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Resumen

Los recientes progresos tecnol 6gicos ocurridos en citogenética molecular han permitido la
deteccion de numerosas minusculas aberraciones en la region cromosomica contigua al
teldmero 0 segmento subtelomérico, que han sido relacionadas con diversos cuadros de
retardo mental, malformaciones congénitas y otros sindromes de interés médico.
Investigaciones previas, llevadas a cabo mediante exploracion microfotométrica y analisis
gréfico computacional del subtelémero, revelaron diferentes patrones de distribucién de las
densidades de la cromatina y la existencia de intercambios sumamente pequefios entre
cromdtidas hermanas en dicho segmento cromosdmico. La deteccion de aberraciones cripticas
sindromaticas, € elevado nimero de intercambios cromosdmicos y las observaciones
microscépicas sobre la estructura subtelomérica sugieren que reflgjan la gran actividad
gendmica y la complgjidad estructural prevalente en la regién. En la presente revision se
describen brevemente varios sindromes cromosdmicos subteloméricos, asi como la estructura
molecular y citoldgica de la region subtelomérica y las principales funciones del segmento
cromosdmico terminal a fin de brindar un panorama general sobre esta area de
investigaciones en rapido crecimiento de considerable significacion biomédica.
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Introduccion

La regién subtelomérica es un peculiar segmento multi-
funcional localizado contiguo alaregionterminal del cro-
mosomao telémero, el cua estaformado por écido desoxi-
rribonucleico (ADN) repetido y componentes proteicos
especificos querecubren a extremo cromosdémicoy man-
tienen constante su integridad estructural y funcional.

El reciente hallazgo en estaregion de un considerable
numero de aberraciones cromosomicas relacionadas con
sindromes de retardo mental y malformaciones congéni-
tas haincrementado extraordinariamente | os estudios des-
tinados al esclarecimiento de su estructuray funciénen el
genoma humano, habiéndose tornado en un explosivo
campo de investigaciones y publicaciones por sus multi-
ples potencial es aplicaciones en patol ogiay otros proble-
mas biol 4gicos generales.

El objetivo de la presente revision es brindar unain-
troduccién general acerca de esta nueva area, de tan ex-
tensa proyeccion clinica, haciendo especia referencia a
| os recientes avances acaecidos tanto a nivel microscopi-
co como molecular sobreel telémero 'y su region contigua,
el subtelémero, que puedan resultar de interés para el
medicoy €l bidlogo. Se abordan, por tanto, en formaresu-
midaun niimero de tépicos rel acionados con laestructura
y funcién de dichos segmentos cromosémicos con el pro-
pésito de suministrar una visién actualizada sobre los
papel es que desempefian durante los procesos de replica-
cion celular en el cancer, en el envejecimiento celulary en
laproduccion de sindromes deretardo mental y malforma-
ciones congénitas Ultimamente descubiertos.

Retardo mental, malformaciones congénitas y
aberraciones cromosémicas

El capitul o delaasociacidn sindromaticade retardo men-
tal y malformacion congénita comenzé a dilucidarse
citogenéticamente cuando L ejeuney colaboradores® des-
cubrieronlatrisomia21, y Sutherland® hall6 quelafragi-
lidad del cromosomasexual X se podiadetectar mediante
cultivo celular en medios de cultivo carentes de écido
félico.

Estas aberraciones cromosdmicas determinantesdelos
sindromes de Down y de Martin-Bell, respectivamente,
son las causas més frecuentes de retardo mental y malfor-
macién congénita. Sin embargo, un importante nimero de
portadores de retardo mental y malformaci ones congéni-
tas continuaron siendo cuadros de origen inexplicable,
por lo que fueron catalogados como “idiopéaticos’. Sélo
recientemente ha sido posible establecer su origen cito-
genético debido a los perfeccionamientos citoldgicos y
moleculares que posibilitaron la deteccidn de aberracio-
nes minimas producidas en la region subtelomérica no
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advertidas previamente por los métodos citol 6gicos con-
vencionales, por lo que que han sido denominadas “ crip-
ticas’, siendo responsables de por 1o menos 7,5% de los
casos de retardo mental idiopético®. Se sostiene que las
duplicaciones o delecciones producidas en €l ADN de
esa region cromosdmica menores de 5Mb causan retardo
mental sindrémico® lo que sefialaque aun muy pequefias
anomal ias génicas son capaces de originar graves pertur-
baciones, en particular casosinexplicablesderetardo men-
tal®.

Latablal presentaunalistaparcial sobrelosvariados
tipos de aberraciones cromosdmicas detectadas en los
ultimosafios en laregion subtel omérica. Un examen dete-
nido delatablaevidenciael hecho de que no se halogra-
do, hasta el presente, establecer algin cuadro clinico de-
finido asociado aunaaberracion cromosomicaespecifica,
sino que se ha observado una compleja constelacion de
delecciones, duplicaciones, transl ocacioneseinversiones,
inclusive mosaicos celulares®” que afectan diversos pa-
res cromosomicos pero que, cada una de ellas, son capa-
cesdeoriginar, en mayor o menor grado, retardo mental de
variadaintensidad y malformaciones congénitas. Sin duda,
no deja de sorprender que existan tan diversas aberracio-
nes® producidas en una peguefia regiéon cromosdmica
comolo esd segmento subtelomérico, por lo quelascom-
plicadas férmul as de aberraci ones resefiadas someramente
en latabla 1, y muchas otras no citadas, representan un
verdadero reto diagnéstico aun para un avezado citoge-
netista. Se aguarda plausiblemente que lareiteradaaplica-
cion de las nuevas técnicas citogenéticas permitira des-
cubrir muchos més micro-reordenamientos intersticiales
aumentando de este modo la complgjidad diagnésticade
esta nueva area citol 6gica®.

