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RESUMEN

La desnutricion caldrico proteica (DCP) es una enfermedad
grave que representa un serio problema de salud publica en
nuestro pails. Los danos causados por ella se dan en primera
instancia a nivel celular.

La médula ¢sea es un tejido de gran importancia biolégica,
con alta actividad celular y recambio ademds de ser una poblacién
de c¢élulas gque ha mostrado ser muy senszible a los efectos del
nedio ambiente vy es también de facil manedo técnico, por las
razones anteriores se escogid en el presente estudio como modelo
para evaluar en ella el efecto de la desnutricion.

En este trabajo se realizaron estudios sobre los efectos de
la desnutricién tanto in vivo como in vitro sobre las ceélulas de
la médula ésea de ratas desnutridas durante la lactancia por
competencia de alimento, se escogid esta etapa de la vida por ser
un momento critico en el cual el desarrollo se encuentra
acelerado. Dado que es de gran importancia el determinar si los
efectos causados por la desnutriclon pueden revertirse, se evalud
de “ser decnutridas durante la lactancia fueron alimentadas
adecuadamente durante un periodo de 21 dias tiempo igual al de la
lactancia.

Como parametros de apoyo del estado nutricional se
analizaron el peso corporal vy la concentracién de proteinas
séricas. A los 21 dlas de edad la diferencia en peso en las
ratas desnutridas fue de alrededor de 50% en relacion a ratas
alimentadas adecuadamente. Durante la recuperacién nutricional
este deficit de peso disminuyd hasta llegar a ser de 21% a los 42
dias de edad.

Otro 1indicador de desnutricién son los niveles bajos de
proteinas presentes en el suero de orszanismos con DCP, en ellos
esta concentracion fue significativamente menor (53.0 ug/ml) al
observado en las ratas bien nutridas (67.5 ug/ml). Después del
periodo de recuperacion se obtuvieron valores de 61.1 ug/ml en
el grupo testigo y 73.5 ug/ml en las ratas recuperadas de la
desnutricion, lo que demuestra que la diferencia no sélo ae
elimina sino que se obtienen valores mayores después del pertodo
de recuperacion.



Se evaluaron la proliferacién celular y la frecuencia de
intercambios entre cromatidas hermanas {ICH) nediante la
técnica de tincion diferencial de cromatidas por incorporacidn
de S5-bromeo-desoxiuridina (Brdy).

Los resultados in vivo obtenidos en las ratas desnutridas
a los 21 dilas de edad mostraron un severo retrasec en la
proliferacién celular, tienen un tiempe promedio de generacion
(TPG) de 15.9 horas, significativamente mayor al observado en las
células de las ratas bien nutridas de la misma edad, el cual fue

de 11.6 horas.

La frecuencia de ICH ip vivo fue significativamente mayor en
las ratas desnutridas se obtuvo un promedio de ICH/mitosis de 3.4
para ellas y de 2.5 para las ratas testigo. La distribuclén fue
también significativamente diferente se observd en las células de
los organismos desnutridos un 23% de mitosis con cero o un
ICH/mitosis y 39% en las de los bien nutridos, los primeros
muestran los porcentajes mas altos de células con mayor ndmero de
ICH.

Despuas de 21 dias de recuperacisén nutricional se observe
que la velocidad de prolifcracién en las células de 1la médula
bsea se incrementd hasta alcanzar tiempos de duracidn de eiclo
celular semejantes y aun ligeramente mayores a2 los que presentan
las ceélulas de animales bien nutridos de la misma edad. Los TPG
obtenidos fueron de 12.2 horas para las ratas testigo y 11.5
horas para las ratas en recuperacidén nutricilonal, En relacion a
la frecuencia de ICH se determiné que despuas de la recuperacioén
nutricional no se observd diferencla eptre el grupo testigo y el
grupo en recuperacién con valores de 2.3 ICH/celula en ambos
casos, la distribucién de ellos también fue similar en los dos
grupos de ratas. Los datos observados en las' ratas con
recuperacién nutricional en cuanto a la proliferacién celular vy
frecuencia de ICH, mostraron que en las células de la médula dsea
el daflo causado por la desnutricién puede eliminarse lo que debe
estar relacionado con el alto recamblo celular de este telido.

El estudio de la proliferacién celular en cultivo de meédula
bs2a mostrd que la duracién total del ciclo fue mayor en las
células de organismos con DCP aun in vitre. a la que se observd
en los blen nutridos, se obtuvo un TPG de 21 horas vy 17.5 horas
respectivamnente.



El obtener tienpos de generacién significativamente
diferentes in vive e in vitro v el hecho de que 1la diferencia
obtenida en relacidn a la proliferacién celular entre los dos
grupos de animales es menor en las condiciones de cultivo,
indican gque el comportamiento celular en este caco es diferente,
esto debe estar relacionado con el hecho de que al cultivar las
células el medio y nmicroambiente son diferentes.

La frecuencia de ICH ip vitro en las ratas desnutridas vy
bien nutridas fue similar, de 5.0 para las primeras y de 4.8 para
las segundas, se muestra que en cultivo la diferencia observada
in vivo se pierde, las posibles explicaclones de esto serian:
que el datio puede ser reparado o bien que las condiciones de
cultive enmascaran la produccidn de ICH. La frecuencia en ambos
grupos es significativamente mayor a la observada en el estudio
in vivo lo que representa una elevaclén en la frecuencia basal.

En este trabajo se quiere enfatizar una vez mas la
importancia que tiene la DCP, al estudiar los efectos causados
por este padecimiento a nivel celular se pretende c¢contribuir - al
mejor tratamiento de &l, y en un futuro quizad conocer porgué
algunos organismos son mas susceptibles que otros a padecerlo.



‘I~ ANTECEDENTES

A) DESNUTRICION.

1) Definicién = importancia.

La nutricién es un factor de suma importanclia para el
crecimiento y desarrollo optimo, Actualmente es claro gue una
dieta adecuada en cantidad y calidad de alimento es un factor
relevante en la vida del hombre desde su concepcidn hasta su
muerte, La nutricioén es capaz de afectar el crecimiento, el
desarrollo y la salud.

La desnutricién es uno de los principales problemas de salud
publica en 1los paises subdesarrcllados. Estudios sobre la
mortalidad infantil y preescelar en palses latincamericanos,
revelan que la desnutricién es responsable directa o indirecta de
mas de un tercio de las muertes de nifios de 0 a 5 afios.
(Arrieta y Cravioto 1982).

Se considera gque aproximadamente la mitad de la poblacién
mundial total ha sobrevivido a un periodo de desnutricion
moderada o avanzada durante la infancia, se calcula que de 1los
1,000 millones de niffos menored de 15 aflos que vivieron en 1980
alrededor de 400 millones no recibieron dietas adecuadas, por
operar en sus socledades factores que interfieren con la adecuada
distribucioen del alimento disponible.

No se conoce con exactitud el namero de casos de
desnutricién caloérico-proteica grave en relacién a la poblacion
de alto riesgo en un tiempo determinado. Sin enmbargo las
estimaciones hechas en diferentes regiones preindustrializadas,
varian de 0.5 al 7 %2 en los nifios menores de S5 affos. -

Se conoce con el.nombre de desnutricién calérico-proteica
(DCP) el conjunto de sintomas y signos clinicos y bioquimicos que
se observan en nifics a consecuencia de una deficlente ingestién
y/o utilizacién de dietas de variados contenldos caléricos y bajo
contenido  proteico. En dltima instancia, la  deficiencia
nutricional se desarrolla cuando las células del organismo no
cuentan con las cantidades de” nutrientes esenciales para las
funciones metabolicas normales (Arrieta y Cravioto, 1982).



