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1. PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

Es claro que los oventos iniciales que conducen. al desarrollo
Yy deterioro de un organismo ocurren a nivel molecular,

c¢csidon a nivel celular. De ahi el interés de
i efecto de

pero

l1la edad y el proceso del envejecimiento

natural v prematuro estudiando células cultivadas "in wvitro"
procedentes de sSujetos normales en diferentes etapas del
desarrollo y en pacientes con envejecimiento prematuro como e€s
el sindrome de Progeria, el cual ofrece una especial oportunidad
para estudiar algunos hechos relacionados con el envejecimiento
celular.

Pocos trabajos en la literatura hablan

del del ciclo celular, inter‘cambil:xﬂcgg de

acerca de la duracidn

cromatides hermanas,
asi como la frecuencia de aberraciones cromosdmicas en linfocitos

humanos de sangre periférica en las diferentes ctapas del
desarrollo, en ¢l envejecimiento natural y en ¢l problema del
envejecimiento prematuro, por lo que 1 presente ecstudio se
propuso determinar si la edad o los procesios de envejecimiento
afectan significativamente a la poblacidn celular de linfocitos
"in wvitro® v la influencia de variacidn entre los diferentes

pardmetros citogenéticos estudiados.




11.

OBJETIVOS

Establecer el tiempo de duracidn del ciclo celular de sujetos
en edad pediétricabon el Sindrome de Progeria, la cual es una
enfermedad genética caracterizada principalmente por

envejecimiento prematuro y compararlo con el tiempo de ciclo

celular de nifios, jévenes y seniles normales.

Establecer 1la frecuencia de intercambio de cromiatides
hermanas detectadas en individuos con envejecimiento
prematuro ' relacionarla con la de sujetos normales de

diferentes edades.

Establecer 1la frecuencia y tipo de aberraciones cromosdmicas
de pacientes en edad pedidtrica y compararla con la de los

diferentes grupos de estudio normales.

Determinar si la frecuencia de intercambio de cromatides
hermanas se relaciona con el tiempo de duracidén del ciclo

celular en los diferentes grupos de estudio.

Determinar el efecto citotdxico de la BrdU comparando 1la
frecuencia de aberraciones cromosdémicas de las células de
cultivos normalcs sin Brdu con las células an primera
divisidén de cultivos con BrdU y comparar la frecuencia de
aberraciones c¢romosdémicas de primera y segunda divisidon de

cultivos con BrdU para estimar el daino clastogénico en los,

diferentes grupos de estudio.



III. HIPOTESIS

Los linfocitos de individuos con envejecimiento prematuro tienen

un tiempo de duracidén del ciclo celular, un numero de intercambio

de cromdtides hermanas y un nimero de aberraciones cromosdmicas

significativamente mayor que las células del grupo de sujetos

normales de la misma edad.

Los sujetos normales poseen un tiempo de duracién del ciclo

celular, un ntmero de intercambio de cromdatides hermanas y un

numero de aberraciones cromosdmicas especie-genotipo especifico

de acuerdoe a su sensibilidad y eficiencia fisioldgica, presen—
tando un patrdn individual para cada parametro estudiado, pero

cuyos promedios de frecuencia sSon diferentes en cada una de las

etapas del desarrollo humano.



IV. MARCO TEORICO

A) CICLO CELULAR

1.- Definicidn.

Howard ¥ Pelc en 1953 (1) introdujeron la idea de ciclo celular,
definiendolo Mitchison en 1971 (2) como el periodo de tiempo
comprendido entre la Tformacidén de la célula por divisién de su
célula madre ¥y el tiempo cuando ella misma se divide y da origen
a dos células hijas (fig. CC-1).

El ciclo celular comprende dos periodos: la divisidn celular
¥ la interfase donde ocurre la duplicacidn del AD‘N v las
proteinas y que ocupa la mayor parte del ciclo. Siguicndo éstos
dos eventos fidcilmente reconocibles en las células ciclicas y
mediante 1la observacion de que las c¢élulas sintetizan su ADN
durante un intervalo definido de la interfase, el ciclo ceclular
se divide en: Fasc Gl’ Gap 1. post-mitdética o pre-sintética,
es el periodo comprendido entre el final de la divisidn celular
o mitosis y ¢1 comienzo de la sintesis del ADN; Fase S o de
sintesis del ADN: Fase G,. Gap 2, pre-mitdética o post-sintdtica

es el lapso comprendido entre 1la replicacidn del ADN v el inicio

de 1la siguiente divisidn celular que puede referirse a una
mitosis (fig. CC-2) o bien una meiosis (fig. CC-3).
También =se¢ ha caracterizado una tase denominada GO’ Gap 0O & Lat

que ¢s un e¢stado de latencia celular no replicacional. gque existe
como parte del ciclo de vida de las c€lulas cucariontes » que
ciertos autores consideran diferente a cualquier rfase del ciclo

cclular, por 1o que pudicra considerarse fuera de €1 (3).
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2.- CARACTERISTICAS DE LAS FASES DEL CICLO CELULAR.

a) El periodo G,-

La amplia variedad en 1la lungitud del periodo Gl’ es lo que
principalmente determina la variabilidad del tiempo de generacidn
dentro de una poblacidn celular.

Esta .fase ¢s de gran importancia en el control de la prolifera-

0
"
O
3
0

elnlar,., durante ella se inicia y se lleva a cabo la mayor

parte del crecimiento celular, la sintesis de ARN gumenta, asi

como los niveles y actividad de los ARN polimerasas ¥y aumenta

el nimcro de ribosomas.

Hay una gran actividad de la sintesis proteica, principalmente

de no histonas y varias proteinas fase-especificas que se han

podido detectar recientemente por las técnicas de anticuerpos

monoclonares (34-9Q), como son: Calmodulina, su aumento en la fase

G, se reclaciona con 1la concentracién de Ca” 7 en 1a ecdélula,

activando l1a continuidad del ciclo hacia 1la fTase S ornitina

descarboxilasa » sus productos regulan la transcripcidn; cinasa C

relacionada con algunos protoommEenes )y oncogenes cclulares como

Cc—-mycC; la protcina de membrana p-21 que es producto de algunos

protooncogenas qQue s expresan en esta fase como son el c-erbB

S¢

S c-src y» el ec-Ha-ras,., p-21 s¢: encuentra incrementada en células
viejas crecidas in wvitro y» pareciera que  interviniera en el
bloqueo de las cdlulas a nivel del paso doe Gl a S.
Se han deverminado algunos de

rfactores creccimiento » €l tiempo

en el que actda en csta tfas

, como por ecjemplo: el factor de

crecimientoe derivado de plaquetas (PDGF) que actuan temprana-

mente, ¢l factor deo crecimiento epidérmico (EGF) ¥ somntomcdin»'c

que actuan tardiamente (10-13) .



Se ha informado que ciertos oncogencs como c-myc, c-ras, c—-erbA

-~ g

v c-crbB ;&5<expresadﬁ$ simultdneamente en rceclacidn a la. accidn
de los factores de crecimiento y que guardan relacidén con los
receptores para éstos factores Yy para distintas hormonas
expresadas en esta fase (14,15).

Otras proteinas encontradas son la actina B, timidina c<¢inasa,
histona H ¥ H3 ¥ otras citoplasmdaticas (16).

El final del periodo G1 es necesaria la sintesis de enzimas que
funcionen en la produccién de procursores de ADN.

Muy cerca del inicio de la fase S comienza a incrementarse la
actividad de las ADN polimerasas, un activo transporte de iones
en la membrana celular y se ha detectado un incremento en la
fosforilacidn proteica.

Algzunos otros fendmenos observados son los cambios morfoldgicos
en la superficie celular.

Al finalizar esta fase los c¢romosomas estan formados por dos
filamentos de la cadena del ADN ¥ constituyendo una sola

cromidtide por lo que se les denomina monocromatidicos.

b) E1 periodo Go.
Convencionalmente sc ha considerado al periodo Go, como un estado

fisioldgico que presentan las células no ciclicas con una fase

Gl muy prolongada, denominada fase quiescente, durmiente o de
latencia. Actualmente por evidencias experimentales se considera
a la fase Go un periodo fuera del ciclo celular por sus

diferencias cualitativas y cuantitativas, distintas a cualquier
otra fase del ciclo celular.

Las caracteristicas de las células en Go varian de las dc G, en:



i) E1 grado de condensacién de la cromatina en este periodo

es mayor que cn €l resto de la interfase.

ii) Los ARN ribosomal, de transferencia y mensajero aumentan

en las células estimuladas.

"
™
He

[
4
- o~

La sintesis de proteinas aumenta en las células estimuladas

Existe una expresion génica diferente ' en ocasiones

inversa, tanto en proteinas histdédnicas como no histdnicas

en células de la misma linca celular en Go y Gy -
v) La proteina p53 se requiere para la salida de la fase Go,

pero no asi para continuar Gl'
Como un punto importante debe mencionarse que existen evidencias

experimentales acerca de un segundo punto de restriccidén,

localizado en la fase G, en cd¢lulas no ciclicas ya qQue presentan

€stas en interfase un contenido de ADN duplicado 2(2n), y el
cromosoma cs dicromatidico (3.6,8.17).

c) El1 periodo S.
Corresponde a la sintesis del ADN, el nimero diploide de 1la

especice {2n) se duplica a 2(2n), el cromosoma monocromatidico

formado por los dos filamentos de las cadenas del ADN al replicar

tendrd cuatro filamcntos o dos cadenas de ADN y serd dicroma-

La sintesis se rcaliza mediante replicones (1000

s

30000 en cl
genoma haploide humano), los cuales son unidades de duplicacion
que tienen =Su origen en el centro y se desplazan bidireccional-

mente a los extromos.
En l1a horquillta de¢ replicacidén una proteina desenrollantae separa

las bandas originales, otra proteina las mantiene separadas.



Debido a que l1a replicacidn se produce en ambas bandas  en
direccidn 3*' —a 35'. ¢l proceso es continuo on una dé ellas y
la otra en sentido opuesto, se copia solamente en sSegmentos
cortos de 1000 a 2000 residuos de nucledétidos cada uno con su
propio ARN iniciador. A CSTLOS segmentos se les conoce como
fragmentos de Okasaki, un promotor mébil constituye un sitio
de reconocimiento para que se depositen estos fragmentos que
se convertiran posteriormente en el ADN complementario. La
pelimerasa III afiade monomeros de ADN que alargan la bandaj; la
polimerasa I “revisa® 1la sccuencia, extrae los nucledtidos
incorrectos e inser

"

a los adecuados. Por vltimo, 1la ligasa llena
los huecos entre los f

ragmentos de la banda fija.

E1l orden de duplicacidn parece estar controlado por los
mecanismos dc metilacidn

En el desarrollo embrionario funcionan
simultianecamente en las c¢células todos los replicones. En los
organismos adultos. la sintesis se inicia y tiene una secuencia
especifica dependiendo del tipo celular v

en relacidn al
contenido de bases, replicando tempranamcnte las regiones

eucromiticas ricas en G-C y tardiamente las ricas en A-T.
Para la iniciacidén de l1la sintesis de ADN y proteinas asociadas
del tipo de las histona=s que sc Ssintetizan en esta fTasco,
requierc la integracidn dce un complejo protdeico relacionado con

proteinas sc

su metabolismo, han logrado determinar la=s

de ostas

ADN polimerasas. ligasas., timidina cinasa, ribonucledtida
reductasa. timidilato cinasa. dihidrofolatoe recductasa. desoxi-—
dimidilato sintetasa ¥y topoisomerasa dependiente de ATP.
Se han encontrado algunas otras protoeinas especiticas de esta
fase como son la metil transferasa y la ADP ribosil transteorasa



(4,18,19).

Cabe notar que cxisten otros factores que influyen en la
proliferacidén de las células como son los factores de crecimiento
entre los cuales se han encontrado a somatomedina c y el factor
de crecimiento parecido a insulina (Sm-C/XIGF-1) que estimulan

la sintesis de ADN (18).

d) E1 periodo G,.

En esta fase se sintetizan las proteinas especificas, necesarias

para que la célula entre en divisién, como serian las necesarias

para la condensacidn cromosdédmica denominadas "factores mitdticos"

(21), que son proteinas no histdnicas de gran afinidad por 1la

cromatina ¥ que son inactivadas por otros factores denominados

"inhibidores de los factores mitdticos" que permanecen activos

hasta 1la fase Gl descondensando los c¢cromosomas, el otro tipo

de proteinas las cuales se han encontrado por medio de elecctro-

foresis son las involucradas en la construccidén y operacidn del

aparato mitdtico (3), por utltimo » de gran importancia tendriamos
a Jlas enzimas involucradas cn el proceso post—sintético de

reparacidn que se¢ lleva a cabo en la fase G, (22).

fase S hacia D esta regulado por el llamado segundo

El paso de 1la

punto de restriccidn G, . la inhibicidn de 1la sintesis de

protecinas y ARN deticne a las ctlulas on este punto, lo cual

se ha corroborado por la existencia de células no ciclicas con

un contenido de ADN dgual a 2(2n) caracteristico del periodo

G (3,6,18).

2



) El1 periodo D o M.

Se ha observadao que  continua la produccidn de proteinas no
histdénicas cromosdmicas.

En general la sintesis proteica es disminuida y se inhibe a
nivel de la traduccidn,

va que los ribosomas no pueden unirse
al ARN, el cual ha sido afectado en su transcripcidn y soclo se
sintetiza la forma 4S y 5S.

La condensacidn cromosdmica probablemente este relacionada con
la fosforilacidon de la proteina H3 ¥y

¥ treonina en la

La divisidn

H1 en los residuos de serina
porcidén amino terminal (4).

celular que se puede efectuar es la mitosis para
las células somdticas o bien 1la serie de divisiones celulares
mitdticas previas para tener un ntmero de células "basicas”
reproductoras, que por medio de la meiosis dardn lugar a los
gametos. e€stos procesos se esquematizan en la rfig. CC-2 y CC-3.

3.

EL LINFOCITO COMO SISTEMA DE PRUEDBA CITOGENETICA EXN
a) EL

HUMANOS
sStema inmunoldgico

csta basado principalmente en
los leucocitos los cuales

patrullan todo el organismo desplazdn-
dose por la corriente sanguinea y filtrandose a través de los
est;acios de los tejidos. Los leucocitos comprenden una serie
de células con rfunciones especiales.

Los macrdofagos, devoradores
de cdélulas vy particulas extranas, asi como colaboradoras en 1la
estimulacidn de 1a funcidn de los lceoucocitos encargados de la
respucsta inmune. que son los linfocitos B » T.
Los linfocitos B son los auténticos responsables de la inmunidad
humoral. necesitando de 1a colaboracidén de los linfocitos T para
la produceidn de anticuerposs



Los linfocitos T son ltas células centrales de la respuesta
inmunoldgica va que reconocen a los antigenos, actdian como
cé€lulas efectoras de inmunidad y regulan el mecanismo inmuno-—
légico. Al igual que las anteriores células el linfocito T se

origina en la médula ésea, pero éste emigra al timo ddénde se
diferencia y se hace funcional. Las células en estadio pre-T
experimentan una scrie de cventos metabdlicos determinados por
la expresidén ¥ represidon de genes para moléculas de membrana,
que funcionan somo seftales de las distintas etapas de la
diferenciacidén hacia linfocitos T inmunocompetentes.

en base a los receptores de superficie celular los linfocitos
T se clasifican en TJ si aceptan la parte Fc de la IgG » T 4+ si
aceptan la parte Fc de 1la IgM. Las células T poseen funcidn
supresora en la proliferacidén o diferecnciacidn de los linfocitos
B » las células T funcidn de ayuda (23,24).
Por medio de anticuerpos monoclonales y microscopia electrdnica
se han ldentificado en sangre periférica dos subpoblaciones de

linfocitos denominados TJg+ o CD4+ ¥ TS+ o CDS+ en una relacidn

ifican antigenos a traves de sus rececptores, las

©
funciones de cooperacidn celular » de induccidén son para las

CD4+ y para las CD8+ de supresidn ¥y citotoxicidad.

b) Eventos Yy tiempo en cada una de las fases del ciclo

celular del linfocito humano.

