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Clasicamente se ha venido estudiando el material genético mediante técnicas
morfol6gicas que parten preferentemente de principios de siglo, constituyendo la
citogenética vegetal y animal. En los tiltimos 30 afios este campo sufrié un desa-
rrollo notable con la aplicacién de técnicas de cultivos celulares al estudio de los
cromosomas humanos y su aplicacién a la patologia humana de tipo genético.
Actualmente se inicia de nuevo un despegue con la asimilacién de técnicas deriva-
das de la genética molecular. Por hibridacién “in situ” y otras técnicas, empezamos
a estar en disponibilidad de localizar genes de secuencia multiple, identificar la
posicién de pequefios fragmentos cromosdmicos translocados de su locus de ori-
gen a posiciones aberrantes, etc.

Un segundo punto de vista para abordar nuestro tema lo aporta lo “puramente
molecular”, entendiendo por tal todo el 4mbito de la genética molecular, ingenieria
genética y en general la actualmente denominada biotecnologia. Este campo, pre-
ferentemente constituido por técnicas asimiladas de la bioquimica y de la biologia
celular, viene cobrando una entidad creciente desde los afios 60-70. Su plantea-
miento, que va “in crescendo” constituye sin duda una tecnologia aplicable a muil-
tiples campos, mediante la cual se afsla, se mide, se corta, se incorpora, se modifi-
ca el ADN vy se le hace funcionar “in vitro” o “in vivo” en diversas condiciones.
Las aplicaciones que de estas técnicas utiliza la industria farmacoldgica, funda-
mentalmente con bacterias, no ha hecho méds que empezar, pero l6gicamente pare-
ce dificil ponerle un fin determinado.

Desde hace mds de 18 afios optamos en nuestro laboratorio del Hospital “Tere-
sa Herrera" de La Corufia, en colaboracion con otros laboratorios de la actual Uni-
versidad de La Corufia, procedente de la Universidad de Santiago y de otros Centros
de Investigacién de Espaifia, por cubrir ese espacio de nadie que quedaba entre la
citogenética microscdpica, en donde el material genético aparece como la eucroma-
tina y heterocromatina del nticleo interfasico, o los cromosomas aparentemente
macizos de la mitosis; y el reino de lo molecular. Tenemos conocimiento relativa-
mente exacto del empaquetamiento del ADN por proteinas constituyendo la fibra de
cromatina. Pero ;c6mo se organiza dicha fibra en interfase y en mitosis?. Teniendo
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en cuenta que el nivel de empaquetamiento de la informacién genética en un cromo-
~ soma metafésico puede alcanzar factores desde hasta 10.000 veces por unidad de

longitud, cabe suponer existen mecanismos complejos que modulan la compacta-

cién y descompactacién de los aproximadamente 2 metros de ADN albergado en

cada nicleo de nuestras células. Dichos sistemas ademds deben regular la interac-
. cién de este material con diferentes moléculas a lo largo de la vida celular, permi-
tiendo la expresion precisa y cuantificada de tramos de dicha informacién, que bajo
la denominacién de cistrones y genes, dirigen el desarrollo embrionario y la fisiolo-
~ gia de los érganos a lo largo de las diferentes etapas de la vida de un individuo.
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Foto 1.- Cromosomas humanos 13, 14 y 15, teiiidos con bandas R y vistos al MLE

Se da aquf un doble juego en donde la organizacién estructural del ADN con-
diciona su funcién y viceversa. Un tramo de ADN, para expresarse o replicarse,
debera cambiar su relacién con las proteinas histénicas y no histénicas. Asi, cada
cromosoma puede ser considerado como una entidad funcional y estructuralmente
cambiante en el tiempo. En una revisién que realizamos hace ya 8 afios (1), propu-
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simos una definicién de cromosoma en este sentido, segin la cual se tratarfa de la
“representacién siempre cambiante, perfectamente programada en el espacio y en
el tiempo, del material genético empaquetado en una forma tal que se asegure y
facilite la segregacién divisional del mismo™.

