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RESUMEN

Para la determinacidn de pardmetros miés adecuados en la
obtencidn de bandas NOR CRegidn Organizadora del Nuclg&olod
mediante la Lécnica de Bloom y Goodpasture (19762 modificada
CMarquez, 189872, se disefiaron 14 variaciones de dicha técnica vy
se aplicaren en 283 metafases de linfocitos humanos cultivados.
Encontrandose como resultade 3 niveles de calidad para el total
de las preparaciones : bandas con buena calidad, mediana a mala
calidad ¥y sin bandas.

La mayor frecuencia de mitosis con bandas NOR de buena
calidad gue se presentd, fué del 50% con la aplicacidn del
tratamiento V, del 42.5% con el tratamiente IV, del 41% con el
ITTI, del 322% con el I y del 30.8% con el II. Para el resto de los
tratamientos no se obtuvieron bandas debido a los problemas de
precipitacidn que presentd la solucidn de nitrato de plata y a la
mala calidad congue resultaron las preparaciones.

Los wvalores mas adecuados gque se encontraron para los
distintos parémetros fueron los siguientes : 2.95 M y 1.5 M para
la concentracién del nitrato de plata, 2.65 para el pH de la
solucidn de formalina, 37 C y B0 C para la temperatura de
incubacidn y el tiempo promedis de incubacidn a 50 C fué de 11.5
minutos,

Por otro lado, aunque en este trabajo no fug un objestivo el
revisar =i de la calidad del reactivo dependia la calidad de 1la
tincidn, se determind (de forma cualitativad, que la vigencia vy
calidad de los reactivos es de suma importancia para la

generacidn de buenas bandas NORE.
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INTRODUCCI ON.

El estudio de la citogenética humana asi como de. Areas
relacionadas tales como la evolucién y la genébtica clinica, han
tenido un gran avance debido al desarrolleo de nuevas técnicas de
analisis, entre las gue destacan las de bandeo de cromosomas
Chandas C, Q, R, NOR, G v otras més). Las técnicas de bandas son
tratamientos diversos basados en soluciones amortiguadoras,
enzimas y colorantes, que permiten la formacidn de bandaz claras
y obscuras a lo largo de todo el cromosoma, lograndose con =11lo
la observacidn de regiones especificas y de las variaciones de
estas.

Hasta hace poco tiempo un cromosoma sélo podia distinguirse
por su longitud v la posicidn de su centrdmero en el momento de
maxima condensacidn. Con las técnicas actuales de bandeo
especifico se lleva a cabo la identificacidn de cromosomas sin
ninguin problema, asi como también son Gtiles en =1 mapeo genético
vy en la determinacidn de wvariantes cromosdmicas C(Stanfield,
1983>. Ademds permiten identificar diversas regiones cromosdmicas
como centrdmeros, tallos, teldmeros, etc.

Los problemas cromosdml cos, como las trazlocaciones,
deleciones, poliploidias, aneuploidias y otras alteraciones,
muchas veces van ligados a padecimientos tales como: sindromes vy
diversos tipos de leucemias.

La determinacidn de estas anormal idades es realizada




=
bandas. De aqui la necesidad de afinar dichas técnicas con objeto
de optimizar recursos monetarios, tiempe v trabajo, sin que esto
implique pérdidsa de calidad.

Este trabajo se enfocarid unicamente a las bandas NOR (del
inglés Nucleolus Organizer Regions: Regiones Organizadoras del
Nucléolo2? del genoma humano, las cuales se localizan en las
constricciones =secundarias de los cromosomas acrocéntricos 13,
14, 185, 21 vy 22 gque constituven los grupos D v & respectivamente
CFigs. la vy 1bD.

Dichos grupos de cromosomas se han tornado de gran interés
debida a la diversidad de heteromorfismos vy asociaciones
presentadas en sus brazos cortos, tallos y satélites (Fig., 1cd.
Ademas s=son importantes wva gque presentan los genes para la
codificacidn del ARNr C18s y 28s), los cuales estin relacionados
con la formacidn de estructuras indispensables para el desarrollo
celular normal, tales como el nucléolo v los ribosomas. C(citado
por Bojérguez Rangel, 12990D.

Recientemente estos cromosomas han aumentado su importancia,
porque debidoe a su alta actividad transcripcional ellos ofrecen
un sistema modelo para el analisis celular vy molecular de la
expresidn de genes (Clavaguera et al., 1983D.

En lo que se refiere al aspecto clinico, es comin gque esten
involucrados en situaciones patoldgicas entre las gque destacan
las traslocaciones robertsonianas o fusiones céntricas CD/D, D/G,
0/03 que se presentan con relativa frecusencia, asi como las

Lrisomias 13 ¥y 21 gque corresponden al sindrome de Patau vy

sindrome de Down respectivamente (Hienz, 1875D.
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Matsui y Sasaki (19730 y Funaki et al.,C1975) son los
primeros que describieron una técnics especifica para revelar los
tallos y wutilizaron el método para bandas-N. Sin embargo,
Goodpasture ¥ Bloom C1978) trataron de reproducir el experimento
sin obtener buesnos resultados. El mi=mno problema ccurridé en otros
laboratorios. En ese mismo afflo 1975, Goodpasture v Bloom
proponen una modificacidn a la técnica de Howell et al. s
19780 ,que es especifica para satélites de cromosomas del arupo D
y G obteniendo un método mids seguro para la impregnacidén de NORs.
A partir de entonces se han desarrollade variantes de dicha
técnica con el fin de mejorarla y obtener resultadeos mas finos y
Seguros.