El estado de nutricién del nito depende de:

Los alimentos que existan a su alcance
Del consumo que se haga de estos alimentos y
De que los nutrientes ingeridos en los alimentos
consumidos sean adecuadamente aprovechados.
Por lo tanto la desnutricién puede ser producida por
cualguier causa que interfiera con:
La cantidad o calidad del alimento disponible
La cantidad o calidad del alimento consumido
Porque a pesar de wuna ingestioén cualitativa Yy
cuantitativamente correcta, algunas condiciones fislopatologicas
impiden el aprovechamiento adecuado de uno o mas nutrientes.
Al tomar c¢omo base la causa. la desnutricién se puede
clasificar como primaria, secundaria o mixta. Se conoce como
desnutricién primaria cuando el aporte de nutrientes es
insuficiente para llenar los requerimientos del nifio. Secundaria
o condicionada, cuando se debe a alteraciones en la fisiologla
normal del organismo, vy Mixta cuando estan presentes los Jlos
componentes.
La desnutricioén secundaria o condicionada se origina por:

Dificultad para 1la ingestion (ej: obstruccién del tubo
digestivo, vomitos).

Absorcion inadecuada (ef: peristaltismo acelerado,
disminucién de la superficie intestinal).

Utilizacion incorrecta (ej: Hipotiroidismo, Diabetes
mellitus).

Excrecidén exagerada (ej: Sindrome nefroético).

Aumento del catabolismo (el: infecciones}).
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En la mayoria de los casos de desnutricién :-la causa es
primaria, esto es, por un aporte insuficiente de nutrientes.

Cualquiera que sea la causa, la nutricion inadecuada ‘conduce
a 1la disminucién de las reservas tisulares o autofagia,
fundamentalmente de tejido adiposo y muscular.

Distintos &rganos ¥y tejldos sufren las consecuencias de la
desnutricién a diferentes tiempos ¥ velocidades, al parecer
relacionadas con la jerarquia funcional y anatédmica que tienen en
el organismo ( Arrieta y Cravioto, 1982 ).

Se han consideradc en los nifios con desnutricidon severa
signos de muy mal pronéstico :

Inmovilidad,, apatia, poca relacién con el nmedin
ambiente y poslicién fetal,

Rechazo al alimento.
Hipotermia o crisis de hipotermia.
Sequedad de las mucosas orales y respiracién boqueante.
Coloracién terrosa de la piel acompatada de decaimiento
sdbito y piel marmérea { shock enmascarado).
Algunos puntos que han sido considerados como fundamentales
en el tratamiento son:
No indicar ayuno y s6lo en casos indigpensables
recurrir a ello (el: Vémito, distensién abdominal e
insuficiencia respiratoria gevera),

Iniciar la alimentacién tan pronto como sea posible, si
es nacesarlo con sonda nasogastrica

Controlar las infecciones vy considerarlos como
paclentes infectados hasta no demostrar 1lo contrario
(las infecciones, aun las graves son silentes en 1la
mayoria de los casos)



Controlar el desequilibrio hidroelectrolitico que
constituye un signo agregado de la desnutricion

Estimulacion sistematizada como: sala luninosa,
no dejerlos nucho tiempo en las cunas, hablarles
constantemente, cargarlos, arrullarlos, proporcionarles
juguetes y utensilios que constituyan un reto para una
habilidad especifica y capaz de ser superada.

Por otro lado, a las madres de los nifics internados se les
debe incorporar para su participacidn, con los siguientes
objetivos fundamentales:

Adiestrarlas en la alimentacién
Cambiar actitudes negativas en la crianza de los nifios

Tratar de redistribuir el ingresc familiar a manera de
que los nifios reciban los alimentos de mas alto valor
biolégico.

Los términos "kwashiorkor"” y "marasmo" corresponden a las
dos expresiones clinicas extremas del sindrome; gu presencia esta
determinada por una seriec de factores que incluyen: edad del
nifto, edad del destete, edad de introduccién de alimentacién
suplementaria, densidad calérica y concentracién proteica de los
suplementos que ingiere el nifio, asi como a 1la frecuencia vy
gravedad de procesos infecciosos.

La desnutricién se presenta fundamentalrente en nifios
lactantes y preescolares, principalmente en los lactantes
destetados tempranamente, que reciben dietas deficientes en
proteinas de origen animal, acompatiada de ingestiones variables
de alimentos ricos en carbohidratos y  sufren infeccisén
gastrointestinal intercurrente o© de algdn padecimiento acempafado
de fiebre elevada ( Cravioto y Arrieta 1982)(a).

En general el marasmo predomina en las areas uJrbanas, .en
tanto que el kwashiorkor, prevalece en las areas rurales, con
tendencia a ser desplazado por el marasmo a medida que disminuye
la alimentacién al seno materno y las condiciones ambientales no
se modifican (Arrieta y Cravioto, 1982).



En general 1la desnutricién marasmidtica se presenta en
lactantes menores de un afio, con la caracteristica mas relevante
de disminucién en contenido de grasa y musculo. El tipo
kwashiorkor es mas comun en el preescolar con la caracteristica
maAs relavante de presentar adema. Existe una forma mixta en la
que hay disminucidn notable de grasa subcutanea v de las masas
musculares con presencia de edema, a esta forma clinica se le ha
denominado desnutriciéon tipo kwashioikor marasmatica.

Lus niftes econ desnutricion severa presentan sintomas
denoninados signos universales gque estAn siempre presentes.

A continuacién se enumeran estos signos definidos por
Arrieta y Cravioto en 1977:

1. Alteracisn del crecimiento y desarrollo.

2, Dilucién vy alteraciones del metabolismoe hidromineral,
aumento del contenido de agua de los espacios intra vy
extracelulares, disminueién del potasio intracelular,
sodio intracelular elevado, calcio y fosfatos bajos.

3. Desproteinemia.

4. Alteraciones en el funcienamiento renal.
Disminuciéon de 1la filtracién glomerular v del flujo
plasmatico renal.

S. Alteraciones endécrinas.
Disminucidn del metabolismo basal y del consumo de
oxigeno.

6. Trastorno del metabolismo de las grasas.
La absorcién de grasa se encuentra disminuida.
Concentraciones plasmdticas bajas de lipidos totales.

~

Alteraciones inmunclégicas. .
Inmunidad celular afectada, la capacidad para producir
anticuerpos especificos esta disminuida.

Tamblién se pueden presentar un gran ntmero de sintomas
denominados signos circunstanciales que son a veces tan evidentes
que facilitan el diagnéstico:



1. Edema,
2. Lesiones en la plel y faneras:
Piel seca y fria

Plel tipo pelagroide hipercroémica o con descamacién de
grandes o diminutas colgajas

Lesiones gangrenosas y ascaras

Cabello lacio, escaso, quebradizo, ocasionalmente
desprendible

A nivel de comunidad la desnutricion debe considerarse como
una enfermedad causada por el hombr2, quien al pernitir el
mantenimiento de un sistema social inadecuado., permite que se
produzcan individuos desnutridos, generacidén tras generacién,
mediante la interaccidén de una serle de mecanismos soclales entre
los que destacan: un acceso limitado 2 bienes vy servicios, una
movilidad social limitada v 1la restriccion de obtener
experiencias en etapas cruciales de la vida (Cravioto, 1975).

Lo anterior demuestra claramente que es en los paises pobres
en donde la desnutricién es un problema dramatico, debido a gque
gran parte de la poblacién pertenece a un sector marginado, 1lo
cual determina una alta prevalencia de desnutricion.

La desnutricion tiene las mismas caracteristicas clinicas y
de patologia bioquimica en todos los paises. Cravioto en 1970 con
datos obtendidos en varias comunidades de México, América
Central, Sudameérica y Africa, realizé un anadlisis en que
determiné que la desnutricidn es un resultads ecolégico en donde
estan interactuando diversos factores que dan como resultado una
ganancia insuficiente de peso en el lactante menor, que es una de
las caracteristicas mds obvias de la desnutricion. En el
diagrama de flujo presentado por el autor resaltan como factores
determinantes la pobreza, 1la falta de educacién y el cuidade
inadecuade del niflo de donde se origilnan los otros factores
interactuantes que dan como resultado niMos desnutridos. En la
Figura 1 se muestra la interrelacién entre factores biosociales y
baja ganancia de peso. (Cravioto, 1967}.