De cualquier forma que se entienda, el cromosoma mitético constituye la
representacion de un tramo de cromatina que se pliega multiples veces en el espa-
cio. Al igual que para el ADN, aqui la funcién condiciona a la estructura vy a la
inversa. Estos criterios, universalmente aceptados, dieron pie a toda una serie de
explicaciones sobre como dicha fibra de 20-30 nm de didmetro, organiza su plega-
miento. Estos modelos de estructura cromosémica, algunos ya propuestos a media-
dos de este siglo, empezaron a proliferar a partir de la presunta organizacién en
“fibra plegada” propuesta por Du Praw en 1970 (2). Que el tema no esti cerrado, lo
afirma el hecho de que tan recientemerte como en 1990 se sigan ofreciendo expli-
caciones divergentes. J Filipski y cols. (3) nos proponen 5 niveles de enrollamien-
to: desde los nucleosomas a la cromatina, siguiendo por el enrollamiento miltiple
de ésta hasta las estructuras de 300 nm de didmetro que constituyen la crométide
cromosémica. Segiin estos autores la cromatina se organizard en bucles sucesivos,
cada uno constituido por un fragmento de ADN de 50 kb de longitud ( 3*' nivel).
El cuarto nivel seria la contraccién de 6 de estos bucles formando una estructura en
roseta, retorcida. Treinta rosetas organizadas en espiral constituirfan un rodillo.
Una sucesién de rodillos (5° nivel), que ya son visibles al microscopio electrénico,
formarfan la cromaétide.

Por su parte Laemmli (4) sigue insistiendo en que la arquitectura cromosémi-
ca se sustenta en una estructura central que recorre longitudinalmente el eje de
cada cromdtide. Los bucles de cromatina cuelgan perpendicularmente a dicho eje.
Este andamio central puede estar enrollado formando una hélice longitudinal
demostrable mediante inmunofluorescencia con anticuerpos especificos para la
topoisomerasa II. El nimero de giros es proporcional a la longitud cromosémica y
su direcci6n inversa para cada una de las cromdtides hermanas (4).

Curiosamente en estos modelos se omite toda la caracteristica distribucion de
estructuras regionales, habitual ya de la citogenética rutinaria en nuestros laborato-
rios. En los dltimos 20 afios, se han venido aplicando técnicas que permiten iden-
tificar regiones del cromosoma independizables de las vecinas por su caracteristica
composicién diferencial del ADN que las compone (secuencias muy repetidas, en
heterocromatina), contenidos no histénicos determinados, organizacién espacial
propia, secuencias nucleotidicas especificas (telémeros, centrémeros), etc. Asimis-
mo aparecen en el cromosoma mitético zonas de organizacién espacial muy defini-
da, como los satélites y sus tramos de conexion a los brazos cortos de los autoso-
mas acrocéntricos humanos, v puntos de reciente transcripcién como los genes
organizadores nucleolares.

Los dos modelos arriba descritos, ejemplifican las dos corrientes de opinién
mds difundidas para explicar como la informacién genética acaba configurdndose
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en un cromosoma mitético. Asimismo en algunos casos se trata de explicar la con-
figuracion de las regiones, de particularidades bioquimicas y funcionales especifi-
cas de las que hablamos en el parrafo anterior. Segtin algunos modelos de supraor-
ganizacién de la fibra de cromatina, como el de Yunis y Bahr (1979) dicha fibra
seguiria patrones alternantes de bucles y segmentos de fibra extendida (5). De la
misma manera, Okada y Comings (1979) sugieren que los bucles de ADN giran
formando rosetas intercalados con tramos lisos, sucesivamente jerarquizdndose a
niveles intermediarios de compactacién (6). Se trata aqui de una organizacién en
anillos helicoidales sucesivos. Bak y cols. (1977) suponen que cada cromdtide
viene constituida por el plegamiento helicoidal de una fibra unidad de 400 nm,
consecuencia de un nivel inferior de espiralizacién de la fibra de 20-30 nm (7).

Por otra parte existe una corriente de opinién cuyo tltimo ejemplo seria el de
Laemmli (4) y cuyos inicios parten de Stubleffield y Wray (1971) que propusieron
la existencia de un eje longitudinal para cada crométide, del que partirfan las fibras
de cromatina (8). Dichos autores explican dicho eje como el resultado de una tren-
za de dos fibras protéicas. Los modelos de eje central cobran entidad con la pro-
puesta por Paulson y Laemmly (1977) de un andamio central (9). Dicha opinién es
el resultado de imdgenes al microscopio electrénico de cromosomas en los que se
indujo una extraccién selectiva de histonas mediante tratamientos con polianiones
0 NaCl 2M. De este resto estructural partian fibras de cromatina en sentido perpen-
dicular al eje de la cromatide (9). Mirkovitch y cols., en (1988) proponen secuen-
cias SAR de ADN ricas en pares adenina-timina, filogenéticamente conservadas y
constituyendo la rafz del bucle en su conexién con el eje proteico (10). Parece que
la topoisomerasa II interactuaria en la supuesta raiz de dichos bucles. Por tltimo
Rattner y Lin, en (1985) sugieren que la organizacion seguiria un patrén mixto a
ambos tipos de modelos (11).

