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RESUMEN:

La frecuencia aumentada de anafases de todos los cromoasomas es un
fenomeno citolégico para el que se proponen dos explicaclones diferentes;
anafases C y Division prematura de centrémeros (DPC), dado que ambos
hacen referencia a causas especificas, resultan confusos. A proposito de una
familia con frecuencia aumentada de anafases (FAA). se evalia dicha
disturbancia mitética mediante un analisis citogenético, por medio de la
evaluacion de mutantes de resistencia a mitostaticos, estimaciones de
duracién de etapas mitéticas, as{ como de duracion de ciclo cefufar y
actividad centromérica. La posible presencla de alguna mutacion de
resistencia a mitostaticos fué descartada, ya que se encontraron frecuencias
basales de anfases mayores a las reportadas como normat en los miembros
afectados, y en los cuitivos con dipiridamol no se encontraron diferencias en
los Indices anafasices. Al analizar la duraclon de ias etapas mitéticas se
observaron frecueclas mayores de anafases en los miembros afectados y por
consigulente, una disminucion en metafases. La duracion del ciclo celular
también esta alterada, puesto que en los miembros afectados es mayor que
en fa madre considerada como normal. La téchica de tinciéh Cd muestra una
evidente actividad centromérica en todos los miembros estudiados. Los
resuftados obtenidos nos proporcionan elementos para precisar dicho
fendémeno citolégico.
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INTRODUCCION:

La mitosis es el proceso por el cual las células eucariontes distribuyen a
las cromasomas duplicadas en dos nucleos hijos. Este proceso es solo la
tase final y microscépicamente visible de cambios previes ocurridos a nivel
molecular y bioquimico durante ef ciclo celular. (1,2). La mitosis es un proceso
dinamico y continuo, no obstante, su conceptualizacién exige dividifa en
cuatro etapas basicas (profase, metafase, anafase y telofase), las cuales
tienen una duracién de pocos minutos cada una. En cultivos de linfocitos de
sangre periférica (3), dicho proceso es modificado debido al uso de la
colchicina que acumula el nimera de células en metafase. La colchiclna
act@a uniéndose especificamente a los dimeros o , B de tubulina, dicha
interaccion interfiere con la capacidad de polimerizacion de los microtubulos.
Aunque atin se desconoce ei mecanismo preciso de acclon de la colchicina, al
“parecer este farmaco despoiimeriza a los microtubulos ya exstentes
mediante su incorporacién al extremo de agregacion del polimero bloqueando
ia adicién de ofras subunidades en ese sitio, mientras tanto, el sitio opuesto
continda experimentando una despolimerizacién neta, lo cual da por resuttado
{a disgregacién del polimero. (1). En cultivos de linfocitos tratados con
colchicina habitualmente en nuestro laboratorio se observa de 8 a 12% de
células en metafase y una muy baja ocurrencia de anafases (menor al 1%),
aunque en un estudio sistematico se propone no mas de un 3% (4). '

Recientemente se ha establecido discusion acerca de dos fendmenos
cltoibgicos aparentemente similares para- los cuales existen diferentes
explicaciones: la divisidn prematura del centromero (DPC) y las anafases C
{AC). '

El término  AC es derivado de mitasis C y se refiere a caracteristicas
dependlentes de colchicina (5,6), se caracteriza porque todos Io’s'
cromosomas presentan centrémeros y cromatidas separados. Considerando
la informacién publicada al respecto se proponen dos tipos: 1.- mutantes
resistentes a mitostéticos, principaimente colchicina, consistentes en una
disminucién de la permeabilidad a la droga, ademéds con tetraploidias y
agregaciones celulares (8,7.8), y 2.- variantes normales citologicamente
Idénticas a las descritas en el fenotipo resistente a la colchicina (6). El témino
DPC fué propuesto iniciaimente a cromosomas X de cromatidas paralelas sin
constricciones centroméricas, supermumerarios y asociados con un



