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RESUMEN.

Se estudié la duracién del ciclo celular en linfocitos
de individuos normales y de individuos con alteraciones cro-
mosémicas: trisomfa 21 (sindrome de Down), monosomia 5p
(sindrome de cri-du-chat), trisomia de sexocromosomas (sfn-
drome de Klinefelter) y monosomfa X (sindrome de Turner).
Se utiliz6 el método de incorporaci6édn de bromodesoxiuridina
en cultivo de linfocitos de sangre periférica. Las cose -
chas celulares se hicieron cada 6 horas durante el interva-
lo comprendido entre las 36 y las 78 horas de cultivo. Se
analizaron 100 metafases por cada tiempo de cosecha, se gra
fic6 el porcentaje de células en primero, segundo y tercero
0 subsecuentes ciclos de replicacién y se obtuvo el tiempo
de generaci6bn para cada individuo.

Los resultados muestran que el promedio de duracibn del
ciclo celular para individuos normales es de 13.6 hs, para
sindrome de Down, de 13.6 hs, para sindrome de cri-du-chat,
de 14.8 hs, para sindrome de Klinefelter, de 13.4 hs y para
sindrome de Turner, de 10.2 hs. Este Gltimo grupo de pa-
cientes mostr6 un tiempo de generacibén reducido en un 20%
con respecto al resto de los individuos.

De acuerdo con estos resultados, es posible que la au-
sencia del segundo cromosoma sexual, sea X o Y, ambos alta-
mente heterocromdticos, juegue un papel importante en la du
racién del ciclo celular.



1. CICLO CELULAR.

1. Definricién.

La continuidad y propagaci6n de todas las especies de
organismos, dependen directamente de su reproduccién celular.
A nivel de organismos unicelulares, cada ciclo de reproduc-
ci6n incrementa la poblacién en un miembro y entre los orga-
nismos multicelulares, asegura la continuidad de las céiulas
germinales y provee las nuevas células somdticas que se re-
quieren para construir y mantener un individuo. Se caleu-
la que para mantener las poblaciones celulares renovables en
un humano adulto, se lievan a cabo alrededor de 20 x 106 di-
visiones bor segundo. La tasa de reproduccibén celular es
diferente y depende del tipo de tejido, pero en cada uno de
ellos, ta formacién de nuevas células tiene un balance exac-
to en relacibn a las células perdidas. El desequilibrio en-
tre estos dos parémetros puede traer como consecuencia la
formacibn de neoplasias (1).

Es notable la precisi6én con la que se reguls tanto la
cantidad como las caracterfsticas cualitativas de las célu-
las de nueva formacibn, ya que deben estar estructural y biog
quimicamente capacitadas para desarrollar las funciones pro-
pias de cada poblacibn celular.

El proceso de la formaci6bn de nuevas células, depende
del paso de cada una de ellas a través de tres procesos:
Crecimiento, replicaci6én del ADN y division celular, los cua
les integran lo que comunmente se define como ciclo celular
{CC). Podemos considerar al CC como una secuencia ordenada
de procesos, unidos no necesariamente en un sentido estricto
de relacién causa-efecto, pero con una Secuencia mutuamente
dependiente, que llevan a una célula a dividirse y dar lugar
a dos células hijas. Estos procesos pueden ser distingui-
bles estructural y/o bioquimicamente en fases de actividad
reconocidas como fases del CC (2).



FIGURA 1

€CICLO CELULAR

Debido & 7ue ec variable la duracién en horas del ci-
clo celular en los diferentes tipos de células, se re
presenta en porcentajes la duracibn de las diferentes
fases.
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Las fases del CC fueron propuestas originalmente por
Howard y Pelc en 1953 (1), y tomaron €n cuenta dos eventos ce-
lulares fécilmente reconocibles en las células ciclicas: la
mitosis y la replicacion del ADN. Estos autores considera-
ron que un ciclo comienza cuando una célula sale de mitosis
y termina con la siguiente division, asf al tiempo entre la
division celular y el comienzo de la sintesis de ADN se le
1lamé Gt (del inglés Gap). Al perfodo de replicaci6n del
ADN se llam6 fase S (de Sintesis), al lapso comprendido en-
tre la sfntesis de ADN y la mitosis subsecuente se le denomi
n6 G2 y por Gltimo al periodo de divisibébn celular fase M 6 D
(por Mitosis o Divisi6n)

Los perfodos G, S y G2 son estadios de contfnuo creci-
miento celular y comprenden la llamada interfase.{(Figura 1)

2. Ciclo celular y estirpes celulares.
Los diversos tejidos de un organismo animal se «clasifi-
can en general en tres categorfas, de acuerdo a su capacidad
proliferativa:

a) Tejidos no renovables. Compuestos por células no cf-
clicas y no reemplazables, como las de la linea germi-
nal femenina, del sistema nervioso central y de muscu-
lo estriado.

b) Tejidos con capacidad de renovacién condicional. Com-
puestos por células no clclicas, pero con capacidad re
generativa, como hfgado, rifi6n, tejido conectivo y al-
gunos epitelios glandulares.

c¢) Tejidos continuamente renovables. Compuestos por una

gran cantidad de células cfclicas y que constantemente
reemplazan su poblaci6n, como tejido hematopoyético,
epitelios de superficie, linea germinal masculina.

En cuanto a las células que componen los 2 Gltimos tipes




de tejidos, podriamos distinguir dos clases de poblaciones:
- Poblacib6n de células madre, las cuales son capaces de
sgstener su propio nimero (automantenimiento), asf co
mo de producir todas las lineas celulares requeridas
por el tejido,

- Poblaci6n de células en trénsito.
Son células que provienen de las células madre y que
continuamente se estdn moviendo hacia un estado de di
ferenciacién y proliferacién, por lo cual pierden pluy
ripotencialidad con las divisiones celulares y por lo
tanto no poseen capacidad de automantenimiento y even
tualmente llegarén a ser células no ciclicas. (3)

De esta clasificacion de poblaciones celulares, se des-
prende una pregunta obligatoria: éComo puede una céldla ma-
dre hacer divisiones celulares que por una parte provean nue
vas células madre y por otra provean a la poblaci6n de célu-
las en trdnsito? Para contestarla, se propone que existen
dos tipos de CC; Simétricos y asimétricos.

Los ciclos simétricos se caracterizan por dar como re-
sultado dos células hijas ldénticas a la parental y que po-
drian mas tarde diferenciarse hacia c€lulas en trénsito o
bien quedar como células madre.

o <I~EHEI

Los ciclos asimétricos darfan como resultado que las
dos células hijas fueran diferentes; una para automanteni-
miento y otra para células en trénsito.

=<

S;Céluf&s Madre - D=Células en trinsito M=Células en proliferacién
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No se sabe como se lleva a cabo e] proceso, pero un dato
al respecto que parece tener importancia es que durante la
Sintesis del ADN, las histonas se distribuyen en las cadenas
hijas del ADN de forma conservativa, (4) de manera que las his
tonas parentales se disponen sobre la hebra de sintesis con-
tinua, lo cual podrfa cambiar la disposibilidad de transcrip-
cibn de los genes entre una y otra de las células hijas. (5)

Se propone también que existen genes que controlan el au-
tomantenimiento y podrfan al menos en parte corresponder a pro
to-oncogenes tales como src y myc. (4)

3. Duraci6n del ciclo celular.

La duracidén promedio del CC varfa de un tipo celular a
otro y aln dentro de una poblacién homogénea, las células indi
viduales pueden tener tiempos de generaci6n diferentes. Tradi
cionalmente, se decfa que un CC se realizaba en aproximadamen-
te 20 hs (6) y si se generaliza, se observa que la fase de mi-
tosis dura aproximadamente una hora, G2 varfa de 2 a 4 hs, la
fase S de 7 a 8 hs y por Gltimo, la fase G,, que es la mis va-
riable, puede ser extremadamente larga 6 practicamente no exis
tir (células embrionarias 6 linea V79-8) (7).

4. Fases del Ciclo Celular.
a) Fase 64.
Esta es la fase mds variable en tiempo del CC, se -
puede proponer una duracién de 1 a 9 hs y en prome-
dio, de 8 hs (1).

Es durante este perfodo, cuando se lleva a cabo una
gran parte del crecimiento celular. La actividad

de los 3 tipos de ARN polimerasa aumentan, asf como
la cantidad de ribosomas dando como consecuencia un




incremento en la cantidad de ARN y protefnas.

Es muy diffcil detectar las protefnas especificas
que se forman en cualquier fase del ciclo celular,
sin embargo con el advenimiento de las técnicas de
anticuerpos monoclonales, se han podido encontrar
proteinas fase-especificas y aln ordenarlas de mane
ra temporal: (7,8,9,10,11,12)

Calmodulina . . . . . . . . ... G1 temprana
Proto-oncogen ¢c-myc . . . . . . . 61 temprana
Ornitina descarboxilasa . . ., . . G, media
P53 4 v e s e e e e e G1 media
Proto-Oncogene C-Ha-ras . . . . . G1 media
Actinaﬂ.............G1tardia
Timidina cinasa . . . . . . . . . G, tardia
Histona H3 . . . . . . . . . . . G1 tardia

Muy probablemente esta modulacitn de la expresitn
génica ciclo-dependiente se correlacione con una se
rie de eventos que ocurren a través de la fase 6yt

Se sabe que el paso de iones a traves de la membrana
durante la fase G' se torna muy activo, sobre todo
en lo que se refiere a cationes del tipo k¥, Nat, Mg
y ¢a**, probablemente el incremento de la calmoduli-
na esté regulando de manera especifica la concentra-
cion de Ca** en 12 célula Yy esto es un paso esen-
cial para la continuidad de: .iclo, ;ucst0O que se
usa una droga anticalmodulina, la célula retrasa su
entrada a la fase S.

