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1 . INTRODUCCION



1.1. Bandeo C

1.1.1. Antecedentes

Heitz y Darlington poseen el mérito de haber sido los
primeros en efectuar un análisis citológíco y genético detallado
de la heterocromatina, aunque previamente ya se conocía la exis
tencia de material genético con características diferentes.

Heitz es quien propone el ténnino heterocromatina para
designar aquellas regiones de los núcleos en inferfase, profase
y telofase que tienen mayor grado de condensación y tinción, re
servando el nombre de eucromatina para aquellas zonas que difie
ren en estas características (Heitz, 1928; 1929; 1933).

Por su parte, Darlington determina que 1a heterocroma
tina se mantiene condensaday con heteropicnosis positiva duran
te 1os estadíos del ciclo celular en que la eucromatina aparece
laxa (interfase, profase y telofase) en tanto que en las fases
del ciclo en que esta última se condensa (metafase y anafase),1a
heterocromatina se descondensa. A este particular fenómenode
condensación y descondensación durante el ciclo celular se lo de
nomina"alociclia" (Darlington, 1940).

Taylor, incorporandotnnidína tritiada en células de
hamster chino, encuentra que el brazo largo de los cromosomasX

e Y, presenta replicación tardía (Taylor, 1960). Un año más tar
de, es descripto el fenómenode inactivacíón de un cromosomaX
en las células somáticas femeninas, sugiriéndose a partir de esa
ta observación, que los mamíferos presentan ambos tipos de heterg
cromatina, facultativa y constitutiva (Lyon, 196]). Posteríonmep



te, se demuestra con timidina tritiada que el cromosomaX inactiva
do presenta replicación tardía, determinando así, que este método
no permite diferenciar los dos tipos de heterocromatina (Morishima,
1962).

Hasta ese momento,no era posible identificar la hetero
cromatina en preparaciones convencionales de células de mamíferos,
por lo que se utilizó para ello, la replicación tardía de este ADN
a pesar de las serias lhnitaciones de este método. Es así como
Galton pudo sugerir que los múltiples brazos cromosómicoscon re
plicación tardía que se observaban en hamster sirio, podian ser
segmentos heterocromáticos, aunque no pudo confinmar citológicamen
te esta hipótesis (Galton, 1964). Mástarde, Brownsugiere el te;
mino de heterocromatina facultativa para nombrar a aquella que pre
senta genes estructurales, citológicamente condensadosy genética
mente inactivados, y el de heterocromatina constitutiva para la
que carece de los mismos (Brown, 1966).

Hasta 1970, los conocimientos sobre la heterocromatina
en mamíferos se limitaron a 1a detección de los cromocentros pre
sentes en núcleos interfásicosgga la visualización del corpüscu
lo de Barr correspondiente a la heterocromatinización de uno de
los cromosomasX en la mujer, no pudiendo localizar cada parte de
heterocromatina en los cromosomasen metafase. En algunas espe
cies, donde un brazo o un cromosomaentero era heterocromático,
se podían observar diferencias de condensación entre las regiones
eucromáticas y heterocromáticas en profase y prometafase, siendo
muydifícil la distinción de las mismasen metafase (Lee, 197]).
Por otra parte, con el método autorradiográfíco no se podia de
tectar el cromosomaX heteropicnótíco interfásico e incluso eran



inciertas otras posibles regiones heterocromáticas.

En la mismaépoca, utilizando hibridización "in situ"
de ácidos nucleicos de ratón, se observó que las áreas en donde
se localizaba el ADNsatélite, se teñían intensamente con Giem
sa, mientras que las regiones restantes, lo hacían suavemente.

Esto permitió sugerir que el proceduniento utilizado, determina
ba una respuesta diferencial entre regiones cromosómicas, donde
las áreas ricas en ADNsatélite se teñían más fuertemente que
aquellas sin este tipo de ADN,sin depender esta tinción de 1a
presencia de moléculas de ARNradioactivo complementario y que
estas áreas podían corresponder a la heterocromatina (Pardue,
1970).

Un año más tarde, efectuando experiencias con ADNre

petitivo humano, se encontraron áreas cromosómicas intensamente
teñidas que permitieron concluir que dichas zonas representaban
las regiones de heterocromatina constitutiva del complementohu
manoy que cada cromosomatiene características propias de cana
tidad y ubicación de dicha heterocromatina (Arrighi, 1971).

De esta manera, surge el primer procedimiento para re
velar 1a heterocromatina constitutiva, tanto en metafase como
en otros estadios celulares, y una formade correlacionar la he
terocromatina con las secuencias de ADNrepetitivo. Este méto
do denominadobandeo C,(por ser su ubicación preferencialmente
centromérica) en la Conferencia de París (1971), permitió aclas
rar una serie de ambigüedadesen la interpretación de la evolu
ción cariológica y molecular, constituyendo el punto de partida
para el posterior descubrimiento del bandeo G (Giemsa).



Para resolver si las bandas C eran equivalentes a 1a
clásica heterocromatína de Heitz, se aplicó esta técnica en
preparaciones de neuroblastos de Drosgphila melanogastera fin
de observar si las bandas C correspondían a los segmentos he
terocromátícos conocidos en otras especies (Hsu, 1971). La

positividad de los resultados permitió confirmar la aplicabili
dad del término para todas las especies en donde apareciera un
segmento cromosómicomás intensamente teñido mediante la apli
cación de la nueva metodología.

Actualmente, existen además del método original, nu
merosas coloraciones específicas para determinadas regiones crg
mosómícas. Una de ellas es la que, usando solución Giemsa a

pH 11, colorea intensamente la región heterocromática del cromo
soma 9 del hombre y todo el resto del complemento se tiñe de ma
nera más suave (Gagné, 1972). Usando esta misma coloración con

ligeras modificaciones, se pueden observar las bandas C del crg
mosoma1 (Magenis, 1977). También se pueden identificar las

bandas C de este cromosomaen células interfásicas y en esperma
tozoides (Geraedts, 1973).

Existe un método de coloración que detecta sólo los
centrómeros, que normalmente se ven englobados por las bandas
C (Eiberg, 1974). Otro procedimiento para detectar los centró
meros, también permite 1a identificación de las Bandas C, sien
do de muchovalor para 1a detección de heteromorfísmos de posi
ción, especialmente cuando las bandas son pequeñas (Abe, 1975).

El fluorocromodeoxi-S-metilcitidílíco se liga prefe
rencíalmente a las bandas C de determinados cromosomas como son



el 1, 9, 15, 16 e Y (Miller, 1975). Algo similar ocurre cuando
se utiliza el fluorocromo 4'-6-diamidino-Z-fenilindol (DAPI)a
sociado a1 antibiótico dístamícína A (Schweizer, 1978).

Utilizando una variante de 1a técnica de bandas C, au
mentandola temperatura del tratamiento (85°C) en solución sali
na, se obtienen además de éstas, bandas T, tanto en células me
tafásicas comointerfásicas (Scheres, 1976).

Por último, se puede detectar también variantes de tg
nalidad de color y tamaños cuando se utiliza coloración con A
cridina (Verma, 1975).

1.1.2. Fundamentos

A partir del procedimiento de obtención de bandas C

con HONa,se sugiere como probable mecanismo de aparición de es
tas bandas, un proceso de desnaturalización básica del ADNdel
cromosoma,seguido de una posterior renaturalización del ADNre
petitivo. El responsable de la renaturalización sería la incu
bación en solución salina citratada (SSC) LArrighi, 197]).

Posteriormente, es publicada una técnica de bandeo C

con 1a utilización defHOZBa,sosteniendo 1a misma fundamenta
ción que el procedimiento anterior. El HOZBacumpliría 1a fun
ción del HONa(Sumner, 1972). Esta modificación es muy útil

para el estudio de cromosomas humanos, dado que estos son muy



lábiles y el Ba(OH)2es menos agresivo que el NaOH. Por otro
lado, el tratamiento inicial con ClHmejora los resultados de
la técnica, siendo su función remover el exceso de proteínas,
probablemente histonas.

Los tratamientos con ácidos, álcalis o temperaturas
elevadas producirían la desnaturalización del ADNcelular, in
duciendo la renaturalización del ADNaltamente repetido con
1a posterior incubación en SSC. El ADNmoderadamente repeti
do y el ADNúnico, no se comportarían de esa manera bajo estas
condiciones y se produciría entonces, una reacción de tinción
diferencial. Esta situación penmitiría considerar que este
ADNsatélite sea el responsable de la tinción de las bandas C
(Hsu, 1974). Por otra parte, la utilización de fluorescencia
con naranja de acridina, combinadacon estos tratamientos, pro
veen información que apoyaría esta hipótesis de desnaturaliza
ción y rápida reasocíación del ADNcentromérico (Commings,]973;
Lubs, 1973).

Ha sido observado además, que trabajando con urea 8M,
se obtienen, por corta incubación, bandas G. Si la acción es
mantenida, desaparecen progresivamente estas bandas y se obser
van bandas C. Esto no condice con el mecanismo de desnaturali
zación-renaturalización, por lo que se sugirió que el bandeo es
una consecuencia de una condensación diferencial de la cromati

na, causada por una alteración en la interacción entre el ADNy
la proteína no-histónica (McKay, 1973).

Por otro lado, estudios con radioisótopos mostraron
que durante el procedimiento de obtención de bandas C, es ex



traído de los cromosomasun 60%del ADN,preferencialmente en las

regiones que no bandean C (McKenzie, 1973). Existen también, evi

dencias de pérdida de ADNen células fijadas, después de tratamien
to con HONaseguido de SSC (Commings, 1973; Hsu, 1974). Además,

se observaron cromosomascon bandeo C en tres dimensiones, utili
zando microscopio de barrido, detectando que las zonas de hetero
cromatina constitutiva sobrepasaban el nivel del resto de la cro
mátida,formando excrecencias (Cervenka, 1973). Esto estaría de
acuerdo en cuanto a que las técnicas de bandeo C utilizadas ex
traen la cromatina de las regiones restantes, preservándola en
las regiones de bandas C. Estos resultados pusieron en eviden

cia,que un factor claramente asociado con el bandeo C era la e;
tracción del ADNno relacionado a estas bandas y la retención
del ADNcromosómico que bandeaba. Estas observaciones determi

naron la necesidad de rever el mecanismode aparición de estas
bandas, considerado inicialmente.

Se vio también, que la técnica con HONaremovía entre

el 16%y el 81%del ADNcromosómico y que este ADNenïiextraido

de aquellas regiones que no corresponden a las bandas C (Commings,
1975). Esta situación determinaría una reducción de los sitios
de unión para el colorante en las zonas donde el ADNha sido su
ficientemente dispersado, impidiendo la formación de puentes a
las moléculas del colorante, siendo ésta, la causa de la tinción
diferencial (Sumner, 1973).

Se sugirió además, que la pérdida del ADNcelular des
pués del procedimiento de bandas C, preferencialmente en la re
gión eucromátíca, se debería a que la desnaturalización y la pos



terior incubación con SSCa 65°C, induciría fragmentación del
ADNque luego pasaría de los cromosomasy núcleo a 1a solución.

La rápida asociación de las secuencias cortas del ADNrepetiti
vo evitaría una pérdida excesiva del mismo (Pathak, 1973).

Finalmente, fueron sugeridas diversas posibilidades
por las que el ADNque bandea C es más resistente a 1a extrag
ción que el restante, ninguna de las cuales se encuentra deb;
damente comprobada. Entre ellas encontramos 1a interacción

entre el ADNy las proteínas, ya sean histónicas o no-históni
cas, la existencia de mayor compactación del ADNde 1a heteng
cromatina constitutiva y una mayory más rápida renaturaliza
ción de dicho ADN(Commings, 1978).

Es indudable que 1a continuidad de 1a investigación
de este complejo aSpecto, permitirá un conocimiento acabado de
la causa de 1a formación de las bandas C.

1.2. Heterocromatína Constitutiva

1.2.1. Composición

Cuando el ADNde eucariontes se somete a centrifugg
ción en gradiente de C1Cs, se observa que aparece un gran pi
co o banda principal y umoo varios picos 0 bandas más peque
ñas, de densidad significativamente distintas, y por lo tanto,
de diferente composición de bases (Kit, 1961; Walker, 1965).
Este ADNque se manifiesta en picos menores, se denomina ADN

satélite (ADN-Sat), y es el ADN altamente repetido del geng



ma (Southern, 1970). Está formado por secuencias cortas de nucleg
tidos que se reiteran miles a millones de veces, 105, 106 ó 107,52
gún la especie estudiada, pudiendo llegar a contener hasta un ter
cio del ADNtotal de la célula (Brítten, 1968). Este ADNha sido
encontrado en una amplía variedad de células, en especies tan ale
jadas filogenéticamente comolas levaduras y el hombre. Su apari
ción en cromosomaseucarióticos y su ausencia en virus y bacterias
índicaría que el ADN-Satestaría vinculado directamente con el ti
po de organización del ADN.

Los dos métodos usados para obtener infonmación acerca

del ADNrepetido son: ultracentrifugación en gradientes de densi
dad y medida del nivel de reasociación del ADN.

El método de ultracentrifugacíón en gradientes de den
sidad consiste en agregar ADNa una solución acuosa de Cloruro de
Cesio (Cle) y centrifugar a alta velocidad durante un período
prolongado. En estas condiciones, las moléculas de Cle se des
plazan formando un gradiente de manera tal, que la densidad de 1a
solución aumenta gradualmente desde la superficie hasta el fondo
de la celda de centrifugación. Conjuntamentecon el desplazamien
to del C1Cs, se produce la asociación de las moléculas de ADNhas
ta llegar a un punto de detención en que 1a densidad del ADNy la
del gradiente, son iguales. Si el ADNestá constituido por molÉ
culas de diferente densidad, se fonmarándiversas capas á distin
tos niveles del gradiente y es asi comose detenmina que el ADN
con más bases de tipo adenina-timína es más liviano, mientras que
el rico en guanina-citosina tiene mayorpeso molecular. Por lo
general, el ADN-Sates más rico en bases A-T que la banda princi
pal.



E1 prfimer ADN-Sat fue descripto en el ratón Mus muscu

lus_(Kit, 1961) con una banda de densidad de 1,691 g/cms, compa
rada con la principal de 1,700 g/cms. La densidad de la banda
principal en 1a mayoría de los mamíferos es de 1,700 g/cm3 a
1,701 g/cm3 (Jones, 1973). Comprende aproximadamente el 10%del

ADNtotal y está formado por 8 a 10 pares de bases repetidas 3,3
x 1o3 veces (Southern, 1970).