mecanismo de aneuploidia del cromosoma X en mujeres afiosas (9,10),
posteriormente dicho término  se extendi6 a los cromosomas 3, 18 y 21,
(11,12,13,14) y més tarde a todos los cromosomas (15, 16, 17), propontenda
que el fenémeno observado es diferente del DPC X propueste anteriormente
por Fitzgeratd (1975).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Et fenémeno citolégico de crométides habltuaimente divergentes con
cetrémeras separados en todos los cromosomas y evidenciado por une
‘frecuencia aumentada de anafases (F.AA) se ha designado con términos
diferentes, DPC (15,16,17) y AC.( 5, 6, 7,8 ), algunos fo han asociado con
aberraciones muméricas (7,8,15,16,17,18,19), por lo que existe confusién
entre el fendmeno abservado y los términos utilizados. Se han propuesto
diferenclas que proponen la existencia de mas de un fendmeno citolégico
(5,6,7,15,16,17,19).

Considerando que la confusién en tomo a la FAA. no es sélo semantica,
sino que Implica més de un mecanismo de origeh y, resultaria de mucha
utiiidad el establecimiento de criterios objetivos que precisen las propledades
correspondientes a cada fendmeno. Por tal razén y a propdsito de una familia
detectada con FAA. familiar.(20), se pretende evaluar dicha disturbancia
mitética al realizar un analisis citogenético que evalle: la posible existencia de
mutanfes a coichicina, utliizando el conocido sinergismo entre la presencia de
dipiridamol y ia eficiencia de dicho mitostatico para penetrar a fa célula
{ 21,22}, la proporcién de células en cultivo en ef 1o, 2o 6 3er clclo celular, ia
secuencla de separacion centromérica y la presencia de centrémeros
inactivos, como una contribucion a la definiclon de dicho fendmeno.



HIPOTESIS:

Es posible establecer criterios citolopicos que permitan describir el
fenomeno de F.A A. y diferenciar los términos de AC y DPC con los cuales se
les ha designado.



OBJETIVOS:

1- Realizar un estudio citogenético familiar que permita establecer
criterios objetivos que contribuyan a precisar la naturaleza del fenémeno
observado.

1.1- Realizar un diagnéstico citogenético en cromosomas teflidos con
bandas GTG.

1.2 Implementar un método mediante el cual se pueda evaluar la
existenicia de mutantes de resistencia a mitostéticos.

1.3~ Determinar la actividad centramérica de los cromosomas en estudio,
mediante la técnica de tincion Cd.

1.4- Evaluar el tiempo estimado de Ia duracién del ciclo celular en cada
uno de los casos de la familia, mediante la técnica de ICH.

1.5~ Explicar en términos citolagicos el fenémeno familiar observado.

2- Proponer criterios que contribuyan a precisar los fenémenos citolégicos
reportados y los términos utilizados para designarios.



MATERIAL Y METODOS.

El presente estudio se lievé a cabo en una familia que presentd
frecuencla aumentada de anafases en cultivos con coichicina.

Para reallzar el totat de evaluaciones se realizaron 6 cultivos de linfocitos
de sangre periférica de 72hrs.(23) en cada uno de los miembros de la familla
(tabla1) considerando las sigulentes variables:

Cultivo 1- colchicina 0.05 ug/mi durante 1 hora antes de las 72 horas.

Cultivo 2- vinblastina 0.5 ug/m durante 1 hora antes de las 72 horas.

Cultivo 3- sin mitostaticos.

Cuitivo 4~ dipiridamol 5 pg/miy colchicina 5 pg/mi 1 hora antes de las

72 haras.

Cultivo 5-dipiridamol 8 pg/ml y vinblastina 5 pg/mi durante 1 hora

antes de las.7 horas.

Cultivo 8- 5-bromodeoxiuridina (5-Brdu) 0.0 525mV/cultive agregada a

las 24 horas de iniclado el cultivo y arresto metafasico con
colchicina.

