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INTRODUCCION

La edad en relacion con la cinética de proliferacion celular
y los parametros citogenéticos

Los hallazgos in vitrorealizados con cultivos de linfocitos y fibroblastos
han demostrado la existencia de cambios asociados con la edad,
como los siguientes:

Los fibroblastos diploides de origen humano presentan un
numero finito de divisiones; al final del cultivo las células degeneran
o se pierden. La declinacién celular y la mayor edad asociada incre-
mentan el nimero de aberraciones cromosémicas acompanadas por
otros cambios en el metabolismo del dcido desoxirribonucleico (ADN),
como el retardo en la velocidad de reparacién por escisién, en el
alargamiento de la cadena en el molde de cromatina activa y en la
fidelidad de las ADN polimerasas.
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Todo cultivo de células, al cabo de cierto namero de subcultivos,
se compromete con el proceso de senectud.

Cuando un tejido comienza a volverse senil acumula enzimas
termoldbiles.

Las poblaciones de células seniles in vitro son diferentes a las
jovenes; ya que muestran una disminucién en el porcentaje de c€lulas
que sintetizan ADN y aumentan su tiempo de ciclo celular.

El nimero de aberraciones cromosémicas encontrado en sub-
cultivos de fibroblastos de pacientes con sindrome de Down, sindrome
de Bloom y anemia de Fanconi se correlaciona con los datos epi-
demiolégicos acerca de un aumento de enfermedades neoplasicas y
mayor susceptibilidad a la transformacién viral conforme avanza la
edad.

Hasidoinformado un incremento de aneuploidias en los cultivos
de linfocitos de individuos seniles y se ha demostrado la pérdida
preferencial del cromosoma X inactivo en mujeres a medida que
aumenta la edad. Por otra parte, existen evidencias de que la inac-
tivaciéon del cromosoma X estd relacionada con la metilacién dife-
rencial de citosina en los dos cromosomas X y que un gen silencioso
de un cromosoma X inactivo puede reactivarse al fallar la metilacién,
lo que puede ser indeseable ya que causa envejecimiento.

Se haasociado enlos linfocitos un incremento en lainestabilidad
cromosémica con la edad.

Se ha comprobado in vitro que los enfermos con envejecimiento
prematuro muestran en sus poblaciones celulares un menor nimero
de divisiones.

La cinética de proliferacién celular (CPC) puede ser afectada
porla edad del donador (Hayflick 1965, Comfort 1974, Abruzzo et al.
1985, Arredondo y Guizar 1988).

Pardametros de medicion de la cinética de proliferacion celular
en el cultivo de linfocitos

La mayoria de los métodos que existen para cuantificar la CPC tienen
como principal objetivo determinar el crecimiento y la dindmica
celular, mientras que algunos otros se enfocan a la duracién del ci-
clo celular (horas) o de cada una de sus fases. Ejemplo:
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grafica de la CPC en que se cuantifican 100 células de acuerdo con la
divisién celular por la que han transcurrido (M1 = metafases en
primera divisién, M2 = segunda divisién, M3 = tres o mds divisiones).
b) Tiempo de ciclo celular-Analitico (tcc-A). Propuesto por nosotros
(Palma et al. 1993), se obtiene con los datos de la CPC. Se fundamenta
en el método grafico, pero es mas exacto y ripido. Su férmula es: tcc-
A=(X32-X22) +6 (Y22-50 /Y22-Y21 -Y32-50 /Y32-Y31). Los
dos tcc miden el tiempo de duracién de un ciclo celular a otro en
divisién activa (segunda a tercera).

Indice de duplicacién (ID). Se obtienen los porcentajes de células
M1, M2 y M3 (Rojas et al. 1992, Montero ef al. 1993, Lazutka 1991) y
se aplica la férmula siguiente:ID = 1 X %M1 + 2 X M2 + 3 X %M3 /
100.

Tiempo medio de generacion (TPG) (Palma 1990, Palma et al. 1993).
Toma en cuenta los diferentes porcentajes de las células en divisién
(M1, M2 y M3) y la hora de cosecha. Puede ser obtenido en un solo
punto de la CPC de los cultivos con BrdU o a lo largo del tiempo
de incubacién. Nos promedia el tiempo de entrada de las células
a la division celular, la division activa y el término de ésta. Su for-
mula se basa en el ID: TPG = tiempo de cosecha post-exposicién a
Brdu/ID.

