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El material genético de los nucleos de las
células eucariotes se encuentra en forma de
redes de cromatina en interfase y en cromoso-
ma en proceso de divisién, lo cual indica un
cambio de estructura a través del ciclo celular
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La cromatina contiene ADN, ARN y pro-
teinas, formando un complejo de nucleopro-
teinas, en el que las proteinas interaccionan
con el ADN vy entre ellas.

La estructura de la cromatina y por consi-
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ciclo celular

permitido un mejor conocimiento de estas
estructuras y la construccion de modelos que
se apeguen mas a la realidad.

Las porciones relativas de ADN, ARN y
proteinas de la cromatina varian de acuerdo
al organismo, tejido y método de preparacién
empleado.

Las proteinas de la cromatina se dividen en
dos grupos: proteinas muy badsicas, llamadas
histonas y las restantes descritas como “‘no
histonas™ que son menos basicas, por lo que
se les ha llamado “‘acidicas”. Este término es
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erréneo ya que sus puntos isoeléctricos son
mas bajos que los de las histonas pero no
propiamente acidos.

Generalmente la cantidad de histonas de-
terminada por pesos moleculares es similar a
la de ADN, la proporcién de las no histonas es
mas variable pero en general un poco mayor
que la de histonas. La masa total de proteinas
es por lo tanto aproximadamente dos veces la
cantidad de ADN. El ARN se encuentra en
una proporcién mucho menor, menos de 10
por ciento del contenido de ADN, y probable-
mente comprende cadenas recién formadas
que no han sido liberadas, sin poder descar-
tarse que existan moléculas con funciones es-
tructurales.

La participacion del acido desoxirribonu-
cleico (ADN) en la organizacién de la croma-
tina ha estado sujeta a multiples modelos y
especulaciones.

A partir de los estudios en los cromosomas
politécnicos de Drosophila se formularon mo-
delos en los cuales el ADN se encontraba en
forma de multiples moléculas de doble hélice,
proponiéndose estructuras longitudinales de
proteinas de las que salen hebras de ADN,

Los estudios de autorradiografia con timi-
dina tritiada; de marcado cromosémico con
BUdR para determinar intercambio de cro-
matidas hermanas y el hecho de que existan
genes Unicos pro cromatida, indican que cada
cromatida contiene un solo duplex de ADN
con una polaridad continua a través del cen-
tréomero.

Si consideramos al ADN en configuracion
B del modelo de Watson-Crick, un nucleo
humano diploide tendrda ADN con una longi-
tud de aproximadamente 2 m., ya que los
nicleos en interfase tienen un didmetro del
orden de 3-5 m., y los cromosomas en metafa-
se miden de 2 a 10 m., el material genético
debe contraer su longitud aproximadamente
10,000 veces.

Las histonas son proteinas pequefias con
carga positiva, ricas en los aminoacidos bési-
cos arginina y lisina, y carentes de triptofano.
Han sido clasifcadas de acuerdo a su conteni-
do de arginina y lisina. El tipo rico en lisina
corresponde a H1, las ligeramente ricas en
lisina son H2A y H2B y las ricas en arginina
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son H3 y H4.

La histona HI es la mas basica debido a su
elevado contenido de lisina (30%), su longitud
es casi el doble de la del resto de las histonas 'y
tiene un peso molecular de 23,000 daltons.

Las histonas ricas en arginina y las ricas en
lisina tienen pesos moleculares que van de
11,000 a 16,000 daltons y aproximadamente el
25 por ciento de sus aminoacidos son basicos
(arginina, lisina e histidina).

En todos los eucariotes estudiados se han
reconocido los mismos 5 tipos de histonas.
Las histonas ricas en arginina son las protei-
nas mas conservadas, con excepcion de la
tubulina, una proteina estructural. Las his-
tonas ligeramente ricas en lisina parecen ha-
ber evolucionado en su secuencia un orden de
magnitud mas rdpidamente que las ricas en
arginina y las ricas en lisina un orden de mag-
nitud aun mas rapido.

Las histonas sufren modificaciones cova-
lentes que incluyen; acetilacion, metilacidn,
ADP-ribosilacion y fosforilaciéon. La selec-
cién de un pequeflo numero de residuos para
modificacidén en cada histona indica que la
reaccidn es especifica y se ha tratado de corre-
lacionar con estadios del ciclo celular y etapas
de maduracidn.