Table 1.- Cultivas celulares requeridos para el total de evaluaciones

citogenéticas.
culivos. | colchicina. | vinblastina. | Dipiridamol 58Bdu.
1 + - - -
2 - + - -
3 - - - -
4 + - +* -
8 - + + -
8 ~ - - +




1- Establecimiento de la secuencla de separacién de centrémeros (ISC)
De acuerdo al procedimiento propuesto por Vig, 1981 (24, 25), se

tomaron en cuenta los siguientes puntos en cada una de fas muestras
obtenidas de los cultivos.
a.- Se utiizan mitosis que presentan cuande menos unh cromosoma
separado hasta las que presentan todos menos uno.
b.- Se tifieron las mitosis con tincién coniin utitizando giemsa.
c.-Se evalud el grado de separacidn de centrémeros asignande valores
en base a los siguientes criterios:
0 - cromosomas can centrémeros unidos.
1 -cromosomas en los que halla empezado ta separacion con
clara tendencia de desprendimiento.
2 - cromosomas claramente separados del centrémero.
Se registraran ademdas sl las cromosomas tienen una tendencia
divergente(d) convergente(c) o paraiela(p) de sus cromatidas al
separarse.

El registro de las mitosis se reallzé mediante un bamido
transversal al azar de las laminillas en estudio, en cantidad suficiente para
completar la secuencia de separacion si fa calidad dej cultivo lo permite.

2.-Evaluacién de ia existencla de mutantes de resistencla a colchicina y
vinbiastina para ambos mitostaticos.

Se incluyeron los siguientes abordajes metodolégicos:

1-Efecto del dipiridamot :

-Establecimlento del grado de compactacién de los cromosomas
obtenidas determinando el nimero de bandas GTG (26).

~Analisis de las posibles variaciones en la frecuencla de anafases
(F.A), ,

2-Se realizé un analisis del indice mitdtico (proporcién de células en
mitosis con respecto al total de células en division activa del
cultivo), tomando en cuenta el nimero de células en interfase o
que se encontraron en cualquier etapa de la mitosis, ast como el
registto de endoreduplicaciones, endomitosis, aneuploidias, o
agregaciones celulares entre otras.



3-Estimaclén de la duraclén del clelo celular:

-Se cuantificaron el nimero de mitosis en 1er, 20 y Jer ciclo por medio
de su respuesta a la ‘presencia de 5-Brdu y consecuente fon'naclbn de
intercambios cromatidas hermanas (ICH),( 27,28 ).

4.-Determinacién de la actividad centromérica.
-Para gvaluar fa actividad centromérica se reallzd la técnica modificadsa
de Denton, para tincién Cd (29),cuantificando los cromosomas tefildos(30).

Las mitosis analizadas se observaron utifizando el objetivo 40X.
El diagndstico fué confirado con ef objetivo 100X

1



RESULTADOS:

Las pruebas citogenéticas utilizadas se aplicaron a padre, madre e hijo
de la famiiia en estudio.

En la tabla 3 se presentan los resultados obtenidos de los 5 cultivos de
las variables presentadas en la tabla 1 para cada miembro de la familia. En
las figuras 2, 3 , 4 y 5 se observan las graficas de los indices profasico,
metafasico, anafasico e indice mitético respectivamente, para los 5 cultivos

evaluados en tos miembros de la familla. Debido a que los datos presentados

corresponden sélo a los miemhros de una familia , se realizé un analisis
comparativo.

Al observar la figura 4 del indice anafasico se puede observar un valor
disparado en el padre en el cultivo con colchicina, esta podria atribuirse a

algin errar técnico y no a una duraclén demasiado grande de la anafase, ya.

que en dos cultivos previos no se observaron valores tan grandes en donde
se obtuvieron frecuenclas en el padre de 0.4217 y 0.1608.

En los 5 cultives analizados se observan en el padre 1.15% de
tetraploidias, 1.88% de metafases intermedias y 1.58% de mitosis con
division prematura de cromatidas en prafase, en &l hijo se observan 1.18%
de tetraploidias, 0.94% de metafases intermedias y 0.47% de mitosis con
division prematura de cromatidas en profase.

Los resultados del establecimiento de grados de compactacién no
presefita variaciones en los cinco cuitivos estudiados de cada miembro de la
familia, ya que los niveles de bandeo son homogéneos en todos los casos.

