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UN METODO SIMPLE PARA ESTUDIOS DE CROMOSOMAS
DE LA MEDULA OSEA

Dr. ALFREDO PEREZ
Hospital “Eugenio Espejo”, Quito

Desde que Tjio y Levan' hicieron la
comprobacién de que el nimero de
cromosonas humanos era de 46 la ci-
togenética ha tomado gran impulso,
habiéndose descrito numerosas altera-
ciones del normal complemento cromo-
somico del hombre?. Esto ha hecho
deseable el disponer de métodos de la-
boratorio que hagan posible el estudio
mas frecuente del cariotipo, sobre todo
en aquellos casos portadores de ano-
malias diversas (somaticas o sexuales).

De todas las técnicas descritas para
este estudio, las mas aplicables, ain
en centros con escasos medios técnicos,
son las técnicas directas, que utilizan
aspirados de sangre de médula 6sea
como fuente de células en mitosis acti-
va. Se han publicado numerosas va-
riaciones de estos métodos, varios de
ellos bastante simples®® y con los que
se han podido tener buenos resultados,
pero que requieren de alguna expe-
riencia en estos trabajos.

Se presenta aqui un método “direc-
to” simplificado, con el que se han ob-
tenido resultados exitosos y es de facil
aplicacién en cualquier pequefio labo-
ratorio.

MATERIALES Y METODO:

Se aspiran 1-2 ml. de sangre medu-
lar (por puncién esternal o de la cres-
ta ilfaca). Se transfiere la sangre in-
mediatamente, a un tubo estéril, que
contiene 0,1 ml. de heparina (“Lique-
min” Roche 5.000 U/ml.) Se mez-
cla bien y se centrifuga a 500 r. p. m.
durante 5 minutos.

El plasma supernadante, rico en ele-
mentos de la serie blanca, y la capa de
glébulos blancos que se notan inme-
diatamente de la masa de hematies, son
retirados cuidadosamente y pasados a

un tubo estéril que contiene solucién

salina al 0,7% con dextrosa al 06% vy
colchicina en una concentracién del
1:1.000. Se incuba el tubo durante una
hora a 37? C.

Se centrifuga la muestra a 800 r. p.
m. durante 5 minutos y se aspira luego
la mayor parte del liquido supernadan-
te, dejando en el tubo mas o menos 1
ml. que contiene todas las células
aglomeradas. Se mueve suavemente el
tubo para lograr una suspensién celu-
lar uniforme y se afiaden 2 ml, de una
solucién hipoténica de citrato sédico
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(al 0,6%), previamente calentada a
37? C. Con este tratamiento hipoté-
nico se hinchan las células. Se mezcla
suavemente y se incuba otra vez a 379
C. durante 10 minutos.

Inmediatamente se procede a fijar
las células, afiadiendo gota a gota una
solucion de acido acético al 65% y
mezclando, cada vez, suavemente. Se
deja en reposo durante 15 minutos y
se centrifuga a 500 r. p. m. durante 5
minutos. Se decanta la mayor parte del
supernadante, dejando 1 ml. con el
sedimento. Se mueve el tubo para uni-
formar la suspensién y se ahaden 2
ml. de una solucién de acido acético
al 50%, gota a gota. Se mezcla bien y
se deja en refrigeradora a 4° C. duran-
te unas 3 horas o toda la noche a la
temperatura ambiente. Si se guarda la
preparacién en refrigeradora, las célu-
las fijadas se conservan durante algu-
nos dias, sin inconvenientes.

Se centrifuga el tubo y se descarta
la mayor parte del supernadante. Se
anade, gota a gota, solucién fresca de
acido acético al 50%, en cantidad sufi-
ciente para lograr la adecuada concen-
tracién celular (o hasta conseguir un
liquido moderadamente opaco). Ge-
neralmente, bastan 0,5 ml. de la solu-
cién acética.

Preparacién de los frotis: En una pla-
ca caliente (a 56-60? C.) se colocan va-
rios porta-objetos quimicamente lim-
pios y desengrasados. Con una pipe-
ta Pasteur de punta bien fina, se mez-
cla bien la suspensién celular v se la
aspira para irla goteando en los porta-
objetos calentados formando dos filas
de 4 gotas para cada porta-objeto. Las
gotas se secan rapidamente y van for-

mando anillos concéntricos, en los cua-
les se encuentran diseminadas las cé-
lulas.

Coloracién: Se utiliza una modifica-
cion de la técnica de Greig®, que se
basa en la reaccién de Feulgen para el
A. D. N, en la cual se emplea como
colorante la solucién de Giemsa. El
procedimiento es el siguiente: se su-
mergen los porta-objetos en una solu-
cion normal de acido clorhidrico ca-
lentada a 609 C., durante 5 minutos.
Se enjuagan luego en agua corriente
unos minutos y finalmente se cubren
con solucién de Giemsa diluida 1:20 en
agua ligeramente alcalinizada con una
sclucién  amoniacal débil (solucién
amoniacal al 2% ). Se deja por un es-
pacio de 30 minutos. Se enjuagan las
placas en agua corriente y se secan. Si
se desea se pueden montar con cubre-
objetos, aunque no es necesario.

