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ABSTRACT

This study aimed to compare two staining methods for detecting nucleolar organizing regions (NOR) of acrocentric
chromosomes in the Cytogenetics Laboratory of INMP (“Instituto Nacional Materno Perinatal”), Lima, Peru. A total
of 60 metaphases with normal karyotypes were analyzed, of which 30 were stained for each method: Kodama e 4/. and
Howell & Black, respectively. The recognition efficiency and staining intensity of these regions were evaluated by each
technique based on the count of NORs Ag (+); Likewise, the staining and integrity of the chromosomes were evaluated
and the differences between these two methods were established. No significant differences were found regarding the
number of stained regions with both techniques; however, in staining intensity and chromosomal quality, the Howell &
Black method was superior. It is concluded that the Howell & Black method generates better results for the cytogenetic
analysis of these regions.
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ABSTRACT

El objetivo de este estudio fue comparar dos métodos de tincién para la deteccidén de regiones organizadoras nucleolares
(NOR) de los cromosomas acrocéntricos en el Laboratorio de Citogenética del INMP (Instituto Nacional Materno
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Perinatal), Lima, Pert. Se analizé un total de 60 metafases con cariotipos normales, de las cuales 30 fueron tenidas para

cada método: Kodama ez a/. y Howell & Black, respectivamente. Se evalué la eficacia de reconocimiento e intensidad de
tincidn de estas regiones por cada método en funcién a la contabilizacién de NORs Ag (+); asimismo se evalud la tincién

e integridad de los cromosomas y se establecié las diferencias entre estos dos métodos. No se encontraron diferencias
significativas en cuanto al ndmero de regiones tefiidas con ambos métodos; sin embargo, en la intensidad de tincién y

calidad cromosdmica el método de Howell & Black fue superior. Se concluye que el método de Howell & Black genera
mejores resultados para el andlisis citogenético de estas regiones.

Palabras claves: citogenética — heteromorfismos — NOR — satélites

INTRODUCCION

Una parte importante del origen de problemas de
fertilidad y abortos espontdneos recurrentes en parejas
estdn relacionadas con la presencia de variantes
heteromérficas halladas en los cromosomas observados en
varias investigaciones (Madon ez a/., 2005; De La Fuente
et al., 2009; Akbas ez al., 2012; Cheng er al., 2017; Dai
etal,, 2018).

Las variantes heteromérficas se relacionan a diferencias
en el tamano de segmentos cromosémicos; por ejemplo,
el incremento o disminucién de la longitud del satélite
en el brazo corto o en la longitud del tallo del brazo
corto en los cromosomas acrocéntricos; asimismo, se han
relacionado una mayor frecuencia de casos de satélites
muy grandes en hombres infértiles y adultos con fallas
reproductivas (Madon ez /., 2005; De La Fuente ez al.,
2009; Akbas e al., 2012; Cheng ez al., 2017; Dai et al.,
2018; McGowan-Jordan ez al., 2020).

Estos heteromorfismos citogenéticos son detectados
comunmente con la técnica de tincién estindar (bandas
G); sin embargo, en muchos estudios publicados
se recomienda la utilizacién de técnicas de tincién
diferenciales como bandas C, NOR, etc. (Madon ez /.,
2005; De la Fuente et al, 2009; Radhakrishnan et 4/,
2010; Akbas ez al., 2012; Dong et al., 2013; Surech ez al.,
2016; Zhu et al., 2019).

La técnica de tincién NOR (regiones organizadoras
nucleolares) permite la deteccién de estas variantes
mediante la visualizacién de manchas oscuras debido a
que estas regiones estdn localizadas en los tallos y satélites
de los cromosomas acrocéntricos, ademds, de que se
utiliza nitrato de plata, la cual tiene alta afinidad por los
genes ribosémicos para la sintesis de ARN ribosomal
presentes en estas regiones (Hernando, 2005). Esta técnica

presenta varios protocolos, pero hay dos en particular que
se utilizaron para cromosomas humanos y tienen una
metodologia manejable, las cuales son de Kodama ez /.
(1980) y Howell & Black (1980). La diferencia entre estas
dos radica en que la segunda utiliza un protector coloidal.