Las proteinas no histonas son los compo-
nentes proteicos que permanecen en la croma-
tina una vez que las histonas son removidas.
Se les han atribuido una gran diversidad de
funciones: estructurales, regulatorias y dentro
de la gran complejidad de sistemas enzimati-
cos que llevan a cabo replicacién transcrip-
cién y reparacion del ADN; asi como otras
reacciones dentro del nicleo.

Se han caracterizado relativamente bien al-
gunas proteinas no histonas que tienen fun-
ciones estructurales, el grupo de proteinas de
alta movilidad (HMG) cuyas proteinas al pa-
recer interaccionan con las histonas y la pro-
teina A24, llamada también semihistona por
su similitud con H2A.

Lacromatina y por consiguiente los cromo-
somas estan formados por una fibra basica de
cromatina que tiene un diametro de 200-300
A. Su apariencia se ha descrito como nudosa,
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Tabla 1.

Seccidn Especial

Tipos de cromatina en las bandas cromosomicas

Heterocromatina

Heterocromatina

constitutiva intercalar Eucromatina
Relacion con ban- Bandas C Bandas G Bandas R
das
Localizacién Generalmente Brazos Brazos
centromeérica Cromosémicos Cromosomicos
Condicién durante Condensada Condensada Dispersa
interfase
Tiempo de replica- S Tardia S Tardia S Temprana
cion del ADN
Contenido de ADN  +++ + +
satélite
Repetitividad del Usualmente Moderadamente Moderadamente
ADN ADN satélite repetitiva y repetitiva y
copia unica copia unica
Composicion de Rica en G-C, neu- Rica en AT Rica en GC
bases tra o rica en AT
dependiente en
ADN satélite
Actividad génica Inactiva Relativamente Usualmente
inactiva activa
Asociada con mem- + + —
brana nuclear o nu-
cleolo
Metilacion de ADN +++ +
Relacién con cro- Cromoémeros Cromémeros Intercromomeérica

centroméricos

intercalares

mdmeros de paqui-
tene

irregular, hinchada y abultada a partir de mi-
crografias electrénicas. El didmetro de las fi-
bras varia de acuerdo al método de obtencion
empleado.

Se supone que en un nicleo humano diploi-
de existirdn 92 fibras de cromatina correspon-
diendo una a cada cromatida.

Estudios de cristalografia de rayos X, de
difraccidon de neutrones, digestiéon con endo-
nucleasas y visualizacion al microscopio elec-
tronico de fibras de cromatina, demostraron
la existencia de una unidad repetitiva basica
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en la estructura de la cromatina.

Estas unidades fueron llamadas cuerpos
(nu) y posteriormente nucleosomas. La es-
tructura de estas particulas fue propuesta por
Kornberg y estudios de aislamiento.y purifi-
cacién de histonas, demuestran que las histo-
nas H2A, H2B, H3 y H4 se encuentran en
cantidades equimoleculares y que tienden a
formar dimeros y tetrAmeros entre ellas.

La relacién de peso molecular de estas his-
tonas con el ADN es de dos moléculas de cada
una de ellas, por cada 200 pares de bases. La
histona H1 se encuentra en menor cantidad,
una molécula por cada 200pb.

El interior de la particula lo constituye un
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cotamero de histonas, formado por 2 molécu-
las de cada uno de 4 tipos de histonas (H2A,
H2B, H3 y H4). El ADN esté enrollado alre-
dedor de esta estructura. La quinta histona
H1 no forma parte directamente de la particu-
la central sino que interacciona con el ADN
en los puntos en que este entra y sale del
nucleo de histonas, completando dos vueltas
de ADN alrededor de la particula central de
proteinas.

El nucleosoma no tiene un eje de simetria
doble debido a la interacciéon con H1, sino que
forma una estructura polar que puede interac-
cionar con otros nucleosomas y construir es-
tructuras de orden superior.

Se han postulado varios modelos para el
arreglo de la cadena de nucleosomas dentro
de las fibras de cromatina, pudiendo dividirse
en dos grandes grupos: 1) Modelos solenoi-
dales que proponen un arreglo continuo de
nucleosomas para formar una super hélice y
2) Modelos en supercuentas que sugieren un
arreglo en subunidades especificas (hexame-
ros u octameros de nucleosomas). Este tipo de
estructuras formaria la fibra de 200-300 A de
la cromatina.

El arreglo del material genético en nucleo-
somas es independiente de la secuencia de
bases del ADN y tanto genes activos como
inactivos se encuentran empacados en la mis-
ma forma.