El caso más extremo de repetición se encuentra en algu
nas especies de cangrejos, en los que 1a secuencia redundante
tiene una longitud de sólo dos nucleótidos y se repite decenas
de millones de veces, constituyendo el 30%del total del ADNde
la especie. En el ratón, el ADN-Satestá forrado por una única
variedad o familia de ADNaltamente repetido, en tanto que en
otras especies se presentan más de una familia de ADN-Sat,ha
biéndose identificado cuatro variedades de ADNrepetido en bo
vinos y ocho en el hombre.

Cada variedad y familia de ADN-Satse origina por repg
tición de una secuencia de nucleótidos caracteristica. La dife

rencia fisica de densidad entre las distintas familias de ADNre
petido es probablemente muchomás marcada que la diferencia qui
mica entre las secuencias que se repiten.

Cuando el ADNhumano nativo es centrifugado en C1Cs,

aparece un pequeño satélite, que constituye menos del 1%del tg
tal del ADN,con una densidad de 1,687 g/cms, denominado satéli
te I (Sat I) (Corneo, 1967; 1968; 197]; 1972).

Cuandose utiliza ultracentrifugación en 804Cscon el
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agregado de Hg++o Ag+, aparece un segundo ADN-Sat (II) con una

densidad de 1,693 g/cm3 que constituye alrededor del 2%del to
tal de ADN(Corneo, 1970), un tercero denominado ADN-Sat (III),

cuya densidad es de 1,696 g/cm3 (Corneo, 1971; 1972) y un ADN

Sat (IV) de densidad 1,700 g/czm3(Corneo, 1972).

Posteriormente, fueron detectados otros cuatro ADN-Sat:
A y B (Chuang, 1974); C (Saunders, 1972) y D (Saunders, 1975). Las
características físicas de cada uno de los ADN-Satse observan en
1a Tabla I.

Tabla I: CARACTERISTICAS FISICAS DE LAS DIFERENTES FRACCIONES DEL

ADN-Sat

“33:16” %del Densidad ADN-Sat
ADN-Sat genoma Nativo Desnaturalizado Renaturalizado

(3/0113) (g/cm3) (2/0113)

I 0,5 1,687 1,707 1,697
II 2 1,693 1,740 1,696
III 1,5 1,696 1,740 1,703
IV 2 1,700 1,730 1,706

A 0,5-1 1,710 1,775 1,715

B 0,5 1,726 1,792 

C - 1,703 1,760 1,712

D 1,720 1,782 
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1.2.2. Origen

E1 orígen del ADN-Satno se conoce bien pero existen
diversas teorías que intentan explicarlo.

Algunosautores sugieren que se iniciaría a partir de
un evento de dos replicaciones denominado"saltatorio", comor9
sultado de la repetición en tandemde una secuencia nucleotídi
ca original simple. Dicho de otra forma, esta situación se da
ría cuando una secuencia sufre una replicación múltiple y sus
copias se integrarían en un cromosomaasociadas con un elemento

genético favorable, distribuyendose luego, a través de las espe
cies (Britten, 1968).

Otra teoría, denominadacírculo giratorio ("rolling
circle"), sugiere que la secuencia que se repite está unida por
sus dos extremos formando un círculo. En un momentodetenmina

do, se abre una de las cadenas de ADNy comienza a desenrollarí
se sirviendo de molde para la síntesis de una nueva cadena. La
cadena restante se mantendría unida en círculo y sería molde pa
ra una segunda cadena de ADN. De esta forma, se producírían in
definidas secuencias repetidas con posibilidad de insertarse en
diferentes regiones cromosómicas (Thomas, 1973). Este mecanis
moha sido comprobadoen las secuencias repetidas de cistrones
ribosómícos de ovocitos de Xenopus laevis.

Un tercer mecanismoes el que se basa en el pasaje de
segmentos equivalentes de una cromátida a otra durante la dupli
cación cromosómica, denominado intercambio desigual de cromáti
das hermanas. Dada 1a presencia de secuencias de bases repeti
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das en diferentes regiones del cromosoma,es probable que ocurra
un desplazamiento de ADN,quedando los intercambios reducidos a
las regiones de secuencias repetidas.

Comoresultado de este proceso, tenemos 1a aparición
de dos cromosomas hermanos desiguales; uno con un segmento de

ADNrepetido extra y el otro, carente de dicho segmento (Smith,
1976).

De todos los mecanismosreferidos hasta el presente,
éste sería probablementeel utilizado con mayor frecuencia por
los organismossuperiores, para originar secuencias repetidas y
agrupadas de ADN.

1.2.3. Localización

En los núcleos interfásicos de las células eucariontes,
se observan masas de cromatina condensada fonnadas fundamentalmen
te, por heterocromatina constitutiva en tanto que una menorpro
porción corresponde a heterocromatina facultativa (Hsu, 1975).

Comoun primer paso para determinar la ubicación del
ADN-Sat,se ha tratado de localizarlo en el genoma,utilizando
un procedimiento que consiste en romper las células mediante ul
trasonído u otros procedimientos mecánicos a fin de extraer la
cromatina nudlear y centrifugarla en un gradiente de sacarosa.
Mediante esta técnica es posible separar la cromatina condensa
da.
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Posteriormente, se diseñó el método de hibridizacíón

de ácidos nucleicos "in situ" que sirvió para confinmar los da
tos obtenidos con las técnicas mencionadas anteriormente (Jones,
1970; Pardue, 1970). Este método consiste básicamente en tres
pasos:
a. producir un ARNo ADNradioactivo complementario del ADN-Sat,
b. hacer que el ácido nucleico radioactivo se combine con el ADN

complementario (ADN-Satde la misma especie) existente en los

extendidos citológicos y citogenéticos (hibridización "in si
tu").

c. determinar las zonas de hibridización "in situ" mediante auto
rradiografía.

Si bien el ADN-Satno transcribe "in vivo", sí puede
hacerlo "in vitro”. Si se lo aísla y fracciona, separándose
luego las dos cadenas complementarias y se le agregan precursg
res radioactivos, ARNpolimerasa, iones de Ca++y Mg++y se lo

incuba a temperatura adecuada, puede servir de molde para la for
mación de ARNcomplementario altamente radioactivo. Este ARNse
aísla y luego, se incuba sobre preparaciones cítológicas las que
son tratadas previamente, con un álcali fuerte a fin de separar
las dos cadenas complementarias del ADNnuclear y hacerlo apto
para 1a hibridización. Después de un tiempo adecuado, se eli
mina el ARNno hibridizado destruyéndolo con la enzima ribonu

cleasa, se cubren los preparados con una pelicula autorradiogrg
fica exponiéndolos durante un tiempo variable. Estos radiogra
mas, luego de revelados, mostrarán radioactivídad en las regio
nes cromosómicas formadas por ADN-Sat, hibridizadas con ARNcom

plementario (ARNC).
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Esta técnica ha sido usada en múltiples investigaciones
sobre la estructura y función del material genético y, reciente
mente, se ha incluido para el estudio del ADNrecombinante, el
uso de electroforesis en diferentes tipos de gel tales comopoli
acrilamida o agarosa, y el análisis de colonias por híbridíza
ción (Alwine, 1977; Reiser, 1978; Grunsteín, 1975; Benton,1977).

Actualmente, se utiliza otra metodología denominada
reacción de traslación del corte o "nick translation". Esta
técnica consiste básicamente en una reacción catalizada por una
ADN-polimerasa que permite el reemplazo de nucleótidos de ADN
no radioactivos por otros previamente marcados.

Una molécula de ADNde doble cadena puede servir como

primer modelo para la enzima, cuando el ADNcontiene una única
cadena con una rotura, "nick", con un final 3'hidroxi1, ya que
los nucleótidos del lado S'fosfato son removidos, y permiten la
inserción en el lugar de otros nucleótidos, lo que determina al
mismotiempo, que el "nick" se traslade una posición en la cadg
na en dirección 3'-5'. Si los nucleótidos que se introducen
durante- este proceso, .son radioactivos, el ADNresultante es
tará marcado y podrá ser fácilmente detectado (Kelly, 1970; Rig
by, 1977).

El empleode diferentes técnicas para identificación
de ácidos nucleicos, permitió obtener buenos resultados sobre
el patrón de distribución cromosómicade la heterocromatina
constitutiva, así comode su asociación con el ADN-Satubicado
en las regiones cromosómicas, dando una coloración positiva con
Giemsa (Pardue, 1970; Arrighi, 1971).
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La utilización de esta técnica permite obtener nuevas
pruebas de la asociación de la heterocromatina constitutiva con
el ADN-Saty localizar las regiones cromosómicas en donde ésta
se ubica.

Actualmente, se considera que la heterocromatina cons
titutíva de los cromosomashumanos, de acuerdo a lo demostrado

por bandas C, puede ser clasificada en cuatro tipos:

1. heterocromatina centroméríca que involucra todos los centró
meros, incluyendo el cromosoma Y,

2. heterocromatina acrocéntrica, asociada con los brazos cortos
y regiones satélites de los cromosomasD y G,

3. heterocromatina de las constricciones secundarias de la re

gión proximal de los brazos de los cromosomas 1, 9 y 16,

4. heterocromatina de la región distal del brazo largo del cro
mosomaY (Craig-Holmes, 1973).

En la Figura 1, se observa una metafase con bandeo C,
mostrandolos distintos tipos de heterocromatina.
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Figura 1: BANDEO C EN UNA.METAFASE HUMANADE SEXO MASCULINO

La ubicación de la heterocromatína constitutiva y su
relación con la distribución de las diferentes familias de ADN

Sat, según diferentes autores, puede ser observada en 1a Tabla
II.
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Tabla II: UDCALIZACION CROMOSOMICADE LOS ADN-Sat

Fracción
e Tejido localización cromosómica Referencias

ADN-Sat eStUdlado principal otras

I médula ósea heterocromatina regiones cen Gosden
nódulos lin del cromosoma9 méricas de los 1975
fátícos e Y cromosomas 1,

13, 14 y G

II placenta heterocromatina región centr9_ Gosden
del cromosomal, mérica del crg 1975
9 eY mosomaD,16yG

III placenta heterocromatina región centro- Jones
del cromosoma 9, mérica de los 1973

JS e Y cromosomas l,

grupos D y G

IV placenta heterocromatina región centro Gosden
del cromosoma 9, méríca de los 1975

15 e Y grupos D y G

A células Hela no fue localizada Chuang
1974

B leucocitos nucleolo Chuang
de LLC* 1974

C placenta heterocromatina regiones centr9_ Saunders
del cromosoma 9 méricas de los 1972

(región centromg grupos D y G
rica)

D placenta heterocromatina Saunders
del cromosoma 9 1975

(región centromé
rica)

*: Leucemia Linfática Crónica
-13



1.2.4. Propiedades

Las propiedades que le han sido adjudicadas a la hetero
cromatina constitutiva son diversas. Entre ellas, se encuentran la
alociclia, su particular distribución en los dos miembrosde un par
cromosómico,1a inactividad_genética, la replicación tardía y la
tendencia a la asociación con otras regiones heterocromáticas (Bian
chi, 1978).

Sabemos que en un mismo individuo los cromocentros presen
tan una distribución y aspecto variables, según el tipo de tejido.
en estudio. La heterocromatina que constituye estos cromocentros

aparece comograndes bloques condensados con heteropicnosis positi
va durante el estadío de reposo celular, en tanto que durante el pg
ríodo de división celular activa, se descondensaperdiendo identi
dad citológíca; este proceso se denominaalocicliafDarlíngton,1940).

Inicialmente, se empleó la ubicación cromosómicade la he
terocromatína comomediopara diferenciar la heterocromatina consti
tutiva de la facultativa y se pensó que la prhnera presentaba una
cantidad y ubicación sbmilares en los dos miembros de un par cromo
sómíco (Brown, 1966). El empleo de las bandas C permitió confirmar
esta hipótesis en múltiples especies de animales y vegetales. No
obstante, posteriormente se pudo observar que no todos los casos
muestran este resultado, entre ellos, el ser humano,donde es frg
cuente que los individuos presenten cantidades variables de heterg
cromatina constitutiva en cromosomashomólogos.

La distribución diferente de la heterocromatina constitu
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tiva, con 1a presencia de deficiencias y aumentos en su cantidad,
sin alteraciones en el fenotipo, indica la escasa o nula activi
dad genética de este material. A esto, se suma el hecho de que
el ADNaltamente repetitivo no actúa de molde en la síntesis de
ARN(Flamm, 1969). Dichos datos evidencian que 1a heterocromati
na constitutiva no sólo carece de genes, sino que no puede ser
transcripta.

En cuanto a la replicación de la heterocromatina, se sa
be que ella termina su síntesis de ADNen una fase tardía respec
to de la eucromatina (Lima de Faría, 1959) siendo ésta, una propig
dad frecuente pero no constante ni exclusiva (Bianchi, 1978).

En los núcleos interfásicos se observan de 3 a 6 bloques

de heterocromatina de tamañoconsiderablemente superior al de cual
quiera de los bloques individuales. Esto permite suponer una aso
ciación cromosómicaen 1a interfase, mediante la unión de zonas he
terocromáticas, 1a que desaparece totalmente en metafase.

La persistencia de esta asociación en algunas patologías
podría estar relacionada a los mecanismosde no disyunción. Por
otra parte, su afinidad a la membrananuclear y al nucleolo, penni
te suponer que interviene en el establecimiento de una determinada
arquitectura.

1.2.5. Funciones

Cuandose analizan las posibles funciones de 1a hetero
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cromatina constitutiva, surgen controversias debido a la inexig
tencia de datos experimentales concretos. Algunosautores afir
man que no hay una evidencia real sobre la actividad del ADN
Sat, o sobre los efectos relacionados con las variaciones de las

bandas C (Evans, 1977). Por otro lado, otros investigadores pos
tulan que el ADNrepetitivo, que compone1a heterocromatina cons
titutíva, tendría una función de regulación génica (Britten,1971;
Hsu, 1975).

Las diferentes hipótesis sobre las funciones de la he
terocromatina constitutiva sugieren que éstas serían de naturalg
za estructural, comoser:

1. Mantenimiento de la estructura cromosómica: dada por una serie
de funciones estructurales comola de organizar los mícrotübu
los del huso (heterocromatina centromérica),estabiliiar los eg
tremos cromosómicos(heterocromatina telomérica) y dirigir los
patrones de plegamiento de 1a fibra cromosómica.