En cualquier caso, diversos sistemas de desnaturalizacién mis o menos cuida-
dosa del cromosoma, seguidos de tinciones especificas con sales de plata, sugieren
que los elementos residuales parecen constituir una organizacion similar al eje de
la cromiétide. Pero por otra parte los estudios sistemdticos realizados mediante téc-
nicas muy conservadoras como la fijacién, inclusidn y cortes ultrafinos y estudios
al microscopio electrénico de dichos cortes con técnicas de reconstruccién tridi-
mensional, en ningin caso demuestran que exista un eje protéico, como es el caso
de los complejos en los cromosomas meiéticos.

Me gustaria ahora discutir diversos hallazgos propios y de otros equipos
empleando microscopia electrénica de cromosomas enteros, en un intento de
explicar la estructura cromatinica de las distintas regiones del cromosoma. Partien-
do de que el cromosoma mitdtico es el resultado del plegamiento en el espacio de
la fibra de cromatina, y de que zonas de esa larga fibra presentan especificidades
bioquimicas y ultraestructurales, la cromdtide de cada cromosoma profésico mues-
tra una organizacién consecutiva en cromdémeros e intercromémeros (12). En el
cromémero la fibra de cromatina se enrrolla en estructuras irregularmente esféricas
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y al salir de las mismas realiza recorridos longitudinales alcanzando al siguiente
cromémero. Cada cromémero viene correspondiendo a una banda G de la micros-
copia de la luz, siendo las regiones intercromoméricas el equivalente a las bandas
R. La progresiva condensacién del cromosoma durante la mitosis, es el resultado
de la coalescencia de los cromdmeros, seglin un fenémenos que denominarfamos
reclutamiento de la cromatina intercromomérica. El resultado es un ensanchamien-
to y acortamiento de todo el cromosoma. A la distribucién macromolecular descri-
ta corresponderfan familias de genes de diferentes niveles de repeticién, y con
desiguales contenidos en pares de bases adenina-timina. Actualmente las técnicas
de hibridacién “in situ” acopladas a microscopfa Gptica permiten reconocer algu-
nas de estas secuencias génicas como los protooncogenes. Estos genes, comprome-
tidos en la regulacién de la diferenciacién y proliferacién celulares, han cobrado
particular interés por su implicacién en la carcinogénesis. Modificaciones en las
secuencias de bases, pérdidas de bases, relocalizacion en otras posiciones cromo-
sémicas,... etc., son mecanismos que los transforman, impidiendo o modificando
su expresion, y dando por resultado desregulaciones de su capacidad moduladora
del ciclo celular. La aplicabilidad diagndstica de los métodos de hibridacién “in
situ” en un futuro no lejano, los hace particularmente atractivos en el campo de la
epidemiologfa y localizacién de familias de alto riesgo genético. Asf, la localiza-
cién precisa de los loci génicos mutados, nos facilita una mejor comprensién de
los mecanismos de la cancerizacion celular en procesos como la leucemia mieloide
crénica, entendiendo en parte la interrelacién neoplasia-translocaeién 22-9 y el
cromosoma Philadelphia. Pronto estard a punto un sistema de marcado de oncoge-
nes en esta entidad, trabajando sobre niicleos interfasicos (13).

La microscopia electrénica sugiere que las roturas cromosémicas y los reorde-
namientos (como en la leucemia mieloide crénica), se producen preferentemente
en las zonas limitrofes cromémero-intercromémero. Coincidentemente algunos de
estos puntos “calientes” de localizacién oncogénica, coinciden espacialmente con
“puntos fragiles”, el mds conocido de los cuales es la localizacién frdgil del cro-
mosoma X humano. Esta alteracién estructural del brazo largo del cromosoma X,
aparece como la organizacidn cromatinica esférica de los satélites. En el punto de
fragilidad se reconoce una region inestable del ADN (14) rica en secuencias trinu-
cleotidicas repetidas p(CCG)n (15); parece producirse aqui una metilacién anor-
mal de la citosina (16).