Fase GO

La célula en GO se activa por medio de un antigeno o agente mito-—



génico desencadenando los siguientes eventos:
La interleucina 1 (IL-1) producida por los macréfages (28) induce

a los linfocitos T a pasar de sSu periodo G0 al pericdo Gl’

Se incrementa el transporte molecular a través de la membrana,
cambia e1 flujo de cationes monovalentes, se activa la fosfo-
lipasa A,. flujo de calcio, sintesis y recambio de lipidos,
metabolismo del dcido araquiddénico, cambio en los nucledtidos
ciclicos, fosforilacidédn de proteinas, activacidén de la esterasa
de serina. Aceleracidn de la sintesis protéica, de ARN Yy
poliaminas, cambio en el metabolismo de carbohidratos, éstos

¥y otros cambios propician finalmente la transformacidén blastica
(20).
Estos eventos después de estimulada la c¢élula pueden ocurrir

en un tiempo de segundos a horas.

Fase G1

Los linfocitos T activados incrementan sus antigenos de
diferenciacidn CbD3, CD4 » CD8, y los de la clase I del complejo
mayor de histocompatibilidad.

La interlecucina jad (IL-2), principalmente producida por la
subpoblacidn celular CDR4-+ (20) permite a los linfocitos el paso
a la fasc § del ciclo cclular.

La regulacidén del ciclo celular pareciera estar controlada en
este periodo (8).

Es la f{fasc¢ de mavor variabilidad para el ciclo celular, l1lendo

de 1 a 9 horas y en promedio 8 horas (3).



Fase S
Aparecen en los linfocitoes T rec--ptores de superficie como 1la

interleucina 2 (IL-2) » la transfe.rina para diferentes factores

de crecimiento. logrando asi el avance a través del ciclo celular

e inducir la sintesis del ADN (243).
Los 23 pares de cromosomas humanos poseen aproximadamente 109

pares de basex, que sSe organizan en 1000 a 30,000 replicones

por genoma haploide humano, siendo el tamaiio de cada replicdn

de 7 a 100 pum y» considerando que la velocidad de replicacidn

es de 0.5 - 2.0 ,um,."min_l, el ADN de cada replicdédn se sintetiza

en unos cuantos minutos. La duracidn promedio de esta fase es

de 8 horas wva que la replicacidén no es simultanea en todos ellos

¥ existe un orden temporal (31).

Fase G2
Por medio de anticuerpos monoclonales se ha determinado la

presencia en los linfocitos T activados los antigenos HBJ127

¥y HBJOR necesarios para ¢l progreso de G, a M (32), también incre

mentan en su superficie celular los antigenos clase IXI del

complejo mayor de histocompatibilidad, desconociéndose su

significado bicldgico (33).

m

1 tiempo dc¢ duracién de esta fase se ha determinado de 2 a 6

horas, lo cual utiliza principalmente para la preparacidén de

la condensacidn cromosdmica y produccidn del aparato mitdtico.

Fase D o M

Se realiza la divisidn celular mitdtica, con sus eventos de

cariocinesis o divisioén nuclear y la citocinesis o division




citopldasmica, ¢n un pericdo aproximado de 1 hora. La clasifica-

[

1S y diferentes fases se observan en la figura CC-3.

4. REGULACION DEL CICLO CELULAR.

Los mecanismos que regulan la proliferacidén celular no se conocen

aun en su totalidad, éstos al depender de los genes dan las

pPautas de estudio que serian:

a) Tdentificacidén de genes relacionados con la proliferacidn

celular.

b) Mecanismos por los cuales se regulan

Se ha logrado al caracterizar y estudiar mutantes sensibles a

la tTemperatura, bloqueados en puntos especificos del ciclo

celular, que generalmente contienen una sola proteina alterada,

y aislar mas de 35 gencs.

Para determinar los pasos bioquimicos se pueden cstudiar las

diferencias entre cdélulas normales » transformadas.

Se pueden estudiar los cofectos de drogas que activen o inhiban

un proceso bioquimico especifico.

Los componentes celulares de mayor estudio en la actualidad son

(19,35): )

i) Factores de crecimicnto, dentro de los cuales sc han

estudiado varias hormonas polipeptidicas de accidn
mitogénica.

ii) Receptores de membrana, se han cstudiado Aalounos tan
complejos como los receptorcs clonotipicos quer son
receptores de cadenas miltiple de inmunoglobulinas.

iii) Segundos mensajeros. Muchas hormonas funcionan segin  un
mecanismo de "doble mensajero' . La hormona oS cl primer
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FIGURA. CC-4
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mansajero, no penctra en la c¢célula, sino que reacciona en

su superficie con un rcceptor especifico, el cual estimula

o detiene la accidén de emzimas como la adenil ciclasa. La

enzima desencadena entonces la produccidédn de nucledtidos

ciclicos que actiian como un segundo mensajero, <l AMPc o
GMPc Qque provocardn en las células efectos como: activacidn
génica, sintesis proteinica, activacidm enzimdtica,
alteracidn de la permeabilidad celular, etc. Al parecer

el AMPc detiene el crecimiento celular y el GMPc lo estimula

(36).
iv) Activacidén de genes: Es probable que la regulacidn génica

sea ciclo dependiente y se correlacione principalmente con

los eventos que ocurren cn la fase G, (8).

v) ARN mensajero, ribosomal y tranferencia que se incrementan

al estimular las cdlulas en estado quiesciente.

vi) Proteinas Y Enzimas, su caracterizacidon hY mecanismo de

accidn en la etapa del cicle

5.- METODOS DE ESTUDIO DE LA CINETICA CELULAR.
La Cinética de proliferacidédn celular es la cuantificacidn del
porcentaje de cé¢lulas que han pasado por t, 2, 3 o mas ciclos

de duplicacidn a lo largo de un tiempo dado.
Para la determinacidon de la cinética ««de proliferacién celular

» la decterminacidén del tiempo de duracidén del ciclo celular es

bdsico el conocimiénto de l1a estructura del ADN cuyo modelo fue

postulado por Watson y CricK en 19353 (37) 1a duplicacidn semi-

cor:s-ervativa de Meselson v Sthal reportada on 1957 (33) cn

procariontes v demostrada en cucariontes por Taylor y» col (39.40)

celular en que actdan(figura CC-4).



en el mismo afo con la timidina vititiada que €5 un precursor
radioactivo que fue ampliamentce utilizado para estudios
citogenéticos.
Las metodologias mas empleadas en el estudio de la cinética
celular son: ’

a) incorporacidén de Precursores Radioactivos.
La incorporacidn en el ADN va seguida de autorradiografia y un
andlisis de los patrones de marcaje en funcidén del tiempo, los
precursores mids usados son la timidina tritiada (SH) v el fésforo
3z (33%pH.
Howard ¥ Pelc on 1953 describieron la técnica del idindice de
mitosis marcadas con 3H. obteniendo la duracidén del tiempo del
ciclo celular » estableciendo las fases del ciclo celular como
las conocemos hasta la actualidad.
El tiempo del ciclo celular se obtiene al medir el intervalo
que existe entre los puntos del 509 de células marcadas en las
dos pendientes ascendentes.
Las ventajas que se consideran en este método son:

i) Permite estudiar la cinética celular en poblaciones

asincrdnicas in vitro.

ii) Pueden hacerse estudios in vivo » compararse con los de
in itro va que wuna inyveccidn del compucsto radioactivo
es cquivalente a un pulso en los cultivos celulares.

Las desventajas gue senalan Schneider y col. 1978 son:

Puecde oxistir una inhibicidn potencial de 1la replicacidn

[

i) Es una técnica muy claborada » tvtardada.
i)

v reutilizacidén de los nucledtidos radiocactivos.

Puede haber una baja resolucidén vy hasta una dilucidn de

M
W
e

~



scer clasificadas de acuerdo con su patrdn de tincidn (figuras

ICH-1, ICH-2) (453).

6.—- LA CINETICA CELULAR Y EL TIEMPO DE DIVISION CELULAR.

Ya que el ciclo celular puede ser definido c¢omo el intervalo
de tiempo que transcurre, de una mitosis a la subsecuente, una
importante linea de estudioc ha sido deteminar el tiempo total
o tiempo de duracidn de las diferentes fases decl ciclo celular
y correlacionarlo con otros fendmenos citogendticos como podrian
ser el Intercambio de Cromatides Hermanas ¥ la presencia de
Aberraciones Cromosémicas, asi como tratar de ver su repercusidn
cn mecanismos moleculares tales como l1a replicacidon del ADN ¥y
su reparacidn.

El tiempo del ciclo celular puede variar in vitro por algunos
factores como ¢l medio de cultivo o el suero fetal (16-49).

La tasa de crecimiento es afectada por el pH del medio ambiente
de cultivo. valores por debajo de 6.3 inhiben el crecimiento
celular, valores entre 0.4 » 0.7 lo reducen y los valores de

6.8 a 7.2 inducen la proliferacidn cclular (350).

En los linfocitos de proliferacidén ripida ¢l pH intracelular
es mas alcalino que on las c&lulas en reposo (51). Se ha
observado que el pH intracelular de las fases GO’ Gl’ ¥ G:’. es
de 7.2 vy en la fase S se eleva ligeramente hasta 7.4 (52).

Se ha mostrado que existen diferencias en muestras consccutivas

de un mismo individuo on la duracidén del ciclo celular (53).
fLos agentes alquilantes. 1os plaguicidas y la mayoria de las
drogas citostaticas utilizadas en lo= pacientes con cancer

aumentan la duracidon del ciclo caelular (54-56).



la marca.

iv) Es dinscnsible con células con periodo intermitdtico largo.

b) Citofluorometria ' .-
Se obtiene una distribucidn de las células con diferente

contenido de ADN a2 través del ciclo celular 2n, 2 4{2n; 2(2n)).

Esta basado en la citofotometria, que mide el ADN en células

fijadas » tenidas con un colorante especifico para el ADN y en
1a microespectrofotometria ultravioleta, en la actualidad con

ayvuda de la computaciodon y utilizando algidn fluorocromo ADN-espe-

cifico, se pucden medir miles de cdédlulas que pasan una a una
a través de un citdmetro de rlujo en que: ¢l rayo laser con una

longitud de onda apropiada hace fluorecer al colorante, el cual

es una medida del contenido del ADN, 1a Gdltima innovacidén a 1la

tdécnica fue hecha por Latt en 1977, utilizando 1a incorporacidn
‘
de la bromodooxiuridina

que  opaca la {fluorescencia del Hoechsto

33258 (11-343). obteniédndosce mejores re

sultadus y mayor informa-—
cidn con €l uso de anticucrpos moeonoclonales y técecnicas inmuno-—

c¢) Tincidn Difercenrcial de Cromatides Hermanas.

E=sta técnica utilizada on un principio para el estudio de

Intercambio de Cromatides Hermanas (1CH)Y utiliza el

anialogo
del ADN liamado

S—Br-omod-"'oxiuridin:\ (Brdll) el cual =se incorpora

o

n lugar de la timina, en ¢l ADXNX de nueva formacidn, pudiéndosc

distinguir las cdélulas

que han pasado por 1. 2, 32 o mas ciclos
de duplicacidn, do e=sta manera Xy obticne [$33% perfil de 1a

cinética de proliferacidn celular, yva que las metafases pueden

2t



Las cdlulas leuvcdédmicas de pacicentes sin tratamiento nmuesutran

un tiempo doe ciclo mias large que sus controles (57) .

El andlisis Jde los resultados de la Proliferacidn celular medida

por 1la tincidn diferencial con Brdu se ha realizado por

diferentes métodos » no se ha estandarizado ninguno, ni para
pPoblaciones "in vivo™" ni para "in vitro". Los métodos mas
conocidos aunque no validados satisfactoriamente son:

a) E1 métado disefiado por Ditrillaux y Fosse en 1976, el cual
se detoermina grarficamente tomando en cuenta un primer punto
de refercncia que seria em momento en que el 50% de las
celulas estdan en 22 ciclo y el segundo punto de referencia
seria 1 momento en el que el 350% de las células estdan en
37 ciclo (30).

b) Tice ¥ col. . 1979, analizan la distribucidén de metafases en

«cr

3%

e ¥

ciclo en diferentes tiempos y toman como duracidn

del ciclo el intervalo de tiempo entre &1 503 de metafases

en 19F ciclo » 30% de metafases en segundo o cntre el 3508
de metafases en 22 ciclo ¥ el 350 & de metaraseces en el 3K

ciclo » para lo cual diseharon métodos de andlisis computa-—
rizados (60.61). .
c) Ivett y Tice en 19082 (62), propusicron analiza:r la prolifera-
cidn cclular en  un punto o varios puntos de la cinética
celular para calcular ¢l Tiempo Promedio de Generacidn, en
en base a los porcentajes de células que han pasado por uno,

dos, tres o mas ciclos de duplicacidn en base al indice de

replicacidédn » siguiendo la eccuacidn

Tiempo de Incorporacidn de BrdU
TPG= —-— e e e e e e e

(1 x £ 12) -« (2 x £ 22) + (3 x % 32 o mas ciclos) / 100




B> INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS.

1.- DEFINICTION

Los intercambios de Cromdatides Hermanas (ICH)

son intercambios
siméutricos de fragmentos cromosdmicos entre las cromatides
de un mismo cromosoma, lo cual involucra ruptura, intercambio
Y reparacidn entre moléculas de ADN en los Jloci homdlogos
en el cromosoma

duplicado.

2.- DETECCION

Mc . Clintock en 1938, mientras estudiaba 1a conducta genética
de Jlos cromosomas cn anillo del maiz, descubrid el entrecruza-
miento (crossing-over) somatico, siendo éste

el primer hallazgo
de intercambio

entrcec cromdatides hermanas (63), posteriormente
demostrada experimentalmentce por Taylor

en 1957, en las
células de raices de Bellavalia romana utilizando timidina
tritiada v autorradiograrfia (10 Huang en 1967 observod

que al utilizar bromodeoxiuridina en un estudio que realizaba
para decterminar el cfecto de algunos carcindgenos, virus
¥ anidloges de bases sobre las células embrionarias  de
natalensis. cstas en ocasionos teinian en forma diferente
las cromitides hermanas (61). Zakharov Yy Egolina en 10

~

2,
observaron una tincidn diferencial de las cromitides en células
de hamster chino que habian pasado por dos ciclos de duplicacién

del ADN en presencia de bromoddoxiuridina (635). Latt en 1073
ks

>
utcilizando el colorante fluorescente tHioechst -33253 logro
evidaenciar claramente la tincidn diferencial en cromatides

hermanas oen células humanas marcadas con bromodecoxiuridinag

(BrdU)

ractus

a9

© oo o e 2T



Perry y Wolff en 1974, lograron perfeccionir la técnica al

permitcir visualizar la tincidn diferencial de cromatides

hermanas, de cromosomas tefiidos con Giemsa en forma permanente

al . microscopio de 1luz {(68). Korenberg y Freeddlender en 1974

(69) 3 Goto » col (70) en 1973 describen técnicas similares
usando Hoechst y» Giemsa. Actualmente cada laboratorio estandariza

su propia técnica, siendo ¢Estas modificaciones de la de Perry

¥ Wolff.
El ICH se visualiza después de dos ciclos de divisidn celular

mediante la técnica de tincidn diferencial de cromdtides

hermanas.