La técnica para obtener bandas NOR utiliza basicamente una
solucidn de nitrato de plata aplicada bajo ciertos parametros de
temperatura, pH, concentracidn del nitrato, tiempo de incubacidn,
pretratamientos de las laminillas » trabajar, envejecimiento de
las mismas y calidad de los reactivos, por medio de los cuales =e
rige en gran medida la calidad de impregnacidn que se obtiens. Se
ha establecide que los iones de plata son afines a todos los
componentes de la cromatina CADN, ARN, histonas, proteinas no
histdnicas, y proteinas no histénicas 1lamadas HME pero  de
preferencia a los Acidos nucleicos, especialmente ADN CClavaguera
el al , 189832, Por obtro lado, en oposicidén a lo anterior, se ha
propuesto la Teoria de que los iones de plata son especificos
para ciertas proteinas Adcidas denominadas €23 y B23, las cuales
Se presentan asociadas al ADNr en la parte externa de los

cromosomas C(Howell, 1977; Schwarzacher et ol , 1978; Olert et
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al , 18979; Plotons et al , 19832 y 13884). Esta teoria supone gue
dichas proteinas Acidas poseen un  gran nimero de  grupos
carboxile, sulfhidrileo y disulfuro los cuales pueden reducir
fédcilmente la plata vy de esta manera provocar la impregnacidn de
las regiones cercanas a las NOR (Olert et al , 1979). Daskal et
al 19802 sugiere gque las probeinas C23 y BE3 requieren de un
pretratamiento para quitar elementos gue se encuentren asociados
a estas proteinas y gque posteriormente puedan reaccionar con los
iones de plata. Dicho pretratamiento 1o realizardn con
Metanol: Ac. Acético C3:10.

FPor otro lado, Lomholt v Toft (18872 mencionan que a pHs
extremos se da una modificacidn de los sitiocs reductores de las
proteinas, con lo cual se facilita la reaccidn de la Flata.

Las pruebas para apoyar la Teoria antes mencionada, surgen de
experimentos en los gque las laminillas son previamente tratadas
con ADNasas, ARNasas, TCA (CAc. Tricloroacéticaod vy Tripsina.
Encontrandose que la impregnacidn con Plata resulta negativa al
aplicar Tripsina, lo que sugliere que el principal elemento gque se
impregna es una proteina (Schwarzacher et al , 18978; Babu ¥y
VYerma, 189850.

[La técnica original de CGoodpasture y Bloom (19752, presentd
varios problemas Cabundante precipitado de plata, tiempo v
temperatura de incubacidn no estandarizados, desnaturalizacidn
del material, sobreimpregnacidén y un alto gasto de nitrato de
plata en las preparaciones resultantes), por lo que algunos
investigadores disefaron wvariantes de esta técnica intentandao

rezol ver dichos problemas.
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Algunos ejemplos de estas modificaciones son los trabajos
recientes de How=ll y Black C1880), en los gque aplican la
solucidn de nitrato de plata méds un coloide protector (Sgr
gelatina-polveo + Hz20 + iml ac. férmicod logrando estandarizar el
tiempo de incubacidn (2 min.) vy mejorar la calidad.

Por otro lado, Lomholt y Toft C1987) wutilizan sustancias no
volidtiles como son: etanolamina CIM) vy nitrato de etanolamonio
CO.8 Md con la intencidn de mantensr estable el pH vy gue no
produzca variaciones en la impregnacidn.

Sin embargo, éstas y otras modificaciones que adn se siguen
haciendo a dichas técnicas (Howell et al ., 14975, Bloom vy
Goodpasture 1976, Lau ¢ «l , 1978, Howell vy Black 1972, Lomholt
y Toft 189873 nos indican que existen problemas que hasta la fecha
no s2 han podido solucionar tobtalmente vy que incluso se comentan
en diversas reuniones de especialistas.

En el laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias de
la U A E.C. se practica la técnica para bandas NORs con cierta
frecuencia, sin embargo también presenta ocasionalmente una serie
de problemas tales como :  abundante precipitado de plata,
zsobretincidn vy desnaturalizacidn de los cromosomas, asi como
impregnacidn no homogénea de las preparaciones. Tales problemas
aungue no siempre se presentan, si entorpecen el trabajo vy ademas
representan pérdida de tiempo y recursos. FPor ello =1 propdsito
del presente trabajo., ez revisar experimentalmente algunos de los
parametros que pudieran afectar la reproducibilidad v la calidad
de las bandas NORs. De los cuales existen algunos antecedentes,

=in embargo no todos los pardametros han sido revisados bajo un



o

enf ogue experimental . Par otra parte, diversos datos
experimentales gque se han reportado, no coinciden con  las
experiencias y observaciones que =se han tenido en nuestro

laboratoriao,
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Figura la : Metafase humana normal.

a los cromosomas acrocéentricos.