++

Casi invariablemente 13 entradaa lafase G1 se acom-
pafia con cambios a nivel de superficie celular muy
probablemente involucrados en el transporte de fones
y nutrientes. Es diffcil cuantificar los cambios a
nivel bioguimico, sin embargo se hq detgctado un in-



cremento en la cantidad de colesterol, asf como la
aparicién de protefnas de membrana como la protefl-
na p-2%, producto del proto- oncogen c-Ha-ras, la
cual podrfa actuar como un transductor de sefales
que afectan la proliferaci6n celular. (7,9)

En cuanto al crecimiento que en general se observa

en las células en G,, se ha encontrado que la enzi-
ma ornitina descarboxilasa y sus productos, las poli
aminas estan involucradas en la regulacifn de la -
transcripcién, via la fosforilaci6n de una protefna
no histona. Esta protefna se fosforila por una pro-
tefn-cinasa dependiente de poliaminas, de manera que
la inhibicién de la ornitina descarboxilasa bloquea
la proliferacién celular.

La fosforilacién de protefnas en general es un even-
to importante en G1. de hecho algunos factores de
crecimiento y la insulina son responsables de la fos
forilaci6n de tirosina en protefnas cuya funci6bn co-
rrelaciona con el crecimiento celular,

En G1, podemos decir que existen eventos nucleares
(61n) y citoplasméticos (G1c), de manera que el ci-
clo cromosémico comprende 5,62. My Gin, los cuales
proceden en estricto orden de sucesi6n, su duracién
es muy constante y es independiente de los regulado-
res del crecimiento intra y extracelulares.

En cuanto a GIc, su duracién puede también ser cons
tante, pero el punto de iniciaci6én puede variar en
cada ciclo, y depende de dos condiciones contra-
dictorias:

- Formaci6n intracelular de un inhibidor del

crecimiento (GI}.
- Disponibilidad de los factores de crecimiento



extracelulares (GF).

Este es el punto de restriccién en Gic, de manera
que si la célula no lo libra, se produciré una de-
tencibn del ciclo, pero si lo hace, la célula pro-
gresard hacia la fase S y el resto del CC.

Se propone que el imhibidor GI impide las reaccio-
nes de Gic, su formaci6n no depende de GF, pero su
cafda y el comienzo de la preparacibn para la fase
S, ocurre s6lo en presencia de GF. GF consta de
dos partes: GF de competencia y GF de progresion,
Los primeros actlan con receptores de superficie,
y bajan la concentraci6n del inhibidor GI, prerre-
quisito necesario para el inicio de las reacciones
de G,.

Los segundos se requieren para hacer a la célula
competente para atravesar varios pasos del perfodo
replicativo. De esta manera, de acuerdo al esta-
do del ciclo en que GF lleguen a la concentracién
umbral, se iniciard G1c y por lo tanto, se podrén
explicar las diferencias en la duraci6n de Gy. (13)
(Figura 2).

RN




FIGURA 2

CORRELACION ENTRE FACTORES REGULADORES DE
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-~ b)-Fase S;

las células de mam{fero contienen un ADN con apro-
ximadamente 109 pares de bases,distribufdo en di-
ferentes pares cromosémico (23 en la especie hu-
mana). Esta gran cantidad de ADN hace muy comple-
ja la fase § en la cual se lleva a cabo la replica
cién del genoma, que ademds incluye el ensamblaje
de proteinas histonas y no histonas con el ADN.

La replicacién en estos organismos se lleva a cabo
por medio de un gran ndmero de unidades de replica-
cion o replicones (entre 1000 a30000 por genoma
haploide humano). Cada replicon tiene un cen-
tro de origen desde el cual las horquillas de cre-
cimiento se extienden en ambas direcciones hasta
que se unen. La iniciacibn de la 'sintesis es se-
cuencia-especifica y requiere de un oligoribonucleb
tido iniciador al cuval se le agregan los desoxiribs
nucle6tidos a una velocidad de 0.5 a %pm/min".

El tamado de cada replic6n es de 7 a 100pm, de ma-
nera que en unos cuantos minutos se termina de sin-
tetizar el ADN de cada replic6n. Si todos los re-
plicones iniciaran la duplicaci6n al mismo tiempo,
la fase S durarfa apenas 20 minutos, lo cual no con
cuerda con la duraci6n promedio de fase S que es de
8 horas.

Se sabe que no todos los replicones inictan la
sintesis al mismo tiempo, sino que grupos de ellos
supuestamente responden a una seflal comln para
infciarla simultineamente, pero & diferentes tiem-
pos dentro de la fase S. \

Este orden temporal de replicacibn existe dentro de
los diferentes segmentos de un solo cromosoma y se
conserva a través de las divisiones sucesivas.
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Los patrones de replicacion secuencial correlacio-
nan con el contenido de bases, de manera que las
regiones eucromaticas ricas en G-C replican duran-
te § temprana y aquellas heterocrom&ticas ricas en
AT lo hacen durante S-tardfa.

Debe notarse ademds, que la heterocromatina faculta
tiva representada por el segundo cromosoma X de las
hembras de mamiferos, se replica en la Gltima parte
de la fase S y en este caso no existe correlaci6n a
nivel de secuencia de hases y no sigue el mismo
patrén en cé&lulas embrionarias que en células adul-
tas.

No se sabe como se regula el patrén de replicacién
secuencial, pero existen datos que apoyan que la
metilacién del ADN puede jugar un papel importante.

En Io que se refiere a la sintesis de protefnas es-
pecfficas de fase S, la mayor parte de ellas estdn
relacionadas con la replicaci6én del ADN y en general
todas incrementan su actividad en el limite G1/S y
son las siguientes:

Enzimas de Replicacibn:

Timidina cinasa

Timidilato cinasa
Ribonucle6tido reductasa
Dihidrofolato reductasa
Desoxitimidilato sintetasa

ADN polimerasa

Timidilato Sintetasa
Topoisomerasa dependiente de ATP

Otras protefnas:

06 metil transferasa
ADP ribosil transferasa



c

~—

variantes H1.3, H1.4 y H1.5
HZA' HZB‘ H3 y H4
Receptor para transferrina

De todas las proteinas que se sintetizan en la fase 3,

la mayor parte corresponden a enzimas de replica-
cién e histonas (7,14,15,16,17). Ademds de esta
sintesis especffica, existe también una fosforila-
cién fase S-especf{fica que se realiza primordial-
mente sobre Histonas.

Es fécil entender entonces, que la inhibici6n de

la sintesis de protefnas inhibe el trénsito de la fase

S, ya que no se forma la maquinaria bioquimica nece
saria para la replicacion y sumado a esto, se sabe
que el progreso a través del CC se acompafia siempre
de una aparicién sucesiva de receptores de su-
perficie para los diferentes factores de crecimien-
to.

Fase G2'

Esta fase representa el tiempo que la célula requie
re para sintetizar los elementos necesarios para la
condensacién cromosémica y la construccién del apa-
rato mitético.

De los resultados de experimentos de inhibicién de
sintesis de protefnas y ARN, se deduce que existe
una dependencia de sfntesis tanto de protefnas como
de ARN para el inicio y el progreso a traves de la
fase Gy. Si la inhibici6n de ARN se lleva a cabo
alin faltando 10 minutos para iniciar fase M, la cé-
lula queda bloqueada en GZ' Esta especificidad de
requerimientos no incluye ARN ribosomal. (1,7)

Se sabe poco acerca de las proteinas especificas
que se sintetizan en fase Gz, sin embargo existe
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evidencia de la sfintesis de dos antfgenos detecta-
dos por anticuerpos monoclonales: HBJ127 y HBJIS,
los cuales aparecen en linfocitos activados y

son necesarios para el progreso de G2 a M. (12,18)

Por técnicas electroforéticas también se han encon-
trado varjas protefnas no caracterizadas adn, pero
que se sintetizan principalmente durante la fase 62 y
probablemente estén involucradas en la condensacién
cromosémica o con la aparici6bn del tuso mitético (1)

Por Giltimo, cabe hacer notar que el progreso de fa-
se S hacia M no es automdtico. Parece existir un
seqgundo punto de restriccién en fase Gz. lo cual se
infiere por el hecho de que existen células que en-
tran a fase M muy poco tiempo después de un estimulo
apropiado y también porque existen cé&lulas no cicli-
cas que tienen una cantidad de ADN correspondiente a
Gy.

Fase M 6 D.

