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El envejecimiento es un fenómeno que ocurre en todos los 

niveles de organización en sistemas multicelulares y plantea a la 

ciencia moderna una serie de incógnitas hasta ahora por resol­

ver. 

Una gran variedad de funciones fisiológicas en el hombre 

declinan con la edad, iniciándose esta situacion entre los 30-40 

años. Además, aunado a este declive, existen cambios en la 

capacidad proliferativa, asi como alteraciones en estructuras y 

funciones a nivel celular y subcelular de diferentes tejidos. 

Se desconoce el mecanismo por el cual es mediada la 

limitación intrínseca de la capacidad reproductiva celular. Una 

base genética es la indicada por la longevidad característica de 

cada especie y los resultados de diferentes estudios de cultivos 

celulares tanto in vivo como in vitre sugieren que el mecanismo 

"controladorº se basa en el número de duplicados celulares y no 

en el tiempo cronológico o metabólico. Se dispone de poca 

información acerca de cambios en los parámetros del ciclo celular 

con respecto a la edad. En general las fases S, G2 y M no se en­

cuentran afectadas, pero la fase Gl se alarga en células en­

vejecidas. 

Por otro lado, otros estudios indican que la velocidad de 

sintesis de proteinas en los cerebros de rata, ratón y conejo 

disminuyen con la edad. Estos cambios se observan a varios 



niveles de complejidad bioquímica y en sistemas tanto !!l vivo 

como !!! vitre, por lo que es muy probable qua existan componentes 

regulatorios intracelulares. 

La pregunta que nos planteamos en este trabajo fue la 

siguiente: ¿Es la regulación de la actividad de los gene~ de ADNr 

un factor clave limitante en el proceso de envejecimiento? Para 

contestar esta pregunta se utilizó como modelo experimental el 

cerebro de rata por ser un sistema fundamental post-mitótico. 

Con el objeto de determinar si ocurren cambios en la can­

tidad de ADNr que codifica para el ARNr durante el enveje­

cimiento del cerebro de rata, se purificó ADN de cerebro de rata 

recién nacida 11 a 3 días) y de tres meses de edad. El ADN se 

hibridó con AR~r. 

El ARN, marcado radiactivamente (orotato-3H), se obtuvo i!l 

vivo a partir de un extracto de hígado de rata, con una actividad 

específica de 7950 cpm/ug. Para estimar el valor de hibridación 

ADN-ARNr a saturación en forma precisa, se graficó la reacción 

ADN con el ARNr en forma de línea recta extrapolando a con­

centraciones infinitas de ARNr, obteniéndose como resultado, para 

la rata de l a 3 días de nacida, un valor de 138!8 genes y para 

la de tres meses de edad de 149zl2 genes por genoma haploide, 

observándose un aparente incremento de 7 genes durante el desa­

rrollo. Estos datos son semejantes a los reportados par varios 

investigadores, aunque también contradicen lo observado por 

otros. Concluimos que no es útil utilizar la relación constante 

del ADNr durante el desarrollo como marcador idóneo del en-



vejecimiento en rata, ya que el número de genes ribosomales 

parecen no cambiar, aunque cabe la posibilidad de que en estadios 

más tardíos ocurran cambios en el contenido de los genes 

ribosomales (disminuci5n) tal y como ocurre con la s!ntesis de 

proteínas. 



INTRODUCCION 

El ciclo biol6gico de los organismos superiores se carac­

teriza por fenómenos tales como: nacer, crecer, madurar, reprodu­

cirse, envejecer y morir. Los problemas del envejecimiento y de 

la duración de la vida plantea a la ciencia moderna toda una 

serie de incógnitas hasta ahora por resolver. Por ejemplo, no 

sabemos porqué la madreperla vive cien años, en tanto que un 

ratón sólo vive de tres a cuatro años, así como tampoco están 

claros los procesos del envejecimiento {l). 

Se ha definido el término envejecimiento, como el total de 

los cambios que ocurren durante la vida de un individuo despuªs 

de su madurez y que son comunes a todos los miembros de su 

especie biológica, excluyendo aquellos relacionados con los rit­

mos biológicos de tipo circadiano y estacional; senectud, como 

· las manifestaciones de deterioro franco, tanto en estructura como 

en función, que ocurren durante el periodo de la vida y lon­

gevidad, como el tiempo de duración de la vida, en donde se con­

sidera una longevidad máxima y una media. La primera es 

autoexplicativa; la segunda, es el valor medio del tiempo de vida 

que se obtiene promediando las edades al fallecimiento de los 

miembros de una especie (1), 

Cuando se analizan, por ejemplo, las diferentes poblaciones 

humanas, tanto histórica como geográficamente, es común encontrar 

que el valor de longevidad var!a. Estos valores se van 

desplazando hacia edades más tard!as en función del desarrollo 



socioeconómico y por lo tanto, médico y sanitario de cada pobla­

ción particular (1). Por ejemplo, el rr.ejoramiento en las con­

diciones de vida y avances en la medicina, particularmente en el 

control de las enfermedades infecciosas, permite simplemente que 

un número mayor de personas alcance lo que parece ser el límite 

máximo de duración de vida. Parecería que las poblaciones humanas 

están tendiendo a un límite de alrededor de 115 años {l), 

Por otro lado, si analizamos los valores de longevidad 

máxima de otras especies biológicas, encontramos que una especie 

presenta un valor y otra especie otro vale= diferente, siendo 

esta variación grande, hasta más de veinte veces, tan sólo com­

parando a los mamíferos entre sí (2). El envejecimiento en el in­

dividuo es complejo y probablemente es resultado de cambios o 

disminución en el número de células de órganos y sistemas que 

contribuyen a un fenotipo final. En el hombre el envejecimiento 

se manifiesta por una disminución en la masa corporal, midiéndose 

este paráme~ro como peso de grasa, masa celular o nitrógeno total 

corporal, iniciándose a partir de los 30-40 años de edad {3). 

A nivel de órgano, se observan cambios degenerativos en 

tejidos, cambios que no ocurren de manera uniforme aún en células 

del mismo tipo de tejido, es decir, algunas células degeneran 

pero permanecen rodeadas por células que parecen normales. Existe 

una disminución de peso absoluto en cerebro, hígado, rinón y bazo 

{4). Sin embargo, mediciones en el peso de un órgano o tejido no 

siempre reflejan una pérdida de funcionalidad, ya que, por 

ejemplo, células del parénquima de cerebro, piel, músculo, sis-



tema digestivo, h!gado, rifión, bazo y aparaco reproductor que 

degeneran, frecuentemente son reemplazadas por sustancias inter­

sticiales (por ejemplo colágena} que con el tiempo incrementan en 

cantidad y densidad (5). 

La pérdida de células con el incremento en la edad es proba­

blemente un factor que contribuye a la limitación de la lon­

gevidad, junto con una disminución en la proliferación celular 

(6,7) así como una disminución en la función de por lo menos al­

gunas células de ciertos tejidos envejecidos (8,9). Así, la 

pérdida de células de múlciples tejidos a lo largo de la vida 

probablemente contribuye a una inestabilidad del organismo com­

pleto. 

La mayoría de las células que constituyen al ser humano, con 

excepción de las nerviosas y algunas musculares, mueren, pero son 

reemplazadas por células nuevas las cuales mantienen al organis­

mo: sin embargo, no, lo rejuvenecen. El envejecimiento no se 

manifiesta en las células individuales, sir.o en estirpes 

celulares. Entre los seres vivos de mayor edad, encontramos 

árboles corno las secuoyas y pinos, cuyas células vivas no tienen 

más de 30 afias ya que en su mayor parte están constituidos por 

células muertas que no son necesarias para su sobrevivencia como 

organismos completos. Dado que las células muertas no pueden in­

cluirse para determinar la edad, estos árboles no son más que 30 

afias ~viejos•• y son, por lo tanto, considerablemente más j6venes 

que las células nerviosas más viejas de muchos seres humanos 

( 10). 



Se sabe que las células nerviosas y musculares dejan de 

dividirse desde temprar.a edad y deben perdurar mientras dura el 

organismo vivo. Si se destruyen accidentalmente por alguna enfer­

medad, no se reempla~an; pero en ausencia de enfermedad el sis­

tema nervioso y muscular sufren una declinación constante que em­

pieza hacia el final del periodo de crecimiento y continúa un 

ritmo acelerado hasta la senectud (lll. Las deficiencias fun­

cionales en un órgano como el cerebro, se relacionan con la 

pérdida de células. Desde principios de la edad adulta hasta la 

senectud, el cerebro del varón humano normal disminuye 

aproximadamente 150 g. Sin embargo, la consecuencia de una ligera 

pérdida de neuronas no se hace notable anatómicamente debido a 

pueden compensarla (12). Probablemente las 

fallar funcionalmente antes de su 

que otras células 

células empiezan 

desintegración final. Los músculos esqueléticos también pierden 

células y la reducción del peso es paralela a los cambios de peso 

caracteristicos del cerebro (13). 

El concepto de que una disminución en la capacidad de 

renovación celular está involucrada en el proceso del en­

vejecimiento no es nuevo ya que a principios de 1907, Minot (14} 

observó que en metazoarios, la velocidad de crecimiento disminuía 

a través de la vida, en algunos o todos los tejidos. Los 

primeros trabajos realizados en 1911 por Alexis Carrel (15) 

sugerian que las células en cultivo eran inmortales, ya que tenía 

cultivos celulares de explantes de corazón de pollo crecidos 

durante 34 años. Fue hasta 1957 cuando swin y Parker (16) publi-



caron resultados de cultivos derivados de una gran variedad de 

tejidos humanos crecidos en diferentes medios, reportando que 49 

de 51 cultivos podían ser propagados únicamente de 3 a J4 

pasajes. Hayflick y Moorhead (17) confirmaron este trabajo, cul­

tivando fibroblastos de embriones normales humanos en botellas de 

vidrio, encontrando que sólo pueden dividirse hasta 50 doblajes 

celulares en un periodo de 7 a 9 meses. Posteriormente, las 

células sufren cambios degenerativos y mueren. Otro experimento 

fue el crecer fibroblastos por 20 divisiones celulares y después 

congelarlos durante 13 años para posteriormente descongelarlos y 

crecerlos, observando que después de JO divisiones mor!an - -

tl7). Estos resultados han sido reproducidos en muchos laborato­

rios y han permitido proponer la hipótesis de que la capacidad 

reproductiva limitada de las células normales puede ser la 

expresión a nivel celular del enVejecimiento in vitre. 