Las flechas sefalan




13 14 15

GRUPO D

21 22

GRUPO G

Figura 1b. - Carietipo humano parcial, mostrande lo

|

¥

cromosomas acrocéntricos del arupo D C13,14 v 18D vy

grupo G C21 vy 830,




SATELITES (P 13)
TALLOS O NORg (P 12)

BRAZO CORTO (P 11)

Figura lc.- Esquema de un cromosoma acrocéntrice mostrando
las diferentes partes que lo forman Brazos largos (g2 vy
Brazos cotoz (pd. En ellos se pueden identificar diversas
regiones : En los brazos cortos destaca la regidn pericen-—
tromérica Cp 112, los tallos o NORs Cp 182 v los satélites

Cp 13>, (Tomado de Bojdérguez, 19900.
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ANTECEDENTES.

Como se conoce actualmente, tanto el nucléole de células en
interfase, como la regidn organizadora del nucléolo de cromosomss
metafisicos  pueden tefirse especificamente con soluciones de
plata.

Las primeras noticias que se tuvieron sobre 1la elevada
afinidad del nuclécle por 1la plata fueron a principio de este
sigle con Michotte en 1904, Marinesce en 1905 y otros (ditados
en: Schwarzacher et @l , 1978). Posteriormente se siguieron
realizande estudios que requirieron del use basico de la plata,
por ejemplo: Black y Speer en 1988 ¢ Citados en: Schwarzacher et
at , 18783, reportaron bajo condiciones contraoladas, la tincidén
con plata amoniacal de cromatina nucleolar en una gran variedad
de células

Posteriormente Black vy Ansley (1964), diseflaron una técnica
para tefiir con plata amoniacal cromosomas de la glandula saliwval
del diptero Sciara copriphila, presentandose variaciones en la
intensidad de la tincién vy por ello no siempre fué reproducible.
En 1869 Bloom y Buss aplicando la misma técnica en células de
embrién de polle, tuvieron los mismos problemas que Black v
Ansley (1954D,

No es sino hasta 1973 cuando Matsui ¥ Sasaki ebtuvieron una
técnica especifica para 1la regién organizadora del nucléoleo,
dichos cientificos presentaron el método para bandas-N vy sus
resul tados. Poco  después Funaki et al , C1a7583  reportaron

resultados similares. Goodpasture ¥y Bloom ¢1875) intentaron
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reproducir los experimentos de Matsui y Sasaki (19730 y de Funaki
et «l , €1978) pero no obtuvieron resultados satisfactorios,

ocurriende lo mismo en otros laboratorios (Goodpasture vy Bloom

189753, Fse mismo aflo, los mismos investigadores hicieron
modificaciones a la técnica de Howell et al , (18782 y Denton et
al C1L275) obteniends un métode gque les permitid teRir
epecificamente los sitios de ADNr, presentando en ocasiones

problemas de abundante precipitacidén de plata, sin uniformidad de
la tincidn vy desnaturalizacidn de los cromosomas.

En 19768, Bloom vy Goodpasture revisaron de nusvo la técnica
con =21 objeto de scolucionar los problemas gque los provocaba vy
realizaron varios experimentos en donde trataron de controlar
cuidadosamente los pardmetros de temperatura, pH, concentracién
de plata y tiempo de tratamiento; ademids utilizaron solucidn de
plata amoniacal llegando a obtener sus mejores resultados al

utilizar unicamente AgNO. y formalina, es decir, sin agregar la

3
solucidn amoniacal.
Posteriormente Olert et ol ,019780 propusiéron un  nuevo
método de tincidn con plata CAg—II*D, =l cual proporciona una
forma rapida v segura de tefiir selectivamente las NORs . en
comparacidén con otras técnicas tales como: Nitrato de plata y
solucidn amoniacal CAg—As*D y Nitrate de plata muy concentrado
con un pH de 4.9 v 5.2 a a7%¢ CAgﬁI*D. Sin embargo, los autores

encontraron también problemas de precipitacién de la plata en

algunos casos;

*

1o cual probablemente se debe a la tincidn de

proteinas citoplismicas.
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*Ag—AS v Ag-l Tueron designados como nombres para dos variaclones
de la mizma técnica desarrollada por Goodpasture vy Bloom en 1875
y 1875 respectivamente, para la obtencidén de bandas NOR.

Ag—I1 es el nombre de la técnica para bandas NOR implementada por

Qlert et ol en 1979,

Ma=s recientemente Howell v Black 19802, presentaron un
procedimiento que requiere de sdlo 2 minutos para revelar las
NORs y que resuelve en su mavoria los problemas gque producen las
obras técnicas C(precipltacidn de plata causada por un réapido
revelado, tiempo de impregnacién no estandarizado, ete.2. Este
método requiere del uso de solo dos soluciones @ una soluclidn
coloidal ¥ una solucidn de nitrato de plata acuoso, ¥y proporciona
buenos resultados al no presentarse problemas como =1 exceso de
precipitacidn de la plata. Con &l se diferencian muy bien las
NORs del resto del cromosoma y la tincidén se lleva a cabo a
través de toda la preparacidén. Por otro lado ahorra tiempo v
dinero. Lo méas importante fug gque se planted una técnica que
aparentemente resolvia muchos problemas, pero desafortunadamente
solo fué un buen avance que no ofrecid una solucidsn global.

Otra técnica para observar preparaciones al microscopio
electrénico fué utilizada por Daskal et «l , (12802 para btratar
de determinar que proteinas del componente fibrilar en el
nucléole eran las que se impregnaban con plata. Encontraron que
las principales causas de dicha impregnacidén eran las proteinas

dcidas C23 vy Ba23.
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Clavaguera et al , ciaszD utilizaron la técnica de
Goodpasture  y  Bloom C1975) con  algunas modificacionss  para
investigar si la tincidn de las NORs ez exclusiva de proteinas,
reportando grandes alteracionss morfoldégicas de los cromosomas
debidas posiblemente a la técnica.

