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Resumen

Dr. Maximo E. Drets?

Se exponen, desde una perspectiva historica y en forma sucinta, los sistemas de identificacion
de los cromosomas humanos y varios métodos de bandeo cromosdmico desarrollados en las
Ultimas cuatro décadas. Se relatan ambitos y hechos acontecidos —varios de los cuales
protagonizd el autor— que originaron la actual moderna citogenética estructural y molecular.
Se mencionan, asimismo, algunos aspectos moleculares implicitos en estas metodologias con
el propdsito de contribuir al esclarecimiento de los variados aspectos revelados por dichos
métodos sobre las estructuras cromosdmicas subyacentes. Se describen también los
procedimientos analiticos desarrollados en nuestro laboratorio para el estudio de nicleos y
cromosomas como asi 1os resultados obtenidos sobre el analisis cuantitativo de la region
subtelomérica y su probable relacién con las aberraciones cripticas, detectadas en dicho
segmento cromosdmico, productoras de retardo mental y malformaciones congénitas.
Finalmente, se realiza un breve relato sobre las aplicaciones del bandeo cromosdémico en €
proyecto del genoma humano y su posible utilidad en los experimentos de sintesis artificial de
nicleos celulares eucaridticos, de particular significado en biologia.
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Introduccion
Importancia biolégica de las bandas cromosémicas

El descubrimiento de |as técnicas de bandeo cromosomi-
co hasignificado un considerable progreso tanto en cito-
genética humana como en citogenética general yaque, a
poder obtenerse imégenes reproducibles de la existencia
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de estructuras cromosdmicas transversales (bandas) de
diferente tamafio alo largo de los cromosomas, fue posi-
ble disponer de unaherramientadeidentificacion de cada
cromosomahumano, como asi |os de unimportante nime-
ro de otros organismos tanto animales como vegetales.
Adicionalmente, esta metodol ogia permitié localizar con
certeza los puntos de fractura observados en la mayoria
delosreordenamientos estructuralesy establecer qué cro-
mosomas estaban involucrados en dichas aberraciones.
Estas posibilidades citolégicas produjeron un gran
impacto especialmente anivel clinico yaque permitieron
diferenciar y caracterizar citogenéticamente un elevado
numero de nuevos sindromes de malformacion y retardo
mental congénitos. Asimismo, lamasrecientey significa-
tivaaplicacion de las bandas cromosdmicas hasido en el
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programa del genoma humano ya que, tanto genes como
sindromes génicos, son ahora ubicados habitualmente en
|os mapas de bandas cromosémicas.

El gran vaor de los diversos patrones de bandeo es
gue caracterizan a cada cromosoma de diversas especies
de entidades biol 6gicas superiores, excepto los vertebra-
dosinferiores que no las poseen. En los vertebrados y en
las plantas superiores las bandas se originaron a través
de prolongadisimos procesos evolucionarios acaecidos a
distintos niveles evolutivos constituyendo los compo-
nentes cromosomicos observables actuamente. Su esta-
bilidad estructural es tan elevada que, cualquier cambio
inducido o espontaneo ocurrido en ell0s, se expresacomo
una mutacion indeseable la cual, en e ser humano, o se
elimina por muerte del individuo, o impide su reproduc-
cidn, u origina una enfermedad hereditaria. Todos estos
SON mecani Smos evol ucionarios que aseguran laelimina-
cién de la poblacién de individuos portadores de altera-
ciones genéticas perjudiciales. Asimismo, estos extraor-
dinarios avances citogenéticos han ocurrido en menos de
cuatro décadas de investigaciones y perfeccionamientos
metodol 6gi cos revol ucionando profundamente la genéti-
cahumanaal esclarecer racionalmentee origen deun enor-
me nuimero de enfermedades hereditarias.

La era prebandeoy el problema de la clasificacion de
los cromosomas humanos. Dos escuelas en pugna

Después del descubrimiento realizado por Tjioy Levan®
del nimero correcto del cariotipo humano, logrado cuan-
do €ellos aplicaron, en células humanas hormales, un nu-
mero de refinamientos metodol 6gi cos desarrollados pre-
viamente en citogenética. Estos procedimientos permitie-
ron laacumulacién del nimero de metafases, unaefectiva
separacion deloscromosomasy su adhesion al portaohjeto
en un unico plano éptico.

En esa época, Jéréme Leeune (figura 1a), un médico
delaCliniquedesMaladiesInfantilesdel Hopital Necker-
EnfantsMaladesde Paris, dirigidapor € profesor Raymond
Turpin, estaba realizando detenidos estudios clinicos de
nifios con retardo mental y malformaciones congénitas,
particularmente sobre pacientes portadores del sindrome
de Down. Uno de los elementos que més intrigaba a
Legeuneeralacuriosaseme anzafenotipicadelospacien-
tes, que ya habia sido sefialada mucho tiempo atras por
Seguin® y después por Langdon-Down®. El hallazgo de
Lejeunedelaprimeratrisomiacromosdmicade ser huma-
no realizado en este tipo de pacientes no ocurrio por ca-
sualidad. Lacapacidad clinica, el profundo conocimiento
del problemay el extraordinario talento de Lejeuneloin-
dujeron a considerar como muy plausible la hipétesis de
Waardenburg® de que € sindrome estaba determinado
probablemente por unaaberracién cromosdmica. Estasu-
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Figura 1. Los dos grandes maestros fundadores de la
citogenética humana. a, Jérdme Lejeune
construyendo un cariotipo humano en su laboratorio
de Paris (abril de 1966); c, Klaus Patau observando
cromosomas en el Laboratory of Genetics de Madison
(circa 1961) [a, foto del autor; b, cariotipo gentileza de
Lejeune y publicado ®¥ ¢ y d, cortesia de la Prof. Eeva
Therman-Patau]. b y d ilustran los tipos de
cromosomas obtenidos en cada laboratorio
respectivamente. Es evidente que el grado de
acortamiento cromosomico observable en d debe
haber dificultado considerablemente el

reconocimiento de los pares cromosomicos.

posicion ya imperaba en ese tiempo en €l servicio de
Turpin, quien analizando las diversas concepciones
etiol 6gicas delaenfermedad, supuso que lamas probable
eralade*unaanomaliacromosomica’®®,

Es, entonces, que Lejeune decide asociarse con una
pediatra con grandes conocimientos sobre cultivos celu-
lares, Marta Gauthier, comenzando a emplear la misma
metodologia utilizada por Tjio y Levan pero, en vez de
usar fibroblastos embrionarios, comenzaron a cultivar
fibroblastos de adultos obtenidos a partir de pequefias
biopsias cutaneas. Obviamente no se disponia, en laépo-
ca, de la instrumentacion actual para cultivar células a
largo plazo (por jemplo, estufasde CO,, camarasdeflujo
laminar, frascos paracultivo, etcétera) por o quelatécni-
caempleadaselimitabaadepositar pequefios fragmentos
de tejidos (explantos), en particular de fascia lata, sobre
cubreobjetos untados con plasma de pollo, introducirlos
en pequefios tubos que contenian € medio de cultivo, e
inmovilizarlosin situ mediante coagul acién por € agrega-
do de una gota de extracto embrionario. Este simple pero
ingenioso método de cultivo de fibroblastos humanos fue
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empl eado por primeravez en nuestro paisen el diagndsti-
co diferencial de un caso de sindrome de Klinefelter®.