Hayflick (181 divide al fen6meno del envejecimiento.!..!!~ 

en tres partes: fase r.- Periodo de sobrecrecimiento celular. 

Fase II.- Periodo de proliferación rápida y fase III.- Periodo en 

donde se incrementa el tiempo para que las células alcancen su 

confluencia, disminuye la densidad y ocurren cambios en la forma 

y tamaño celular. Argumenta que ésto Ultimo es una función 

intrínseca de las células relacionada con el envejecimiento. 

Hayflick (18) proveé evidencias del envejecimiento tanto i!1. 

vivo como in ~, ya que encuentra una correlación entre la 

edad del donador y la capacidad reproductiva celular if!. ~· 

Posteriormente, Martin (19), en estudios realizados en fibroblas-
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tos de piel humana normal, sefiala una correlaci6n significativa 

entre la longevidad i!! vitro y la edad del donador. Mas 

recientemente, Schneider y Mitsui (20) en experimentos similares 

examinaron algunos parámetros que cambian con la edad y que ocur­

ren primero en cultivos derivados de individuos viejos, llegando 

a la conclusión de que el número de duplicaciones celulares es 

inversamente proporcional a la edad del donador. 

Otro tipo de estudios que apoyan lo anterior son los cul­

tivos provenientes de individuos con enfermedades que se carac­

terizan por una vejez prematura, tales como diabetes, síndrome de 

Down, s!ndrome de Hutchinscn-Gilford, sindrome de Werner, etc., 

en los que células parecidas a f ibroblastos muestran una lon­

gevidad disminuida en comparaci6n con la de individuos normales 

121-25). 

Existe poca información sobre cambios en los par&metros del 

ciclo celular en el envejecimiento. En general, las fases S, G2 y 

M no parecen ser afectadas in. vitre, pero la fase Gl se alarga en 

células envejecidas 126). 

Resulta interesante plantearse si células normales de 

diferentes animales al igual que las humanas envejecen en cul­

tivos celulares. Las variaciones en la duración de la vida en 

diferentes especies son mucho mayores que las existentes entre 

individuos de la misma especie. Algunos autores consideran que la 

mosca de la fruta es vieja a los 40 días, un rat6n a los 3 años, 

un caballo a los 30, el hombre a los 100 y ciertas tortugas a los 

150 (27}. Aunque solamente algunas especies han sido estudiadas, 

11 



las evidencias disponibles sugieren que hay una relación directa 

entre la longevidad de una especie y la capacidad de dividirse en 

medio de cultivo. Tenernos como ejemplos, los 10-20 doblajes para 

células en cultivo de rata {2.5 años), 30 doblajes para las de 

pollo (10 años) y 50 doblajes para las humanas (70 años) (28). 

Otra relación interesante es la descrita por A. Sacher (29), 

q·uien encontró una fuerte correlación positiva entre la lon­

gevidad y el cociente resultante de dividir el peso del cerebro 

por el peso fresco del organismo, llevada a cabo en SS especies 

de animales que variaban de tamaño, desde el ratón hasta el 

elefante. Estas observaciones indican que a lo largo de la 

evolución de los vertebrados puede haber existido una relación 

importante entre el incremente en la duración de la vida y el in­

cremento relativo del camnño del cerebro. 

Por otra parte, existen algunos datos para diferentes tipos 

celulares normales a diferentes edades. La información resumida 

por Buetow (30), indica que con excepción de la piel abdominal y 

el epitelio gingival, en general existe una disminución del ín­

dice mit6tico en relación directa con la edad en la mayor!a de 

los tejidos. 

Es importante demostrar que la disminución de la capacidad 

reproductiva celular depende directamente de la limitación en la 

reproducción y no de otros mecanismos. Por ejemplo, tejidos 

dependientes de hormonas pueden no reproducirse debido una 

producción insuficiente de hormonas. Para solventar esta dificul­

tad se examina la capacidad reproductora mediante una serie de 

12 



trasplantes de células marcadas en animales jóvenes consangu!neos 

(31). Tales experimentos l!l Y.iY.e han complementado los realizados 

en cultivos celulares. Los resultados de distintos laboratorios 

sobre transplantes en serie de tejido de glándula mamaria, de 

piel y células sanguíneas inmaduras en ratas, 

células transplantadas envejecían y morían, 

indicaron que las 

igual que lo hacían 

en cultivos celulares. Sin embargo, en algunos casos el tiempo 

transcurrido hasta la muerte de las células era mayor que la 

duración de la vida de un animal de dicha especie. Este hecho 

puede explicarse porque las células transplantadas no crecen tan 

rápidamente como lo hacen en medio de cultivo, sino que la 

mayoría permanece en estado de reposo. Si crecieran al mismo 

ritmo que el cultivo celular, e! transplante alcanzaría en pocos 

meses un tamaño superior al del huésped (32), 

Un fen5rneno similar se observa cuando al cultivar células 

normales a temperatura ambiente, en lugar de hacerlo a la tem­

peratura corporal, las células se dividen lentamente y degeneran 

muchos meses después de la muerte de cultivos hermanos mantenidos 

a le temperatura corporal. Aunque el tiempo de supervivencia 

aumenta, el número total de duplicaciones de la población celular 

incubada a temperatura ambiente no excede al correspondiente a 

las células incubadas a temperatura corporal (15). 

Un enfoque experimental diferente para localizar y entender 

el mecanismo responsable de la limitada capacidad replicativa de 

c~lulas normales, es el descrito por Woodring Wright y L. 

Hayflick (33), quienes cultivaron células normales y las trataron 

13 



con citocalasina B, droga que expulsa el núcleo, el cual puede 

ser separado de la célula por centrifugación. Asi, es posible ob­

tener millones de células sin núcleos. Dichas células se 

denominan citoplastos y son viables por algunos días. En este 

tiempo se pueden fusionar con células normales. Para determinar 

si el reloj que dicta la capacidad de replicación celular se en­

cuentra en el núcleo o en el citoplasma, fusionaron citoplastos 

derivados de células jóvenes a células viejas normales y 

viceversa; encontrat·on que el citoplasma parece tener poco efecto 

en la rapidez de enVejecimiento, sugiriendo que probablemente el 

"reloj" se encuentre en el núcleo. 

También es posible cultivar pequeños fragmentos de tejido 

animal intacto directamente sobre vidrio o plástico en lugar de 

disociar el tejido en sus células individuales. A principios de 

1920 (34) se descubrió que si se cultivaban pequeños pedazos de 

tejido de embrión de pollo, el tiempo que el primer fibroblasto 

tardaba para migrar hacia la orilla del tejido explantado in­

crementaba con la edad del embrión. Este lapso de tiempo se 

denomina periodo de latencia. En 1960, Milena Soukupová de 

Checoslovaquia ( 35), utilizando explantes de corazón, hígado y 

riñón provenientes de ratas, encontró una correlación entre el 

periodo de latencia y la edad de tejido. En 1970, Roy L. Walford, 

Jr. y Harold Waters ( 36) obtuvieron 20 explantes de donadores 

humanos vivos cuyas edades fluctuaban desde recién nacidos hasta 

80 años, encontrando que el periodo de latencia se incrementaba 

con la edad. 

14 



A partir del hecho comprobado de que las células normales no 

son inmortales, sino que tienen una capacidad limitada para 

dividirse, resulta importante determinar el impacto de este des­

cubrimiento en la comprensión del proceso del envejecimiento. Ac­

tualmente existen evidencias de la existencia de algGn tipo de 

programación en las células normales que controlaría su capacidad 

funcional y reproductora (37). Desde luego, no todas las células 

del organismo tienen la capacidad de replicarse rápidamente, sólo 

algunas como las de la piel, tejido hereatopoyético y la cubierta 

del intestino. Células más especializadas, como células ner­

viosas, células endócrinas, células musculares, células sen­

soriales y algunas células del sistema inmune se dividen poco o 

no se dividen una vez que han alcanzado la madurez. 

Algunos gerontólogos están de acuerdo en que la mayoría de 

los cambios importantes que ocurren con el incremento en la edad, 

tienen lugar en células altamente especializad.as y no en células 

que se dividen rápidamente. Sin embargo, el mecanismo que limita 

la división celular en células que proliferan rápidamente, 

posiblemente es el mismo que limita la capacidad funcional de 

células especializadas que se dividen más lentamente o que no ex­

perimentan división (16). 

Se han reportado cambios morfológicos y fisiológicos en cul­

tivos de fibroblastos humanos, mucho antes de perder su capacidad 

de dividirse. Entre ellos tenemos cambios en la utilización de 

nutrientes, en la expresión y reparación del material genético, 

en las vías metabólicas de la célula, en la actividad de varias -

15 



enzimas cruciales y en la morfología de la superficie celular y 

de los organelos intracelulares (38). Muchos de estos cambios son 

idénticos a los que ocurren en las células del ser humano cuando 

envejecen en el organismo intacto. Por lo tanto, una explicación 

del mecanismo a través del cual los fibroblastos humanos pierden 

su capacidad de dividirse, podría arrojar luz sobre los factores 

determinantes de las pérdidas funcionales por envejecimiento en 

células especializadas. 

Esto induce a preguntarnos: ¿cuáles son los mecanismos sub­

yacentes a los cambios inducidos por el envejecimiento en la 

mayoria de las células? 

La rnayor1a de los gerontólogos piensan que la respuesta 

puede estar en el mensaje genético, y que los cambios que ocurren 

en el envejecimiento pueden estar probablemente controlados por 

los genes. El razonamiento se basa en que el desarrollo y 

diferenciación celular, desde el huevo fertilizado hasta la 

maduración sexual están determinados por el aparato genético 

( 39). 