En el Perti no se han registrado estudios acerca de la
implementacién y aplicacién de esta técnica para la
deteccién de estos satélites en pacientes, ademds en
el Laboratorio de Citogenética del INMP (“Instituto
Nacional Materno DPerinatal”), no se aplica esta
metodologia.

El objetivo del presente estudio fue comparar dos métodos
de tincién para la deteccién de NOR de cromosomas
acrocéntricos en el Laboratorio de Citogenética — INMPD,
Lima, Pert.

MATERIALY METODOS

El estudio se realizo en 60 células metafdsicas provenientes
de cultivos de linfocitos de sangre periférica provenientes
de pacientes derivados al Laboratorio de Citogenética
del INMP durante el periodo de setiembre y octubre del
2019 con cariotipo normal. Fueron distribuidas 30 para
cada método de tincién. En cuando a la tincién NOR,
se describe en forma resumida la preparacién de los
diferentes métodos y sus respectivas modificaciones:

Método de Kodama et al. (1976)

Se colocaron ocho gotas de Nitrato de Plata al 50% sobre
laldmina que contentia el preparado cromosémico. Luego,
se incubé en cdmara himeda y oscura en estufa por tres h
a 60°C para posteriormente lavar enérgicamente con agua
destilada y dejar secar a temperatura ambiente.
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Método de Howell & Black (1980)

Se colocaron gotas separadas de la solucién de gelatina
al 2% mds 4cido férmico sobre la limina que contenia
el preparado cromosémico. Luego, se anadié sobre cada
gota de la solucién mencionada, dos gotas de Nitrato
de Plata al 50% para luego homogenizar la mezcla
suavemente con dos cubreobjetos colocdndolos sobre una
placa Petri e incubando en Bafio Maria a 60°C por cinco
min, chequeando hasta conseguir una coloracién dorado
café. Se lavé la ldmina con agua destilada enérgicamente
hasta retirar los cubreobjetos y se dejé secar a temperatura
ambiente.

Para cada método, posteriormente, se coloreo las [dminas
con el protocolo de tincién GTG (Giemsa-Tripsina-
Giemsa) del Laboratorio de Citogenética del INMP.

Para evaluar la presencia de los NOREs, se evaluaron las
metafases al azar, leyendo la ldmina de cada muestra en
zig-zag. Cada metafase se identificé a un aumento de
20X y posteriormente se evalud solo a los cromosomas
acrocéntricos a 100X utilizando los criterios de Sotelo
(1982): para el conteo de los NORs se tomé en cuenta
s6lo la presencia o ausencia a la reaccién a la plata, sin
importar la forma del depésito sobre la regién de los
organizadores nucleolares. Si la positividad a la plata
existi6 en al menos una metafase, se tomé como metafase
Ag (+), contando cada cromosoma acrocéntrico como

unidad. El niimero minimo de NORs Ag (+) por metafase
serfa de uno, y el mdximo posible de 10.

Se wutilizé la prueba de T student en el programa
estadistico R (versién 3.6.0, afio 2019) , con el objetivo
de realizar comparacién de medias y establecer si hay
diferencias significativas en los resultados de los dos
métodos aplicados.

Aspectos éticos: Esta investigacién no requirié de
consentimientos informados debido a que no se utilizd
datos personales que comprometan la confidencialidad
del paciente (ejemplo: nombres, direccién, teléfono, etc),
asimismo no generd ningun riesgo debido a que solo se
limité a analizar las metafases con la tincién implicada.

RESULTADOS

Se analizaron un total de 60 metafases; 30 obtenidas con
el método de coloracién de Kodama e al. y 30 con el
de Howell & Black. Considerando que el ser humano
tiene cinco pares de cromosomas acrocéntricos asociados
a NOR, se visualizaron en total 600 cromosomas
acrocéntricos entre ambas coloraciones. El andlisis
estadistico no mostré diferencias significativas entre
ambas coloraciones respecto al ndmero de NORs
coloreados (p=0,29) (Tabla 1).