Atracción cromosómica: favorecería el aparcamiento de los croN

mosomashomólogos durante 1a meiosis siendo las zonas heterocrg
máticas, los focos de iniciación de dicho aparcamiento. Estudian
do 1a asociación de cromosomasacrocéntricos con otros cromoso

mas, fue observada una ocurrencia preferencial del apareamiento
en las zonas heterocromáticas (Schmid, 1975).Por otro lado, fue
determinada la existencia de asociación entre regiones hetero
cromáticas no homólogaspermitiendo inferir una similitud de
'funciones de las regiones heterocromáticas (Driscoll, 1979).

3. Rol evolutivo: ya sea estableciendo barreras de fertilidad a1
impedir el apareamiento de cromosomasde especies diferentes
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dada las especificidades del ADN-Satde cada especie; o bien,
proveyendositios genéticamente no esenciales (de inactividad
génica) para rearreglos cromosómicos.

4. Protección de áreas vitales: dada su inactividad génica y su
ubicación recubriendo la cara interna de 1a membrananuclear

y del nucleolo, 1a heterocromatina constitutiva actuaría prg
tegíendo a las áreas del genomagenéticamente activas, de las
agresiones externas de todo tipo de agente,sean éstos clastg
génicos, mutagénicos y/o carcinogénicos (Hsu, 1975).

1.2.6. Correlación con ADN-Saty bandas C

Los casos en los que es posible decir que las bandas
C contienen exclusivamente ADNrepetitivo son pocos, aunque en
los experimentosoriginales de hibridizacíón "in situ" en cro
mosomasde ratón, el ADN-Satfue localizado en las regiones cen
troméricas de los cromosomas, zonas que simultáneamente tiñen
intensamente con Giemsa (Pardue, 1970).

Los estudios en ratón (Pardue, 1970), así comoen otras
especies, han permitido comprobarque existen regiones heterocro
máticas que contienen una amplia variedad de ADNrepetitivo
(Brown, 1973; 1974; MacGregor, 1973; Arrighi, 1974) así como otras

regiones de bandas C donde no ha podido detectarse ningún tipoíde
ADN(Gosden, 1975).

Por otra parte, estas regiones heterocromáticas presen
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tan preponderantemente replicación tardía, aunque no existe una
exacta correspondencia entre ambas zonas, llegando al extremo en
1a rata donde las bandas C no se corresponden con las zonas de
replicación tardía (Bianchi, 1973).

Esta situación determina que surjan dificultades para
definir el término heterocromatina con precisión, por lo que opg
rativamente en el hombrese iguala heterocromatina constitutiva
con el material que bandea C. Teniendo esto en cuenta, alrededor
del 20%del genomahumano es heterocromático, siendo la mayoría
de localización cercana a1 centrómero, con excepción de la banda
distal del cromosomaY.

Resulta importante aclarar este concepto dado que en el
hombre, alrededor del 4%del genoma, es ADN-Sat de manera tal que

la mayoria del ADNque constituye 1a heterocromatina humana no es

ADN-Sat. Por otra parte, se sabe que el 23%del ADNhumano se rea
socia con las características del ADNrepetitivo, sin quedar claro
que cantidad del mismose encuentra ubicado en la heterocromatina
cercana a1 centrómero.

Resumiendo, se puede decir que el 20%del genoma humano

corresponde a ADNque bandea C y que está formado por secuencias

simples y complejos de ADN-Satjunto a secuencias similares al sa
télite.

En la Tabla III se detalla la composición de ADN-Satde
las regiones heterocromáticas de los cromosomashumanos.
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Tabla III: CDRRELACION ENTRE REGIONES HETEROCRCbMHTCASY ADN-Sat

Regiones Fracción de
heterocromáticas ADN-Sat

Casi todos los cromosomas I, II, III, IV

Cromosoma 16 II

Cromosomas 4, 6 y 19 Sin ADNrepetitivo

Dadas estas observaciones, se advierte que las bandas C
de los cromosomas 1, 9 y 16, corresponden a ADN-Satde replicación
tardía. Esto nos permite asumir que, al evaluar las modificaciones
en las bandas C, se están valorando cambios de la heterocromatina
constitutiva, formadapor ADNaltamente repetitivo.

1.3. Polimorfismos de bandas C

1.3.1. Variabilídad poblacional

Se denomina polimorfismo a toda variación cromosómica og
servada en el cariotipo humano,utilizando cualquiera de las colo
raciones especiales CbandeoC, G y Q). Se observa generalmente en
individuos "fenotípicamente nonnales" y, dado que aproximadamenteel
50%delas personas, presentan variantes sean éstas de tamaño o de
intensidad de coloración, su incidencia en la población es mayorque
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1a esperada por mutación espontánea. Esto contrasta notablemente
con las alteraciones cromosómicasmayores que se presentan en el
0,5 al 1%de la población y en individuos fenotípicamente anorma
les (Seuánez, 1979).

la heterocromatina representa un sistema polimórfico en
el que los cromosomaspueden presentar una variación de tamaño del
bloque heterocromático pudiendo también, modificar la posición del
mismo, parcial o totalmente, cambio que se conoce como inversión
pericéntrica. Esto ocurre especialmente en los pares 1, 9 y 16,
en los cromosomasacrocéntricos y en el Y.

Si bien existen numerosos trabajos en poblaciones huma
nas, no hay información acerca del significado potencial de estas
variantes y es, por lo tanto, de interés averigüar su sentido bi9_
lógico y su utilidad en citogenética clínica (Lubs, 1977).

Los estudios realizados en poblaciones normales tratan
do de determinar la frecuencia de heteromorfismos en las bandas

C, son muchos, siendo uno de los prhneros el efectuado por Craig
Holmes, quien encuentra variantes en los pares 1, 9 y 16 asi como
en los cromosomas de los grupos D¡ F y G (Craig-Holmes, 1973).

1.3.1.1. Cromosoma 1

El número de heteromorfismos que se observan en este crg
mosomavaria de acuerdo a lo publicado por diferentes autores con
lo que sólo se puede demostrar su existencia, siendo muydificultg
so atribuírle un valor a estas variantes.
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Si consideramos primero, los heteromorfísmos de tamaño,

existen trabajos efectuados en raza blanca que determinan 1a frg
cuencia de aparición del bloque aumentado o disminuido en un 2%
(Tüür, 1973) o en un 28%(Carnevale, 1976). Por otro lado, estu
dios realizados en raza amarilla, muestran una frecuencia que os
cila entre 0,4% (Sofuni, 1977) y 24%(Iinuma, 1973), atribuible
fundamentalmente a la presencia de bloque heterocromático aumen
tado.

Cuandose comparan las observaciones efectuadas en indi
viduos blancos y negros, no se observan diferencias significati
vas, se trate de aumento o de disminución de 1a banda C (Lubs,
1977; Venma, 1981).

Estudios efectuados en nativos de la India, muestran en
tre un 18 y un 19%de variantes de tamaño (Ghosh, 1975), mientras

que analizando indígenas y blancos de Brasil, no se hallaron difg
rencias entre ambosgrupos en cuanto a frecuencia de variantes de
tamaño (Erdtmann, 1981).

Por último, no se detectaron diferencias significativas
al comparar las frecuencias observadas en ambos sexos (Craig-Ho;
mes, 1977) o en muestras de diferentes edades (Buckton, 1976).

Al analizar la frecuencia de inversión pericéntrica ha
lladas para este cromosoma,se advierte que es muybaja, tanto que
en la mayoría de los'estudios no se detecta. Se señala para raza
blanca un 0,2% de inversiones parciales y un 0,03% para raza negra
(Lubs, 1977). En tanto que otros autores establecen para blancos,
desde un 1,6% (Müller, 1975) hasta un 9% (Verma, 1978).
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1.3.1.2. Cromosoma9

En poblaciones normales, el cromosoma9 presenta un nivel
de polimorfismo de tamaño del bloque heterocromático semejante al
observado para el cromosoma1. Se ha descripto un 15%de variantes

para la raza blanca (Craig-Holmes, 1973; Mackenzie, 1975), detectan
dose el mismovalor en nativos de la India (Ghosh, 1975).

Cuandose analizan estas variantes de tamaño en raza ama
rilla, se observan discrepancias en los resultados; en japoneses
se detecta desde el 0,2% (Sofuni, 1977) hasta el 26%(Iinuma,1973),
en tanto que en orientales radicados en Estados Unidos de Norteame
rica, se describe un 12%(Park, 1974).

Finalmente, si se comparandistintos grupos étnicos, no
se encuentran diferencias significativas en los valores observados
para este par (Buckton, 1976).

A1analizar la presencia de inversión pericéntrica para
este cromosoma,se encuentran datos para frecuencia de inversión
parcial, pasaje de parte del bloque heterocromático al brazo cor
to, o total, traslado de todo el bloque al brazo corto. Los re
sultados obtenidos por distintos autores son variables para inver
sión parcial se han descripto en blancos frecuencias poblaciona
les que van desde 0,3% (Lubs, 1977) y 2,2% (Buckton, 1976) hasta

10,7%(Müller, 1975). Mientras que para'inversión total, los mis
mos autores describen valores que van desde 0,06% hasta 0,6%.

Estudios efectuados en raza negra, detectan una preva
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lencía de 0,53%para inversión parcial y un 0,22%para inversión

total (Lubs, 1977). Para orientales se describe un 0,6%de inver
sión total y no hay referencia sobre inversión parcial (Sofuni,
1977).

Finalmente, cuando se compara frecuencia de inversión
pericéntrica entre ambossexos, no se encuentran diferencias sig
nificatívas (Verma, 1978).

1.3.1.3. Cromosoma16

El cromosoma16 presenta niveles equivalentes a los en
contrados para los cromosomas1 y 9, cuando se analiza 1a frecuen
cia de variantes de tamaño de 1a banda C (Sofuní, 1977).

Estudios realizados en raza blanca muestran para aumen
to del bloque heterocromático, valores que van desde el 3,3% (Lubs,
1970) hasta el 7% (Craig-Holmes, 1973). Zankl detecta un 1,1% de
individuos normales que presentan bandas C mayores y un 0,8% que

presentan disminución (Zankl, 1971).

En nativos de la India está descripto entre 3,0 y 4,0%
de variantes de tamaño, siendo esta frecuencia debida a la presea
cia de bloque mayor (Ghosh, 1976). Valores shnilares del 4%y
del 5,6%son observados en raza negra y orientales respectivamente
(Lubs, 1971; Sofuni, 1977).

Comparacionesefectuadas en diferentes grupos etarios,
que no mostraron diferencias significativas, presentaron frecuen
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cias del 3%para disminución del bloque y 1,8% para aumento (Buck
ton, 1976).

En este cromosomano se observaron diferencias raciales

entre blancos y negros (Lubs, 1971).

Unacaracterística de 1a heterocromatina de este cromosg
ma es que es muyrara la aparición de variantes de posición o in

versión pericéntrica, dado que se conoce sólo un trabajo que refig
re una frecuencia del 1,4% (Müller, 1975) y otro, que describe un
caso familiar sin valor poblacional (Fonatsch, 1977).

1.3.1.4. Otros cromosomas

El análisis de las bandas C ha sido realizado en el com
plemento cromosómícohumanocompleto, existiendo trabajos que des
criben variantes en todos los cromosomas (McKenzíe, 1975).

Se ha descripto que los cromosomasdel grupo F, algunos
del grupo C y el X, presentan poca variación en bloque heterocro
mático. Para el primero, se señala que entre el 1,6%y el 2%de
la población de raza blanca estudiada, presenta heteromorfísmo de
tamaño y para el segundo, una frecuencia de aparición de banda C
larga que va desde el 0,4% para el cromosoma 10, y 0,6% para el 8,
hasta el 10,3% para el 7 y 12,5% para el número 11.0%U11er, 1975).

E1 cromosoma Y, en cambio, varía más en tamaño que los

otros (ErdUnann, 1979). Un estudio sobre diferencias raciales en
el largo del cromosomaY, muestra que los japoneses presentan ta
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mañomayor del brazo largo seguido por judios, negros y anglosajg
nes (Cohen, 1966). Posteriormente, con técnicas de bandeo,se de

mostró que el responsable de esta variabilidad es el bloque hetero
cromático distal de este cromosoma(Bobrow, 1971).

Cuandose realizan estudios especificos para un determi
nado par, la frecuencia de heteromorfismos que se observa, siempre
es mayor que la detectada cuando se analiza el cariotipo en gene
ral (Mikelsaar, 1978; Madan, 1979; Crossen, 1975). Esto puede ocu
rrir ya que existen ciertas bandas, especialmente los satélites de
los grupos D y G, que son muyvariables en su reacción a los méto
dos de identificación de bandas C, se deben entonces, aplicar téc
nicas especificas y especiales en estas regiones para asi poder de
tectar nuevos polimorfismos entre estos cromosomas.

Los grupos D y G, en lo que se refiere a tamaño de la
banda C, han sido analizados en numerosos trabajos denominando a

la presencia de bloque aumentado Dph+y Gph+. En el grupo D, en

blancos, se ha detectado una frecuencia de Dph+de 13,6% (Lubs,

1970) y 14,1% (Lubs, 1971). En tanto que en indigenas, se ha des
cripto una prevalencia mucho menor, que va de 6%a 9% (Ghosh,1975)
y, en raza negra, por el contrario un alto porcentaje, 22%(Lubs,
1971).

Sofuni, para orientales, describe específicamente un
0,9% de individuos que presentan aumento del bloque heterocromg
tico del cromosoma 15, 15ph+ (Sofuni, 1977).

E1 grupo G, presenta en todos los estudios, menor fre
cuencia de heteromorfismo, Gph+, que el grupo D. Siendo además,
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muysemejantes los valores hallados en las distintas razas. En
blancos, 1a frecuencia de variantes de tamaño, es de 3,5% (Lubs,
1970) y 2,4% (Lubs, 1971). Para indígenas, los valores son de

2%y 4% (Ghosh, 1975) y en raza negra, se detecta un 5,6% (Lubs,

1971). Para último, en japoneses se ha encontrado un 0,1% de vg_
riantes para el cromosoma22 (22ph+).

deos estos datos demuestran que las bandas C son alta
mente variables en tamañoy posición. De esto surge, entonces,
que lo fundamental es determinar cual es el tipo "nonnal" o tipo

"silvestre" en lo que a bloques heterocromáticos se refiere, así
comorealizar este tipo de análisis en ambaspoblaciones de refg
rencia, la normal o control y la población en estudio.