Actualmente se han generado tres hipótesis generales basadas 

en las propiedades de las moléculas portadoras de la información 

en las células, es decir ARN, ADN, así corno otras moléculas como 

las proteínas, siendo las explicaciones más plausibles para el 

envejecimiento. Ellas son: 1) Zhores ~edvedev (40) propone que, 

con el tiempo, cuando los genes son transcritos a ARN mensajero y 

éstos son traducidos a proteínas, la transcripción y/o traducción 

podr!a estar sujeta a un número progresivamente mayor de errores. 

16 



Estos errores pueden origina= moléculas enzim~ticas defectuosas y 

conducir a una decadencia en la capacidad funcional de la célula. 

Sin embargo, tal hip5tesis sobre la existencia de los ''errores 

catastr6ficos" ha sido sometido a prueba en varios laboratorios 

estudiando la síntesis protéica en células en proceso de en­

vejecimiento y los resultados no constituyen buenas evidencias 

para apoyarla ( 41). 

La acumulación de errores en un sistema biológico puede 

evitarse en parte por los conocidos procesos de reparación, pero 

este sistema como tal no actúa indefinidamente ni a la perfec­

ción. Ronald w. Hart (42), estudiando cultivos de fibroblastos de 

piel obtenido de diÍerentes animales desde la musaraña hasta el 

elefante y el hombre observó que eran capaces de reparar las al­

teraciones de su ADN causadas por radiaciones ultravioleta en 

medio de cultivo ~ vitre. La capacidad de reparación variaba en 

proporción directa a la duración de vida de las especies es-

tudiadas. En posteriores experimentos {43) demostraron que la 

capacidad de reparación del ADN en cultivos celulares humanos 

normales disminuye a medida que se aproxima el límite de su 

capacidad de replic·ación. 

2) Medvedev propuso la hipótesis del mensaje redundante. Se 

sabe que solamente el 0.2 - 0.4% de la información del ADN con­

tenido en el nGcleo celular (44) es utilizado por una determinada 

célula en su tiempo de vida. Es más, muchos de los genes en la 

molécula del ADN están repetidos en secuencias idénticas, por lo 

que el mensaje genético resulta altamente redundante; asimismo, 
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este autor propuso que las secuencias repetidas estarían normal­

mente reprimidas, pero cuando un gene activo es extensamente 

dañado, éste es reemplazado por un gene idéntico de reserva. Por 

lo tanto la redundancia del ADN podría proporcionar un mecanismo 

protector frente a la vulnerabilidad intrínseca del sistema, 

causada por accidentes moleculares. A través de este mecanismo se 

prolongarla el tiempo de supervivencia al evitar el acGmulo de un 

nGmero suficiente de errores capaces de alterar el mensaje 

genético. Al final, sin embargo, todos los genes repetidos serían 

utilizados, los errores se acumularían y las deficiencias 

fisiol6gicas determinantes del envejecimiento irian apareciendo. 

Esta hip6tesis permite predecir que las especies de vida larga 

deben tener más ADN redundante que las especies de vida corta. 

Esta hipótesis también predice que los genes redundantes fun­

cionales disminuyen· con la edad. 

3). La tercera. hip6tesis gen~tica del envejecimiento propone 

que los cambios del envejecimiento son simplemente una 

co~tinuación de las señales genéticas normales que regulan el 

desarrollo de un animal desde el momento de la concepción a la 

madurez sexual. Esta hip6tesis propone la existencia de "genes de 

envejecimiento'' que se encargarian de frenar o parar las vias 

bioquímicas de una manera secuencial y conducirían a una 

expresión programada de los cambios propios del envejecimiento. 

El encanecimiento del pelo, menopausia, disminución de la 

capacidad física, son algunos de los cientos de eventos que se 

asocian al envejecimiento corporal. Ninguno es considerado como 
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enfermedad, pero tales eventos disminuyen la capacidad funcional 

celular e incrementan su vulnerabilidad a las enfermedades. Estos 

eventos bioquímicos programados genéticamente variarían en cuanto 

al tiempo de su expresión en diferentes tipos celulares. Por lo 

tanto el proceso de envejecimiento podría centrarse en unas pocas 

células claves (post-mitóticas) cuya velocidad de envejecimiento 

es rapidísimo y de mayores consecuencias. 

La funci6n de los hipotéticos ''genes de envejecimiento" 

puede ser análoga a la disminución funcional normal y muerte 

celular que ocurre en algunos tejidos durante el desarrollo 

embrionario. Por ejemplo, en animales vertebrados, para el 

desarrollo de una extremidad es nec~sario la formación de -

millones de células y la muerte y reabsorción de millones de 

otras células. El destino de estas últimas células es determinado 

por "programadores'' que operan en un momento oportuno (45). Puede 

suponerse que los mismos p~ocesos continGen a través de la vida, 

operando a diferentes velocidades en diferentes tejidos y final­

mente produzcan los cambios que conducen al envejecimiento y que 

aumenten la susceptibilidad a las enfermedades. 

Partidarios del programa para el envejecimiento genéticamen-' 

te predeterminado, argumentan que el éxito evolutivo de las 

especies depende únicamente de la capacidad de sus miembros para 

vivir el tiempo necesario para procrear y criar sus hijos. Lo que 

luego suceda es irrelevante para la sobrevivcncia de la especie 

( 46). 
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Las tres hipótesis sobre el envejecimiento se aplican igual­

mente tanto a células animales normales cultivadas, como a 

células que envejecen en el organismo intacto. Estas hipótesis no 

son excluyentes y pueden operar simultáneamente. Sin embargo, se 

conocen dos tipos celulares animales que escapan inevitablemente 

a la vejez y muerte; éstas son las células cancerosas y las 

células germinales (47). Es interesante especular si las células 

cancerosas y las células germinales (óvulo y espermatozoide) 

podrian librarse del envejecimiento través de un mecanismo 

comGn. De hecho, la forma en que la información genética es in­

tercambiada entre virus que causan cáncer y células animales, 

podría ser análoga a cuando se fusiona el óvulo y el esper­

matozoide intercambiando infor~ación genética. La alteración de 

la información genética en el organismo (mediada por virus, 

agentes carcinogénicos o radiaciones ionizantes) podria originar 

una célula cancerosa. El rearreglo de información genética 

(meiosis} en la génesis del óvulo y el espermatozoide o el 

proceso de fusión de estas células, volverían a poner en marcha 

el mecanismo que controla el número de divisiones celulares. De 

esta forma aunque los distintos miembros de una especie estar!an 

programados para morir, la especie sobrevivirá. Un ser humano 

sería el camino a través del cual las células germinales 

producirian nuevas células germinales inmortales. 

La relación precisa entre pérdida replicativa y diferencia­

ción no es completamente entendible, asI como la interfase entre 

desarrollo, diferenciación y envejecimiento aún es difusa. No 
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obstante la pérdida d~ capacidad replicativa de las células 

crecidas i.Q vitro, este fenómeno no es fácilmente extrapolable a 

organismos intactos envejecidos. 

El dogma central de la genética molecular establece que la 

información genética fluye del ADN al ARN y de éste a prote1nas 

(48). En él se definen tres procesos principales de la preserva­

ción y transformación de la información genética. El primero de 

ellos es la replicación o copia del ADN para formar moléculas 

hijas idénticas. El segundo es la transcripción, proceso mediante 

el cual, el mensaje genético de ADN es transcrito en forma de ARN 

mensajero para ser llevado a los ribosomas. El tercero es la 

traducción, proceso por el cual el mensaje genético es descifrado 

en los ribosomas, donde el ARN se utiliza como matriz dirigiendo 

la secuencia aminoácida específica durante la biosíntesis -

proteica. 

La síntesis de proteínas es el resultado de una serie de 

eventos bioquímicos acoplados y que ha sido ampliamente estudiado 

en mamíferos (49} y se lleva a cabo en cuatro etapas principales. 

La primera etapa denominada de activación, se lleva a cabo en el 

citoplasma, los aminoácidos son esterificados a sus correspon­

dientes ARNt a expensas de la energía del ATP. En la segunda 

etapa, que se llama de iniciación, el ARS mensajero, que es por­

tador del mensaje genético que especifica la secuencia de 

aminoacidos y el primer aminoacil-ARNt o iniciador, se unen a la 

subunidad menor del ribosoma en un proceso que requiere tres 

proteínas específicas denominadas factores de iniciación (IF-1, 
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IF-2, IF-3) así como GTP y Mg++. La subunidad ribosórnica mayor se 

adhiere entonces para formar un ribosoma funcional, listo para la 

siguiente etapa. 

La tercera etapa se denomina de elongación. En ella la 

cadena polipept!dica se prolonga por adición secuencial de nuevos 

aminoacilos, que son enzimáticamente transferidos desde los 

ésteres aminoacil-ARNt, cada uno de los cuales se ha unido al 

ribosoma respondiendo a un codón o triplete de bases específicas 

del ARN mensajero. Para la elongación de la cadena son indispen­

sables dos proteínas o factores de elongacién (EF-T y EF-G}. 

Después de la formación de cada nuevo enlace peptídico, el 

ribosoma se desplaza a lo largo del ARN mensajero para situar al 

codón siguiente en posición de alinear al nuevo aminoacil-ARNt, 

proceso que requiere energía suministrada en forma de GTP. La 

última etapa de la síntesis proteica es la terminacién, que es 

cuando la cadena polipeptídica se ha completado, cosa que ocurre 

cuando se alcanzan señales adecuadas de terminación en el ARN 

mensajero. Entonces el producto es liberado del ribosoma de 

acuerdo con un proceso que tambiªn requiere prote!nas especificas 

llamadas factores liberadores (50), 

Aunque el mecanismo fundamental involucrado en el deterioro 

fisiológico en relación por la edad en mamíferos aGn no se ha 

elucidado, es importante establecer la relación de síntesis y 

degradación de macromoléculas con funciones especializadas y 

eventos deteriorativos en el organismo envejecido. Obviamente, 

un~ disminución en la síntesis de proteínas tendría efectos de 
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deterioro sobre la capacidad funcional de la célula. Aunque los 

datos disponibles son algunas veces contradictorios, la mayorla 

de los investigadores han observado una disminución progresiva de 

la síntesis de proteínas totales relacionadas con la edad, en 

casi todos los sistemas estudiados (para revisión ver Ref. 51). 