El mecanismo de tincidn diferencial en las metafases de células

qQue han incorporado BrdU se basa en tres premisas propuestas

por Tice y col en 1975 y son:
1) La duplicacidn del ADN se realiza semiconservativamente

como el modelo de Meselson y Sthal.

2) Cada cromatide esta compuesta por una doble cadena de
ADN, es decir. dos hebras.

3) Las cromiatides =] los cromosomas se segregan segin las
leyes de Mendel en la divisidn cclular.

Puesto que ¢l BrdU os un andlogo del ADN

que tiene la propiedad
de opacar 1a fluorescencia de ) 5

fluorocromo Hoechst 258,
podremos determinar que cuando las cromdtides so cencuentran

unifilarmente substituidas. 1l cromosoma flouresce intensamente

Y el teilirse con Giemsa » aparecor ambas cromitides del cromosoma

obscuras la metafa=e = considera de primera divisidn. Aquellas

con una crématide brillante o© en obscuro al ser tenida con




FIGURA. 1CH-! 2¢
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Gicmsa (crromacide unifilarmente substituida) Yy la otra opaca

o clara con Giemsa (bitilarncente substituida) serd una metafase

en segunda divisidn, las maetafases con tres cuartas partes
de sus cromatides tefniidas en claro (opacas o bifilarmente
substituidas) » la cuarta parte restante de las cromdtides

tefiidas de obscuro (brillantes » wunifilares) seridn metarfases

de tercera divisidn, aquellas con menos de una cuarta parte
de cromdatides tefiidas en obscuro serin metafases en cuarta

o mids divisiones celulares (figs. ICHI,ICH,,).
EXY mecanismo molcecular que se ha propuesto para la formacidn
de la tincidn diferencial de cromatides, es la fotdlisis

del ADN en la cromdatida substituida bifilarmente, seguida

de una desnaturalizacidn del ADN. La fotdlisis se puede lograr

con la luz solar o con 1a luz artificial llamada negra de
una longitud de onda de 355 nnm (71, 2, 73).

3. MECANISMO DE FORMACION Y SIGNIFICADO BIOLOGICO DE LOS ICH.
E1 mecanismo de formacion L significado bioldgico de los

ICH sigue en discusidn.
wWolff ¥y col en 1074 (74.75) observaron que para la formacidn

de los ICH es necesario el paso por la fase de Sintesis del

ADN en €l ciclo celular » Kato e¢n 19080 (76,77) obtiene evidencias

de que cs  en el momento deo la sintesis en quec las cadenas

del ADN homdlosas Y] cncucntran lo suficientemente unidas

o inmediatamente después de que se ha formado la bifurcacidn

para la formacidon de las cromatidas en que sc l1leva a cabo

el intercambio.

Se han propuesto varios mecanismos de la formacidén para los



ICH, cntre los cuales o¢stdn los siguientes:
a) Modeclo de Kato en 1077 (76,77) . basado en el modelo de
recombiinaciouon bacteriana de Holliday, caracterizado por:

i) Rupturas al mismo nivel generadas por reparacidn
. o duplicacidn.
ii) Formacidn de la estructura de Holliday, en 1la que
es posible un intercambio de doble banda y
iii) Ruptura de las bandas no involucradas en el dario
b)) Modelo de Painter en 1950 (7S), su mecanismo implicaz:

i) Dafio al ADN, retardando la duplicacidn

1i) Los duplicones terminan la =sintesis a diferente tiempo
a nivel de los agrupamientos que separan unidades
de duplicacidon subsccuentes ¥ permite S
iii) La ruptura cn la, continuidad de la banda parental
a nivel de agrupamientos de duplicones
) iv) Cuando un duplicon rctardado termina de duplicarse
-
se da una asociacidn aleatoria entre bandas parentales
. [a] hijas, con basc a estas

reasociaciones sc

produce
" el intercambio de doble banda.
2 ’ c) Modelo de Ishii » Bender en 1030 (79), proponen:
i Para explicar los TCH espontincos:
) i) Ruptura de Las bandas parentales a nivel de la
bifurcacidén del ADN durante la sintesis
ii) Reasociacidn e la banda hija recién sintetizada

Para explicar los ICH inducidos:

i) Un dano causa la ruptura doe una de las bandas parentales.
e
a nivel de la birfurcacién del ADNXN

durante =un sintesis.
3 se recasocia con la t

banda hija recién

|



v de l1a misma polaridad

iii) Posteriovrmentea puede ocuryrir ruptura de la banda
parcntal no dafiada cerca del extremo terminal de
1a banda hija complementaria a la banda perental
dafiada y continuarse con ella, ¥ se complementa con la -

banda que tenia el dafio. Como puede notarse el modelo
permite que se contimie la sintesis del ADN a pesar
de la presencia de lesiones y» espacios.

d) Modelos tales como €l propucsto por Corner en 1984 (80)
Proponen c¢xpresiones algebraicas para calcular la frecuencia
del ICH c©n cdlulas de 2a. v 3a. divisidn.

Se ha pPropuesto que los ICH pueden representar mas de un

fendmeno que pudiera esta relacionado con procesos de reparacidn

del ADN, recombinacidn somatica, ser consecuencia de un error
en la replicacidn normal del ADN o también deberse a algunos
pProcesos de amplificacidn o diversificacidn de genes (8S1,82).

Pareciera que lo=s ICH en los organismos eucariotes son

espontincos por €1 hecho de que existe una frecuencia constante

de €stos a bajas concentraciones de BrdU hag porque existen
algunos reporrves acerca de que eon ciclos celulares diferentes
se prescnta el mismo nimero de ICH (8S3-30).

El nuimero basal de ICH por célula de linfocitos humanos varia

de 1.4 - 45, siendo las medidad de &2 - 12 las mas frecuentemente
reportadas. La frecuencia basal de IcH pucde sor afeccada
por factores metodoldgicos, fisicos, bioldégicos v quimicos,

alcanzando valores con éstos dltimos en condiciones experimenta-
les ha=sta do 300 LCH por «délula, desconociendosse i tal ndmero

es el limite del sistema de deteccidn o del nidmero de Sitios




on ¢l cual laos ICH se presentan (S7-89).

1 ticmpo de almacenaje de 1la sangroe desde la toma al cultivo,

la temperatura de incubacidn (90-93), la manera de conteo

de los ICH y 1la variacidn del conteo de laminilla a laminilla

asi como el andlisis estadistico de los ICH, son factores
metodoldgicos que pucden afectar el nimero de ICH o .para’
ser valorados adecuadamente {(89,00-00).

La frecuencia de ICH varia con cada medio de cultivo, probable-

ment e por las diferencias de concentracidn de timidina en

cllos (100), tambidén puede alterarse la frecuencia al suplementar

los medios de cultivo con diferentes sueros, puesto que su

contenido s variable v no bien determinado cualitativa ¥
cuantitarivamente (101.102).

Se ha reportado que 1a frecuencia basal de ICH permanece

casi constante con cada uno de los mitdgenos cominmente usados

como sSOon la fitehemaglutinina {PHA), concanavalina A (con

A). Wistaria floribunda CWFA) Y extractos de lentin lectina

(LCH-A). pero dependiendo del tipo ¥ concentracidn

del mitdégeno
el ndmero de ICH puede variar » la cindtica de proliferacidn

celular seor alterada (103.104).

La frecucncia de ICH pucde ser incrementada en funecidn de

1la concentracidon de los antibidticos (105).

De acucrdo al anticoagulante usado. la frecuencia de ICH,
la cindética del ciclo celular » el indice mitdtico pueden
variar. siendo la dextrosa dcido citrato (ACD) ¥ el tetraacetato
de ctilendiamina (ADTA) los que alteran mds s=ignificativamente

en comparacidén con la heparina (100).

Se ha demostrado que 1a Brdu por s i m

o
n
El
&

induce ICH pors



su=t irncion simple © saturacidn {1907) idincrementandose el ntimero

cder ICTH por:
es la radiacidén

a) Agentes fis OS5 . - E1 de mayvor induccidn

o8

<

ulcravioleta, la cual forma dimeros de pirimidina, inductores

visible, los rayos X, los rayos

menos cefectivos son la luz

gZamma » <1 ultrasonidoe (108-110).

induccidn son los capaces

b) Agentes gqguimicos.-— Los de mavor
de alquilar el ADN al formar monoductos o espacios en
una sola hebra del ADN v propiciar entrecruzamientos,
andlogos de bases como la Br~ 3y €Cl-dU, las enzimas involu-

cradas an 1la sintesis o reparacidn, colorantes que se
unen al ADN, catfeina. diversos plaguisidas, el tabaco,

etc. (79,.111-113).

c) Agentes bioldzicos .~ cl numero de ICH es afectado in viwvo
por la integracidon al Senoma de virus e in wvitro por la
Myvcoplasma fermentans ¥ M. salivarium en

presencia de

cultivos de linfocitos.

La duracion del cultivo y» la cindtica del ciclo celular pueden

afectar ol nimero der ICH. praesentandose una frecuencia de
ICH porr cd&lula mis baja on cultivos de cosecha temprana v
una frecuencia mas a2lta =3 o3 células de segunda divisidn que

(114-119).

entre los difercecntes tipos de

los de tercera division

La I'rrecunrldincia de ICH varia
células, sicndo las de menor frecuencia aquellas que se originan
en médula Osca a las de mayor las provenientes de intestino

» nédulos linfaticos.
en cultivos "in vivo" tienen una frecuencia

Los ICH espontaneos
(117,118). Para valorar

menor que los reportados "in wvitro®

RS AL L e




1CH inducidos por drogas oS imporctante determinar si

de metabolismo directo o indirecto » =i ~requieren

St O~ »>O1n
der un agente activador (111,120.121).

Existen diferecncias basales de ICH cntre los cultivos de
sangre total, cultivos de leucocitos de plasma g cultivos
de lceucocitos mononucleares (33,1193 .

Existen informes contradictorios acerca de la reproductibilidad
en cuanto al nimero de JICH en cultivos repetidos de un mismo
individuo » también entre varios‘(53,122’.

La edad, el sexo » la raza alin actualmente esta en controversia
como influyen en la rrecuencia de ICH (123).

En cunanto 2 la cdad los reportes llegan a ser muy contrastantes
con respecto a la frecuencia de ICH. Algunos estudios indican

en condiciones normales la edad no arfecta la frecuencia

que
basal de ICH {123-131) . Musilova b col han reportado que
cuando las células Jjovenas 3 vicejas seo oexponen a agentes
quimicos inductoroes de ICH como la MMC (mitomicina c), las
viejas tienen una rrecuencia menor de IcH on comparacidn
con las Jjovenes (131). Wenn » Liew (132) no encontraron cofecto
de la edad «on individuos normal es no fumadores por debajo
de los 7o anos . poro 1 11iverl der TCH rfue sSignificativamente

mas bajo en individuos arriba de 70 attos o mas.
En contraposiciodn a lo anterior, alounos cstudios sugieren

firmemente que €1 nivel basal de ICH es bajo en los individuos

en comparacidn con los vicjos cn donde e=s mayor

*

JSvene
(122,.133-1391.

Uno dco Ta~ eastudios ma s reciontoes b completao que apoya ol

hecho de que el 1ICH varia en funcidn de la edad es el realizado



por Das y» col cn 1935, en individuos normales sanos de cuatro
mrupos de edad diferente, comenzando por recién nacidos hasta

seniles (133).
Este efccto de la edad ha sido también reportado en cultivo

de fibroblastos humanos (123).

LOS ICH COMO INDICADORES DE DAXO.

4.-
indicadores de dafio ocasionado

Los ICH pueden ser atiles como
por agentes fisicos, quimicos y» bioldgicos ya que es un método
rapido, reproductible » que por su sensibilidad se controlan

los pasos metodoldgicos, hay

y disenan caurelosamente todos
técnicas de cstudio para varios tejidos "in wvivo" como "in
vitro". para detectar mutdigenos indirectos o directos, es
decir, que requieren o no de la activacidn metabdlica.
diagndédstico en algunos pade—

Los ICH puecden sSoervirr de apoyo
ticos, entre los cuales pueden citarse al Sindrome

v

cimicntos gen
de Bloom. cn 1 gque existe una frecuencia espontanea alta
de ICH » que se incrementa hasta un ndmero de 300 por cé€lula
en cultivos tratades con ¢¢tilmetanosulfonato (137) » también
la enfermcdad de Xeroderma pigmentosum en la que se ha encontrado

que la Irecuencia basal de ICH es similar ~ la de las cdlulas
normales, pero  son mds sensibles a la induccidén de ICH por
la luz ultravioleta » por agentes quimicos (133), lo que explica

una dericiencia en la reparacidn por cscisidn.
Se ha propuesto su wutilidad también en la ataxia telangiectasia
cstados

(139), anemia de Fanconi (140) ¥ para detecectar

Preneopldsicos ¥ neopldsicos (141).

™




C> ABERRACIONES CROMOSOMICAS

.~ ESTRUCTURA DE LOS CROMOSOMAS

LLa mayor parte del nidcleo en interfase lo constituye la cromatina

que =se observa tenida con colorantes bdsicos como un material

granular ¥ que corresponde a los cromosomas interfiasicos.

La cromatina esta compuesta por una larga hebra de ADN duplex

asociada a proteinas histonas y no histonas, asi como a ARN.

La cromatina se divide en dos tipos: Eucromatina ' Hetero-

cromatina.

La ecucromatina en el micleo interfasico, es el material laxo

que se tide homogéncamente, poco denso a los electrones »
situado al centro del nuiicleo. Su composicidn de bases es

Zeneralmente de seccuencia Gnica y se replica en fase S temprana

del ciclo celular, teniendo una transcripcidn activa.

La heterocromatina soe ha detinido, como los segmentos cromosdémi-—

cos condensados on interfasc, que muestran heteropicnosis
liamativa en prorase. que no desespiralizan como el resto
del material cromosémico orn telofasc 3 cuya replicacidn es
tardia en el periodo sintdético del ciclo celular. Se ha
clasificado en dos tipos:

a) Heterocromatina facultativa, la cual resulta de la

inactivacidn del cromosoma sexual X.
b) Heterocromatina constitutiva, que se presenta en regiones

especificas de todos los cromosomas (42) .
l.Las grandes moléculas de ADN humano se pliegan para mantener

el orden dentro del micleo celular v determinar la actividad

de los genes en 40 cromosomas.
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FIGURA. AC-1{
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En metarasc por medio de tdcnicas citogenéticas de bandeo
podemos clasificar a cada uno de los pares de cromosomas
por las caracteristicas estructurales que adoptan por los
numerosos empaquetamientos que ha sufrido la cromatina como
se muestra en la figura AC‘ (143,144), gracias al cual podemos
realizar el cariotipo (fig. AC: ) ¥ analizar los cromosomas
metafdisicos o premetafasicos para determinar alteraciones
o aberraciones cromosdémicas de tipo numérico o estructural

(145,146).

2.- EL CARIOTIPO HUMANO
Cada c€lula =omatica normal de la especie humana tiene cuarenta
Y seis cromosomas, lo que constituye su numero diploide (2n),

v que se mantiene constante por el fendmeno de 1la divisidn

llamadoe mitosis. Der los=s 23 pares, 22 estan presentes en las
células femeninas v masculinas v se llaman autosomas ~ el
par reostante son los cromosomas sexuales o gonosomas, siendo

en la mujer XX » on ¢l hombre XY.