Durante la clase inaugural de la Cétedra de Genética
Fundamental, que fuera creada especialmente para
Lejeune por laFacultad de Medicinade Paris, €l serefirio
alas heroicas condiciones en las cuaes desarroll6 su la-
bor precursora... “ El cuarto destinado al estudio
citolégico era soberbio. Poseia dos grandes agujeros
abiertos al cielo y no habia agua, ni gas, ni mesa de
trabajo. Nuestro microscopio, que fuera orgullo del Hos-
pital Trousseau en los afos 20, se comportaba bastante
valientemente a pesar de |los desgastados dientes de su
cremallera que estaban recubiertos con una hoja de pa-
pel de chocolate cuidadosamente insertada entre los
engranajes. Esta maravilla dptica tenia su trono sobre
una camilla de enfermo que hacia de mesa de trabajo.
Una silla alta, bastante parecida a aquellas que se ven
aun en lasiglesias de campafia detras del viejo armonio,
completaba el mobiliario”...®.

En esteincreible einhdspito ambito, Lejeuney Gauthier
logran un activo crecimiento celular de fibroblastos alos
pocos dias a partir de los explantos, € cual aparecia en
formadeuna“corond’ celular. Unavez retirado € explanto,
aplicaron alas célulasremanentes crecidasin vitro €l mis-
mo protocolo de Tjio y Levan (colchicina, choque
hipotonico, fijacion con écido acético y etanol y colora-
¢ion con azul de Unna) parapoder observar lascélulasen
division. Lo notable del caso es que, con este método,
lograron obtener metafasesincreiblemente claras, con cro-
mosomeas largos y libres de distorsién mecénica (figura
1b) dado que todo el procedimiento se realizaba dentro
del tubo, lo que evitaba cualquier perturbacion celular o
produccién de indeseables artefactosy, lo cual erasuma-
mente importante, impedir lamezclade cromosomas pro-
venientes de células vecinas asegurando un recuento e
identificacion precisos de los cromosomas de cada
metafase. Al alcanzar este punto de perfeccionamiento
tecnol 6gico, Lejeune dedicé considerable tiempo a esta-
blecer con singular precision e cariotipo humano devaro-
nesy mujeres®. Susinequivocasy admirables imégenes
cariol6gicas lo impulsaron aintentar laidentificacion de
cada par cromosomico. En particular, no existian dudas
sobrelospares1,2,3,9,16y e Y, perolaclasificacion de
losmiembrosdelospares4-5, 6-12inclusivee X, 13-15,
17-18,19-20y 21-22, resultabamuchisimo més probleméti-
ca. No obstante, Legjeune nos manifestd personal mente
gue “aunque era algo ilusoria la tarea de identificar
es0s grupos de cromosomas valia la pena esforzarse en
diferenciarlos’, aconsejandonos observar detenidamen-
te pequefias variaciones morfol égicas orientadoras.

Laminuciosay exacta clasificacion usada por L e eu-
ne? fue reiteradamente rebatida por muchos autores de
aquella época. Es absolutamente sorprendente, en el con-
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texto actual, laextensapolémica (122 paginas) queorigind
una de las presentaciones de Lejeune® controvertida
particularmente por Klaus Patau, €l descubridor de la
trisomia 13 (figura 1c) @>%9, Durante la mencionada pre-
sentacion, Lejeune expuso un nuevo método paraidenti-
ficar en particular cada par del grupo 6-12 cuyos pares
carecian de marcadores cromosomicos especiales (a ex-
cepcién del par N° 9 que porta una constriccion secunda-
riamuy clara) empleando lalongitud relativay €l indice
centromérico. L ejeune empled unatécnicafotogréficade
desenfoque de los puntos obtenidos pensando que las
areas de mayor concentracion de dichos puntos repre-
sentaban las localizaciones medias correspondientes a
cada par inclusive el X. Aungue algunos de los funda-
mentos matematicos que Patau empled para oponerse a
los puntos de vista de L ejeune eran en parte ciertos, debe
sefialarse que sus errores de apreciacion se originaron
principalmente por el empleo de cromosomas sumamente
acortados debido al uso de dosis elevadas de colcemid
(unacolchicinasintéticasumamente activa), lo cua leim-
pedia detectar pequefias variaciones morfol dgicas exis-
tentes entre los distintos pares cromosomicos (figura 1d).
Eraclaro que en ese tiempo dos “ escuel as citogenéticas’
(lafrancesay la anglosgjona) se oponian generando en-
cendidas polémicas. Por estasrazones, apartir de nuestro
retorno de Peris, ocurrido en mayo de 1966, hasta el pre-
sente, adoptamos en nuestro laboratorio la“metodol ogia
francesa” para e estudio del cariotipo humano basados
en dichas convincentes razones citogenéticas.

Habiendo logrado tal perfeccionamiento tecnol égico
tanto en materia de cultivos de fibroblastos obtenidos de
pequefias biopsias como la identificacion precisa de to-
doslos parescromosdmicos, L ejeune decide estudiar nue-
ve pacientes con sindrome de Down estableciendo in-
equivocamente que portaban 47 cromosomas en vez de
46, anomal iadeterminadapor el exceso deun cromosoma
del par 21617, Este sensacional descubrimiento implico
una profunda y real comprensién del sindrome de la
trisomia 21 determinando lainauguracion formal delaci-
togenética humana como unanuevay trascendente disci-
plina bio-médica. Realizamos |os primeros diagndsticos
detrisomia 21 con Ramoén-Guerra poco tiempo despuéss),
Su repercusion fue tan amplia que conmociond el oscuro
capitulo delasmalformacionesy retardo mental congéni-
tos tanto en la esfera sométicacomo en la sexual, proble-
mas no comprendidos racional mente por nadie hasta esa
fecha. Aun cuando este importantismo descubrimiento
abrid insospechadas rutas en multiples &reas delagenéti-
cahumanay delabio-medicina, sorprendentemente toda-
via no se ha hecho justicia con el histdrico aporte de
Lejeune ya que la trisomia 21 contindia denominandose
“sindromede Down” envez dedesignarlojusticieramente
“sindrome de Down-L gjeune” aunque Legjeunefue, indis-
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cutiblemente, el primer investigador en la historia de la
medicina que esclarecié, en forma definitiva, su origen
genético.

Debido al enormeinterés que despertd el conocimien-
to detallado del cariotipo humano, sobre todo a nivel de
los clinicos, quienes estaban a gjados de |os |aboratorios
de citogenética, ideamos un simple método parala ense-
flanza de la identificacién cromosdmica destinado a nu-
merosos grupos de estudiosos, basado en el recorte
cromosdmico defotocopiasy realizacion, enformacolec-
tiva, de cariotipos. Este recurso docente o empleamosen
¢l primer curso sobre citogenéticahumanaque desarrolla
mos en la Escuela de Graduados de nuestra Facultad de
Medicinaen 1970y 197419,