La actividad general de la fracción subcelular pH 5, conteniendo 

ARN de transferencia y ~minoacil-ARNt sintetasa no cambia en 

función de la edad {52). La disminución de la síntesis de 

proteínas es independiente del ARN mensajero (53). La actividad 

de ribosomas lavados es también independiente de la edad (54), 

así como su actividad de enlace de poli U (55). Más aún, las 

propiedades fisicoquímicas de los ribosomas no cambian (56). Sin 

embargo, se ha encontrado una disminución en la actividad de fac­

tores de iniciaci6n y/o elongación durante la traducción (57) y 

una disminución en la adhesión ribosoma-ARN mensajero (58). 

Hay que insistir que los múltiples componentes que inter­

vienen en el proceso del envejecimiento están todavía poco com­

prendidos y el problema se complica más por la heterogeneidad 

celular y diferencias regionales en cuanto a la velocidad de 

desarrollo del cerebro. En general, una vez que las células 

post-mitóticas son capaces de diferenciarse se inicia el proceso 

de enve)ecirniento y ésto ocurre en el Último periodo de vida 

prenatal de la rata. La maduración del sistema nervioso central 

en la rata se realiza de manera heterocrónica (proporcionalmente 

y en etapas diferentes) durante el primer periodo post-natal, 

caracterizado por el aumento de tamaño de las neuronas, células 
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de la glia y mielinizacién. Todas las neuronas se diferenc1an 

antes del nacimiento y así, cada neurona es tan vieja como la 

rata misma, aunado a que el número de neuronas decrecen con la 

edad, ya que las células muertas no son reemplazadas. La con­

secuencia de una pequeña pérdida de neuronas no se hace evidente 

a nivel anatómico debido a que otro tipo de células nerviosas 

(ejemplo: glia) pueden compensarlas. Sin embargo, otro tipo de 

cambios sí son evidentes, tales como atrofia generalizada y 

pérdida de peso o tamaño del cerebro, los cuales son muy 

dificiles de cuantificar a nivel celular o histológico (59). 

Estas variaciones correlacionan con el alto grado de 

variación observadas en mGltiples mediciones bioquímicas en 

función de la edad, realizadas tanto in ~ como in vitre. 

Mediciones de síntesis de proteínas durante el desarrollo y 

maduración del cerebro de rata (60,61,62,63} y de ratón 153,64} 

han revelado una disminución en la síntesis de proteínas hasta de 

un 30-40\, comparando a organismos de 2 meses de edad con recién 

nacidos. De 2 meses a 10.5 meses: la sintesis proteica disminuye 

solamente un 11% (65) y se reduce a un 9% entre 16.5 y 22.5 meses 

de edad. 

Si se mide la síntesis total de ARN por incorporación de 

precursores radiactivos, se observa que existe una disminución en 

función de la edad. Esto se ha realizado en fibroblastos humanos 

(66) y en varios órganos y tejidos de animales de experimentación 

(revisión Ref. 67). En forma similar a la síntesis de proteínas, 

se ha observado una disminución en la síntesis de ARN de 30-40% 
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comparando a organismos recién nacidos con animales de 2 meses de 

edad. A partir de los 2 meses hasta los 24 meses se observa una 

disminución del 10%. 

Resultados similares se han observado al medir la actividad 

de los factores de iniciaci6n y/o elongaci6n en cerebro de rata y 

ratón (57) en donde la disminución en muy marcada en los primeros 

días de nacimiento hasta los 2 meses, a partir del cual, la ac­

tividad de estos factores permanecen casi constantes hasta los 

años de edad de la rata. 

Por otra parte, es claro que en la mayoría de los organismos 

eucariotes los genes ribosomales se encuentran reiterados de 100 

a 500 veces, agrupados en regiones organizadas del cromosoma. 

Estos genes son transcritos por la ARN polimerasa en una 

molécula precursora del ARN que es procesada para dar origen a 

las especies ribosomales 185 (presente en la subunidad ribosomal 

405) y 5.Bs Y 285 (presente en la subunidad ribosomal 605). Estos 

genes han recibido considerable atención debido al papel central 

que sus productos juegan en los procesos de síntesis de proteínas 

( 68). 

Usualmente se considera que la mayoría, si no es que toda la 

información genética contenida en el ADN de animales superiores, 

permanece sin cambios y se conserva a través de los procesos del 

desarrollo y diferenciación conduciendo al organismo adulto. Sin 

embargo, evidencias recientes han demostrado excepciones a esta 

regla. Se han observado cambios en el nGmero de genes 

ribosomales (ADNr) por genoma haploide en ovocitos de anfibios 
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( G9), insectos ( 70) y peces ( 711, en embrión de trigo ( 72) y 

durante la regeneración del cristalino en Triturus (73). Además, 

hay evidencias de que algunos organismos tienen diferente can­

tidad de genes de ARN ribosomal en diferentes estados de desar­

rollo, como la reportada por Henning y Meer (74) en mosca adulta, 

embrión completo y glándulas salivales de larva. Ritossa (75) ha 

reportado que en Drosophila rnelanogaster la cantidad de genes que 

codifica para ARN ribosomal es mucho mayor en el tercer estado 

lavario del desarrollo que en el adulto, La amplificación de 

genes específicos es considerado por muchos investigadores como 

un mecanismo que permite una muy alta velocidad de síntesis de 

proteínas durante estados cruciales del desarrollo, proporciones 

que raramente se requieren en el estado adulto del organismo 

( 76). 

Que la cantidad de genes que Codifican para el ARN ribosomal 

(ADNrl pueda ser un hecho clave en -la limitaci5n de las funciones 

de organismos, está implícito en el descubrimiento de mutantes 

deficientes de ADNr. Por ejemplo, la mutante deficiente de ADNr 

de Orosoohila, denominada bobbed, se encuentra afectada en su 

vigor, es decir, muestra una viabilidad reducida, baja fecun­

didad, un lento desarrollo, una longevidad reducida y un número 

de defectos anatómicos (77,78). También se ha reportado en plan­

tas 1791 que deficiencias en ADNr, afecta el vigor. 

Entre eucariotes superiores, se han estudiado ampliamente 

mutantes de Xenopus ~ que poseen únicamente el 35i del con­

tenido normal diploide del ADNr, sintetizando alrededor del 50% 
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del ARN normal tSOJ. Tal disrninucién reduce el vigor de estos in­

dividuos a tal grado que mue:en anees de completar los 

primeros estados de desar=ollo. 

En ma~í!ercs poco se ccnoce acerca de la diferencia en la 

cantidad de genes de ~D~r existentes en tejidos en relación con 

el incrernen~o en la ed~d. Sin ernbargc, se han reportado eviden-

cias de una d~srninuci5n de estcs genes que ocurre en varios 

tejidos post-~it6:icos de organismos enve)ecidos. Por ejemplo, la 

cantidad de AD~r provenientA de hlgado, ri56n, cerebro, coraz6n y 

mGsculo esq~e:i:ico de perro Seagle, es id~ntico en tejidos 

j6venes, pero discinuye durante el envejecimie~to de estos 

tejidos post-~it5ticcs co~o coraz6n, ~Gsculo 

esquel~tico y cereb=o {Sl,S2). Otras observaciones co~o las 

re?ortadas por Joh~son (83), indican que u~a Férdida de AD~r 

ocurre en el m:ocardio hu~anc durante el envejeciwiento (S~J. 

Todos estos 3ntecedettes ncs llevan a plantear la hipótesis 

de que la regulación de la expresión de genes ribosomales puede 

ser un factor limitance clave en el proceso del envejecimiento 

del organismo. En este estudio se esccgió el cerebro de :ata, por 

ser un sistema fundamental~ente post-mitótico, en el cual la 

posible existencia de un cambio en la cantidad de genes ribosorna­

les podría ser demostrado bajo condiciones de crecimiento y 

diferenciación celular nor~al y además por existir en la 

literatura datos icpcrtantes sobre la s!ntesis de sus macro­

moléculas {52-57}. 
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Con el objeto de cuantificar los genes ribosomales (ADNr) se 

utilizaron 2 edades diferentes, es decir, ratas recién nacidas 

(1-3 días) y ratas de 90 días de edad. Es importante señalar que 

no se considera en estado de vejez en el término usual a la rata 

de 90 días de edad. Sin embargo, basándonos en los datos men­

cionados anteriormente, en donde la cinética de la síntesis de 

macromoléculas (tales como proteínas, ARN y factores de inicia-

ci6n y/o elongaci6n) sugieren diferencias bioquimicas importantes 

entre el cerebro del animal desde su nacimiento hasta los 60 días 

de edad por una parte y aquel de 60 días de edad hasta el momento 

de la muerte por otra parce, hemos asumido que los posibles 

mecanismos respcnsables del envejecimiento del cerebro de la rata 

podrían empezar a manifestarse desde los 60 días de edad del 

amimal. Por lo tanto, a partir de los 60 días podría detectarse 

al9Un cambio cuantitativo importante a nivel del ADK ribosomal 

con respecto al recién nacido y ello podría reflejar de alguna 

forma la participacién que dichos genes ribosomales tendrían en 

el proceso del envejecimiento del cerebro de rata. 
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Aunque no existe un acuerdo unificado sobre los mecanismos 

del envejecimiento, se considera que los cambios en la concentra­

ción de las macromoléculas responsables de almacenar la informa­

ción genética juegan un papel importante en la etiología de los 

procesos deteriorativos relacionados con la edad. 

