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INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS EN PACIENTES CON ARTRITIS

REUMATOIDE TRATADOS CON SALES DE ORO.

INTRODUCCION

La ciencia de la citogenética estudia la estructura y -
propiedades de los'cromosomas; incluyendo el comportamiento
de los mismos en la divisidn celular (mitosis y meiosis), du
rante el crecimiento, el desarrollo, la reproduccibén, asi co

mo su influencia en el fenotipo.

Aunque las descripciones bisicas de los cromosomas da--
tan del siglo pasado, no fue sino en 1952 que el estudio de-
los cromosomas se vid grandemente facilitado por la introduc
cibn del chogque hipoténico (1,2). Posteriormente, el desarro
llo de cultivos celulares y en particular el cultivo de lin-
focitos han sido fundamentales en la evolucién de la citoge-
nética humana. M&s recientemente, las técnicas de tincidn di
ferencial tales como el Intercambio de Cromitidas Hermanas -

(ICH) y la técnica de bandas, han permitido mayores avances.

En el cromosoma metafdsico se observan 2 cromdtidas que
se denominan crom&tidas hermanas. En 1957 Taylor y colabora-
dores descubrieron el ICH, fenbémeno que durante mucho tiempo
se considerd secundario a la timidina tritiada utilizada en
dicho estudio. En 1974 Latt, introdujo una tincién diferen--
cial basada en la adicibén de Bromodesoxiuridina (BrdU) y co-

loracién de Hoescht 33258-Giemsa y observ6 que la frecuencia




de ICH aumentaba si las células eran expuestas a un agente -
mut&geno-carcinégeno, la mitomicina C (1-3). La funcién bio-
l6gica de los ICH asi como su origen se desconocen, pero se

ha relacionado con agentes que causan dafio al ADN tales como
radiaciones (3~5), agentes quimicos (6,7), alcohol (8), dro-
gras (9,10), tabaquismo (11), la exposicibén a algunos meta-=-
les como el plomo (12), niquel (7) y no metales, como el §e-
lenio (13) entre otros. Asf mismo, algunas enfermedades gené
ticas con marcada susceptibilidad a desarrollar céncer se ca
racterizan citogenéticamente por presentar inestabilidad cro
mosfmica y de &stas el sindrome Bloom (14-16), pér un incre-
mento importante de los ICH (figura 1). Por consiguiente, el
andlisis de ICH se ha convertido en una poderosa herramienta
para detectar dafio cromosémico en personas expuestas a un mu

t&geno conocido o sospechado (17).

El valor normal de ICH en linfocitos es de X = 8.43 por
célula (valor normal establecido en la divisién de Genética-
de la Unidad de Investigacifn Biomé&dica de Occidente (UIBO)-

IMSS, Guadalajara, Jalisco, México).

La artritis reumatoide (AR}, es una enfermedad crénica-
sistémica de etiologia desconocida, manifestada primariamen-
te por inflamacién de las articulacidnes, usualmente de dis-
tribucidn simétrica. Incluye manifestaciones sistémicas, he-
matolégicas, pulmonares, neurolSgicas y anormalidades cardio
vasculares (18). Es quizds uno de los padecimientos més anti

gquos y de los mds generalizados ya que tiene una distribu---



cién mundial (18,19).

Los medicamentos antireumiticos mds comunes son: cloro-

: L3
qguinas y derivados, D-penicilamina y sales de oro {cridotera
pia), &sta Gltima se utiliza desde hace mis de 50 afios sin -

conocerse en la actualidad su mecanismo de accién (18,19).

Las sales de oro usualmente unidas a azufre, aplicadas-
por via intramuscular se unen principalmente a las proteinas
del plasma y pueden deteriorar la proliferacibén de linfoci--

tos inducida por mitbgenos (19).

Recientemente Goh y Jacox en 1982 (20} demostraron un -
aumento significativo de dafno cromosémico en 21 pacientes =--
con AR activa (5 reciblfan tratamiento con-Au 138; 14 Au no -
radiocactivo y 2 &cido acetil salicflico) evidenciado por rom

pimientos cromosfmicos.

En la literatura no existen reportes de dafo cromosémi-
co en pacientes con AR activa tratados con sales de oro evi-
denciados mediante el estudio citogenético de ICH, lo cual -

motivé la realizacibn del presente trabajo.
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OBJETIVO

El presente trabajo pretende conocer si las sales de --
oro inducen dafio cromosfmico evidenciado por un incremento -
en el ntGmero ICH en pacientes AR activa tratados con sales -

de oro por periodos prolongados.

Detectar alglin otro tipo de aberracién cromosémica.

HIPOTESIS

En linfocitos del grupo de pacientes tratados con sales

de oro aumenta el nGmero de ICH.