Dos eventos son necesarios para la replica-
cion del genoma eucariote: (1) Replicacién
semiconservativa del ADN y (2) disponibili-
dad de proteinas cromosémicas. La sintesis
de las histonas estd coordinada con la sintesis
de ADN, ocurriendo en el periodo S y en
extension suficiente para duplicar el conteni-
do de la célula.

El comportamiento de las proteinas histo-
nas del nucleosoma durante este evento aun se
desconoce; ya que puede ocurrir en la superfi-
cie del nucleosoma o ser necesaria su elimina-
cién y posteriormente reensamblado paradar
paso al complejo de replicacion. Se han pro-
puesto tres modelos diferentes para explicar el
comportamiento de las histonas durante la
replicacién. Por una parte el octdmero podria
ser conservado, las cromatidas hijas conten-
drian tanto octdmeros nuevos como viejos y
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su distribucion podria ser o no al azar. Alter-
nativamente, el octamero de histonas podria
ser parcialmente conservado, posiblemente
dividiéndose a la mitad, o podria desintegrar-
se en sus componentes y volverse a formar.

Las secuencias transcritas y no transcritas
estan organizadas en la misma forma en los
nucleosomas. En la cromatina transcripcio-
nalmente activa se han visualizado estas es-
tructuras por medio de observaciones al mi-
croscopio electronico y por la determinacion
del tamafio de las secuencias de ADN trans-
crito por digestion con nucleasas micrococci-
cas (segmentos de 200 pb 6 multiplos de ellos)
asi como por la suceptibilidad del ADN en
transcripcion a la ADN asa L. Los estudios de
microscopia electrénica parecen indicar que
debe existir cierto desplazamiento de los nu-
cleosomas.

Dentro del aparente desorden de la croma-
tina en nucleos en interfase existe cierto orden
en su arreglo, existiendo varios niveles de or-
ganizacién.

La cromatina en su estado disperso esta
unida a los complejos de poronucleares y es-
pecialmente a la “laminilla anular” y esta
unién persiste frecuentemente por porciones
de envoltura nuclear unidas a la cromatina
durante metafase y probablemente telefase.
Al parecer estos remanentes de membrana
nuclear podrian proveer al cromosoma de
ciertas estructuras como por ejemplo el cine-
tocoro.

Otro factor que produce un ordenamiento
parcial de la cromatina es el ADN ribosomal
asociado con el nucleolo, ya que el nimero de
nucleolos es casi siempre menor que el nime-
ro de organizadores nucleolares, indicando
fusioén de nucleolos. Los cromosomas con or-
ganizadores nucleolares se encuentran fre-
cuentemente asociados y es posible que se
produzcan translocaciones entre ellos.

La heterocromatina también tiene una lo-
calizacién definida en el nucleo ocupando la
periferia.

Mediante estudios a base de cromosomas

REV. FAC. MED. MEX.



de condensacién prematura, ha sido posible
demostrar la existencia de un ciclo de conden-
sacion de la cromatina a través del ciclo celu-
lar.

Se ha involucrado a varios factores en los
procesos de condensacion de la cromatina,
principalmente a nivel de modificaciones de
las proteinas de la cromatina. Entre estas mo-
dificaciones la fosforilacién de las histonas,
primordialmente de H1, es el candidato mas
favorable para ser el factor regulador de la
condensaciéon cromosémica. Al parecer tam-
bién ocurre un cambio conformacional de las
histonas ricas en lisina resultando en un incre-
mento en la afinidad de estas histonas por el
ADN superenrollado en las particulascentra-
les envueltas adyacentes de la estructura sole-
noidal, lo que genera un nuevo orden de con-
densacion. Esta interaccion se lleva a cabo
por las colas basicas de la histona con regio-
nes de cromatina ricas en A-T.

Otros factores tales como la proteina A24y
la formacién de puentes disulfuro también
han sido implicados dentro de los mecanis-
mos responsables de la condensacién de la
cromatina.

Un gran nimero de modelos se han pro-
puesto para explicar como se dobla, pliega o
enrolla la fibra de cromatina de 200-300 A de
manera mas compacta para adquirir las di-
mensiones de un cromosoma en metafase.

El modelo propuesto por Du Praw conoci-
do como el modelo de la ““fibra doblada™ esta
basado en la estructura visible de cromoso-
mas integros preparados por métodos moder-
nos y tiene las siguientes caracteristicas:

1. Antes de la replicacién en la interfase,
cada cromosoma es concebido como una lar-
ga molécula de desoxirribonucleoproteina
(DNP) en la cual la doble hélice de ADN
forma el eje estructural principal. Esta fibra
de DNP se encuentra doblada repetidamente
y al azar sobre si misma, tanto longitudinal
como transversalmente para construir el cuer-
po de la cromatida.