Lomholt v Tof't. C1287) sefialaron  gue las mdltiples
modificaciones a la técnica de plata en =sclucidn amoniacal
realizadas por Howell et ol ,(19783, Bloom y Goodpasture C1976),
Lau et al , C18738> vy Howell v Black (1978), indicaban solo
intentos por controlar las alteraciones del pH debidas a la
evaporacidn del amonio ¥ para analizar tales alteraciones Lomholt
y Toft <1987, hicieron wvarios experimentos sustituyendo el
amonio por sustancias no volatiles, como son: etanolamina v
etanolamonio; ademas emplearon varios pH.

A pesar de lo anterior, los mecanismos de la tincidn con
plata de las NORs son pobrements entendidos CLomholbt vy Toft,
198723, por lo que en la medida en que s& conozcan mejor, surgiran

técnicas de tincidn més reproducibles v menos problematicas.
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OBJIETI VO.

Analizar experimentalmente los factores C(pH, temperatura,
concentraciédn del nitrate de plata, tiempa de tincidn vy
enve jecimiento  de las laminillasD que  intervienen en la
reproducibilidad v la calidad de la técnica para bandas NOR de

cromosomas de linfocitos humanos cul tivados.



METODOLOGT A.
I. CULTIVO DE LINFOCITOS HUMANOS.
Se abtuvo un minimo de 10 muestras de sangre (3 ml cs/ud, las
cuales se extrajeron con Jjeringas heparinizadas y en condiciones
estériles. Se hicieron cultiwvos de sangre de acuerdo a la técnica

de Arakaki y Sparkes (139630 modificada por Ledn Cazares

1.- En tubos de ensaye marca Pyrex No. 9800 se wvirtid 1 mlL de
medio MacCoy B5A modificado C(Sigms), 0.08 ml de fitchemaglubtininas
CMicrolab), 1 gota cle antibidtico CPenicilina 5000
usnb-Estreptomicina 8 mgs/ml, preparado en NaCl al 0.9%) y 8 gotas
de sangre heparinizada., Se incubaron a 37 e por Y2 h con una
inclinacidn de aproxi madamente 20°.

Z.— Una wvez transcurrido dicho tiempo, se agregaron 23 gotas de
colchicina CSigma? a una concentracidn de 4 pugsnl ¥y se volvieron
a incubar por 1 h a =7°C.

3. - Posteriormente se centrifugd Cen centrifuga clinica IEC
MODELO HN-SIT/MANUAL # IM-2012 por & min. a 1000 rpm y el
sobrenadante que quedd se exbtrajo con pipstas Pasteuwr v =se
elimind hasta dejar 1ml de muestra, a la cual se le agregaron Bml
de una solucién de KGl1 0.075 M a 37°¢C resuspendl éndose el bobdn
celular vy reincubindose a 37°¢ durante 15 min.

40 . —Enseguida se volwvid a centrifugar a 1000 rpm por 8 min para
luego desechar el schrenadante y agregar S mL de fijador Cac.
acébico—metancl 1:3 2, resﬁspendiendo con este el botdn celular v

manteniéndolo por 18 min a temperatura ambiente. Posteriormente
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se centrifugd por un pericodo de 8 min a 1000 rpm para luego
obtener un botén celular blanquecino después de 2 o 3 lavados con
fijador. Finalmente, se deseché el sobrenadante vy con el paquete
celular se hicieron preparaciones mediante la técnica de goteo vy
secado a la flama.

Todas las preparaciones se etiquetaron con el propdsito de
Ilevar un control de las mismas.
II. BANDAS NOE.
Posteriormente se hizo la tincidn de las bandas NOR segun la
técnica de Bloom vy Goodpasture (1976) modificada
SOLUCTION-A: Consiste de 2 g de AgNQg diluidos en 2 mlL de agua
desionizada.

SOLUCIONO B: La formalina se prepard al 3.85% vv diluyende 3.5 mL

de formol ¢37 wbt. % solucidén en aguad) en 96.5 mlL de agua
bidestilada y se ajusto a pH 2.6 con dcido férmico.

SOLUCION-C: De la solucidn—-A se tomd 1 ml v se mezcld con O.20 mL
de la solucidén—-B. Con esta solucidén de trabaje se cubrieron las
preparaciones vy se incubaron a B60°C durante 185 min lavandose

postericormente con agua destilada.

LOS PARAMETROS A PROBAR FUERON LOS SIGUIENTES :

(=]

TEMPERATURA : 37°¢ #1%¢, 80°%¢ +1%c, s0°¢ +1%¢,

CONCENTRACTON DE NITRATC DE PLATA

Concentracidn al 8.9 M (80% prsv) : Como se indica arriba.
Concentracidn al 2.95 M (25% p/vd: lgr de AgNO3 en = mL de agua
desionizada.

Concentracidén al 1.8 M (12.8% p-v): 0.8 g de AgNOS en = ml de

agua desionizada.

o
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pH : 2.88 , 2.8 , 11.7 Ctodos obtenidos a temperatura ambiented.