FIGIRA 1

INTERRELACION ENTRE FACTORES BIOSOCIALES Y BAJA GANANCIA DE PESO
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2) Breve reyisien histérica.

Sin duda la DCP no es una enfermedad reciente, sin embargo
su reconocimiento y caracterizacién empezé alrededor de los afios
cincuentas.

El periodo descriptivo de la desnutricion abarca desde

. finales del siglo pasado hasta la década de 1940, hay numerosos
informes con una gran variedad de nombres. En general se referian
a alguna caracteristica especifica del padecimiento o simplemente
reportan al cuadro clinico segdn sus propias observaciones
(Cravioto y Arrieta, 1982)}(b). Frenk en 1978 hizo mencién de dos
informes del siglo pasado acerca de desnutricién avanzada que son
los siguientes: En 1865 Hinojosa describié un padecimiento que se
presentaba generalmente en nifios en la época del destete, entre
el primero ¢ segundo afio de vida, considera el primer sintoma la
diarrea, describe también el edema y algunas lesiones de la plel
y escribe "aunque la diarrea aumenta no hay sed o es muy poca, el
apetito es nulo y los nifios estan muy tristes". Frecuentemente
el cuadro conducia a la huerte en dos o tres meses a partir de su
inicio. También en 1865 Coindet informé sobre una epidemia de
ese padecimiento en el pueblo de la Magdalena y concluye su
reporte segun Frenk con las sigulentes palabras "y sobre todo !se
debe suprimir la miseria! grave problema social, tratese de una
villa o un pueblo, cuya soluciodn erradicaria ciertamente adenmas
de la diarrea muchas otras enfermedades. Pero es mas facil en

- este punto hacerse de esperanzas que proporcionar consejos'. No
le fue asignado a este cuadro clinico ningin nombre, se le
consideré como una enfermedad rara.

"Correa en 1908 realizé una descripcion clinica practicamente
completa de lo que posteriormente se denominaria desnutricion
tipo kwashiorkor. El estudio se realizé en nifios preescolares de
Yucatan y la 1lamé Culebrilla (al parecer por la caida de los
colgajos pelagroides que se desprenden durante la enfermedad).
Los sintomas principales que encontrd fueron diarrea que no cedia
a los tratamientos de aquella época (atoles, reposo, carbonato y
agua), edema principalmente en los miembros Inferiores y palidez
de la plel. Menciond que de alguna manera estaba relacionada con
la nutricion, aunque también se presentaba la enfermedad en nifios
de "buena clase social" que aparentemente deberian, tener una
buena ingesta de alimentos. La descripcion clinica de Correa es
reconocida como la primera y la mas completa de todas las que se
han hecho hasta el momento (Cravioto y Arrieta ,1982) (b).
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Ruiz Escalona en 1948, en una comunicacién de tipo
deseriptivo, 1llamé atrepsia o0 sindrome atrépsico a2 1la
desnutricién grave de los lactantes menores y es la primera
descripci¢n integrada de lo que posteriormente se denominaria
desnutricién tipo marasmo (Cravioto y Arrieta ,1982)(b). Realizs
una correlacién anatomoclinica vy fisiopatoloégica, intento
sistematizar factores etiopatogénicos y habléd también por primera
vez de la regresién del desarrollo funcional, anotando que “en el
lactante menor,. la disminucién de 1las funciones tiene que
equivaler a un retraso del desarrollo de éstas, Yy en el lactante
muy pequefio el retraso o la regresiodn tienen que ser maximos,
puesto que alcanzan una etapa del desarrollo comparable con la
del prematuro, muy marcada, incapaz o casi incapaz de vivir fuera
del medio extrauterino”.

En 1946 aparecié el articulo clasico del Dr. Federico Gomez
intitulade  "Desnutricién”, con &l la enfermedad adquiere
identidad. Se adopta definitivamente el término desnutricién y se
elimina 1la confusion ya que se usaba una amplia variedad de
nombres para denominar al mismo padecimiento: Las entidades
clinicas llamadas hipotrepsia, hipotrofia, distrofia, atrepsia,
atrofia de Parrot, descomposicién, consuncién, mal nutricidéh y
otras mas que son, sencillamente, distintos grados de un mismo
padecimiento. Sefiald que el padecimiento se debe a la asimilacion,
deficiente de alimentos por el organismo y que es debido a ‘la
pérdide anormal de peso desde la mas ligera hasta la mds grava.
Hizé la clasificacién sencilla, actualmente vigente, de la
desnutricion en tres grados, segun el porcentaje de pérdida de
peso corperal.

- Desnutricién de primer grado:
Desnutricion moderada o que ha actuado por poco tiempo.
Déficit de peso corporal del 10 al 24% del promedio
correéspondiente para la edad.

- Desnutricioén de segundo grado:
Desnutricién mads marcada que la anterior. Déficit de

peso del 25 al 39% del promedio correspondiente para la
edad, frecuentemente requiere hospitalizacidn.
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- Desnutricioén de tercer grado

Desnutricién severa equivalente a la DCP. Las reservas
del organismo estan practicamente agotadas. Deficit
de peso de mas del 40% del promedio correspondiente a
la edad, Se producen cambios serlos a nivel somatico y
funcional e inclusive psicolégicos; requiere
hospitalizacién. La tasa de mortalidad para éstos nifios
es mucho mas elevada que para 1las dos categorilas
anteriores. Es  difiecil determinar eractamente 1la
mortalidad en éstos casos, vya que muchos de ellos
mueren sin siquiera llegar a los hospitales.

Se 1legd al conocimiento de que cualesquiera que fueran las
manifestaciones la desnutricidén se origina por el consume de
dietas pobres en proteinas de origen animal con ingestas
variables de calorias y que las particularidades las establecen
fundamentalmente las variaciones de la ecologla local y la edad
del nifio .Lo anterior es lo que se considera como el primer
periodo en la investigacién sobre la nutricién que corresponde a
la busqueda o reconocimiento de una entidad nosolégica.

El segundo periodo correspende a la investigacién de los
mecanismos productores de la enfermedad, cuya comprension
fundamentd el tratamiento racinnal del padecimiento a nivel
individual y de esta forma se logré disminuir la mortalidad
(Cravioto y Arrieta, 1982)(b).

Las observaciones sistematizadas que se iniciaron.
comenzaron a poner en claro algunos aspectos basicos del
tratamiento. Desde los primeros reportes de la enfermedad se le
daba un gran valor a las transfusiones de pequelles volumenes
diarios de sangre o plasma, asi como preparados multivitaminicos.
Se determind que el tratamiento en el episodio agudo era de vital
importancia y que la desnutric¢ién propiamente dicha cedia con una
dieta normal consumida en régimen de 1libre demanda. Ne era
necesario usar vitaminas como especialidades farmacéuticas salvo
en indicaclon precisa de una deficiencia especifica (Gémez et al
1954). Lo mas importante es una dieta normal "rica en calorias y
proteinas de alto valor blolégico, agradable, de facil ingestién
y digestién” (Gomez et al 1953).

Respecto al nifio bien nutrido, se detectd en 1los nilies
desnutridos una disminucién crénica de potasio intracelular,
incremento notatle del contenido intracelular de agua y sodio por
kilogramo de peso, se cobservé lo anterior en los dos tipos de
desnutricion (Frenk et al 1957).
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Se describieron los camblos que ocurren en piel y musculo
cuando los nifios se agravan y mueren, los delicados mecanismos
homeostaticos, 1la funcién renal y la forma en que 1los nihos
desnutridos reparaban las lesiones bioquimicas (Gémez et al
1957). Aparecieron descripciones preliminares acerca del
metabolismo de las proteinas, grasas y carbohidratos, asi como
del funcionamiento de diversos érganos lo cual permitié, al final
de la década de los cincuentas, establecer un tratamiento
racional del padecimiento y disminuir diez veces la letalidad de
la desnutricién grave. A esto contribuyd también el estudio
epldemjvlégico de la letalidad en la sala de desnutricién, 1la
correlaciéon clinico-patolégica de nifios que wurieron durante su
estancia en la sala hospitalaria y las armas adquiridas para
combatir las infecciones tales como los antibioticos (Ramos
Galvan, et al, 1958).