En general loscriteriosque seemplean paraindicar un
estudio citogenético de la regién subtelomérica se basan
en: a) historiaclinicacon dos o mésindividuos afectados
de retardo mental; b) retardo del desarrollo prenatal; c)
anomaliasdel crecimiento posnatal; d) dismorfiafacia; €)
anomalias congénitas sin dismorfia facial; y f) cariotipo
normal con bandeo G. La clinica de las constituciones
genéticas anormal es originadas por aberraciones cromo-
sdmicas subteloméricas que se han relacionado con los
sindromes de retardo mental y malformacién se hatorna-
dotan extensay complejaque cualquier intento de descri-
birlaen formadetallada escapa completamente alos pro-
pésitos de esta breve revision, por lo que se sugiere al
lector consultar referencias que comprendan estudios
amplios sobre el problema®19,

Debido ala creciente importancia médica de esta re-
gién cromosodmica resulta de interés, por tanto, describir
las caracteristicas citol6gicasy laconstitucion molecular
delaregion subteloméricay susvincul os con su segmen-
to cromosomico contiguo, el telémero, de modo de pro-
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Tabla 1. Algunos tipos de aberraciones cromosomicas cripticas asociadas con retardo mental
y malformaciones congénitas detectadas en la region subtelomérica

t(18;21)(g23;g22.1)1®
der(16)t(16;19)(p13.3;p13.3)®®
4p. dup(4)(p16.3p15.3)@
mosaico[45,XX,tas(2;14)(q37;p11)/
45,XX, tas(2;14)(g37;932)®
t(3;16)(g29;p13.3)®
46,XX,der(18)t(2;18)(p25;p11.2)@
dup(17p11/15q11)@"
der(14)t(9;14)(q34.3;932.33)®
del (22q) (q13.3)¢v
del(5935,3)¢
t(11;18)(g25;023)@
t(2.7);(q37;935) / 7935 - qter®”
46,XX,der(18)t(17;18)(q25;p11.32)@
46,XX,der(16)t(16;1)“

t(12;22)(q24.1;913.3)@"
del(3)(p25.3p26.2)19
1(8;20)(p23;p13)@Y
1(2;6)(q37.3;026)??

1(18;21)(2.11021.3)@9
46.XX.invdup(3)(p21.3p26)@s
(46.XX.der(13)t(8;13)(g24;934)@®
46.XX.inv(6)(g22.1q27)¢"
del(9)(g34.3)dup19(13.3)¢
der(18)t(5;18)patt?
17p [46.XX.der(6)t(6;17)(q25.3;p13)]¢®
t(4q35;10q26)c®
t(17p13.3)(20g13.33)@
del 22g13.3“v

porcionar a clinico interesado losfundamentos generales
gue le permitan comprender més detalladamente | os pro-
cesos citogenéticos que ali ocurren y que se relacionan
con la patol ogia congénita mencionada.

Estructura general del cromosoma eucarigtico

Los cromosomas son los vehiculos del material heredita-
rioy, salvo algunas excepciones, sol o se pueden observar
mediante el microscopio ptico o e electronico cuando la
céulase estadividiendo, estadio en €l cual los cromoso-
mas al canzan su grado méximo de compactacion.

Un cromosomametafésico tipico (figura 1) estdcons-
tituido por dos crométi das hermanas, |as cual es permane-
cen unidas mediante proteinas de adhesividad principal-
menteanivel del centrémero“. Este dominio estructural
es fundamental en la produccion de la correcta segrega-
cién cromosdmicay, por tanto, delainformacion genética
alas células hijas. Cada cromatida posee en su extremo
unacomplearegion denominadatel Gmero, lacual permite
laexistenciay el mantenimiento deloscromosomaslinea-
lesalo largo de laevolucién de los seres vivos®,

Bandas cromosOmicas y su importancia
en la practica médica

El cromosoma eucariético se caracteriza por presentar es-

tructuras transversal es denominadas bandas cromosomi-
cas. Las bandas se revelan mediante el empleo de varios
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Figura 1. Estructura general del cromosoma eucariotico.
Ejemplo diagramaético de las imagenes microscépicas y
composicion molecular del cromosoma N° 1 del hamster chino.
C: centrémero; T: telomero; p: brazo corto; g: brazo largo.
Cromatida a, brazo p: patron de bandas Giemsa (G)
Cromatida a, brazo g: se indican las bandas C-
(pericentromérica e intersticial). En el extremo del brazo se
ilustra la banda telomérica T. Croméatida b, brazo p: patrén de
bandas Reverse (R). Todas las bandas (G, R, C y T) han sido
ubicadas en sus posiciones relativas reales. Cromatida b,
brazo q, area terminal amplificada: en el telémero se indican
los segmentos de ADN repetido (barras negras). En la regién
subtelomérica el ADN repetido intersticial telomérico aparece
mezclado con segmentos de ADN repetidos largos (LINES;
barras punteadas) y segmentos de ADN repetidos cortos
(SINES; barras rayadas). Tanto los tamafios como las
localizaciones de los diferentes segmentos de ADN son
arbitrarios.
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métodosy técnicas de tincion. Seguin el patron de bandas
obtenido, las técnicas de bandeo cromosdmico se clasifi-
can en: a) técnicas de bandeo diferencial (bandeo G, Qy
R) vy, b) técnicas de bandeo selectivo (bandeo T y C)“2,
En latabla?2 seresumen las caracteristicas mésimportan-
tes de los principales patrones de bandeo.

L asbandas cromosdmicas permiten laexactaidentifi-
cacion de cadapar cromosomico, asi como el diagnostico
de aneuploidias determinantes de sindromes congeénitos.
Se utilizan, ademés, como patrén de referencia para el
mapeo de genes y oncogenes humanos, 10 que resulta
sumamente (til en ladescripcion citogenéticade cuadros
clinicos portadores de problemas hereditarios, habiéndo-
se tornado asimismo en una herramienta esencial parael
diagndstico diferencial de un gran nimero de sindromes
constitucionales“).