* El pH 2.658 se eligid de la técnica gque =se realiza en el
laboratorio de genética, =1 de 3.5 de Howell vy Black (19800, vy el
de 11.7 de Lomholt y Taft C1987D.

ENVEJECIMIENTO DE LA PREPARACION

a2 Recién preparadas. b2l dia. ¢l 3 dias. d) B dias. &) 1 mes.

TIEMPC DE INCUBACTOMNCON FLATA: Este se estimd de acuerdo con el

color de la preparacidén,mismo que varid desde dorado-palido hasta

doradao intenso.

ANALTSTIS MICROSCOPICO : Se revisaron un minimo de 12 metafases

para cada una de las laminillas. La forma de clasificar las
impregnaciones fu€ segin su calidad

12 Bandas NOR de busna calidad.

22 Randas NOR de calidad media a mala calidad.

3> Sin bandas NOR.

Finalmente, =se hizo el registro de dates, gque consistié en
determinar el porcentaje de mitosis con dptimas bandas NOR para
cada tratamiento vy se tomaron fotografias de las metafases mas
reprezentativas que se encontraron. Se utilizd un microscopio
compuesto Mikron para buscar las mitosis, y las microfotografias
se tomaron con un microscopio American Optical 110 egquipado con
una camara fotografica v un exposimetro automdtico. Para las
Ltransparencias se emplearon rolles Ektachrome v para las
impresiones fotogriaficas se utilizaron rollos Kodacolor, ambos

marca Kodal.
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RESULTADO=

Se revisd  un total de 2353 metafases para todos los
tratamnientos. Del total de variaciones de la técnica original gue
se planted en la metodol ogia, se presentan resul tados
cuantitativos v cualitativos solamente para 6 tratamientos yva qus
en el resto de las prusbas no se presentaron bandas o no se
pudieron determinar debido a la mala calidad de la impregnacidn.

A continuacidén se presenta una descripcidn de los resul tados
observados en cada tratamiento, los cuales s& resumen en las
takblas I » II.

TRATAMIENTO 1 (pH= =.868, T= sa-62"¢, [AgNOSJ= 5.9 M),

Con este tLratamiento se encontrd un alto grado de precipitado
del nitrato de plata en la mayoria de las preparaciones y ademas
2e presentaron problemas de desnaturalizacidn y sobreimpregnacidn
de los cromosomas. Debhido a esto la apreciacidn de las NORs
disminuyd grandemente (Fig., 2a, tabla I2. En menor proporcidn se

observardén mitosis con buenas bandas NOR v sin precipitado C(Fig.

=

TRATAMIENTO 2 (pH= 2.85, T= 38—600C, [AgN03]= 2. 895 M).

Para este caso se apreciaron bandas de mediana calidad vy, de
manera escasa de buena calidad. Las laminillas tratadas con este
método presentan problemas de precipitado, desnaturalizacidn v
sobrel mpregnacidn al igual cgue en la Fig.2a. BEste dltimo problema
se determina por la coloracidn (café-obscurod gue toman los

cromosomas ¥y gue llega a enmascarar las bandas NOR (Tabkla I1D.



Fig.

-
~a. —

Se muestran cromosomas desnaturalizados pero

se alcanzan a distinguir

las bandas NOR T,

o)



Figura 2b. - Aqui se presentan dos metafases Juntas, Una de
ellas tiene mucho preipitado de plata Y la otra lo tiene en
- menor cantidad, de tal forma que se observan bien las banda

NOR.
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TRATAMIENTO 3 (pH= 2.65, T= 50°C, [AgN031= 2.95 M).

A pesar de gue con este tratamiento se obtuve una gran
cantidad de metafases con bandas de buena calidad, en ocasiones
disminuyd ésta, debido a la gran cantidad de precipitado de plata
y de otras particulas. Ademas, también hay problemas de
sobreimpregnacidn. La desnaturalizacidn fué minima con diche

tratamiento CTabkla ID.

TRATAMIENTO 4 (pH: =. 65, T= BTDC, [AgNCgJ= 2.98 M).

Con este  tratamiento se obtuve una mayor cantidad de
mitosis con bandas de mejor calidad, que con =1 anterior. Tambi@n
se encontrd que la cantidad de precipitado del nitrate de plata
disminuyd wun poco permitiendo una mejor ohbhservacidn de las
metafases presentes. Ademids, la proporcidén de Cromnosomnas
desnaturalizados disminuyd considerablemente. En cuante a la
coloracidn de la impregnacidn, se presentd de buena intensidacd
Camarillo-doradaed para la mayoria de las metafases observadas

CTabla I, Fig. 3D.

TRATAMIENTO B (pH= 2.68, T= 80°¢, [AgNDﬂ]= 5.5 M).

Con esta wvariacidén del método, la regién organizadora del
nucléolo se evidencia muy bien en la mayoria de las metafases, e=
decir, se logran bandas de buena calidad. Pero no se logra una
buena impregnacién de las cromatidas, las cuales quedan muy
claras y en ocasiones no se ven. Esto se soluciond aplicando

adicionalmente una tincidn con Giemsa pH 7 para contrastar el



Fig.

A

Metafase con bandas NOR de buena calidad con ordéma-—

Ltidas de color derado palids, ésta célula no requirida

de tincién adicional con Giemsa T,

e

oy,



resto del cromosona.

Far otro lado, =] precipitado sze= redujo bastante vy el gque se
presentd es mas fino que el encontrado con otros tratamientos. No
hay desnaturalizacidn de cromosomas CTabla I, Fig. 4.