Tabla 1. Total de NORs (regiones organizadoras nucleolares) tefiidos en los cromosomas acrocéntricos
por los dos métodos de comparacién (Kodama e a/. y Black & Howell).

Kodama et al. Black & Howell
NORsAg(t) % NORs Ag (-) % NORsAg(+) % NORsAg(-) %
214 36 86 14 227 38 73 12

Nota: 600 cromosomas acrocéntricos equivalen al 100%

La Figura 1 muestra dos placas metafdsicas del mismo
paciente, una de ellas coloreada con tinciéon NOR
mediante el método de Howell & Black seguida de tincién
GTG convencional para andlisis citogenético, mientras
que la segunda placa solo contiene la tincién NOR. En
la Figura 2 se observan también dos placas metafésicas,
una coloreada con tincién NOR mediante el método de
Kodama ez al. seguida de tincién GTG convencional para
andlisis citogenético, mientras que la segunda placa solo
contiene la tincién NOR. En ambos casos, se pueden

visualizar las regiones organizadoras nucleolares mediante
sedimentos de color oscuro sefialadas con flechas.
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Figura 1. Cromosomas humanos tefiidos por el método de Howell & Black. A: tincién NOR mds
tincién GTG y (B) sélo tincién NOR. Las flechas muestran las regiones organizadoras nucleolares
(NOR) tenidas de plata. Aumento de 100X.

Figura 2. Cromosomas humanos tenidos por el método de Kodama ez al. A: tincion NOR mds

tincién GTG y (B) sélo tincién NOR. Las flechas muestran las regiones organizadoras nucleolares
(NOR) tefiidas de plata. Aumento de 100X.

Los cromosomas acrocéntricos pueden ser considerados
como grandes (pertenecientes al grupo D segin el
indice de proporcionalidad centromérica) y pequefos
(pertenecientes al grupo G). En el grupo D se encuentran
tres pares de cromosomas acrocéntricos y en el grupo G
hay dos pares, lo que permite calcular que en el presente
trabajo se visualizaron un total de 360 cromosomas
del grupo D y 240 del grupo G. La Tabla 2 muestra
los resultados del andlisis de coloracién NOR segtin los
métodos de Kodama ez al. y de Black & Howell para
los cromosomas del grupo D y la Tabla 3 muestra los

resultados de coloracién para los cromosomas del grupo
G, observdndose en ambos casos que los valores positivos
y negativos para ambos métodos fueron similares (p =

0,30 a2 0,59).
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Tabla 2. Total de NORs (regiones organizadoras nucleolares) tefiidos en los cromosomas acrocéntricos del grupo
D por los dos métodos de comparacién (Kodama ez a/. y Black & Howell).

Kodama et 4.

NORsAg(+) %  NORsAg() %

NORs Ag (+) %

Black & Howell

NORs Ag (-) %

130 36,1 50 13,9

135 37,5 45 12,5

Nota: 360 cromosomas acrocéntricos equivalen al 100%.

Tabla 3. Total de NORs (regiones organizadoras nucleolares) tefiidos en los cromosomas acrocéntricos del grupo
G por los dos métodos de comparacién (Kodama et al. y Black & Howell).

Kodama et al.

NORs Ag (+) % NORs Ag (-) %

NORs Ag (+) %

Black & Howell

NORs Ag (-) %

84 35 36 15

92 38,3 28 11,7

Nota: 240 cromosomas acrocéntricos equivalen al 100%

La tabla 4 menciona las diferencias encontradas
entre ambos métodos de coloracién, mostrando que,
finalmente, el método de Howell & Black genera mejores

resultados en el aspecto de intensidad de tincién y calidad
morfolégica.

Tabla 4. Diferencias entre los dos métodos utilizados en el presente estudio.