Las bandas Q fluorescentes

Lasituacion del problema de laidentificacion precisade
los cromosomas humanos parecia haber alcanzado un
punto insuperable cuando Caspersson y colaborado-
res?21 publican sus memorables trabajos sobre laidenti-
ficacion cromosdmica mediante métodos fluorescentes.
Kohler habia observado hace més de 100 afios que los
componentes nucleares eran capaces de fluorescer cuan-
do eran iluminados con luz ultravioleta, pero el resultado
eraunafluorescencia uniforme delos cromosomasy, por
ende, no informativa. Por tanto, Caspersson penso que si
eraposible unir un agente al quilante con un fluorocromo,
quiza podria lograrse su intercalacion con las guaninas
del ADN cromosdmico. Como se conociaqueel nimeroy
tipo de bases del ADN variabalocalmente alo largo del
cromosoma metafasico, Caspersson supuso que e em-
pleo de dicho agente podria permitir la diferenciacion de
los segmentos cromosdmicos ricos en bases guanina-
citosina(GC) deloscompuestos por adenina-timina (AT)
aguardando la produccion de &reas més o menos brillan-
tes lo que podria contribuir, eventuamente, a una mas
precisa identificacién cromosémica. A pedido de
Caspersson, E. Modest, un quimico de Estados Unidos,
sintetizd un nuevo compuesto, la mostaza de quinacrina
y, para gran satisfaccion de Caspersson y su grupo, des-
pués de tefiir [os cromosomas con este producto observa-
ron que los cromosomas presentaban segmentos
fluorescentes (o bandas) los cuales brillaban con diver-
sos grados de intensidad. El aspecto mas interesante del
asunto fue que los segmentos fluorescentes siempre apa-
recian localizados en forma caracteristicaen cadacromo-
soma configurando patrones de bandeo especificos per-
mitiendo una precisaidentificacion de cada par cromoso-
mico®,

Aungue los resultados obtenidos por Caspersson y
su grupo fueron realmente impresionantes, su hipotesis
de trabajo contenia algunos aspectos erroneos aclarados
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posteriormente: 1) el componente que producialafluores-
cencia no eralafraccion aquilante (la mostaza) sino la
fluorocrémica(laquinacrina), y, 2) lasbandasfluorescentes
representaban los segmentos de ADN ricos en AT y no
en GC®, No obstante, |asimégenes fluorescentes resul -
taron sumamente Util es ya que permitieron reconocer cada
par cromosomico del cariotipo humano de acuerdo a su
patron de bandeo, un hecho no demostrado hasta esa
fecha. Estafuelaprimeraclaraevidenciade que cadabra-
Z0 cromosdmico poseiaunaestructuracaracteristica. Este
descubrimiento permitié resolver numerosos problemas
citogenéticos rel acionados con portadores de afecciones
hereditarias ya que pudieron detectarse aberraciones
cromosdmicas de muy dificil interpretacion empleando
meétodos citoldgicos convencionales. Aunque, desde €
punto de vista citogenético este descubrimiento fue alta-
mente significativo, el método no se generalizo debido a
gue: 1) no todas las bandas obtenidas eran netas sino més
bien ligeras gradacionestintoriales; 2) las preparaciones
tefiidas con quinacrina no eran permanentes ya que la
fluorescenciatiende adesvanecerserapidamente, y, 3) los
preparados unavez expuestos alaluz ultravioleta no po-
dian usarse nuevamente debido a la degradacién del
fluorocromo'y, por ende, pérdidatotal delafluorescencia
cromosémica.

La hibridacién in vitro

La hibridacién in vitro fue otra fundamental etapa que
condujo a desarrollo de los diferentes métodos de ban-
deo cromosdmico. A finesde 1969, ladoctoraMary Lou
Pardue presento, durantelareunién anual delaAmerican
Society for Cell Biology (ASCB), un nuevo método
citol6gico mediante el cual el ADN nativo cromosémico,
formado por unadoble cadena mol ecul ar, eradesnaturali-
zado quedando inmdviles en e preparado las moléculas
unifilares resultantes. En este estado, €l preparado es ex-
puesto a moléculas radioactivas de ARN, las cuales
hibridan alolargo del tiempo con el ADN desnaturalizado
pudiendo detectarse los segmentos hibridados mediante
autorradiografia. Eraobvio quelas moléculas que poseian
un mayor nimero de copias hibridarian mas precozmente
gue las de menor nimerd?4. Este elegante experimento,
desarrollado bajo la direccion del profesor Joseph Gall,
jefe del Departamento de Biologia de la Universidad de
Yale, Estados Unidos, permitio detectar, con inigualable
precision, las secuenciasde ADN altamente repetidas con-
tenidas en | as regiones heterocrométi cas de | os cromoso-
mas del raton localizadas principalmente en la region
centromérica. Durante estos experimentos adi cional men-
te notaron que después de tratar a los cromosomas con
hidréxido de sodio, esas regiones poseian una tendencia
preferencial detefiirse con el colorante de Giemsa. La se-
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sion de la ASCB fue presidida por €l investigador chino
Tao-Chiuh Hsu, jefe de la Seccion Biologia del M.D.
Anderson Hospital & Tumor Institute de Houston, quien
manifestd particular interés en el método, logrando con-
vencer a Gall que aceptara recibir a su colaboradora, la
doctora Frances Arrighi, en su laboratorio de Yale para
aprender esa técnica.

Las bandas C

A su regreso a Houston, la doctora Arrighi repitio inme-
diatamentelos experimentos confirmando que eraposible
detectar las regiones heterocrométicas tratando los cro-
mosomas simplemente con hidréxido de sodio, incuba-
ciénenunasolucion salinay tincion por €l Giemsa. Como
estos segmentos heterocromaticos (denominados “blo-
ques’ en laépoca) se hallan principalmente en las regio-
nes centromeéricas, se denominaron bandas C. Esta técni-
caaplicadaalos cromosomas humanos permitio tefiir es-
pecificamente los segmentos heterocromaticos localiza-
dos en las regiones pericentroméricas y en dos tercios
distales del cromosoma Y@, Sin embargo, como estos
autores emplearon cromosomas muy acortados, no fue-
ron capaces de detectar detalles pequefios en esas regio-
nes heterocromaticas bandeadas C. Estadificultad fue su-
perada poco tiempo después, cuando Craig-Holmesy co-
laboradores® describen ladeteccion de los primeros po-
limorfismos de |os segmentos heterocromaticos bandea-
dos C en cromosomas humanos usando cromosomas més
largos.

Las bandas G

Cuando el autor de estanotaarribd a Instituto del Tumor
del Hospital Anderson de Houston (setiembre, 1970) con
lafinaidad derealizar unaestadiacientificacomoinvesti-
gador asociado por invitacion delajefe del Laboratorio de
CitogenéticaHumana, doctoraMargery Shaw*, € ambien-
te estaba ciertamente muy convulsionado por los recien-
teshallazgos delatécnicadelahibridacion in vitroy por
€l descubrimiento delasbandas C. El objetivo primordial
de nuestra estadia era procurar algiin aporte a problema
de laidentificacion cromosdmica, basados en laidea de
que cualquier nueva observacién, por infimaque ella pu-
dieraser, contribuiriasignificativamente en diversos pro-
blemas citogenéticos, en particular los relacionados con
los sindromes hereditarios humanos. En €l inicio de nues-
traestadianos polarizamos en familiarizarnos con lastéc-
nicas autorradiogréaficas debido aquelaincorporacion de
timidinamarcadacon tritio radioactivo en lamol éculadel
ADN ocurredurante el periodo de sintesis,por lo que pen-
samos que podriamoslograr algunainformacion adicional
util paralaidentificacién cromosdmicadebido adichain-
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corporacion diferencial delatimidinatritiadaen el ADN
dependiente del momento de lareplicacidn cromosdmica.

L os primeros experimentos fueron real mente desalen-
tadores ya que, empleando |os métodos citogenéticos del
laboratorio de Houston, s6lo se obtenian cromosomas muy
poco informativos por su excesivo acortamiento. Por tan-
to, y enfrentando unaclaraincredulidad de nuestros col e-
gas, nos dedicamos a examinar el método citogenético
seguido en €l laboratorio. Este proceder nos permitié de-
tectar, en un par de semanas de trabgjo, que todo €l pro-
blemaradicabaexclusivamente en un exceso del tratamien-
to col chicinico empleado.