2. Esta cromdtida unitaria replica durante
el periodo S en dos o mas horquillas de repli-
cacion, dando lugar a dos cromatidas unita-
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rias hermanas mantenidas juntas por regiones
no replicadas.

3. Durante la profase, los pares de croma-
tidas unitarias se doblan para formar los cro-
mosomas visibles, las cromatidas hermanas
continuan unidas por segmentos minimos de
ADN noreplicado, especialmente en la regién
centromérica. Estas regiones replican antes de
la anafase y se produce la separacion de las
cromatidas.

4. Durante la profase y la metafase las fi-
bras hijas se doblan en forma reproducible de
una generacion a otra.

5. En telofase las cromatidas condensadas
de la anafase se desdoblan reteniendo su posi-
cion relativa en el ndcleo en interfase posible-
mente por unién con la membrana nuclear
recién formada.

6. Las cromatidas no son necesariamente
lineales en organizacién. El telomero genético
no necesariamente corresponde al citologico.

El modelo de la fibra doblada es relativa-
mente sencillo para explicar la compleja es-
tructura de los cromosomas mitéticos, pero
tiene una gran importancia ya que es de los
primeros modelos uninémicos y ademas ha
servido de base para modelos que incorporan
los datos mas recientes sobre la estructura de
la cromatina,

Bahr propone un modelo en que la fibra de
cromatina se dobla formando asas, cuya acu-
mulacidn da lugar a los crom&meros y la acu-
mulacién de estos a los cromosomas de meta-
fase. Si un cromosoma es extendido en direc-
cién a su eje longitudinal los cromdmeros se
hacen mas pequefios y delgados en cambio
cuando los cromosomas se contraen aumen-
tan de tamafio hasta llegar a un punto en que
no puede distinguirse uno de otro.

En base a la hipétesis de que las proteinas
no histonas tienen una funcién estructural de
orden superior, se han propuesto modelos
que sugieren la existencia de un armazon pro-
teico del cual saldrian las asas de cromatina.

Paulson y Laemmli (1977) propusieron un
modelo en base a la estructura de armazén.

Un modelo de asas radiales fue propuesto
por Marsden y Laemmli (1979) en el cual la
fibra de nucleoproteina esta doblada en asas
arregladas en forma radial a la crométida con
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las bases nitrogenadas como eje central.

Comings y Okada no apoyan el concepto
de armazoén en los cromosomas debido a que
tales estructuras no se han observado en mu-
chas de las preparaciones para microscopia
electronica de secciones finas de cromosomas
integros en metafase, ademas en los cromoso-
mas parcialmente dispersos las fibras superfi-
ciales forman asas, mientras que las centrales
permanecen compactas. Estos autores de-
mostraron que el armazén proteico no existe,
pero concuerdan con Marsden y Laemmli en
la existencia de asas radiales formadas por la
fibra de cromatina.

Cuando se observan al microscopio 6ptico
cromosomas fijados en metanol-acido acérti-
co 3:1 y tefiidos con Giemsa, se ven como
estructuras cilindricas compactas, pudiendo
identificarse unicamente el centrémero, las
constricciones secundarias y los satélites. El
descubrimiento de nuevos procedimientos de
tincién capaces de producir patrones especifi-
cos de bandas a lo largo de los cromosomas,
permite su identificacion individual lo cual
facilita los estudios de mapeo y la deteccidon de
padecimientos genéticos producto de aberra-
ciones cromosémicas. Desde un punto de vis-
ta basico las bandas deben originarse por va-
riaciones locales y reproducibles de la ultraes-
tructura del cromosoma, ya que tratamientos
diferentes son capaces de producir esencial-
mente el mismo patrén de bandas.

A pesar de que poco se sabe de la estructura
y origen de las bandas cromosémicas se han
propuesto varios tipos de modelos para tratar
de explicarlas. Existen modelos que suponen
que las bandas son el resultado de diferencia
en la distribucién del material cromosémico y
representan concentraciones de ADN produ-
cidas por un empaquetamiento mas compac-
to de la fibra de nucleo-proteina. Otros mode-
los proponen que las bandas representan re-
giones que poseen o carecen de ciertas
secuencias de ADN o regiones con concentra-
ciones extremas de bases (ricas en A/T oricas
en G/C). Por ultimo se ha planteado que las
bandas son resultado de variaciones en las
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asociaciones del ADN con las proteinas cro-
mosomicas, preferentemente con las no histo-
nas.