Con objeto de analizar el papel del ADNr en las diferentes 

etapas de desarrollo, en este trabajo se cuantificaron los genes 

del ADNr de cerebro de rata recién nacida y de 3 meses de edad y 

se utilizó la siguiente metodología: 

l.- Se aisló y se purificó ADN 

2.- Se marcó radiactivamente ARNr 

3.- So aisló y purificó ARNr 

4.- Se utilizaron técnicas de hibridación ADN-ARNr para cuanti­

ficar los genomas de ADNr. 
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MATERIAL Y METODOS 

~1ATERIAL BIOLOGICO.- Se utilizaron ratas de la cepa Long 

Evans con un peso promedio de 230 gramos. El hígado de estos 

animales fue usado como fuente de ARNr. También se utilizaron 

ratas de la cepa Wistar, tanto reciªn nacidas (l-3 d1as) como de 

3 meses de edad. El cerebro de estos animales fue usado como 

fuente de ADN. Las ratas se mantuvieren en el bioterio con 

periodos alternos de luz y obscuridad de 12 horas e/u, alimen­

tadas con ~utrimentos Purina del Laboratorio Chow. La duración 

máxima de vida de esta cepa es de aproximadamente 3.5 años. 

REACTIVOS QUIMICOS Y MATERIALES.- Para destruir a las ribo­

nucleasas contaminantes el material de vidrio se horneó a 120°C 

durante 12 horas. Las soluciones fueron esterilizadas en 

autoclave por 15 minutos. Al fenal destilado fresco se le agregó 

0.1\ de hidroxiquinolina cOmo antioxidante y se saturó con Tris 

O.OlM pH 7.4, NaCl O.lM, EDTA O.OlM. Las bolsas de diálisis se 

trataron a ebullición en carbonato de sodio al 5% durante 15 

minutos, se lavaron con agua destilada a temperatura ambiente y 

se hirvieron por 15 minutos más en agua destilada. Posteriormente 

se llevaron a ebullici5n en EDTA O.OSM por 15 minutos y por 

Gltimo se enjuagaron varias veces con agua destilada a tem­

peratura ambiente para liberarlas de ribonucleasas y de cationes 

contaminantes. 

La pronasa (pronasa E tipo XIV Sigma) se usó a concentración 

de 10 mg/ml disuelta en SSC (NaCl O.l5M, citrato de sodio 
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0.015~), incubándola durante 2 horas a 37°C. Para digerir al ARN 

se utilizó ribonucleasa (tipo I-A Sigma) a una concentración de 

10 mg/ml, disuelta en agua y previamente hervida durante 5 minu­

tos. 

La formamida se desionizó con una resina mixta al 5%, in­

tercambiadora de iones, tipo AG 501-XB de porosidad media. Se 

agitó durante 2 horas a temperatura ambiente y después se filtró. 

El agua utilizada fue bidestilada y tratada con dietilpirocar­

bona to para controlar P~Asa. 

PURIFICACIO~ DE ACIDO RIBONUCLEICO (85).- Generalmente se 

usó una rata para e/u de las diferentes condiciones de marcaje. 

La metodología consistió en realizar una hepatectomía de un 

lóbulo con peso 3proxi~ado de 2.0 gr. y 12 horas después de 

operar se le inyectó intraperitonealrnente 1 rnCi de ácido orótico­

JH disuelto en Tris 0.1~ pH 7.0. Se sacrificó al animal 24 horas 

después con un golpe en la nuca. Para desangrarla se le cortó la 

cabeza con una guillotina. Se extrajo el hígado r~pidamente y 

éste se colocó en la solución TKM (Tris O.OSM pH 7,4, KCl O.lM y 

acetato de magnesio 0.003M) a 4~c. 

El hígado se cortó en pequeños frag~entos y se pesó 

agregándose 2.5 volúmenes (P/V) de la sol~ción TKM. Se 

homogeneizó en un homogenizador Potter-Elvejhem, a 4°C, dando 

golpes. 

El homogenado se centrifugó a 20,000 g durante 20 minutos a 

4ºC (para precipitar membranas, nGcleos, células completas, 

mitocondrias y lisosomas, quedando en el sobrenadante ácidos - -
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nucléicos, ribosomas y prote!nas solubles). Al sobrenadante se le 

agregó 1/10 del volumen de desoxicolato al 5%, pH 7.4, y se agitó 

durante 10 minutos a 4°C centrifugándose a 30,000 g por 20 - -

minutos. El sobrenadante se centrifugó a 100,000 durante 3 

horas a 4ºC y el precipitado o pastilla ribosomal se resuspendió 

en TKM ajustando la densidad óptica aproximadamente a 5 mg/ml de 

ARN (1 O.O a 260 nm = 42 µg/ml de ARNJ. 

Para extraer las proteínas de la solución ribosomal se 

añadieron 2 volúmenes de fenol saturado agitándose durante 30 

minutos a temperatura ambiente; se centrifugó 20 minutos a 10,000 

g y se obtuvieron 2 faaes y una interfase que corresponde del 

fondo a la superficie del tubo: a) solución fenólica, b) inter­

fase que es proteica, y e) solución acuosa con ácidos ribonuclei­

cos. De la solución acuosa de ácidos ribonucleicos se extrajeron 

proteínas nuevamente de 2 a veces con fenol. Los ácidos ribonu-

cleicos de la solución acuosa se precipitaron adicionando 1/10 de 

volumen de acetato de potasio 5M pHS.2 y 2 volúmenes de etanol al 

95\ pre-enfriado a -20°C y se incubó a -20°C durante 12 horas; el 

precipitado se separó centrifugando a 10,000 g por 20 minutos y 

se lavó de 2 a 3 VEces con etanol absoluto pre-enfriado a -20°C. 

El precipitado previamente secsdo se resuspendió en un mínimo 

volumen de agua bidestilada y se leyó a 260 nm en el 

espectofotómetro para cuantificación. 

(285 y lBSJ fueron -Las especies ribosomales mayores 

separadas de las moléculas pequeñas por centrifugación en 

(5-20%) preparados en Tris gradientes isocinéticos de sacarosa 
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O,OlOM pH7, LiCl O.OSM y Sarcosyl al 0.1%. Estos gradientes 

fueron preparados con 6 ml de sacarosa al 20% en el recipiente de 

mezclado Y 12 ml al 5% en el recipiente de reserva. Se utilizaron 

tubos de polial6mero para el rotor SW 27.l Beckman, colocando 150 

ug de ARNr en la superficie de la sacarosa diluida {5%). Después 

de centrifugarlos a 130,000 g, 13 horas a 4°C, los gradientes se 

fraccionaron manualmente, mediante un orificio practicado en la 

parte inferior del tubo realizado con una aguja hipodérmica. 

Fracciones de 0.5 ml fueron analizadas a través de alícuotas de 

10 ul, secadas sobre papel Whatman 1 y colocadas en tolucno, PPO 

0,4%, Popop 0.0125% para ser analizadas en un contador decente-­

lleo liquido Beckman. El ARN obtenido en los picos de inter¡s fue 

precipitado con acetato de potasio 0.2M, pH 5.0 y 2 volúmenes de 

etanol y después resuspendido en 1.0 ml de agua con dietil­

pirocarbonato. 

PURIFICACION DEL ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO.- Se siguió el 

mªtodo de Marmur (86) con algunas variaciones. Se sacrificaron 20 

ratas áe cada edad, cortándoles la cabeza, extrayendo el cerebro 

(sin cerebelo) y colocándolo en la solución SSC O.IX. Se cor­

taron en fragmentos pequeños y se homogeneizaron en 2.5 volúmenes 

(P/V) de SSC a 4°C (es importante dar sólo 5 pasadas al romper 

las células para no romper los nGcleos celulares). El homogenado 

se centrifugó a 2,000 g durante 5 minutos, repitiéndose este paso 

dos veces m~s. Los tres precipitados obtenidos se resuspendieron 

en SSC en relación de 5 ml/g de tejido. 
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Posteriormente se agregó lentamente 1/2 volumen de Sarcosyl 

al 2% en SSC y se incubó a 37ºC durante 15 minutos, después se 

añadió 1/10 de prvnasa y se incubó a 37ºC durante dos horas, 

A esta mezcla se le añadió l volumen de fenol saturado, se 

agitó rotatoriamente durante 15 minutos a temperatura ambiente. Y 

se centrifugó a 5,000 g, 15 minutos. Se obtuvo la fase acuosa y 

se repitió el paso por fenol de 2 a 3 veces. A la fase acuosa se 

le agregó cloroformo: isoamilico (24:1} en relación de 

volúmenes, se agitó durante 15 minutos a 4ºC, se centrifugó a 

5,000 g 15 minutos, repitiéndose este paso de 2 a veces, La 

fase acuosa obtenida se dializó por 12 horas en SSC O.lX a 4°C 

con ó 4 cambies de la solución de diálisis. 

A la solución d1al1zada se le agregó ribonucleasa en 

concentración final .de 0.1 mg/rnl, incubándose durante 30 minutos 

a 37°C. Posteriormente se extrajo con fenol de 2 a 3 veces y con 

cloroformo: isoamilico, de 2 a 3 veces como se describió an­

teriormente. La solución acuosa se dializó 12 horas contra SSC 

O.IX a 4°C con tres a cuatro cambios de la solución de diálisis y 

se leyó en el espectofotómetro a 260 nm (lD.O a 260 nm = 50 ~g/ml 

de AON), 

HIBRIDACION CUANTITATIVA ADN-AR~.- Se hizo de acuerdo a la 

metodología de Gillespie (871. El ADN se trató con hidróxido de 

sodio O.SN a 37ºC por 40 minutos, para separar las hebras del 

ADN. Posteriormente, se neutralizó con NaH2P04, O.SM en SSC lOX a 

4°C. Una vez separadas las hebras, el AD~ se fijó en filtros Mil­

lipore HA MK.024.12, con diámetro de 24 mm y tamaño de poro de 
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0.45 um. El tratamiento fue el siguiente: primero se hidrataron 

los filtros en agua bidestilada, después se colocaron en SSC 6X 

durante 20 minutos. 