Simplemente, sustituyendo el colcemid (Ciba) por
colchicinacristalinaparadetener ladivisién celular logra-
mos obtener cromosomas tipo Lejeune de alta calidad®,
técnicaquefueraempleadamas adelanteen el trabajo men-
cionado®), Es asi que, en esta etapa, comenzamos a ex-
plorar la técnica de las bandas C en nuestros largos y
elegantes cromosomas “a la francesa’ cuando, casi en
forma inesperada, observamos la aparicion de un patron
de bandeo constante y caracteristico para cada cromoso-
ma humano. La sorpresay las dudas generadas por este
hallazgo fueron considerabl es por o que decidimos selec-
cionar aloscromosomasN° 1 (losmasgrandesdel cariotipo
humano) provenientes de leucocitos de diversos indivi-
duos normales parajuzgar lareproducibilidad del patrén
de bandas hallado.

Numerosos experimentos fueron llevados a cabo por
nosotrosen €l intento de desentrafiar al gin posible meca-
nismo productor de las bandas o de perfeccionar nuestro
método, pero muchos de ell os no proporcionaron resulta-
dos satisfactorios. No obstante, en nuestros informes de
progreso39 gfirmamos|o siguiente: “ A pesar del nime-
ro de experimentos que fracasaron, |os cromosomas hu-
manos reaccionan, en diferentes condiciones experimen-
tales, en tal particular forma que producen patrones de
bandeo cromosdmico especificos no dependientes del
método empleado. Este hecho pudiera significar que exis-
te un ordenamiento estructural subyacente existente en

* Nuestra eleccion del laboratorio de la doctora Shaw como el
lugar mas adecuado para nuestra estadia de perfeccionamiento
no ocurrié por azar, sino por consejo personal del profesor Curt
Stern, un distinguido genetista humano de la Universidad de
California. Tuvimos el placer de conocerlo personalmente en oca-
si6n del Smposio Internacional sobre Fisiologia y Diferenciacion
Nuclear desarrollado en Belo Horizonte, Brasil, en 1968. Nosotros
ya habiamos intercambiado una profusa correspondencia con el
profesor Stern debido a que tradujimos al espafiol su libro
“Principles of Human Genetics” ?” cinco afios antes, por lo que
nos conociamos muy de cerca pero epistolarmente. Fue para no-
sotros una real fortuna recibir el acertado consejo del profesor
Sern de ir a Houston, pues é era el investigador mas indicado en
aquella época para recomendar un lugar apropiado para desa-
rrollar nuestros proyectos citogenéticos.
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cada cromosoma. S esto es cierto, es previsible que de-
bieran ser facilmente detectables variaciones menores
de los patrones afectando tanto el tamafio como la dis-
tribucion de las bandas en |os cromosomas de l0s seres
humanos’ .

Una vez confirmado este punto, extendimos nuestro
estudio atodo € cariotipo humano de modo de tratar de
establecer si cada par cromosomico poseia un patron de
bandas caracteristico. Uno delos problemas masdificiles
deenfrentar eracomo disefiar un primer diagramapractico
gue resumiera gréficamente |os patrones de bandas més
caracteristicos observados en cada par cromosémico. El
resultado fue un primer mapaqueilustré lalocalizaciony
tamafio relativos por 1o menos de las bandas principales
hall adas en cadabrazo cromosomico (figura2)©. Tanto la
técnicadedibujo elegidapararepresentar las bandas como
la asignacion de las bandas més conspicuas de cada par
cromosomico fue aceptada posteriormente sin modifica-
cionesanivel internacional.

El método de bandeo y nuestro primer mapa fueron
denominados de las bandas G porque se obtenian tifiendo
los cromosomas con el colorante de Giemsa. El mapafue,
obviamente, perfeccionado a lo largo de las siguientes
décadas, pero basicamente es € que continlia usandose
en laactualidad, ya que responde alos fundamentos gré-
ficos de representacion de las bandas que empleamos en
nuestra primera publicacion sobre el tema®. El método
delasbandas G, como otros métodos descritos posterior-
mente, popularizaron su empleo, en particular enlosdiag-
nésticos médi cos, sobre todo porque no implicabael em-
pleo de un microscopio de fluorescencia més complejo y
MA&s Costoso.

Figura 2. Primer mapa de los patrones de bandas G
de cromosomas humanos normales aparecido a nivel
internacional, publicado por el autor en 19716V,
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Las bandas R

Impregnados de comprensi bl e entusiasmo decidimos en-
viarle una detallada carta a L ejeune sobre el hallazgo de
los patrones de bandas. Sus primeras respuestas fueron
mas que interesantes. “ Paris le 14 Mai, 1971, Mon cher
ami, ...J'espere que vous avez regu une lettre sur les
“bandes” des chromosomes prier dénaturation. Il
' apparait que nousfaironsla méme chose de deux cotés
del’océan! Avril 30, 1971. ... Nousavonsici aussi misau
point une technique permettant de reconnaitre chaque
élement du caryotype” . En una carta posterior (figura 3)
L gjeune nos expresd que su técnica era, en parte, compa:
rablealanuestray que en ciertos puntos|as coloraciones
eran exactamente” alainversa” delo que ellos obtenian
desnaturalizando alos cromosomas con un buffer fosfato.
Este brillante comentario de Lejeune fue evidentemente
precursor, pues, poco después, se convino denominar, a
nivel internacional, a los patrones de bandas que ellos
obtenian como bandas R designacion originadaen €l tér-
mino “reverse’ 3, En su cartadel 8 dejunio, Lejeune nos
expresd ademds que €l creiaque lacomposicion local de
bases del ADN *“ no tenia nada que ver” con la produc-
cion delasbandas sino con laconstitucién quimicadelos
cromosomas. No cabe duda que esta afirmacion se origi-
noé seguramente después de que Lejeune obtuviera ban-

Figura 3. Facsimil de una carta de Lejeune enviada al
autor en 1971 comentando nuestros hallazgos sobre
las técnicas de bandeo cromosdmico obtenidas en la
época.
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dasmediante € uso de unaenzimaproteolitica, lapronasa,
sospechando brillantemente el papel adicional delaspro-
teinas cromosdmicas en la produccién del bandeo. Esta
técnicaaparecio publicada practicamente en lamismafe-
cha que la técnica de la digestion triptica para producir
bandas G4,

Aparte de las diferentes soluciones desnaturali zantes
empleadas, la diferencia fundamental entre latécnicade
Dutrillaux-Lejeuney lanuestraeralatemperaturadeincu-
bacién; 60° C usada para obtener bandas G, y 86° C para
las bandas R. Ahora sabemos que |as uniones coval entes
son dos para los pares de bases AT y tres paralos pares
debases GC y queladesnaturalizacién de dichas uniones
covalentes ocurren, precisamente, aesas temperaturasya
queimplican diferentes nivel es energéticos para separar-
las. En otras palabras, |os métodos de bandeo G y R nos
estaban revelando estructuras cromosdmicas dependien-
tes delacomposicion segmentariadel ADN.