Los cromosomas no solamente tienen un nimero constante en
cada especie, sino ademas una estructura ¥y morfologia definidac:
Mediante el cultivo » cosccha de linfocitos de sangre periférica
(s otros tejidos ), (233 posible observar los cromosomas bajo
el microscopio durante la metatrasec, on la cual cada cromosoma

consta de dos cromitides unidas por el centrdmero. De acucerdo

con el tamarno localizacidn del centrdmero los cromosomas
se pueden ordenar cn sieto Zrupos gue $e asignan por letras
¥ o5 posible ident ificar con precision por téenica de bandas cada

par cromosémico que constituye al cariotipo humano (fig. AC-2).

£




3z
FIGURA. AC-2

CARIOTIPO MASCULINO NORMAL CON BANDAS DE GIEMSA
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FIGURA. AC-3

POLIMORFISMOS CROMOSOMICOS CON BANDAS C EN LOS
DIFERENTES GRUPOS DE CROMOSOMAS.
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53.- VARTANTES O POLIMORFISMOS CROMOSOMICOS.

Fxdisten variaciones en 1la morfologia de alguncs segmentos
cromosémicos que no necesariamente repercuten en uana patologia
especifica. Estas variantes reciben el nombre de poiimorfismos,
ya que su frecuencia es mds elevada de lo que se esperaria
sGlo por la tasa de mutacidén recurrente.

Los polimorfismos de la heterocromatina constitutiva pueden

ser visualizados por la técnica de bandas C, presentiandose

en las regiones centroméricas b pericentroméricas de todos
loé cromosomas, en las constricciones secundarias de los
cromosomas 1, 9 v 16, en los brazos cortos y satélites de
los acrocéntricos y en la porcidn distal del brazo largo

del cromosoma Y (fig. AC3).

4 .- ABERRACIONES CROMOSOMICAS

A excepcidn de los polimorfimos de heterocromatina constitutiva,
cualquier cambio numérico o estructural de los cromosomas
representa una anormalidad en el cariotipo ¥ puede traer
consecucncias tales como alteraciones fenotipicas, problemas
de fertilidad ¥ esterilidad, defectos congénitos, retraso
psicomotor, etc.

Las aberraciones cromosdmicas son de dos clases: (a) alteraciones

del ndmero » (b) alteraciones de la estructura.

a) Aberraciones cromosdmicas numéricas.

Las células pucden toener variaciones cn ol nimero de sus
cromosomas que impliquen miltiplos del nimero haploide,
denominacdas cuploidias. o cambios on los cuales sélo uno

o algunos cromosomas stén involucrados, a las que se conoca
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ancuploidias.
Poliploidias:
En las euploidias se repite varias veces el ndimero haploide

(n) de 23, por lo que una célula con 3n tendri 69 cromosomas

constituyendo la triploidia; si tiene 4n tendra 92 g
es tetraploidia: si tiene 5n tendra 115 y sera pentaploidia.
En general, nimeros mayores al diploide se denomina
poliploidias. Dentro de ésta categoria estaria 1a endo-
rreduplicacidn, que es el proceso por ¢l cual los cromosomas
se duplican sin ocurrir divisidn celular la mas comin

es la que tiene 4n 3 cada una de las 46 unidades cromosdémicas

presenta 4 cromatides hermanas unidas por el centrémero
(AC-4).

Las poliploidias que Sse han detectado son triploidias
v tetraploidias en algunos tcjidos como el higado;
triploidias en abortos v algunos ébitos espordiddicamentce
neonatos que muercen  pronto ¥ que muy probablemente sean

mosaico (2 lineas celularcs); en las molas se ha postulado

que el producto triploide es a causa de una doble fertiliza-

cidn. come por ojemplo: cuandoe un o6vuleo con 46 cromosomas,

por no haber eliminado cl corpliusculo polar (diginia)

es fecundado por un espermatozoide normal de 235 cromosomas,

o cuando un ovulo normal es fecundado por un espermatozoide

de 410 (diandria) o cuando un Svulo normal tiene una doble

fertilizacidn (dispermia).
Aneuplidias:

Son las mas conocidas por sus repercusiones como origen

de las malformaciones congénitas al nacimiento. Se presentan
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FIGURA. AC- %
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como resultado de una no separacion cromosdmica (no disyun-—

cidn) o por rezago de un cromc soma durante 1la anafase

de la divisidn celular. Estas fallas pueden presentarse

en mitosis © en meiosis, pudiendo ocurrir en la meiosis

I o en la II y» por supucesto en la ovogénesis o espermato-

gendsis (fig. AC-5).

Las ancuploidias mds importantes son:

Trisomia.- Cuando hay un cromosoma adicional como el

sindrome de Down © trisomia 21 (fig. AC-5a). Pueden existir

dobles trisomias.

Monosomia. - Si falta un cromosoma, como el sindrome

de Turner, 45, X. (fig. AC-353b).

Tetrasomias.— Los dos cromosomas adicionales son del

mismo par., por ejemplo, cariotipo 48, XXXX.

b) Aberraciones cromosdmicas estructurales.

En esta clasc se agrupan todos aquellos cambios en la estructura

normal de cualquier par o parecs cromosémicos causados por
agentes fisicos, quimicos o bioldgicos como el viruas. Existen
tratan de subsanar el

mecanismos de reparacidn celular quec
dafio, pecro & puede ser tan grave o los meccanismos de repara-—

cidén no ser tan eoficientes, que se produscan las alteraciones

estructurales.

Las alteraciones mas importantes son:
i) Dclecidn.- Es la pérdida de un segmento de la estructura
» pucdoe scr terminal o intercalar, si l1la delecidn ocurre
en los dos aextremos se puede formar un cromosoma en anillo.

misma secuencia

) Duplicacidn.- Cuando un segmento o una

"
"

de gene s aparece cn forma doble en el mismo cromosoma .

s
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Inversidén. - El cromosoma se rompec en do= sitios v el
segmento rota 18Q° sobre  si{ mismo quedande la secuencia
de genes invertida » porr lo tanto alterada. La inversidn
paracéntrica si ol scegmento no incluye el centrdémero

o pericéntrica si el centrdémero queda incluido.

Translocacidn. - E

U

e L intercambio de segmentos entre

cromosoma=s homélogos o no homélogos.

4
Isocromosomas. - Se trorma cuando el centrdmero en vez
de dividirse longitudinalmente lo hace en forma tranversal.

La citogenética tiene cada vez mayor utilidad para estudiar

el efecto de substancias carcinogénicas » mutagénicas
valorando la pPrescencia dce abperraciones cromosdémicas

numéricas o© estructurales de las ya descritas o tomando

en cuenta algunas otras como son:

Cromosomas dicéntricos. - Posce dos centrémeros, puede
resultar de una translocacidn de dos cromatides de un
mismo cromosoma g por translocacidn entre cromosomas

homdélogos o no homdlogos.

Fragmentos=. - Son porciones de cromosomas rocos que no
tienen centrémero y usualmente se localizan en posicidn
cercana del cromosoma al que pertenecian.

Fracrturas. - Porcionecs de cromosomas rotos desplazados

de su origen.
Minilites. - Pequefios fragmentos cromosdémicos de origen
desconocido.
Brecchas o gaps.—- Son porciones no tefiidas de una cromdtide,
probablemente a causa de una descondensacidn o cambios

ADN-proteina.

o v S b ittt ittt |
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xi) Isobrechas o Tsogaps.— Porciones no tefiidas a la misma
altura de ambas cromitidas.
E1 mecanismno de produccioén en gencral de éstas aberraciones

riguras AC-6, AC-7 3y AC-8 y pueden ocurrir

148) dénde los cromosomas

se muestra on las

en la etapa G del ciclo celular (147,

se encuentian <on forma monocromatidica o en la etapa G, en

cromosomas dicromatidicos.
Otro tipao de alteraciones eon los cromosomas pueden ser:
i) Condensacidén cromosomica prematura .- Puede involucrar

uno o pocos cromosomas del genoma completo.

una condensacidn cromosoémica prematura

ii) Pulverizacidn.- Por
en la fase de sintesis del ADN.
iii) Descondensacidn cromosdmica .~ Involucra generalmente

solo algunas regiones del c¢romosoma.

ey
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FIGURA. AC-5

ORIGEN DE LAS ABERRACIONES CROMOSOMICAS NUMERICAS ANEUPLOIDES.
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FIGURA. AC~ 7
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FIGURA. AC-8 ABERRACIONES TIPO CROMOSOMICO
2.1 RUPTURAS CROMOSOMICAS Y BRECHAS
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2.3 INTERCAMSBIOS INTERCROMOSOMICOS
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D) ETAPAS DEL DESARROLLO

Las etapas o los afios de crecimiento ¥ desarrollo estin divididos
en periodos basados en las caracteristicas fisicas y» psicoldgicas
Estos pericdos no e¢stidn bien delimitados, sino que cada uno
de ellos se adentra imperceptiblemente en el que sigue. Ademas
existen distintas variaciones dentro de 1la normalidad,

en
el modo de transicidn.

El crecimiento desarrollo fisico incluyve 1las modificaciones
en €1 crecimiento, organirsracidn diferenciacidén del organismo
desde aquellos quoe tienen una significacidn molecular en
la vida prenatal

hasta las complejas modificaciones metabdlicas
que acompanan al individuo hasta su vejecz.
La wvida prenatal se caracteriza por la organogénesis y morfo-—
génesis cuyo rasgo principal es cl craocimiento diferencial
de diversas partes en distinto momento, coordinado con di-
fcre-nciacio'n A% especializacidn de las diversas células >
clonas celulares. Por otro lado, la tendencia al crecimiento
debe cesar en un moment o dado. o cuando el Srgano alcanza
un determinado volumen. Durant e ast e fenédmeno las células
adqquieraen dirferencias ecstructurales, Tuncionales., biogquimicas
e inmunoldgicas a pesar de contar con la misma dotacidn genética.,
gracias a la organizacidn molecular V a lo=s meccanismos de
regulacidn que posce cada cdlula. lo que  peoermite sor capaz
de recibir mensajes. obedeocer Oordenes » "saber" gue ffunciones

i

e realizan a su alrededor ¥ cuiales no debe etfectuar.
El crcecimicnto Se mantiene como una runcidén de muchox tejidos
del adulto, manitestandosc cn actividades e

nerativas
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on -l rcﬁpluzamjcnto prosramado de células cn constante
proliferacidn. Si bien algunos de esto . procesos son actividades
de mantenimiento, puest.o que no hay un incremento neto en
cl tamarfno del tejido [ de su masa, en lo fundamental, el
crecimiento esta acomparnado por cambios que resultan, ya
sea en aumento en al nimero de células (hiperplasticidad)

o por un aumento en el tamarfio celular (hipertrofismo).

EL proceso de diterenciacidn cealular cn la vida post-patal
muestra una estrategia, la cual permite que se verifique
una secuencia armdénica durante el desarrollo del organismo

humano, esto es ser aifno, adolecente, Jjoven, adulto y senil.

ETAPA DE LA NINEZ

Comprende desde el periodo de recién nacido a 12 afios.

En el recién nacido al largo total, que varia de 45 a 55
cm. , aproximadamente, esta representado en una cuarta parte
por la cabeza hd lo demdis eon partcs aproximadamente iguales,
por el tronco » las extremidades. En un nifno de 5§ afos, la
estatura pucde  variar de 1 a 1.5 m. representando la cabeza
la octava parte del largo total > las extremidades mas de

la mitad del resto. Estas modificaciones en proporcidén similar

a las del adulto, no son mids que la continuacidédn de un proceso

que comenzd en ol claustro materno (en cl feto, la cabeza

crece mas rdpidamente que el tronco » extremidades).
El desarrollo puberal empieza de los S a los 12

mds temprano en las nirias que en los nihnos.
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ETAPA DE LA ADOLECENCI1A

Comprende el periodo de edad de los 13 a los 18 afios.

En la adolecencia, el ritmo de crecimiento en las diversas
partes del cuerpo » la aparicidn de caracteres sexuales
secundariaos varian on los dos sexos, aumentando 1a armonia
de proporciones corporales al final de esta etapa de la
adolecencia » originando las diferencias caracteristicas

de los dos sexos.

ETAPA DE LA JUVENTUD
Va de los 18 o 20 afios a los 30.
En esta etapa, en el periodo de edad entre los
el hombre alcanza su maxima capacidad fisica, llega a su

maximo el crecimiento estatural, se alcanza la mdxima eficiencia

en todas las actividades que requieren habilidad rapidez;

siendo el periodo éptimo para la reproduccidn.
En los jévenes proedominan los procesos anabdlicos, a diferencia

de los ancianos an gque sc tornan proporcionalmente mas

importantes los pProcesos degenerativos que llevan a la

disminucidn de las actividades quimicas y de la eclascticidad

de los tejidos de todo el organismo.

ETAPA DEL ADULTO

Puede considerarse de los 30 a los 50 afios.

Alcanzando <l vértice de la paribola, el hombre empiecza on
un punto no bien determinado de su cuarto decenio, a recorrer
cl tramo descendente. Los procesos de croecimionto dejan de
producir cerectos cevidentes » apareceen las primcras senales
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de envejecimiento. En realidad «¢1 c¢recimiento no se detiene,

contin ta durante toda la vida., wmientras que el envejecimiento
¥y la muerte celular actuan desde el nacimiento (149-154).
ETAPA DE LA SENILIDAD. VEJEZ O ADULTO MADURO.

Los criterios de admisidn para protocolos de estudio sobre

envejecimiento consideran una edad de o635 aiftos (155). aunque
como sSe dijo antes, este proceso puede acelerarse y un individuo
presentar caracteristicas de senil a una edad mds temprana.
E1 género humano adan no sabe con exactitud cudles son los
limites de su propia vida. Tampoco puede asegurarse que algun

dia lo sepa. pero sin duda seguirda siendo una de las prcecocupa-—

ciones centrales doe 1a eoxistencia. Actualmente €1 mejor promedio

de vida se halla €n los paises escandinavos Y en Japdn: 79
anos para las mujeres » T4 para los hombres. En el libro
de los récords de Guinness figura el Jjaponés Izumi, quien
vivio hasta los 110 afnos. Pero el mayor nimero de longevos
se encuentra en 1la URSS, dénde se calcula que unas 0 mil

personas sobrepasan el siglo de edad. En México la edad promedio

limite se calcula en los 60 afos.



E)> ENVEJECIMIENTO

1.-— DEFINICICN

Entre las investigaciones mds relevantes de la humanidad,
se encuentra lo concerniente a los problemas involucrados
en el envejecimiento como parte del entendimiento de la

naturaleza humana y a la conservacidn de la salud.

En la generalidad de los organismos vivientes, los procesos

de envejecimiento, se caracterizan por su universalidad,
por su iniciacidn v aceleracidn que tienen lugar durante
etapas determinadas de la vida en las poblaciones de una
misma especie, son ademas, progresivos ¥ no reversibles en

condiciones naturales.

E1l envecjecimiento es un procesao gradual de deterioro, que
se acompana en Zeneral por modificaciones estructurales ¥
fisioldégicas en la mayor parte de los sistemas de organos. (156)
2.—- HIPOTESIS DEIL PROCESO DE ENVEJECIMIENTO

El proceso de envejecimiento es sumamente complejo e intervienen

en €1 muchos factores. de ahi que las miltiples teorias que
en apariencia pudieran parccer contradictorias no se excluyen
mutuamente. La investigacidn gerontoldgica verifica hipdtesis
intentando determinar cudiles son alidas ¥ cuiles ofrecen
mayores promesas de llegar a comprcecnder cl envejeocimicento
¥y Ycombatirlo™.