MATERIAL Y METODOS
Caracteristicas de los individuos de la poblacion

Se estudié un grupo de 37 individuos, distribuidos como se indica en
la tabla 1. En cada uno de los seleccionados se realizé una historia
clinica para descartar aquellos individuos con infecciones, procesos
malignos u otros padecimientos que interfirieran con el sistema in-
mune. Los examenes generales de laboratorio practicados durante
los dltimos seis meses debian ser normales y no haber recibido
farmacos, sobre todo los que interfirieran con el sistema inmune y se
conociera que tuviesen una accién clastogénica o de induccién de
intercambio de cromatidas hermanas (ICH). Las muestras de sangre
para el analisis cromosémico de los tres grupos de estudio se proce-
saron simultineamente.
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Tabla 1
Caracteristicas generales de los grupos de estudio
Grupo Edad en anos relacién nimero
promedio intervalo femenino/masculino de casos
nifios 8.4 0.33-13 6/4 10
jovenes 29.7 22-41 9/8 17
seniles 64.3 55-80 7/3 10
Total 37

Toma de muestra de sangre periférica, cultivo celular, cosecha
y procesamiento de las laminillas

Se sembré para cultivos con BrdU (POST-BRDU) ysin BrdU (SIN BRDU)
para los diferentes tiempos de incubacion (24 - 48, 30 - 54, 36 - 60,
42 - 66, 48 — 72, 54 — 84 horas) por duplicado (cultivos A y B) 0.5 ml
de sangre total heparinizada en frascos que contenian 4 ml de medio
McCoy 5a (Microlab); 1 ml de suero fetal (Gibco); 0.3 ml de
fitohemaglutinina (Microlab) y 0.02 ml de antibiético (10 UI/ml
penicilina y 10 pg/ml estreptomicina).

Los frascos fueron incubadosa 37 °Cyalas 24 horas se agregaron
20 mg de BrdU a los cultivos POST-BRDU. Se anadieron 30 pg de
colchicina 15 minutos antes de la cosecha. Se realizaron las cosechas
para cada tiempo de incubacién, es decir, cada 6 horas, comenzando
a las 24 horas después de anadida la BrdU (corresponde en los
cultivos SIN BRDU a la hora 48) a las 60 horas.

El paquete celular se resuspendi6 en un volumen final de 0.5 ml
y las laminillas se hicieron con 0.1 ml de la suspensién.

La CPC para los cultivos POST-BRDU se leyé con laminillas pro-
cesadas para la técnica de tincién diferencial de ICH y la CPC para los
cultivos SIN BRDU se ley6 con laminillas procesadas para bandas GTG

(Tabla 2).

Meétodos de observacion y medicion de los pardmetros

El andlisis citogenético se realiz6 por un solo observador, y se verificé
al azar la observacién de algunos resultados por dos observadores
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Tabla 2
MEétodos
Dia Hora Horas Maniobra
in vitro
I 12:00 Obtener por venopuncién sangre periférica
(biometria hemadtica diferencial). Mantener a
temperatura ambiente en oscuridad.
II 5:00 0 Siembra de sangre. Incubar a 37 °C en oscuridad.
111 5:00 24 e Técnica normal * Tincién diferencial de
cromatidas
Adicionar 20 ug de BrdU
Reincubar a 37 °C en
oscuridad
v 5:00 48 24 Horas
post-exposicién
54 30 a BrdU
60 Cosechar cada 36
seis horas por
66 duplicado 42
v 72 48
78 54
84 60
VI Preparaciones sobre portaobjetos en etanol
frio al 70%
VII Tincién habitual, Se continia la técnica
bandas G, C, de tincién de
NOR, etcétera cromatidas hermanas

NOTA: anilisis al microscopio para CPC

* Tiempo promedio de generacién (TPG).

* Tiempo de ciclo celular (tcc-50).

o* Indice mitético en %.

o* Indice de transformaci6n celular (promedio de células transformadas y no transformadas
contados en 10 campos Spticos 10X).
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que desconocian el grupo al que pertenecia el cédigo oculto de la
preparacion.

Para cada individuo de los diferentes grupos (ninos, jévenes y
seniles), para cada tipo de cultivo (POST-BRDU y SIN BRDU) y en cada
tiempo (24 - 48, 30 - 54, 36 - 60, 42 — 66, 48 — 72, 54 — 84 horas) se
observé en diez campos pticos (imagen que se mira en el microscopio
con la lente del objetivo 10X) el nimero de metafases, células T y
células NO T, promediando el resultado de las laminillas de los
cultivos A y B, para determinar los siguientes parametros:

Indice mitético

Indice mitético en valores absolutos. Es el niimero total de metafases en
relaciéon con el nimero total de células (T+NO T).