Se llegd a la conclusioéon de que, si bien la desnutricioén
propiciaba la muerte, eran las infecciones y el desequilibrio
hidroelectrolitico lo que realmente mataba a los nifios (Gomez et
al, 19s8).

Alrededor de 1955 se reconocid como una enfermedad
ampliamente  distribuida por el mundo con las mismas
caracteristicas basicas en todos los lugares, aunque c¢on
variaciones regionales de importanica secundaria. Tambien se
determiné su mayor frecuencia en 1los nifies va que los
requerimientos de proteilnas por unidad de peso corporal es 5
veces mayor en éstos que en los individuos cuyo <crecimiento ha
terminado (Waterlow gt al, 1960).

Un logro funaamental en este tiempo fue el disminuir 1la
mortalidad de los nifios desnutridos que ingresaban al hospital.
La muerte se presentaba mas frecuentemente durante las primeras
48 horas de hospitalizacién, en aquel entonces, de 50 a 60 nifos
de cada 100 desnutridos de tercer grado morian; la mayoria de las
veces sin que se supiera cual habla sido la causa y también sin
que clinicamente pudiera predecirse de una manera mads o menos
regular la inminencia de la nmuerte.

También se describid el sindrome de recuperacion nutricional
que comenzaba a aparecer entre los 15 o 20 dias del tratamiento
conducido con é&xito, se observé en todas las formas clinicas de
desnutricion, fue mas evidente en nifios preescolares con edema y
lesiones en la piel (Gémez et al 1951). Los estudios posteriores
han demostrado que signos y sintomas del sindrome de recuperacioén
nutricional son transitorios.
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Al disminuirse la mortalidad se hizo evidente la importancia
del estudio de las posibles secuelas de la desnutricién sobre el

desarrollo del individuo, ya que se determind que muchas
caracteristicas del nifio desnutrido eran semejantes a las de
nifos de mucha menor edad cronolégica (Cravioto, 1862). Emergid

la evidencia de que esta regresion parecla afectar tambien el
desarrollo mental (Cravioto, 1963) y se comprobd que tiene

- efectos negativos en ¢l crecimiento fisico (Ramos Galvan et al,
1960} .

Surgié entonces lo que se considera el tercer periocdo en la
investigacién sobre nutricién esto es: la investigacion de 1la
etiologia a nivel comunal y las alternativas para eliminar los
factores productores es decir, la prevencién. Se amplis 1la
investigacién a factores ambientales que determinen una mayor
susceptibilidad a la desnutricion.

A partir de los afios cincuentas se han realizado gran
cantidad de estudios sobre desnutricién en muy diversos aspectos.
Debe resaltarse con orgullo que investigadores mexicanos han
trabajade sobre desnutricién dando aportaciones muy importantes,
iniciaron sus estudios como ploneros en el Hospital Infantil de
Meéxico el grupo encabezado por el Dr. Federico Gémez y continutan
trabajando en la actualidad en el Instituto para el Desarrolle
Integral de 1la Familia (DIF) el grupo encabezado por el Dr,
Joaquin Cravioto

3) Estudios sobre desnutricién en animales.

Es claro que los estudios en humanos son representativos de
los efectos de la desnutricién y tienen importancia prioritaria,
sin embargo, para el entendimiento de los efectos en diversos
aspectos, es imposible e inaceptable el estudio en seres humanos.
Por lo anterior diversos autores han planteado el estudiar el
efecto de esta enfermedad en animales que son desnutridos
experimentalmente con base en una dieta deficiente en la cantidad
de . proteinas y/o energla o deficiente en la calidad de éstas,
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Ademas estos estudios tienen la. ventaja de poder controlar
diversas variables que se presentan acompatiando a la
deanutricidn, el ejemplo mds claro de ésto son las infeccicnes y
también se puede elegir el tipo de nutriente que se disminuve o
suprime, Se han realizado estudics en diversos animales,
principalmente ratén, rata, conejo, cerdo y monos.

Se ha inducido desnutricién en diferentes etapas de la vida,
esto es tanto en animales adultos comc en las primeras etapas de
la vida (lactancia) y aun en la edad prenatal. Se ha considerado
la etapa de la lactancia como un periodo optimo, para estudiar
desnutricién ya que es durante ésta, cuando el crecimiento se
encuentra acelerado y corresponderia a la etapa de la nifiez
temprana donde la desnutricion es prevalente.

Es claro que los resultados obtenides con animales
experimentales no son exactamente extrapolables a lo que sucede
en humanos, pero tienen la validez de ser lo suficientenmente
representativos y se logra obtener informacién bdsica sobre la
enfernmedad.
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4) Alteraciones causadas por la desnutricion.

4.1 Alteraciones bioguimicas, fisiolegicas y morfoltgicas.

4.1.1. Alteraciones sobre la reproduccidn, sgestacién vy
lactancia de crias.

Javad, en 1978 deternind en un estudio resalizado en
ratones, que una deficiencia de alimento del 55% durante 60 dias,
causa un aumento en la duracion del ciclo estral, no afecta el
percentaje de ovulacidn, pero s1 altera el porcentaje de
implantacién y supervivencia de las crias, disminuye por lo tanto
el tamafio de la camada y aumenta la reabsorcién fetal, encontré
también reduccioén del peso al nacimiento de las crias de madres
. con desnutricién moderada (dieta 30% deficlente) y severa (dieta
45% deficiente).

Galler y Zartarian en 1981 estudiaron el efecto. de 1la
desnutricién a través de varias generaciones sus resultados
indicaron que se da un mecanismo de adecuacion para sbtener un
mejor rendimiento reproductivo, al determinar que las ratas
desnutridas durante una sola generaciétn tienen menos crias
nacidas vivas que 1las ratas con desnutricién crénica durante
varias generaciones o0 que las ratas bilen nutridas; ademas
observaron que en ratas con desnutricién crénica la ganancia de
peso durante 1la gestacién es menor, pero sin alterar a la
duracién de la gestacidn y el numeroc de crias nacidas vivas. For
lo anterior, propusieron que se trata de una adaptaciodn de estas
caracteristicas en la desnutricién crénica. En ratas desnutridas
a través de variass generaclones, a un grupo se les alimentd
adecuadamente desde su nacimiento hasta la época de gestacién, en
ellas el tiempo de gestacién aumenta y la ganancla de peso es
mayor, Se discutié¢ que la ganancia de peso por si sola durante
la gestacion es una medida inadecuada para evaluar el rendimiento
reproductivo.

Por otro lado Fernandez et al en 1985 encontraron en ratas
hembras que una dieta deficiente durante el periodo de gestacioén,
causa retraso en el crecimiento intrauterino, se encontrd un
punto en el cual ya no hay reservas maternas para el desarrollo o
crecimiento normal de los fetos y el peso al nacimiento es
significativamente menor en las crias de las madres desnutridas.



En relacioén al periodo de lactancia, se observéd en las crias
desnutridas retardo en el crecimiento y desarrollo de sus
érganos., De la desnutricién prenatal o durante la lactancia se
hizé una observacildén ‘importante: el hecho de que el cerebro es el
érgano menos afectado y por lo tanto el mads protegido por el
organismo.

En 1985,Young Yy colaboradores determinaron el efecto de
varios grados de deficiencia alimenticia (75%, S50%, ¢ 40% de la
cantidad normal del alimento)}, sobre la actividad reproductiva,
alimentacién de las crias y composicidn corporal de las madres y
crias. Observaron que el peso al nacimiento no se altera, pero la
ganancia de peso de las madres y el tamatio de la camada fueron
proporcionales a la dieta consumida. Discutieron la evidencia de
que sin cambios obvios en peso corporal existen cambios
inmportantes en la composicién corperal, esto es las crias de los
grupos bajozs en proteilnas tiepe un alto contenido de agua vy
disminucién en los valores de contenido en proteinas. También se
encontrd una disminucion en el crecimiento de las crias y en la
produccién de leche en las madres con dieta deficiente en
proteinas.