En esta fase, la sfntesis de protefoas y de ARN esté
muy disminufda, solo continGan traducieéndose prote-
inas cromosémicas no histonas y en relacién al ARN,
la inhibiciébn de la transcripcibn afecta ARN riboso-
mal,mensajero y de transferencia, sin embargo la can
tidad de las 3 polimerasas es igual a la detectada
en interfase, por lo cual el bloqueo de la transcrip
cibn parece estar a nivel de cromatina, la cual dis-
minuye considerablemente su actividad como patrén y
de hecho solo se sintetizan dos ARN: 4S5 y 5S.

La sintesis de protefnas no disminuye por falta de
ARN, sino aparentemente porque existe una inhibicién
a nivel de iniciaci6n de la traducci6bn, de tal mane-
ra que los ribosomas no pueden unirse al ARN,
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Finalmente, durante la mitosis la protefna H3 se
fosforila asf como la H1 en los residuos serina y
treonina en la porcién amino terminal, muy proba-
blemente para llevar a cabo la condensacifn cromo-
somica (7).

Fase Go.

El problema de si las células no ciclicas estén en
un estado fisiolGgico Gnico, cuantitativamente dife
rente de cualquier fase del ciclo celular permane-
ce atn como sujeto de controversia.

Se propone que una célula no cfclica, puede estar en
fase G1 muy prolongada. Esta controversia debe rg
solverse con estudios de cinét{ca celular, ademds

del estudio cuidadoso de los eventos bioquimicos que

ocurren en el CC yben las células no cl{clicas, de

manera que pueda obtenerse una respuesta concluyen
te. (13)

Hay considerable evidencia experimental que indica
que el estado Go existe como un perfodo no re-
plicacional y fuera del CC.

1 - Cuando las cé&lulas en Go se estimulan para lle-
var a cabo la replicacifn, la fase prerreplica
tiva es considerablemente mayor que la duracién
de G, en las mismas células, lo cual indica que
las células no ciclicas deben reorganizar su ac
tividad fisiol6gica para Ingresar al ciclo celu
lar.

2 - Los patrones electroforéticos de protefnas no
histénicas son muy diferentes en células de la
misma estirpe en Go y G1. por lo que debemos
considerar que existe una expresién génica di-
ferente en ambas fases.

3 - Existe una protefna llamada p53, muy parecida
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al antfgeno T de células transformadas con vi-
rus SV40 que se expresa en fase G1 Yy que es re-
quisito indispendable para que las células aban
dopen Go, pero no es necesaria para atravesar por
G,.

4.- Ciertas variantes de protefnas histénicas se
sintetizan en Go pero no en G1 y otras tienen
patrones de expresién inversa. {16)

5.- El namero de sitios sensibles a nucleasa S1 en
el ADN purificado es 0 en Goy2 a 43/105 pares
de bases en cé&lulas en G,.

6.- Existen células no ciclicas que fueron bloquea-
das no en G1 sino en 62 antes de ingresar a fa-
se Go.

Basados en las evidencias antes mencionadas, se con
cluye que el perfodo Go existe como una parte del -
ciclo de vida de las células eucariontes y es cua}i
tativa y cuantitativamente diferente de cualquier
fase del ciclo celular (1,7,16).

5. Métodos para el estudio del ciclo celular.

E! campo de estudio de la cinética celular depende de la
disponibilidad de técnicas que revelen las caracteristicas
proliferativas de poblaciones celulares normales y anormales.
La primera publicaci6n que contribuy6 con un método confiable
para estudiar la dindmica del ciclo celular apareci6 en 1953,
en ella Howard y Pelc describieron la técnica del fndice de
mitosis marcadas, con la cual pudieron obtener la duraci6n to-
tal del ciclo celular y se estableclieron las fases de éste co
mo las conocemos hasta la actualidad. A partir de este traba
jo pionero, los métodos para el estudio en la reproducci6n cely
lar ha evolucionado considerablemente, debido a los avances mg
todolégicos en las 4reas de la citologfa, la bioquimica yla fi
sicoqufmica (19,20).
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a) Indice de mitosis marcadas.

En este método, una poblaci6n que prolifera asin-
crénicamente se trata de un pulso corto de 3
timidina o bien con 32P. Las muestras se prepa-
ran para examen al microscopio a intervalos regula
res después del pulso y se determina por auto-
rradiografia el porcentaje de mitosis radiocactf
vas. De esta manera, se observa el movimiento
del bloque de células marcadas en fase § duran
te el pulso, conforme van pasando a traves de un
punto fijo del ciclo: la mitosis.

Durante las primeras horas después del pulso, to-
das las células que entraban en mitosis no esta-
ban marcadas; estas eran las células que se en-
contraban en fase G2 cuando se di6 el pulso.
Conforme va pasando el tiempo, comienzan a emer-
ger mitosis radioactivas y el porcentaje se eleva
hasta cerca del 100%; estas células corresponden
a aquellas que durante la exposicib6n al isétopo
radioactivo se encontraban en fase de sintesis.
Eventualmente, las células que se encontraban en
G, comienzan a llegar a mitosis y el fndice de mi
tosis marcadas comjenza a disminuir. Posteriormen
te, las células que primero aparecieron marcadas
llegan a una segunda mitosis y el fndice mitético
marcado se eleva de nuevo.

El promedio de la duracién de fase S se toma como
el intervalo de tiempo entre las pendientes ascen
dente y descendente en el punto de 50% de células
marcadas.

El tiempo total del ciclo celular o tiempo de ge-
neracibén se obtiene al medir el intervalo que
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existe entre los puntos de 50% de células marca-
das en las dos pendientes ascendentes. La dura-
ci6n de la fase G2 esté representada por el in-
tervalo comprendido de las cero horas al punto en
el cual el 50% de las mitosis aparecen marcadas

y la fase G1 es el intervalo entre los puntos de
50% de la curva descendente y de la segunda as-
cendente. (20). Las desventajas de esta técnica
son que puede haber inhibicibén potencial de la re
plicacibn y reutilizacién de nucleétidos radiactivos.

Las ventajas de este método son, que en pri-

mer lugar permite estudiar la cinétfca celular

en poblaciones asincrénicas y en segundo lugar
que puede aplicarse al estudio de organismos CC
in vivo, ya que una inyeccién del compuesto ra-
dio activo es equivalente a un pulso en los culti
vos celulares (Figura 3),

Citofluorometria.

Este método estd basado en el hecho de que la -
mayor parte de las células en una poblacién tie
nen una cantidad diploide (2n) de ADN en fase
G1, 4n en fase G2 y las células en fase S mues-
tran una cantidad intermedia: >2n <4n. Si es
posible medir la cantidad de ADN, se obtiene
una distribucién de las células a través del
cc.

En los primeros estudios, la medicién del ADN
se hacla por citofotometr{a,en células fijadas
y tefiidas con un colorante especifico para el
ADN, o bien por microespectrofotometria ultra-
violeta. Ahora se puede facilitar la obtencitn
de resultados con la ayuda de computadoras.




% DE MITOSIS MARCADAS-

FIGURA 3

DETERMINACION DEL CICLO CELULAR MEDIANTE LA
TECNICA DE MITOSIS MARCADAS.

Tg

100 4

50 4

TIEMPO (horas)

En la figura se representa c6mo se determinsg
1a duraci6n de la fase Gz* Y2 M, fase S y tiem
po de generacién (Tg). La fase G, se obtie-
ne restando .a Tg: (GZ+M)+S. (20)
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c) Citofluorometrfa de flujo.

Para hacer un andlisis de citofluorometrfa de
flujo se requiere la preparacién de una suspen-
ci6n de células tefiidas con un fluorocromo ADN-
especffico. Las cé&lulas se hacen pasar una por
una a través de un cit6émetro de flujo en donde
un rayo laser con la longitud de onda apropiada
hace fluorescer al colorante. La fluorescencia
se registra para cada célula como una medida de
su contenido de ADN. Se pueden medir miles de
células por segundo y los resultados se acumulan
para formar una curva. Las células en 61 tienen
una cantidad 2n de ADN, las que estdn en 62 y M
tienen 4n y las que estdn en fase S tienen una
cantidad intermedia que forman una linea contf-
nua entre los dos picos de G1 y 62+M.

Debido a que este tipo de estudios es transver-
sal, 1la distribucién de ADN en la poblaci6n ce-
lular se puede hacer répida y adecuadamente y se
puede detectar también la pé&rdida celular, pero
la informacién citocinética que aporta es conside
rablemente menor que la del método del fndice de
mitosis marcadas. De manera que si se pretende
llevar a cabo un estudio de cinética celular, la
poblaci6én debe seguirse longitudinalmente.

Una inovacit6n para este método fué la propues-
ta por Latt en 1977, quien utilizé la incorpora-
ci6n de BrdU que puede detectarse por su capaci-
dad de opalecer con Hoechst 33258 (Ho) (21).

Si las células crecen continuamente en presencia
de BrdU, la duracién de las fases del ciclo ce-
lular se estima midiendo la tasa a la cual las
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células con contenido de ADN correspondiente a
64, 5 6 G+ M, se mueven a travéds de fase S ip
carporando Brdl y se registra 1la fluorescencia
Ho-reducida. Desafortunadamente se requiere
una gran cantidad de BrdU incorporada y es di-
ficil realizarlo in vive.

La utilidad de la incorporacién de Brdl es ma-
yor con el uso de anticuerpos monoclonales
anti-Brdd, los cuales se usan como agentes in-
munoflugrescentes para tefiir las células que
contienen Brdld, puesto que dan una fluorescen-
cia proporcional a la cantidad de Brdl incorpo
rada, y si se complementa con la determinacién
del ADN total, se obtienen mejores resultades.