Organizacién y compactacion del ADN
en el cromosoma metafasico

El ADN cromosdémico esta compuesto por secuencias
nucleotidicas altamente repetidas, medianamente repeti-

das y de secuencia Unica, siendo estas Ultimas general-
mente secuencias génicas codificantes o reguladoras. Las
secuencias atamente repetidas selocalizan en los cromo-
somas humanos principal mente en |as regiones pericen-
troméricas heterocrométicas que se pueden observar a
microscopio como bandas C“9).

L as secuencias medianamente repeti das pueden estar
dispuestas en tdndem, como es el caso de los minisatéli-
tes, microsatélitesy del ADN telomérico, o dispersasalo
largo del cromosoma en forma de secuencias dispersas
cortas (SINEs; “short interspersed elements’) y de se-
cuencias dispersas largas (LINEs; “long interspersed
elements’). Tanto en los cromosomas del ratén, hamster
chino, como humanos, las secuencias SINEs se encuen-
tran concentradas en las bandas R, mientras que las se-
cuencias LINEs se agrupan principal mente en las bandas
G (tabla2)“™9)

El cromosomaeucariotico es unaestructuramol ecular
atamente organizada, cuya moléculade ADN interactlia
con unaampliagamade proteinas, en particular las histo-
nas, las cuales constituyen una familia de proteinas basi-
cas, atamente conservadas alo largo de la evolucién de

Tabla 2. Propiedades de las principales bandas cromosémicas

Bandeo Método de produccin Composicdn molecular

Estructura

Composicdn génica  Estadio mebtico Distribuctn

Fluorocromo-AT
Q especficos (quinacrina,

Reptiles, aves y

Método béndeo R
(incubacdn mas
prolongada). Coloracén
con Giemsa

ADN telomérico y
subtelomérico

DAPI, Hoescht 33258) maniferos
ADN relativamente rico en Regiones hipoacetiladas,
AT. Secuencias repetidas mas resistentes al
dispersas largas (LINES). tratamiento con proteasas Genes tejido- Cromomeros
Replicacon tarda y y enzimas de restriccon. espedfico paquiténicos
condensacdn precoz Andamiaje cromogmico
durante el ciclo celular plegado
Incubacdn en sol, salina o Anfibios,
G tripsina diluida. Coloracén reptiles, aves y
con Giemsa mamferos
ADN relativamente rico en
GC. Secuencias repetidas
Incubacon en buffer dispersas cortas (SINES). Principalmente genes
R caliente. Coloractn con Principalmente replicacén constitutivos y de
Giemsa temprana y condensacdn mantenimiento
tarda durante el ciclo
celular
Regiones hiperacetiladas,
asociadas a una intensa Regiones
actividad génica. intercromoméricas Maniferos

Andamiaje cromosmico
no plegado

paquiténicas

Regbén con mayor
riqueza en genes de
todo el genoma

Incubacbn en HCI seguido
C de un alcali fuerte.
Coloracbtn con Giemsa

ADN altamente repetido.
Replicacon tarda

Heterocromatina
constitutiva. Regiones
hipoacetiladas

Asociacbn con la
membrana nuclear
durante estadios
precoces

Eucariotas en

No posee genes
P 9 general
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las especies.

Las histonas intervienen en la produccion de un pri-
mer nivel de compactacion de la cromatina mediante la
formacién de un octamero proteico denominado nucleo-
soma®. Lamoléculade ADN realizadosgirosalrededor
de cada uno de dichos octameros, formando una estruc-
tura denominada fibra nucleosdmica. A suvez, estafibra
acanzaun segundo nivel de compactacién por lainterac-
cion de proteinas adicionales resultando en un enrolla-
miento helicoidal paraformar la denominada fibrade 30
nm o estructura en solenoide®Y. No se conoce completa-
mente cdmo se compactan después estas fibras para for-
mar el cromosomametafasico. Al respecto, se supone que
la fibra de 30 nm forma bucles que estan anclados a un
“andamigje’ cromosomico, e cual determinalamorfologia
caracteristicadel cromosomametafasi co. Dicho“ andamia
j€" esobservable mediante microscopiae ectronicaen cro-
mosomas en |os que se han extraido | as histonas, habién-
dose hallado que esta plegado en forma helicoidal en las
regiones de las bandas G*2.

El telobmeroy la region subtelomérica.
Componentes estructurales y funcionales

El término tel Gmero (del griego tel os, extremoy mero, par-
ticula) fue acufiado por Hans Muller (Premio Nobel, 1946)
paradesignar laporcionterminal del cromosomaen 194069,
Muller advirtid, durante sus investigaciones sobre lafre-
cuencia y tipos de reordenamientos cromosomicos pro-
ducidos por losrayos X, que la produccion de aberracio-
nes terminales era muy rara, por lo que dedujo que esa
area debia poseer una funcion de proteccion para el cro-
mosoma. Es admirable comprobar que en una época tan
lgjana, cuando ni se sospechabaque el ADN eralamolé-
culaclave que comandabagenéticamentealacéula, Muller
haya tenido |a exacta percepcion de imaginar que debia
existir, en los extremos cromosomicos, unaestructuraes-
pecializada destinada a preservar su integridad estructu-
ral. Lostel dmeros se descubrieron por primeravez, como
entidades cromosdmicas diferenciadas, en protozoarios
ciliados tales como Tetrahymena y Oxytricha®%, sobre
las cuales se han realizado numerosos estudios.