Los pasos siguientes se realizaron en un aparato de 

filtración lMillipore) equipado con diez pozos y conectado al 

vacío. En cada uno de los pozos se colocó el filtro previamente 

hidratado, se afiadi6 ml de ssc 6X y 3 ml de ADN hidrolisado 

{200 µg): se filtró en forma muy lenta. Despu€s se agregaron 5 ml 

de SSC 6X y se filtr6 muy lentamente. Enseguida se a5adi6 15 ml -

de SSC 6X, tres veces y se filtr6 r~pidamence. Se cerr6 el vac!o, 

se obtuvieron los filtros y se colocaron sobre toallas de papel 

para quitar el exceso de SSC 6X. Postericr~cnte se pasaron a - -

toallas secas y se dejaron toda la noche a temperatura ambiente. 

Al día siguiente se colocaron en un horno al vacío a 65ºC durante 

tr~s horas para fijar el ADN al filtro. 

La hibridación se llevó cabo en diferentes viales de 

plástico, colocando l ml de formamida desioniznda al 50% en SSC 

SX al cual se le añadió el AR~ marcado radiactivamente en con­

centraciones que variaban desde 0-50 ug; se agit6 y se colocó el 

filtro de Millipore con el ADN fijado. Así, en cada vial de 

plástico se incubó durante horas a 50°C, agitando cada 30 

minutos. Posteriormente se lavaron los filtros en SSC 2X en 

proporción de 300 ml por cada 10 filtros, realizdndose dos 

lavados. Después se lavaron los filtros ún el aparato de 

filtración conectado al vacío, con 45 ~l de SSC 2X por cada lado 

del filtro, re~lizándose dos vec~s. En otro vial limpio se - -

35 



coÁocaron los filtros y se le agregó 5 ml de ribonucleasa en -

concentración de 10 µg/ml en SSC 2X, incubándose 20 minutos a -

27ºC; con este proceso se eliminó al ARN que no hibridó con el 

ADN. Posteriormente se procedió a lavar nuevamente con SSC 2X 

como se indicó anteriormente. Se secaron 15 minutos con luz in­

frarroja y se contó la radioactividad de cada filtro sumergido en 

Tolueno-PPO. Después de contar la radiactividad de los filtros 

radiactivos ARNr-ADNr, éstos fueron usados para la determinación 

cuantitativa de ácido desoxiribonucléico por el método de Burton 

( 8 8). 

Para ello, los filtros se trataron con éter, se secaron y se 

les añadió ácido perclórico 0.5N, se calentaron a 7occ durante 30 

minutos. En el método de Burton se usa una solución "A 11 formada 

de difenilamina 11.5 g), ácido acético (100 rnl) y ácid~ sulfGrico 

concentrado (1.5 ml), y de una solución ''B'' compuesta de acetal­

dehido (16 mg/ml). De la solución "B" se toma 0.1 ml por cada 20 

ml de la solución "A'', Una vez hecha la mezcla, se le agrega l·ml 

por cada 0.5 ml de la solución problema (ADN}, se agita y se in­

cuba durante 17 horas a Jo~c. Después se lee en el colorímetro a 

600 nm. Como estandar para la elaboración de la curva patrón se 

utilizó ADN de timo de ternera, pesado y leído a 260 nm. 
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RESULTADOS 

PURIFICACION DE ARNr.- La purificación de las especies 

mayores del AR~r se llevó a cabo a partir de precipitados 

polisomales obtenidos por centrifugación diferencial, que después 

de desprotcinizarse se separaron en gradientes isocinéticos de 

sacarosa de 5-20%. En lR Fig. se muestra el perfil de 

separación del ARNr obtenido en el gradiente. Para la hibridación 

se utilizaron las fracciones de la 12 a la 20 (indicado con cor-

chetes horizontales), se juntaron y se precipitaron con etanol. 

El precipitado se secó y se resuspendió en 1 ml de agua. A esta 

mezcla que contiene los ARNr 28S y 185 se les determinó la 

concentración y se cuantificó la radiactividad, Los datos en-

centrados se muestran en el Cuadro I. 

MARCAJE RADIACTIVO DEL ARNr in vivo.- Se utilizaron tres 

diferentes componentes radiactivos {uridina s-3H, orotato-3H y 

adenosina 5 1 trifosfato-32p¡ intermediarios en la biosíntcsis de 

ácidos nucléicos. El experimento consistió en aplicar a la rata 

una inyección intraperitoneal de 100 pl de uridina 5-3H (57.5 

Ci/mol: 1 mCi/rnl) en 500 pl de Tris O.lM pH 7.4; 10 días después 

de la inyección se sacrificó a la rata se procedió la 

purificación del ARNr. Al contar la radiactividad en el ARNr ex­

traído no se encontró marca, lo que indica que el resultado fue 

negativo, es decir, no hubo incorporación de uridina s- 3H. 
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Cuadro I.- Marcado del Acido ribonucléico ribosomal. 

Isotopo 260/230 260/280 mg ARN ~ Actividad especifica 

totales g tejido cpm/µg 

Uridina s-JH 1.90 l. 75 5,10 800 

ATP- 32p 2.20 l.82 6.50 810 120 

Orotato-3H 2.30 l.80 7 .so 816 920 

Orotato-3H 1.98 l.87 4. 88 976 2040 

Orotato- 3H 2.23 1.85 5.30 946 7950 

Las relaciones de al:isorbencia corresponden a la relación tipica especto­
fotornét.rica. La recuperación del A.RNr en todos los experimentos es similar y 
el ARNr marcado radiacti\'amente s6lo se obtU\'O cor. orotato - 3H. En cambio, 
con uridina s-3H y ATP- 32p no se encontró inccrporaci6n de la marca. 

En el caso de adenosina 5' -trifosfato 32p, se usaron 2 mCi 

en 1 ml de Tris O,lM pH 7.4. Se inyectó intraperitonealmente y al 

día siguiente se sacrific6 a la rata y se purificó el ARNr. La 

incorporación de este compuesto fue baja. 

En otro experimento püralelo, el orotato-3H (2 mCi) se 

inyectó intraperitonealmente y al dia siguiente se sacrificó la 

rata y se purificó el ARNr. La actividad específica obtenida fue 

mayor que en el caso anterior, pero aún fue poca incorporación de 

orotato _3H, Los resultados se muestran en el Cuadro I. Los dos 

Gltimos datos corresponden a ratas hepatectomizadas con un lóbulo 

de 1.9 g y 2.0 g respectivamente1 12 horas después de la 

operación se les inyectó orotato-3H1 24 horas después de la 
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inyección se procedió a la extracción y purificación del ARNr. 

Las actividades específicas obtenidas fueron mayores que las ob­

tenidas en las condicones anteriores. Para los experimentos de 

hibridación se decidió utilizar el ARNr (orotato-3H} con ac­

tividad específica de 7950 cpm/mg. 

En el Cuadro I podemos ver la relación de absorbencias 

260/230 y 260/280 nanometros, estos valores corresponden a la 

relación típica espectofotométrica esperada, ya que son in­

dicativas del grado de pureza de los ácidos nucléicos con 

respecto al contenido de proteínas. Las cantidades totales de 

ARNr obtenidos expresada como ug ARNr/g tejido en los diferentes 

experimentos fue muy variable, sin embargo, las recuperaciones 

son similares en todas las purificaciones realizadas. 

PURIFICACION DEL ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO.- En el Cuadro II 

se muestran los datos que corresponden al ADN purificado del 

cerebro de ratas recién nacidas y de meses de edad. Las 

relaciones de absorbencia 260/230 y 260/280 corresponden a la 

relación típica espectofotométrica esperada, con excepción de dos 

valores en la relación 260/230 que se salen de dicho rango (de 

1.61 y 1.76) y que corresponde a las muestras de 3 meses de edad, 

estos valores nos indican que las muestran no fueron totalmente 

desproteneizadas. Las cantidades totales de ADN son expresadas en 

mg. Los valores de recuperación de AON son expresados en µg de 

ADN/g de tejido. En el Cuadro II se obsevan que son muy similares 

en las diferentes purificaciones, asr como en ambas edades es­

tudiadas. 
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Cuadro II.- Purificación de ADN de cerebro de rata. 

Edad 260/230 260/:?80 mg ADN totales .U9 ADN/g. de tejido 

3 meses 1.61 l. 56 46 1337 

3 meses l. 76 l. 71 42 1220 

3 meses 2. 30 l. 78 40 1354 

1 día 2. 20 l. 70 30 1420 

1 d.ta 2. so 1.87 34 1139 

2.s d1as 1.93 l. 72 35 1122 

Las purificaciones del ADN se hicieron de cerebros de rata recián nacida (1-
3 dias) y de 3 meses de edad. La relaci6n 260/230 en las primeras 
purificaciones (3 ;;ieses) nos indica que el ADN contenía prote1na. La 
recuperación del AON expresada corno pg AON/g de tejido fue en 6. 3\ ma)'or en 
!a rata de 3 meEes de edad, aunque esta diferencia no es significativa. 

HIBRIOACION CUANTITATIVA ADN-ARNr. Con el objeto de conocer 

la capacidad de retención del filtro Millipore HA MK.024.12, se 

variaron las concentraciones del ADN y los resultados encontrados 

se muestran en el Cuadro III. 

Los resultados encontrados indican que el porcentaje de 

retención en el filtro es muy variable (30-80\) dependiendo de la 

cantidad de ADN añadido. Si se adicionan concentraciones de ADN 

de 40-100 ~g, el porcentaje de retención varía de 60-80%, sin em­

bargo, cuando se colocaron de 200-500 ~g de AON, el porcentaje 

disminuyó de 60 a 30%, que corresponde alrededor de 100 µg de ADN 

retenido. 
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Cuadro III.- Fijación de diferentes concentraciones de ADN sobre 

U9 de ADN 

añadidos 

"9 de ADN 

retenidos 

% retención 

de ADN 

el filtro Millipore. 

40 60 80 

24 43 49 

60 73 62 83 65 48 

Las mediciones del ADN añadido como retenido en 
hicieron empleando la técnica de Burton (86). Para 
tos de hibridación AON:ARNr se decidió usar 
añadidos al filtro. 

