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Los cromosomas y su contenido en ADN, son sin duda las estructuras biol6-
gicas més estudiadas en el siglo XX. Si bien conocemos cada vez mds muchos de
sus aspectos y funciones a nivel molecular, la organizacion espacial de sus niveles
superiores de estructura permanece pricticamente desconocida.

Desde 1o més sencillo a lo mds complejo, hablamos de tres picogramos de
ADN (en la especie humana) que deben integrarse en 46 cromosomas. En un pri-
mer nivel 200 pares de bases del ADN giran en torno a un octdmero de histonas
constituyendo el nucleosoma y dando una razén de empaquetamiento del ADN de
1 a 7. La integracién de nucleosomas posiblemente en solenoides de 20-30 nané-
metros de didmetro generaria fibras de aproximadamente 2 cms. de longitud. As{
los 3 picogramos de ADN mostrarfan ya una razén de empaquetamiento de 1 a
45-50. A partir de aqui empiezan verdaderamente las dificultades para conocer
como ese solenoide o fibra de cromatina se organiza para constituir el cromosoma
mitético que conocemos a nivel de microscopia dptica o electrénica y que da una
razon de empaquetamiento de 1 a 10.000.

Se han propuesto diversos modelos de organizacién de esta fibra. En la
actualidad priman dos opciones: los que abogan por una organizacién que podria-
mos llamar superenrollamiento; es decir, varios niveles jerdrquicos de enrolla-
miento hasta una espiral en la cromatide. El modelo mds de moda, por otra parte,
sugiere que existe un eje central no histénico que recorre la crométide y del cual
parten bucles de cromatina, mds o menos horizontales. En un articulo de revisién
en 1985, propusimos una definicién de cromosoma partiendo de un concepto
totalmente distinto. Concebimos el cromosoma como una estructura altamente
ordenada, cambiante y perfectamente programada en el espacio y el tiempo. Su
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morfologia y dimensiones serfan variables en el tiempo y dependientes por com-
pleto de las condiciones fisico-quimicas del medio ambiente celular. Es decir, un
planteamiento ecoldgico, termodindmico en donde se cambia el concepto de
estructura por el de funcién o sistema (1).

Lo que desarrollaremos a continuacién es el resultado de diferentes intentos,
durante las dltimas dos décadas, por comprender el comportamiento cinético de la
fibra de cromatina que, plegdndose en el espacio, constituye cada cromitide.

En 1980, en colaboracién con Sandberg y Matsui (2), tratamos cromosomas
aislados de hamster chino mediante una fijacién selectiva proteina-protefna por un
pulso de formaldehido. La subsiguiente digestién parcial en suspensién con prote-
asas, permiti6é observar al microscopio electrénico el despliegue de la fibra y
comprobar una sola unidad de fibra a lo largo del centrémero y que aparentemen-
te empezaba y terminaba en los telémeros.

(Qué factores generan el plegamiento de la fibra? Se ha propuesto la fosfori-
lacién de la histona H1, la conversién de grupos sulfhidrilos en disulfuros for-
mando enlaces cruzados en la histona H3 y en proteinas no-histénicas, asi como
finalmente cambios i6nicos de cationes divalentes. Los puentes disulfuro, una vez
formados, podrian estabilizar la estructura ya condensada. También se ha pro-
puesto la interaccién de diversas protefnas no-histénicas de capacidad contractil.
Por el afio 1972, colaboramos con Jaime Iglesias en un andlisis del impacto de
diversas sales sobre la organizacién de la cromatina interfasica. Toda una serie de
sales generando fuerzas i6nicas de 0,3 inducfan una morfologia similar a cromo-
somas metafdsicos (3-4). Si bien esta influencia iénica sobre la compactacién cro-
matinica fué posteriormente confirmada “in vitro” por otros grupos, su validez “in
vivo” aun no estd comprobada.

Cuando nosotros observamos al microscopio electrénico de transmisién un
cromosoma profasico bien conservado, ;cémo se organiza la cromatina? Bahr,
propuso en los afios 70 que la fibra se iba plegando selectivamente a determinadas
alturas de la crométide formando “cromémeros”. Estos cromdmeros serian simé-
tricos en ambas cromatides y representarian la base estructural de la organizacién
en bandas que nosotros percibimos, tras tratamientos, en los cromosomas metafa-
sicos al microscopio éptico. Durante 1981-82 en colaboracién con Josefina Mén-
dez (5), se trataron cromosomas de hamster chino, en células vivas, con pulsos de
5-BrdU y bisbenzimida 33258. Se obtuvo una inhibicién de la condensacién de
los tramos de fibra de replicaci6n tardia. Se indujo asi un patrén de condensacién
en cromdmeros claramente de bandas R, es decir, opuesto a la cinética fisiol6gica
de condensacién del cromosoma no tratado (Fig. 1). La conclusién principal con-
sistié en considerar a la banda-cromémero como una unidad independiente de
condensacién a lo largo de la crométide. Es decir, un tramo de fibra se comporta-
ria cinéticamente de un modo independiente con respecto a los tramos anterior y
siguiente al mismo.