Estas regiones cromosomicas permiten alacduladis-
tinguir entre cromosomasintactosy fracturados, y su pér-
didaoriginacambios cromosomicosy celularesirreversi-
bles que pueden originar neoplasias o muerte celular pro-
gramada (apoptosis)®®5). A su vez, estaregion cromoso-
mica estd involucrada en los mecanismos de regulacion
de laexpresién de genes adyacentes, en el inicio del apa-
reamiento de cromosomas homologos durantelameiosis,
en € envejecimiento celular y en lacarcinogénesis®.

L os extremos cromosdmi cos poseen una composicion
y organizacion particular delacromating, lo cual posibilita
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sutincion selectivamediantelatécnicadebandeo T (figu-
ral), querevelael segmento donde selocalizan lostel6-
meros Yy laregion subtelomérica. Esta técnica deriva del
meétodo citol 6gico paraproducir bandeo R, ambos proce-
dimientos desarrollados por Dutrillaux®®, y sebasaen la
incubacion de las preparaciones cromosomicas durante
un periodo determinado de tiempo, en un buffer fosfato-
acido citrico a87° C, seguido detincién con Giemsa. Las
bandas T son regiones muy resistentes aladesnaturaliza-
cioén por calor® con un unariquezarelativaen pares GC,
y pueden ser, a su vez, muy ricas en secuencias Alu
(SINES). Con este simple método setifien, en formadife-
rencial, |os segmentos terminales cromosomicos, |os cua-
les abarcan laregion subtelomérica por [o que no es, evi-
dentemente, un método para revelar a los teldmeros ya
que, como lo sefialaremos mas adelante, son estructuras
moleculares no visualizabl es con €l microscopio dptico.

M ediante microscopia el ectrénica el segmento subte-
lomérico aparece como una apretada madeja de filamen-
tos®, que reflejala compleja asociacion subyacente del
ADN con las proteinas caracteristicasdelaregion, lo cua
le confiere una elevada resistencia a la digestion por
endonucleasas®?.

Los progresos ocurridos en |os Ultimos afios sobre el
conocimiento de estas regiones cromosdmicas han deter-
minado que el telémero se haya tornado en un concepto
estrictamente molecular y que las observaciones micros-
copicas que serefieren alas complejas estructuras térmi-
no-subterminal es corresponden aun nivel organizacional
superior, en € cual se observan las aberraciones cromo-
somicas que se relacionan con diversos cuadros patol 6-
gicosen e ser humano.

ADN telomérico

Enlamayoriadelos organismos eucariotas|ostel bmeros
estan constituidos por la repeticién en tndem de una
secuencia muy corta de ADN, generalmente rica en los
nucledtidos guanina(G) y citosina(C)®*%. Enloscromo-
somas humanos |la secuencia telomérica es TTAGGG®®
(figural), lacual estaatamente conservadaen losverte-
brados®” y abarca una extension de unos 5 a 15 kb. Esta
secuencia se ha encontrado también en regiones pericen-
troméricas de cromosomas de al gunos mamiferosasi como
dispersa en sitios intersticiales del genoma®.

El extremo fisico del ADN telomérico culminaen una
larga monohebraricaen G, generando un extremo 3’ sa-
liente, el cual se haobservado en todos los extremos cro-
mosdmicos, 10 que sugiere que debe existir un procesa-
miento nucleolitico delahebraricaen C® . El extremo 3'
saliente del ADN telomérico estd muy conservado en los
mamiferosy otros eucariotas, y se cree quetienerelacion
con laformacién y estabilizacion de una estructura telo-
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meéricaespecializadadenominadabucle-t (t-loop).

El modelo del bucle-t suponequelaregiéonterminal de
la molécula de ADN forma un gran bucle terminal, que
incluye el extremo 3' saliente en el ADN telomérico de
doble cadena™. Este modelo se basd en observaciones
demicroscopiaélectronicadefibras cromatini castelomé-
ricas que aparecen in vitro como buclesterminales cerra-
dos en formade bucle-t, habiéndose aislado estos bucles
en células humanas y de ratdn, lo que sugiere que muy
probablemente son estructuras presentes in vivo™.

ADN subtelomérico

L aregion subteloméricaes extraordinariamente compleja
y esta formada por una mezcla de regiones de ADN de
secuencia Unica con distintas familias de ADN mediana-
mente repetido que se caracterizan por ser polimorficas®.

La region subtelomérica esta organizada, en general,
en dos éreas o subdominios, uno distal con respecto a
centrémero (figura 1), caracterizado por la presencia de
secuencias repetidas cortas que son comunes a varios
Ccromosomas, y otro proximal con secuencias repetidas
largas comunes a unos pocos cromosomas. Estos dos
subdominios estarian separados entre si por una regién
derepetidosteloméricos (TTAGGG)n™. Como resultado
del mapeo gendmico y andlisisinicial de las secuencias
subtel oméricas de casi todos| os cromosomas humanos™,
se ha determinado que la region subtelomérica esté enri-
quecida 25 veces en secuencias teloméricas, las cuales
formanislas de (TTAGGG)n con un tamafio promedio de
151-200 pb, pudiendo estar agrupadas o dispersas, tanto
enel ADN repetido como en el de secuenciatnica(figura
1). Debe destacarse que la region subtelomérica posee
una concentracion de genes mas elevada que €l resto del
genomadonde, ademas, se encuentrael mayor nimero de
oncogenes mapeados hasta € presente™7,

L os segmentos subteloméricos son regiones extraor-
dinariamente dinamicas, variables y de rapida evolucién
en & genoma humano" determinando que sea unafuen-
te potencial dediversidad fenotipicapero, a mismotiem-
po, representando un lugar de reordenamientos cromoso-
micos que puede derivar en enfermedades congénitas™.