Indice mitético en promedio. Es el promedio de metafases en
relacién con el promedio del total de células (T+NO T). Muestra la
dindmica celular y se sabe que a mayor nimero de células mayor
indice mitético (IM).

Indice mitético en porcentaje. Con base en el promedio de metafases
se obtiene el nimero de metafases en relaciéon con 100 células. Pa-
rametro de eleccion para realizar las pruebas estadisticas en cuanto
al IM, ya que la velocidad de proliferacién celular puede medirse mas
facilmente con respecto a un nimero especifico de células.

Indice de transformacién celular (ITC)

Se obtiene con base en el de células Ty NO T. E1IM y el ITC, tanto de
los cultivos POST-BRDU y SIN BRDU en las diferentes horas de cosecha,
se analizaron en los diferentes grupos por medio de la prueba no
paramétrica de comparacién miiltiple de Kruskal-Wallis, y el anilisis
de grupos por pares se realiz6 por la prueba de Bonferroni para
formar los horizontes estadisticos (p<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION
La tabla 3 muestra los resultados correspondientes al IM% intra e

intergrupales en ninos, jévenes y seniles en los cultivos POST-BRDU y
SIN BRDU en las diferentes horas de cosecha.
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Tabla 3
Indice mitético (%)
Comparaciones
Cultivo Hora Grupos de edad entre los grupos
de edad
Nifos (N) Jévenes (j) Seniles (S) POST-BRDU SIN BRDU
POST-BRDU 24 0.7 0.33" 0.43" #] J
SIN BRDU 48 0.9 0.71 0.66 N S N S
POST-BRDU 30 0.9 0.36* 0.66* =] ] #
SIN BRDU 54 1.1 0.70 0.81 N S N S
POST-BRDU 36 1.4 0.50* 0.96* #]# ]
SIN BRDU 60 1.3 0.71 1.20 N S N S
POST-BRDU 42 1.3 1.00* 1.04 J ] #
SIN BRDU 66 1.4 0.72 1.21 N S N S
POST-BRDU 48 1.4 0.95 1.16" =] # ] #
SIN BRDU 72 1.8 0.93 1.60 N S N S
POST-BRDU 54 1.3 0.92 1.16 z]# ] #
SIN BRDU 78 1.6 0.94 1.41 N S N S
POST-BRDU 60 1.2 0.43" 1.18" ] J
SIN BRDU 84 1.8 1.49 1.55 N S N S

* Diferencia significativa entre €l cultivo POST-BRDU y SIN BRDU.
g

La tabla 4 muestra los resultados intra e intergrupales de los
promedios de células Ty NO T por campo 6ptico parala obtencién del
ITC.

La grafica 1 muestra los resultados del IM% para los nifos, en la
que podemos observar una tendencia de mayor porcentaje en los
cultivos SIN BRDU, aunque existe a la hora 36 — 60 una tendencia
contraria. A pesar de esto, no existe diferencia estadistica en ningtn
punto de la CPC entre ambos cultivos.

Elidiograma de la grafica 2 muestra el ITC en los nifios. Se puede
observar a lo largo de la CPC una correlacién lineal positiva en las
células transformadas, tanto en los cultivos POST-BRDU como en los
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Tabla 5
Indice de transformacién celular en ninos, jévenes y seniles

Cultivos POST-BRDU Cultivos SIN BRDU
Células Células
Transformadas No transformadas Hora Transformadas No transformadas
z]# =] 24-48 J #]#
N S N S N S N S
#]# z]# 30-54 J 2] #
N # S N S N S N S

J# J 36-60 J J#
N S N S N S N S
J J 42-66 J J
N S N S N S N S
£]# J 48-72 J J#
N S N S N S N S
#]# J 54-78 J #]#
N S N S N S N S
] #]# 60-84 J #]#
N S N S N S N S

NOTA: N = nifios, ] = jévenes y S = seniles.

SIN BRDU, habiendo una velocidad de proliferacién mayor en los cul-
tivos SIN BRDU, ya que solamente hubo diferencia estadistica en un
solo punto. En cuanto a las células no transformadas, no hay dife-
rencias alo largo de la CPG, ni entre los cultivos POST-BRDU y SIN BRDU.

