstico no se debe olvi-
dar que hay que realizar un asesoramiento pre-test donde se explique con claridad:

) El riesgo de aborto de los diferentes métodos de obtencién de la muestra y
Sus ventajas e inconvenientes.

)} Las limitaciones técnicas y la posibilidad de tener que repetir la toma o anadir estu-
dios (fallo en toma de muestra, fallo cultivo, contaminacion con células maternas,
mosaicismos confinados a placenta, pseudomosaicismo, en estudios moleculares).

)} Las dificultades interpretativas (polimorfismos, alteraciones cromosomas
sexuales, extramicros y alteraciones estructurales de “novo”, mosaicismo,
sensibilidad de los estudios moleculares, etc.).

)} El tiempo requerido para el diagnéstico; las posibilidades de afectacién fetal,
su naturaleza, las consecuencias de la misma y las opciones informadas (inte-
rrupcion legal del embarazo, tratamientos).

) La posibilidad de no encontrar la alteracion genética y por tanto disponer
solo de seguimiento ecografico para ver la evolucién. Debe obtenerse el con-
sentimiento informado.

El asesoramiento pos-test debe incluir la descripciéon de la alteracion encon-
trada y debe permitir la consulta con otros especialistas.

Es imprescindible proporcionar opciones infor-
madas vy riesgos de recurrencia para
futuras gestaciones.
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nes que pueden ser estudiados mediante técnica de FISH. Este reor-
denamiento esta presente en el 95 % de los pacientes. Es una enfer-
medad de adultos, rara en ninos, que puede mantenerse en una fase
cronica durante décadas (cuando avanza a fase blastica se transforma
en leucemia mieloide o linfoide aguda de mal prondstico) gracias a far-
macos inhibidores de la tirosinquinasa (imatinib, dasatinib y nilotinib).

RIH 0
IHER PR
RN ¥ Y " "

B 83 as 4¢

19 20 21 22 X Y

Figura 16. Translocacion t(9,22).

Otro ejemplo lo constituyen los sindromes mielodisplasicos (SMD),
donde las alteraciones citogenéticas determinan el prondstico de la
enfermedad, y en uno de ellos, el sindrome 5q-, determina el trata-
miento (Figura 17). Los SMD son un grupo de hematopatias malig-
nas donde las células que se producen en médula 6ésea no maduran,
provocando una citopenia con alto riesgo de infeccion y hemorragias.
Los pacientes que presentan la alteracion citogenética delecion 5q se
benefician del tratamiento con lenalidomida.

Kbl o L‘

il u ik u 1 :z u
n u u X4 AL A&

13 14 15 16 17 18 “ '
X Xk s AA 'I S
19 20 21 22 5

X Y

Figura 17. Sindrome 5g-.
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ReESUMEN

v/ Tras conocer los métodos de andlisis cromosémico y bandeado,
hemos visto distintas enfermedades en las que hay alteraciones
cromosomicas o mosaicismo.

v’ Los métodos de diagndstico prenatal pueden ser invasivos (biopsia
corial, amniocentesis, funiculocentesis) o no invasivos. El diagnés-
tico genético preimplantacional garantiza que la gestacién y el feto

< sean normales antes de comenzar el embarazo.

v/ Hemos visto las principales aplicaciones de técnicas FISH en tumo-
res sélidos, de los cultivos y técnicas de citogenética en oncohema-
tologia.

GLOSARIO

Aneuploidia: alteracion del nimero de cromosomas que no es multiplo
del numero haploide.

Bandeo: digestién y tincion de los cromosomas para su identificacion.
Cariotipo: dotacion cromosdmica de una célula.

Centrémero: constriccion del cromosoma que se une al huso mitéti-
co. Divide al cromosoma en dos brazos (p y q), y las posiciones en el
cromosoma se designan con relacion a él.

Cigoto: célula diploide que viene de la fusion de un gameto masculino
y uno femenino.

Clon: conjunto de células o material genético idénticos.
Constitucional: genotipo heredado presente en todos los tejidos.

Cromatina: complejo ADN mas proteinas cromosémicas
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EJERCICIOS

} E1. Observa el siguiente cariotipo y describe la alteracién cromosémica en-
contrada segun la nomenclatura internacional:

. Escribe las siguientes formulas cromosomicas segun la nomenclatura in-
ternacional:

— Sindrome de Klinefelter
— Varén con sindrome de Down

— Mujer con sindrome de Edwards

. Agrupa las siguientes alteraciones cromosomicas en numéricas y estruc-
turales: inversion, duplicacion, tetraploidias, triploidia, delecién, mono-
somia, translocacion reciproca, trisomia:

Numéricas

Estructurales

. Tacha las formulas cromosémicas erréneas:
— 46,XXY — 48 ,XXXY
- 47,+21 XX — 47,+18,XX
- 47, XY,+13 — 47,.XY,+18
. Completa los siguientes enunciados:

— El estudio de los cromosomas pertenece al area de
— El nUmero haploide de cromosomas es de
— La inversion pericéntrica del cromosoma 9 es una alteracion cromosémica
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EVALUATE TU MISMO

. Hoy en dia el bandeo cromosémico mas utilizado de rutina en Espana es el:
4 a) Bandeo Q.
4 b) Bandeo R.
4 c¢) Bandeo NOR.
4 d) Bandeo G.

. Los cromosomas humanos no se clasifican por posicion del centromero en:
Q a) Acrocéntricos.
4 b) Metacéntricos.
Q c) Submetacéntricos.
Q d) Extrametacéntricos.

. Elige el enunciado verdadero sobre los cultivos primarios:
U a) En general los seres humanos tienen dos autosomas.
Q b) En mujeres el par sexual es el XY.
O ¢) Los cromosomas poseen una constriccion primaria que se llama centromero.
Q d) Todas las respuestas anteriores son falsas.

. Los cromosomas:
Q a) Van numerados del 1 al 22.
Q b) Se clasifican por grupos desde la A al G.
QO c) Las respuestas a y b son verdaderas.
Q d) Las respuestas ay b son incorrectas.

. Un cariotipo normal tiene:
4 a) 23 cromosomas.
Q b) 46 cromosomas.
Q c) 48 cromosomas.
QO d) Todas las respuestas anteriores son incorrectas.

. Segun la nomenclatura internacional, la formula cromosémica de un va-
ron con sindrome de Down es:
Q a) 46,+21,XX.
Q b) 47 XX,+21.
Q c) 47,XY,+21.
Q d) 47,XY,21+.
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