1.3.2. Heredabilidad

La heredabilidad de cualquier variante biológica es un
aspecto crítico en la caracterización de la mismacomoun polimor_
fismo.

E1 primer estudio específico sobre 1a heredabilidad de
las bandas C y sus polimorfismos en los cromosomas 1, 9 y 16, de;
cribe un 15%de aparición de mutantes (Craig-Holmes, 1975), en
tanto que otros autores encuentran un 3% (Sekhon, 1975). Ambos
explican la aparición de estas variantes nuevas por ocurrencia
de "crossíng-overs" desiguales o bien 1a aparición de mosaicos
por recombinaciones somáticas.
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Otros autores, sugieren una segregación preferencial pg
ra variantes de banda C con tamaño aumentado, principalmente en el
cromosoma 9 (Palmer, 1971; Carnevale, 1976).

Existen varios trabajos que indican que los polimorfis
moshallados en la heterocromatína constitutiva, son altamente he
redables, siendo rara la aparición de mutantes (Palmer, 197]; lg;
Kenzie, 1975; Robinson, 1976; Carnevale, 1976; Phillips, 1977; Ma
genis, 1977).

En un estudio con cuatro familias, se determinó que to

das las variantes encontradas eran heredadas GWcKenzie,1975). Adg
más, en 17 descendientes de una familia, pertenecientes a tres ge
neraciones, se encontró un cromosoma9 con una larga banda C a 10
largo de 1a progenie (Fitzgerald, 1973). Asimismo, Hoehn, observa
una variante en el cromosoma1, en cultivos tratados con mitomici
na durante varias generaciones (Hoehn, 1973).

Trabajando con mellizos monocigóticos y dicigóticos, se
demostró la heredabilidad de 1a región lqh, ya que cada uno de los
pares de mellizos monocigóticos analizados, mostraron concordancia
en este bloque heterocromático (van Dyke, 1977). Por otra parte,
Craig-Holmes, describe que de 99 variantes de bandas C observadas,
el 86%fue heredada sin ningún tipo de modificación sugiriendo que
1a mayoría de estas variaciones pueden ser transmitidas de padres
a hijos y así, mantenerse en 1a población (Craig-Holmes, 1977).

La heredabilidad de las variantes del cromosomaY, en cam
bio, parece clara. Inicialmente, Bishop, y más tarde McKenzíey
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Beltrán, efectuando estudios familiares y medidaS' del complemen
to de este cromosoma,establecieron la alta heredabilídad del ta

maño del bloque heterocromático (Bishop, 1962; McKenzie, 1972; Bel
trán, 1979). Esta característica particular del cromosomaY, per
mite su utilización comomarcador en 1a determinación de la pater
nidad (De La Chapelle, 1967).

Por último, numerososestudios sobre la heredabilídad
de los bloques heterocromáticos, principalmente en los cromosomas
1, 9 y 16, indican que estas regiones se comportarian comorasgos
mendelianos (Angell, 1975; Magenis, 1977; Sadamoris, 198]). Pu

diendo concluirse que, los polimorfismosdde bandas C, son diferen
cias heredables y estables que son trasmitidas de acuerdo a leyes
mendelianas (Magenis, 1977).

1.4. Objetivos

La heterocromatina constitutiva representa un sistema
polimórfico que muestra claramente una contínua variación respeg
to a tamaño del bloque heterocromático comoasi también aisu po
sición relativa. Durante muchotiempo se ha considerado que es
tas variantes no producían efectos detectables en el fenotipo.

Por otra parte, diferentes investigaciones han penmífii
do sostener que para que un individuo desarrolle una neoplasia,
debe observarse alguna mutación genética, presencia de factores
hereditarios o ambos.
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Conreferencia a esto, se ha sugerido que puede haber
un vinculo entre los polímorfísmos frecuentes en esta heterocrg
matina y 1a susceptibilidad a desarrollar una neoplasia, con lo
que cobra importancia analizar si alguna variante heterocromáti
cia en particular tiene relación con el riesgo a padecer cáncer,
y de qué manera pueden estar involucradas en los cambios genéti
cos que acompañana la transformación maligna.

Considerandolo anterior, los objetivos de este traba
jo son:

- Señalar la constitucionalidad de las variantes hetg
rocromáticas

- Establecer la frecuencia de heteromorfismo en las pg
blaciones control y neoplásica para los cromosomas1, 9 y 16

- Determinarsi existe alguna variable caracteristica
de la población leucémica

- Valorar el significado biológico de estas variantes
heterocromáticas en 1a población leucémica

- Analizar el polimorfismo de la heterocromatina cons
titutiva en neoplasias..
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2. MATERIALES Y MIÉ'I’OMS



2.1 . Muestra

2.1.1. Características generales

El estudio cromosómicose llevó a cabo en linfocitos

de sangre periférica (SP) y en células de médula ósea OWO)con
la utilización de 1a técnica de bandas C, analizándose ambos
tejidos o sólo SP, según el caso.

El estudio fue realizado en 175 individuos: 55 con

troles y 120 enfenmos de leucemia.

Se consideró control a todo individuo sano y normal,
es decir, sin enfennedad aparente ni malformación alguna. Los

pacientes provinieron fundamentalmente de las Secciones Oncohg
matología y Clínica Médicadel Instituto de Investigaciones Hg
matológícas "Mariano R. Castex" de la Academia Nacional de Me
dicina de Buenos Aires.

Las leucemias constituyen un grupo heterogéneo de en
fennedades malignas de etiología desconocida, caracterizadas por
una deficiente producción de tejido hematopoyético y por la pro
liferación generalizada de leucocitos anormales o inmaduros en
1a médulaósea y otros tejidos reticuloendoteliales.

Esta patología puede ser diferenciada de acuerdo con
las características morfológicasde su tipo celular en linfo
blástica y no linfoblástica, incluyendo este último grupo, las
mieloblásticas, promielocíticas, mielomonocíticas, monoblásticas
y eritroleucemias.
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Por otra parte, tomando comoparámetro 1a madurez ce
lular, se las puede clasificar en agudas y crónicas, encontrán
dose en las primeras, un infiltrado medular compuestode células
muyjóvenes, en tanto que las últimas, presentan una mayoría de
células diferenciadas.

Los 120 pacientes estudiados presentaron los siguien
tes diagnóstícos: 56 con Leucemia Mieloide Crónica (DMC);45 con

Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA)y 19 con Leucemia No Línfoblág

tica Aguda (LNLA) (Tabla IV).

Tabla IV: CARACTERIZACION DE LA MUESTRA POR GRUPO, DIAGNOSTICO

Y SEXO

C po n° de individuosJT“ Diagnóstico
eStudlado mujeres varones total

Control 24 31 55

Leucemias UWC 20 36 56

LLA 15 30 45

LNLA 7 12 19

Total 66 109 175



En los controles, se advierte una cantidad similar
de individuos de ambos sexos en tanto que en los enfermos,los

hombres prácticamente duplicaron en número a las mujeres ya
sea para cada diagnóstico en particular comopara el total de
los mismos.

En 1a Tabla V se puede ver 1a distribución de eda

des en los controles y en los enfermos. Cada uno de los diag
nósticos tiene una distribución particular (para ambossexos)
por edades, que depende de la incidencia de cada leucemia en
los distintos grupos etarios.

En la 13K; el 16%de los pacientes tenía entre 60 y
75 años, más de la mitad de ellos (69%) con 45 años o más, en

tanto que sólo el 9%tenía entre 0 y 15 años.

Lo contrario ocurrió con las leucemias agudas, espe
cialmente con la linfoblástica aguda, donde 1a mayor cantidad

de los pacientes (78%)se encontró entre los 0 y 15 años y sé
lo el 11% tenia más de 45 años. En 1a LNLA, el 68% tenía me

nos de 30 años y el 21%, 4S años o más.

2.1.2. Caracterización de las muestras
2.1.2.1. Leucemiascrónicas

La UWCse puede clasificar citogenéticamente en dos

grupos: Ph1+ y Ph1-, de acuerdo a 1a presencia o no, en las cg
lulas leucémicas, del cromosomaFiladelfia (Phl) que es el maz
cador característico de esta enfennedad.
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Tabla V: DISTRIBUCION DE EDADES POR GRUPO, DIAGNOSTICO Y SEXO

o - - .
Edades Gruno n de 1nd1v1duos

(años) eStUdÏado DíagnóStico varones ;mujeres total

Controles
0-15 17 15 32

15-30 7 7 14

30-45 7 Z 9

Leucemias

0-15 UWC 2 3 5

15-30 3 5 13

30-45 7 2 9

45-60 14 6 20

60-75 5 4 9

LLA

0-15 27 8 35

15-30 Z 3 5

30-45 7 2 9

45-60 1 4 4

LNLA

0-15 2 3 5

15-30 5 3 8

30-45 1 1 2

45-60 4 0 4
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Teniendo en cuenta el estudio citogenético en médula

ósea, se analizaron 45 pacientes (Tabla VI). Tambiénse inclg
yeron en este estudio, pacientes en los cuales no se pudo efeg
tuar el estudio citogenético en este material desconociéndose
por tal motivo, 1a presencia o no del marcador, dando un total
de 56 pacientes.

Tabla VI: CARACTERIZACION DE LA MUESTRA POR ESTUDIO CITOGENETICO

DE MEDULA OSEA

sexo EÏÏOeZÉÉÏÏÉO Sin estudio Total de
——-——Jí-————<ï— citogenético pacientesPh1+ Ph 

Femenino 15 1 4 20

Masculino 20 9 7 36

Total 35 10 11 56

Los pacientes estudiados se pudieron clasificar de a
cuerdo a1 momentoen el cual se les efectuó el estudio en: a) no
tratados (analizados al momentodel diagnóstico) y b) en trata
miento (en etapa de control clínico o en crisis blástica) (Tabla
VII).
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Tabla VII: DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES DE ACUERDOAL ESTADIO

CLINICO

. Con tratamiento

sexo Tratïáïento Control Crisis Tetal
clínico blástica

Femenino 11 7 2 20

Masculino 29 1 6 36

Total 40 8 8 56

2.1.2.2. Leucemias Agudas

De los 64 pacientes con leucemia aguda estudiados, 45

tuvieron el diagnóstico de linfoblástica (LLA)y 19 de no linfig
blástica (LNLA).

Entre los enfermos con LLA(JS mujeres y 30 varones),

se estudiaron 30 pacientes sin tratamiento, a1 momentodel diag
nóstico y 15 tratados, en remisión clínica, parcial o completa
(Tabla VIII).
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Tabla VIII: DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES CDN LLA DE ACUERDOAL

ESTADIO CLINICO

sexo Sin Con tratamiento. ____T_ïï7______7_¡7_ TotalTratamiento remlslon remislon
parcial COWPleta

Femenino 1] 1 15

Masculino 19 1 10 30

Total 30 2 13 45

En cuanto a los pacientes con leucemia no linfoblástíca
(LNLA), 7 fueron mujeres y 12 hombres. Dentro de este grupo se

estudiaron dos variedades: leucemia mieloblástica y mielomonocíti
ca y comoen las anteriores, los pacientes podían o no estar en
tratamiento.

En 1a Tabla IX se pueden ver los pacientes estudiados pa
ra cada uno de los diagnósticos y sexo.

Tabla IX: DISTRIBUCION POR SEXO Y VARIEDAD DE LNLA

Tratamiento
Sexo Total

Mieloblástíca Mielomonocítica
S.T. C.T. S.T. C.T.

Femenino 5 1 1 7

Masculino 8 2 1 1 12

Total 13 3 2 1 19

C.T.: Con Tratamiento
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2.2. Técnicas de Cultivo

2.2.1.Sangre periférica

E1 cultivo de linfocitos de sangre periférica se efec
tuó según la técnica de Buckton y Evans (1973). En un Erlenmeyer

de 50 m1, se colocaron 10 cc de medio F-10 (GIBCO); 1.5 cc de sue
ro fetal bovino; 0.1 cc de fitohemaglutinina utilizada comoesti
mulante mitótico de los linfocitos y 0.8 cc de sangre periférica
heparinizada, incubándose en estufa a 37°C durante 72 hs.

La cosecha del material se comenzócon el agregado al

cultivo de 0.2 cc (10'4M) de colcemid (CIBA) durante 1 1/2 h cg
modetenedor de 1a mitosis en metafase. Posteriormente, se cen
trifugó para separar el sobrenadante, se sometió el sedimiento a
tratamiento hipotónico con ClKa1 0.53%y se efectuó 1a fijación
con metanol: ácido acético (3:1) haciéndose los extendidos por
goteo.

2.2.2. Médula ósea

Las muestras fueron obtenidas mediante una punción de
cresta ilíaca o de esternón por aspiración de aproximadamente
1ccde material medular, sin heparina; se separaron en dos alícug
tas y se procesaron de dos maneras diferentes:

a. Métododirecto: 1a primera de las fracciones se re
cogió en 50 cc de una solución salina glucosada (PBS) con esfe
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ras de vidrio para desfíbrinar y se agító durante 10 minutos cen
trifugando y desechando luego, el sobrenadante. E1 sedimento,a1
igual que la sangre periférica, fue sometido a tratamiento hipo
tónico de ClKy fijación con alcohol metílico: ácido acético.

b. Cultivo de 48 horas: la segunda fracción se recogió
en medio F-1O con suero fetal bovino al 15%y se colocó en estu

fa de cultivo a 37°C durante 48 hs. A continuación, se obtuvo

un sedimento por centrifugación y se lo sometió a tratamiento hi_
potónico y posterior fijación, trabajando exactamente igual que
en el método directo. Finalmente, se procedió a efectuar los eg_
tendidos.

2.3. Estudio citogenético
2.3.1. Obtención de bandas C

Para obtener las bandas C se empleó la técnica de Sum

mer (1972) modificada. Esta consiste básicamente en una hidróli
sis ácida con ClH0,2N durante 30 min con posterior desnaturali

zación del ADNcon solución de (OH)2Baal 5%y seguido de-renatE
ralización con una solución salina citratada (SSC) 2Xdurante 2
hs a 60°C. A continuación, se efectuó la coloración con Giemsa
en buffer de fosfato a pH 6,8 (1 cc de Giemsa en 50 cc de buffer).