La cpC en los jovenes, tanto con el IM% (Grafica 3) como con el
ITC (Grafica 4), muestra que los cultivos normales SINBRDU presentan
una dindmica de proliferacién comparable a la curva teérica del
crecimiento de una poblacién. La CPC se ve alterada en los cultivos
POST-BRDU, ya que el IM% muestra un patrén irregular de com-
portamiento y el ITC, con respecto a la BRDU, aumenta el estimulo
mitogénico de la PHA.
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La grafica 5 con respecto al IM% de los seniles muestra que a lo
largo de la CPC hay un IM mayor en los cultivos SIN BRDU que en los de
POST-BRDU. La tendencia en los dos cultivos es de aumento y existe
una correlacién positiva.

Elidiograma de la grafica 6 de los seniles muestra una tendencia
de aumento enla CPCconforme seincrementa el tiempo de incubacién
(tiempo de cosecha), tanto en los cultivos POST-BRDU como en los de
SIN BRDU en las células T.

Enla medicion de los ITC en los tres grupos, las células T fueron
las mas informativas para la obtencién de conclusiones en la CPC

(Tabla 5).

CONCLUSIONES

Los linfocitos de nifios tienen la mejor respuesta al estimulo mi-
togénico (Graficas 1 y 7), una excelente capacidad fisiologica de
proliferacién (Grificas 2y 8) yla BrdU no tiene un efecto citostitico
ni citotéxico importante en ellos (Graficas 1, 2, 7y 8).

Losj6venes tienen un patrén de comportamiento muy diferente
intragrupal en lo que respecta a la respuesta de la PHA en los cultivos
POST-BRDU y SIN BRDU (Graficas 3y 4) e intergrupal, sobre todo en los
resultados de ITC, en los que existe un aumento en la respuesta al
estimulo de la PHA en los cultivos POST-BRDU (Grificas 4y 8), el cual
es inverso al que se encontré en ninos y seniles (Graficas 2, 6y 8).

La tendencia de comportamiento de la CPC en los seniles es
semejante ala de los nifios (Tabla 5, Graficas 2y 6), pero en los seniles
existe un efecto citostatico de 1a BrdU en los linfocitos, que se visualiza
tanto en el IM% (Grifica 5) como en el ITC (Grifica 6).

Las c€lulas T de los cultivos SIN BRDU de nifios, jévenes y seniles
tienen un comportamiento semejante en su CPC (Tabla 5).

ABSTRACT

The study of kinetic cellular proliferation (KCP) is useful for the research into
those mechanisms that control growth, and to compare the behavior of
different normal-and tumoral cells and tissues and measure the cytotoxic and
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cytostatic effect of antitumoral compounds, drugs, and extracts made from
plants. There are few studies in the literature concerning intra and
interindividual variability of KCP, in relation to those parameters that have
been studied. We also lack studies in Mexico concerning the behavior of KCP
at different ages in normal subjects, and its relation to other citogenetic
parameters. This paper presents the results of ageing on lymphocytes in vitro,
with regard to their incubation time, mitotic index, and cell transformation
index, with cells obtained from persons classified as children, youths and
elderly.

RESUMEN

El estudio de la Cinética de Proliferacién Celular (CPC) resulta de utilidad en
la investigacién de los mecanismos de control del crecimiento, asi como para
comparar el comportamiento de diferentes células y tejidos, tanto normales
como tumorales, y para medir el efecto citotéxico y citostitico de drogas
antineoplasicas, distintos firmacos y extractos completos o crudos vegetales
y sus productos activos purificados.

Pocos trabajos en la literatura tratan acerca de las diferencias intra e
interindividuales en 1a CPC con los diferentes pardmetros con los que han sido
evaluados; no existe en nuestra poblacién ningiin estudio comparativo en
sujetos normales de diferentes edades que trate de definir la dindmica de
crecimiento o la CPG estudiada con varios parametros y a la vez relacionarla
con otros parametros citogenéticos. Por lo que es nuestro propésito estudiar
el efecto que tiene el envejecimiento natural cronolégico a nivel de la po-
blacién celular de linfocitos in vitro en relacién con las variables por ser
estudiadas.

Al agrupar a la poblacién mexicana en las diferentes edades (niios,
jovenesy seniles) se estudia la CPC de linfocitos humanos en cultivo respecto
al tiempo de incubacidn, para establecer los diferentes valores de referencia
y evaluar su relacién con variables citogenéticas. Se presentan en este trabajo
los resultados del estudio de la CPC para el indice mit6tico en % y el indice de
transformacion celular.
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