Proteinas teloméricas

L os telbmeros son un complejo nucleoproteico que pro-
porciona a los cromosomas un recubrimiento protector,
asegurando su estabilidad y 1a correcta segregacion dela
informacién genética durante la division celular, mante-
niendo la estructura cariol égica caracteristicade cada es-
pecie (figura2)™. Dicho “recubrimiento telomérico” esta
asegurado por lacomplgaestructuraformadapor las pro-
teinasy el ADN telomérico existenteen el extremo cromo-
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s6mico™,

Se han hallado hasta el presente tres proteinas que
son capaces de reconocer y unirse especificamente alas
regiones de ADN telomérico, es decir, alas regiones de
repeticidn en tdndem delasecuenciaTTAGGG. Estaspro-
teinasson TRF1™, TRF2y POT1. Las primerasdosreco-
nocen exclusivamentea ADN bifilar, mientrasque POT1
s6lo reconoce alamonohebrade ADN ricaen G. A suvez,
se han caracterizado varias proteinas que si bien no reco-
nocen especificamente la secuencia telomérica, forman
parte delosteldmerosintegrando grandes compl €jos pro-
teicoscon TRF1 0 TRF2. Laproteina TRF2 esunadelas
proteinas mésimportantesen laformacion del bucle-ty, a
igual que TRFL, interviene en la estabilizacion de dicha
estructura™0,

Métodos de deteccion de aberraciones
subteloméricas cripticas

L as aberraciones cromosdmicas de tamafio menor acinco
megabases no son observables por las técnicas de ban-
deo convencionales, ya que ellas no ateran € patrén de
bandas obtenido por lo que, en citogenética, se denomi-
nan “cripticas’. A fin de poder detectar las aberraciones
subteloméricas, se pueden emplear: 1) marcadores subte-
|omeéricos polimorficos que evidencian desviacionesdela
herencia mendeliana de alelos de sitios cromosomicos
polimdrficos cercanos a los teldmeros®%2; 2) métodos
citogenéticos moleculares, basados en: a) técnicas de hi-
bridacién gendémica comparativa (CGH; Comparative
Genomic Hybridization)® o, b) la técnica de hibridiza-
cion in situ fluorescente (FISH; Fluorescence in situ
hibridization)®. Latécnica CGH permitelacomparacion
de una muestra de ADN de una persona afectada con la
deunindividuo normal. En este método ambas muestras
son fragmentadas y marcadas con distintos fluorocromos,
paraposteriormente mezclarlas e hibridarlasaunametafa-
se normal. El andlisis de los perfiles de fluorescencia de
cadafluorocromo puedeevidenciar alteracionestalescomo
delecciones o amplificaci ones génicas en cada cromoso-
ma

El método FISH posibilita la localizacion precisa de
cuaquier secuencia de ADN en & cromosoma, ya que
utilizaunamonohebrade ADN especificadedicharegion,
denominada sonda, la cual se conjuga con uno o varios
fluorocromos y reconoce e hibrida Unicamente a la se-
cuencia complementaria del ADN cromosdmico previa-
mente desnaturalizado®. Esta técnicatienelaventgjade
que puede utilizarse tanto en cromosomas como en nu-
cleos interfasicos®. En los Ultimos afios se han incre-
mentado |as investigaciones destinadas a obtener méto-
dos diagndsticos cadavez més precisosy confiables, dis-
poniéndose actualmente de sondas subteloméricas para
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Figura 2. Proceso de acortamiento telomérico y su continua reparacion por la telomerasa preservando en forma permanente la
integridad cromosomica mediante el aporte de un nuevo segmento de acido desoxirribonucleico (ADN). Este proceso de pérdida y
reemplazo del ADN por la telomerasa representa el mecanismo de equilibrio que mantiene dicha integridad. La inactivacion de la
telomerasa (cruz punteada), origina un acortamiento telomérico que aumenta con el nimero de replicaciones celulares, lo que
desencadena envejecimiento celular hasta un punto en que la célula ya no puede volver a dividirse, lo cual provoca su muerte por
apoptosis. Los sucesivos acortamientos segmentarios del ADN producidos por la replicacion incompleta o por la accién de
nucleasas pueden inducir etapas posteriores que también concluyen con la muerte de la célula (flechas punteadas)

segmentos muy proximos a los telémeros de casi todos
los cromosomas®), conjugadas con distintas combina-
ciones defluorocromos, especificas paracadapar cromo-
somico. Como se empl ean sistemas computacional es apro-
piados, selograunarépidadeteccion de dichas aberracio-
nes cripticas facilitando considerablemente e diagnosti-
codiferencial en clinica®.

Telomerasa, envejecimiento celular y cancer

El mantenimiento delaintegridad y estabilidad delos ex-
tremos cromosdmicos a través de las sucesivas replica-
ciones celulares esta intimamente vinculado alalongitud
del ADN telomérico, lacua se establece durante el desa-
rrollo del cigoto®, Aunque parezca paradgjico, esta
estructuratan importante paralaestabilidad cromosdmica
se degradasucesivamente en cadaciclo de replicacién del
ADN. Esto es, en parte, debido alaincapacidad replicativa
para completar el extremo terminal de la hebrade ADN
retrasaday también por la accion de nucleasas, queinter-
vienen en lageneracion de los extremos 3’ salientes®%9),
El acortamiento progresivo del ADN telomérico actiacomo
un verdadero rel o biol 6gico®, yaque el momento en que
unacélulaenvejecey muere depende del nimero de divi-
siones celulares previas. Este fendmeno, denominado
“senescencia celular”, explica por qué mueren las lineas
celulares en cultivo después de cierto nimero de pasgjes
invitro®,

Dicho acortamiento telomérico es observado en la
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mayoria de las células sométicas del organismo adulto,
pero no en lalineagerminal o en las primeras etapas del
desarrollo embrionario®, debido aque en éstas el acorta-
miento es contrarrestado por la actividad de una enzima
critica, latelomerasa® (figura3). Laenzimatelomerasaes
unatranscriptasa reversa especifica del telémero que ex-
tiendeel ADN repetido termina (TTAGGG) proporcionan-
do, practicamente en formauniversal, 1as bases molecula
resparaunilimitado potencia deproliferacion celular.