MATERIALES ¥ METODOS

El universo de estudio fueron 18 pacientes con AR activa
del servicio de Reumatologfa del Centro M&dico de Occidente,-
IMSS, Guadalajara, Jal., México, que acudieron a consulta en-
el lapso comprendido entre febrero a noviembre de 1986. Los -
pacientes fueron divididos en dos grupos, el grupo A integra-
do por 7 pacientes (1 masc.; 6 fem.), con una edad promedio -~
de 51.8 anos, los cuales nunca fueron tratados con saies de -~
oro, aunque si recibieron otros medicamentos (ver tabla 1). -~
El grupo B se integrd por 11 pacientes (3 masculinos y 8 feme
ninos), con una edad promedio de 32 afios y que al momento de-
la toma de muestra se encontraban en tratamiento con sales de
oro (Aurotiomalato s&dico 6 Aurotioglucosa) a concentraciones
acumuladas mayores de 300 mg, ademis de otros medicamentos (-

tabla 2).

En ambos grupos mediante la historia clinica se excluye-
ron los pacientes fumadores, alc6holicos, drogadictos, que es
tuvieran expuestos a radiaciones o presentaran antecedentes -
de una enfermedad viral evidenciada clinicamente por anamne--
sils, cuando menos durante los filtimos tres meses previos al -

estudio.

De cada paciente se cultivaron linfocitos de sangre peri
férica estimulados con fitohemaglutinina durante 72 horas pos
teriormente se incubaron con colchicina (a una concentracifn-
de 0.1 ugr./ml) durante una hora, enseguida se trataron con -

solucibn hipoténica de KCl a 0.075M. Después se fijaron con -



metanal &cido acético (3:1) para la obtencién de cromosomas me
taffsicos (21). En preparaciones tefiidas con bandas GTG (22),
se determind la frecuencia de aberraciones cromosfmicas de a-

cuerdo al sistema internacional (ISCN) 1987 (2).

A cultivos paralelos de todos los pacientes se les agre-
gdé BrdU (a una concentracién de 6 ugr./ml.) al inicio de la -
incubacibn; las mitosis as{ obtenidas se tineron con Hoescht
33258-Giemsa para determinar la frecuencia de ICH (21,23). Pa
ra analizar tanto el nGmero de ICH como para detectar aberra-
ciones cromosdmicas se analizaron 12 mitosis completas por in

dividuo utilizando microscopia de luz y objetivo 100x.

Para el andlisis estadistico del nfirero de ICH se utili-

z6 la prueba t-Student, con nivel de significancia de p 0.05.
Definicién de las variables analizadas:

1,~ ICH: Su andlisis se llevd a cabo en cromosomas metafdsi-
cos de segundo ciclo de replicacién en el cual es posi--
ble observar la presencia de bandas claras y oscuras en-—
las cromidtidas que presentaron ICH. Se contd el nGmero -
de bandas oscuras observables en una cromédtida de cada -
uno de los cromosomas en metafase, obteniéndose el valor

de ICH por metafase (figura 2) (23).

2.- Aberracibén cromosbmica: Es una alteracifn en la organiza
cién estructural del cromosoma por ejemplo: delecibn, --
translocacién, inversibn, rompimientos, etc. (24) y se -

analizaron en base al sistema internacional ISCN,1978(2).

=N
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FIGURA 2. Criterio utilizado para el conteo de ICH



TABLA 1. PACIENTES NO TRATADOS CON SALES DE ORO (GRUPO A)

PACIENTE EDAD (anos) SEXO TRATAMIENTO
1 23 F Sin tratamiento
2 27 F Naproxen, sulfonamida

Oxido de zinc.

3 32 F Naproxen, indometacina,
cimetidina.

4 66 M Sin tratamiento

5 70 F Sin tratamiento

6 72 F Naproxen

7 73 F Indometacina, propanolol




TABLA 2. PACIENTES TRATADOS CON SALES DE ORO (GRUPO B)

PACIENTES EDAD SEXO Mg.¥* OTRO TRATAMIENTO

1 25 M 2200 Naproxen, 4cido acetil
salicilico.

2 25 M 2600 Prednisolona, &cido ace-
til salicilico.

3 25 F 4000 naproxen, indometacina

4 27 M 2500 naproxen

5 28 F 2175 naproxen, metinamina,

6 28 F 6500 diazepam, naproxen, ace-
taminofén

7 30 F 5000 naproxen, indometacina

8 31 F 5300 naproxen

9 32 F 385 naproxen, triyodotironi-
na

10 50 F 4600 naproxen

11 51 F 4650 diazepam, &cido acetil -

salicfilico

(Mg.) *: Concentracién de sales de oro acumuladas en miligramos
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RESULTADOS

Se observé que la X de ICH obtenidos en ambos grupos —--
(ver tablas 3 y 4), la del grupo A (sin sales de oro) fué me-

nor, afin comparada con el grupo control.