Cuando se puede medir simultdneamente la canti-
dad de ADN y la proporcitn de BrdV inceorporada,
la informacién que se gbtiene es considerable-
mente més confiable. Esto se ha podidp lograr
con técnicas inmunocitoquimicas, gque se basan
en la tincién simultdnea con dos colorantes que
fluorescen a 2 diferentes X (verde y rojo) pe-
ro gue pueden estimularse con un solo rayo la-
ser.

La metodologfa incluye 3 pases:
1o. Desnaturalizacién parcial del ADK de células
expuestas a BrdU:
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20. Deteccibn inmunocitoquimica de la Brd¥ in-
corporada con anticuerpos monoclorales marcados con
fluoresceina (verde)

Y

30. Tinci6n del ADN no desnaturalizado com io -
duro de Propidio (rojo)

Pl Pl

B g

De esta manera, se pueden leer simult&neamente

en un citofluorémetro, Para hacer un andlisis
citocinético, la BrdlU se administra como un pul
s0 y se toman muestras periddicamente para ana-
lisis BrdU/ADN. La citocinética se puede estimar
por la tasa a la cual cambian las distribuciones
de BrdU/ADN (22).

Marcaje de mitosis con BrdU. !

Este es un método que esencialmente se ba-
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sa en los principios de la técnica de fndice de
mitosis marcadas, la cual sigue siendo un exce-
lente método para el estudio de la cinética de
poblaciones celulares.

La técnica de marcaje con BrdU se desarrolls en
1974 por Perry y Wolff (23), y se basa en la ca-
pacidad del ADN de incorporar BrdU en lugar de
timina al momento de la replicacién. Cuando una
poblaci6n celular crece en presencia de este ané-
logo del nucle6tido, las células que han llevado
a cabo un ciclo de replicacién tienen cromosomas
metafdsicos con una substitucidn de timina igual
en ambas cromdtidas. Cuando han pasado por dos
ciclos de replicaci6n, una crométida estd bifilar
mente substitufda, mientras que la cromatida her-
mana lo estéd s6lo unifilarmente y cuando han pasa
do por tres o més ciclos de replicaci6n, las cély
las presentan cromosomas de dos tipos: agquellos
que tienen una cromdtida unifilarmente substituf-
da y otra bifilarmente substitulda, asf como cro-
mosomas con ambas cromitidas bifilarmente substi-
tufdas (Figura 4).

Los cromosomas con diferentes grados de substitu-
cibn pueden identificarse facilmente si se tifen
con el fluorocromo Hoechst 33258, de manera que
cuando ambas cromdtidas estdn unifilarmente subs-
titufdas, el cromosoma fluoresce intensamente y
cuando exjiste substitucién bifilar la fluorescen
cia puede clasificar fdcilmente a las células en
metafase que han pasado por uno, dos o tres ci-
clos 6 més de replicaci6n del ADN (Figura 5).

Originalmente, esta técnica se utilizd para estu-



FIGURA 4

DIFERENCIACION DE LAS CROMATIDAS HERMANAS
POR SUBSTITUCION DE 8rdu

Tercer ciclo

G1 5 M
Primer ciclo Segundo ciclo

A
——
Bl

En el esquema, las lineas s6lidas representan las cadenas de ADN con timina
y las punteadas representan las substituidas con BrdU. Cuando se utiliza
La tincion con Hoechst 33258, la intensidad de la fluorescencia refleja el
. EZ
rado de substituci6n: fluorescencia intensa, fluorescencia pélida.
; Z L] Pl
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FIGURA’ 5 :

 FLUORESCENCIA DIFERENCIAL D_VLAS METAFASES OBTENIDAS MED!AN
TE LA METODOLOGIA BrdU HOECHST 33258.

3) Metafase de primer
c1clo

b) Metafasé,de segundo
ciclo,

¢) Metafase de tercer
ciclo.

25 .
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diar el fentmeno de intercambios de cromdtidas her
manas, sin embargo poco tiempo después, varios au-
tores lo usaron para examinar la cinética prolife-
rativa de diversas poblaciones celulares (24, 25,
26 y 27).

Aprovechando esta capacidad para identificar la
historia replicativa de las células en metafase,
las poblaciones asincr6nicas que crecen en presen
cta de BrdU se pueden cosechar a diferentes tiem-
pos de incubacién, se analiza un n@mero preesta-
biecido de células y se determina en que ciclo es
t& cada una, se grafica el nGmero de células en
primera, segunda y tercera o subsecuentes divisig
nes para cada cosecha y la duraci6n del CC se de-
termina sobre las gréficas y se toman como puntos
de referencia el 50% de la primera pendiente des-
cendente es decir de células en primera divisién
y el 50% de la segunda pendiente ascendente que
son células en 3a divisi6én 6 subsecuentes (Figu-
ra 6).

Recientemente, Pincu y cols (28), desarrollaron
una modificacién a este método, con la cual es po
sible identificar ademds células en interfase que
se encuentran en Go o bien en Gi, lo cual amplfa
la utilizacibn de esta técnica en lo que se refie
re a cinética de proliferaci6n celular.

I1 CROMOSOMAS.
1. Cromosomas Humanos Normales.

Los cromosomas humanos, como los del resto de los mamffe-
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FIGURA 6

DETERMINACION DE LA DURACION DEL CICLO CELULAR POR

MEBIO DE INCORPORACION DE BRDU EN CROMOSOMAS META-
FASICOS. '

100 — 1er ciclo

—8- 20. ciclo
—H#— 3er ciclo

80

60

50 e e e e e e

20

Los puntos de referencia sobre la gré&fica, son el
momento en que el 50% de las células estén en 20.
ciclo y el momento en que el 50% estdn en 3er ci-
clo. El tiempo comprendido entre estos dos pun -
tos, corresponde a la duracibn del ciclo celular.
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ros, estdn compuestos por una larga hebra de ADN duplex asocia
dos a proteinas histonas (H1, HyR, H,B, HI y H4)} y no histonas,
as{ como ARN lo cual forma la cromatina. Todos los cromosomas
estdn compuestos por cromatina, que en el nficleo en interfase
se observa como un material granular, que se tifie facilmente
con colorantes bésicos y que corresponde a la mayor parte del
contenido del ndcleo interfasico.

La cromatina se divide en dos tipos: Eucromatina y Hetero
cromatina. La eucromatina se puede identificar en el nlGcleo in
terfdsico como material laxo, poco denso a los electrones y ge-
neralmente situado hacia el centro del nicleo. Su composicifn
de bases es generalmente de secuencia finica y se replica en fase §
temprana. La caracteristica principal que presehta es la de -
transcripcibn activa.

La heterocromatina corresponde a la cromatina compacta den
sa a los electrones y que se sitGa en la periferia del nficleo
en interfase; genéticamente es inerte, o sea que su actividad a
nivel de transcripci6n es nula. Se divide en dos tipos principa-
les:

Heterocromatina constitutiva, la cual se localiza en todos
los cromosomas principalmente a nivel pericéntrico y telomérico.
En los cromosomas 1, 9, 16, y Y los bloques heterocromdticos son
muy grandes. Este material tiene una composicién de bases rica
-en A-T y constituye lo que se conoce como ADN satélite, el cual
presenta secuencias altamente repetitivas. Su replicacién se
lleva a cabo en fase S tardfa.

El segundo tipo de heterocromatina es la facultativa, se
encuentra en las hembras de mamifero como un corplsculo muy con
densado y pegado a la envoltura nuclear, se le conoce también
como corpGsculo de Barr 6 sexocromatina. Aparece aproximadamen
te al decimosexto dfa de vida intrauterina por la in-
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activacién de uno de los dos cromosomas X. Esta inactivacién
se reakiza al azar sobre cualquiera de los X, y toda la pro-
genie celular inactivard el X condensado originalmente.

Debido a que la heterocromatina facultativa aparece por
la {nactivacién de un X, la composicién de bases es de secuen
cia Gnica, como cualquier otro cromosoma, pero se conservan
las caracterfsticas de inactividad génica asf como de replica
ci6n tardfa.

Cuando la «célula entra en division celular, estas lar
gas fibras de cromatina se condensan ordenadamente, y dan lu-
gar a los cromosomas mitéticos, que se pueden separar y dife-
renciar facilmente uno de otro, especialmente durante la meta
fase y por medio de sus caracterfsticas estructurales, se pue
den clasificar y hacer cariotipo (Figura 7).

2. Aberraciones Cromosémicas.

Cualquier cambio tanto numérico como estructural de los
cromosomas, representa una anormalidad en el cariotipo y pue-
de traer como consecuencia alteraciones fenotipicas. Las
anormalidades citogenéticas son una de las causas mds importan
tes de pérdida fetal y de defectos congénitos. Se estima que
su frecuencia es alrededor de 0.7% en los recién nacidos, 50%
de todos los abortos espontdneos y aproximadamente 7.5% del
total de concepciones.