27 27 

el filtro se 
los experimen-
200 pg de ADN 

Una vez que el ADN se fijó al filtro Millipore la reacción 

de hibridación ADN-ARNr se llevó a cabo en la solución SSC SX y 

formamida al 50% a SOºC con el fin de obtener un apareamiento con 

alta especificidad de bases (80%) y con una pérdida mínima del 

ADN fijado al filtro 189). Además, cuando el ADN se incuba con un 

exceso de ARNr, la reacción se comporta asintéticamente al acer-

carse a valores aparentemente saturantes (90), ya que se alcanza 

una meseta a las 3,5 horas, por lo que se incubó durante 5 horas 

y así se obtuvo la máxima hibridación detectada a través de la 

marca radiactiva sobre el filtro. 
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Los resultados de las reacciones de hibridación ADN-ARNr de 

cerebro de rata de recién nacido y de tres meses de edad 

'corresponden al promedio de tres experimentos (por duplicado cada 

uno de ellos). Para obtener la cantidad (~gJ de ARNr hibridados 

se tomó la actividad de 7950 cprn/pg y para calcular el % de ADN 

hibridado, se midió la cantidad de ADN retenido al filtro por el 

método de Burton (88) después de haber contado la radiactividad 

del ARNr hibridado. La relación ~g ARNr hibridado/~g ADN total x 

100 es igual al % de hibridación. Los resultados se muestran en 

el Cuadro IV. 

Las fórmulas utilizadas para ajustar las rectas por mínimos 

cuadrados fue: Yi = AXi + B 

obtenida hasta saturación del ADN con el ARNr de cerebro de rata 

recién nacida y de tres meses de edad. En ella se observa que a 

medida que se incrementa la concentración del ARNr se obtiene una 

meseta a pg de ARN añadido. El valor de saturación puede es-

timarse visualmente; sin embargo, existen evidencias de que en 

las asociaciones ADN-ARN (91,92) su velocidad se limita por la 

frecuente colisión de secuencias complementarias del ADN. 
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Cuadro IV. Resultados de la reacción de hibridación ADN-ARNr de -

cerebro de rata recién nacida y 3 meses de edad, 

calculados por dobles recíprocas (93}. 

RECIEN NACIDA 

µg ARNr % hibridación µg ARN 

añadidos hibridación 

-----------------------------------------------------------------
o. l O.OOS622 ± 0.0007S 18.S630 ± l.S376 

0.25 0.009348 ± 0.0012 26.5424 ± l.7985 

o. 5 o 0.01348 ± 0.0016 39.8414 ± 2.7336 

o. 7 5 0.0131422 ± 0.00095 S3.1406 ± 2.6686 

l. 50 0.01670 ± 0.00036 93.038 ± 3.9746 

3.00 0.01727 ± 0.0006 172.8324 ± 3.2931 

3 )!ESES DE EDAD 

0.1 O.OOS966 ± 0.00088 18.232 ± 3,0449 

0.2S 0.009956 ± 0.001378 25.30SS ± 3.0984 

o.so 0.013246 ± o.OOlS 37.0946 ± 3.SlS6 

0.75 0.015286 ± 0.0013 48. 8838 ± 3.81S8 

l. so 0,01820 ± 0.0017 84.2513 ± 4.7298 

3. 00 O.Ol935S7 ± 0.0009 1S4.9864 ± 6.5976 

Los datos corresponden al promedio de 3 experimentos por 
duplicado. Para obtener el % de hibridación se tomó en cuenta los 
µg de ARNr incorporado /ug de ADNXlOO. Los datos de la tercera 
columna son el promedio de los 3 experimentos. El error es la 
desviación estandar ajustando las rectas por mínimos cuadrados. 
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Como el nGmero de sitios del AON complementario disminuye 

por la hibridación, la reacción se realiza de forma 

progresivamente más lenta, de tal forma que la hibridación es 

completa únicamente a tiempos infinitos o a concentraciones in­

finitas de ARNr. Además, cuando el ARNr contiene secuencias poco 

complejas (número total de pares de bases en secuencias no 

repetidas) las concentraciones de ADN y A~N para la hibridación 

pueden ser altas y el punto de saturación puede ser calculado de 

la curva y representa un valor de saturación exacto. Sin embargo, 

cuando el ARN contiene muchas secuencias repetidas, un acer­

camiento al valor de saturación es imposible debido a la forma 

asintótica de la curva y por la misma razón un cambio en la 

concentración del ARNr, puede cambiar la interpretación visual de 

la misma. Por tal motivo, Bishop (931 reportó un método alter-

nativo para estimar el valor de hibridación ADN-ARNr a 

saturación, que consiste en graficar la reacción en forma de 

dobles recíprocas entre 1/% hibridación contra l/ARNr, 

obteniéndose una línea recta en los cuales el valor de saturación 

se obtiene extrapolando a concentraciones infinitas de ARNr. 

En la figura 3 se muestra la gráfica de saturación ADN-ARNr 

de cerebro de rata recién nacida y de tres meses de edad, en 

forma de dobles recíprocas y además realizando ajuste de las rec­

tas por mínimos cuadrados. Así, la recta obtenida permite cal­

cular en forma precisa, el punto de saturación a concentración 

infinita. El inverso de la pendiente de la recta corresponde al 

porcentaje de hibridación en saturación, obteniendo valores para 
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recién nacido de 0.0185 ± 0.00094% de hibridación y de 0.020 t 

0.0013% para la rata de 3 meses de edad. 

Para calcular el número de genes de ARNr por genoma 

haploide, se utilizó un peso molecular del genoma del l.86xl012 

{94J y un peso molecular combinado para las especies de ARN total 

(285+185+75+55) de 2.48xl06 (95,96). Asumiendo el peso de un par 

de bases = 660, convertimos ambos pesos moleculares a pares de 

bases y realizamos las siguientes operaciones: 

p.b. del genoma total X % hibridación p.b. de ADNr 

100 

p.b. del ADN ribosomal ti de genes 

p.b. del ARN ribosomal 

donde p.b. significa pares de bases, obteniéndose como resultado 

para la rata recién nacida 138±8 genes y para la de 3 meses de 

edad de 149±12 genes por genoma haploide. Cuantitativamente en 

cada experimento se obtiene un mayor número de genes por genoma 

en ratas de meses de edad comparado con animales recién 

nacidos. Análisis de los datos por Student. obtenemos valores de 

l.5Xl0- 3 para rata recién nacida y de t.97Xl0- 3 para la de 3 me-­

ses de edad, indicándonos que no son significativos. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

\tSIS 
üE U\ 

HO DtBE 
BIBUOlECA 

Se ha reportado que durante el desarrollo prenatal y hasta 

el envejecimiento corporal, los valores de los siguientes 

parámetros: velocidad de sintesis de proteinas, velocidad de sin­

tesis de ARN y actividad de los factores de elongación durante el 

desarrollo de la rata ( especificamente del cerebro) / disminuyen 

drásticamente hacia los primeros 30 días de edad y posteriormente 

disminuyen paulatinamente hasta la muerte del organismo 

(54,57,60). 

Con el conocimiento de que el ARNr presenta un papel central 

en la síntesis de proteínas y de que ésto es de vital importancia 

para la subsistencia de cualquier organismo, se considera impar-

tante determinar si existe alguna relación entre el en­

vejecimiento y el número promedio de genes ribosomales en 

mamiferos (cerebro de rata). Cualquier diferencia en la cantidad 

de estos genes podria reflejar una posible relación entre ARNr y 

envejecimiento celular y corporal. 

Existen algunas controversias en cuanto a la determinación 

del número de genes ribosomales, ya que distintos investigadores 

reportan diferentes valores para el mismo organismo. Birnsteil y 

col. (96} comentan en su revisión que algunas de estas discrepan­

cias quizá se expliquen por diferencias en los métodos de 

hibridación utilizados, aunque es más probable que se deba a 

contaminación en las preparaciones de ARNr con ribonucléotidos de 

bajo peso molecular, que se encuentran en abundancia e hibridan 
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en forma muy eficiente con el ADNr. 

En relación a este problema, en este trabajo se debe men­

cionar que la manera como se purificaron las especies ribosomales 

mayores provenientes de un precipitado polisomal secundario a un 

sobrenadante libre de núcleos el cual posteriormente se pasó por 

un gradiente de sacarosa, suprime la posibilidad de una contami­

nación con ARNr 7S y 55 ya que estas especies pequeñas sedimentan 

muy separadas de las especies mayores de ARNr. Seguramente que 

nuestra preparación de ARN (285 y 185) está contaminada con algo 

de ARN mensajero ya que son de peso molecular variable, pero esta 

contaminación se puede considerar despreciable para fines de 

cuantificación de los genes ribosomales debido a que se en­

cuentran en baja concentración (1-2%), que están codificados por 

genes únicos y por su elevada complejidad. Para precisar con 

números esta afirmación, supongamos hipotéticamente una 

conta.minanión con la totalidad de mensajeros de la célula. 

ARN total ~ ARNr 80% + ARN 7S y SS 20% + ARNm 1-2%. 

En un precipitado polisomal el ARNr aumentaria casi al 100' 

y con esta base el mensajero se enriquecería de un 2% a un 3%. 

Dado que el ARNm está codificado por secuencias únicas, la 

cuantificación de genes riboaomales, estimada en esta situación, 

habría que corregirla por la cantidad de 3-4 genes mensajeros. 

En cuanto al método de extracción y purificación del ADN 

empleado, éste fue el de Marmur (86) por ser útil para reducir al 

mínimo la pérdida o ganancia selectiva de secuencias del ADN, asi 

como para garantizar la eliminación de proteinas contaminantes 
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que pudieran interferir en la hibridación. Además, valores de las 

relaciones 260/230 y 260/280, nos indican el grado de pureza y 

los resultados obtenidos en relación a contaminantes proteicos 

corresponden a una relación típica espectofotométrica de alta 

pureza. 

Por otra parte, generalmente el marcaje del ARNr en ex­

perimentos in ~ en el animal completo constitu1•e un problema 

debido a la baja eficiencia de incorporación de la marca. Cuando 

se utilizó uridina 5- 3H como marcador, los resultados fueron 

negativos. Estos resultados podrían explicarse debido a que la 

rata se sacrificó 10 días después de la inyecciOn, y que es im­

portante considerar que la vida media del ARSr es de 4.125 d1as. 