La telomerasa esta constituida por una subunidad
catalitica proteica 'y por una molécula de ARN, la cua
posee la secuencia complementaria de los repetidos
teloméricos (AAUCCC)®, Deestaforma, latelomerasale
adicionaa ADN terminal secuencias repetidas teloméri-
cas, utilizando su propio ARN como molde. Laactividad
delatelomerasa esta ausente en lamayoriade las células
sométi cas humanas, pero presente en variaslineas celula
resinmortalizadasin vitroy en 90% delas células cance-
rosas, en las cuales sereactivadichaenzima, por lo quese
interrumpe en ellas la declinacion del acortamiento telo-
mérico®®, Si bien se cree quelaactivacion de estaenzi-
ma no esresponsable de latransformacion celular malig-
na, ella permite la proliferacion indefinida de las células
neoplésicas®. No obstante, se observa en casi todos los
tumores quelalongitud tel omérica se mantienefinalmente
en forma estable, 1o que sugiere que los mecanismos de
regulacion existentes en laregion limitan, en ciertos ca-
sos, €l aargamiento telomérico indefinido producido por
latelomerasa ™.
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Figura 3. Replicacion de los segmentos subteloméricos de alta densidad en cromosomas endorreduplicados de células en cultivo
del hamster chino, demostrando la existencia de patrones de distribucion similares en las cromatidas hermanas de ambos
cromosomas endorreduplicados. Las imagenes graficas fueron generadas en seudotercera dimension a partir de los datos
cuantitativos obtenidos mediante exploracion densitométrica realizada por el citomicrofotémetro bajo comando computacional.
Para la ilustracion se emple6 un gradiente de grises arbitrario destacandose en blanco las areas de mayor densidad de los
cromosomas. a) Las cromatidas hermanas de ambos cromosomas endorreduplicados exhiben niveles iguales de alta densidad en
las areas subteloméricas. b) En ambos cromosomas endorreduplicados se observa que el area subtelomérica de mayor densidad
se localiza Unicamente en una cromatida, lo que indica que s6lo estructuras cromosOmicas preexistentes pueden replicarse en la

misma forma.

Indicaciones sobre la complejidad citologica
de laregién subtelomérica

L asregiones subteloméricas se pueden analizar mediante
un sistemade mi croscopio fotométrico asociado aun sis-
temade computadoragréfica. Aparte de detallestécnicos
menores, el microfotdmetro consta bésicamente de una
electroplatina para microscopio que se mueve por pasos
discretos (0,25 um) y una fotocélula de alta sensibilidad
(fotomultiplicadora), funcionando ambos dispositivosbajo
comando computacional. Un programa apropiado deter-
minague laplatinase desplace paso apaso realizando, en
cada uno, medidas muy precisas de laluz transmitida por
el objeto analizado. L osvaloresmedidos delasdiferentes
densidades son almacenados en la computadora que se
emplean, entiempo diferido, paragenerar imagenes grafi-
cas de las estructuras cromosdmicas. Tanto los progra-
mas computacional es disefiados por nosotros para anali-
zar las estructuras nucleares y cromosomicas, como las
imagenes generadas, han sido presentados detalladamente
en diversos trabajos previos'®. El resultado final es un
valioso sistemade microscopiaanaliticayaqueel investi-
gador dispone de unaimagen cuantitativa muy ampliada
y detallada de estructuras cromosémicas o de otros com-
ponentes celulares.

Laexploracion microfotométricadelasregionestermi-
nales de cromosomas tefiidos con el procedimiento de
bandeo T y €l posterior andlisiscomputacional delasiméa
genes gréficas generadas permite detectar que las areas
de mayor densidad tefiidas con el Giemsa se distribuyen

100

demaneradiferencial en ambas crométidas hermanas. Su-
cintamente, son: 1) deigual tamarfio en lasdos crométidas,
2) mayor en una gque en la otra, o 3) solo detectables en
una unica crométida. Ambas estructuras diferenciales no
pudieron asignarse aningin cromosomaen particul aroy,
La existencia de estas inesperadas estructuras fue confir-
mada posteriormente analizando cromosomas endorredu-
plicadosyaque en ambos cromosomas €l patron de distri-
bucion fue exactamente igual 1 (figura 4).

Un andlisisdetenido delasimégenes gréficas microfo-
tométricas muestra que, en ciertos casos, las densidades
mas elevadas de la cromatina se distribuyen de tal modo
gue aparentan i ntercambi os de crométi das hermanas muy
pequefios ocurridos en la region subtelomérica, los cua-
leshemosdenominado “t-SCES’ (de: intercambiosde cro-
métidas hermanas tel oméricos)®®?. Como este método de
andlisis no implicala sustitucion de bases del ADN con
bromodeoxiuridina (BrdU), que es el método citoldgico
empleado corrientemente para detectar 10s intercambios
de crométidas hermanas, nosotros postulamos que este
era un fendbmeno que representa distintos estadios fun-
cionalesdelaregion del cromosomanormal %,