Los desbalances cromosémicos generalmente se acompaiian de
retraso mental y multiples dismorfias, tanto para deficien-
cias como para duplicaciones de material genético. Cuando
existe un rearreglo balanceado, o sea que no hay material de
m&s o de menos, pero su ubicacién no es la correcta, los in-
dividuos generalmente presentanfenotipo normal, aungue en al-
gunas ocasiones, esto no ocurre.

Las aberraciones cromosémicas podemos clasificarlas en
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dos grandes grupos, los cuales pueden afectar tanto autoso-
Mmas como SexoCromosomas:

a) Alteraciones Numéricaé, dentro de las cuales se agrupan
todos aquellos cambios del nfimero euploide, que en la
especie humana es 46.

b) Alteraciones Estructurales, como su nombre lo indica,
corresponden a cambios en 1a estructura normal de cual-
quier par o pares cromosémicos.

a) Alteraciones Cromos6micas Numéricas:

Como se mencion6 anteriormente, el nimero cromosémico
normal en la especie humana es de 46, y corresponde al nGmero
diploide (2n}. Los cambios en el nOmero de ploidias, corres-
ponden en el humano a alteraciones cromosémicas que son multi
plos del nGmero haploide (n). Las Gnicas poliploidias que se
han detectado son triploidias, sdlo en productos de aborto.
Las triploidfas pueden provenir de una falla en la maduracidn,
en la division de una célula derminal ya sea 6vulo o esperma-
tozoide y las tetraploidias surgen debido a un error en la ci
tocinesis de la primera divisibén de un cigoto.

Pueden existir cambios numéricos que no sean mGltiplos
del nGmero haploide, comp las trisomfas que corresponderfan
a 2n+1 y las monosomfas, 2n-1. En el primer casc se encuen-
tran tres miembros de un cromosoma y en e! segundo se encuen-
tra s6lo uno, en lugar del par normal. A estos cambios se
les denomina aneuploidias y son las aberraciones cromosémicas
més frecuentes.

La principal causa de las aneuploidfas es la no disyun-
ci6én en una divisién meibtica, aunque también puede ocurrir
en mitosis, por falla en la separaci6én y migracién de cromo-
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somas o cromdtidas durante la anafase, lo cual da como resul-
tado una distribucién desigual de un par de hom6logos, de ma-
nera que una célula hija tiene ambos cromosomas y la otra nin
guno. Existe otro mecanismo, el rezago anafdsico que también
da como consecuencia aneuploidias y consiste en que uno de
los miembros de un par que no hace sinapsis, no se mueve co-
rrectamente sobre las fibras del huso y lo alcanza la citoci
nesis sin haber arrivado a ninglGn polo, de manera que queda
al azar, més que por segregacidn, en una de las células hijas
o bien se pierde, por esto el rezago anaféisico puede dar como
consecuencia una célula hija normal y una monosémica. (Figu-
ra 8),

b) Alteraciones Estructurales:

Las alteraciones que afectan la estructura de los
crompsomas son el resultado .de uno o varios rompimientos, se-
guidos de ura reconstituci6én anormal. Los cambios en la es-
tructura pueden ser estables, cuando pueden pasar a través
de las divisiones celulares, e inestables, cuando no son ca-
paces de mantenerse en la progenie celular.

Las aberraciones estructurales estables son las delecio-
nes, duplicaciones, inversiones, translocaciones, inserciones
e isocromosomas.

Delecién: Es una pérdida de una pbrcibn de cromosoma,
que se origina cuando hay una doble ruptura sobre un cromo-
soma, de manera que el fragmento intermedio se pierde y los
dos extremos se reGnen; el cromosoma delecionado puede quedar
tan solo més pequefio, o bien puede inclusive perder su morfo-
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logfa original; un metacéntrico puede volverse submetacéntrico
0 viceversa . El fragmento acéntrico resultante, generalmen
te se pierde.

Duplicacién:

£s la presencia de un segmento extra, que corresponde
exactamente a otro segmento adyacente de un cromosoma, gene-
ralmente se originan por ehtrecruzamientos desiguales. En es-
te caso, los cromosomas tambié&n pueden perder suastructura ori-
ginal,si el segmento duplicado es muy grande.

Inversi6n:

Ocurre cuando un cromosoma se rompe en dos sitios y el
segmento intermedio gira 180 grados, de manera que al reunir-
se queda invertido. Cuando ambas rupturas se localizan sobre
el mismo brazo, 1a morfologfa cromosémica no cambia y se les
llama inversiones paracéntricas. En el caso de que las ruptu-
ras se encuentren una en brazo corto y la otra en brazo largo,
el fragmento intermedio contiene el centromero y si las ruptu-
ras na son equidistantes a &1, en el momento de la inversi6n y
reunién la morfologfa cromosémica cambia. A este tipo de abe-
rracifn se le conoce como inversi6n pericéntrica,

Translocacibn:

Es cuando ocurren rupturas en dos cromosomas y se trans-
fiere el segmento roto de uno al otro. En la mayor parte de
los casos, cambia la morfologfa cromosémica. Existen dos ti-
pos de translocaciones: Las translocaciones Robertsonianas. en
las cuales los cromosomas involucrados son siempre acrocéntri-
cos y las rupturas ocurren en la regién pericentraérica, de mane-
ra que los brazos completos se intercambian y como resultado,
se forma un cromosoma metacéntrico 0 submetacéntrico por 1a fusion de los
dos brazos larges y un pequefio metacéntrico por la fusién de
los dos brazes cortos; este Gltimo generalmente se pierde, sin



F1GURA 8
ORIGEN DE LAS ALTERACIONES NUMERICAS

1 cromosoma
se pierde.

ONRONNOENG

a) No disyunci6n mitética, b) rezago anafdsico. Una vez duplicados los homf
logos, durante la anafase, tres de ellos segregan a unasola célula y uno a la

- otra en la no disyuncibn. En el rezago anafdsico, una célula puede quedar nor

mal y una monosdmica.

te
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que tenga consecuencias fenotipicas ya que en los brazos p de
los acrocéntricos humanos solo existen genes que codifican
para ARN ribosomal.

El otro tipo de translocaciones se denominan Reciprocas,
pueden ocurrir entre dos cromosomas cualquiera: En cada uno
se produce una ruptura y simplemente los segmentos acéntricos
se intercambian, dando origen a dos nuevos cromosomas.

Isocromosomas:

Un isocromosoma es un cromosoma que estd formado por uno
solo de los brazos del original, pero hacia ambos lados.del
centrémero (en espejo), de manera que existen isocromosomas
brazos cortos o bien de brazos largos. Se pueden formar por -
una falla en la divisién del centrOmero, que en lugar de hacer
lo longitudinalmente lo hace transversalmente,y seoriginan dos
cromosomas metacéntricos iguales si provienen de un metacéntrj
co o de diferente tamafio si el original era submetacéntrico 6
acrocéntrico. 0Otro mecanismo de formacién de isocromosomas es
por translocacién entre hom6logos, cuando los puntos de ruptu-
ra son pericentroméricos, en este dltimo caso, se pueden for-
mar isocromosomas dicéntricos (28) (Figura 9).

111 Alteraciones Cromosémicas y Ciclo Celular.

Aunque sop pocas las referencias acerca de la interrela-
cién que puede existir entre alteraciones cromosémicas y ciclo
celular, en general podemos decir que se ha puesto mucha aten-
cion en tratar de entender el modo de accibn en que las anoma-
I1fas de este tipo, afectan el fenotipo. Parece claro que la
falta o exceso de un cromosoma o parte de &l puede trastornar
el balance génico ya que faltan o sobran cientos de genes que
podrfan entorpecer la sintesis de protefnas, otros que podrian
actuar como reguladores de funciones de genes estructurales o
bien que podrfan regular bloques de genes sobre los cromosomas,
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cromosomas completos o funciones celulares como la division y
el ciclo mitotico (30).

De los estudios pioneros que han tratado de dilucidar la
acciébn de los desbalances cromosémicos sobre el CC, destaca
el realizado por Kaback y Bernstein en 1970 (31), quienes es-
tudiaron la cinética de proliferaci6bn en células con trisomfa
21, por medio de la técnica de autorradiagraffa. Ellos encop
traron que la fase de sintesis de ADN podrfa ser mis lenta en
estas células y por lo tanto el ciclo celular ser més largo.
Posteriormente, Dutrillaux y Fose (32), en 1976 utilizaren la
técnica de marcaje con bromodesoxiuridina en linfocitos de
sangre periférica, y encontraron que el ciclo celular en célu
las de trisémicos 21 era de 17 horas, mds corto que el de los
sujetos normales en los cuales determinaron que duraba 21 ho-
ras. Estos resultados fueron concordantes con los de Crossen
y Morgan (33). Ellos utilizaron la misma téenica sin embargo
su estudio no fué longitudinal con cosechas de linfocitos-se-
riadas, sino transversal, haciendo una sola cosecha a 72 ho-
ras y determinaron el porcentaje de primeras, segundas y ter-
ceras divisiones. E1 andlisis de la cinética proliferativa
mostr6 que a las 72 horas de cultivo, el porcentaje de terce-
ras divisiones en los cultives de Sindrome de Down fué signi-
ficativamente mayor que en los cultivos de células normales,
por lo cual concluyeron que las células trisémicas o por lo
menos una poblacién de ellas, tenfa un CC més corto que las
normales.