Las bandas T

Posteriormente, Dutrillaux® descubre que las regiones
mas di stal es de | os brazos cromosdmicos podian ser tefii-
das en formaselectiva. Este método se conoce como ban-
deo Ty esunavariante del bandeo R yaque las prepara-
ciones son incubadas en e mismo buffer durante un pe-
riodo mas prolongado. Como resultado, luego delatincion
con Giemsa, se obtienen cromosomas tefiidos en forma
débil excepto los segmentos terminales donde la tincion
continlia siendo intensa.

El bandeo fluorescente multicolor y la técnica de la
hibridacién in situ fluorescente (FISH)

Latécnica de la microscopia de fluorescencia se ha per-
feccionado considerablemente en los Ultimos tiempos por
lo que se esta empleando ampliamente en investigaciones
biomédicas. Estas nuevas posibilidades analiticas son el
resultado de lacombinacin tecnol gicade fluorocromos
altamente eficientes, microscopialéaser confocal (un siste-
ma por € cual |os objetos microscopicos son explorados
por sucesivos planos bidimensionales mediante un laser,
los cual es después se recomponen en forma computacio-
nal gréficatridimensional) y procesamiento digital deima-
genes. Este conjunto permite observar, a mismo tiempo,
diferentes segmentos cromosomicos en distintos colores.
Losnuevosfluorocromos abarcan el espectro visible des-
deel azul a rojo, suministrando un brillo de coloresnunca
logrado anteriormente empleando filtros apropiados para
visualizarlos. Esto ha representado un avance sustancial
para €l estudio de las estructuras cromosomicas ya que
permite tefiir secuencias especificas del cromosoma, por
lo que la técnica se denomina “pintado cromosdmico”
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(chromosome painting) lo quefacilitaladeteccion de abe-
rraciones cromosdmicas, en particular translocaciones.
Hasta el presente se dispone comercia mente de kits para
estudios mediante FISH de células humanas y de raton.
Esta técnica permite visualizar estructuras moleculares
pequefias, como lostel meros, empleando inmunolocali-
zacion fluorescente e hibridacion in situ.

Significado funcional y estructural de los principales
bandeamientos

Resumidamente, deben distinguirse cuatro regiones des-
de el punto de vistafuncional y estructural en las bandas
de cromosomas de mamiferos, asaber:

1. LashandasG secaracterizan por ser relativamenteri-
cas en pares de bases adenina y timina, replicar su
ADN tardiamente durante €l periodo de sintesis, con-
densarse tempranamente durante la mitosis y reflgjar
€l patrén cromomérico delos cromosomas mei 6ti cos.

2. LasbandasR son zonasrel ativamentericas en guanina
y citosing, replican su ADN en la primera mitad del
periodo de sintesis y se condensan tardiamente du-
rantelamitosis.

3. Las bandas C se componen de secuencias de ADN
satélite altamente repetido que carecen, casi total men-
te, de actividad génica. EIl ADN contenido en estas
regiones sereplicaal final delafase S0,

4. Lasbandas T son consideradas como un subconjunto
de bandas R, ricas en GC®" y poseen una concentra-
cion de genes mas elevada que €l resto de las bandas
R encontrédndose alli, ademas, e mayor nimero de
oncogenes mapeados y donde se localizan preferen-
temente las lesiones inducidas por radiaciones
ionizantes®®,

La uniformizacién internacional de los patrones de
bandeo humanosy otros primates

Laidentificacion cromosdmica, planteadaantesy después
del descubrimiento delos procedimientos de bandeo, sus-
citd tanto interésy fuetan problematicaqueexigio larea
lizacion de reuniones periddicas paralograr uniformidad
descriptivaentrelosdiversoslaboratorios de citogenética.
En abril de 1960 se reunieron, durante cuatro dias, en
Denver, Colorado®, un grupo de investigadores que es-
taban trabajando con cromosomas humanos, pero em-
pleando sus propios sistemas personal es de nomenclatu-
raparaidentificarlos. Dichareunion fuerespaldadapor la
presencia de muy destacados investigadores como, entre
otros, HIMuller (Premio Nobel, descubridor delaaccion
mutagénicadelasradiaciones), Curt Stern, delaUniversi-
dad de California, €l genetistahumano mencionado ante-
riormente, y € famoso genetistainglés DG Catcheside que
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lapresidié. Durante esa primerareuni6n sobre nomencla-
tura cromosdmica se produjeron acaloradas discusiones
en € intento de lograr consenso aun sobre pequefios de-
talles morfol 6gicos de los cromosomas humanos. Aun-
gue Lejeune propuso que |os cromosomas podrian clasifi-
carse empleando un método combinado de letras repre-
sentativas de |os tamafios relativos (por g emplo G, M, P,
de“grand, médian y petit”) y de nimeros correspondien-
tesacada par cromosdmico, este criterio no fue aceptado
admitiéndose solamente reunir alos cromosomas huma-
nos en grupos 1-3, 4-5, 6-12, etcétera. Posteriormente,
Patau™® propuso diferenciar esos grupos usando letras
(Aparadesignar e grupo 1-3,B, para4-5, C, para6-12y €
cromosomaX, D,paral3-15, E, paral6-18, F, paral9y 20
y G, parad 21-22 inclusive el sexual Y). Este criterio fue
aceptado en la Conferenciade Londres“® y en lareunion
de Chicago®V. Estos fueron los primeros esfuerzoslleva-
dosacabo paradisponer de unanomenclaturauniformizada
acordada para emplear a nivel internacional de modo de
poder intercambiar unainformacion precisa sobrelas ob-
servaciones cromosomicas entre los laboratorios, un as-
pecto crucia en las primeras etapas del desarrollo de la
citogenética humana. Con la aparicidn de los diferentes
métodos de bandeo fue preciso realizar unareunion espe-
cial sobrelanuevanomenclaturadurante el Congreso In-
ternacional de Genética Humana llevado a cabo en Pa
ris®. Posteriormente, debido a desarrollo de |os méto-
dos de dta resolucion cromosdmica de Yunis*? y de las
aplicaciones delos bandeos en otros primates, serealiza-
ron reuniones adicionales afios después®4-

Nuevos métodos analiticos para la localizacion
cuantitativa de las bandas cromosémicas

A nuestro retorno de Estados Unidos pensamos que, si
bien el descubrimiento y mapeo de las bandas delos cro-
mosomas humanos era significativo, no dejaba de ser so-
lamente una interpretacion subjetiva de lo observado al
microscopio“. Por tanto, consideramos que era necesa-
rio desarrollar un nuevo método paralocalizar |os puntos
de mayor concentracién tintorial de las bandasalo largo
delascrométidas. Paraello, adaptando el antiguo equipa-
miento existente en nuestro laboratorio, obtenido previa-
mente por el profesor Francisco A. Sdez, Maestro intro-
ductor de lacitogenéticay la citofotometriaen América,
construimos un equipo de microscopia para exploracion
densitométrica analdgica de los cromosomas capaz de
detectar lasbandas C y G en sus posiciones rel ativas con
respecto a centrémero. Como estos valores relativos no
sealteran ni por €l estadio de contraccion cromosoémico ni
por los tratamientos citogenéticos ya que, por definicion,
los cromosomas son af ectados por ellos en formaunifor-
me, |os datos cuantitativos obtenidos son, de este modo,
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citogenéticamente confiables. Para ello elegimos como
modelos de estudio al cromosomaN° 1 paralocalizar las
bandas Gy a cromosoma sexual Y paraestudiar e seg-
mento C heterocromético terminal. El resultado fue el dise-
fio de un primer mapa cuantitativo de localizacion de las
bandas de ambos cromosomas anivel internacional (figu-
ra4?)“), No obstante, este primer método de medidama-
nual de localizacion de los picos de mayor densidad era
trabaj 0so einsumiaconsiderabletiempo. A fin de superar
estadificultad, desarrollamos un primer programa com-
putacional denominado Bandscan que disefiamos espe-
cialmente para unacal culadora programable WANG 720
C asociadaal sistemamicrofotométrico de Zeiss M PO14,
Con este sistema logramos obtener mapas de localiza-
cion relativa de los puntos de mayor densidad de las