M ediante microf otometria de exploracién hemos esta-
blecido también que tanto | as sefial es fluorescentes gene-
radas por las sondas teloméricas como las regiones de
mayor densidad de la cromatinatefiidas por € método de
bandeo T selocalizan précticamente en las mismas &reas
en laregion subtelomérica, 1o que sugiere que ambos he-
chos estan relacionados por lo menos anivel del micros-
copio Optico%, Otro singular hallazgo sobre lareactivi-
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Figura 4. Sintesis diagramatica de organizacion, funcién, aberraciones cripticas e interrogantes sobre la region telo-subteloméri-
ca del cromosoma eucariético. El 6valo representa al teldmero con su contenido molecular y su funcién de recubrimiento (flechas
pequefias). La telomerasa accede a esta region para mantener la integridad telomérica. En el area subtelomérica contigua se
sefiala la presencia de aberraciones cripticas y la elevada frecuencia de intercambios caracteristicos de la region. La columna
sobre estructuras resume las observaciones microscopicas mas conspicuas realizadas en la region subtelomérica y las clases
de acido desoxirribonucleico (ADN) repetido halladas en ambos segmentos en tres ejemplos del reino animal y vegetal.

dad subteloméricafuelainducccién de pequefios orificios
en dicharegidn tanto en cromosomas hormales como abe-
rrantesy en ambas crométidas o en unasola, cuyaslocali-
zaciones evocan la de los diferentes patrones de densida-
des mencionados1%1%),

Un hecho semejante aladistribucién diferencial delas
densidades cromatinicas fue observado también por
Bekaert y colaboradores’® estudiando el tamafio del te-
|6mero en terceradimens 6n mediante microscopiaconfocal
y sondas fluorescentes teloméricas, comprobaron que la
longitud teloméricano eraigual enlasdos crométidas her-
manas de cromosomas de linfocitos humanos y que esta
variabilidad no podiarelacionarse con algin par cromoso-
mico especifico, lo que concuerda con nuestras observa-
ciones sobre la distribucién de los patrones diferencial es
de densidades.

Discusién y conclusiones

L acitogenéticahumanaharealizado nuevamente un apor-
teclaved dilucidar lacausade multiples cuadrosderetar-
do mental y malformaci ones congénitas asociadas, un an-
tiguo enigma de la patol ogia humana. Debido a estos im-
portantes avances acaecidos en esta area, €l clinico actual
no sblo debe familiarizarse con este nuevo conjunto de
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sindromes pararealizar un diagnostico diferencial preci-
S0, sino que también debe disponer de los fundamentos
conceptuales subyacentes en estas alteraciones congé-
nitas.

En esta sucinta revision se presentan, por tanto, una
descripcién citogenética general de algunostipos de abe-
rraci ones observadas en dichos sindromes asi como aque-
Ilos aspectosestructuralesy molecularesdel telomeroy la
regién subtel oméricaque serelacionan con laproduccion
de aberraciones cromosomicas que originan retardo men-
tal y malformacion congénita a fin de brindar al médico
unavision general sobre el problema.

El descubrimiento de estas aberraciones cripticas ha
sido posible por los recientes refinamientos y nuevos
métodos citogenéti cos de analisis cromosomico, en parti-
cular el disefio de sondas fluorescentes desarrolladas para
laregion subtel omérica. Hastahace muy poco erainimagi-
nable que la alteraci 6n de pequefias porciones de los cro-
mMosomas se tornariaen areas criticas en patol ogia huma-
na. Lamultiplicidad de hallazgos es ahora de tal magnitud
gue se sostiene que por lo menos 6% del retardo mental
“idiopatico” podria explicarse por los reordenamientos
submicroscépi cos que afectan laregién subtel omérica®.

El hecho de quelaregion subteloméricasead sitiode
un elevado nimero de intercambios, un hecho comproba-
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do durante ladecodificacion del genomadetodosloscro-
mosomas humanos®1%79  permite comprender por qué
se estan detectando en forma creciente numerosas abe-
rraciones “ cripticas’ capaces, aparentemente, de generar
variabilidad fenotipica, sindromesderetardo mental y per-
turbaciones del desarrollo embrionario.

Resultareal mente sorprendente apreciar como tan pe-
quefias alteraci ones cromosdmicas, cuyo tamarfio esta casi
en € limite de resolucion del microscopio, sean capaces
de originar complejos cuadros clinicos de retardo mental
y malformacién congénita. Probablemente dichas aberra-
ciones provocan un considerabl e desequilibrio génico que
perturbael desarrollo normal del embrion, o queorigina-
riadichos sindromes.

En este sentido, Pettenati y colaboradores®® halla-
ron gue pueden ocurrir reordenamientos cromosomicos
entre laregion subteloméricay telomérica en individuos
clinicamente normal es que portan anomal ias cromosomi-
cas equilibradas en las cuaes uno de los puntos de frac-
tura involucra una banda terminal. Como estas regiones
intervienen durante el apareami ento cromosdmico meioti-
co, dichas alteraciones perturbarian la formacion de las
configuraciones cromosdmicasnormales, o queinterferi-
riacon laproduccion gamética originando abortoseindi-
viduos portadores de aberraciones cromosomicas.

Lafigura4 resume, en formadiagramética, loshechos
principales registrados hasta la fecha sobre esta &rea. La
comprobada complejidad de ambas estructuras es aln
materiade controversia. Persisten asi unaseriedeinterro-
gantes sobre como est organizadalacromatinaen €l cro-
mosoma metafésico y cdmo funcionay esta estructurado
realmente el conjunto molecular. Debido aesto es antici-
pable que se incrementardn de manera considerable las
investigaciones sobre este segmento del cromosoma, en
particular anivel molecular. Asimismo, a medida que se
desarrollen nuevas sondas especificas conjugadas con
fluorocromos de alta eficienciacuéntica, selograra detec-
tar un nimero mayor de sindromes subteloméricosdein-
terésclinico. Ademas, esevidente que en un futuro proxi-
mo se asigharan a la region muchas otras funciones alin
desconocidas, considerando la elevada concentracién
génicapredominante en laregidn caracteristicadelasban-
dasRy T, por lo que se obtendra unaimagen més precisa
sobre estas &reas cromosomicas.