TRATAMIENTO & (pH: 2.88, T= 37°C, [AgNCgJ= 1.5 M).

For medio de este tratamiento no se obbuvieron bandas NOR v
los cromosaomas quedaron de un color muy claro. Las 1dnicas
ventajas gue se observaron son gue no hay precipitado y gque no

hay desnaturalizacidn ni saobreimpregnacidédn CTabla I2.

TRATAMIENTO 7 (pH= 2.65, T= s0°c, [AgNO 1= 1.5 M).

En este caso el principal problema fue el alto grade de
desnaturalizacidn de los cromosomas v la cantidad de precipitado,
ademas de que la calidad de las bandas se presentd de mediana a
mala calidad Cveaze Fig.&D.

Para el resto de los tratamientozs (8-185) no se enlistan
resultados cuantitativos ya gque se presentaron problemas de
abundante precipitacidn al momento de ajustar las soluciones a
los pH planeados. Ademas, las prusbas realizadas con dichas
soluciones, proporcionaron bandas de muy mala calidad como se
observa en la tabla-II. En base a lo anterior se optd por no
preparar un gran numero de laminillas para cada uno de los
tratamientos v asi ahorrar material v tiempo, v solo se trabaja-—-

ron las primeras preparaciones.



Fig. 4.- Se nuestra una metafase con bandas NOR de buena,

calidad con escaszo precipitado de nitrate de plata.




{a)
U= po hubo impregnacion

. X= impreg. muy debil

XX= buena impreagnacion

- XXX= sobre impregnacion

XXXX= wvario

(b
0= no hay precipitado
X= pscaso precipitado
X¥X=mediana cant. de
precipitado.
XAX=abundante oprecipitado

el

(c)
0= no hubo desnt.
X= poco desnt.
XX= muv desnt.
AXXX= vario
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O= Mo hubo impregnacion 0= Mo hay precipitado 1-= Mo hubo desnt.
»= Impreg. muy debil = Escaso precipitado X =“Poco desnt.
X¥X= Buena Impregnacion Xx= Fediana cantidad XX= Muy desnt.

de precipitado.
AXX= Sobre impregnacion A¥X= Abundante FPreci-

pitado.



DI SCUSI ONES.

Todos los rangos que se implementaron para los parametros
utilizados en este trabajo, se fundamentaron en la bibliografia
existente hasta la fecha, ¥y la variacién que se hizo de cada uno
de ellos fué con el fin de encontrar bajo gque condiciones se
obtenian los mejores resultados, Mismas que a continuacién se
discuten para cada tratamiento,

El  tratamiento ntimere uno es similar al utilizado por
Coodpasture y Bloom en 1975, con la diferencia de que no se usd
nitrate de plata amoniacal; pero en ambos casos se obhservéd la
presencia de grandes cantidades de precipitado de plata v un alto
grado de desnaturalizacidén de los cromosomas lo cual no permite
una buena observacidén de las metafases. En cambio, Howell y Rlack
C1880> y Lomholt y Toft C1987) no detectaron este problema va Jue
usaron menor cantidad del nitrato de plata ¢z oS M, Howell vy
Black;1980) o menor temperatura de incubacidén CEiDC, Lomhol t v
Tof't;1987), lo cual difiere de lo utilizado en este trabajo de
tesis y también difiere de lo aplicado por Goodpasture ¥y Bloom
Cl1a7sD.

Lo anterior sugiere, que el combinar diversas temperaturas ¥
concentraciones de AgNOg, pusde proporcionar metafases mas
limpias o con menos precipitado.

Por otro lado, el tratamiento 2 es parecido al aplicado por
Howell y Black en 1980, con la diferencia de que ellos utilizaron
adicionalmente una solucién coloidal ¥y una temperatura de 70°C.

En nuestro caszo, se presenta  de nuesve =] precipitade v la
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sobreimpregnaci dn de los CT omosamnas Cpresentan urn color
café-obhscuro) de tal manera gue guedan enmascaradas las bandas
NOE., Quizis esto se deba al tiempo de incubacidn gue se les did,
pues como se observa en la tabla-I, este fué de 8.2 minutos en
promedio, contra @ minutos que fué el tiempo utilizado por los
investigadores arriba mencionados.

Comparando con los trabajos de Goodpasture y Bloom (1875,
ellos manejaron tiempos cercanos al agui utilizado (10 minutosd
para concentraciones al 5.9 M de AgNOg, encontrandose también con
2]l problema de la sobreimpregnacidén de plata. En cambio Lomhol by
Toft C12872 mencionan gue para reducir este  problema es
recomendable manejar tiempos cortos con temperaturas altas v
tiempos largos con temperaturas bajas €1 min. para 57-60°¢C v 1-2h
para EiDC, respaectivamented.

Con respecto al andlisis del tratamiento ndmerc 3, se observa
que proporciona un buen porcentaje de mitosis con bandas de buena
calidad (41%, TABLA-1D. Pero sigue presenténdose el precipitado
v la sobreimpregnacién, encontrandose hasta un 23.3% de mitosis
con mala calidad debido a estos problemas.