Figura 4. a, Primer diagrama cuantitativo dibujado
manualmente del cromosoma bandeado G No. 1
humanad®®. A la izquierda aparece la nomenclatura de
localizacién segun lo propuesto en Paris®. Las lineas
continuas, dentro del cromosoma, indican la regiones
de méaxima densidad detectadas. Los valores cuantita-
tivos de posicion relativa que se ilustran a la derecha,
se obtuvieron a partir de 1283 medidas. Las estrellas
sefialan los puntos de referencia aceptados interna-
cionalmente (“landmarks”). b, Ejemplo de deteccion
de los valores de posicién relativa de los picos
densitométricos (columna izquierda) y de los valores
de los puntos relativos de las regiones banda-
interbanda detectados por el sistema en un cromoso-
ma No. 1 CHO (columna derecha). El diagrama b fue
generado automaticamente mediante computacion
gréfica. La localizacion de cada banda queda definida
asi por tres valores cuantitativos relativos“®
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bandas G en forma automética de los cromosomas hu-
manos.

Ulteriores incorporaciones instrumental es introduci-
das en nuestro sistema microfotométrico permitieron lo-
calizar en términos cuantitativos no sélo los puntos de
maximadensi dad mencionados, sino también lasregiones
deiniciaciény finalizacion de cadabanda. Por tanto, pre-
sentamos por primeravez en laliteratura un método que
aportaba tres parametros cuantitativos definitorios de
cadabanda cromosémica (figura4b), un hecho no descri-
to hasta esa fecha*s#9. Este sistema resulto extremada-
mente (til paralocalizar con el evada precision |os puntos
defracturainducidos alo largo de las crométidas por las
endonucleasas de restriccion®*sh, Hasta la fecha, nues-
tro método cuantitativo no ha podido ser superado por
los métodos de observacion microscopica directa de los
puntos de fractura cromosomica inducidos, ya que éstos
contindian siendo interpretaciones puramente subjetivas
dependientes de la capacidad de observacion del investi-
gador®?,

La deteccioén de los patrones de bandeo T
subterminalesy la existencia de intercambios
subteloméricos minimos de cromatidas hermanas

L os teldmeros se caracterizan por presentar una secuen-
cia telomérica repetida de ADN atamente conservada
(TTAGGG), tanto en los cromosomas humanos como en
los de otros vertebrados®™®. Mediante microscopia €l ec-
tronica, los segmentos bandeados T aparecen como in-
trincadas estructuras fibrosas® atamente resistentes a
la desnaturalizacién por calor o digestién por endonu-
cleasas derestriccion®d. Laregion teloméricaesun com-
plejo proteicoy de ADN con proteinas que se unen espe-
cificamentea ADN telomérico proporcionandole un recu-
brimiento terminal quele confiere estabilidad al cromoso-
may |o protege contraladegradacién por las exonucl easas
y por recombinaci6n génica de los extremos cromosomi-
cos®®. El estudio de |a region telomérica ha sido motivo
de creciente interés debido a que se ha observado la pro-
duccion de un acortamiento progresivo en células neopl &
sicas. Se sabe ademas que €l crecimiento delosfibroblas-
tosin vitro eslimitado y este hecho esta determinado por
€l acortamiento del telmero que origina enve ecimiento
(cell senescence) y muerte celular. Solamente se hallauna
longitud estable delasregionesteloméricasenlascélulas
germinaesy enlascélulasinmortales que expresan laen-
Zimatelomerasa, unapolimerasague portasu propio mol-
de de ARN y adiciona repetidos teloméricos a los extre-
mos de |los cromosomas para mantener su longitud prote-
giéndolo de lapérdida de secuencias que ocurre en cada
ciclo dereplicacion cromosomica®?. El estudio molecular
delaregion subteloméricahaindicado quelasfamiliasde
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ADN repetido, caracterigticasdelaregionterminal del cro-
mosoma o teldmero, estan también presentesen laregion
subtelomérica pero en forma dispersa. Por otra parte, se
acepta ahora que ocurren muchos mas reordenamientos
cromosémicos en la region subtelomérica de todos los
cromosomas humanos que en todas las demas regiones
del genoma humano®8 %9,

Empleando nuestro sistema computarizado de micro-
fotometriade exploracion cuantitativaen el andlisisdela
regi6n subtel omérica de cromosomas humanosy del ova-
rio del Hamster chino (CHO), hallamos que |l os segmentos
subteloméricos presentaban patrones caracteristicos de
distribucién de las densidades de la cromatina®. Desa-
rrollamos, asimismo, un procedimiento que extraeen for-
maespecificaciertos segmentos delaregion subtel omérica
en forma de pequefios orificios que se localizan en las
areas donde se detectan |os patrones de densidad en cro-
mosomas humanos y CHO tanto normales como
aberrantes®. Pudimos confirmar, recientemente, la real
existenciade estos patrones de densidad empleando, como
modelo analitico, cromosomas endorreduplicados de la
lineacelular CHO, yaque ellos replican exactamente du-
rante el proceso de endorreduplicacion®?. Ademas, nues-
tro método de expl oraci on microfotométricacomputarizada
permite detectar laexistenciade muy pequefiosintercam-
bios de crométidas hermanas en la region subtelomérica
bandeada T, que denominamos t-SCE®). La diferencia
esencia de este hallazgo con respecto alos métodos con-
vencionales usados para detectar 1os intercambios de
crométidas hermanas, es que en ellos se emplea
bromodeoxiuridinay el nuestro no implicaningunasusti-
tucién molecular por lo que revela hechos que ocurren
espontaneamente dentro del cromosoma. Seguramente,
lost-SCEsreflgjan, enformadeimagen gréfica, losinter-
cambios detectados en ese segmento cromosomico®, La
figura5 ilustra, resumidamente, |os hallazgos mas desta-
cables detectados en nuestro laboratorio mediante explo-
racion microfotométrica cuantitativa de la region
subtel omérica®. En dichafigurase advierte lacomplgji-
dad estructural como asi la reactividad existente en esa
region.

Muy probablemente, los patrones de densidad y la
localizacion de los segmentos subteloméricos extraidos
con nuestro método se relacionan con lo observado me-
diante sondas especificas para secuencias teloméricas y
conlapresenciade proteinasteloméricas que selocalizan
en esas areas®%), ya que las imagenes obtenidas son
comparables. Todos estos hallazgos sugieren que, aparte
de la composicion local de ADN repetido, las proteinas
asoci adas desempefian también un importante papdl y que
todas las observaciones realizadas por nosotros en este
segmento cromosomico estarian todas relacionadas en-
tresi.
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Figura 5. La region subtelomérica analizada mediante exploracion citofotométrica computadorizada ilustrando los
patrones de distribucion diferencial de las densidades més elevadas del colorante de Giemsa detectadas en
cromosomas humanos bandeados T®%%2); a, los segmentos de mayor densidad (areas coloreadas en blanco)
son préacticamente iguales en ambas croméatidas; b, una de las cromatidas presenta una mayor area de densidad
mas elevada; c, predominio en una Unica cromatida; e-g, imagenes ilustrando que los tres tipos de patrones
replican exactamente en cromosomas endorreduplicados; d, se observa un intercambio minimo de crométidas
hermanas (t-SCE) detectado por el sistema; h-i, orificios subteloméricos inducidos en cromosomas CHO median-
te incubacion prolongada en buffer para bandeo T; h, orificios observados mediante éptica de reflexion; i, orificios
inducidos en cromosomas portadores de aberraciones complejas. Las flechas indican que también se indujeron
orificios en las regiones paracéntricas en algunos cromosomas; j, imagen gréafica de orificios obtenidos en
ambas cromatidas en cuyo interior se observa que se produjo una extraccién total de la cromatina. Los colores

empleados en las imagenes graficas son arbitrarios.

