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El intercambio de cromatides hermanas (ICH), consiste en la
obtencién de cromosomas con cromdtides quimicamente dife-
rentes mediante la incorporacién in vitro de una base andloga
a la timidina, la bromodeoxi-uridina (BrdU) y representa el
intercambio de los productos de la replicacién del ADN en
loci cromosémicos homologos.

A pesar de que el mecanismo de formacién del ICH no se
ha dilucidado, este fenémeno ofrece una oportunidad parti-
cular para tratar de entender la compleja interrelacién estruc-
tura-funcion de los cromosomas de organismos superiores.

Con el empleo de la BrdU (Zakharov y Egolina, 1972), el
fluorocromo 33258 Hoechst (Latt, 1973) y el colorante de
Giemsa (Korenberg y Freedlender, 1974; Perry y Wolff 1974),
se ha logrado la visualizacién clara del intercambio entre cro-
matides hermanas, el cual sélo habia podido estudiarse me-
diante la técnica de autorradiografia, utilizando timidina mar-
cada con tritio (Taylor, 1958).

El analisis de los ICH ha resultado de notable utilidad en
la valoracion del efecto que numerosos agentes clastogénicos
tienen sobre la estructura cromosomica (Kato, 1974; Bradley,
Hsu y Harris, 1979; Nakanishi y Schneider, 1979) y en el
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diagnéstico y caracterizacién de algunos padecimientos here-
ditarios. Asi por ejempio, en el Sindrome de Bloom, entidad
en la que existe fragilidad cromosémica y -predisposicion al
desarrollo de neoplasias y que se transmite con un patron de
herencia autosémico recesivo, se ha encontrado elevada fre-
cuencia de ICH (Chaganti et al, 1974).

A pesar de que la frecuencia del intercambio no presenta
grandes fluctuaciones en los individuos considerados normales
de la poblacién general (Morgan y Crossen, 1977; Carrano,
et al, 1980), se desconoce, sin embargo cudl es el componente
genético de esta importante manifestaciéon del comportamien-
to cromosémico en las células somaticas.

El presente trabajo tiene como objetivo estudiar el compo-
nente genético del intercambio de cromadtides hermanas me-
diante la comparacién delas frecuencias encontradas en geme-
los monocigbticos y en gemelos dicigoticos.

Material y métodos

La muestra estuvo constituida por 26 pares de gemelos de
los cuales 16 pares fueron gemelos monocigbticos (6 pares
varones y 9 mujeres) y 11 pares fueron gemelos dicigéticos (6
pares varones, 3 mujeres y 2 pares varén-mujer). El rango de
edad vari6 entre 4 y 17 afios.

El criterio de cigocidad se basé en el estudio de marcadores
genéticos tales como los grupos sanguineos (ABO, Rh, MN, S,
P, Duffy, Kidd, Kell, Diego, Lutheran, Lewis) y determinacio-
nes enzimdticas (fosfatasa dcida eritrocitica y haptoglobina)
con lo cual el grado de certeza de la discriminacién es de 99
por ciento.

Ninguno de los gemelos incluidos habia recibido transfusio-
nes o habian estado expuestos a la accién de agentes mutagé-
nicos por lo menos en los seis meses anteriores a su inclusiéon
en el estudio.

A cada individuo se le tom6 una muestra de 7 ml de san-
gre periférica. Se realizé cultivo de linfocitos segin la técnica
de Moorhead y Cols. (Moorhead, et al, 1960) con las modifi-
caciones establecidas en la Unidad de Investigacién Clinica en
Genética Humana I.M.S.S. A las 24 horas de la siembra se
agreg6 BrdU (3 g/ml), los cultivos crecieron en la obscuridad.
Las laminillas fueron tefiidas en soluciones 33258 Hoechst
(0.5 g/ml) durante 60 minutos y se colocaron posteriormente
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en solucién buffer pH 8, a 40°C a la luz solar durante 60 mi-
nutos. Finalmente se tifieron con solucién Giemsa pH 6.8 al
5% . La frecuencia de ICH se analizé en metafases obtenidas a
las 72 horas de la siembra.

La comparacién estadistica de los resultados se realizo me-
diante la prueba U de Mann-Whitney.