El envejecimiento pucde visualizarse eoen los individuos, tiene
su expresion a nivel celular, pero es claro que los eventos

iniciales que conducen al deterioro de un organismo con el




tran=scurso del ticompo ocurren a anivel molecnlar. lLas ditferontes

teorias propuestas para explicar el envejecimiento incluyven
como componentos el goenético A el ambiental (157, 158) v

difieren en lo que sSec refiere a defectros gendéticos intrinsecos
o acumulacidn al azar de mutaciones somdticas. A

Las principales hipdtesis del envejecimiento basadas en las
pPropiedades de las noléculas portadoras de la informacidn

genética son

i) Hipdresis sobre la existencia de "errores catastréficos*
(159). Propone que con €l tiempo. la informacidn transmitida
en los pProcesos de transcripcidn » traduccidn podria
estar sujeta a un ndmero progresivamente mayor de errores
que conducen a un declive de 1a capacidad funcional
celular. No hay pruebas adecuadas para sosteneer dicha
hipdtesis, en cambio sce puede hablar con base on investiga-
ciones confirmadas de la disminucidn de 1a capacidad
para la reparaciédn del ADN en cultivos de células normales
a medida que sc aproximan al limite de su capacidad

de replicacidn.

ii) Se ha propuesto una 2a. hipdtesis, basada €1 que la
redundancia del ADN podria proporcionar un meccanismo
protector., reemplazando por un Zen identico a un oen
acti-vo danado & causa do accidentes moloeculares. Al
final, sin embargo, todos los Senes repetidos serian
utilizados, los errores se acumularian » las deficiencias
fisioldgicas determinantes del envejecimiento irian

aparecicndo.,

La tercera hipdtesis del cnvejecimiento propone que
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los cambios producidos por la edad son simplemente una continua-

cién de las senales gendticas normales gque regulan o1 desarrollo.
Suponc incluso la existencia de genes de enve_ecimiento que
frenarian vias bioquimicas de forma secuencial y conducirian

a una expresidn programada de los cambios propios del enveje-

cimiento (156-1064).

3.~ EVIDENCIAS DEL COMPONENTE GENETICO EN EL ENVEJECIMIENTO.
Existen evidencias en ¢1 humano, que sugierén que la longevidad

tiene una base gendética., algunas de cllas son:

a) Cada especie muestra un periodo de vida medio y maximo,

lo que itmplica factores gendticos. Cna explicacidédn a este

fendmeno rerside o los Senomas . ya sea por el contenido

de programas Zendéticos diferentes, o bien por diversos

grados especitficos de murabilidad.

b) Hay correlacidn positiva entre el periodo de vida maximo

de los progenitores » 1a de sus descendientes.

c) Los gemelos monocigotos ticnen un periodo de vida mas
similar entre s que el de los dicigotos, quienes a S0
vez tienen mayor soemejanza «on su periodo de vida maximo
que con los individuos de una poblacidn aleatoria. Las
causas de muerte on gemaelos monocigotos son similares
en una proporcion dos vecoos mayor que cn loxs gemelos

aunque se desarrollen en condiciones ambientales

d} Las mujcraes viven mas tiempo que los hombres. aunnque no

parece estar involucrado con gcones ligados al sexo en

expresidn

la determinacidn de la longevidad, pero si con 1la
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i1)se
a)

b))

c)
d)

e)

intluenciada por el sexo.
Existen enfermedades hereditar as gque disminuyen significativa

mente la duracidn mdxima de vida, como son la progeria,

la enfermedad de Werner, el sindrome de Cockavne, el sindrome

de Rothmund-Thompson, la distrofia miotdnica, etc.

ha informado que "in vivo" existe de acuerdo con la edad:

Aumento ~n el nimero de rompimientos cromosdmicos ¥y

aneuploidias.
Senectud prematura en los pacientes de sindrome de Turner,

Down ¥ Klinefelter.

Aumento espontdneco de isoanticuerpos especificos.

Las principales proteinas fibrosas del tejido conectivo, que

son lacoldgena, elastina » reticulina presentan alteraciones

en su composicidn ¥y en sus propiedades produciendo efectos

observables en el organismo relacionados con el envejecimiento

(fibrosis arteriocapilar, arterioesclerosis, hipertensidn,
etc. ).

Una de las alteraciones celulares ma s generales que se
relacionan con cl envejecimiento son los granulos de
lipofucsina, los cuales constituyen el llamado "pigmento
del envejecimiento", al parccer derivados de los procesos
de desecho en el citoplasma. Su acumulacidn guarda una
relacidn cuantitativa con la cdad, ya que estd ausenteoc
en individuos jévenes, poro se i

encuentra casi sin excepcidn

en el corazdén de sujetos envejecidos sin enfermedad cardiaca,

lo que hace que se considere un proceso basico en el

envejccimicento (161-163).
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277 Los hallazgos "in vitro" realizados con linfocitos )y fibroblastos

han demostrado 1la existencia de cambios asociados con la

edad tales como las siguientes:

a) Los fibroblastos diploides de origen humano presentan

un nimero rfinito de divisiones, degenerando o perdiéndose
las células al final del cultivo (164). La declinacidn

celular » la mavor edad asociada incrementan el nimerno

de aberraciones cromosdmicas (1635), acompaifiados por otros

- cambios en el metabolismo del ADN como el retardo en 1la

welocidad de reparacidn por escisidn y 1la elongacidn de

-

la cadena en cl templete de cromatina activa y en la fidelidad

de la ADN polimerasa (10606).

b) Todo cultivo empieza con "c&lulas no comprometidas?® con

kel

- el proceso de senectud, pero al cabo de cierto niimero

de subcultivos éstas se comprometen con el proceso.

c) Cuando wun tejido comienza a volverse senil acumula enzimas

termolabiles (163. 1067, 168).

d) Las poblaciones de células de seniles son diferentes a

las de los Jjévenes, va que muestran una disminucidn en
el porcentaje de células que sintetizan ADN v aumentan
- su tiempo de ciclo celular (169).
- e) E1 numero de aberraciones cromosdédmicas encontrados en
RN .
- subcultivos de ffibroblastos de pacientes con sindrome
- de Down,., sindrome de Bloom » anemia de Fanconi se correlacio-
- nan con los datos epidemioldédgicos acerca do un aumento
de enfoermedadoes necoplasicas » mayor suceptibilidad a la

transformacidén viral conforme avanza la edad.

£) Un incremento de ancuploidias en los cultivos de linfocitos




de individuos seniles ha sido informado por algunos autores

A% se ha demostrado la pérdida preferencial del cromosoma

X\ dnactivo en mujeres a medida que aumenta la edad (170).

Por otra parte existen evidencias convincentes de que
la inactivacidn del cromosoma , X estd relacionado con la
metilacidn diferencial de citosina en los dos X Yy que

un gene silencioso de un cromosoma X incctivo puede reacti-

varse al fallar la metilacidn, siendo una activacidn

indeseable que pucde causar envejecimiento (171, 172) .

Z) La sensibilidad a la induccidn de IXCH se incrementa con

la edad (173).

h) Se ha comprobado "in vitro" que las enfermedades con

envejecimiento prematuro muestran en sus poblaciones celulares

un menor numero de divisiones celulares (174).

4.~ CAMBIOS EN LOS LINFOCITOS RELACIONADOS CON LA EDAD.

El1 reloj bioldgico del cuerpo se encuentra en el hipotalamo.

Esta porcidn del cerebro contiene centros claves de control

para numerosas funciones corporales, que sccretan una amplia

variedad de hormonas que controlan » coordinan a otras glandulas

relacionadas con cl proceso de envejecimiento como es la
pituitaria (175). cuya extirpacion en ratas viejas parece
rejuvenccerlas s1 al mismo tiempo se les administra dosis

de l1a hormona del tiroides. Otra glindula endocrina que ticne

que ver con el envejecimiento eos el timo, el cual desemperfia

un papcl clave en las defensas inmunolédgicas de 1 organi smo.
Alcanza =Su mayor tamano A4 grado e actividad al principio
de la wvid atrofidindose gradualmente con la edad. Su involucidn
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comionza on la macdurez sexual » termina alrededor de los
30 afios en <l humano (176, 177, 178).

El1 timo acttia como &rgano endocrine y como sitio de diferencia-
cidn celular.

En el timo se sintetizan diversas hormonas polipeptidicas

que se liberan hacia la sangre; estas hormonas sSon importantes

en la diferenciacidn de linfocitos pretimicos vy postimicos;
entre los péptidos de timosina reportados se encuentran los
que estimulan la liberacidn de neuropéptidos, hormona de
crecimiento, prolactina b beta-endorfina, la timosina o= 1

en unidn con antigenos apropiados y/o lectinaj es un potente
inductor de un nimero de linfoquininas entre las cuales se
encuentra la IL-2.

En el ser humano, la concentracidn de hormonas timicas en
el suero se mantiene hasta los 20 o 30 afios de edad ¥y después
disminuye su <Toncentracidn.

Lo anterior ¥ los hechos de que la timectomia apresure el
comienzo de los cambios relacionados con la edad c¢n animales
de laboratorio, que los timocitos Jjovenes o las hormonas

timicas pueden aumentar la reaccidén de anticuerpos IzG, IgE

h

¥y de anticuerpo de alta afinidad en ratonecs viejos, sefitalan

la aportacidn de la involucidn timica a la

enescencia

]

inmunitaria (179).

Los linfocitos de médula G&sea entran en la corteza del timo.
Con 1la cdad disminuye cste paso de linfocitos inmaduros de
la médula Ssea al timo (180). Aunque al avanzar los anos
llegan menos linfoecitos inmaduros al timo, aumenta el porcentaje

de linfocitos inmaduros dentro de esta glidandula (181), pareciendo
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que €sta pierde capacidad para diferenciar linfocitos inmaduros.

Los linfocitos T inmaduros que conjugan eritrocitos autdlogos,

2 En consecuencia, la iincapacidad

aumentan en los ancianos (182).

del timo para sostener la diferenciacidén de los linfocitos

inmaduros se manifiesta por aumento del nuamero de ellos en

la gldandula y cn la sangre periférica.

la

Existe controversia en cuanto a que si se modifica con

edad €1 nidmero total de linfocitos y el nimero en subpoblaciones

de 1linfocitos T & B en la sangre periférica del ser humano.

Debe destacarse que en todos los estudios se han hecho anadalisis

cuantitativos de los linfocitos de un numero tYnico o limitado

de comparimientos linfoides. Elleo es importante, ya que existe

una redistribucidn significativa de los linfocitos segin

la edad. Por ejemplo, con la edad disminuyen Jlos centros

germinativos de los ganglios linfaticos y aumentan las céelulas

plasmiticas 3 los linfocitos cn 1la médula Ssea. Por este

motivo, el namero de linfocitos en cualquier compartimiento
quiza no manifieste el complemento total de linfocitos en
el organismo. Tambien cs posible que , aunque el nimero de
linfocitos no s5¢ modifique con la edad, estas células de
vida duradera circulen en estado postmaduro, esto es, que

sean viables poero que Qreczcan con capacidad de duplicacidn

necesaria para la competencia inmunitaria.

En la sangre periférica de ancianos se ha informado un aumento

de linfocitos T inmaduros (183)., T gamma (184), T auxiliares

o inductores identificados por ¢l anticuerpo monoclonal OKT4g,

en tanto que disminuye el mimero de linfocites T supresores

o citotéxicos identificados por el anticuerpo monoclonal
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OKTS8 (183).

En cuanto a las enzimas proesentes en los linfocitos, se ha
informado que a mayor edad aumenta la adenilatociclasa
linfocitica ¥ disminuye 1a guanilatociclasa (185). Se ha

advertido una disminucidn en la actividad enzimatica de la
exto—-3'-nucleotidasa en iinfocitos de ancianos h'g algunos

estados de deficiencia inmunoldgica (186).

La concentracidn total de inmunoglobulinas en el suero se
modifica poco con la edad, pero =3 cambia la distribucidn
de clases de inmunoglobulinas, se ha reportado en individuos

de edad avanzada concentraciones séricas de IgA e IgE aumentadas
» disminuidas las de IgM (182, 187).

ILa disminucion de los anticuerpos naturales para determinantes
extrafos que ocurre con la edad se acompafia de aumento de
autoanticuerpos e inmunoglobulinas monoclonales (18%&, 189).
Se ha reportado en el suero de ancianos autoanticuerpos
para Adcidos nucleicos, misculeo liso, mitocondria, linfocitos,
células parietales sidstricas, inmunoglobulina ¥y tiroglobulina
(187).

La disminucidn funcional de los linfocitos T en sujetos ancianos
pudicera guardar relacidn con la menor capacidad para producir
¥ conjugar rftTactor de crecimiento de células T (100), aunque
la reaccidn de proliferacidn de linfocitos T no aumenta por
el factor de¢ crecimiento exdgeno de células T.

Cuando se compara la recaccidn de proliferacidn de células
T y células B, en la mayor parte de los informes el defeccto
de las ceélulas T es mayor que €l de las células B.

En cuanto a lo macrofagos se necesitan para la presentacidén
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de antigenos, la proliferacidn de linfocitos, fagocitosis

¥ la =<intvesi de ant icuerpos, on varios estudios se ha informado

”n

que el numero de ellos, su capacidad para sostener la prolifera-

cidn de linfocitos ¥ su capacidad para procesar antigenos
no se modifican con la edad (191).

La inmunidad maediada por células depende de la integridad
funcional de los linfocitos que dependen del timo. Como 1la
involucidén timica e¢s acompafamiento general del envejecimiento,
en muchos estudios de la senescencia inmunitaria se han
investigado las Tunciones de los linfocitos T con la edad.
LLos ancianos presentan reacciones de hipersensibilidad tardia
menos intensas a antigenos corrientes de dermoreaccidn que
los individuos Jovenes (192}, esto pudiera manifestar una
reaccidn modificada al desafio antigénico, pérdida de memoria
inmunoldégica o ambos factores.

La reaccidn de proliferacidn de linfocitos T "in vitro" de
sujetos ancianos presenta una respuesta modificada a mitdgenos
de linfocitos T (187).

Fl deftecto de proliferacidén observado en cultivo de linfocitos
dec seres humanos ancianos no puede explicarse por deficiencia
del namera de lifocitos T, puesto que la reaccidén alterada
de proliferacidn permanece en preparados purificados de
linfocitos Y en individuoas de edad avanzada.

iones calcio son importantes cn

"

Se ha demostrado que lo

e¢ ha informado que ésta junto con

ii

la activacidn celular »

otros procesos dependientes de calcio exhiben un detcrioro

relacionado con la edad.

Se ha descubierto que los preparados de linfocitos T de seres

iy



humanos ancianos

quc reaccionan a

de jovenes (193). No

sucesivamente,

nina, el ndmero de

por tercera vez s6lo fucoc

de 3 s, cl

o pero en ndamero

scmejoante
Por dltimo, s a 1a
primario o
=X probable que  los

inmunitario

contiecnen
mitdgenos en

manteniendose la

al cabo de Q6
linfocito=s de
el 25 %

numero  que

en cultivos

SCcnescoencia

mayorcs

sSlo un 20 al 50 % de células
comparacidén con los procesos

capacidad para dividirse
horas de cultivo con fitohemagluti-

ancianos que se dividieron

¢ en relacidén con los cultivos

th

e dividia por secgunda vez cra
de ccélulas qgue sSe dividian por wvez
de jovenes y viejos.
i inmunitaria contribuyvente

1a patologia del

envejccimiento,

conocimicentos decl envaejecimiento

~ la mayvor capacidad para corregir los defectos
inmunitarios que ocurren en los ancianos den la oportunidad
de un  mejor control de las enfermedades del envaejeccimiento,.
no para prolongar

élla mientras cstemos

1a ~ida,

"disfr

sino para mejorar la calidad de

utando®" (104).
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F) SINDROME DE HUTCHINSOMN-GILFORD O PROGERIA (HGPS).