Glore y Layman, en 1985, estudiaron el efecto de la
deficiencla alimenticia en ratas durante el periodo en el cual
amamantan a sus crias, Vy durante la gestaclén y lactancia en
relacion a la pérdida de tejidos maternos. Determinaron que 1la
gestacion no aumenta la pérdida de pesc en las madres con
deficiencia de- alimento, mientras que la demanda durante el
perlodo que alimentan a sus crias causa pérdida, o aumento en el
catabolismo de cantidades significativaes de tejidos maternos
{(musculo esquelético, corazdn, higade y rinon).Consideraron
tamblen que la desnutricidén en la madre puede afectar la calidad
y cantidad de la leche, fue mids claro el efecto sobre la cantidad
de leche producida y esta ain en discusién el efecto sobre 1la
calidad de ésta.

Jansen y Hunsaker (1986), estudiaron el efecto de la
cantidad de proteinas y de energia, en la dieta de ratas madres
en el periodo durante el cual amamantan a sus crias, determinaron
que la sintesis de protelnas en las glandulas mamarias disminuye
en respuesta a una deficiencia de proteinas o energla. La
sintesis de protelnas en esta etapa es de importancia para 1la
produccisdn tanto de 1la propia leche, como de proteinas
estructurales y enzimas de las glandulas mamarias. Fundamentaron
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que la calidad y cantidad de proteinas, asi como un aporte
adecuado de energla son importantes para lograr una lactancia
optima. El mecanismo mediante el cual el aumente en protelnas
y/o energla en la dieta materna estimula la produccién de leche
no esta completamente claro.

4.1.2. Alteraciones en suero.

Hoffenberg en 1975 con base en las observaciones previas de
que en la DCP la concentracioén de albuimina, en el suero disminuye
y se presenta edema si la disminucidén es severa, demostréd que

esta disminucién en el contenido de albdmina no es resultado de
hipercatabolismo, sino que postulé que cuando 1la dieta en
proteinas baja hasta un nivel critice, la cantidad de aminoacidos
que llegan al higado disminuye y la sintesis de albumina se
reduce, a pesar de ello hay transferencia a los sitios
extravasculares, vy al persistir esta situacién, le cantidad de
albimina sintetizada es menor a la que se metaboliza y por 1o
tanto se presenta una disminucion en 1la concentracison de
albumina.

Holman, et al en 1981, extrajeron lipidos del suero de
nitos con DCP vy encontraron alteraciones en el contenido de

acidos grasos, fosfolipidos y colesterol, observaron en general
una mayor proporcién de Acidos grasos saturados ¢ monoinsaturados
lo que sugirid una alteracidn en la actividad de saturacién y un
aumento en el tamafio de las cadenas.

4.1.3. Alteraciones sobre tejido éseo.

El grupo de Kuramitsu en 1985, estudid el efecto de la
deficiencia de proteinas y de energia sobre el crecimiento de los
huesos largos de ratas, encontraron gue la ganancia en peso y
longitud del fémur asi como 1la actividad de 1la fosfatasa
alcalina se ven reducidas durante la DCP. Al comparar una
deficiencia puramente energética con otra puramente protelica,
observaron gque la deficiencia en proteinas causa mayores
trastornos que la deficiencla en energia. Encontraron por
ejemplo, que 1la placa de crecimiento en las epifisis es aun mas
delgada en la deficiencla protéica que aquella que se presenta
durante la desnutriclén calérica. En general, sus datos mostraron
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que, en la deficiencia de calorias y proteinas, se tiene un
efecto aditivo de ambas que da los resultados mas drasticos como
son: menor longitud y grosor de los huesos asl como la presencia
de una placae de crecimiento mas delgada. En este estudio no
encontraron diferencia en las concentraciones de calcio en los
hueses, por 1o que se propone que la desnutricién caloérico-
protéica puede afectar el crecimiento de los huesos sin alterar
la homeostasis de calcio en las ratas.

Lee, et al (1986), determinaron el efecto de upa dieta
baja e energia sobre el contenido de minerales, principalmente
Calcio, Fosforo v Magnesio en hueso de ratas adultas.

Consideraron que se requiere una dieta con un adecuado contenido
de energia para mantener los valores normales en el contenido de
ninerales; concluyen que, una dieta deficiente en energia
interfiere con la apropiada utilizacién y puede también causar la
pérdida de estos minerales en el hueso.

Salas, en 1978, encontrd en ratas con deficiencia de alimento
en la etapa prenatal, una reduccidn permanente del peso y del
numero de cé&lulas cerebrales, asi miamo encontrd una disminucisn
en el numerc de ramificaciones dendriticas y de axones
terminales.

En 1981 Morand v colaboradores encontraron modificaciones en
la composicisn de acidos grasos en neuronas y oligodendrocitos,
en ratas desnutridas durante el perlodo prenatal. Sefialan que la
proporclon de acidos grasos monoinsaturadeos disminuye en ambos
tipos celulares. Este aspecto se considerd de importancia ya que
la composicien de Acidos grasos en células cerebrales es un
criterio para evaluar la maduracién cerebral. Las alteraciones
encontradas se mantienen hasta le edad adulta.

Sikes, et al en 1981, al estudiar la abundancia de 1la
oligodendroglia en diferentes regiones del cerebro en ratas
desnutridas durante la lactancia, encontraron que la densidad y
tamatio de la oligodendroglia es normal. Consideraron que el baju
contenido de mielina observado no se debe a disminuciones en 1la
oligodendroglia, sino que debe involucrar alteraciones en la
comunicacion entre neuronas y oligodendroglia que origina fallas
en la capacidad de sintetizar mielina.
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4.2 Alteracicnes inmunologicas.

En 1980 Chandra definid que en la desnutricidn la respuesta
inmune c¢elular se  encuentra considerablemente daMNada. Las
cuentas totales de linfocitos estan disminuldas, especialmente la
proporcién y nlmeros absolutos de 1linfocitos T. También se

. encuentran el sistems de complemento y la funcién fagocitica
frecuenterente dismlnuldos. La respuesta humoral esta menos
afectada excepte el caso de la inmunoglobulina A. Considerd
tanbién que es mpuy ilnportante la interacclén entre nutricion,
inmunidad e infeccidn, esto es, con una nutricidn deficiente, se
altera la respuesta inmune y esto trae como consecuencia una
mayor prevalencia y gravedad de las infeccilones.

Sakamoto, et al en 1981(b) midieron la sintesis de novo del
sistema del complemento mediante la incorporacién de leucina
marcada con carbono 14 en ratas desnutridas e infectadas.
Observaroh que dos o tres dlas después de infectarlas se obtienn
una elevacién en el complemente. a lo que llamaron la primera
reaccion del comnplements, posteriorments de 7 a t4 dias de la
infeccion ocurre nuevamente una elevacion de complemento a la
que llamaron sSegunda reaccidn del complemento. La primera
reaccidn se observé en ratas desnutridas y control fue mas
notoria en las primeras, mientras que la segunda respuesta del
conplemento se observd solamente en el grupo testige, Los mismos
autores, también en 1981(a) determinaron que si bien en las ratas
desnutridas hay un aumento en los niveles de complemente, los
componentes de éste se encuentran alterados, determinaron una
disminucién en <¢1,02,03 y C4. Plantearon la importancia del
compenente C3 el cual es considerade como el factor mas relavante
en la interaceldn entre la inmunidad humoral y celular.