Al realizar la téchica de tinclon Cd se analizaron 30 mitosls para cada
miembro de la familia, resuttando la tincién peositiva para todos los
cromosomas observados.
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3-Estimacién de la duracién del ciclo celular:

-Se cuantificaron el nimero de mitosis en 1er, 20 y Jder ciclo por medio
de su respuesta a ia ‘presencia de 5-Brdu y consecuente formacién de
intercambios crométidas hermanas (ICH),{ 27,28).

4.-Determinaclén de la actividad centromérica.
-Para evaluar la actividad centromérica se reaiizé la técnica modificada
de Denton, para tincién Cd (29),cuantificando los cromosomas tefiidos(30).

Las mitosis analizadas se observaron utilizando el objetivo 40X.
El dlagndstico fué confirmado con el objetivo 100X.

M



DISCUSION:

La frecuencla de anfases en la madre en cultivos de rutina con coichicina
resultdé nule, dicho resultado se encuentra en el rango reportado como normal
< 3% (4,16), mientrag que en padre e hijo se observd significativamente
aumertada de 22.88% y 7.8% respectivamente. El papel de la colchicina en
los resuitados obtenidos se clarifica al observar que en ausencla de colchicina
la frecuencia aumentada de anafases en el padre ¢ hijo de la familia en
estudio distminuyd a valores todavia mayores que los observados con
colchicina en la madre. Los valores gin colchicina podriamos considerarios
como frecuencias basales en los tres miembros de la familia. Estos
resultados se repiten cuando se utiiiza la vinblastina como arrestador
metafasico, resultados similares reporta Rudd (1983} al realizar estudios con
pacientes con DPC de todos fos cromosomas, por lo que no podemos decir
que el fendmeno observado es dependiente de coichicina (anafase C) . La
posibliidad de una mutante de resistencia a calchicina { 7,8 ) que al impedir su
entrada al interior de la célula incrementa la posibiidad de obsarvar anafases
en cultive, no es apoyada por el hallazgo anterior. Para analizar mejor dicha
posibliidad utiizamos el dipindamol ef cual facilita el paso intracelular a la
colchicina ¢ vinblastine, sin embarge no se abservd diferencia en los indices
anafasicos eit el total de mitosis observadas, tampoco se observaron
variaciones representativas en los grados de compactacion de los
cromosomas observados, por tal razén, se descarta la posibilidad de una
mutante de resistencia a colchicina propuesta por Chamla (8) aunque es
posible que !a ausencla de diferencias ( grados de compactacién y
frecuencias de anafases ) se deba a un efecto insuficlente del dipiridamol.

La realizacién de estudios de microcinematografia para medir la
duracion de la mitosis en un paciente (All 3) investigado por Rudd et, al.
(1983) presentan una reduccidn de la duracién de metafase lo que podria
llevar a la DPC . Al evaluar la duracién del ciclo celufar para los miembros de
estudio mediante la ohservacion de intercambios de cromatidas hermanas, se
observa un porcentaje mayor de células en primer ciclo en padre e hijo con
respecto a la madre, por io que se podria especular sobre una duracién
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mayor en tiempo de ciclo celufar en padre € hijo. Si asumimos que existe una
relacién directa entre el nimero de células en una etapa mitética y la duracion
de ésta, podriamos analizar en forma Indirecta la duracién de cada una de
ellas. E} analisis de la figura 1 nos permitio ver que el porcentaje de células
en metafase es siempre mayor en la madre y el porcentaje de células en
anafase es siempre mayar en el padre y en e! bijp, por lo que posiblemente
ia duracion de la anafase es mayor en padre e hijo, y simultineo a una
disminucion de ia duracion de las metafases.

Los Indices de separacién de centrémeros propuesto por Vig (24,25)

obtenidos de las muestras, no son conflables, ya que no fué posible obtener

una cantidad de células que proporcionaran informaclén suficiente para una
evaluacion de las posibies variaciones en dicha secuencia, debido a que se
han asociado dichas variaciones con la ocurrencia de aneuploidias
(9,11,13,18.19) y separacién fuera de fase ( 13,14,23,31 ).