En el mismo proyecto de colaboracién anterior se explor6 la razén del para-
lelismo de las cromadtides hermanas durante las primeras fases de la mitosis. ;Por
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Figura 1: Inhibicion de la condensacion en zonas de cromatina conteniendo ADN de replicacion tardia.

La banda-cromémero se comporta como un tramo de fibra de cromatina independiente y autonomo en su
condensacion con respecto a los tramos de fibra anterior y siguiente. (Tomado de cita bibliogrdfica n° 5).

qué las crométides se mantienen paralelas hasta mediada la metafase? Disefiamos
un sistema inhibiendo diferencialmente la condensacién de las dos crométides de
un cromosoma, permitiendo una velocidad diferencial de condensacidn (6). Asi,
si ambas cromatides permaneciesen libres de conexiones entre ellas, la cromatide
rdpida mds corta y gruesa permaneceria recta lo mismo que su homdloga lenta,
delgada y més larga. El resultado en todos los casos mostré cromosomas doblados
y asimétricos, con ambas cromadtides torcidas en la misma direccién. Parece que
los cromOmeros simétricos de ambas cromdtides interdigitan sus bucles internos
estabilizando las conexiones entre cromdtides. La cromdtide que se acorta mds
rapidamente, tirard de la lenta y producira el doblamiento de ambas. Denomina-
mos a estas conexiones funcionales y temporales (se van liberando en meta-anafa-
se), “conexiones extracentroméricas”.
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La realidad de estas conexiones intercromomeéricas también pudo demostrar-
se en un andlisis de diplocromosomas con Bernardo Schvatzman (7). Comproba-
mos la ausencia de inmadurez centromérica, presencia de dos centrémeros bien
constituidos y que la estabilidad de ambos miembros del par cromosémico, tras la
endoreduplicacidén, se debfa a puentes de conexién intercromoméricos entre las
cuatro cromatides de! diplocromosoma.

Otro tema de interés, adin no resuelto, es el del trayecto total de la fibra reco-
rriendo la cromdtide. Tanto en la ultraestructura de intercambios de cromatides
‘hermanas (1983)(8), como en roturas cromatidicas (José Luis Ferndndez, 1990),
se definié el concepto de “borde de intercambio” y “borde de rotura”, respectiva-
mente (9,10). Ambos bordes definian el trayecto interior de la fibra de cromatina.
Su inclinacién mosiré variaciones claras en relacion directa al nivel de condensa-
cién del cromosoma.

Un punto de vista que nos es muy grato, es el de “reclutamiento local de la
cromatina” que expresa muy bien el cardcter cinético de la fibra en el tiempo, for-
mando o deshaciendo bandas y satélites. La confluencia de sub-bandas profésicas
para formar las bandas clasicas del cariotipo metafésico, definen muy bien este
comportamiento cambiante espacio-temporal (Fig. 2). En 1990, Marfa Isabel Mal-
heiro comprobd que los satélites cromosémicos representaban estructuras irregu-
larmente esféricas de 0,215 micras de didmetro. Una evaluacién morfoméirica

Figura 2: Reclutamiento de la fibra de cromatina. Conforme avanza la condensacion, la cromatina de
la interbanda va siendo integrada en las bandas. (Tomado de cita bibliogrdfica n® 5).
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demostrd que los brazos cortos de los cromosomas D y G carentes de constriccio-
nes secundarias, habfan integrado la fibra de cromatina satélite. Incluso pudo
demostrar esto mismo en cromosomas con una cromatide presentando un satélite
y su constriccién secundaria, y la croméatide simétrica con toda la cromatina sate-
lite integrada en un brazo corto de mayor tamafio (11).

El plegamiento y desplegamiento de la fibra en la cromdtide durante la mito-
sis, también genera cambios de volumen del cromosoma. Eduardo Pdsaro com-
probé un incremento del volimen de las cromdtides, conforme se incrementa la
condensacién cromosémica durante la metafase. Teniendo en cuenta que el did-
metro de la fibra cromatinica no varia, este aumento de volumen parece ser debi-
do a una mayor separacién de los bucles cromatinicos entre si (12-13).