La region subteloméricay los sindromes de retardo
mental y malformaciones congénitas

El estudio detallado de laregion subtelomérica se hain-
crementado considerablemente en el Ultimo quinguenio
debido a que se ha detectado, en dicho segmento cromo-
sdmico, la presencia de un nimero considerable de muy
pequefias aberraciones cromosomicas denominadas
“cripticas’, las cuaes se han relacionado con la produc-
cion de retardo mental y malformaciones congénitas (ta-
bla 1) cuyas entidades clinicas fueran catal ogadas como
denaturaleza“idiopética’ por ignorarsesu origen. Lade-
teccion de estas pequefias aberraciones cromosomicas,
cuyos tamafios lindan con €l limite de resolucion del mi-
Ccroscopio 6ptico, hasido posible por € perfeccionamien-
to ocurrido en el incremento de la eficiencia cuntica de
|as sondas fluorescentes teloméricas. Aun cuando € seg-
mento cromosomico involucrado es, como seindico, muy
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pequefio, € brillo fluorescente es lo suficientemente in-
tenso como para permitir su visualizacion. Es plausible
admitir quelos pequefiosintercambios de crométidas her-
manas t-SCE detectados con nuestros métodos pudieran
reflgjar lagran actividad de intercambio génico existente
en laregidn estando relacionados, de agin modo, con la
produccién de |as aberraciones cripticas halladas a nivel
clinico.

Perspectivas citoldgicas

La estructura del cromosoma eucariético

Las técnicas destinadas a la produccion de las bandas
cromosdmicasC, G, Ry T permitieron no silo un avance
extraordinario en el conocimiento sobre la organizacion
estructural del cromosoma eucari6tico, sino también una
mejor descripcion y localizacion de las alteraciones cro-
mosomicas espontaneas einducidas. Enlaactualidad, las
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Tabla 1. Ejemplos de algunos sindromes cripticos
detectados en la regién subtelomérica

1(4935;10026) van Deutekom et al."
(76)

1(18;21)(g23;922.1) Bartschetal.

22013.32 Doheny et al."””
del 22q13.3 Wong et a."?
46 XX,der(18)t(2,18)(p25,p11.2) Horsley etal.”?
del (22q) (q13.3) Prechtetal.®”

Jenderny et al®?
2)

46 ,XX,inv dup(3)(p21.3p26)
der(18)t(5;18)pat
1(3;16)(0929;p13.3)
46,XX,inv(6)(g22.1927)

Reddy y Fugate
Holinski-Feder et al.®®
Lorda-S Achez et al.®¥
der(16)t(16;19)(p13.3;p13.3) Brown et al.®®
(2,7):(q37:035)

46 ,XX,der(16)t(16;1)
der(13)t(8;13)(g24;q34)
1(8;20)(p23; p13)
1(11;18)(025;923)

86,
Speleman etal®

Warburton et al®”

Kleefstra et al.®®
de Vries et al.*”

Schultz etal.®

técnicas de bandeo se clasifican en técnicas de bandeo
morfol dgico y técnicas de bandeo dindmico. L os bandeos
morfol 6gicosreflejan laheterogeneidad delacromatinaa
lo largo de los brazos cromosomicos. Los factores res-
ponsables de la heterogeneidad revelada mediante estos
mecani smos de bandeo se relacionan particularmente con
las proteinas cromosomicas, con las interacciones ADN-
proteinasy con lacomposicion de bases del ADN. Otros
tipos de bandeo cromosdmico se denominan bandeos di-
namicos porque implican laincorporacion al ADN de un
analogo delatimina, la5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU),
durante € periodo de sintesis. Las bandas asi obtenidas
pueden clasificarse como bandas de replicacion debido a
larelacién temporal existente entre la incorporacion de
BrdU y €l patron de replicacion. Es evidente, por tanto,
gue una banda cromosémica es también una unidad de
replicacion. Por tanto, lapresenciade |l os patrones de ban-
dasalolargo delos cromosomas de mamiferos obtenidos
mediantelas diferentes técni cas mencionadas anteriormen-
teindicaquelacromatina es heterogénea, |o que eviden-
cia la existencia de una estructura y una funcionalidad
diferente en cadauno de los segmentos cromosomicos®?.

El proyecto del genoma humano

En estaetapade estabreve historiade sorprendentes avan-
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ces citogenéticos hemos arribado a un aparente punto
final. Unabrillante nueva faceta selabr6 en lahistoriade
lagenéticacontemporaneacuando Watson y Crick®®des-
cribieron la estructura del &cido deoxirribonucleico pro-
porcionando las bases moleculares para la comprension
de la estructura génica de los seres vivos. Era evidente
gue este conocimiento conduciria, tarde o temprano, a

igual que como ocurrié con el descubrimiento delaclona
cién en batracios®9), cuyaaplicacion en otrosanimalesera
sblo un problema de perfeccionamiento tecnoldgico, al

ambicioso intento de decodificar €l genotipo humano. El

programa del genoma humano es, sin duda, un esfuerzo
biolégico y tecnoldgico trascendente estando recién en
los comienzos de esta tarea de tan largo aliento.

Al presente, se ha logrado descifrar casi completa-
mente su constituci én géni ca conoci éndose espacia mente
las secuenciasanivel molecular pero no anivel morfol 6gi-
co, Tampoco se conoce la representacion de las se-
cuencias en los limites de las bandas (la region banda-
interbanda). Delos 30.000 a40.000 genes decodificados,
un gran nimero se ha relacionado con sindromes heredi-
tarios definidos, por o que estas investigaciones estan
repercutiendo profundamente en mltiples aspectos dela
medicinaya que contribuyen a perfeccionar el diagndsti-
co, €l tratamiento medianteterapiagénicay laprevencion
de muchas enfermedades congeénitas, las cual es represen-
tan no sdlo unatremenda carga soci o-econémicasino tam-
bién un lamentable menoscabo delavidahumana ™. La
biologiadelos seresvivos estasiendo transformada dras-
ticamente por laposibilidad de analizar y modificar lacons-
titucion molecular subyacente cromosémica (cambios
transgénicos), un hecho casi impensable de lograr hace
unos pocos afos atras.