Resultados y discusion

El promedio de ICH por metafase en gemelos monocigoti-
cos y dicigbticos, aparece en el cuadro 1y las diferencias in-
trapar en los dos grupos se muestran en el cuadro 2 (fig. 1).
Puede apreciarse que a pesar de que la concordancia es mayor
en los monocigdticos que en los dicigdticos, las diferencias sin
embargo no son estadisticamente significativas. Por otra parte,
el promedio de ICH por metafase en los varones de la muestra,
fue de 3.53 y el de las mujeres fue de 3.23, no siendo la dife-
rencia significativa.

Con la metodologia empleada, al cultivar las células en pre-
sencia de BrdU, durante el primer ciclo celular, cada filamen-
to de la doble espiral del ADN sintetiza su filamento comple-
mentario utilizando esta base andloga. Durante la primera mi-
tosis, las crométides hermanas del cromosoma metafasico no
se distinguen entre si, ya que tienen la msma composicién qui-
mica. Sin embargo, si se deja proseguir el cultivo por un segun-
do ciclo celular, y por tanto se permite una segunda sintesis
del ADN, una de las cromatides resultantes serd “hibrida”, al
igual que las obtenidas después del primer ciclo celular mien-
tras que la otra tiene ambas cadenas del ADN con BrdU en
lugar de timina.

En este momento, segunda metafase in vitro, las cromati-
des hermanas del cromosoma son quimicamente diferentes,
lo que puede ponerse de manifiesto porla tincion diferencial
que dan ambas cromatides. Cuando se colorean con el fluoro-
cromo 33258, los cromosomas asi tefiidos muestran una
crométide con intensa fluorescencia, que es la que solo posee
un filamento reemplazado con BrdU, y otra en la cual la fluo-
rescencia es mas palida ya que haincorporado BrdU en ambos
filamentos. Cuando se colorea con Giemsa la primera croma-
tide apareceré tefiida en obscuroy la segunda en claro (fig. 2).
De esta manera los segmentos que han sido intercambiados
entre las dos cromatides pueden apreciarse claramente.
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Fig. 1: Frecuencia de intercambio de cromdtides hermanas en gemelos
monocigéticos y dicigéticos.
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Fig. 2: Metafase en la que se ilustran los intercambios entre cromdtides
hermanas.

Los resultados revelan una mayor concordancia de los inter-
cambios en los gemelos monocigbticos. Sin embargo, el hecho
de que no exista en estos valores significancia estadistica,
puede sugerir que el componente genético no influencie de
manera notable la frecuencia del fenémeno, aunque quizas
debiera aumentarse el tamafio de la muestra para hacer con-
clusiones mas valederas.

Por otra parte, al comparar los resultados obtenidos segiin
el sexo de los gemelos, se observo una frecuencia muy similar
en hombres y en mujeres, lo cual corrobora algunos recientes
estudios realizados fuera del pais (D’ Arce, 1981).

Reviste importancia el poder precisar el componente gené-
tico del fenémeno de ICH ya que asi se podra valorar en for-
ma mas precisa el efecto que los agentes clastogénicos, cuya
frecuencia aumenta dia con dia, tienen sobre la estructura de
los cromosomas humanos.
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CUADRO 1

PROMEDIOC DE ICH EN GEMELOS MONOCIGOTICOS
Y DICIGOTICOS

Gemelos monocigéticos Gemelos dicigoticos
5.87 5.23
4.7 5.17
5.5 6.94
5.13 5.94
2.0 3.8
2.9 7.2
2.52 3.6
1.77 5.0
2.35 3.0
2.6 3.38
1.73 1.14
2.66 1.8
2.16 3.0
1.25 4,18
2.0° 3.46
2.16 4,14
1.0 2,75
2.16 3.65
3.0 3.66
3.25 3.56
1.8 2,33
2.5 5,25
3.77
2.5
3.18
3.15
4.33
3.2
3.0
5.65

z=1,89 p < 0.08
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CUADRO 2

DIFERENCIAS INTRAPAR ENTRE GEMELOS MONOCIGOTICOS
Y DICIGOTICOS

Gemelos monocigoticos Gemelos dicigoticos
147 0.06
0.37 1.0
0.9 3.4
0.75 0.6
0.25 0.38
0.93 0.66
0.91 1.18
0.16 0.68
1.16 0.9
0.25 0.1
0.7 2.92
1.27
0.03
1.13
2.65

z=0 p< 0.5
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