El andlisis estadistico mostrd que entre el grupo A y el
control, existia una diferencia estadisticamente significati-
va con un p<£0.05. Al comparar el grupo A con el grupo B no -

hubo diferencia significativa.

Secundariamente (ya gue no es tema de tesis) se realizb
el an8lisis citogenético con bandas GTG y se observaron rompi
mientos cromatidicos en ambos grupos, principalmente cerca --
del centrémero (tablas 5 y 6). En la Unidad de Investigacién-
Biomédica donde se realizb el presente trabajo, no se cuenta
con X de rompimientos en la poblacibén normal por lo que nos -
atrevimos a compararlos con las X reportadas por Aymé y cols.
(25). Al contrastar los grupos, no hubo diferencia significa-

tiva entre los tres (tabla 7).

11



TABLA 3. VALORES DE ICH ENCONTRADOS EN EL GRUPO A

PACIENTE NUMERO DE ICH POR METAFASE X DE ICH POR PACIENTE (D.S.)

1 6 7 6 6 6 5 5 S 5 & 8 7 6.00 (+ 0.95)
2 8 9 5 7 8 6 8 10 8 7 5 8 7.41  (+ 0.50)
3 9 6 11 5 6 13 6 12 10 10 4 14 8.83  (+ 3.35)
4 8 9 5 7 & 6 8 10 8 7 5 8 7.41  (+ 1.50)
5 7 7 5 7 6 6 6 6 5 5 5 5 5.83  (+ 0.95)
6 5 6 5 5 6 6 10 8 5 8 5 8 6.41  {+ 1.60)
7 13 12 9 10 7 8 9 10 10 6 7 8 9.03  (+ 3.90)

TOTAL X = 7.20 (+ 1.29)

{(D.S.): Desviacibn esténdar.
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TABLA 4. VALORES DE ICH ENCONTRADOS EN EL GRUPO B

PACIENTE NUMERO DE ICH POR METAFASE X DE ICH POR PACIENTE (D.S.)
1 S 10 8 10 9 8 6 7 6 8 9 10 8.33 (4 1.43)
2 8 10 7 8 6 6 7 11 11 10 7 4 7.91  (+ 2.19)
3 8 10 9 8 8 8 7 9 6 10 9 8 8.33  (+ 1.15)
4 9 9 7 6 7 12 6 8 6 9 5 6 7.50 (+ 1.97)
5 11 9 8 10 7 9 8 13 9 8 10 8 8.82 (+ 2.6 )
6 10 9 8 10 6 6 6 10 9 12 10 10 8.83  (+ 1.94)
7 g8 7 9 7 8 13 5 1 4 10 5 9 9.66  (+ 1.64)
8 § 20 9 8 7 8 7 1 8 1 & 8 7.75  (+ 1.05)
9 12 9 6 8 1 5 6 8 4 5 5 6 6.75  (+ 2.20)

10 9 6 11 5 6 13 6 12 10 10 4 14 8.83  (+ 3.35)
11 9 8 10 8 8 8 9 10 8 6 1 7 8.16  (+ 1.19)
TOTAL X = 8.26  (+ 0.78)

(D.S.): Desviacibfn esténdar.

€T
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TABLA 5. PROMEDIOS DE ROMPIMIENTOS EN EL GRUPO A.

PACIENTE ¥ DE ROMPIMIENTOS (D.S.)/PACIENTE

1 0
2 0
®

3 0

4 0

5 0

6 0.25 (+ 0.452)

7 0.16 (+ 0.389)
TOTAL X = 0.585(+ 0.1045)

(D.S.): Desviacién estédndar.

TABLA 6. PROMEDIO DE ROMPIMIENTOS EN EL GRUPO B

PACIENTE X DE ROMPIMIENTOS (D.S.) /PACIENTE

1 0

2 0

3 0.25 (+ 0.452)
4 0

5 0.166 (+ 0.389)
6 0

7 0

8 0

9 0.25 (+ 0.452)
10 0.25 (+ 0.452)
11 0.25 (+ 0.452)

TOTAL X:+ 0.1061 (+ 0.1241)

(D.S.): Desviacién est&ndar.



TABLA 7. CONTRASTACION ENTRE INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS Y ABERRA- ‘
CION CROMOSOMICA.

X EN EL GRUPO A X EN EL GRUPO B X UIBO SIGNIFICANCIA
ICH 7.20  (+ 1.29)** 8.26 (+ 0.76)** . N.S.
7.20 (4 1.29)*%* 8.49 S.S.
8.26 (+ 0.76)*%* 8.49° _ N.S.
ABERRACIONES 0.047 (+ 0.083)%* 0.084 (+ 0.099)** ' N.S.
CROMOSGMICAS
0.047 (+ 0.083)** 0.05* N.S.
0.084 (+ 0.099)** 0.05 N.S.