La tincion Cd identifica una estructura especifica relacionada a la funcion
centromérica, estando ausente en centrémeros inactivos (32). At realizar la
tincion Cd no se observarot cromosomas Cd negativos, incluyendose algunas
anafases, por lo tanto podemos considerar que los casas en estudio
presentan todos sus centrémeros activos y no presentan el fenémeno de DPC
de acuerdo a la propuesto por Nakagome et, al. (1984). En contraste Madan
y Palan 1987 reportan un caso de DPC con tincidn C y Cd positivas. Se
abservaron cromosomas con aparente paralelismo y divergencia evidente con
constricciones primarias bien definidas, por o que las evidencias indican
centromeros funcionales.

En pacientes estudiados que presentan FAA se han relaclonado con
ciertas patologias, como retraso mental (15), abortos espontaneocs (16,18),
Infertiidad (186), inmunodeficiencia, caracteres sexuales no determinados (19),
asf como agregaciones celulares, tetraploidias (7,8,16), trisomias
{9,11,18,19), Sindrome de Raberts (17) y Disqueratasis congénita (33). Sin
embargo la presencia de la FAA no se ha asociado a una entidad especifica
por o que no es una evidencia directamente relacionada con dichas

patologias, ya que se han encontrado frecuencias elevadas de anafases en

cultivos de personas clinicamente normales (15) como en el padre de la
familia en estudio. Sin embargo el padre presenté 1.15% de tetraploidias,
1.88% de metafases intermedias v 1.58% de mitosis que presentarén
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division prematura de cromatidas en profase, mientras el hijo presents 1.18%
de tetraploidias, 0.94% de metafases intermedias y 0.47% de mitasis con
division prematura de cromatidas en profase, las cuales son frecuencias
suficientemente bajas como para considerarlas relevantes aun cuando existen
dos reportes con hallazgos similares, aunque inespecificos dado que se
observaron en un caso de gemelos que exhiben un bajo crecimiento,
condrocitos multinucleados y leucocitos gigantes con doble ADN y 44% de
tetraploidias, mientras que la madre fenotipicamente normal, presenta 11.1%
de metafases intermedias y 38.4% de anafases. El hermano de la madre
presenta agregaciones 4n y 8n (7), y en otro caso de una paciente con tres
abortos espontdneos con un 8% de tetraploidias y una disminucién en tiempo
de metafases (16)

La anafase C deriva de mitosis C y se refiere a un caracter dependiente
de colchicina, presentandese en pacientes con tetraploidias y agregacioines
celulares por una mutante en la permeabilidad de membrana (5,8), atn
cuando en pacientes sanos se han presentado frecuencias attas de anafases
idénticas a las descritas en el fenotipo resistente a la coichicina (7). Por otro
lado el término de DPC se ha utilizado para anueploidias del cromosoma X
{(9,10), cromosomas 3, 18 y 21 (11,12,13,14) y para todos los cromosomas
(15,16,17), ambos al hacer referencia a una causa especifica no los
consideramos adecuados a menos que se precise la misma. En nuestra
familia al seguir presente la FAA_ sin colchicina y evidenciar uha reduccién de
fa metafase y aumento de anafase, concluimos que el fendmenc de FAA. en
forma genérica podria denominarse en forma especifica como divisidn
prematura de centrémeros de todos los cromosomas {DPCtc) (Tabla 4).
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Tabla 4. Criterios propuestos para definir el fenémeno observado.

DPDte AC Padre Hijo

FAA en cultives con + + + +
colchicina.

Frecuencias basales + + + +
sin colchicina.

Reduccion en tiempo + - + +
de metafases.

Actividad centromerica + + + +
(Cd)

Tetraploldias + + + +
Agregaciones celulares + + - -

Dado que se han sugerido mutantes resistentes a mitostaticos (5,7,8),
mutaciones asocladas con DPC (15), o asocladas con disturblos
mitéticos(16,19), asl como asaciaciones incoirectas de los cromosomas en &l
uso mitdtico (24), disfuncion del uso microtubular (18) y cromosomas
estructuraimente anormales (16,13) se relaclonan con la ocurrencia de FAA,
consideramos que la FAA corresponde a un mismo fendmeno citolbgico con
més de una causa.