2.3.2. Análisis de bandas C

Se analizaron las bandas C de los cromosomas 1, 9 y 16
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por observación directa al microscopio de un mínimo de 10 metafiï
ses del mismo individuo.

Se consideró heteromorfísmo a la presencia de una varia
ción en tamaño o posición de la banda heterocromátíca.

El primer tipo de variante estuvo dado por una modifica
ción del 25%o más (ya sea aumento o disminución) de la banda de

un cromosoma, respecto de su homólogo o de 1a banda normal. La va
riante de posición, denominadainversión pericéntrica, puede ser
parcial o total, en caso de producirse el pasaje de parte o de tg
da la región heterocromática del brazo largo a1 corto del mismo
cromosoma,respectivamente. Para designar estas variaciones, se
utilizó la nomenclatura establecida en 1a Conferencia de París

(1971), denominado:

h: bloque heterocromático (banda C)
qh+: bloque heterocromático aumentado
qh—:bloque heterocromático disminuido
inv: inversión pericéntrica

2.4. Análisis estadístico

Para efectuar las comparaciones de los distintos resul_
tados obtenidos, se utilizó la prueba x2 (Bliss, 1967)y distin
tas modificaciones de ella.

Las comparaciones de proporciones se efectuaron median
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te ensayos G (Woolf, 1957) y fue utilizada una alternativa de 1a
prueba X2para tablas de contingencia cuando las frecuencias es
peradas son pequeñas (Fisher, 1959). En toda tabla de contin
gencia se aplicó previamente, 1a correción de Yates para conti
nuidad (Yates, 1934).
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3 . RESULTADOS



3.1. Valoración del heteromorfismo
3.1.1. variabilidad entre ambossexos

3.1.1.1.Variantes totales

_ Se describen a continuación, los resultados correspondíeg
tes a la valoración del polinorfísmo de los bloques heterocromáti
cos de los cromosomas 1, 9 y 16, realizados en 175 individuos.

En la figura 2, se observan los pares cromosómicos en es
tudio con su característico bloque heterocromátíco, puesto en evi
dencia con la técnica de bandeoC, utilizada para este análisis.

Figura 2: BANDAS C EN IDS CROMOSOMAS1, 9 y 16

:5 ¡l
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Los individuos estudiados pertenecían a dos poblaciones:
una de 55 personas normales, considerada grupo control, y 1a otra,
integrada por 120 pacientes con distintos tipos de leucemias: 56

casos de DMC,45 de LLAy 19 de LNLA. La presencia de polimorfis
mos de tamaño o posición en los pares analizados, se observó tan
to en varones comoen mujeres de las poblaciones analizadas. Esta
situación motivó una comparaciónpara detectar la posible existen
cia de diferencias según el sexo. En la misma, se tuvo en cuenta
el número de individuos que presentaron heteromorfismos, sin con
siderar el tipo de variante o cromosomainvolucrado.

Se analizó el comportamiento de ambos sexos para cada
una de las poblaciones comparandolas frecuencias observadas en

hombres (Tabla IX) y mujeres (Tabla X), tanto en los controles cg
mo en cada uno de los diagnósticos y en 1a población neoplásica.

Tabla IX: PROPORCION DE VARONES CON HETEROMORFISMO CROMOSOWICO

Grupo N° de individuos N° de individuos
Estudiado analizados con heteromorfismo (%)

Control 31 13 (42)

IMC 36 27 (75)**

LLA 30 23 (77) **

LNLA 12 8 (67)**

UWC+LLA+LNLA 78 58 [75)**

**: Diferencias altamente significativas respecto del control
p<0,001
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Tabla X: PROPORCION DE MUJERES CDN HETEROMORFISMO CROMOSGWICO

Grupo N° de individuos N° de individuos
Estudiado analizados con heteromorfismo(%)

Control Z4 J] (46)

IMC 20 15 (75)**

LLA 15 .14 (93)“

LNLA 7 5 (7J)**

lMC+LLA+LNLA 42 34 (81)**

**: Diferencias altamente significativas reSpecto del control
p<0,00]

E1 númerode individuos controles analizados para cada
sexo fue similar y las frecuencias observadas fueron del 42%y

46%para varones y mujeres respectivamente, valores que no difig
ren estadísticamente. En las leucemías, el númerode varones cg
si duplicó al de mujeres y la proporción de cada sexo con varian
tes en cada uno de los diagnósticos, tampocomostró diferencias
significativas; esto indicaría un comportamientoshnilar en am
bos sexos en lo relativo a variantes totales.

Sabiendo que ambos sexos se comportaban de igual mane
ra, tanto en pacientes comoen los individuos normales, se trató
de detenninar si dentro del mismosexo habia diferencias, de acuep
do a la población que se analizara o que presentaran la mismapro
porción de heteromorfismos en bandas C. Para ello, se comparó la
proporción de mujeres que presentaba variantes en el grupo control
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con la correspondiente a cada diagnóstico y a la población neoplg
sica. De este análisis, surgió que la prevalencia de polimorfis
mos en el grupo control es menor que lo observado para las distin
tas leucemias (labla X) con diferencias altamente significativas
(p<:0,001). Cuando se efectuó la misma comparación en hombres
(Tabla IX), se obtuvieron iguales resultados. Estas observacio
nes permitieron afirmar que en el grupo control, tanto las mujg
res comolos varones diferían del grupo leucémico, con idéntico
comportamiento.

Al enfrentar los valores obtenidos para cada sexo en los
distintos diagnósticos, no se observaron diferencias ni en varo
nes ni en mujeres, es decir, que ambospresentaron igual frecuen
cia de heteromorfismo, sin importar el tipo de leucemia analizada.

3.1.1.2. variantesgpgr'cromosoma

Hasta el momento,se analizó la frecuencia de individuos
con variantes, sin tener en cuenta cada par cromosómicoen particu
lar. En la Tabla XI se observa la proporción de mujeres que pre
sentaron variantes en cualquiera de los tres cromosomas. Estos da
tos se compararon con los correspondientes a varones (Tabla XII),
para determinar si el comportamiento de ambos sexos era el mismo
en los tres pares cromosómicos.

Ambossexos presentaron igual proporción de individuos
con variantes heterocromáticas tanto en el cromosoma1 comoen el

9 y el 16, no encontrándosediferencias significativas entre se
xos en ninguno de los grupos estudiados, fueran éstos controles o
pacientes (Figura 3).
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Figura 3: FRECUENCIA DE INDIVIDUOS DE AMBOS SEXOS CON VARIANTES

EN LOS TRES PARES CROMOSOMICOS
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Tabla XI: PROPORCION DE MUJERES OON VARIANTES EN CADA UNO DE LOS

CROMOSGWAS

Grupo N° de individuos N°índividuos con heteromorfísmo 5%)
Estudlado anallzados CÏ.1 Gr.9 Cr 16

Control 24 4(17) 9(38) 1(4)

HMC 20 14(70) 7(35) 2(10)

LLA 15 13(87) 4(27) 1(7)

LNLA 7 3(43) 2C28) 1(14)

LMC+LLAfLNLA 42 30(71) 13(31) 4(10)
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Thbla XII: PROPORCION DE VARONES CON VARIANTES EN CADA UNO DE LOS

CROMOSOWAS

Grupo N°de individuos N°individuos con heteromorfismo(%)
Estudiado analizados Gr.1 Gr.9 Cr 16

Control 31 6(19) 8(26) 1(3)

DMC 36 24(67) 9(25) 3(8)

LLA 30 20(67) 10(33) 6(2)

LNLA 12 8(67) 1(8) 2(16)

LMC+LLA+LNLA 78 52(67) 20(25) 11(14)

Teniendo en cuenta estos resultados y asumiendo que am
bos sexos se comportaron de la.mísma manera, en las valoraciones
subsiguientes se trabajó con el númerototal de individuos para
cada grupo.
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3.1.2. variabilidad poblacional
3.1.2.1.Prevalencia del heteromorfísmototal

El primer interrogante que debió contestarse fue si es
tas dos poblaciones presentaban o no diferencias en cuanto a can

tidad de individuos con variantes. Para ello, se determinó 1a pr_o_
porción de personas con heteromorfísmo en alguno de los cromosomas

estudiados, tanto en el grupo control comoen cada uno de los diag_
nósticos y en 1a población neoplásica (IMC+LLA+LNLA)(¡Tabla XIII).

Tabla XIII: PROPORCION DE INDIVIHJOS (DN VARIANTES HEI'EROCROMATICAS

Grupo N° de individuos %de individuos
Estudiado estudiados con variantes

Control 55 44

LMC 56 75**

LLA 45 82**

LNLA 19 68*

1MC+LLA+LNLA 120 77* *

* : Diferencias significativas'respecto del control (p< 0,05)
** : Diferencias altamente significativas respecto del control

(p < 0,001).
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Estos valores indicaron que en las leucemias existía

una mayor proporción de individuos con variantes heterocromáti
cas que en los controles. A1 efectuarse la valoración estadís
tica, ésta indicó 1a presencia de diferencias altamente signi
ficativas en pacientes de LLAy LMCcon respecto a los contro
les (p<:0,001), mientras que aquellos con LNLAsólo mostraron
diferencias significativas (p<0,05).

Cuandose confrontaron las tres leucemias entre si,
no se observaron diferencias, por lo que se consideró que te
nían el mismocomportamiento, permitiendo así, reunirlas en una
única población neoplásica. Su comparacióncon los controles
evidenció diferencias altamente significativas (p<:0,001),

3.1.2.2. Prevalencia del heteromorfismo por cromosoma

El incremento de individuos leucémícos con variantes

respecto de la población normal estudiada, puso en evidencia la
necesidad de establecer si este aumentose debía a los tres crg
mosomaso a alguno de ellos en particular. Se debió entonces
determinar la proporción.de individuos de cada grupo que presen
taba heteromorfismo para cada uno de los cromosomas (Tabla XIV).

La comparación de estos resultados indicó que tanto las
leucemias como los controles, presentaban la mismaproporción de
individuos con variantes en los cromosomas9 y 16.

Por el contrario, cuando se comparó el cromosoma1, se
vio que las tres entidades estudiadas tenían nayor cantidad de
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Tabla XIV: PROPORCION DE INDIVIDUOS CON VARIANTES POR CROMOSOMA

Grupo N° de individuos N°de individuos con variantes
Estudiado estudiados en los cromosomas (%)

1 9 16

Control 55 10(18) 17(31) 2(4)

DMC 56 38(68)** 16(29) 5(9)

LLA 45 33(73)** 14(31) 7(16)

LNLA 19 11(58)** 3(16) 3(16)

UWC+LLA+LNLA 120 82(68)** 33(28) 15(12)

**: Diferencias altamente significativas respecto del control
(p<0,001)

individuos con variantes que 1a población de referencia, siendo
esta diferencia estadísticamente significativa (p < 0,001).

Cuandose cotejaron los resultados de las distintas
leucemias para los tres cromosomas,no se detectaron diferencias
significativas, observación que permitió reunirlas en la pobla
ción neoplásica. Esta última al ser comparadacon el grupo no;
mal, sólo presentó diferencias altamente significativas
(p < 0,001) para el cromosoma 1, con valores del 68%y 18%, res
pectivamente.
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Posteriormente, fue de interés determinar los valores
poblacionales de cada una de las variantes detectadas para los
controles y pacientes; esto permitió realizar la comparaciónen
tre ellas y con otras poblaciones normalesdescriptas en la lite
ratura.

Tal comofue especificado, las variantes analizadas en
cada cromosomafueron divididas en variantes de tamaño: qh+ y
qh-,o de posición: inversión pericéntrica,denominando inversión
parcial, a1 pasaje de parte del bloque heterocromático desde el
brazo largo (q) al brazo corto (p) e inversión total al pasaje del
bloque completo.

Para efectuar este análisis, se tomócada uno de los crg
mosomaspor separado y, dentro de estos, se analizó 1a cantidad de
individuos con cada una de las variantes.

Cromosoma 1

Considerando los valores de heteromorfismo para el cromg
soma 1, y viendo que el 18%de los individuos controles, así como
el 68%de los pacientes presentaron variantes en este cromosoma,se
determinó dentro de esos valores, cuales correspondían a cada uma
de las variantes. En la Tabla XV,se puntualiza la cantidad de in
divíduos con polimorfismos en este cromosoma,con el detalle para
cada variante.

E1 aumento de tamaño del bloque heterocromático, 1qh+ (Pi
gura 5), se observó en el 9%de los controles y entre el 16%y el
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Tabla XV: FRECUENCIA DE INDIVIDUOS CON LAS DISTINTAS VARIANTES DEL

CROMOSOMA 1

Grupo N° de individuos variante observada (%)
Estudiado analizados 1qh+ 1qh_ ínv 1

Controles 55 5(9) SCS) 2(4)

LMC 56 9(16) 26(46) ** 7(12)

LLA 45 8(18) 23(51)** 5(11)

.LNLA 19 4(21) 9(47)** 3(16)

LMC+LLA+LNLA 120 21 (18) 58(48) ** 15 (1 2)

**: Diferencias altamente significativas respecto del control
p < 0,001

21%en las leucemizs, siendo el valor para la población neoplásica
del 18%. Tanto la población normal como1a de pacientes, presenta
ron una proporción similar de individuos con 1qh+ , no observándo
se díferencias significativas al efectuarse la comparaciónde estos
valores.

Por otra parte, cuando se tuvo en cuenta la disminución de
tamaño de la banda C, 1ah-, se pudo determinar que los controles pre
sentaron un 5%de individuos con esta variante y en las distintas
leucemicas entre el 46%y el 51%. La proporción de individuos de la

-53



población neoplásica que presentó lqh- fue del 48%. Estos valo
res de las poblaciones enfennas respecto de la control, mostraron
diferencias altamente significativas en todos los casos (p < 0,001).
Por el contrario, al enfrentar las distintas poblaciones leucémicas
entre sí, no se detectaron diferencias significativas.

Figura 5: BANDA c EN CROMOSOMA1 OON VARIANTE lqh+
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Por último, al analizar los datos correspondientes a in_
versión pericéntrica, inv (1), (Figura 6), se detectaron valores
semejantes para todos los grupos,'indicando que tanto controles
comoenfermos, tenian una proporción similar de individuos con es
ta variante, entre el 4%y el 16%. Cabe destacar la ausencia de
inversión total del bloque heterocromático para este cromosoma.