Aungue lamicroscopia el ectronicapermite visualizar
lacomplejidad estructural existente en el segmento subte-
loméricoy qued andlisismicrofotométrico muestralaexis-
tenciade variabilidad en ladistribucion delas densidades
delacromating, todaviano se haproporcionado unaima:
gen globa convincente sobre como estédn asociados el
ADN y las proteinas en esa region que explique satisfac-
toriamentelas estructuras observadas a nivel microscépi-
co, las cuales parecen poseer ciertaimpenetrabilidad es-
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tructural.

Tanto los diferentes patrones de densidad detectados
en laregién subtelomérica por nosotros, como las distin-
taslongitudes tel oméricas halladas por Bekaert y colabo-
radores®® son hechos no aguardables de un punto de
vista citogenético estrictamente ortodoxo dado que las
cromatidas hermanas normales no debieran exhibir dife-
rencias estructural es debido a que cada una esta formada
por una Unica molécula de ADN y, en mitosis, éstas po-
seen exactamente la misma secuencia, yagque son €l pro-
ducto de la replicacion semiconservativa de una unica
molécula lineal de ADN antecesora. Por tanto, nosotros
adelantamos la hipdtesis de que, probablemente, las es-
tructuras que observamos en este segmento expresan di-
versos estados funcionales de la region subtelomérica,
unainterpretacion que es coherente con las més recientes
observaciones estructurales y funcionales halladas en el
segmento®. Asimismo, los pequefios intercambios que
hemos detectado en las regiones subteloméricas de las
cromatidas hermanas (t-SCEs) deben interpretarse tam-
bién como expresionesdelaactivafuncionalidad del seg-
mento. Al respecto, se hasefialado la existenciaen el ge-
nomahumano deinestabilidades en las secuenciasinters-
ticiales teloméricas™'?, por lo que nuestras observacio-
nes microscopicas podrian representar iméagenes de esas
inestabilidades. Aungue esta idea resulta atractiva sera
necesario llevar a cabo extensas investigaciones sobre
los cambios estructurales originados por la actividad de
los diversos mecanismos que operan en esta regién del
Cromosoma, un asunto que originara seguramente el des-
cubrimiento de nuevos e inesperados hechos relaciona
dos. Otro aspecto, no menosimportante, sera poder esta-
blecer un vinculo convincente entre los componentes
molecularesy las macroestructuras detectadas anivel mi-
croscopico. El logro de esta sintesis seguramente permiti-
rarelacionar dichas estructuras con las diferentes funcio-
nes conocidas y otras ignoradas hasta ahora, desempe-
fladas por el segmento subtel omérico brindando unaima-
genintegral delaregion.

Aun cuando en la presente revision nos hemos ocu-
pado preferencialmente de | as aberraciones cripti cas sub-
teloméricas que originan retardo mental y malformaciones
congénitas en pacientesy en familias, debe sefidlarse que
también se han encontrado aberracionessimilaresen otras
areas médicas, en particular en hemato-oncol ogia*t2119,
cancerologia®™®, psiquiatria®>9, ginecologia!”, sobre
las cuales sblo citamos unas pocas referencias atitulo de
ejemplos. Asimismo, se han comenzado avincular diver-
sas aberraciones cripticas con el oscuro sindrome de
autismo@"11&120 'todo o cual ha expandido considerable-
mente € interés bioldgico y diagnostico existente sobre
esta regién cromosdmica cuyos estudios estan inaugu-
rando una nueva espectacular especialidad en medicina.
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Summary

Recent technol ogical advances occurredin molecular cy-
togenetics have allowed to detect numerous minute aber-
rations in the chromosome region contiguous to the te-
lomere or subtelomeric segment which hasbeenrelated to
various conditions of mental retardation and congenital
malformationsand to other clinical syndromes of medical
interest. Previousresearch on the subtelomere carried out
by means of scanning microphotometry and computer
graphic analysis, revealed different patterns of the distri-
bution of chromatin densities and the existence of minute
exchanges between sister chromatidsin thischromosomic
segment. The detection of cryptic syndromatic aberrations,
the high number of chromosome crossovers and the mi-
croscopical observations on the subtelomeric structure
suggest that they reflect the great genomic activity and
the structural complexity prevailing in the region. In the
present review, several subtelomeric chromosome syn-
dromes, the cytological and molecular structure of the
subtelomeric region as well as the main functions of the
chromosometerminal segment are briefly describedin or-
der to give a general panorama on this fast growing re-
search areaof considerable significancein bio-medicine.

Résumé

Les derniers progrés technologiques en cytogénétique
moléculaire, ont permis de repérer de nombreuses et
minuscul es aberrations danslarégion chromosomique du
télomeére ou segment subtél omérique liées au retard men-
tal, desmalformations congénitales et d’ autres syndrémes
d'intérét médical. Des recherches antérieures, menées a
bout au moyen d’exploration microphotométrique et
d’ analyse graphique par ordinateur du subtélomere, ont
montré de différents paramétres de distribution des
densités de la chromatine et I’ existence de minuscules
échanges entre chromatides soeurs dans ce segment
chromosomique. La détection d' aberrations cryptiques
syndromatiques, le grand nombre d’ échanges chromoso-
miques et |es observations microscopiques de lastructure
subtél omérique suggérent une grande activité génomique
et lacompléxité structurelle prévalente danslarégion. On
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décrit ici briévement plusieurs syndrémes chromoso-
miques subtélomériques, ains quelastructuremoléculaire
et cytologique delarégion subtélomérique et les principa
les fonctions du segment chromosomique terminal, afin
d offrir un panoramagénéral sur cette sujet derecherches
qui S accroit considérablement.
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