Touraine ¥ Gray en 1981, discutieron la importancia de las
infecciones en agravar los sintomas de desputricién, estudiaron
algunos efectos de la desnutricién tipo kwashilorkor 'y marasmo,
encontraron en ambos Qque las reacciones de hipersensibilidad

tardia ectan practicamente auaentes, tambien obsarvaron
disminucion en linfocitos T vy aumento en el porcentaje de
“eélulas nulas", la respuesta de los linfocitos pars antigenos,

mitégencs y células halogenicas, estad disminuida, al igual que
lag otras funciones de los linfocitos T estudiados como son
secrecién de linfocinas, citotoxicidad, actividad supresora vy
cooperadora asi como el quimiotactismo. Consideraron que todas
las fracciones del complemento estan afectadas excepto C4. Los
autores evidenciaron que en el tipo marasme en general hay
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alteraciones mas -profundas. Comentan que la °concentracion de
inmunoglobulinas puede estar dentro de los valores normales, pero
que, la produccién de anticuerpos y su afinidad parece estar
disminuida.

En un reporte de 1986 Hoffman-Goetz y Chandra evidenciaron
que la influencia de los factores nutricionales sobre la funcién
del sistema inmune ha sido ampliamente estudiada en la decada
pasada, se 1investigdé en DCP y en deficlencia de un solo
nutriente. Consideraron como resultados Importantes en este
aspecto los siguientes:

a) Cambios ultraestructurales (acunmulacién de ésteres,
colesterol vy ausencia de vacuolas secretorias citoplasmicas) en
las celulas epitellales del timo de ratones  severamente
desnutridos. Observaron ademas una disminucion en la sintesis de
Timulina, la cual es una proteina considerada de importancia para
la maduracién de las células T.

b} Se ha demostrade que la poca respuesta de las
células T a los mitégenos en animales desnutridos esta
relacionada con la disminucién de Interleucina I (il-1) y el
aumento en la produccién de prostaglendina E. También se
encontraron alteraciones en el balance de células T supresoras y
cooperadoras lo que puede relacionarse con camblos en las
subpoblaciones de monocitos-macroefagos.

c} También se ha deternminado que los nitios con DCP tienen
disminucion en el nomero de celulas Ta« cooperadoras,
alteraciones en la proporcién de células T8+ o supresoras con
T4+, bajos niveles séricos de Timulina y aumento en los
leucocitos circulantes con desoxinucleotidil transferasa terminal
(Tdt). Esta ultima caracteristica sugiere una deficiencia en 1la
diferenciacisén terminal de las ceélulas T debide a la
desnutricién, ya que las ¢é&lulas Tdt+ se presentan normalmente en
las primeras etapas de maduracién de ellas.

d) Se ha determinado el efecto de los acidos grasos que
se ingieren en 1la dieta en relacién a la compoesicidn de la
membrana de los linfocitos y 2 su funcionalidad. Se ha observado
que la relacion de Acidos gresos poliinsaturados - saturados
(P/S) altera la compoeicidn de la membrana de los linfocitos. Con
dietas bajas en la relaciédn P/S se muestran cambios dependientes
de la edad en las células T supresoras: Se pierde la capaciad T
supresora para formacidtn de anticuerpos y aumenta la capacidad
suprescra para la hipersensibilidad por contacto.
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Por ultimo comentaron que el tipo de proteinas de la dieta
puede regular la respuesta inmune, por ejemplo la lactoalbumina
aumenta la respuesta inmune humoral significativamente en
respuesta a un antigeno T independiente. Se propone que la
lactoalbimina no aumenta la produccién de células B en la médula
4sea, Sino que estan relacicnados tejidos linfoides secundarios.

4.3. Alteraciones en la conducta, desarrgllo mental Y

Al soluclonarse el problema de la alta mortalidad en los
nifios desnutridos surgié come un problema mnuy importante el
analizar las posibles consecuencias que puede traer el haber
sufrido al menos un episodio de DCP, en la conducta, el
desarrollo mental, el lenguaje y el aprendizaje del niftio.

Cravioto y Robles en 1963 y 1965 realizaron los primeros
estudios sistemdticos acerca del desarrollo mental validado pox
medio de la escala de Gesell en los nifios desnutridos. observaron
que los coeficientes de desarrollo eran bajos sobre todo en niffos
menores de 6 meses, y que durante la recuperaciédn nutricional ne
mostraban tendencia a mejorar comc sucedia con los nifios mayores.
Se inicié una corriente de profundo interés en la busqueda de la
relacién entre factores ambientales y desarrollo del sistema
nervioso central. Asl Cravioto et al, en 1966, demostraron un
alto nivel de asoclacidén entre el riesgo de haber padecido
desnutricion en la infancia y el desarrollo intersensorial
retardade. Se sefiald que el desarrollo de las interrelaciones
visual-cinestésica y auditive-visual son fundamentales como
requisito previo para el aprendizaje de la escritura v la
lectura.

Craviote en 1978, demostrd que las fallas en el aprendizaje
adecuado de la lectura y escritura estan primariamente asociados
a la desnutricién y a la privaclén de estimulos en la infancia
tenprana. En relacién a las actividades motoras Cravioto en
1980, encontrd que las habilidades motoras en el escolar se
encuentran disminuidas en relacién con  antecedentes de
desnutricion.

Uno de los aspectos mds importantes estudiados en
desnutricién fue la identificacién que hizo Cravioto en 1975 de
los factores microambientales presentes mucho tiempo antes de la
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apariclon de desnutricién severa, los cuales son: una deficiente
o nula estimulacién en el hogar y una inadecuada interaccion

madre-hijo, estos factores determinan que los nitos con
desnutricién leve ({de primero o segundo grado} se agraven y
lleguen a ser desnutridos de tercer grado. El analisis de estos

factores permite predecir familias de alto riesgo en las cuales
el microambiente familiar es monotdnico y la actitud materna en

estos casos tiene como caracteristicas principales: poca
sensibllidad a las sefales del nifio, falta de interés hacla su
conducta, retardo para cubrir las necesidades del niho y

distorciodn de las relacdlones emocionales.

Ha sido muy importante el determinar los beneficios de la
estimulacién  sistematizada afladida al tratamiento médico
dietetico para lograr una recuperacién adecuada de la
desnutricién v disminuir las secuelas de la misma, asi Cravioto y
Arrieta en 1979, observaron que en lactantes menores de 6 meses
con desnutricién severa, la estimulacidn sistematizada aunada al
tratamiento es capaz de hacer que 7 de cada 10 nifios 5@ recuperen
del deficit mental mientras que en nifios no estimulados con
grado similar de intensidad y duracidén de desnutricien solamente
recuperan el déficit 3 de cada 10 nifics.

En animales desnutridos experimentalmente, Castilla et al,
en 1979, determinaron el contenido de ADN, ARN y proteinas en
corteza cerebral, hemisferios cerebrales y cerebelo en ratas
desnutridas-aisladas, desnutridas-estimuladas y en desnutridas-
control, sus resultados mostraron que la estimulacidén es capaz de
disminuir los efectos causados por la desnutricién y que en el
grupo con desnutricién y aislamiento ambiental se producen .as
alteraciones biloquimlcas mas graves.

4.4. Alteraciones a nivel celular.

Ramalingaswami y Deo en 1968 al inducir desnutricion
uynicamente por falta de proteinas, en monos rehesus Jovenes,
lograron asemejar la DCP tipo Kwashiorkor, y encontraron gran
similitud entre su modelo experimental y la desnutricién en
humanos. Definieron 1las reacciones baAsicas ante la falta de
proteinas a nivel celular (Figura 2). Consideraron que todas las
células ~de todos los organos estan afectadas pero no se afectan
en e ismo tiempo ni con la misma severidad, consideran que los
érganos con
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alto recambio de proteinas son los que se ven principalmente
afectados. Definieron que una prolongacioén en el ciclo celular
medido por autorradiografia con timidina tritiada es una
caracteristica de deficiencia de proteinas.