Siguiendo con este enfoque cinético testamos el comportamiento de la con-
densacién de la eucromatina y heterocromatina en el cromosoma Y humano,
inhibiendo la metilacién del ADN con 5-azacitidina y distamicina A “in vitro”.
Laura Sénchez y Angeles Freire (1992), comprobaron ambos brazos cortos inal-
terados y un centrémero fuertemente empaquetado. Los brazos largos mostraron
claramente una region proximal, eucromdtica, bien condensada y una regién
heterocromdtica, banda C positiva (14). El nivel de organizacién de esta zona era
interfdsico-profésico y la fibra de cromatina sin cambios en la densidad electré-
nica y didmetro. Aparte de diferencias en las secuencias de bases, podria argiiirse
contenidos no-histénicos algo diferentes en la fibra eucromatinica y heterocro-
matinica. Asi comprobamos una neta diferencia argent6fila de ambas zonas (15).
Para terminar con la dindmica del plegamiento de la fibra en el cromosoma Y,
comentaremos que en casos de traslocacién de la heterocromatina a otros cromo-
somas como es el caso de los brazos cortos del X (en un caso clinico nuestro), el
comportamiento cinético de la fibra heterocromatinica del Y permanece similar a
lo comentado anteriormente.

(Existen varios tipos de fibra heterocromatinica? ;Estd clara su localizacién
centromérica y yuxtacentromérica? ;Su composicién es similar en bases y en pro-
tefnas no-histonas? Sabemos de la existencia de familias de secuencias satélites
repetidas en Tandem y de secuencias intercaladas (16). Parece existir asimismo
unos contenidos proteicos especificos que pueden generar patologia por forma-
ci6én de anticuerpos. Determinadas técnicas ultraestructurales nos dejan observar
en el interior del centrémero del cromosoma telocéntrico de ratdn, una cromatina
de comportamiento especifico formando una especie de nicleo central banda C
positivo. Asimismo, en los cromosomas humanos 1,9,15 y 16 Laura Sanchez y
Paulino Martinez (1989, 1991) han podido distinguir claramente, el centrémero
de la heterocromatina yuxtacentromérica (17-18). Una inhibicién de la condensa-
cién de esta tltima, permitié medir el tamafio del centrémero, se observé que el
centrémero del cromosoma 9 presenta un 4rea de 0,555 micras cuadradas, similar
al del cromosoma 15 y diferente de los cromosomas 1 y 16. No se encontraron
variaciones interindividuales. Parece existir una correlacién positiva entre el
tamafio del cromosoma y su regién centromérica.

67



El centr6mero de ratdn, rico en ADN satélite, puede ser fuertemente inhibido
en su condensacién tras incorporar en la fibra de cromatina bisbencimida 33258.
Proyectos llevados a cabo con Vicente Franch, J. Gosdlvez y otros (1988, 1990),
mostraron que la heterocromatina intracentromérica se organizaba en cromémeros
¢ intercromémeros. Una digestion selectiva con la endonucleasa Alu I (cortando
selectivamente la secuencia AG CT), descubre un patrén especifico y repetido de
bandas que se interpreté como una clase especifica de ADN repetitivo intercala-
do. En este mismo material una digestién con Alu I muestra un bandeo C tras cor-
tar ADN eucromdtico en pequefios fragmentos, reduciendo ligeramente la densi-
dad electrénica de los centromeros. Cuando se digiere con Hinf 1, se obtienen cro-
mitides practicamente borradas, pero un centrémero bien conservado y més fuer-
temente electrondenso. Atribuimos este diferente resultado a cambios de la con-
formacidén espacial de la cromatina, que posiblemente interferirfan con su accesi-
bilidad a la molécula enzimdtica (19-20), (Fig. 3).

El estudio ultraestructural de cromosomas de la linea L-929 de ratén, tam-
bién nos permitié valorar la inactivacion de centrémeros en un cromosoma mar-
cador con 7 centrémeros, s6lo uno de ellos activo.