CONCLUSIONES:

La FAA. fué evidente en el padre y en el hijo, no presentandose en la
madre de la familia en estudio. El hijo de la familia estudiada, present6
patologias, pero no podemos asegurar que dicho fendmeno es directamente
responsable, probablemente sea el reflejo de una causa comun.

Los términos ACy DPC hacen referencia a mecanismos especificos
de origen. Debido a que estos términos podrian causar confusiones para el
fenémeno presentado, se propone el término de FAA. para dicho fenémeno,
asl como para fenémenos similares, a menos que estos precisen las causas
especificas de dichas alteraciones.
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Tabla 3. Indices obtenidos y numeroc de células analizadas en 5 cultivos de linfocitos de los miembros de la familia estudiada.

CELULAS ACTIVAS CELULAS | TOTAL
INACTIVAS
INTERFASES MITOSIS
: - TOTAL TOTAL
CULTIVG PROFASES METAFASES METAFASES ANAFASES ~ [OTRAS | CELULAS |[INDICE [CELULAS
Cantidad| Indice | Cantidad|Indice|INTERM. (Cantidad{Indice MITOTICAS{MITOTIC [ACTIVAS

H 1 6974 14 0.1953 161 }2.2470 1 15 0.2093| © 191 2.6657 . 7165 4411 11576
M1 3092 20 0.6184 121 (3.7414 1 0 o} o 142 4,3908 3234 1929 5163
P 1 4060 | - 15 0.3453 193 14.4429 8 43 1.49631 3 - 284 6.9377 4344 1294 5638
H 2 8071 27 0.3247 148 }1.7803 B 33 0.6375| 6 - 242 12,9111 6313 3300 113613
m 2 6458 17 0.2554 176 |2.6446 1 3 0.0450] © 197  |2.9601 &655 2154 8809
P 2 17073 39 0.2226 307 (1.7523 8 82 0.46B0 | 10 446 2.95458 17519 5525 {23044
H 3 7089 36 0.4993 79 1.0957 (] 6 0.0832¢{ 0 C 121 1.6782 7210 4495 111705
M 3 6011 11 0.1805 ) © 72 1.1814 0 o 01 0 83 1.3619 6094 | 2446 8540
P 3 14487 12 0.0825 39 0.2681 6 3 0.02061 1 35 0.3782 14542 5456 | 19998
H 4 1728 B 0.4429 65 3.5991 0 5 0.27681 O 78 4,3189 1806 1035 2841
M 4 8329 24 0.2794 233 }2.7134 0 1 0.0116] 0 258 3.0085 8587 2600 )11187
P 4 7047 17 0.2354 130 }1.8020 1 19 0.2633| © 167 2.3149 7214 2455 9669
H § 7330 42 0.5418 321 [4.1414 7 50 0.6450} 1 42t 5.4315 7751 3104 {10835
M 5 ) 6209 27 0.4194 198 }3.0759 1 2 ¢.0310} O 228 3;5420 6437 2208 B&6AS
P 5 12341 30 |0.2359 279 }2.1940 4 54 0.4246 | 8 375 - {2.9490 12714 4897 | 17613
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BIBLIOTECA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICTAS

DE LINFOCITOS QUE MUESTRA ICH



FIGURA 7 CELULA EN METAFASE INTERMEDIA OBTENIDA DE UN CULTIVO DE
LINFOCITOS TENTDA CON LA TECNICA DE TINCION CD.



FIGURA 8 CELULA EN ANAFASE OBTENIDA DE UN CULTIVO DE LINFOCITOS DEL
HIJO DE LA FAMILIA ESTUDIADA.



FIGURA O

DIVISION PREMATURA DE CROMATIDAS EN PROFASE EN UNA CELULA

MITOTICA OBTENIDA DE UN CULTIVO DE LINFOCITOS DEL PADRE
DE LA FAMILIA ESTUDIADA.