El sindrome de Hutchinson-Gilford o progeria (HGPS) es uno
de los desdrdenes de cnvejccimiento prematuro congénito h's
el mejor conocido debido principalmente a 1la semejanza que

tieﬁ;n los nifios que 1o padecen con individuos de edad avanzada.
Jonathan Hutchinson fue el primero en describirlo en 1886,
resaltando en ¢l titulo la "ausencia congénita de cabello" (195).
Este primer paciente » un segundo que reportd en 1985 fueron
reexaminados por Gilford en 1897 ¥ 1904, quien describid
los cambios patoldgicos de la enfermedad ¥y propuseo el término
de “"progeria” para el sindrome (196). Subsecuentemente otros
75 pacientes han sido reportados (197-200) y algunos estudios
especiﬁ}cos comparan los mecanismos del envejecimiento natural
con el prematuro (201-202).

La incidencia estimada de HGPS es de aproximadamente de 1

x 4 a 8 millones de nacidos vivos c¢on una relacidén de sexo

de 2:1 masculino,/femenino (100-200), no hay caracteristicas
raciales o distribucidn geogriafica, sin embargo, ningin paciente
ha sido reportado en China o Australia. El1 Registro Intcrnacional
de Progeria incluia en 10835 cerca de 20 personas afectadas

viviendoe en el mundo (202).

En la progeria la duracidn midxima de vida disminuida, ocurriendo
1la muerteo de lo= 7 a los 27.5 anos , con una ocdad media de
13.4 afios (100). El iinico caso reportado en 1a literatura

como progeroide con una sobrevida de 45 anos ha sido un paciente
Japonés. Generalmente éstos pacientes mueren en la segunda

década de su vida por un desorden cardiovascular debido a

L5




arteriocesclerosis prematura o infartco del miocardio (203).

La etiologia de este  sindrome es desconaoacida, la ocurrencia

familiar de HGF3 entre los pacientes sugiere ser de naturaleza
el

genética, sin embargo modo exacto de herencia no es claro,
ya que 1la mayor parte de los casos son esporddicos. Hay cierta
inclinacidn por describirla con un patrdén de herencia autosdmica
recesiva, lo cual es apoyado por los estudios en dos familias,

cada una dec las cuales reportan dos hermanas con hijos afectados

(200, 203-207). También sSe ha propuesto un patrén de herencia

autosdmico dominante debido a una mutacidn germinal de novo

dependicente de la edad paterna (199, 208, 200).
La literatura describe como caracteristicas invariables del

sindrome: Falla en ol crecimiento =} baja talla, enfermedad

vascular profunda » funcidén celular anormal (100). Ot ras

caracteristicas clinicas reportadas son: Alopecia, facies

anormal de caracteristicas de un individuo de edad avanzada,

w

micrognatia, cavidades orbitales pequefias simulando ojo
prominentes, tejido sSubcutdneo disminuido,. piel seca » delgada

y mala denticidn (2C0).

Entre los resultados de pruebas especiales realizadas a algunos
sujetos con progeria podemos mencionar Didmetro exagerado
en el canal auditivo externo, niveles de testosterona en
plasma bajos=s, la bioquimica sanguinea, cl estudio de funcidn

tiroideca, la determinacidn urinaria, el elaectroencefalograma

y la prueba audiométrica son normales. La radiologia ha mostrado

hipoplasia marcada de huesos faciales, desproporcidn craneo-

facial, cierre tardio de fontanela anterior, claviculas
hipoplisicas con 4areas de reabsorcisdn. coxa valga (1900, 210).
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A través de estudios can fibroblastos ¥y linfocitos cl HGPS
ha sido conoeocido v comparado molcecularmente y «citoldgicamente
con ¢l envejecimiento natural, entre los hallazpos informados
tenemos:

En el HGPS existen al igual que en el envejecimiento natural
anormalidades en las fibras de coldidgena y elastina (211-213).
Expresidn elevada de protooncdédégenes éomo c-myc, no habiendo
diferecencias significativas con c-erbB o c—-src (214).

En fibroblastos de pacientes con HGPS y fibroblastos de sujetos
sanos controles en edad se han determinado los efectos de
factores de crecimiento que median la proliferacidn celular
como son: Factor de crecimiento derivado de plaquctas (PDGF},
factor de crecimiento apidérmico (EGF), plasma pobre de plaquetas
(PPP) ¥ suero fetal de¢ bovino (FBS). Se ha encontrado solo
diferencia significativa en 1a respuesta de proliferacidn
con PDGF lo cual s mas baja en los pacientes con progeria
(174). Existe una sensibilidad menor en células de fibroblastos

de individuos de ecdad avanzada Yy en pacientes con progeriaa

a la preparacidén de factores con actividad insulinica de
plasma humano (ILA), decreciendo la sintesis de ADN con la
edad "in vitro" (101,2135}).

Las poblaciones de células de fibroflastos en cultivo de

HGPS ticnen un promedio de generaciones o una duracidn maxima
de vida (DMV) menor a la de las células de individuos sanos
controles on edad (210,216) Y similar a fibroflastos de
individuos scniles (164,1635).

Se ha demostrado un incremento en la fracciodn de enzimas

13biles &1 calor y otras proteinas alteradas en fibroblastos

e



de HGPS (217-210) como 1 enveijeocimienta natural (167).
Algunos cdes lo=s e=studios (SR 3" linrfocitos que se han realizado
en los individuos con progeria inrorman que:
Tienen

una porcidon alva de los sSubgrupos de linfocitos T
de OKTY4 ¥ bajo el de OKTS.

La respuesta de proliferacidn de linfocitos medida por la
incorporacidn dec ctimidina tritiada a mitdégenos tales ~omo
fitohemaglutinina, concanavalina A Y Pokeweed fue reducida
con respecto a los controles.

En cuanto a los niveles de inmunoglobulinas plasmaticas (IgA,
g™, I=6G) determinadas por electroforesis se ha reportado
incremento en LA (210).

En los casos en que se ha realizado cariotipo este ha sido
normal, lo mismo que su patrdn de bandas,

de

no existen estudios
frecuancia basal =1 inducida de aberraciones cromosdSmicas
(174,210) .

Un =solo informe en la literatura trata de la frecuencia basal
e inducida de ICH por mitomicina-C en linfocitos de sangre
periférica, el cual fue realizado en tres pacientes con progeria,
no habiendo diferencias sig entre el

gZrupo de
paciecntes vy

-3
Q
m
~
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©
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sSus controles norma




V. MATERIAL Y METODOS

Sea estudid un grupo de tres pacientes en edad pediatrica
que presentaban envejecimiento prematuro o sindrome de progeria,
dos de sexo femenino y uno de sexo masculino, cuyo promedio

de edad fue de 7.0 afios y un rango de 5 a 13 afios; seis nifios

normales con un promedio de edad de 6.7 afios y un rango de

3 a 13 afios, la relacidn de sexos fue de 4 femeninos y 2
masculinos; diecisiete jdvenes con un promedio de edad de
29.7 afios v un rango de: 22 a 41 afios, cabe mencionar que

el rango dec 15 jﬁvencs seleccionados al azar fue de 25 a 33 y que
los dos individuos restantes de 22 ¥ 41 anos eran padres

de un nifio progeria, 1la relacidén de secxos fue de 9 femeninos

» 8 masculinos: en €l grupo de los seniles se logrd la colabora-

cidn voluntaria de diez individuos cuyo promedio de edad
”~

fue de 64.3 afios ¥y un rango de edad de 55 a S0 afios. la relacidn

de scxos fue de 7 femeninos por 3 masculinos (tabla 1). Para

cada uno de los individuos seleccionados se realizdé una historia

clinica para descartar aquellos individuos con infecciones,
inflamacionés, procesos malignos u OLTros padceccimientos que
interfiricran con el sihstema inmune . Los eximenes gencerales
de laboratorio practicados durante los Gltimos secis meses

deberian ser normales y no debia haber idinterferencia farmaco-

locica. sobrao todo con medicamentos que interfirieran con
el sistcema inmune y que se conociera que tuviesen una accidn
clastogénica o de induccidn de intercambio de cromiatides

hermanas.

Las muestras de sangre para el andlisis cromosémico de los
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cuatro grupos de estudio s procesaron simultdneamente, en
la Unidad de Investigacisn Clinica en Genética Humana, Hospital
de Pediatria, Centro Medico Nacional > en el Hospital de
Gineco-0Obstetricia No- 4 del Instituto Mexicano del Seguro

Social-.

A) TOMA DE LA MUESTRA

De cada individuo se extrajeron 16 ml. de sangre periférica

con Jeringa heparinizada estéril, la cual se mantuvo a
temperatura ambiente ¥y 17 horas en obscuridad.

Se realizd cultivo de linfocitos segiin la técnica de Arakaki

3 Sparkes (221) para la siembra y l1a de Moorhead (z222)

la cosecha con algunas modificaciones en nuestro laborato

B) STIEMBRA

En condiciones JSptimas de esterilidad se sembraron por duplicado

para cultivo sin BrdU y» cultivo con BrdU ¥y por cada intervalo

horario .5 ml. de sangre total heparinizada en cada frasco
conteniendo: 1.0 ml. de medio de cultivo Mc Coy 3Sa: 1.0 ml.
de suero fetal de taerneras 0.30 ml. de fitohemaglutctinina
¥ 0.02 ml. de antibidtico (10 UI/ml de penicilina y 20 ug/ml

de estreptromicina).

La muestra fue homogeneizada v los frascos roctulados para
su identiricacidn, con un cdédigo que sSe¢ mantuvo oculto hasta
la interpretacidn de las laminillas.

Se incubd a2 372 C o=n obscuridad.

A los cultivos destinados para tincidén diferencial de cromatides

hermanas se adiciond 2002 de 5 bromo-deoxiuridina (Brdu)
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Yy se reincubaron a 37° € en obscuridad.

c) COSECHA
A partir de las 48 horas de cultivo {(en caso de cultivos

con BrdU corrcsponde esta hora a 24 horas post-incorporacidn

Brdu) se cosechd cada 6 horas, durante el intervalo de tiempo

de 48 a S4 horas para los- cultivos sin BrdU lo cual corresponde

simultaneamente cn los cultivos con BrdU al periodo de tiempo

comprendido dc 24 a 60 horas post-incorporacidn de BrdU.

Se agregod a cada cultivo 30 g de colchicina 30 minutos antes

de procesarlo. Sec¢ pasd a tubos cednicos ¥y sc centrifugd durante

10 minutos a 1 200 rpm. Se¢ desechd el sobrenadante, desintegrd
el botdn suavemente ¥ resuspendio en 10.0 ml. de solucidn
hipotdnica KCL O0.75M, dejandola actuar durante 15 minutos

a 37° C. Se centrifugd y desechd el sobrenadante.

Se resuspendid el botdn en 10 ml . de solucidén fijadora de

metanoldcido acético 3:1, haciendo 2 cambios mds de fijadora

para eliminar restos celulares, teniendo en el Gdltimo cambio

un paquetc celular limpio y blanco resuspendido en un volimen

final de 1.0 ml.

D) PREPARACION DE LAMINILLAS PARA LA TECNICA DE TINCION
DIFERENCIAL DE CROMATIDES HERMANAS.
La técnica de tincidn diferencial de cromdtides hermanas

de Perry v Wolff (68) con algunas modificaciones de nuestro

laboratorio se rcalizdé para determinar 1la cinética celular
hd los intercambios de cromatides hermanas en l1as mecafases
de 1los 1linfocitos de los individuos de cada zrupo ostudiado.
Se hicicron las preparaciones dejando cacrr 0.2 ml. poxr Zotco
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de la suspensidén sobre portaobjetos frios -y humedecidos en
etanol al 70%, secando a la flama y enjuagando con agua corriente

de la llave.
Se cubrieron las lJaminillas con solucidn Hoechst 33258 a
una concentracidn de 0.5 }Jg/ml durante 30 minutos, lavadas

después con agua de 1la lilave. Las laminillas fueron puestas
en contacto con buffer de Sorensen pH 6.8, para exponerlas
a la luz negra durante 1 hora o a la luz solar durante 2
horas. Se lavaron de nuevo con agua corriente, se secaron
al aire ¥ se colorearon con Geimsa al 2.0 2 en buffer de

Sorensen pH 8.0 durante 2.5 minutos.

E) PREPARACION DE LAMINILLAS PARA VISUALIZAR LAS ABERRACIONES

CROMOSOMICAS.
Se realizdé la técnica habitual para bandas G de Scabright
(223) con minimas modificaciones, constando de los siguientes
pasos: Sumergir las laminillas en una solucidn salina isotodnica

ct

tripsina~EDTA 0.0025 = a 7ecC

3]

c.o0 Z contenicendo solucidn  de
a bafio Maria de .3 a 4 minutos. Enjuagar 2 veces en solucidn
salina isotdénica a tempecratura ambiente. Ternir con colorante
2 T en burffer de fosfatos Scrensen pH 6.8 durante

de Ciemsa al

ANALISIS AL MICROSCOPIO
~

F)
El andlisis citogendético se recalizéd en forma c¢iega por solo
observador, verificandose al azar la codificacidn de algunos
resultados por dos observadores independientes que desconocian

el grupo al que pertenecia la preparacidn.
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Las metafases se analizaron en un rotomicroscopio Carl Zeiss
Universal III. tomando fotografia en todos leos casos de duda
¥ a los hallazgos impo;tantes.

Los andlisis al microscopio fueron:
Porcentaje de metafases en la, 2a, v 3a o mas divisiones
de cada intervalo horario en cada uno de los individuos de
1so direrentes grupos, para determinar la cinética celular,
en cultivos con BrdU.

La frecuencia de Intercambios de Cromatides Hermanas se determind

ccntando _ 235 metafases en 2a. divisidn en cultivos con BrdU

por individuo, obteniendose asi el YCH/células.

Las aberraciones cromosdémicas se clasificaron siguiendo el
criterio de Savage (224), contandose 100 metafases en cultivo
normal, 100 metafases de cultivo con BrdU en i1a. divisidn

celular ¥ 100 metafases en 2a. divisidn celular.

G) METODOS DE OBSERVACION Y MEDICION DE PARAMETROS.