Los principales reactivos utilizados para
generar bandas son los fluorocromos: quina-
crina y mostaza de quinacrina; asi como la
mezcla de colorantes quimicos del Giemsa. El
patrén de bandas visualizado por fluorecen-
cia es conocido como bandas Q y el que se
produce después de tincién quimica como
bandas G. Ambas técnicas requieren poca
manipulacion de los cromosomas y los patro-
nes de bandas obtenidos son casi idénticos
entre si. Bajo ciertas condiciones la tincién
con Giemsa puede usarse para producir ban-
das R cuyo patrén, es exactamente reverso de
los Q 0 G. Tratamientos severos de los cromo-
somas y tincién con Giemsa llevan a producir
bandas C en las cuales s6lo los centromeros
tifien intensamente. Mediante tratamientos
diferentes pueden obtenerse patrones de ban-
das tales como las bandas T (telomeros) o las
bandas NOR (organizadores nucleolares).

Se puede considerar que las bandas Q y G
positivas son estructuras que comprenden
cerca del 50 por ciento de las cromatidas. Son
reconocibles por sus intensas cualidades cro-
mofilicas, especialmente con respecto a la qui-
nacrina, a la solucién Giemsa, al Hoechst
33258 y a otros colorantes. Su resistencia al
tratamiento calorifico v a la digestién con
enzimas proteoliticas, urea y detergentes pa-
rece ser relativamente alta. Finalmente su
ADN generalmente replica tardiamente.

Las bandas R positivas comprenden apro-
ximadamente 50 por ciento de las croméatidas
y estan localizadas en forma opuestaalasQy
G. Sus cualidades cromofilicas son débiles,
solo pueden observarse después de una modi-
ficacion especifica o destruccién de las bandas
Qy G. Suresistencia al tratamiento térmico es
mayor, especialmente las bandas localizadas
en los telomeros (bandas T). Sin embargo su
resistencia a enzimas proteoliticas, urea y de-
tergentes es baja. Su ADN replica temprana-
mente y parece ser en forma escalonada de
acuerdo a su colocacion de bandas a lo largo
de toda la fase S temprana.

Las bandas C son sumamente resistentes a
la extraccidn con 4cidos y bases, tifien intensa-
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mente con Giemsa y otras combinaciones de
colorantes (DA/DAPI). Parecen contener
ADNs satélite y replica su ADN tardiamente.

Por lo tanto con base en los patrones de
bandas y a otras observaciones referentes a la
distribucion de secuencias de ADN alo largo
de los cromosomas se ha sugerido la existen-
cia de tres tipos principales de cromatina:
eurocromatina o bandas R, heterocromatina
constitutiva o bandas C y heterocromatina
intercalar o bandas Q/G.

Comings ha resumido los numerosos as-
pectos de la estructura de los comosomas de
mamiferos tomando como base los modelos
uninémicos de la fibra doblada. La estructura
cromosémica se inicia con una fibra de ADN
de doble hélice de 20 A de diametro, la cual
interacciona con las histonas para producir la
estructura arrosariada que se compacta para
formar la fibra de 100-300 A que constituye la
fibra clasica de 250 A de la cromatina en
interfase y los cromosomas en metafase. Esta
fibra esta ordenada en una serie de asas o
cromémeros, producto de la asociacion de
porciones de ADN ricoen A/T con proteinas
no histonas de la matriz nuclear.

Yunis y cols. han descrito un modelo para
la estructura cromosémica basado en la dis-
tribucidn de la heterocromatina a lo largo del
cromosoma.

Las fibras y las asas descritas en la cromati-
na en interfase se doblan para formar los
cromosomas en profase; las bandas densas de
cromatina contendran un numero similar de
estructuras en asa que se cree representan
bandas G y estan arregladas en una forma no
al azar. Debido a que las bandas G son de
replicacién tardia y ricas en ADN moderada-
mente repetitivo se ha asumido que contienen
heterocromatina intercalar y no tienen una
funcién génica en la organizacién cromosé-
mica.

Por otra parte las bandas claras son sitios
preferenciales de hibridacién con ARNs men-
sajeros o con sus precursores, pudiéndose
asumir que las fibras extendidas de la interfa-
se no estan ordenadas al azar y representan
las principales unidades génicas de

la cromatina.
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