Respecto al estudio del ciclo celular en otros padeci-
mientos cromosémicos, Dutrillaux y Fose (32) utilizaron la
misma técnica que para trisomfa 21 y encontraron una duracién
normal en un sujeto con delecidén Sp, Sindrome de cri-du-chat,
y aunque no determinaron el tiempo exacto de un mosaico
45,%/47 ,XY+13, se vi6 que la lfnea con trisomfa 13 era més
répida que la 45,X.
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Con respecto a este Gltimo padecimiento denominado Sindro
me de Turner, Bartow en 1972 (41) estudié fibroblastos de piel
de tres pacientes con mosaicos cromosémicos: 45,X%X/46,XX;
45,X/46,Xi(Xq) y 45,X/47,XXX. Se estudi6 la cinética de proli
feraci6n celular mediante marcaje con timidina tritiada en me
tafases acumuladas con colcemida. Aunque no se estableci6 la
duraci6n del CC, los resultados mostraron que la poblacién 45,X
en todos los casos, llev6 a cabo ciclos celulares més cortos
que la segunda lfnea en los tres mosaicos.

Sin embargo, més tarde Michalovd y col.en 1977 (34) al es
tudiar también mosaicos 45,X/46,X;i(Xq) en cultivos cortos de
linfocitos, encontraron que a las 72 horas, el porcentaje de
metafases de primera, segunda y tercera division era muy simi-
lar entre las células 46,XX;45,X y 46,X,i{Xq), por lo cual con
cluyeron que no habfa una alteraci6n significativa en la longi
tud del ciclo celular.

Finalmente, existe también evidencia de que los fibroblag
tos de pacientes con 45,X y con alteraciones estructurales del
cromosoma X como 46,X,del{X)(p11); 46,X,del(X){q13) y 46,X,del
(x)(g22), presentan ciclos celulares prolongados respecto a
las células normales (35).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente, aunque la infor
macién disponible es conflictiva, se puede inferir que es muy
probable que los desbalances genéticos que se producen por
anormalidades cromosémicas, pueden afectar el tiempo del ciclo
mit6tico y las tasas de proliferacifn celular.
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1V- OBJETIVO.

Determinar si el exceso 6 la pérdida de material genético
produce alteraciones en el tiempo total del CC.

vV HIPOTESIS.

Si las anormalidades cromos6micas causan alteracién en la
duracién del CC, entonces los tiempos promedio para las célu-
las de los individuos normales serd diferente que para aquellos
citogenéticamente anormales.

Por otra parte, si la alteracién cromosémica tiene un efec
to especifico, los tiempos promedioc serén diferentes de acuerdo
al tipo de alteracién.
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VI -METODOS.

t.- POBLACION DE ESTUDIO.

Se estudi6 un grupo de 7 nifios sanos, con cariotipo
46,XX 6 46,XY, normal, que accedieron voluntariamente a coo-
perar con el estudio.

Dentro de los individuos cromos6micamente anormales, se
estudiaron los siguientes grupos:

Pacientes con material cromosémico eucromético extra: Sindro-
me de Down; En este grupo se incluyeron 7 pacientes con carig
tipo 47,%XX+21 6 47,XY+21.

Pacientes con falta de material eucromitico: Sindrome de Cri-
du-Chat; Se incluyeron en este grupo 7 pacientes cuyo carioti
po 46,XX 6 46,XY, mostraba una delecidén de brazos cortos del
cromosoma 5.

Pacientes con exceso de material heterocromdtico: Sindrome de
Klinefelter; Se estudiaron 7 pacientes del sexo masculino
con un cromosoma X extra.

Pacientes con falta de material heterocromético: Sindrome de
Turner; Se estudiaron 7 pacientes del sexo femenino, con mo-
nosomfa X completa.

El nGmero de individuos incluidos en cada grupo de estu-
dio, se determin6 de acuerdo al nGmero méximo de pacientes
que se pudieron recopilar en el grupo de Sindrome de Cri-du-
Chat, que tiene la mas baja frecuencia de aparici6n en la po-
blaci6n mundial.

A todos los individuos estudiados se les determiné pre-

viamente su cariotipo (Tabla 1) y el intervalo de edades para los




TABLA

GRUPOS

GRUPOS

NORMALES

SINDROME DE DOWN
SINDROME DE CRI-DU-CHAT
SINDROME DE KLINEFELTER
SINDROME DE TURNER

DE

L}

1
ESTUDIO

FORMULA CROMOSOMICA

46,%XX y 46,R%Y

47,X%+21 y 47,XY+21
46,%X,del(5p) y 46,XY,del(5p)
47,X%Y

45,X
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“normales fué de 8 a 14 afios y parz los anormales de 1 a 15 -
“aflos. '

2.~ CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.
a) Cuadro Clfnico del Sindrome de Down. (36, 40)

El Sfndrome de Down o trisomfa 21 fué descrito desde 1866
por J. Langdon Down, sin embargo la alteraci6n cromosémica ca-
racteristica se descubri6 hasta 1959 por Lejeune y cols. Es
la alteraci6n citogenética més frecuente, se observa en 1 de
cada 700 nacidos vivos en el mundo.

El fenotipo incluye: braquicefalia, con un occipucio apla
nado, ojos con pliegues epicanticos, fisuras palpebrales obli-
cuas hacia arriba, alrededor del iris se pueden observar pun-
tos de hiperpigmentaci6bn sobre todo si los ojos son claros;
puente nasal aplanado, lengua gruesa y protruyente, las orejas
son pequefias, con un desarrollo anormal de la hélice. Gene-
ralmente el abdbmen estd distendido y presentan una pelvis es-
trecha, las manos son cortas y anchas, generalmente con pliegue
simiano y clinodactilia del 5% dedo, los pies son anchos, pue
den presentar malformaciones cardiacas, digestivas y Oseas.

Cursan con retraso mental, con IQ variable, 50 en prome-
dio con un intervalo muy amplio: desde aquellos que presentan IQ
de 70, 80 hasta los que tienmen précticamente una vida vegeta-
tiva.

La citogenética de estos pacientes revela que el 92.5%
‘de los casos son trisomfa 21 regular, tienen 47 cromosomas,
con un 21 extra. El 4.8% son trisomfas 21 por translocacién,
presentan 46 cromosomas, con un cromosoma 21 casi completo -
transiocado a otro cromosoma generalmente acrocéntrico. Por
Gltimo, el 2.7% de todos los casos son trisomfa 21 en mosai-
co, con una linea celular con 47 cromosomas y otra general-
mente normal.
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b} Cuadro Clfnico del Sindrome de Cri-du-chat.(35-40)

Este sindrome consiste en la delecién del brazo corto del
cromosoma 5. Se describi6é originalmente por Lejeune en 1963 y
a la fecha hay mds de 330 casos reportados. La frecuencia de
la enfermedad no estd bien establecida, pero se calcula ser
del orden de 1 en 50,000 nacidos vivos en el mundo.

El fenotipo incluye: microcefalia, hipertelorismo, fisuras
palpebrales antimongoloides, epicanto, pabellones auriculares -
de implantaci6n baja y micrognatia. Presentan una faringe hi-
poplasica o "indiferenciada", por lo cual el llanto de estos -
pacientes es mon6tono y agudo, ¥ semeja el maullido de un ga-
to. Esta caracterfistica es distintiva y en muchas ocasiones es
lo que permite establecer el diagn6stico. Pueden tener malfor-
maciones a nivel de cerebro, ojos, corazbn y riién, asi como
diversas malformaciones esqueléticas. Cursan con severo re-
traso mental, generalmente con un IQ menor de 20, hipotonfa y
retrasoc en el crecimiento.

Aunque estos pacientes pueden alcanzar la edad adulta, su
desarrolio es completamente anormal y debido al profundo retra
so mental en algunas ocasiones ni siguiera llegan a caminar,
sino que permanecen postrados en posici6én fetal.

¢) Cuadro Clinico del Sindrome de Klinefelter. (36.40)

‘ Este Sindrome fué descrito en 1942 por Klinefelter y col.
y la alteracién cromosbmica se descubrié en 1959 por dJacobs y
Strong; es una alteraci6n numérica de los sexocromosomas. EIl
cariotipo mis frecuente es 47,XXY. La frecuencia de este pa-
decimiento es de 1 en B00 nacidos vivos en el mundo.

El fenotipo incluye después de la pubertad: testiculos
pequefios, blandos y generalmente insensibles a la presi6n. EI
pene y el escroto son normales. E1 20% de los casos puede pre
sentar ginecomastia, tiemen caracteristicas sexuales secunda-
rias desarrolladas muy pobremente. En muchas ocasiones los pa
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cientes presentan talla alta y fenotipo eunucolde. Una gran
parte de pacientes con este Sindrome tienen un fenotipo com-
pletamente normal y adGn pueden ser bajos de estatura, por lo
cual el diagnfstico se hace en general por esterilidad.

Por las caracterfsticas antes mencionadas es evidente que
es muy raro que se haga el diagnfstico antes de la pubertad, a
menos que presenten algunas malformaciones como hipospadias 6
hipoplasia de pene, lo cual casi no se presenta en el sindrome.