1.~ Tiempo de ciclo celular

a) E1 tiempo de duracidén del <cicloe celular se determiné por
el método propuesto por Dutrillaux, 1976 (59), el cual

consiste en:

i) Clasificacidn de 100 metartases consecutivas en cada
tiempo de cosecha, siendao las de primera divisidn
aquellas con ambas cromatides obscuras, las de segunda
divisidn las que presentan la mitad de cromiatides
obscuras N 1la otra mitad claras Yy como de tercera
divisiénﬁiLas que presentan la cuarta parte o menoss

de cromatides obscuras N por lo tanto tres cuartas

7?3
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parces o mas mostraran cromalides claras, es -~decir,
se— consideran las contadas como tercera divisidn
.mds las de cuarta o mds divisiones celulares.

ii) Se graficd el porcentaje de células en cada divisidn
contra cada uno de los tiempos de cosecha. .

iii) Sobre la graftica de cada individuo en los dJdiferentes

grupos, sc midid el intervalo de tiempo comprendido
entre el momento cn que el 50% de las c¢c€lulas de
segunda divisidn o5 alcecanzado 3 el momento en que
las células de la tercera divisidn alcanzan también

el 50%, el resultado se considera como el tiempo
de ciclo celular (tcc).
Ejemplo: En base a la grafica 38 del grupo de los
nifos normales tencmos que: tcec = 2.46

Este mismo tiempo de ciclo <celular puede ser determinado

matemdtiicamente con la siguiente ecuacidn (Tuddén y Palma 1989)

. . ( ¥22 - 5° Yz2 - 50
tcc:(kso - X,,) - o6 - =
Yoo = Yo Yo - Y3,
donde =
Xon ¥ X3, son los puntos de las horas de cosecha entre
los que se encuentra o han sobrepasado cl 50%
de las células en segunda o tercera divisidén. .
. 1
Y21 > YZZ porcentajes de células en segunda division g
entre los que se encuentra el 50% de metafases i
cen segundo ciclo. 1
i
Y31 Y - porcentajes de células en tercera divisidn f
H
i
H




»5

entroe los que se encuentira el 530% de metarases

cn tercer ciclo.

Ejemplo: En base a los datos de 1la tabla 4 con que se
sraficd al grupo de nifos normales tenemos
que:

YZZ - 50 Y32 - 50
tCC=(X3o - xoo) + 6 - =
Yoo — Yo, Yzz = Y3;
56 -~ 50 52 ~ 50
tce =(42 - 30) + 6 - - 12.52
56 - 17.80 32 - 23.66

€) E1 andlisis y cuantificacidén de la cinética de proliferacidén
celular se realizdé por cl método propuesto por Ivett y
Tice (z2), denominado Tiempo de Generacidn Promedio (TGP), 3
el cual consiste en: i

i) Obtencidn de los porcentajes de células en primera,

segunda > tercera o mas Zeneraciones clasificadas
de acuerdo a la tincidn diferencial dada por la
S5—-Bromodeoxiuridina (Brdu) . cn cada tiempo de cosecha,

de cada uno de los individuos de los diferentes grupos.

ii) Obtencidén del Indice de Replicacidn (IR) por el método
de Shneider y Lewis, el cual se obtiene por la tférmula
siguiente; R

1 x $ de las -« 2 x % de 2as + 3 x % de 3as
IR =
100
iii) E1 IR sirve de basc para obtener el TGP siguiendo

la ecuacidn propuesta por Ivett y Tice:

TIEMPO DE COSECHA POST-INCORPORACION Brdu
TPG =

IR
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iv) Para compararnr los ticmpos promedios de generacidén

se utilizd la prueba de comparacidn miltir le no

paramétrica de Kruskal-Wallis N 1a prueba de U de

Mann-Whitney con el nivel de significancia propuesto

por Bonferroni para comparar los grupos de 2 en 2

¥ formar los horizontes estadisticos en base a los

resultados de probabilidad sionificativa o no significa-

tiva (225,226).
Frecuencia de intercambio de cromdtides hermanas.

La frecuencia de ICH se determind en cultivos de 36 y

42 horas post-incorporacidn de BrdUu, contandolos en 25

células como minimo y» en ocasiones verificando la frecuencia

por duplicado o triplicado obteniendo la media de éstos

Obteniendose de esta manera el nimero de ICH/célula de
cada individuo en los difercntes grupos estudiados.

En base a las frecuencias de ICH/célula por grupo de
estudio se determind el promedio (x) ¥y error estandar

(sx) y éstas sSe muestran en la tabla 7.

Las frecuencias se compararoen con la prueba No paramétrica

de Kruskal-WwWallis » la prueba de U de Mann-Whitney con

la desigualdad de Bonferroni para comparar los grupos

ta

de 2 en 2 (2235.228).

Determinacidén de la frecuencia de aberraciones cromosdmicas

el efecto de la BrdlU en los diferentes grupos de estudio.

v
Por medio de la técnica habijitual y para bandas GTG de
Seabright con algunas modificaciones decl laboratorio
de la Unidad de Investigacidn Clinica en Gelwética Humana,

se visualizareon Tas aberraciones cromosomicas en 100

{4 10 2100 el ontid




metafases de la primera cosecha sin BrdU la cual correspondia
a 48 horas post-cultivo y en las 100 primeras metafases
localizadas en 1a. divisidn v en las 100 metafases de
la segunda divisidn desde la cosecha de 48 horas post-cultivo
o su correspondencia de 24 horas post-incorporacidn de
BrdU hasta la cosecha en donde se completaba el nimero.
Las alteracioncs cromosdmicas se clasificaron segin Savage
(2z24), tomando en cuenta la nomenclatura del Sistema
Internacional para Citogenética Humana (146).

La‘fr-ecuencia de aberraciones cromosdmicas de las 300 células
tanto de cultivo normal como con adicidn de BrdU, se
determind Zlobalmente para analizarla intergrupalmente
en los diferentes grupos por medio de la prueba no
paramétrica de comparacidn miltiple de Kruskal-wallis
Yy el andlisis de grupos de 2 en 2 se¢ realizdé por la prueba
de U de Mann-Whitney con el nivel de significancia dado

por la desigualdad de Bonferroni para formar los horizontes

estadisticos.

Las distribuciones de frecuencia de las alvceraciones
cromosdmicas sc compararon intragrupalmente, las 100
metafases del cultivo sin Brdu con las 100 metafases

de 1la. divisidn del cultivo con BrdU y las 100 metafases

n
e
O
=]
o
3
o
1

de 1la la. divisidén con las 100 de l1a 2a. divis
-

lizandose estadisticamente con la pruecba de X~ (225,226).
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1 12:0¢C OBTENER POR VENOPUNCION SANGRE PERIFERICA
MANTENER A TEMPERATURA AMBIENTE EN OBSCURIDAD
1 5:00 CULTIVO DE SANGRE - INCUBAR A 37°C EN OBSCURIDAD
< .
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' PREPARAC IONES SOBRE PORTAOBJETOS EN ETANOL FRIO AL 70%.
Vit BANDAS G SE COMTINUA LA TECNICA DE TINCION DE
CROMATIDES HERMANAS.

CINETICA CELULAR
(100 metafases en la., 2a., v 3a. o m&s divisiones
en cada hora de cosecha).

INTERCAMB IO DE CROMATIDES HERMANAS
(25 metafases en 2Za. divisidn).
ANALISIS AL <

MICRQOSCOPIO ABERRACIONES CROMOSOMICAS
(100 metafases de cultivo normal de 48 hs.,
100 metafases de cultivos con BrdU en la. divisidn y

106 metafases en 2a. divisidn celular).
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ESTA TESIS WO Ll
VI RESULTADOS SEUR DE LA BIBUDTECA

Las caracteristicas generales de los cuatro grupos de estudio
se observan en la tabla 1.

los datos correspondientes a cada uno de los treinta y seis
individuos estudiado~ ¢n cuanto a cdad, sexo ¥y los resultados
para cada una de la mediciones recalizadas en el estudio como
son: Determinaciidn del tiempo de ciclo celular (tcc) por
el método de Dutrillaux y Fosse o con la ecuacidén matemdtica
propuesta por Tuddn y Palma, determinacidén del tiempo promedio
de generacidn (TPG) por el método de Ivett y Tice; determinacidn

de la frecucncia de intercambio cromosdédmico por célula (ICH/cel)

A la determinacidn de 1la frecuencia total de aberraciones
cromosdémicas (A.C.) para cada individuo en cultivos sin v
con adicidn de bromodeoxiuridina (Brdu), se muestran en la

tabla 2.

Las griaficas 1 a 36 de cada uno de los individuos de los
cuatro grupos de estudio mostraron en su cinética celular
caracteristicas de comportamicnto diferente, tanto intergrupal-
mente como intragrupalmente.

Se determind para cada uno de los individuos de los diferentes
Srupos cl tiempo de cicle c<celular {tecc) a excepcidén de los
Jovenes 1 » 3 A los scniles 1 y 3, por no alcanzar la curva
de segunda divisidn ! valor del 350% requerido por el proce-
dimiento de Dutrillaux ¥y Fosse. Los valores del tcc se obtuvieron
tanto graficamente segun Dutrillaux y Fosse, como matemdticamente
en base a la ecuacion que proponen Tuddn y» Palma y se muestran

en la ctabla 3 los valores individuales y promedio en cada
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grupo.
La tabla 4 » las graficas 37-40 se elaboraros en base al
en priagera,

porcentajes de células segunda

promedio de los
¥y tercera o mds divisiones celulares de 1los individuos quc

componian cada grupo de estudio.
valores promedio de la cinética celular

Soleo la grafica de los
de los niftos Fue comparativamente igual su tcc obteniendo
con la ecuacidn de Tuddn » Palma a la media
restantes de los

graficamente y
individuales,

corresponden.

las tres graficas
mismos valores

de los tcc
Con estos

valores promedio no se
promedio S elabord ol i1tdiograma de 1 csquema 1, demostrando
que los patrones Qe respuesta son similares dentro de cada
grupo de estudio {intragrupalmente), pero diferentes entre
los grupos de estudio {(intergrupalmente).
Se observa en gencral ean todos los grupos » cenforme progresa
el tiempo de cultivo que: La proporcidn de metafases en primera
divisidn disminuye conforme pasa el tiempo, la proporcidn
de las segundas divisiones ticnde a formar una curva de
distribucidn normal, con e¢xcepcidn del grupo de los seniles,
con respecto al resco

divisiocnes

en donde 1la proporcidn siempre es menor
de los ocrupas ¥ que la proporcidn de terceras

aumenta conforme pasa <l tiempo.
datos de los

La tabla 5 ¥y gzrafica 41 se elaboraron con los
Tiempos Promedio de Genecracidén (TPG) obtenidos por el procedimien
to de Ivett v Tice de cada uno de los tiempos de cosecha
porr Zrupo de estudio. Se tiene un TPG para las
de 21.7 * 1.5 horas, un TPG para

analizados

células de nifio=s progercia
los nifios normales de 19.4 = 1.5 horas, un TPG para los jovenes




de 22.7 =x 0.7 horas ¥y por dltimo en ¢l caso de lo= seniles

un TPG de 28.3 + 1.0 horas.

Siguiendo el mismo procedimientc de IVett y Tice para determinar

el TPG, Ta tabla 6 presenta los valores para cada individuo
de los diferentes grupos de estudio, siendo el TPG promedio,
como era de esperarse, iguales a los encontrados en cada

tiempo de cosecha (tabla 5), 21.65 para progeria, 19.34 para
los nifios normales, 22.75 para los Jovenes Yy de 28.27 para
los seniles. La prueba no paramétrica de comparacidén miltiple
de Krﬁskal—Wallis mostrsd gque habia diferencia entre los grupos

con una p-<= O0.001 ¥ con la prueba de U de Mann-Whitney » el

nivel de significancia dado por la desigualdad de Bonferroni
oo = 0.0083 al hacer las © comparaciones posibles entre los
grupos, mostrd que no habia diferencia estadistica de la

progeria ni c<¢on nifios normales, ni con jdévenes, ni con seniles,

existiendo diferencias cntre las 3 restantes comparaciones
formandosc cntre los orupos los horizontes de distribucidn
estadisticas que sc¢ muestran en el esquema 4a, ya que:

P &»N P = ns (no significativa)

P & J P = ns

P & S p = ns

N & J P 0.001

N & S p<< 0.001

J & S p << 0.0001

El esquema 2 muestra la frecuencia de ICH/célula, analizados

en las 25 metafases de linfocitos en los grupos estudiados.
LLa tabla 7 presenta los datos correspondientes a la frecuencia

de ICH/célula observados en los individuos ostudiados. La prueba
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de comparacidn maltiple no paramétrica de Kruskal-Wallis
los grupos so0on diferentes con u;:a p << 0.005,

demostrd que
la prueba de U de Mann-Whitney y el nivel de significancia
dado por la desigualdad de Bonferroni =< = 0.0083 comparando
los grupos de 2 en 2 formd los horizontes de distribucidn
estadistica (225) que se muestran en el esquema 4b al encontrarse

quce:
P & N P = ns

P & J P = ns

P & S p = ns )
N & J p < 0.002 .

N & S p < 0.002

J & S P = ns

La tabla 8 muestra los tipos ¥y numero de aberraciones cromo-
sédmicas encontradas en los diferentes grupos, como son: Brechas
(gaps) ., isobrechas (isogaps) . deleciones cromatidicas (er)
y cromosdémicas(cs), fragmentos (frag.), tetraploidias (tetra),

endorrcduplicaciones

(endo) 3 aneuploidias de tipo monosdédmico

(~1).
El esquema 3 muestra la distribucidn de frecuencias de aberra-
ciones cromosomicas y 2 su error ostandar en cultivos normales
a las 438 horas de cosecha v cultivos en primera y segunda
divisidn celular medidas a las 48 horas de cultivo, lo que
24 horas post-incorporacidn de BrdU cn cada

corresponde a
grupo estudiado. La tabla o presenta éstos datos para cada

uno de los individuos estudiados.
La tabla 10 presenta los datos individuales de la rrecuencia
basal do aberraciones cromosdomicas en las 100 células de
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P = ns

& J p < 0.003
P &S P = ns
N & J P = ns
N & S p < . 0.003
J & S p < 0.002

En cada grupo de estudio de los datos presentados en la tabla
O se comparéd estadisticamente con la prueba de x2 el nimero
de aberraciones cromo=sdmicas encontradas en los cultivos
normales (C.N.) contra las aberraciones cromosdmicas de cultivos

con BrdU en primera division (1?7 BrdvU) contra las de segunda
divisidn (22 Brdiy). La tabla 12 muestra estas comparaciones
estadisticas v los resultados de Xz (1) experimental con

- bed
un gzrado de libertad (X~ (1) exp) » de tablas (X~ (1)

probabilidades si

tablas),
asi como sSus gnificativas y no significativas.
El esquema 4 presenta los horizontes de distribucidn estadistica
en los diferentes grupos de estudio para las frecuencias
basales del tiempo promedio de gencracidn (TPG) . intercambio
de cromatidecs hermanas {1cCcH) v de aberraciones cromosdmicas
(AC) ¥ la tabla 13 resume las medias (X) de cada uno de 1los

paramectros.

Puesto que parecia existir una relacidén directamente proporcional

de los TPG con los ICH en los diferentes grupos de estudio
(esquema da, ib 3 tabla 13), sc claboraron los diagramas
de dispersidn con los datos individuales de los TPG contra
los TICH como sc muestra en las graficas 42 a 45, habiendo
habiendo sSolo correlacidn o inversa en ol Zrupo de seniles.
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Tabla 1.

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

g7

EDAD

RELAC 1 ON NO. DE
GRUPOS DE ESTUDIO
PROMEDI O - RANGO FEMENINO/MASCUL I NO CASOS
N1NOS PROGERIA 7.6 5-13 afos 2/1 3
NI1ROS 6.7 L/12-13 anos L/2 6
JOVENES 29.7 22-41 afios c/8 17
SEMILES 6L .3 55-80 afos 7/3 10
T ot a 36




¢S5
Tabla 2.