Figura 6: CRONDSOMA 1 CON BLOQUE I-[ETEROCROMATICO NORMAL Y CON IN

VERSION, INV (1)

c

3”

á _.ian)
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Estas comparaciones permiten concluir que en la poblg
ción normal, la prevalencia de cada una de las variantes ha sido
prácticamente la misma, mientras que en los tres grupos con leu
cemia y por ende en la población neoplásíca, 1a gran proporción
existente de individuos con heteromorfismo para este cromosoma,
se debió al elevado porcentaje de pacientes que presentaron 1qh-.

Cromosoma 9

Para cada una de las variantes detectadas en el cromosg
ma 9, se analizó 1a proporción de individuos de los distintos gru
pos, que presentaban cada una de ellas (Tabla XVI).

Tabla XVI: FRECUENCIA DE INDIVIDUOS CON LAS DISTINTAS VARIANTES DEL

CROWOSOMA 9

Grupo N° de individuos Variante observada (%)
Estudiado analizados gqh+ gqh_ ínv 9

Controles 55 8(14) 6(11) 3(5)°
1(2)00

LMC 56 7(12) 4(7) 5(9)

LLA 45 3(7) 7(16) S(11)

LNLA 19 1(5) 2(11) 1(5)

LMC+LLA+LNLA 120 11(9) 13(11) 11(9)

°: Inversión parcial °°: Inversión total
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E1 examen de cada uno de los polimorfismos, permitió
determinar que el 14%de los individuos de 1a población control
presentó el 9qh+, oscilando estos valores en las leucemias, en
tre el 5%y el 12%. La comparación de las distintas leucemias
entre si, no demostródiferencias significativas y se obtuvieron

a1 comparar los pacientes con los controles, idénticos resulta
dos.

La presencia de 9qh- (Figura 7), en todas las poblacig
nes, se determinó de manera similar a lo ocurrido con el 9qh+ ya
que 1a proporción de individuos fue la mismaen los distintos gru
pos, no existiendo ningún tipo de diferencia.

Del mismo modo, la proporción de individuos que mostró

9qh+ fue prácticamente 1a misma que presentó 9qh—,tanto en pacien
tes comoen controles.

Figura 7: CROMOSOMA9 CON BANDA C NORMAL Y CON VARIANTE QqQ;

9qh- 9
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Cuandose analizó la variante de posición para este
cromosoma,inv(9), se encontró que los controles presentaron
un 7%de individuos con este polimorfismo, correspondiendo el

%a inversión parcial y el 2%a inversión total. En los pa
cientes se detectaron entre el 5%y el 11%de individuos con
inversión parcial y no se observó ningún individuo con inver
sión total. Cuandose compararonestos valores, no se halla
ron diferencias significativas entre leucemias, ni con respeg
to a controles.

Los niveles de individuos con variantes en este cro

mosoma,no ofrecieron diferencias y fueron muysimilares, mos
trando que existía la mismacantidad de individuos con 9qh+,con
9qh- y con inversión, cualquiera fuera el grupo humanoque se
tuviera en cuenta.

Cromosoma 16

Este cromosomafue el que presentó la menor cantidad
de individuos con variantes (Tabla XVII), ya fueran estos, nor
males o pacientes.

La presencia de la banda C aumentada se observó en un

4%de individuos controles, mientras que en las leucemias se ha
116 entre un 9%y un 16%, y en 1a población neoplásica fue del
109. Estas cifras no presentan diferencias significativas y son
muysimilares a las vistas para el 9qh+.
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Tabla XVII: FRECUENCIA DE INDIVIDUOS CON LAS DISTINTAS VARIANTES

DEL CROMOSOMA 16

Grupo N° de individuos Variante observada (%)

Estudiado analizados 16qh+ 16qh_ ínv 16

Control SS 2(4)

mc 56 5(9)

LLA 46 4(9) 9(6)

LNLA 19 3(16)

UWC+LLA+LNLA 120 12(10) 3(2)

El bloque heterocromático disminuido, 16qh-, (Figura 8),
es la variante vista con menorfrecuencia; sólo se observó en tres
pacientes con LLAno existiendo en las otras leucemias o en contro
les. Dado que la proporción observada en los individuos con LLA,
(6%), no fue estadísticamente diferente de la hallada en los otros
diagnósticos, a pesar de no haberse encontrado esta variante, fue
factible reunirlos en la población neoplásica. De esta manera, la
proporción de individuos con cáncer que presentó 1a variante 16qh-,
fue del 2%. En ningún caso se observó inversión pericéntrica, inv
(16), ya sea parcial o total.

De acuerdo a lo observado, se deduce que este cromosoma

es el que presenta mayorestabilidad del bloque, pues ya sea quese
tuvieran en cuenta controles o pacientes, la cantidad de individuos
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que presentó variantes fue muybaja respecto de los otros dos pg
res estudiados.

Figura 8: CROMOSOMA16 CON BLOQUE HETEROCROMATICO NORMAL Y CON

1ógh-.

32
¡I
zu
16 16qh
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3.1.3. Determinación de 1a frecuencia de dos variantes

Unavez determinadas las variaciones poblacionales, resul
tó importante analizar las frecuencias de aparición del heteromorfis
mocromosómico,ya fueran totales o particulares. Para ello, se ana
lizó la cantidad de variantes detectadas tanto en la pOblación con
trol comoen pacientes en cada uno de los cromosomasen estudio (Ta
bla XVIII).

Tabla XVIII: NUMERODE VARIANTES EN CONTROLES Y PACIENTES

Grupo N°individuos 1 9 16 Total

Estudiado analizados qh+ qh_ ínv qh+ qh_ ínv qh+ qh_ inv variantes

Control 55 5 3 2 8 7 4 2 31

DMC 56 9 30 7 7 4 S 5 67

LLA 45 8 24 5 3 7 S 4 3 59

LNLA 19 4 10 3 1 2 1 3 24

UWC+LLA+LNLA 120 21 64' 15 11 13 1] 12 3 150

Observandoestos datos, se advirtió que la cantidad de varian
tes totales encontradas en los controles, era menor que el númerode in
díviduos analizados, en tanto que en las 3 leucemias, 1a cantidad de hg_
teromorfismos observados superaba al número de personas.
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Para determinar el significado de esta diferencia se
comparó la cantidad de individuos de cada grupo que presentó va_
riantes, con 1a cantidad de variantes observadas (Tabla XIX).

Tabla XIX: PRESENCIA DE INDIVIDUOS CON DOS VARIANTES CROMOSOMICAS

Grupo N°de individuos N°de variantes Individuos con
Estudiado con variantes observados 2 variantes (fi)

Control 24 3] 7C29)

LMC 42 67 25(50)**

LLA 37 59 22(50)**

LNLA 13 24 11(851**

UWC+LLA+LNLA 92 150 58(63)**

**: Diferencias altamente significativas respecto del control
p<0fll

En todos los grupos, se pudieron observar individuos con
más de una variante cromosómica; Específicamente, en los controles,
un 29%de los que presentaron algún tipo de polimorfismo, tenian dos
variantes, en tanto que en los pacientes, estos valores fueron desde
el 60% en LMCy LLA, hasta el 85% en LNLA,valores que sólo mostra

ron díferencias significativas respecto del grupo control (p<:0,01).

De acuerdo a esto, se detenminó 1a distribución de hetero
morfismos y la composición de variantes en los individuos que pre
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sentaron dos de ellas. Ningún individuo de la población normal pre
sentó más de un polimorfismo para el cromosomaJ, observación que

se puntualiza en la Tabla XX. En la población neoplásica, de los
80 individuos que presentaban heteromorfismo, el 25%tenía dos va
riantes, siendo este porcentaje variable según el diagnóstico de re
ferencía. Estos últimos valores comparadoscon los controles, evi
denciaron diferencias significativas (p<:0,05). Es importante no
tar que la presencia de dos variantes en el mismopar cromosómico
puede indicar 1a existencia de una en cada homólogo,o bien las dos
en el mismo cromosoma.

Tabla )O(: PRESENCIA DE INDIVIDUOS CON DOS VARIANTES EN EL CROMOSCMA

Grupo N° de individuos N° de variantes Individuos con
Estudiado con variante observadas 2 variantes (%)

Control 10 10

DMC 36 46 10(28)

LLA 33 37 4(12)

lNLA 11 17 6(55)

LMC+LLA+LNLA 80 100 20(25)

Cuando se usó el cromosoma9 para realizar la comparación
del número de individuos con variantes con el número de individuos
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con dos de ellas (Tabla XXI), se observó que las personas con dos
variantes eran muyescasas,no existiendo diferencias significati
vas entre ellas, independientemente de 1a población que se tuviera
en cuenta .

Tabla XXI: PRESENCIA DE INDIVIDUOS CON DOS VARIANTES OON EL CROMO

SOMA 9

Grupo N°de individuos N° de variantes Individuos con
Estudiado con variante observadas 2 variantes (%)

Control 17 19 2 (12)

UWC 16 16

LLA 14 15 1 (7)

LNLA 3 4 1 (33)

LMC+LLA+LNLA 33 35 2 (6)

Cuando se realizó el mismo estudio para el cromosoma 16

(Tabla XXII), el númerode variantes observadas, fue igual al númg
ro de individuos con variantes, tanto en controles comoen pacien
tes. Esto indicó que no existían individuos con dos variantes en
este par cromosómico.

Por lo expuesto, se piensa que en los pacientes las di
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ferencias observadas entre cantidad de individuos con variantes

y número total de las mismas, se atribuyen en gran parte a1 crg
mosoma 1. La LMCsólo presentó variantes en este par y 1a LNLA,

un 55%en este cromosoma y sólo el 33%en el 9. La población

leucémica presentó valores del 25%y del 6%para el 1 y el 9, res
pectivamente. Por el contrario, la escasa diferencia en los con
troles, se debió a 1a existencia de dos variantes en el cromosoma
9.

Tabla XXII: PRESENCIA DE INDIVIDUOS CON DOS VARIANTES EN EL

CROMOSOMA 16

Grupo N°de individuos N°de variantes Individuos con
Estudiado con variante observadas 2 variantes(%)

Control 2 2

DMC S S

LLA 7 7

LNLA 3 3

UWC+LLA+LNLA 15 15

Este análisis tuvo en cuenta sólo la presencia de dos v3
ríantes en el mismopar, y no su existencia en dos cromosomasdis
tintos, estudio que se efectuó posteriormente.
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Cuando se analizaron los tres cromosomasa1 mismo tiempo,
se determinó que en controles, sobre 7 individuos que presentaron
dos variantes, dos de ellos las presentaban sólo en el cromosoma9.
En la población neoplásica, de los 58 pacientes analizados, 20 de
ellos tenían dos variantes en el cromosomaJ y dos pacientes las pre
sentaron en el 9, haciendo un total de 22 personas con ambas varian
tes en el mismo par cromosómico. De esto se deduce que los 36 indi
viduos restantes presentaron dos variantes en distintas combinaciones
cromosómicasen tanto que en los controles, esto ocurrió en 5 indivi
duos.

Estas observaciones puntualizaron el interés en el análi
sis de 1a frecuencia de heteromorfismo cromosómicode acuerdo a las

variantes encontradas y a1 número de cromosomasestudiados.

3.1.4. Incidencia del heteromorfismo cromosómico
3.1.4.1. Frecuencia de variantes totales

En cada una de las poblaciones, se analizó primero la frg
cuencia de variantes totales respecto del númerode cromosomasestu
diados (Tabla XXIII).

los controles presentaron un 9%de variantes en tanto que
los pacientes mostraron entre un 20%y un 229. Cuando se compararon
estos valores entre los distintos diagnósticos, no se observaron di
ferencias significativas, por lo cual tambiénfue válido reunir las
tres poblaciones en una única población leucémica que mostró un 21%
de variantes. Cuandose compararon las diferentes leucemias con la
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población control, éstas presentaron mayorfrecuencia de variantes
mostrando diferencias altamente significativas en LMCy LLA(p<:0,01)
y significativas (p < 0,05) en LNLA.Para la población leucémica,1as
diferencias fueron altamente significativas Q3< 0,01).

Tabla XXIII: FRECUENCIA DE VARIANTES TOTALES

Grupo N° de individuos N° de cromosomas N° variantes
Estudiado estudiados analizados observadas(%)

Control 55 330 31 (9)

UWC 56 336 67 (20)**

LLA 45 270 59 (22)**

LNLA 19 114 24 (21)*

UWC+LLA+LNLA 120 720 150 (21)**

* : Diferencias significativas respecto del control p<:0,05
** : Diferencias altamente significativas respecto del control p<:0,01

3.1.4.2. Frecuencia de variantes por cromosoma

A partir de las diferencias observadas en las frecuencias
de variantes en controles y pacientes, se efectuó el análisis por
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cromosoma,determinando la incidencia de variantes en cada uno de
ellos. Esto se realizó para visualizar el par cromosómicorespon
sable de estas desigualdades encontradas en ambas poblaciones. En

1a Tabla XXIVse detallaron los valores observados en cada cromosg
ma para todos los grupos.

Tabla XXIV: FRECUENCIA DE HETERQDRFISMO POR CROBDSOMA

Grupo N° cromosomas Cantidad de variantes (%)
Estudiado por par Cr] Crg Cr16

Control 110 10(9) J9CJ7) ZCZ)

LMC 112 46(_4])** 16(14) 5(_4)

LLA 90 37(4])** 15(17) 7C8)

LNLA 38 17(45)** 40.1) 35(8)

Total 240 100(42)** 35(15) 15(6)

**: Diferencias altamente significativas respecto del control
p < 0,01

Al observar cada uno de los cromosomas, se analizó prime
ro el par 1 donde los controles presentaron una frecuencia de va
riantes cromosómicasdel 9%, en tanto que las leucemias tuvieron,
según el diagnóstico, entre el 41%y el 45%, siendo el valor de 1a
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población leucémica del 42%. Se compararon estas frecuencias
entre sí y se vio que entre las diferentes leucemias no exis
tían diferencias significativas permitiendoreunirlas a todas
en la población leucémica. Cuandolas comparaciones se reali
zaron respecto de los controles, las diferencias observadas
fueron altamente significativas (p < 0,01).