Generalmente son hombres de inteligencia normal, aunque se
pueden encontrar cierto nGmero con debilidad mental o desorde-
nes psiquidtricos,

Todos los casos con Sindrome de Klinefelter presentan se-
xocromatina positiva. Los estudios citogenéticos han demostra-
do en 80% de los casos un cariotipo 47,XXY pero en 20% de ellos
existen variantes, ya sean mosaicismos con otra lfnea XY, XX,
X0 o bién con mis de un cromosoma X supernumerario (XXXY 6
XXXXY). Cuando existen més X, es mis severo el hipogonadismo
y hay retraso mental.

d) Cuadro Clinico del Sindrome de Turner. (36-40)

Se describi6 por primera vez en 1938 por Turner. Ford en
1959, demostr6 que existfa una monosomia X, esta fué la primera
observaci6n de alteracibn de los sexocromosomas. La frecuen-
cia de esta enfermedad es de 1 en 2500 mujeres nacidas vivas.

El fenotipo de este padecimiento incluye: implantacién -
baja del pelo, cara triangular, fisuras palpebrales antimongo-
loides y pueden tener epicanto y ptosis. La boca puede estar
en forma de carpa y el paladar en algunos casos es alto.
Existe hipoplasia de la mandibula y retrognatia. Los pabello-
nea auriculares son de implantacidon baja. El cuello es corto
y presenta piel redundante, torax ancho con hipertelorismo de
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. tetillas, Enextremidades se observa cubitus valgus y acortamiento
del 4% y 59 metacarpiano. En miembros inferiores se observa
tibia vara y cuando son muy pequefias se encuentra linfedema
a nivel de manos y pies.

La presencia de nevos en diversas partes del cuerpo es
muy comn y frecuentemente se encuentran ufias hipoplédsicas.
Haciendo un estudio de dermatoglifos, se encuentra una cuenta
total de crestas aumentada, Pueden cursar con malformaciones
cardiovasculares y renales.

En la pubertad, los pacientes cursan con dos alteraciones
muy importantes, una es la talla baja que generalmente se en-
cuentra 3 a 4 desviaciones estandar por abajo de lo normal, y
l1a otra es el infantilismo sexual, el cual se acompafia de or-
ganos sexuales internos anormales; Las g6nadas son estrfas
de tejido conectivo que recuerdan el estroma ovérico. En la
vida fetal pueden existir foliculos, pero no posnatalmente. .
Se presenta pelo pGbico y axilar muy escaso y usualmente ameno-
rrea primaria. Por todas estas alteraciones, las pacientes no
son fértiles.

Estos casos tienen generalmente una inteligencia normal.
Es sorprendente el hecho de que a pesar de que este es un Sin-
drome relativamente benigno, prenatalmente sea tan severo gue
se calcula que de cada 40 cigotos con cariotipo 45,X , 39 se
abortan durante el pimer trimestre de gestacion.

Cuando se hace estudio de sexocromatina, la mayorifa de
estas pacientes no presentan corpGsculo de Barr. El estudio
citogenético revela en un 55% un cariotipo con s6lo 45 cromo-
somas, con un solo cromosoma X. EIl 45% restante pueden pre-
sentar sexocromatina positiva y el fenotipo de Sindrome de
Turner, aungue su cariotipo no es 45X: Existe aproximadamente
un 15% de mosaicos con una lfnea normal 6 anormal, 20% presen-
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tan isocromosoma de brazos largos del cromosoma X y 10%-son
_deleciones del brazo corto de uno de los dos X. (35,39)

3.- Método de estudio:

De cada uno de los individuos se obtuvo muestra de sangre
periférica heparinizada.

a) Siembra.

Se prepararon cultivos de linfocitos, compuestos de -
4.5 ml. de medio McCOY 5a (modificado), 0.25 ml de fitohema
glutinina, 0.02 ml de antibi6tico (penicilina-estreptomicina)
y 0.4 ml de sangre heparinizada. Se incubaron en una estufa
a 37%C. La cosecha se realiz6 cada 6 horas durante el interva
lo de tiempo comprendiendo entre las 36 y las 78 horas de in-
cubacién.

b) Cosecha.

Se agreg6 colchicina a una concentracién final de
0.50,pg/ml a cada cultivo una hora antes de procesarlo. Una
vez transcurrido este tiempo, se centrifugd en tubos de ensa-
ye durante 10 min a 56.5g9. Se desechdé el sobrenadante y a
cada bot6n celular se le agregaron 5 ml de soluci6n hipoténi-
ca KCL 0.75M, la cual se dejo actuar durante 15 minutos a 37°C.

Posteriormente se centrifugaron y nuevamente se desechd
el sobrenadante. Las células se fijaron con metanol: &cido
acético 3:1 durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Para quitar todos los restos celulares y dejar limplo el
botén, se hicieron varios cambios de fijador, hasta que quedé
un sobrenadante transparente y un paquete celular blanco.

¢) Preparaci6n de Laminillas.
El paquete celular se resuspendié en 0.5 ml de fija-
dor y se goteé sobre portaobjetos frfos; inmediatamente después
se secaron a la flama.
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Las laminillas se tiferon con Hoechst 33258 a una con-
centraci6n de 10 _ug/ml de agua, durante 40 minutos. Se mon-
taron en buffer de Sérensen pH 6.8 y se mantuvieron en la obs
curidad hasta que se examinaron.

d) Observaciones y mediciones.

Para cada tiempo de cosecha, en un fotomicroscopio -
Zeiss Fomi III, con epifluorescencia, lampara HB-200, se ana-
lizaron 100 metafases consecutivas y se clasificaron como cé-
lulas de primer ciclo de replicaci6n aquellas en que ambas -
cromdtides fluorescian intensamente; como de segunde ciclo, -
las que presentaron cromosomas con una cromdtida brillante y
otra opaca y como de tercer o subsecuente ciclo aquellas con
una cuarta parte o menos de todas sus cromitidas con fluores-
cencia intensa y el resto con fluorescencia pélida.

De acuerdo con estos patrones de fluorescencia, se cal-
culd la proporcibn de células en primera, segunda y tercera 6
subsecuentes divisiones, para cada tiempo de cosecha.

Para calcular el tiempo de duracién del ciclo mitético,
se tomaron en cuenta las mitosis de segunda y tercera divi-
siéon. Para cada individuo se graficé el porcentaje de célu-
las en cada divisién vs el tiempo de cosecha.

Sobre las grdficas, se midi6 el intervalo de tiempo com-
prendido entre el momento en que el 50% de las cé&lulas estdan
en 29 divisién y el momento en que el 50% estdn en 32 divi-
si6n. Este valor se considera el tiempo total de duracibn -
del CC (Figura 6) (32). Los resultados se amali
zaron por medio de la prueba del andlisis de varianza y la

prueba de Tukey {37).



VII  RESULTADOS.

Como se puede observar en el cuadro No 1 y en las gréfi
cas 1a5, la cinética celular es muy similar en los cinco gru-
pos de estudio: Entre las 36 y 42 horas, la mayorfa de las
células se encontraron en primer ciclo, entre las 54 y las 60
horas la mayor parte habfa llevado a cabo dos divisiones y a
las 72 horas, tres o més. Estos resultados concuerdan con -
los de otros autores que han utilizado un meétodo simi-
lar (32, 38, 39).

Siguiendo el procedimiento descrito por Dutrillaux y Fose
(32) para determinar la duraci6n del CC, se encontra-
ron los valores que se presentan en el cuadro No. 2, para ce-
da individuo. Los tiempos de generacidn promedio fueron de
13,6 h para dindividuos normales, 13.6 h para Sindrome de
Down, 14.8 h para Sindrome de Cri-du-chat, 13.4 h para Sin-
drome de Klinefelter y 10.2 h para Sindrome de Turner. EI
andlisis de varianza mostr6 que uno de los grupos era dife-
rente y con la prueba de Tukey se encontré que las pacientes
45,X son las que presentan un tiempo de generaci6n significa-
tivamente menor, con una p<0.01.

En la gréfica No 6, se muestra la comparacibén entre la
cinética de replicacién del grupo de individuos normales con
la de Sfndrome de Turner y se observa que las gréficas son
muy parecidas, pero existe un desplazamiento en tiempo, de
manera que las curvas de primero, segundo y tercer ciclo apa-
recen primero en Sindrome de Turner, lo cual indica que desde
la primera divisién se encuentra el acortamiento del CC.
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VIIT DISCUSION.

Como ya se ha mencionado, los resultados de los estudios
de duraci6n del CC, son variables. Las razones para explicar
esta amplia variacibn, podrfan ser diferencias en las condicio
nes de laboratorio, en el método para calcular el tiempo del
CC o bien diferencias en medios y nutrientes. De hecho, cuan-
do se utiliza el mismo método los resultados son similares.

En nuestro estudio, encontramos un tiempo de Jeneracién
aproximado de 13 horas para linfocitos normales, lo cual es
comparable con los tiempos descritos por otros autores que uti
lizan un método similar {38, 39), y con los que se han calcula
do a partir de cinematograffa espaciada (41).