Dea et al en 1967 estudiaron la regeneracién celular en
ratas de la cepa Wistar adultas parcialmente hepatectomizadas en
un grupo control (16% caseina) v un grupo con dieta baja en
proteinas {1i% caseina). Encontraron en el grupo desnutrido un
alto indice de marcaje por incorporacioén de timidina tritiada lo
consideraron como una evidencia del alargamiento de la fase de
sintesis del ADN, que ocasiona que un mayor numero de células se
marquen. También observaron un aumento en el indice mitético lo
que fue considerado como evidencia en el alargamianto de la fase
de divisioén. Al comparar e) indice de marcaje entre el control
y los desnutridos entre 24 y 28 horas después de la hepatectomia,
se observé que en el grupo deficiente de proteinas no habla
camblo durante el tiempo, 1o cual indica una proliferacién
celular pobre.

Deo y Ramalingaswami en 1970 hicieron algunas
consideraciones acerca del control de 1la proliferacién en
mamiferos, donde un gran nimero de células se producen y mueren
cada dia. En ellos, el nacimiento, diferenciacidn y muerte estan
balanceados para mantener un estado de equilibrio. Hay sistemas
de continuo recambio celular como la mucosa del intestino delgado
y sistemas donde el recambio celular esta condicionado como es el
higado que tiene una baja velocidad de proliferacidn y un tiempe
de vida largo. En ambos sistemas se detectd una disminucién en
la proliferacién, Ademas consideraron la disminucidén en 1la
proliferacién como una alteracién basica en respuesta a la
deficiencia de proteinas, el mecanismo no es claro, pero
consideran de importancia la disminucidn del flujo de
aminoacidos, contenido de ARN vy protelnas como 1los factores
principalmente relacionados con las alteraciones en el cicle
celular,

Winick vy Noble estudiaron en 1966 el efecto de la
desnutricién sobre el peso total del animal, peso de algunos
érganos como: cerebro, timo y bazo, contenido de ADN, ARN vy
proteinas. Desnutrieron las ratas en tres diferentes etapas:

a) del nacimiento a los 21 dias,
b) de 21 a 42 dias.
c) de 65 a 86 dias.
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Determinaron gque la desnutricieén, del nacimiento a los 21
dias, disminuye el peso, contenido de proteinas, de ADN y ARN
seflalan una reduccidn en el numero de células sin alterarse el
tamafio celular. En la desnutriclon de 21 a 42 dias encontraron
disminucién proporcional en peso, contenido de protelnas, de ADN
y ARN en todos los 4rganos excepto cerebro y pulmén donde el
contenido de ADN no se afecta pero si el peso ¥ el contenido de
proteinas y ARN. En la desnutricion de 65 a 66 dias determinaron
que se mantienen los valores de ADN en todos los 6rganos excepto
en bazo y timo, mientras que se reducen los valores de peso,
proteinas y ARN. Al mantenerse el contenido de ADN y disminuir
los demas valores, sugirieron una reduccidn en el tamafio celular
con manteniniento del mismo namero de células.

Por otro lado, los autores determinaron qué sucede después
de una recuperacién nutricional en los tres pericdos de estudio.
Después del proceso de desnutricién se dejaron los animales en
recuperscién hasta los 133 dias para ver sl retornabar a los
valores normales. Observaron que en el grupo con desnutricién del
nacimlento a los 21 dias no recuperan el crecimiento normal. De
la desnutricién de 21 a 42 dias sdlo se recuperan los dos drganos
en los que no se alterd el contenido de ADN (cerebro y pulmon}.
De la desnutricidn de 65 a 86 dlas se recuperan todos los érganos
excepto el timo.

Concluyeron que la recuperacién se da sdlo cuando se afecta
el tamatio de las células y no el nuimero de estas por le¢ tanto es
mAs grave la desnutricién en las primeras etapas de la vida.

Deo et al en 1975 consideraron cuatre procesos basicos en el
crecimiento y desarrollo de los tejidos: a) Formacion de células,
b) Migracién, c)Diferenciacion y d) Muerte celular.

Normalmente se mantiene un balance entre estos  procesos.
Propusieron que en la DCP se altera 1a proliferacidén celular,
encontraron la migracion también disminuida. En el caso de la
diferenciacion celular ésta psrece no estar afectada y la nuerte
celular se encuentra disminuida; al parecer esto Oltimo
representa un  mecanismo compensatorio para balancear la
disminucidn en la formacién de nuevas células,

Murthy, et al, en 1982, determinaron la cinética de
proliferacién in vitro en linfocitos de nifios con desnutricion
tipo Kwashlorkor, mediante 1a técnica de tincion diferencial de
cromatidas hermanas, en sus resultados se observé un menor

porcentaje de células que han pasado por dos ciclos y una
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disminucién en el numerc de células que han pasado por tres
ciclos de duplicacidn & mas en los cultivos de desnutridos, De
sus resultados concluyeron que la duracion del . ziclo 2n los
linfocitos de ninos desnutridos es mayor y proponen que puede
estar alterada la respuesta al mitdgeno (Fitohemaglutinina ,PHA)
en la desnutricidn.

Gonzalez-Torres et al en 1983, también en linfocitos
humanos, observaron gdue las curvas de distribucidn de metafases
de primero, segundo y tercer ciclo de duplicacién son similares
en los nifics desnutridos y 1los eutrdficos. Una observacién
interesante en este trabajo es que a 48 horas de cultivo 1la
proporcién de metafases en segundo ciclo fué mayor en los nitos
desnutrides. Para explicar estos resultadcs, propusieron que los
linfocitos podrian venir previamente estimulados en el torrente
sanguineo o que responden con mayor rapidez a la FHA. ’

Bansal-Rajbanshi ¥ Mathur en 1985 determinaron mediante
autorradiografia la duracion total del ciclo y de cada una de sus
fases en células germinales de espermatogonias y células de
soporte o futuras cé&lulas de Sertoli en ratas desnutridas
durante la lactancla. Encontraron un marcade aumento en la
duracion de la fase S sin alterarse la fase G2 y el tiempo total
de ciclo, observaron un acortamiento de la fase Gl, Sefialaron que
en trabajos previos y en este mismo trabajo se ha encontrado
consistentemente un aumento en duracidn de la fase de cintesis de
ADN, lo cual puede representar una adaptacién para compensar la
baja velocidad de sintesis de esta molécula.

4.5, Alteraciones a Nivel Citogenético

Armendares et al, en 197! encontraron una mayor frecuencia
de aberraciones cromosémicas en linfocitos de nifios desnutridos,
Betancourt et al, ' en 1972 tamblén encontraron un mayor numero de

aberraciones cromosémicas en nitos desnutridos.

Por otro lado Thorburn et al en 1972, Khouri y MclLaren en
1973, y Upadhyaya et al en 1975, al estudiar la frecuencia de
aberraciones cromosémicas en nifios desnutridos no encontraron
diferencia significativa en relacién con sus testigos.
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Se propuso gque la alta frecuencia de aberraciones
cromosémicas en los nifios se podria deber, a una mayor
susceptibilidad a diversos agentes; para probar lo anterior
Betancourt et al en 1974, estudiaron el efecto de varias dosis de
Rayos X sobre la frecuencia de aberraciones cromosémicas en
cultives de linfocitos de nifios desnutridos y nifics testigo,
encontraron una frecuencia de aberraciones similar entre los
nifios desnutridos y testigos en todas las dosis de radiacioén
probadas. Sus resultados mostraron que la deshutricidn no esta
necesariamente acompafiada por un aumento en la frecuencia de
aberraciones cromosoémicas vy que no se tiene una mayor
sensibiiidad a la radiacion ionizante en los desnutridos, medida
por aumento en la frecuencia de aberraciones.

Se han realizado también estudios sobre la frecuencia de
aberraciones cromosémicas en animales desnutridos
experimentalmente, asi en médula ¢sea de ratas desnutridas
durante el periodo prenatal y de lactancia. Sadasivan y Raghuram
en 1973 encontraron un porcentaje de aberraciones
significativamente mayor al encontrado en ratas testigo, el tipo
de aberraciones que encontraron fueron pérdidas y rupturas
cromosonicas.