El tiempo de incubacién aqui utilizade es mayor al gue
mencionan algunos auteores en sus reportes (Howell y Black, 19800
el cual varfia de 1 a 2 min. peroc menor que el de otros C(Bloom y
Goodpasture 1975; 1976; Lomholt y Toft, 1987) que es de 10 min y
hasta de 1 h. En cuante a este pardmetro, cabe mencionar gque el
tiempo de incubacidn para todos los casos siempre dependic& de la

rapidez con que se realizdé la impregnacidn, es decir, en el
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momento en gque se veia que la preparacidén tomaba un color café
dorada se retiraba de la estufa y se detenia el reloj. En cuanto
a los paradmetros pH y concentracidén, son similares a los
zefialados por Howell vy Black 19802 pero mayores a los gue
exparimentaron Lomholt y Toft en 1987,

La temperatura utilizada, la cual influye mucho en la
velocidad de reaccidn (Lomholt y Toft, 19871, esta en =1 rango
que utilizaron Bloom y Goodpasture en su técnica modificada de
1976, la cual es de 50°C.

Los problemas presentes en este tratamiento (precipi-tado y
sobreimpregnaciédn? tal vez se deben a dos factores : Primero, el
exceso de precipitade puede provenir de la impregnacidn de
residuos de proteinas distintas a las de las NORs y de residuos
de ADN (Clavaguera et al , 12830, los  cuales aumentan
posiblemente, su afinidad por la solucién de nitrato de plata a
esta Lemperatura c50°y. Segundo, la otra posible explicacidn es
que quizds la sobreimpregnacidén se debié a la propiedad de la
temperatura de acelerar las reacciones y con ello provocd una
excesiva impregnacidn del nitrato de plata.

En el experimento cuatro, que proporciond buenos resultados en
cuanto a cantidad de metafases con buenas bandas, se empled un pH
deide (2.6%) que fué recomendado por Lomholt y Toft en 1887 y
cercano al de Howell v Black (3.685 en 19800, Sin embargo, la
temperatura utilizada en este tratamiento Cque es de 37%¢y es muy
distinta a la gque han usado Lomholt y Toft 18873, Bloom Yy

Goodpasture (189753 y Howell y Black (19802, que es de 21, 60 y



-«

7070 respectivamente, ademds de que la bibliografia no indica que
dicha temperatura se hubiera practicado =39 al guna obra
investigacidn.

Con estos parametros, en nuestro trabajo se redujo
considerablemente la cantidad de precipitado pudiéndose lograr
preparaciones casi limpias, mientras que con el tratamiento de
Goodpasture vy Bloom (1976 el precipitado fug alto; tal
acontecimiento lo detectaron Lomholt y Toft 19872 lo cual los
llevd a disminuir la temperatura. Lo anterior comprueba nustra
hipétesis en el tratamiento tres, acerca de gque la temperatura
actta como acelerador de las reacciones que llevan a la
impregnacidn.

For otra parte, en el tratamiento 4 se empled el 25% psv
C(2.95 M> de nitrato de plata al igual gue Howell y Black (19802,
mientras que Bloom y Goodpasture (19768) utilizaron el BS0% p-v
5.8 M), lo anterior nos representa un ahorro significativo.

Con los parametros particulares del tratamiento 4, se obtuvo
buena calidad de bandas en un tiempo promedio de 13.8 min. (vease
tabla-I2, el rango de tiempo fué de 10-15 min. En tanteo que Bloom
¥ Coodpasture (19768) requieren de 10 min & de 2-5 h incluso
llegaron a utilizar hasta 18 h; por su lado Howell y Black ¢1980D
ocuparon de solo & min ¥y Lomholt vy Teft de 1.5 - 2 h.

Pasando altratamiento B, podemos observar que presenta el
mayor porcentaje de metalfases con bandas NORs de buena calidad
Cveaze Labla-I2. Los resultados obtenidos en esta ocacidn son

similares a los del tratamiento anterior con la diferencia de que
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se logra eliminar, casi en su totalidad, la schreimpregnacidn y
desnaturalizacidn de los cromosomas, v adenids se reduce en gran
medida el precipitado del nitrato de plata.

Pero lo que es mas importante es que se reduce la cantidad de
nitrateo de plata al 12.5% ps/v. Por obro lado se pusdes obserwvar
gque los paranetros de tenperatura vy concentracidn son menores oue
los de Howell y Black (1920) vy mayores gque los de Lomholt v Toflt
C1as87s, zin embargo, los resultados son de buena calidad al
igual gue los reportados por ambos trabajos. Con respecto al
tiempo de incubacidn, con este tratamiento se requiere de tan
solo 11 min en promedio. Para este tratamiento en particular se
requiri® de aplicar la técnica de tincidn con Giemsa a pH 7.0
para contrastar el resto del cromosoma con la regidn organizadora
del nucléolo, vya gque en ocasiones tan solo se lograba observar
las bandas de las MNORs sin saber a gue cromosoma pertenscian.

Con el tratamiento 6, no se obtuvieron bandas NORE v 2]l resto

del cromosoma  quedd de un color muy claro, no lograndose
distinguir en muchas ocasiones. Las tdnicas wventajas que se
observaron fuer on las de no encontrar precipitado ni

desnaturalizacidn o sobreimpregnacidén de los cromosomas. Estos
resul tados posiblemente se deben a la combinacién de una tempera-
tura baja con una concentracién baja del nitrato de plata. Lo
anterior se fundamenta en la bibliografia consultada v en los
resultados de los tratamientos antes analizados en este mismo
trabajo, Cwvease tabla-ID.