En relacién con nuestros hallazgos en pacientes con triso
mfa 21, estos difieren de los Kaback y Bernstein (31), quienes
encontraron un CC mds largo en fibroblastos con trisomfa 21,
comparado con normales. De la misma manera, difieren de los re
sultados de Dutrillaux y Fose CC {32) y de los de Crossen y Mor
gan (33), quienes obtienen un CC mds corto que en linfocitos
normales,

Para explicar esto debe hacerse notar que los estudios rea
lizados por Kaback y Bernstein {31), fueron transversales, asf
como los de Crossen y Morgan (33), quienes midieron la propor-
cién de primeras, sequndas y terceras divisiones en metafases
de 72 horas.

Consideramos que este método en el cual solo se toma en
cuenta un tiempo de cosecha, no es apreciable a cultivos de lin
focitos estimulados con fitohemaglutinina, puesto que no toma
en cuenta la gran variabilidad que puede ocasionar el perfodo
“Lag" y por lo tanto sus resultados no son comparables con los
nuestros.
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.E$ mas dificil. sin embargo, explicar la diferencia con los
hallazgos de Dutrilliaux y Fose (32) ya que el método es muy

C'similar en ambos casos.

En cuanto al CC en linfocitos de individuos con Sindrome
de Cri-du-chat, nuestros resultados muestran un ciclo mitéti-
co ligeramente mds largo que los normales, sin embargo esta
diferencia no fue estadisticamente significativa, lo cual es-
té§ de acuerdo con el Gnico caso descrito en la LiteraturaporDu-
trillaux y Fose (32), qulenes tampoco encuentran diferencia.

- Respecto a las células de pacientes con Sindrome de Kline
felter y con Sindrome de Turner, en donde existe una carga he-
terocromdtica extra en los primeros e incompleta en los segun-
dos, se encontrd que no hubo diferencia entre Klinefelter y
normales, mientras que en Sindrome de Turner,la duracién del CC
estd disminufida en un 25% con respecto a la de los normales.

Estos resultados estdn de acuerdo con los encontrados por
Balow (42), quien estudi6 fibroblastos de pacientes con mosai-
cos de cromosomas sexuales y encontr6 que las células 45,% te-
nfan un ciclo mds répido que la segunda poblacién celular con 2
o 3 cromosomas X. En contraste con esto, Michalov& y col (34),
no encontraron una alteracién significativa en la longitud del
CC en células 45,X comparado con 45X,i{Xq); Esta autora sin
embargo, estudia la proporcién de metafases en primera, sequnda
y tercera divisién a las 72 horas de cultivo y como se menciond
anteriormente, no pensamos que con este método se obtengan re-
sultados concluyentes. Por otra parte, Simpson y col (35},
quienes estudiaron por medio del método de mitosis marcadas
células 45,X, 46,X del (Xp) y 46,XX, encontraron un tiempo de
CC m&s largo para las células anormales de ambos tipos, lo cual
no concuerda con nuestros resultados, aunque también refieren
un CC alterado en Sindrome de Turner.
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_En nuestro estudio, las células de cada grupo de indivi-
duos tienen una constitucién cromosémica diferente: En célu-
las trisémicas 21 y en monos6micas 5p, el material extra o de
ficiente es eurocromatina principalmente y la duraci6n de su
CC no difiere del de células normales. Por otra parte, tene-
mos los grupos de Sindrome de Klinefelter y Turner, en los que
el material involucrado es la heterocromatina y encontramos
que las células 45,X muestran un ciclo significativamente mis
corto que los otros grupos, de manera que es posible que la
falta de la heterocromatina del segundo X de las mujeres o
del Y de los hombres, pueda estar relacionada con el comporta-
miento mitoético de estas células. Al respecto, existe eviden-
cia en plantas, de que la heterocromatina extra causa un retar
do en la tasa de divisi6bn celular: Cuando existen cromosomas
B heterocrométicos supernumerarios, existe un retraso en el CC
propablemente debido a una prolongaci6n de 6, (43}).

En humano, existe evidencia indirecta de que la heterocro-
matina juega un pape! importante en la duraci6én del CC: En los
dermatoglifos, la cuenta total de crestas dérmicas disminuye
conforme aumenta el nGmero de cromosomas X. Esto podrfa impli-
car la disminucién en la proliferacibn y movimiento celular en
el drea de las yemas de los dedos, lo cual darfa como resultado
un menor nGmero de papilas dérmicas y por lo tanto de crestas
(44),

Al respecto es interesante hacer notar, que las pacientes
con Sindrome de Turner tienen una cuenta total de crestas dér-
micas incrementada (45).

A pesar de estos antecedentes, en nuestro estudio no se
observé un alargamiento del C€C en los pacientes con Sindrome
de Klinefelter. A este respecto, aungue la presencia del cro-
mosoma Y es suficiente para tener un CC normal ynohay diferen-
cia entre hombres y mujeres, existe la posibilidad de que la
carga heterocromdtica extra en 47,XXY pueda no ser suficiente
para darnos una diferencia observable con nuestro método, de
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manefa que para apoyar el papel de la heterocromatina sobre el §
. CC,. es necesario estudiar pacientes con polisomfas del X. |

Por ‘otra parte, es boslble que la ausencia del segundo cro
mosoma X o del Y, ambos altamente heterocremiticos, juegue un
papel importante en la duraci6én del CC, tanto cuantitativa, como
cualitativamente., Cuantitativamente, porque como se meaciond
anteriormente, si la carga heterocromdtica extra puede alargar
el CC, es probable que su ausencia lo acorte. Cualitativamente,
porque a pesar de ser cromosomas heterocromiticos, el Y tiene
genes muy importantes para el desarrollo normal y el X no se
inactiva totalmente, ademds de que durante la embriogénesis muy
temprana ambos X estédn activos.

Es dificil relacionar los datos que se encontraron a nivel ;
celular, con la fisiologfa y la clfnica de los pacientes con 3
Sindrome de Turner, sin embargo, llaman la atencién varias ob-
servaciones: 1? alta mortalidad prenatal de los embriones 45,X,
que es de 39 de cada 40 concepciones (40). Es particularmente
interesante que a pesar de que es clinicamente Indistinguible
el Sindrome de Turner 46,Xi(Xq) y 45,X; los cariotipos més fre-
cuentes en abortos espontdneos, son indudablemente los 45,X:.
Hook et al (46), encontraron una relacién 45,X: 46,Xi(Xq) da
112:0, lo cual hace una absoluta diferencia entre ambos genoti-
pos de Sindrome de Turner correlacionada con su viabilidad in-
trauterina. Esto sugiere fuertemente, que existe un defecto
feto-protector, con mis de una dosis en algln locus o loci de
los brazos largos del cromosoma X, o una sola dosis en presen-
cia de un Y. 2% La mortalidad prenatal es relativamente tem
prana entre las 10 a 15 semanas de gestacibn, con un pico a
las 13 semanas, y una observacifn interesante es que en una se
rie de 54 abortos 45,X, s6lo 4 de ellos presentaban un feto
con caracteristicas tipicas de Sfndrome de Turner, como linfe-
dema e higroma qufstico; los 50 restantes, o no tenfan un em- i
brién propiamente dicho, o contenfan un embrién con un patroén
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de desarrollo desorganizado (46). 3¢ Es evidente que cuan-
do las concepciones 45,X llegan a nacer, a pesar de que son
monosémicas para todo un cromosoma, como se puede observar en
la descripcién clinica del Sindrome de Turner, las alteracio-
nes a nivel fenotfpico son tan leves, que pueden llevar una
vida casi normal y su morbilidad y motalidad es muy baja, com
parada con su alta letalldad in utero (30).

Como se mencion6 anteS, no se pueden correlacionar direc-
tamente los hallazgos del presente trabajo con la interferen-
cia en el desarrollo de los embriones 45,X, ni con las altera-
ciones fenotipicas de los nacidos vivoes, sin embargo, la inca-
pacidad para dividirse a una tasa normal parece una teorfa a-
tractiva para explicar los efectos adversos del complemento
45,X, aunque por supuesto podrian existir diversos mecanjismos
patogénicos que asociados a la alteracién del CC den como conse-
cuencia las anormalidades que se encuentran en esta entidad. De
mayor interés biolbébgico, sin embargo, serfan las implicaciones
colaterales no estrictamente relacionadas con el Sindrome.de
Turner, sino con la relevancia que muy probablemente tenga el
cromosoma X sobre el control de la proliferacién celular.

Finalmente, se debe hacer notar, que para obtener mayor
informaci6n sobre el tema, es necesario hacer estudios de CC
en individuos con polisomias X, as{ como en isocromosomas de
brazos largos del X y por supuesto en productos de aborto 45,X.
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FPROMEDIO

DESVIA-
CION

ESTAN-
DAR

*

NORMALES

14.1
12.9
15.0
1.4
16.2
12.6
13.5

13.6

1.59

DOWN

15.6
12,0
12.0
18.9
13.5
12.2
1.1

13.6

2.75

CUADRO  No. 2

CRI-DU-CHAT

12.6
18.9
12.3
16.0
17.5
12.9
14.7

14.8

2.54

DURACION EN HORAS DEL CICLO CELULAR PARA CADA INDIVIOUO

KLINEFELTER

12.0
10.8
15.6
12.9
12.6
16.9
141

13.4

1.87

p £0.01

TURNER

1.7

9.0
1.1

7.8
10.5
10.8
10.5

10.2 *

2.7%

El an8lisis de varianza y la prueba de Tukey mostraron una diferencia
estadisticamente significativa. F=4.8,

9.
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