Los extremos cromosémicos, denominados telémeros, presentan una organi-
zacién cromatinica en semicasquete esférico. La preservacién de esta zona redon-
deada parece crucial para conservar la individualidad cromosémica. Se han podido
reconocer secuencias especificas de ADN segtin el orden AGGGTT, repetidas
miles de veces y comunes para el hombre y otros vertebrados (17). Se ha especula-
do que el acortamiento del teldmero cromosémico durante el envejecimiento celu-
lar, podria generar tumores (18). Algunos de estos problemas podrian solucionarse
por intervencién de determinadas telomerasas (19).
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Otra regi6n cuya estructura resulta particularmente intrigante, es el centrémero.
Aqui ambas crométides aparecen fisicamente conectadas por un mecanismo ain no
esclarecido. La microscopia electrénica permite identificar claramente los dos sub-
centrémeros del cromosoma, cada uno correspondiente a una crométide del mismo.
A este nivel, en especimenes bien preservados, la cromatina aparece fuertemente
empaquetada, mostrando una superficie concava y lisa que contrasta con la del
resto de la cromdtide. También aqui se han localizado secuencias especificas de
ADN. Paralelamente y a ambos lados de los subcentrémeros, encontramos los cine-
tocoros; elementos polimerizantes de los tiibulos del huso mitético y fundamentales
en la cinética de la segregacion anafasica de los cromosomas. Parece que es un lugar
en donde se genera parte de la actividad motil de dicha segregacion. Estas regiones
pueden ser claramente identificables mediante reaccién con anticuerpos especificos,
obtenibles de pacientes con el Sindrome de Crest. Esta estrategia es particularmente
util si tratamos de discriminar microcromosomas y fragmentos acéntricos (20).

Durante afios hemos venido utilizando unas serie de trampas moleculares,
basidndonos en la estrategia siguiente: Si el cromosoma es una larga fibra de croma-
tina plegada en el espacio y tramos de esta fibra presentan diferencias de composi-
cién y funcionamiento, podremos inducir modificaciones de algunos tramos especi-
ficos alterando su composicién molecular. Una vez inducida la modificacién espera-
mos saber en la mitosis si la misma repercute en la organizacién espacial del cromo-
soma en alguna de sus regiones. Siguiendo esta tictica, Sdnchez (21) individualizé
estructuralmente el centrémero humano de los cromosomas 1, 9 y 16, comprobando
que presentaban diferentes dreas y obteniendo una correlacidn positiva entre los
tamafios del centrémero y del cromosoma. En este mismo material se pudo estudiar
en detalle la organizacién submicroscépica de la heterocromatina, demostrando que
en humanos, dicho material es yuxtacentromérico. Pasaro (22), en 1986 y Pasantes,
J., Péasaro, E., Méndez, J., y Goyanes, V. (23), en 1987 calcularon el volumen de los
cromosomas humanos enteros 1 y 2, en relacién a su estado de condensacién, com-
probando que a medida que el proceso de condensacién aumentaba durante el ciclo
mitético el volumen también lo hacia en todos los cromosomas (Tabla I). Cortes
transversales de dichos cromosomas mostraron uniformidad en cuanto al empaque-
tamiento de la cromatina. Los cromosomas enteros presentan diferentes grados de
condensacion; en estado de baja condensacién, los cromémeros se muestran como
actimulos locales de bucles de fibras y la presencia de fibras longitudinales a través
de la crométide. Se observan las dos cromadtides, asf como la regién centromérica,
claramente diferenciadas, correspondiendo las zonas mds electrodensas a croméme-
ros que ocupan una posicién de bandas G positivas; las zonas menos densas o inter-
cromomeros, discurren longitudinalmente y son ficilmente identificables. En estado
de condensacién media las zonas intercromoméricas son casi inapreciables, con una
intensa conexién entre las croméitides. En estado de condensacién alta las cromaéti-
des se diferencian claramente sin apreciarse las zonas intercromoméricas y hacién-
dose més patente la separacién entre las mismas. El didmetro de la fibra no varia a
lo largo del proceso, manteniéndose entre 22-27 nm.
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TABLA I
VOLUMENES(*) DE TODAS LAS CROMATIDES DE L.OS CROMOSOMAS HUMANOS

CROMATIDE COND. BAJA. COND. MEDIA COND. ALTA
1 0.3412 0.4123 0.5874
2 0.3042 0.3761 0.5427
3 0.2527 0.3173 0.4550
4 0.2255 0.2759 0.3951
5 0.2255 0.2759 0.3951
6 0.2148 0.2628 0.3764
7 0.1942 0.2376 0.3403
8 0.1824 0.2232 0.3197
9 0.1776 0.2174 0.3113

10 0.1721 0.2106 0.3016
11 0.1703 0.2084 0.2984
12 0.1640 0.2007 0.2874
13 0.1339 0.1638 0.2346
14 0.1305 0.1597 0.2288
15 0.1236 0.1512 0.2165
16 0.1188 0.1453 0.2082
17 0.1158 0.1417 0.2030
18 0.1015 0.1242 0.1779
19 0.0927 0.1132 0.1624
20 0.0857 0.1048 0.1501
21 0.0673 0.0823 0.1179
22 0.0618 0.0756 0.1082
X 0.2133 0.2610 0.3738
Y 0.0721 0.0882 0.1263

* Las unidades expresan el volumen en nm?