Fn 2]l caso del tratamiento 7, =1 principal problema, como se
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comnenta en los resultados, fug el alto grado de desnaturalizacidn

¥y la cantidad de precipitado, ademis de que la calidad de las
bandas gue se presentd fud de mediana a mala. Lo anterior se le
pusde adjudicar a la temperatura tan alta que se aplicd.

FPara el resto de los tratamientos plansados no se tienen
resultados favorables de impregnacidén pues se tuvieron praoblemas
en la preparacidn de las solucionss del nitrato de plata. Los
problemas observados son los siguientes: al momento de ajustar el
pH & las distintas concentraci ones requeridas para los
tratamientos marcados del 8 al 15 (vease metodelogia), se
presentd un alto grado de precipitacidén de la plata, de tal
manera dque al momento de guerer observar en el microscopio las
preparaciones obtenidas, se tenian grandes problemas porque se
enmascaraban practicamente todas las células. Se optd por filtrar
las soluciones pero se sncontré que disminuia grandemente =1
volumen de dicha solucidn y por otro lade no se obtenian buenas
impregnaciones a esos pH usados (2.9 y 11.7). Por lo anterior se
eligid no continuar con dichos ensayos con el fin de ahorrar
tiempo v reactivos.

En este trabajo aunque no era un objetive =l revisar =i de la
calidad del reactivo dependia la calidad de la tincién, se pensd
que ese aspecto seria importante que se explorara. Y lo que se
encontréd es gque de las 4 marcas probadas (Sigma, Reasol,
Mallinckrodt y GFE  ChemicalsD la que mejores resul tados
proporciond fué Sigma y en segundo lugar Mallinckrodt. Esto

coincide con los resultados de Likovsky y Smetana (19812 quienes

fw
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trabajaron nucléolos de células de ratas mediante tinciones de
plata, detectando gque la calidad de sus resultados dependia
principalmente de la calidad del nitrato de plata y del

formal dehido.



CONCLUST ONES.

1.- Para obtener bandas NOR de buena calidad; Con usar
concentraciones al 25% posv (298 M) o 12, 5% psv C1L.5 M) es sufi--

ciente.

Z.~ Un pH dcido de 2.65 es adecuado para obtener buenas bandas
NOR, siempre y cuando se combine con los paramebros establ ecidos
en los tratamientos 4 v 5 de éste trabajo, que consisten en
Tratamliento #4:. pH= 2.88, T= B?GC, {AgNOa]: =.895 M (258% pvd.

Tratamiento #5: pH= 2.88, T= EOOG, [AQNOSJZ 1.8 M (12.8% prvd.

3.~ Una concentracidén déptima de nitratoe de plata vy un pH
adecuado, no son los (nicos elementos para la obtencidn de buenas
bandas NOR. Se requiere conocer también qu& temperatura es la
mejor para realizar la impregnacién sin que haya  problemas
secundarios ¢ sobreimpregnacidén, desnaturalizacidn, ete. 3.

En este trabajo se encontré que una temperatura de B50°¢C es
suficiente y no provoca los prablemnas secundarios arriba

mencionados, produciéndo bandas de buena calidad.

4. - El tiempo de exposicidn a la temperatura de 50°¢ debe de ser
de 11.30 min (en promediod para que la tincidén de las bandas NOR
se realice ¥y no hava problemas de exceso de precipitado, déhil

impregnacidn o desnaturalizacidn de los cromosomas.



5, - Acerca del envejecimiento de las preparaciones,. los mejores

resul tados se produjeron en las reclen elaboradas.

f. - La calidad de los reactivos v la vigencia de los mizmos es de
suma importancia para obtener busnas bandas NORs.

En =ste trabajo se probaron 4 marcas distintas para el AgNO;
REASOL,Mallinckrodt, ©GFS CHEMICALS y SIGMA. Siendo SIGMA vy

Mallinckrodt la gue mejores resultados proporcionaron.
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RECOMENDACT ONES.
1.- Manejar siempre con cuidado el Nitrato de Plata, ya que es un

oxidante muy fuerte y puede causar severas quemaduras, ademis es

VENenoso V¥ corrasivo.

2.~ Con respecto a los reactivos utilizados e=n la técnica, se
debe procurar usar siempre los de mejor calidad, especialmente =1
Nitratoe de Plata. Para determinar dicha calidad, es necesario
consultar el grado de impurezas que viens sefalado en 1a etiqusta

de cada frasco Cusar los reactivos menos impuros).

2. - Es necesario disolver perfectamente el Nitrato de Plata en el
agua desionizada y después filtrar con un dispositive de por
pequefio, O0.25 um, para gque no gqueden cristales que puedan

perturbar posteriormente el analisis microscopico.

4.- De las 4 marcas de AgNOs utilizadas CReasol, Mallinckrodt,
GFZ Chemicals v Sigma), las de mejor resultado fueron Sigma y
Mallinckrodt, debide a que presentan una mayor fineza de grano
que las otras, sobre las preparacidnes se puede decir ademis gque
son bastante estables, pues no precipitaron tan rapido como las

otras a temperatura ambiente.

5. - Los datos referidos como recomendables, por ejsmplo el tiempo
¥ la temperatura deben de considerarse como promedios; por lo gue
cuando se practique la técnica de bandas NOR deberi vigilarse vy

esperar resultados en torno a dichos pronedios,
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