(N.S.): No significativo; (S.5.): Si significativo (p 0.05); (*): Valor reportado en la lite-
ratura Aymé& y cols. (25); (**): Desviacidn esté&ndar.
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DISCUSION

Gohn y Jacox (21) realizaron estudios cromosémicos en -
pacientes con AR activa en los cuales encontraron una mayor-
incidencia de rompimientos cromosémicos comparado con el gru
po control, sin embargo, no analizaron si existfa dafio cromo
sémico.a través de ICH y en nuestro conocimiento no existe -
ningfin otro reporte en la literatura, sobre este aspecto. A-
demds ya que los metales producen dafio al ADN (12,7), en ~~-
nuestro estudio, el objetivo principal fué el conocer si las
sales de oro inducen dano cromosSmico evidenciado por un in-

cremento en ICH.

En nuestro estudio la frecuencia de ICH encontradas en-
el grupo A (X=7.20+1.29) fué ligeramente menor a la del gru~
po_B (Y=8.2610.78) pero no fué estadisticamente diferente. -~
Cuando comparamos el grupo B con el de la UIBQO (X = 8.49) no
se encontr$ una diferencia eséadisticamente significativa, =
sin embargo, al comparan el promedio del grupo A con el esta
blecido en la UIBO si resultd una diferencia estadisticamen-
te significativa, siendo menor en el grupo A. Estos datos su
gieren que en los pacientes con AR tratados con o sin sales
de oro, cuando menos el dano cromosbmico que puediera exis--
tir no fue evidenciado a través del ICH, aun cuando todavia-
resta discutir (no en esta tesis) si el dafio cromosbmico en-
contrado por Goh y Jacox (20) es debido a los factores que -
inducen la AR, como manifestacién de AR o a los medicamentos

utilizados en el tratamiento de &sta enfermedad. Por otra --

16



parte la diferencia de ICH entre el grupo A {sin sales de --
oro) y el valor normal de la UIBO pudo haber sido mis proba-~
blemente debido a que el nfimero de pacientes con AR activa -
sin sales de oro era pequeha. En el tiempo en el que se rea-
liz6 el estudio, nos fue diffcil incrementar el nGmero de ca
sos en este grupo debido a las caracteristicas gque se reque-
rian para catalogarlos en el mismo, ya que no deberfan de te
ner exposicién previa a radiaciones X, no alcoholicos, no fu

madores, etc..

Es necesario también tener en consideracién que al rea-~
lizar el estudio no se llevd a cabo al mismo tiempo el andli
sis de ICH en un grupo de personas normales debido al costo
de materiales y reactivos gue esto implicaba, por lo gque se
considerd necesario utilizar el valor normal establecido en-
este laboratorio que fué también donde se realizb esta tesis

y consideramos que no afectd nuestros resultados.

Un objetivo secundario fue el de analizar las aberracio
nes cromos6micas en los grupos con AR. En el trabajo de Goh-
y Jacox (20) encontramos una incidencia mayor de aberracio--
nes cromosdmicas en el grupo con AR gue en su grupo control
(sin AR) siendo mis alta cuando &stos estaban en tratamiento
con oro no radioactivo, que con oro radioactivo 8 con aspiri
na. En nuestro estudio no encontramos una diferencia estadis
ticamente significativa entre ambos grupos. Como nosotros no
contamos en nuestrodlaboratorio con un valor normal de abe~-

rraciones cromosémicas en poblacién sana, nos atrevimos a --

17
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compararlo con los datos reportados de individuos normales -
por Aymé& (25), bajo las condiciones mencionadas no encontra-
mos una diferencia significativa entre los grupos con AR y -~

el valor normal de Aymé.

La diferencia de datos encontrados en nuestro grupo, --
comparados con los de Jacox (20) creemos que sea debido mis-~
probablemente a que el n@mero de pacientes de nuestra pobla-
cibn era pequefio, pero m&s importante serfa establecer un va
lor normal de aberraciones cromosémicas de la poblacién nor-
mal en nuestro laboratorio, por lo que estos resultados no -

son representativos (de las aberraciones cromosémicas) .

18



CONCLUSION

Aun cuando uno de los métodos utilizados para determinar
dafo cromosémico, es el an4lisis de ICH, no pudimos demostrar
en nuestras poblaciones de estudio, dafio cromosémico, pero sf
se ha evidenciado por otros autores (20) en pacientes con AR,

aunque analizando solo aberraciones cromosdmicas.

19
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