A continuación, se analizó el par 9, que presentó frg
cuencias de variantes similares para las distintas poblaciones.
En los individuos normales, se detectó un 17%de variantes y en
las leucemias, entre un 11% en LNLAy un 17% en UWC,siendo 1a

incidencia en la población neoplásica de un 159. Estos resulta
dos indicaron que tanto en controles comoen pacientes, el cro
mosoma9 presentaba igual comportamiento en cuanto a número de
variantes.

Por último, se estudió también el par 16, donde se ob
servó un comportamiento semejante en todas las poblaciones a1
igual que en el cromosoma9, pero mostrando frecuencias menores
en todos los casos. En los controles se vio un 2%de variantes

y en 1a población neoplásica un 6%, cifras que no arrojaron di
ferencias significativas.

Las frecuencias de variantes observadas por cromoso
mapara los tres pares analizados, tanto en 1a población normal
comoen 1a neoplásica, se pueden observar graficadas en 1a Figu
ra 9.

En cuanto a 1a frecuencia de variantes observadas por
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cromosomadentro de cada población, se vio que en la control, la
incidencia de heteromorfismo para los cromosomas 1 y 9 fue de 9%

y 17%,respectivamente, valores que no mostraron diferencias sig
nificativas. Cuandoestos dos pares fueron comparadoscon el crg
mosoma16, éste último presentó una menor proporción de variantes
(2%), siendo este valor significativamente menor que en los otros
dos pares analizados (p < 0,05).

En los pacientes, 1a conducta de estos tres pares fue
claramente diferente. Cuandose analizó el par J, se observó una
mayor incidencia de variantes que en el 9 y en el 16, para todos
los diagnósticos y con diferencias altamente significativas
(p < 0,01). Por el contrario, cuando se compararonel 9 y el ló,
se repitió lo observado en 1a población control debido a que el
par 16 siempre presentó menor frecuencia de variantes que el 9,
con diferencias significativas (p<:0,05).

3.1.4.3. Incidencia de las variantes por cromosoma
3.1.4.3.1. Cromosoma1

En lo que respecta a este cromosoma,se valoraron las va
riantes 1qh+, 1qh- e inv(1)(Tabla XXV). Comparándose cada una de
ellas en los distintos grupos. Primero, se observó la frecuencia
de 1qh+ en la población control y en los pacientes, con valores muy
semejantes, entre 4%y 11%. Ninguna de las comparaciones efectua
das mostró diferencias significativas, indicando que la frecuencia
de aparición de 1qh+es independiente de la población analizada.
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Tabla XXV: INCIDENCIA DE CADA VARIANTE EN EL CROMOSOWA1

Grupo N° de cromosomas Frecuencia de variantes(%)
Estudíado analizados 1qh+ 1qh_ inv(1)

Control 110 5(4) 3(3) 2(2)

DMC 112 9(8) 30(27)** 7(6)

LLA 90 8C9) 24(27)** 5(6)

LNLA 38 4(1]) 10(26)** 3(8)

LMC+LLA+LNLA 240 21(9) 64(27)** 15(6)

**: Diferencias altamente significativas respecto del control
13< 0,01

A1determinar la frecuencia de inversión pericéntrica,
inv(1), en las distintas poblaciones, se pudieron observar resul
tados similares. Se detectaron valores del 2%para los controles
en tanto que en los pacientes, estos valores oscilaron entre el
6%y el 8%. En la población leucémica, la frecuencia correspon
dió a un 6%. Todas las inversiones detectadas correspondieron a
inversiones parciales.y sus valores, a1 ser comparados,no mostra
ron diferencias significativas.

Por otro lado, cuando en 1a mismapoblación se analiza
ron las variantes 1qh+e inversión, y se compararon sus frecuen
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cias, no se observaron diferencias significativas en ninguna pobla
ción,lo que índicaría que ambasse encontraban en igual proporción.

Al efectuar el estudio para 1qh- (Figura 10), se detectó
que 1a frecuencia en controles era del 3%y en leucemias del 27%.

Estos valores fueron comparados, detectándose diferencias altamen
te significativas (p<:0,01) entre las diferentes leucemias y con
troles, no así en la comparaciónde leucemias entre sí, análisis
que no mostró diferencias significativas.

La comparación de esta variante con la lqh+ e inv(]),

dentro de 1a mismapoblación, mostró que en controles, las frecuen
cias no presentaban diferencias significativas, indicando que la
variante 1qh- aparecía en igual proporción que 1qh+ e inv(1). Sin
embargo, cuando estas comparaciones se efectuaron en las leucemias,
se pudo observar una proporción mayorde th- respecto de las otras
dos variantes con diferencias altamente significativas (p<:0,01).

Figura 10: CROMOSOMAl CON BANDA C NORMALY CON VARIANTE lqh
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seu-yq,
'W/¡W

W,.n
tHgm

_.1qh

-78



3.1.4.3.2. Cromosoma9

Para este par se analizaron las variantes 9qh+, 9qh- e
ínv(9) (Tabla XXVI), habiéndose hallado y comparado 1a frecuencia
de cada una de ellas.

Tabla XXVI: INCIDENCIA DE CADA VARIANTE EN EL CROMOSOMA9

Grupo N° de cromosomas Frecuencia de variantes(%)7
Estudíado analizados 9qh+ 9qh_ ínv(9)

Control 110 8(7) 7(6) 4(4)

UWC 112 7(6) 4(4) 5(4)

LLA 90 3(3) 7(8) 5(6)

LNLA 38 1(3) 2(5) 1(3)

IAKHLLA+LNLA 240 11(5) 13(5) 11(5)

Inicialmente, se analizó el aumentodel b1oque hetero
cromático 9qh+, habiéndose encontrado valores similares en la pg
blación control, 7%, en las leucemias entre 3%y 6%y una frecuen
cia de 9qh+ (Figura 11) para 1a población leucémica de 5%. Estas
cantidades cuando fueron confrontadas, no mostraron diferencias
significativas indicando que las frecuencias obserVadas eran in
dependientes de la población en consideración.
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Figura J]: CROMOSÜWA9 CON BANDA C NORMALY CON VARIANTE 9qhï

El análisis de la variante 9qh+mostró frecuencias simi
lares tanto en los controles comoen los pacientes, con valores
entre el 6%para los prhneros, y el 5%para los últimos.

Entre los tres diagnósticos no se observaron diferencias
significativas ante lo cual se decidió tomar la frecuencia de toda
la población que no diferia de la incidencia observada en la pobla_
ción control.

Al analizar la inversión pericéntrica parcial del bloque
heterocromático inv(9) (Figura 12), se pudo observar una situación
similar dada por la semejanza de las frecuencias observadas en las
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"distintas poblaciones, 4%para 1a normal y 5%para 1a leucemica.

Figura 12: CROMOSOWA9 CON BANDA C NORMAL Y CON INVERSION PARCIAL

‘:"v'.¡mifih
v.‘u

HW! o
Y

Al analizar 1a inversión pericéntrica total se creyó con
veniente destacar que en la población control se halló un único
ejemplar de inversión total de este cromosoma(Figura 13) con una
frecuencia de 0,9% que no fue observado en los pacientes estudiados.

Cuando se compararon dentro de 1a misma población las frg
cuencias de cada una de las variantes, no se observaron diferencias
significativas ni en controles ni en pacientes. Esto indicó que la
incidencia de las tres variantes era la mismaen las poblaciones es
tudiadas, no existiendo discrepancias ni entre variantes de la misma
población ni entre las poblaciones entre si.
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Figura 13: CROMOSOMA9 CON BANDA C NORMAL Y CON INVERSION TOTAL

¡Í
¡nv(9)

3.1.4.3.3. Cromosoma16

En este par cromosómico,al igual que en los anteriores,
se analizó la incidencia de las variantes 16qh+, 16qh- e invfiïó)
(Tabla XXVII).
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Tabla XXVII: INCIDENCIA DE CADA VARIANTE EN EL CROMOSOMA16

Grupo N° de cromosomas Frecuencia de variantes (%)

Estudiado analizados 16qh+ 16qh_ inv(16)

Control 110 2(2)

DMC 112 5(4)

LLA 90 4C4) 3(3)

INLA 38 3(8)

LMC+LLA+LNLA 24o 12 (5)" 3(1)

La presencia de 16qh+ (Figura 14) fue observada en todas

las poblaciones estudiadas, con frecuencias del 2%para los indivi
duos normales y del 5%para 1a población leucémica, oscilando en
tre el 4%y el 8%para los diferentes diagnósticos.

Estos valores no mostraron diferencias significativas y
fueron similares a los encontrados para 1a mismavariante en el crg
mosoma 9.

La disminución de tamaño de la banda C, 16qh- observada

sólo en LLAy en muybaja frecuencia, 3%, permitió reunírla con los
otros diagnósticos para formar 1a población leucémica transformando
esta incidencia en el 1%. Los valores de esta variante no difiríe
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ron de los hallados para 16qh+.

En ningún caso, se detectó inversión pericéntrica de
este cromosoma;esta observación, asociada a 1a escasa frecuen
cia de heteromorfismo de tamaño, muestra 1a gran estabilidad de
este cromosomatanto en 1a población control comoen la leucémi
ca.

Figura 14: CROMOSOMA16 CON BANDA C NORMALY CON VARIANTE 16qh+

H
El

16qh+

En 1a Figura 15, se graficaron las frecuencias de cada
una de las variantes heterocromáticas en los tres pares cromosó
micos para la población control y 1a población leucémica. Se og
serva que 1a única variante que presentó un comportamiento dife
rente fue la 1qh-, mostrando una incidencia aumentada en las po
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blaciones enfermas y muybaja en 1a población control, que mostró

para esta variante, una frecuencia similar a 1a observada para los
OtI'OS cromosomas .

Figura 15: FRECUENCIA DE VARIAN'I‘ES HETEROCROMATICAS EN IDS CROMJSOMAS

1 9 16

' frecuencia
de variantes

control

25' leucemia

20

15'
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5.

1qh+ 1qh- ínV(1) 9qh' mV(9) 16qh+ Tóqh' 52113233;
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4 . DISCUSION



La heterocromatina constitutiva representa un sistema
polimórfico que involucra determinadas regiones cromosómicas,
pudiendo presentar variaciones de tamañoo posición. La canti
dad de esta heterocromatina en cada cromosomapuede variar con
siderablemente de un individuo a otro de la mismaeSpecie, co
mo así también dentro de una misma población (Craig-Holmes,

1973). Si bien todos los cromosomashumanos tienen regiones he
terocromátícas adyacentes al centrómero, estas variaciones son
particularmente evidentes en los cromosomascon mayor cantidad
de heterocromatina, comoson el 1, 9 y 16.

Dadoque aún el rol de la heterocromatina constitutiva
no está totalmente comprendido, el significado del polimorfismo
en las bandas C está sujeto a variadas interpretaciones (Nielsen,
1974). Hay autores que consideran que un exceso o deficiencia en
la cantidad de heterocromatina, o bien una modificación en su
ubicación, no produce efecto en el fenotipo del individuo que la
presenta. Sin embargo, otros han observado asociación entre va
riabilidad heterocromática y daño fetal (Kunze, 1975), abortos re
currentes (Tsengki, 1976; Hemmíngs, 1979) y fenotipos anormales
(Gardner, 1974; Fonatsch, 1977).

Estas observaciones ponen en evidencia 1a probable rela
ción existente entre variabilidad heterocromática y efecto dele
téreo,existiendo dos importantes aspectos a considerar en el ani
lisis de esta asociación. El primero es 1a existencia de varian
tes de tamaño extremas en un sólo cromosomadel par y el otro, es
1a presencia de diferencias entre homólogos,no siendo necesaria
1a observación de grandes variaciones en alguno de ellos. Ambas
situaciones podrían inducir modificaciones en el apareamiento sg
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mático.

Publicaciones recientes describen una mayor incidencia
de variaciones de heterocromatina en pacientes con diferentes
neoplasias: carcinoma de ovario (Atkin, 1977), carcinoma de tes
tículo (Robson, 198]), desórdenes hematológicos (Prieto, 1977;
Berger, 1979; Labal de Vinuesa, 198], 1982), linfomas y tumor de
mama (Labal de Vinuesa, 1981).

Teniendo en cuenta estas observaciones, se estudiaron y

compararoncélulas normales de pacientes neoplásicos y de indivi
duos controles, a fin de poner en evidencia si alguna variante
heterocromática en particular estaba asociada con el riesgo a pa
decer cáncer y analizar en qué forma esas variantes pueden faci
litar los cambios genéticos que acompañana la transformación ma
ligna.

Las bandas C constituyen regiones generalmente estables,
observándose que presentan la mismaapariencia en diferentes teji
dos normales de un determinado individuo (Hohen, 1977). En este
trabajo se efectuó el análisis de las variaciones heterocromátícas
en células de sangre periférica y médulaósea de diferentes indi
viduos, no observándose diferencias entre el tejido normal y el
neoplásico. Unasituación similar se presentó a1 analizar simul
táneamentesangre periférica y material de biopsia ganglionar de
pacientes con linfomas (Labal de Vinuesa, 1981).

Esto corrobora la constitucionalidad de las variantes he
terocromáticas, motivo que determinó la elección de un único teji
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do de estudio en la presente oportunidad.

E1 prhmer análisis efectuado fue el comportamiento de la
heterocromatína según el sexo, observándose 1a similitud del mis
mo en mujeres y varones para todos los grupos estudiados, tanto en

el total de variantes observadas, comopara cada cromosomao varían
te en particular. Estos hallazgos coinciden con los observados en
publicaciones previas (Craig-Holmes, 1977; Verma, 1978) al igual
que las frecuencias de individuos con polimorfismos encontradas en
los controles (Craig-Holmes, 1973).

En cuanto a los pacientes leucémicos, se observó que pre
sentaban una mayor frecuencia de polimorfismos que la población
control, sin existir diferencias en cada uno de los diagnósticos,
lo que permitió considerarla comouna única población. Estos ha
llazgos reafirman los detectados en otras entidades oncológicas
(Atkin, 1977), sugiriendo de este modoque la población neoplásica
presenta mayor frecuencia de individuos con heteromorfismos que los
normales.

Este hallazgo determinó el interés de averiguar si dicho
incremento se debía a un aumento de variantes en todos los cromo

somasanalizados o si existía alguno implicado en forma particular.