Un estudio multicéntrico efectuado por J. Gosélvez, R. Mezzanotte, J. L. Fer-
néndez y nosotros (1993), explora el centrémero de ratén por métodos ultraestruc-
turales y moleculares. Tras inhibir la condensacién de la cromatina centromérica,
tratamos el cromosoma con las enzimas de restriccién Mspl, EcoRI y Haelll. Los
cortes obtenidos fueron amplificados con exonucleasa I para obtener tramos de
ADN de cadena tunica. Se hibridaron ahi oligonucleétidos al azar, que se usaron
como “primers” para resintetizar incluyendo dUTP biotinado. Este ultimo pudo
ser detectado en su posicién “in situ” con estreptavidina marcada con oro coloi-
dal. De este modo se localiza facilmente a nivel de fibra de cromatina los puntos
de corte de la enzima. Asf, se pudo cualificar una diferente sensibilidad a la diges-
tién por las referidas enzimas. Haelll mostrd atacar més los brazos cromosémicos
que el centrémero, ofreciendo un bandeo C, con respecto a Mspl. En ambos casos
se produce un marcado de oro al azar y particularmente homogéneo en todo el
centrémero, es decir, las enzimas cortaron ADN en todo el cromosoma. Parece
asi, que el corte de ADN es un proceso no necesariamente relacionado con la
extraccién de fragmentos de cromatina. Por otra parte EcoRI no cort6 el ADN
centromérico al azar. Las regiones periféricas, proximas a los brazos de eucroma-
tina, parecen contener el “major satellite DNA”, atacable por la enzima, mientras
que en su extremo parece alojarse una zona de fibra cromatinica conteniendo el
“minor satellite DNA” no digerible por la enzima (21).

La heterocromatina del cromosoma 9 representa un hecho estructural muy
significativo traducido en una constriccién secundaria que permitia una identifica-
cién rdpida de este cromosoma.

Actualmente se estd consiguiendo un conocimiento integrado de las diferen-
tes familias de ADN que estin formando parte de la cromatina de esta region.
José Luis Fernandez y otros (1994), indujeron una inhibicién selectiva de la con-
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Figura 3: Diferentes comportamientos de la cromatina en cromosomas de raton atacados con Allu I (b),
Hae 111 (c), Hpa II (d) y Hinf I (e). Cromosoma control sin digerir (a).

densacién de la heterocromatina yuxtacentromérica en cromosomas humanos tra-
tados con 5 azacitidina. Una correlacién Sptico-electrénico, permitié demostrar,
tras hibridacién “in situ”, que el ADN alfoide se aloja en el interior de la cromati-
na centromérica. Siguiendo el mismo patrén experimental, observamos que el
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ADN satélite III (satélite cldsico), aparece en la zona yuxtacentromérica inhibida
en su condensacién. Las familias alfoide y beta aparecerfan alojadas constituyen-
do el centrémero (22-23). Considerando éste y otros resultados, cabe decir que la
variacién polimdrfica descrita para la heterocromatina del 9, seria principalmente
a costa de cromatina conteniendo el ADN satélite III. Por el contrario las secuen-
cias centroméricas parecerian soportar muy escasas variaciones de su ndmero de
repeticion, sugiriendo una interrelacién estrecha entre la estructura y su capacidad
funcional. De hecho el ADN alfoide liga especificamente una proteina no histoni-
ca centromérica CENP-B. ;Representaria este ADN un factor importante en la
cinética y segregacion centromérica?

Enlazando con el principio, cabe considerar que por ahora no existe una
buena interrelacién a nivel estructural global entre los datos experimentales y los
modelos de estructura cromosémica. Asi, con respecto al muy actual Proyecto
Genoma, se estd haciendo un gran esfuerzo por precisar lo mds posible las locali-
zaciones génicas. A este respecto todo el mundo conviene que el cromosoma apa-
rece como una estructura estitica, bidimensional y con bandas perpendiculares;
cuando en realidad se trata de una organizacién fibrosa, temporalmente cambiante
y tridimensional. Una localizacién gendmica, atribuida a una banda, podria en
realidad encontrarse en la parte anterior, media o posterior del cromémero, es
mds, tratamos de ubicar un gen que representa 5-10 nucleosomas en una estructu-
ra, el cromémero, que puede tener 5-10 megabases, alojadas en varios milimetros
de fibra de cromatina.

Retomando el concepto de los modelos, es obvio que no se observa superen-
rollamiento en el cromosoma mitético al microscopio electrénico, ni en cromoso-
mas enteros ni en cortes. Con respecto a la posibilidad de un eje central, ni los
cortes seriados, ni tinciones de plata parecen evidenciarlo. Ademds, si rompemos
el ADN en interfase por radiacion, el cromosoma mitético subsiguiente mostrard
pérdida de un fragmento. De haber un eje central, este fragmento no deberia
haberse separado del resto del cuerpo cromosémico.

De nuevo abogamos por un enfoque funcional (1) en donde se deshecha el
planteamiento estructural, estitico, rigido y se sustituye por €l concepto de siste-
ma, en donde se ofrece una interrelacién estructura-funcién fluyente, cambiante
en el tiempo, resultado de una interaccién dindmica con el medio.
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