Partiendo de la gran riqueza en secuencias con pares de bases A-T en el cen-
trémero del cromosoma de ratén, procedimos a modificar su organizacién macro-
molecular, introduciendo Bisbencimida H33258. Este tratamiento de las células
“in vivo”, generé en la mitosis un cromosoma con dos niveles de condensacién. La
heterocromatina centromérica practicamente sin condensarse y el resto del cromo-
soma en metafase. El resultado del andlisis ultraestructural fue la identificacién de
una secuencia de cromémeros de pequefio tamafio constituidos por bucles de cro-
matina que constituirfan el centrémero murino interfasico (24). Se comprobé asi-
mismo como se reflejaba la fusién Robertsoniana o fusién céntrica, un mecanismo
muy utilizado para la evolucién cromosémica de las especies bioldgicas (25). Asi-
mismo, un tratamiento con diversas enzimas de restriccidn ataca selectivamente
diferentes dreas del cromosoma. Alu I digiere preferentemente la eucromatina, res-
petando el centrémero. Una exposicién a Hae III indujo bandas C y G, cortando el
DNA en fragmentos largos superiores a los de Alu 1. La diferente conformacién
ultraestructural de la cromatina podria ser la responsable de estos diferentes com-
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portamientos al ataque enzimdtico (25). También se pudo comprobar una cierta
organizacién hacia el centro de la crométide con imdgenes similares a las del eje
central de Laemmli (26).

La introduccién de 5-BrdU durante la segunda fase de la sintesis de DNA,
seguido de un tratamiento con Bisbencimida H33258, genera una anomalia en la
que el cromosoma invierte su patrén fisiolégico de condensacién de la cromatina
en la mitosis. Se obtiene as{ una organizacién cromomeérica inversa a la descrita por
Bahr y cols (12). Una modificacién de este proceder, permitié a J. Méndez (27)
inducir cromosomas asimétricos, en donde una cromatide permanecia més larga
que la otra. Este fenémeno, debido a una diferencia en la velocidad de condensa-
cién de cada cromadtide, demostré la estabilidad y cinética de fibras de conexién
extracentroméricas que partiendo de los cromdmeros simétricos de ambas cromati-
des, mantenfan estabilizado el paralelismo de los brazos cromosémicos (27).

Por dltimo, también intentamos averiguar si la integridad estructural de la
-molécula de DNA era un pre-requisito para la estructura del cromosoma mitético
(28). Fernandez y cols. comprobaron que una rotura de cadena simple del DNA
produce una clara dispersién del material cromatinico, permaneciendo preferente-
mente fibras de cromatina de trayecto longitudinal. El grado de alteracion de la
estructura se mostré directamente proporcional a los niveles de ataque de la molé-
cula, alcanzdndose incluso la pulverizacién cromosémica.

Foto 2.- Cromosoma de ratén al MLE., previa digestion con endonucleasas de restriccién.
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Cuando el cromosoma fue atacado después de alcanzar sus niveles maximos
de condensacidn, el efecto de la rotura del DNA mostré ser de mucha menor
importancia, sugiriendo que la integridad molecular del DNA puede ser un factor
importante para una buena organizacién espacial durante los procesos de conden-
sacion de la cromatina (28).

Volviendo al principio y recordando la definicién de cromosoma mit6tico
como un mecanismo de empaquetamiento del material genético programado en el
espacio y en el tiempo, debemos considerar que en ninglin caso estas estructuras
existen independientes del medio que les es propio. Asi, las condiciones fisico-qui-
micas del medio intracelular, condicionan la estructura macromolecular de la fibra,
y cuando extraemos.al cromosoma de su medio natural inducimos probablemente
algunas modificaciones. Esta es, pues, una critica global al método cientifico
empleado, considerando que debemos ser sumamente prudentes a la hora de extra-
polar datos y obtener conclusiones globales.
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