Cardcteristicas Kodama ez a/. Howell & Black

Tiempo Mayor Menor

Calidad cromosémica Menor Mayor

Intensidad Adecuado Adecuado y se puede osbervar més
NORs tenidos

Deteccién de NORs Mayores posibilidades de mala Menores posibilidades de mala

deteccién (manchas inespecificas)

Eficasia con el bandeo GTG

Menor

deteccién  (menores  manchas

inespecificas)

Mayor

Equipo especial No necesita No necesita
Experiencia No se requiere No se requiere
Econémico Si St
DISCUSION empleados no se encontraron diferencias estadisticamente

Es de consideracién importante realizar una adecuada
estandarizacién de técnicas de tincién para el diagndstico
citogenético, mas ain cuando tienen que estar acordes
con las condiciones del laboratorio. Con los dos métodos

significativas en cuanto al porcentaje de coloracién
positiva y negativa. No obstante, se pueden discutir
ciertos aspectos importantes en un protocolo de tincién.
El primero de estos es la intensidad de color de los NORs.
Con ambos métodos se observé una adecuada intensidad
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de tincién, pero en el método de Kodama ez al. se visualizd
una mayor cantidad de manchas inespecificas alrededor y
dentro de los cromosomas.

Factores como la temperatura, tiempo de coloracién y
fijadores empleados son los que principalmente afectan
la estabilidad e intensidad de la impregnacién de plata
(Derenzini & Trere, 1991). Se ha reportado que cuanto
mayor es la temperatura, menor es el tiempo requerido
para una visualizacién selectiva de los NORs (Derenzini
& Trere, 1991) y que un mayor tiempo de exposicién
genera depdsitos de plata de tamafo grande y que se
expanden en todo el niacleo (Derenzini et al., 1992).
Ello explicaria la razén de la mayor cantidad de manchas
observadas en el método de Kodama ez a/. debido a que
se emplearon tres horas de tincién. Por otra parte, en
el protocolo original de Kodama ez al. se empleé una
tela de nylon como cubreobjetos lo cual favorecié una
impregnacién mds uniforme y visible en toda la limina,
evitando asi la reaccién de tincién intensificada en la
heterocromatina centromérica que puede dificultar la
identificacién correcta de los NOREs.

Con respecto a la calidad morfoldgica de los cromosomas,
se obtiene una menor distorsién del cuerpo cromosémico
y una adecuada tincién GTG de los cromosomas con
el método de Howell & Black frente al de Kodama ez
al.. Por tal motivo al utilizar un protector coloidal y un
agente reductor como el dcido férmico en el método de
Howell & Black, se evita una mayor precipitacién de la
plata sobre el portaobjetos y se puede obtener una mejor
impregnacion del bandeo GTG, lo que contradice lo
mencionado por Bloom & Goodpasture (1976) quienes
usaron nitrato de plata sin coloide y obtuvieron resultados
Sptimos tanto en la tincién de NOR y GTG.

No se puede aseverar entre este trabajo un ndmero
constante de NORs dentro de cada individuo debido
a que solo se estudié un nimero limitado de pacientes.
Sin embargo, ya se tiene evidencia que los patrones de
tincién NORs-Ag, tanto en tamafio como distribucién,
son variables de un individuo a otro, pero que dentro
de cada persona son caracteristicos y constantes (Varley,
1977; van Sluis ez al., 2019).

Sibien en el Perti existen estudios citogenéticos realizados
a madres con antecedentes de abortos espontdneos
recurrentes, actualmente no se cuenta con un estudio
similar en parejas. Esto permite generar futuras
investigaciones mds detalladas sobre los heteromdrfismos
cromosémicos y demostrar si estos variaciones presentan
una asociacién frente a estos episodios abortivos en

nuestra poblacién, lo cual reafirmaria el uso beneficioso
de este tipo de tincién con un menor costo de inversién.

Con ambos métodos se obtienen resultados similares,
pero con el método Howell y Black se obtiene un
mejor reconocimiento de las regiones NOR con mayor
integridad y tincién de los cromosomas, ademds de
requerir menor tiempo de revelacién, aspecto muy
importante en el drea de citogenética.
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