Como en muchas otras ramas de la citogenética, los
métodos de bandeo cromosdmico han representado un
aporte metodol 6gico de considerabl e importanciaporque
han proporcionado una herramienta mediante la cual se
pueden asignar los genes, no sélo en cromosomas indivi-
duales, sino también en determinadas regiones cromoso-
micas, siendo uno delos objetivos del proyecto del geno-
mahumano definir las rel aciones existentes entre el mapa
molecular y el mapa cromosdémico. Aunque hasta el pre-
sente se han registrado unos cuantos miles de genes au-
tosdmicos sdlo unafraccion deelloshasido localizadaen
segmentos especificos cromosdémicos. Persiste también
en un oscuro misterio qué significado posee un conside-
rable nimero de genes aparentemente no funcionantes en
las células adultas. Recién ahora se ha comenzado ain-
vestigar como funcionan, interactdian o dejan de expresar-
se los genes durante los complejos procesos de la dife-
renciacion embrionaria que finaliza construyendo un ser
armdnicamente completo. Ademés, no se sabetodaviaqué
genes estan involucrados en |os procesos evolucionarios
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que originaron a ser humano actual aun cuando nuestra
constitucién génica sea sumamente similar ala de otros
primates superiores o practicamente igual aladel chim-
pancé (99%).

El gran experimento final: la sintesis artificial de células vivas

Puede afirmarse que la biologia esta recorriendo sendas
comparables a las transitadas por la quimica organica.
Cuando la frontera que la separaba de la inorganica fue
traspuestapor Kolbe (1845) y Berthelot (1855-1863) al sin-
tetizar los primeros compuestos organicos, laquimicaor-
ganica se tornd de una ciencia analitica en una sintética.
Algo similar estadocurriendo, casi en silencio, en biologia,
donde se estéan realizando experimentos qui zAmas espec-
taculares y trascendentes que la propia clonacion de los
seres vivosy lamanipulacion génica, yaque su probable
objetivo final seralacreacion in vitro de unacélula viva
eucariotica capaz de dividirse y perdurar. Esta linea de
investigacion constituird un avance hiologico cuya di-
mension escapa a laimaginacion mas inspirada de cual-
quier ser humano. Parte de esta apasionante ruta la han
construido los historicos experimentos |levados a cabo
por Newport(73™. Descritos resumidamente, éstos se ba-
san en mezclar ADN de un organismo no eucari6tico (bac-
teriofago | ) carente de proteinas con un homogeneizado
de citoplasma de 6vulos de Xenopus (un batracio) alos
que seles extrajo previamente el nucleo (figura6). Enla
tabla 2 se describen abreviadamente | as etapas del arma-
do de nlcleos eucari6ticos resultados de la mezcla men-
cionadaempleadapor Newport, enlacual seadvierteque
la“sintesis” de nlcleos eucari6ticos ocurre, como cual-
quier reaccion bioguimica, en cortotiempo. Enel diagrama
seindica, ademas, que € tamafio de los nlcleos “ sinteti-
zados’ es diferente debido a que resultan de una “reac-
cion” invitro cuyo control alin no ha sido bien compren-
dido. Este avance cientifico tan impactante que esta pro-
duciéndose en biol ogia solo es comparable con |o aconte-
cido en fisica nuclear, ya que | os progresos acaecidos en
ambas &reas han cambiado de manera indeleble nuestra

visién tanto de la estructura intima de la materia“inerte”

como la de la composicién y estructura genética de los
seres vivos. Es casi milagroso que estos progresos hayan
ocurrido en tan poco tiempo y no es aventurado predecir
gue, en un plazo no muy largo, también selograrasinteti-
zar una célula eucari6tica completa capaz de propagarse
unavez que se conozcan detalladamente los componen-
tesbasicos del citoplasmaanivel molecular y selos pue-
dan sintetizar. Sin duda, se ubicard cada componente sin-
tetizado en los mapas de bandas. No estampoco fantasio-
so afirmar que podralograrse la asociacion de dichas cé-
lulas“ sintéticas” mediantefusion celular artificial emplean-
do instrumentos ya conocidos, por giemplo, el electropo-
rador, y obtener asi entidades multicelularessintéticas“ vi-
vientes’. Sin duda, estos futuros experimentos —si se lo-
graresalizarl os éxitosamente— aterarén muchisimos pun-
tos de vista cientificos y filosoficos acerca de los seres
vivos. Las préximas generaciones asistiran, de este modo,
al desarrollo de un insospechado campo de la biologia
con €l cual deberan enfrentar, repensar y convivir. El pro-
blema ético seraextraordinariamente complgjo, pero el his-

Figura 6. Fases fundamentales del experimento de
Newport de la sintesis de nulcleos celulares eucarioti-
cos. La reaccion se desencadena mezclando ADN

purificado no eucariético con un homogeneizado de
citoplasma ovular libre de material nuclear. La “sinte-
sis” comienza en un corto periodo de tiempo (véase la
tabla 2) y culmina con el comienzo de la replicacion
espontanea de los nlcleos eucariéticos sintéticos.

Tabla 2. “Sintesis” de nlcleos eucariéticos in vitro
Tiempo Etapas bioqu micas

20 - 30 min 1 - Armado del ADN en nucleosomas.

2 - Condensaci n.
Fases del 40 - 80 min 3 - Formaci n de cromatinay cromosomas.
armado nuclear 4 -Uni nde |Amninas y ves culas proteicas protoplAmicas.
80 - 180 min 5 -Fusi n de ves culas y formaci nde una membrana doble con poros
caracter sticos de la e nvoltura nuclear normal.

6 - Decondensaci n de la comatina.

180 -240 min 7 - Replicaci n nuclear.
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térico progreso experimental abrira tantos innumerables
caminos y tan colosales posibilidades acerca del origen
de las digtintas entidades vivientes y sobre |os procesos
evolucionarios que originaron la aparicién del Homo
sapiens en este planeta, todo lo cual, en este instante, es
ciertamente casi imposibledeimaginar.
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Summary

Human chromosome identification systems and several
chromosome banding methods, devel oped during the last
four decades, are briefly reviewed under ahistorical per-
spective. Numerous episodes that built the basis of the
present modern structural and molecular citogenetics (the
author took part in some of them) are reported. Some mo-
lecular aspects related to this methodology are also men-
tioned, in order to contribute to the understanding of dif-
ferent aspects of the underlying chromosomal structures
reveal ed by these methods. The analytical procedures de-
veloped in our laboratory for the study of nuclei and chro-
mosomes, the results of quantitative analysis of the
subtelomeric region and its probable relationship with
cryptic aberrations detected in this chromosomal segment
and responsible for mental retardation and congenital ab-
normalities, are described. Finally, wealso include abrief
report about the application of chromosome banding in
the Human Genome Project and on its potential useful-
ness in the development of experiments on the artificial
synthesisof eukariotic cell nuclei, of considerable signifi-
cancein biology, isalso included.

Résumé

On montre, depuisune perspective historique, lessystémes
d’identification des chromosomes humains et plusieurs
méthodes de marquage chromosomique développées
pendant les quatre dernieres décades. On décrit des faits
et des circonstances—dont |’ auteur a été souvent protago-
niste— qui ont été al’ origine de I’ actuelle cytogénétique
structuraleet moléculaire. Onfait auss allusion aquelques
aspects moléculaires implicites dans ces méthodol ogies
afin de contribuer & expliquer de divers aspects des
structures chromosomiques révél és par ces méthodes. On
fait la description des procédés analytiques développés
dans notre laboratoire pour I’ étude de noyaux et de
chromosomesainsi quelesrésultats obtenussur I’ analyse
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guantitative de la région subtelomérique et son rapport
avec les aberrations cryptiques repérées dans le segment
chromosomique qui sont la cause de retard mental et de
malformations congénitales. Finalement, on fait un bref
descriptif sur les applications des bandes chromosomiques
dans le projet du génome humain et sa possible utilité
dans des expériments de synthese artificielle de noyaux
eucaryotes, de grande importance en biologie.
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