Asi preparados los porta-objetos, se
llevan a la observacién microscopica,
y se fotografian las mejores figuras
mitéticas. (Fig. 1)

Para hacer los mapas cromosémicos
(cariotipos), se hacen ampliaciones al
tamafio conveniente, se cortan uno por
uno los cromosomas y se los ordena de
acuerdo a la clasificacién de Denver?,
segtin el tamafio del cromosoma y la
posicién de su centrémero. (Ver Fig 1).

RESULTADOS Y COMENTARIOS

Como se puede apreciar en la figura
N? 1 con este método se ha obtenido
una adecuada diseminacién de los cro-
mosomas, que se han hecho factibles ¢!
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Fig. N? 1.—identificaciéon de cromosomas.

Microfotografia de una célula de médula

6sea en metaface. Gbsérvense los cromosomas

nitidamente diferenciados sobre un fondo

claro, en el que no se encuentran residuos
de citoplasma

estudio cromesémico en un caso de Sin-
drome de Klinefelter®. Se han reali-
zado algunas preparaciones de parso-
nas normales, en las que se ha visto
numerosas figuras mitéticas aptas para
el estudio.

En el curso del desarrollo de este
método ha sido posible comprobar que
una repetida centrifugaciéon del mate-
rial celular, hace perder el mayor nt-
mero de células aptas para el estudio,
especialmente después del tratamiento
hipoténico. Por esto se han reducido
el nimero de centrifugaciones a un
minimo y se ha procedido a realizar
una fijacién previa de las células, con
acido acético, luego del periodo de in-

cubacién hipoténica. Con esto se ha
podido hacer la centrifugacién sin te-
mor de que las células hinchadas se
rompan por accién mecanica.

Para la diseminacién de los cromo-
somas, la mayor parte de autores re-
comiendan la técnica del “aplasta-
miento”, que requiere de gran expe-
riencia y que en nuestras manos nun-
ca trabajé bien. Con el método pro-
puesto por Rothfels y Siminovitch?®,
de secado al aire en placa caliente, las
células hinchadas y fijadas en &cido
acético, se revientan y hacen diseminar
los cromosomas, de manera que el que
utiliza este método no necesita de mu-
cho entrenamiento, como en las téecni-
cas de “aplastamiento”, en que no es
posible calcular la presién adecuada
para romper las células y es impres-
cindible ir haciendo controles al mi-
croscopio hasta obtener un buen re-
sultado.

El métedo de coloracién que se pre-
senta, es de facil manejo, los materia-
les son de uso rutinario en todo labo-
ratorio y los resultados son bastante
reproducibles. Una condicién impor-
tante es que el lavado de los porta-ob-
jetos luego de la hidrélisis Acida, sea
intenso a fin de eliminar la mayor par-
te del acido. Ademds, con este método
no es necesario deshidratar y aclarar
las preparaciones, como seria el caso de
usarse sélo la solucién de Giemsa, sin
hidrélisis.

SUMARIO
Se presenta un método simplificado,

directo, para el estudio de cromosomas
en células de sangre de médula ésea.
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Se usa el tratamiento de las células con
colchicina, para detener las mitosis en
metafase, se las somete a la accidn de
una solucién hipoténica, que las hisn-
cha y se hacen los frotis con el méicdo
de secado al aire en placa caliente. La
coloracién utilizada es una variacién
del método de la reaccion de Feulgen.
Se dan algunas indicaciones para ob-
tener los mejores resultados.

SUMMARY

A new simplified method to study
chromosomes in blood cells from bone
marrow is described. It consisted, es-
sencially, in arresting the mytocis in
meathaphase by the use of colchicine
and then cells were swollen by submi-
tting them to a hypotonic solution.

The preparation was dried using
warm slides. To stain it the Feulgerise
technique, parcially modified, was
used.
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FACTORES SOCIALES EN LA OBESIDAD

Se ha efectuado una investigacién entre 1.660 adultos representativos de una &rea
residencial de New York, a fin de determinar los factores sociales que pueden haber in-
fluido en la obesidad.

Se encontré que la obesidad fue 6 veces méas frecuente entre las mujeres de bajo nivel
socio-econdmico que entre las mujeres de un alto nivel socio-econdémico. Esta relacién
inversa entre la obesidad y el nivel socio-econdémico fue ya establecida en una investi-
gacion anterior y la presente confirma dichos hallazgos. Se ha encontrado, asi mismo que
mientras mayor es el tiempo que la familia haya residido en los Estados Unidos, pro-
cedentes de otros paises, menor es la tendencia a la obesidad. En los hombres los re-
sultados son similares, pero mucho menos marcados que en las mujeres. También se
han encontrado algunas relaciones entre factores étnicos y religiosos y la frecuencia
de la obesidad en ambos sexos.

(GOLDBLATT, P. B.,, MOORE, M. E, y STUNKARD, A. J.: Socia factors in obesity, J.
A. M. A. 192: 97, 1965).
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