CARACTERISTICAS Y RESULTADOS GENERALES PARA CADA INDIVIDUO
EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO

MINOS MiROS
INDIVIDUO CARACTERISTICA PROGER A NORMALES JOVENES SENILES

1 EDAD (afos)
SEXO
tcc
TPG
1CH
AC

N
0
o}

—— ——T
NSO NEONTO VMiSuE N
OMNN N
oownwn
NZE
©
N
U
—~—NZ3T
oo~
Of—

pu—

2 EDAD (afos)
SEXO
tcc
TPG
1 CH
AC

N
N
~

N —
TN NoO-~0Tw oMo TN

R AP S B TV s N BT |

ounem

oownk
N
w
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N = N —

3 EDAD (afos)
SEXO
tcc 6.08
TPG 23.82
1CH 6.48
AC 27 .00

N—~ N

N 2}
QUFZXO
v O
ok
04N

N T
\D U1 1] =

Q-

4L EDAD (afos)
SEXO
tcc
TPG
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AC

N

N —
L0 NWWZIW NNNOTE NOWWIOm N

ks

e v
Qnwq
QOo0~

OWNW
[eXr)\V\ Y e}

5 EDAD
SEXO
tcc
TPG
I1CH
AC

[ EDAD - 5
SEXO M
tcc 9.88
TPG 19.44
icH 5.30
AC 2.00

[0¢]

1
VYWOOTNE ~NINNTO

[N —
OEONTW NN -~
ouin~
Qowm
N N
s s 0 O
OoNO
o oW
[Ny
)
onNNT
[« ReNs}

N
—

N —
-0~

AW
e e
le¥nds: ]
[aXwRoelV)]

O\ ~
on—MN

7 EDAD
SEXO
tcc
TPG
ICH
AC

3]

NN
—\N O —MNY
owwto
oo
N W= \n
NN ==
N
owf o
QOON

F = Femenino; M = Masculino; ND = No Determinado.



Caracteristicas vy resultados generales para cada

individuo en los
diferentes grupos de estudio
NiNOS N1NOS
INDIVIDUC CARACTERISTICA PROGER A NORMALES JOVENES SENILES
8 EDAD (afos) 26 57
SEXO r £
tce 16.95 17.33
. TPG 20.98 30.83
iCH . L .68 8.540
AC .00 19.00
] EDAD (afios) 29 55
SEXO F F
tcc 11.85 11.72
- TPG 24L.63 27 .90
{CH 6.00 8.50
AC .0 10.00
10 EDAD (ados) 27 55
SEXO . F F
tcc 17.57 12.75
TPG 20.70 31.13
tCH 7 .24 7-50
AC 2.00 24 .00
11 EDAD (anos) L1
- SEXO M
- tcc i3.76
TPG 21.08
- 1cH 10.44
AC L .00
- 12 EDAD (anos) 22
SEXO £
tcc 12.15
TPG 22.93
1CH 9.08
AC 9,00
13 EDAD (ados) 33
SEXO M
- tcc 15.29
e TPG 23.27
ICcCH 10.00
AC 3.00
4 EDAD (ados) 33
SE XO F
Tre 20702
TP .
|cg 6.68
AC 3.00

=
i
%
ﬁé



g >
aracteristicas y resultados generales

para cada individuo en los
diferentes grupos de estudio.
N18OS N1NOS
INDIVIDUO CARACTERISTICA PROGERIA NORMALES JOVENES SENILES
- 15 EDAD (afnos) 33
SEXO ™M
tcc 12.04
TPG 23.77
ICH 8.LL
AC L .00
- 16 EDAD (afios) 33
SEXO F
tcc 12.93
—_— TPG 23.22
1CH 7 -60
AC 3.00
- 17 EDAD (aftos) 32
SEXO F
tce 13.31
TPG 2L .19
JCH 8.36
AC 4L4.00
tcc

Tiempo de ciclo celular

TPG = Tiempo promedio de generacidn
iICH = Intercambio de cromdtides hermanas
AC - Aberraciones cromosémicas.




de metolgses

Porcentape

CINETICA CELULAR DE CADA INDIVIDUO
GRAFICA. 1 GRAFICA. 2

NINO PROGER!A -1 NINO PROGERIA-2
100% 1C0%

GRAFICA.3_
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Tiempo de cosecha despuds de incergorar BrdU
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Tabla 3.
TIEMPO DE CICLO CELULAR (tcc). EN HORAS PARA CADA INDIVIDUO
NINOS
INDIVIDUO PRIGERIA NORMALES JOVENES SENILES
] 12.02 14.75 ND ND
2 6.L5 12.84 13.20 14 .46
3 6.03 10.90 19.30 ND
4 8.61 10.50 11.29
) 17.78 ND 12.69
[S) 9.88 17.12 18.25
7 21.05 15.07
8 16.95 17.33
Q 11.85 11.72
10 17 .57 12.75
1 13.76
12 12.15
13 15.99
14 t1.90
15 12.04
16 12.93
17 13.31
Promedio tcc: 8.18 12.46 14 .64 14.20
S 2.72 3.10 3.03 2.40
s 1.57 1.27 0.78 0.85
_J
ND = No determinado por no alcanzar la curva de segunda division

el

valor del 603 de metafases, requerido para obtener el
valor del tcc por el procedimiento de Dutrillaux y Fosse.
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PROMEDIO DEL POR CIENTO DE
PARA CADA GRUPO EN

Tabla L.

ME TAFASES EN PRIMERA,

SEGUNDA Y TERCERA O MAS DIVISIONES

LAS DIFERENTES HORAS DE COSECHA DESPUES DE LA INCORPORACION DE Brdu
N1N0OS PROGERIA NINOS JOVENES SENILES
T&E?PO ?;YlSlON CELU%Q% D%:ESIOga?ELULAR D{¥{5\028€5Lu§2§ D%;ESIOQQ?ELULAR
24 84.30 0.00 81.20 17.80 89.20 10.80 0.00 99.80 0.20
30 7L .00 0.33 L0.83 56.00 66.12 30,18 3.70 91.70 7.690
36 L1.67 10.67 24.83 51.50 L7.53 L2.71 9.76 80.50 15.20
L2 22.33 35.33 17.00 321.00 33.94 L2.83 23.18 65.60 27.50
“L8 15.00 53.33 17.00 20.50 24.18 40.35 35.4L7 50.80 3L.1cC
54 12.67 70.67 9.67 12.67 19.94% 24.53 55.53 36.L0 36.90
60 8.67 68.67 6.83 13.33 16.88 15.82 67 .29 25,40 39.50
n =6 = 17 = 10




— VALORES PROMEDIO DE LA :NETICA CELULAR EN LOS DIFERENTES
GRUPOS DE £ STUDIO
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Tabls S.

TIEMPO PROMEDIO DE GENERACION (TPG) PARA CADA HORA DE COSECHA

POST- INCORPORACION DE BrduU EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO

TIEMPC MiNos _ j
Hs . PROGERIA NiRNOos JOVENES SENILES
24 21.01 19.88 21.74 23.95
30 2L .56 18.61 22 .05 27 .84
3 21.70 17.50 22.56 28.2%
L2 20.02 17.96 22.53 30.18
L8 20.16 19.58 22.99 29.52
Sk 21.00 20.19 23.20 28.61
60 23.10 22.05% 25 .17 29.52
n 3 5 17 10
B3 21.650 19.385 22.74L49 28.272
s 1.53 1.45 .74 1.92
S¥% o.u8 o.46 0.24 0.61

TPG obtenido por el procedimiento de lvett vy Tice.



GRAFICA. 41

TIEMPO PROMEDIO DE GENERACION (TPG) PARA CADA HORA DE COSECHA
POST - INCORPORACION DE BrdU EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO

40 1
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Tabla 6.
DURACION EN HORAS DEL TIEMPO PROMEDIO DE GENERACION (TPG) PARA CADA
INDIVIDUO
N1 ROS
INDIVIDUO PROGER 1A NORMALES JOVENES SENILES
! 19.43 19.75 28.25 26.71
2 21.70 18.65 23.10 26.55
3 23.82 19.82 23.42 24 L2
4 18.36 22.23 25.12
5 20.28 23.05 27.78
6 19.44 20.91 30.88
7 20.58 31.40
8 20.98 30.83
g 24 .63 27 .90
10 20.70 31.13
11 21.08
12 22.93
13 23.27
14 20.42
15 23.77
16 23.22
17 24 .19
Promedio TPG* 21.65C 19.385 22.749 28.272 J,
*La prueba no paramétrica de comparacién mdltiple de KFUSKBAEY?]];S

mostréd que habia diferencia entre l1os grupos con una p< 0.
La pruebas de U de Mann-whitney al comparar los grupos de 2 en 2,
en base a la significancia estadistica formé los horizontes de
distribucidn estadistica que se muestran en =21 esquema La.
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ESQUEMA.2

FRECUENCIA DE ICH/CELULA EN LOS DIFERENTES GRUPOS
DE ESTUDIO
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Tabla 7.

FRECUENCIA DE I1CH/CELULA PARA CADA INDIVIDUO

INDIVIDUOC PROGERIAN,NOS NORMALES- JOVENES SENILES
1 &.04 4L.,.64 5.76 13.04
2 8.44 L.48 g8.52 11.52
3 6.48 S. 44 6.48 2.84
L 2.52 7.96 11.16
5 L.48 9.76 9.20
& 6.28 5.96 .40
7 5.92 7.32
8 L.68 8.44
9 6.00 8.48
10 7 -24 7.60
11 10.44
12 S.08
i3 10.00
14 6.68
15 8.44
i6 7 .60
17 8.36
X 1CH/CELULA 6.97 L.62 ) 7.68 9.59
Error estdndar 0.59 0.47 0.4 0.55
La prueba de comparacidn miltiple no paramétrica de Kruskal-wallis

mostrd que habia diferencia entre los grupos con una p < 0.0C5.

La prueba de U de Mann-wWhitney al comparar los grupos de 2 en 2

formé los horizontes de distribucidn estadistica que se muestran
en el esquema Lb.
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EsSQUEMA.D

/o5

FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN CULTIVOS NORMALES

Y CULTIVOS CON
DE ESTUDIO.

MEDIA(X) DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN 100

CELULAS Y SU ERROR ESTANDART (SX)

BrdUy EN PRIMERA Y SEGUNDA

GRS MU RIS VUM DI WS S——"

r{J . N

DIVISION EN CADA GRUPO

ta

CN.BrdU

=]

2e

la 20 la 2o
C.N. Brdu C.N.8rduU
N J

C.N. CULTIVO NORMAL
la 2
BurdJ: CULTIVO CON Brdu.

la 20

C.N.BrdU
S
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FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN CULTIVOS NORMALES (CN) Y CULTIVOS CON Brdu
EN PRIMERA Y SEGUNDA DIVISION PARA CADA INDIVIDUO
CROGER 1A N1NOS NORMALE S JOVENES SENILES ‘\
INDIVIDUO CN \zthZa . CN. \2‘:dUZa . CcN g!.‘dUza . CN 1§Tdu2a -
1 i 4L 1 o] 10 5 8] 1 o} S 3 2
2 3 L o} 5 2 o] 1 1 7 13 L
3 10 8 2 6 L o o 2 " 15 &
4 o L 1 o 0 2 L 11 EN
5 2 2 2 o} o] 2 5 11 1
6 1 1 o] 8] o] 1 1 L L
7 o [s} 1 L 14 7
8 1 o} 1 2 9 8
9 o] 1 2 (o] 2 8
10 o] 1 1 5 13 6
1 o} 2 2
12 2 3 L
13 o] 1. 2
14 1 o} 2
15 0 o 4L
16 (e} 1 2
17 o (a] L
S 4.66 5.33 3.33 0.83 4.67 2.33 0.2L 0.65 1.94
Error estdndar2.22 1,09 2 0.37 1.19 0.69

0.13 0.20 0.27

L .44 10.00 L.B -

0.94 1.29 0.72

B



Tabla 10.

FRECUENCIA BASAL DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN CULTIVOS [NORMALES

(CN) SIN BrdU PARA CADA INDIVID

uo

N I N O s

INDIVIDUO PROGER |A NORMALES JOVENES SENILES

1 1 6] o]

2 3 o] o] 7

3 10 2 o] 11

b o o L

5 2 ¢} 5

6 1 o] 1

7 o] L

8 1 2

9 o o}

10 o} 5

11 fo)

12 2

13 [o}

1L 1

15 (¢}

16 fo)

17 o) ’

B3 L.66 0.83 0.24 LoLby

.

Lo prueba de comparacién miltiple no paramétrica de Kruskal=-wallis
mostrd diferencia entre los grupos con una p< 0.0001 v & prueba de
andlisis de grupos de 2 en 2 de Conover formd los horizontes de
distribucién estadistica que se muestran en el esquema hkc.

Jo¥
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Tabla 11,

FRECUENC!IA DE LOS PROMEDIOS DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS TOTALES
DE CULTIVOS NORMALES ¥ CULTIVOS CON ADICION DE BrdU P2Z3A CADA [INDIVIDUO

N1ROS
INDIVIDUO PROGER 1A NORMALES JOVENES SENILES

1 & 15 1 15

2 7 7 2 24

3 27 12 2 30

L 5 2 19

5 6 2 17

6 2 1 9

7 1 25

8 2 19

9 3 10
10 2 2L

11 L

12 - 9
13 3
L 3
15 4
16 3 '
17 L

x 13.33 7.83 2.82 19.20

La prueba de comparacidn miltiple no param€trica de Kruskal-vallis
mostrd que habia diferencia entre 10s grupos con una p < 0,005,

La prueba de U de Mann-VWhitney al comparar los grupos de 2 en 2
formd los horizontes de distribucidn estadistica en que existe un
traslape de los ninos progeria con el grupo de niacs normales vy
seniles.



COMPARACIONES ESTADISTICAS POR
ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN CULTIVOS NORMALES Y CULTIVOS

CON Brdu EN CADA GRUPO DE ESTUDIO

Tabla

12

2
MEDIO DE X

DEL NUMERO DE

MEIAFASES CON
ABERRAC IONES CROMOSOMICAS 2
CN la. BrduU X1 p
s i no s T no Esperado )Tab'las

NINOS PROGERILA 14 286 16 284 o. 14 <« 7 .88 NS
MINOS NORMALES 5 555 28 572 L.41 >+ 10.83 0.001
JOVENES L 1636 11 1689 3.28 3.84 NS
SENILES L 956 100 900 23.47 > 10.83 0.001
"""""""""" 1a. Brdu ~~2a. Brdu T T T T T T T T T oS T T
NiIRCS PROGERIA 16 284 10 290 .45 < 7.88 NS
N1HOS NORMALES 28 572 14 586 5.84 7 3.8L c.05
JOVENES 11 1689 33 1667 11.14 > 10.83 0.001
SEMILES 100 900 L8 952 19.73 =~ 10.83 Q.001
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Esquema 5.

HOR | ZONTES DE DISTRIBUCION ESTADISTICA

1t LOS D'FIRE ITZS GRUPOS
DE ESTUD!O PARA LAS FRECUENCIAS SASALES ZEL TIZMEC PROMED IO DE
GENERACION (TPG), INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS (ICH; Y

ABERRACIONES CROMOSOMICAS (AC)

La
TPG

NIfOS NORMALES NINOS PROGERIA JOVENES SENILES
Lb
ICH

NINOS NORMALES NINOS PROGERIA JOVENES SENILES
Le b
AC

JOVENES NI1NOS NORMALES N1{i0S FROGIR 1A SENILES
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Tabla 13.

RESULTADOS GENERALES DE LAS MEDICIONES

CITOGENETICAS EN LOS
DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO

TPG

AC
Srupo _ . _
x) (xX) x)
PROGER I A 21.65 6.97 L ,566
N1NOS 19.39 L.63 0.83
JOVENES 22.75 7 .64 0.24
SENILES 28.27 9.59 L. LYy
TPG

i1 CH
AC

nwn
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