Por ende, este tiempo habría sido suficiente para dos recambios 

del ARNr y así la elíminación de la marca. 

Al marcar con ATP-3 2P, se obtuvo una actividad especifica 

baja, debido probablemente a que se inyectó poca radiactividad y 

también porque el AT? no sólo es intermediario de la biosíntesís 

de ácidos nucleicos, sino también de otras vías metabólicas. 

Sólo cuando se usó orotato-3H y además en condiciones de 

hepatectomía parcial del animal con el fin de aumentar la 

incorporación de marcaje, fue posible obtener un ARNr con una 

alta actividad especifica para llevar a cabo los experimentos de 

hibridación. 

Un problema frecuentemente mencionado en experimentos de 

hibridación ADN-ARN es obtener ya sea ADN o AR~ con radiactividad 

especifica suficientemente alta. Esta alta especificidad es par-
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ticularmente difícil de alcanzar en experimentos .f.!1 vivo usando 

al animal completo debido a la baja eficiencia de incorporación 

de la marca. Sin embargo, debe mencionarse que entre sus prin­

cipales ventajas se tiene que es un m~todo rápido, simple y, 

principalmente, muy económico. 

Aunque el marcaje también puede hacerse !..!! vitro, ya sea por 

síntesis enzimática del ADN o del ARN con sus respectivas 

polimerasas y en presencia de nucléotidos marcados, se han en­

contrado algunas desventajas como son la disponibilidad de en­

zimas y moldes altamente puros, dando como resultado baja 

fidelidad de copias no uniformes (97). Otro método consiste en 

marcar a los ácidos nucléicos directamente por modificaciones 

químicas como halogenaciones, fotoreducción y alquilación. Los 

principales problemas son que el marcador no se introduce al 

a~ar, sino que reacciona exclusivamente con citosina, son poco 

estables, se pega excesiva marca no específica al filtro y hay 

baja actividad específica (98). De acuerdo con estos antecedentes 

de marcaje radiactivo de ADN o ARNr in vitre, preferimos usar el 

método de marcaje in vivo usando el animal completo. 

Por lo que se refiere a la hibridación, el ADN desnatura­

lizado se inmovilizó sobre el filtro para evitar su renaturali­

zación e impedir una disminución en la hibridación ADN-ARNr. Se 

ha reportado (89) que las condiciones de hibridación utilizadas 

dan menos del 0.8% de reacción cruzada y además, los filtros 

fueron sometidos a lavados exhaustivos. Es por ésto que se tiene 

la seguridad que el híbrido formado y retenido haya sido 
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específico para el ARNr. y es por ello, que el h1brido formado no 

fue analizado. 

Otro factor que debe considerarse como posible explicación a 

las discrepancias mencionadas en cuanto al número de genes de 

ARNr es la forma numérica como se manejan las curvas de 

hibridación a saturación. Cuando el ADN se incuba con un exceso 

de ARNr, la reacción se comporta asintóticamente al acercarse 

valores aparentemente saturantes (93,99); ésto significa gue si 

bien se aproxima al valor de saturación, nunca se alcanza. Para 

solucionar este problema se recomienda graficar la función en 

términos recíprocos (100), pues la recta así obtenida permite 

calcular en forma precisa, el punto de saturación a concentración 

infinita. 

El número de genes obtenidos en este trabajo por el método 

de dobles recíprocas fue de 138±8 para cerebrq de rata recién 

nacida y de 149±12 para la de 3 meses de edad. Estos resultados 

indican que no existen diferencias significativas en estos dos 

estados de desarrollo. Si comparamos el número de genes obtenidos 

en este trabajo con lo reportado por otros autores, nuestros 

resultados concuerdan con los de algunos investigadores, ya que 

aunque no los cuantificaron en función de la edad, sí los 

midieron en diferentes tejidos post-mitóticos de rata ratón 

(100,101). Los valores oscilaron entre 142-163 genes ribosomales. 

Estudios realizados por Gaubatz y col (90) en hígado y cerebro de 

ratón (35-49 dias), por ejemplo, reportan 114 genes para cerebro 

y 84 genes para hígado, pero cuando cuantificaron en ratón de 



710-188 días los genes ribosomales tanto para hígado como para 

cerebro su resultado fue de 114 genes, es decir, no encuentran 

diferencias en la cantidad de genes ribosomales en función de la 

edad. Lo mismo sucede para hlgado y cerebro humano de individuos 

que variaban de 2.5 meses a 70 años de edad. Los datos indican 

que no hay diferencias significativas en la cantidad de genes 

ribosomales en función de sexo, tejido y edad, reportándose como 

promedio 185 genes (90). 

Sin embargo, nuestros resultados y los mencionados anterior­

mente están en desacuerdo con las observaciones reportadas por 

Johnson y col. (81,82), quienes señalan que en corazón, mGsculo 

esquelético y cerebro del perro Beagle y en músculo cardiaco 

humano (83) cuyas edades variaban de 3 meses a 76 años, los genes 

ribosomales presentan una disminución en el porce~taje de 

hibridación durante el envejecimiento, siendo este porcentaje 7 

veces mayor en el músculo cardiaco del perro que en el miocardio 

humano, señalando una correlación proporcional en la edad de am­

bas especies en condiciones óptimas. Esta discrepancia podría ser 

debida a la especie de mamífero o al tipo de tejido estudiado o 

bien a los diferentes métodos usados en la preparación del AD~ y 

a las técnicas de hibridación o a todos los factores mencionados. 

Ellos reportan tanto para tejido de perro Beagle corno para humano 

un alto porcentaje de hibridación, valores que sugieren que el 

híbrido formado no es específico para ARNr, ya que se conoce que 

el ARN al hibridar con ADN es extremadamente sensible a pequeños 

residuos de proteínas adheridas al ADN, los cuales se incrementan 



en función de la edad (102,103), y a contaminantes de ARN de bajo 

peso molecular. 

El hecho de que el descenso de la síntesis de proteínas en 

cerebro de rata empiece desde el periodo prenatal, podría no 

tener importancia; sin embargo, nos plantea una paradoja: 1) 

cualquier sistema celular que disminuya su síntesis de prote!nas, 

empieza también a disminuir su proliferación y consecuentemente 

también inicia su envejecimiento (104); 2) la velocidad de sín­

tesis de proteínas en cerebro de rata empieza a disminuir desde 

el periodo prenantal y alcanza lentamente valores asintóticos 

hacia los JO días (54). Por otro lado, a esta edad la rata se en­

cuentra en el inicio del desarrollo pleno de su vida, Esto nos 

conduce a dos importantes consideraciones: al concepto del tiempo 

de envejecimiento y los estadios ontogénicos en los que los prob­

ables mecanismos del envejecimiento empiezan a operar. El en­

vejecimiento ha sido definido como los cambios que ocurren 

después que el individuo alcanza la edad madura (1). Siguiendo 

este concepto, se ha afirmado que los cambios que se manifiestan 

antes de la madurez, no deben ser considerados como parte del en­

vejecimiento sino como maduración del individuo. Cuando uno ob­

serva al individuo joven, al adulto y al viejo, este concepto 

parece ser muy aceptable. Sin embargo, la diferenciación celular 

nos ha enseñado que los caracteres diferenciativos (una proterna 

o una función) aparecen como resultado de una larga serie de 

eventos requlatorios que empiezan con gran anterioridad la 

manifestación de los caracteres diferenciativos 1105). Es más, la 
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diferenciaci6n manifiesta, constituye la Gltirna etapa de la his­

toria celular y una cilula diferenciada, en condiciones 

naturales, es prácticamente una célula muerta desde el punto de 

vista de proliferación c~lular. 

La autoenucleación de e~1trocitos expone de manera muy obvia 

esta conducta celular. Si la característica biológica fundamental 

es la reproducción, un individuo que alcanza la madurez sexual 

es un individuo indispensable desd~ el punto de vista biol6gico 

poblacional, puesto que la población ya ha elaborado un individuo 

capaz de reproducirse. Las neuronas y los miocitos parecen dis­

tinguirse de otras células diierenciadas por su característica de 

permanecer funcionales durante un largo periodo en el estado 

diferenciado; sin embargo, lo anterior no debe interpretarse 

erróneamente en lo que se refiere a cuándo una célula y por 

extensión un organismo, ha escogido ca~inos alternativos como son 

la diferenciación o la multiplicación. 

En función de lo anterior, si un cambio aparece en el i~­

dividuo joven o aGn prenatalmente y continDa en el adulto y en el 

senil, no es razonable excluirlo de entre los posibles mecanismos 

de envejecimiento. La velocidad de la síntesis de proteinas en 

cerebro disminuyen exponencialmente desde el desarrollo embriona­

rio tardío hasta la senectud y se hace asintótica alrededor de la 

madurez. Esta curva va en forma paralela a la de la velocidad de 

crecimiento en mamíferos, la cual presenta el valor máximo hacia 

la mitad del desarrollo intrauterino (105). En cultivos celulares 

bajo condiciones normales, existe una disminución en la prolife-
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ración celular dependiente de la edad. Este decaimiento ha sido 

bien documentado (11,18). Si estos procesos suceden en las 

células constituyentes de un organismo, el recambio celular se 

suspenderá y la existencia del organismo dependerá totalmente del 

tiempo de sobrevida de sus células en diferenciación final. 

Basados en estas consideraciones se podría pensar que existen 

mecanismos celulares probablemente dentro de un programa epigené­

tico (estados fenotípicos que son producidos por cambios en la 

expresión genética durante el desarrollo) que controlan la 

velocidad del envejecimiento, es decir, el organismo desaparece 

porque tiene un programa de autodestrucción de la misma manera 

que posee otros de crecimiento, de rnorfogénesis y de diferencia­

ción y de esta manera no necesita cambiar el número de genes 

riboaomales del cerebro d'e la rata durante toda su vida. 
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