El análisis de los cromosomas9 y 16 permitió ver que las
frecuencias de individuos con heteromorfismos para cada uno de ellos
es similar en los controles y en los leucémicos, siendo el cromosoma
16 el que presenta menor cantidad de individuos con variantes. La
incidencia observada en este cromosoma, es debida fundamentalmente
a la presencia del bloque mayor: 16qh+, hallazgo similar a1 de otros
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autores (Ghosh, 1976). La cantidad de personas de ambos grupos,
controles y leucémicos, que presentó variantes de tamañoo posi
ción en el cromosoma9 es similar, no existiendo diferencias en
tre 9qh+, 9qh- e inv(9). Los valores hallados coiciden con los

encontrados en la bibliografía (McKenzie, 1975; Ghosh, 1975; hdi
ller, 1975).

No ocurre lo mismoa1 considerar el comportamiento del
cromosoma1, cuyas características difieren notablemente de lo
observado hasta el momento. En primer término, se observa que la
población leucémíca presenta una mayor frecuencia de variantes en
este cromosoma,con diferencias altamente significativas respecto
de la población control, la que no difiere de lo observado por o
tros autores (Ghosh, 1975; Carnevale, 1976; Venma, 1978).

Al determinarse la variabilidad poblacional de ambosgru
pos, se analizaron las frecuencias de aparición de heteromorfismo
cromosómíco,tanto de variantes totales comoparticulares.

Es llamativa la cantidad de variantes totales encontra

das en los pacientes, que supera ampliamente el número de indivi
duos estudiados; la diferencia con los controles radica que en es
tos, la cantidad de variantes halladas, es aproximadamentela mi
tad del total de individuos. En este últhmo grupo, el 29%de los
casos presenta dos variantes, en tanto que esta proporción se elg
va al 63%al considerar 1a población leucémíca.

Cuandose analizó la existencia de variantes en los dos

miembros del mismo par, ésta no se observó en el cromosoma 16, en
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tanto que en el 9, la misma se advirtió con proporciones del 6%y
12%Para pacientes y controles, respectivamente. E1 cromosoma1
muestra un comportamiento disimil, ya que el 25%de los enfermos

presenta dos variantes en el par, observándose 1a ausencia de es
ta condición en los controles.

De esto se concluye que, tomando comobase la frecuencia
poblacional detectada en individuos nonnales, se puede deducir 1a

frecuencia de heteromorfísmo por cromosomao viceversa. No se pue
de hacer lo mismocon una población neoplásica, dado que en ésta,
la presencia de dos variantes es un fenómenofrecuente que impide
efectuar el mismorazonamiento que en el grupo control, donde lo
habitual es encontrar una variante por par.

Cuandose analiza la frecuencia de aparición de hetero
morfismo cromosómico respecto a número de cromosomas analizados,
teniendo en cuenta cada par estudiado y cada variante en particu
lar, se observa que los cromosomas9 y 16 se comportan de igual mg
do en ambas poblaciones, ya que el porcentaje de heteromorfísmo es
prácticamente el mismoen controles y pacientes.

Llama la atención el cromosoma1, que en 1a población
control analizada presenta el 9%de los cromosomasde este par
con variantes, en tanto que en los pacientes ese valor asciende
al 42%.

Observandocada variante en particular, se ve que en el
cromosoma16 no existe inversión pericéntríca, coicídiendo con la
bibliografía, dondese describe la ausencia casi total de esta va
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riante en otras poblaciones (Erdtmann, 1979).

En cuanto a las variantes del cromosoma9, la inversión
pericéntrica parcial fue encontrada en una proporción shnílar en
ambas poblaciones, habiéndose observado en los controles una in
versión total, equivalente al 0,9%de los cromosomasanalizados,

de este par. Las variantes de tamaño 9qh+y 9qh- tienen igual frg
cuencia de aparición (10%) que el 16qh+ en ambas poblaciones.

Las variantes del cromosomaJ en controles, presentan
frecuencias shnilares a las encontradas en los otros dos pares,
observándose una baja proporción de inversión pericéntrica y vien
dose en los pacientes, valores similares para las variantes 1qh+
(9%) e inv(1) (6%). Cuando se analiza 1qh- se observa que el 27%

de los cromosomasanalizados presenta esta variante, lo cual di
fiere significativamente del valor encontrado en controles (3%),
asi comodel hallado en las otras dos variantes del mismocromosg
ma (inv(1) y 1qh+).

Se observa entonces que la única variante que presenta
un comportamientodiferente en los pacientes respecto de los con
troles es 1qh-, que muestra una incidencia muyaumentada en las
poblaciones leucémicas.

Cuandoeste análisis se efectuó en tumores sólidos (tu
mor de mamay linfomas), se comprobóuna notable incidencia de in
versión pericéntrica de la región heterocromática del cromosoma1
(Labal de Vinuesa, 1981), hallazgo similar al visto en carcinoma de
ovario (Atkin, 1977). Esto hablaría de la alta asociación entre va
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riantes heterocromáticas en este cromosomay existencia de neoplasia,
observándose inv(1) en tumores sólidos y 1qh- en leucemias.

Estos hallazgos sugieren que estas modificaciones tendrían
una acción en 1a predisposición a padecer neoplasia, específicamente
1a variante 1qh—,que estaría altamente asociada con leucemias.

Usualmente la heterocromatina muestra herencia mendeliana,

existiendo algunas evidencias de segregaciones preferenciales (Dris
coll, 1979).

Dadoque no es necesaria la presencia de dos variantes, una
en cada homólogo,para que ésta actúe, se sugiere la posibilidad que
funcione como un gen autosómico dominante, expresándose como una pre
disposición.

Se sabe que la transformación celular in vitro está siempre
acompañada de cambios en el complemento cromosómico, habiéndose comu
nicado 1a modificación de la heterocromatina constitutiva durante la

transmisión horizontal in vitro (Hohen, 1972).

Existen evidencias que sugieren que las variaciones en 1a
cantidad o distribución de la heterocromatina ejercen influencia en
la aparición de los cambios cromosómicos (Zakharov, 1966; Moore,
1968); en células de mono, Cercopithecus aethigps, se vio que el
aumentodel contenido génico, con la subsecuente restauración del
balance génico por un proceso de heterocromatinización, seria el
principal evento que precedería a 1a transfonmacíón celular (Bianchi,
1971).
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Sabemosque la heterocromatina se caracteriza por 1a
presencia de ADNrepetitivo, el que incluye varios tipos de ADN
Sat, localizados en diferentes cromosomasy que contienen sólo
unos pocos genes. Estas características, sumadasa su diSposi—
ción en interfase y a su expresión génica, penmitieron postular
un importante rol en 1a protección del genoma (Hsu, 1975) impi

diendo que los genes estructurales, localizados en la eucromati
na, sean agredidos por agentes físicos, químicos o biológicos.

Por otra parte, la especificidad de la distribución de
los diferentes tipos de ADN-Sat,ha sugerido que ellos tienen
una función en los procesos de reconocimiento y que pueden jugar
un papel critico cuando los cromosomashomólogos se relacionan
en meiosis, mitosis e interfase (Peacock, 1977).

La recombinación entre homólogos tiene gran hmportancia,
tanto en organismos nonmales como en procesos patológicos (Miklos,
1979). El crossing-over desigual entre homólogos, tanto durante
la meiosis comoen la mitosis de una linea germinal, puede origi
nar cromosomascon mayor o menor cantidad de heterocromatina, así

como también pueden ocurrir eventos recombinantes entre regiones
no homólogas (Ferguson-Smith, 1974). Sin duda, tales procesos,
que pueden involucrar 1a oposición de secuencias palindrómicas y
ocurrir durante el proceso de replicación del ADN[Kurnit, 1979),
pueden producirse también en células somátícas, generando hetero
morfismos o traslocaciones de tipo Robertsoniano.
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En una variedad de animales y plantas, la recombínación
en meiosis se reduce a la eucromatína que se encuentra cerca o
alrededor de la heterocromatina. Un aumento de heterocromatina

en un cromosoma,puede incrementar los valores de recombínación
de las regiones eucromáticas de otros cromosomas (Miklos, 1979).

Este autor también observó que si bien el centrómero puede redu
cir 1a recombínación, cualquier modificación de la distancia de

la eucromatína a1 mismo, comola producida por una inversión, pue
de aumentarla.

De esta manera, las variantes heterocromáticas pueden
facilitar las mutaciones cromosómicas, comoasí también promover

la formación de quiasmas mitóticos que pueden llevar a la homoci
gocidad de genes mutantes.

En el campode las neoplasias,se ha sugerido que las mu
taciones recesivas en locus críticos, gon importantes en 1a ini
ciación de un cáncer. En los individuos heterocigotas para tal
mutación, el crossing-over desigual entre homólogospuede origi
nar células hijas homocigotas para el gen mutante (Festa, 1979).

Estos crossing-over se producen en células somáticas de Sindrome
de Bloomy se los relaciona con la incidencia de leucemias y lin
fomas que presenta esta patología (Genman, 1972, 1977). Una
distribución aSimétrica de 1a heterocromatina en dos cromosomas

homólogos, puede llevar a una mala reparación durante el inter
cambio de 1a región heterocromática y aumentar el nivel de asin
cronía en la replicación cromosómica, que puede producir a su
vez una mala reparación de los sitios de cross-over en otras ag
nas del cromosoma.
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Aparentemente estos cambios podrían producir un efecto
en determinados genes del mismo o de otros cromosomas. Estudios

realizados en Drosophila melanogaster permiten sugerir que, cuan
do se produce una ruptura e inversión de un segmento cromosómico
cercano a 1a heterocromatina, ésta puede ejercer un efecto en la
producción de material heterocromático en el mismo cromosoma, no
siendo aún claro el mecanismoresponsable de tal efecto (Bahnai,

1976). Tambiénun cambio de posición o de cantidad de este mate
rial, trae aparejada una modificación en la expresión de aquellos
genes que se encuentran bajo su influencia.

Unode los aspectos más intrigantes de la heterocromatina
es su habilidad para causar 1a supresión de la actividad genética
de 1a eucromatina que se sitúa en su proximidad por una trasloca
ción. Este concepto, que implica que 1a actividad de un gen pue
de depender de su relación con la heterocromatina, es conocido cg
mo efecto de posición.

Otro agregado a las dificultades conceptuales del efecto
de posición es la observación ocasional de algunos genes cercanos
a la heterocromatina que pueden no ser afectados, mientras que sí
lo son algunos más distantes.

Esto podría interpretarse comoindicador de que: J) cual
quiera de los factores elaborados por la heterocromatina no actúa
exclusivamente comorepresor no específico ó 2) algunos genes o
sus reguladores son controlados por una baja dosis del factor re
presor de la heterocromatina. Los diversos factores del efecto de
posición variegado sugieren que la heterocromatina puede elaborar
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alguna sustancia que se extiende locahnente a lo largo del crom9_
soma. Esta podria ser una proteína no histónica que tiene capa
cidad de supresión génica y puede mostrar algún grado limitado de
especificidad (Baimai, 1976).

Tambiénexistiría un efecto de posición estable o S (C9
mmings, 1972) que no depende de la presencia de un rearreglo crg
mosómico. Una posible explicación de este fenómenoes la existen
cia de dos genes que controlan cada uno de los pasos de una serie

secuencial de reacciones, tal que ellos actuarian más efectivamen
te cuando involucran diferentes cromosomas.

Los genes de cáncer muestran considerable especificidad

tisular en su expresión, aún cuando resulte más de un tumor. Pa
rece probable que los alelos normales de estos genes de cáncer hu
manoson importantes para la diferenciación tisular (Knudson,1978).
Aún cuando estos genes de cáncer heredados de forma dominante cau
san neoplasias especificas con alta probabilidad, un tumor consti
tuye un suceso raro a nivel de las células.

Se puede postular que los genes que están en los sitios
de mutación neoplásica germinal o somática, pueden interferir con
la diferenciación de células en individuos heterocigotas y causar
cáncer en células homocigotas. La caracterización y aislamiento
de tales genes aclararía el defecto fundamental de un cáncer.

Diferentes estudios efectuados en neoplasias sugieren que
la génesis del cáncer estaría relacionada con cambiosdiscretos,
que ocurren al azar y con un rango constante debidos a eventos mu
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tacionales. Kbpelovich(J982) sugiere que la transformación in vitro
sería debida, en la mayoría de las neoplasias, a una mutación autosó
mica dominante, que se correspondería con un estado de iniciación de
la carcinogénesis.

Desde el punto de vista epidemiológico, los individuos que
están genéticamente predispuestos a desarrollar neoplasias pueden ser
divididos en tres categorías. La primera, en la que la predisposición
genética aumenta el riesgo alrededor de mil veces, es la que incluye
al retínoblastoma. La segunda, con cánceres para los cuales la inc;
dencia en individuos predispuestos es del orden de 10 a 100 veces más
alta que en el resto de la población. La tercera categoria es aque
lla para los cuales el riesgo genético es menorde diez veces.

La mayoría de los cánceres comunes están dentro de la se

gundacategoría dondela susceptibilidad genética estaría relaciona
da con las modificaciones de la heterocromatina constitutiva.

Se ha sugerido que la susceptibilidad puede tener un rol
importante en el desarrollo del cáncer (Peto, 1980) permitiendo es

to, la comprensión de alguno de los mecanismosde la carcinogénesis.

De este modo, resultaría importante el papel de la heterg
cromatina constitutiva en dicho proceso dado que los cambios ocurri
dos en ella, determinarían su actuación en el progreso de una neo
plasia mediante desrepresión de genes por efecto de posición. Su
comportamiento sería el de un galautosómico dominante y su expre
sión, 1a predisposición a desarrollar cáncer.
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5 . CONCLUSIONES



Se exponena continuación las conclusiones extraídas
del presente trabajo de tesis; destacandoel posible significa
do biológico de los hallazgos detectados.

- La constitucionalidad de la heterocromatína consti
tutíva se puso en evidencia mediante su análisis en distintos
tejidos.

- La póblación leucémica presenta mayor frecuencia de
heteromorfismo que 1a población nonmal.

- Las leucemias se caracterizan por una mayor preva
lencia de variantes en el cromosoma1.

- E1 exceso de heteromorfismo en el cromosoma 1 es de
bido a 1a alta incidencia de la variante 1qh-.

- Existe una alta asociación entre heteromorfismo en

el cromosoma 1 y neoplasia.

- La población leucemica presenta una variante cara;
terística: 1qh-.

- Se propone un comportamiento de gen autosómico do
minante capaz de expresarse comopredisposición a desarrollar
neoplasia.

Quilmes?
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