Vijayalaxmi en 1975, encontré en la médula ésea de ratas
desnutridas durante ocho semanas a partir de los 21 dias, una
frecuencia de aberraciones cromosémicas significativamente mayor
a la encontrada en ratas alimentadas con una dieta alta en
proteinas.

Betancourt et al en 1979, determinaron el porcentaje de
aberraciones cromosémicas en ratas desnutridas a partir del
destete, un grupo con una dieta de proteinas deficientes en
metionina vy triptofano a base de maiz, consumida ad libitum vy
otro grupo al que se le redujo la cantidad de consumo de la dieta
a la mitad. Las aberraciones encontradas fueron rompimientos
cromatidicos y algunos cromosémicos, no encontraron diferencia
significativa entre el porcentaje de aberraciones entre las ratas
desnutridas y las ratas control. Con base en sus resultados, los
autores concluyeron que las aberraciones cromosémicas no se deben
a deficiencias en triptofano y metionina y que tampoco se puede
afirmar que la desnutricion severa sea basicamente un factor
causal per se del aumento en la frecuencia de aberraciones
cromosémicas.

El estudio de la frecuencia de ICH, se ha considerado un
método mds sensible para detectar dafio al material genético.

{
}
|
|
i




30

Se ha estudiado 1a frecuencia de ICH en 1linfocitos de nifios
desnutridos, Mutchinick et al en 1979 no encontraron diferencia
entre los desnutridos y testigos.

Por otro lado Murthy et 2l en 1980 si observaron una
frecuencia de ICH significativamente mayor en los linfocitos de
los nifios desnutridos.

. Murthy y Srikantia en 1981, observaron una mayor frecuencia
de ICH en ratones desnutridos después del perddo del destete.

Avitablle et al en 1981, midieron la sintesis de ARN
mediante la incorporacién de uridina tritiada en diferentes
regiones del cerebro, en ratas de los 5 a los 30 dias de edad,
las cuales fueron desnutridas experimentalmente desde el décimn
dia de 1la gestacién y hasta terminar el periedo de lactancia.
Determinaron que en las ratas desnutridas se altera la sintesis
de ARN, esta es mas evidente del gquinto al décimoquinto dia vy es
el cerebelo la region principalmente afectada. Esto ultimo se
relaclona con 1la caracteristica del cerebelo de tener gran
actividad de proliferacién y diferenciacion celular durante 1la
maduracién post natal. Se concluyd que existe un periodo
vulnerable en el desarrollo del cerebro, el cual en el caso de
las ratas, comprende las primeras tres semanas después del
nacimiento. Se reafirmé la idea de que la desnutricién causa un
retraso en los eventos moleculares que ocurren durante la
proliferacién y la diferenclacién celular en el desarrollo del
cerebro de ratas.

Serra et al en 1982 determinaron el efecto de la
desnutricién a partir del décimo dia de gestacién y durante el
pericdo de lactancia sobre dos enzimas importantes en:la sintesis
de ADN que son las ADN polimerasas y timidina quinasa,
encontraron que su actividad esta disminuida al quinto dia
después del nacimiento en 3 regiones: Cerebro, hemisferios
cerebrales y cerebelo. Ademds notaron que en el cerebelo las dos
enzinmas tienen un aumento a los 9 dias en el grupo testigo y se
retarda hasta los 13 dilas en el grupo desnutrido, posteriormente
la actividad disminuye en ambos grupos, 1la disminucién es menor
en los desnutridos, y se obtienen valores similares de 1la
actividad enzimatica en ambos grupos alrededor de los 30 dias.

|
|
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Vanella et al en 1983, estudiaron la actividad de 1las
enzimas involucradas en la via de salvamento de purinas. Las
enzimas determinadas fueron la hipoxantinguanina
fosforribosiltransferasa (HGPRTasa) v la adenina
fosforribosiltransferasa (APRTasa), observaron que a los 5 dias
después del nacimiento ambas actividades enzimaticas estaban
disminuidas en todas las regiones del cerebro en las ratas
desnutridas. Y a los 30 dias encontraron valores similares entre
el grupo testigo y el grupo desnutrido, concluyen que 1la
desnutricién durante la gestacldn y los primeros dias de la vida,
altera la actividad de estas enzimas.

En relacidén a 1los mecanismos de reparacion, Murthy y
Bhackaram en 1981, encontraron en linfocitos de nitios desnutridos
un aumento en la reparaclén post-duplicacion inducida por luz
ultravioleta. Observaron al estudiar este mecanismo, gue es
visualizado como una sintesis de ADN que se lleva a caho fuera
del periocdo S (UDS), un aumento de ella en los linfocitos de
nifics desnutridos, proponen que ésto puede deberse a gque son mas
sensibles al dafio o que son mas eficientes en este tipo de
reparacién.

Se han realizado estudies sobre la relacién entre la
estructura de la cromatina y la dieta Ilngerida, asi Castro et al
en 1986 observaron que una dieta rica en carbohidratos, pero sin
grasa, aumenta la sensibilidad de la cromatina a la nucleasa
micrococal y disminuye 1la longitud del nucleosoma, por el
contraric una dieta deficiente en proteinas, magnesio © zinc,
disminuye la sensibilidad de la cromatina a 1la nucleasa
micrococal. Los mecanismos por los cuales la dieta afecta la
estructura de la cromatina, todavia no son claros.

Castro y Towle en 1986, propusieron que la disminucion de la
sensibilidad de la cromatina a las nucleasas, se puede relacionar
con los cambios en la composicién de la histona Hl y también se
ha encontrado que una disminucién de metionina y cisteina, altera
marcadamente la metilacién de la guanina. El determinar las
alteraciones de la estructura de la cromatina en relacidon a la
deficiencia de nutrientes resulta de gran importancia ya que la
expresién, regulacisn, duplicacién y reparacién son procesos que
requieren cambios estructurales muy precisos en la estructura de
la cromatina dentro del nucleo.
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B) INTERCAMBIOS ENTRE CROMATIDAS HERMANAS (ICH)

Los ICH son aventos que involucran ruptura, intercambic vy
reparacion entre molaculas de ADN en localizacldén coincidente, el
intercambio se da entre moléculas de ADN en loci homdlogos en
cromosomas que se estan duplicando.

La primera evidencia directa de que ocurren los ICH fue
reportada por Taylor en 1958 quién observd que células de raiz de
Vicia £faba marcadas con timidina tritiada en la primera de dos
divisiones subsecuentes, para evidenciar si la duplicacidn era
semiconservativa y si habla una sola cadena de ADN por cromatida,
mostraban en la segunda metafase una cromaiida marcada y otra sin
marcar vy que, con cierta frecuencia intercambiaban segmentos de
cromdtida marcada con segmentos no marcades de la cromatida
hermana.

A partir de los afios setentas ha sido posible determinar los
ICH mediante la tincién diferencial de cromatidas hermanas, 1la
cual se logra por incorporacisér de la 5 bromo-desoxiuridina
(BrdU) que es un anidlogo de la timina y se incorpora ficilmente a

. las cadenas de ADN en formacién.

Zakharov y Egolina en 1972, observaron que cuando se
trataban c¢élulas de hamster chino con BrdU por dos ciclos de
duplicacién y posteriormente se tihen los cromosomas con Giemsa,
las dos cromadtidas hermanas se condensaban diferencialmente.
Después de dos ciclos de duplicacion una de las cromatidas
hermanas estd substituida en forma sencilla en donde sé&lo una
cadena polinuclectidica del ADN ha incorporado 8rdU y la otra
cronmatida se encuentra doblemente substituida, ambas cadenas
polinucleotidicas han incorporado BrdU. Notaron que la
cromatida doblemente substituida es mas larga, por 1o cual
propusieron que la sintesis de proteinas involucradas en la
condensacién y espiralizacién de los cromosomas se altera por
la substitucién de la BrdU en lugar de la timina y probablemente
ésta sea la causa de la tincioén diferencial. Se observd
posteriormente que la cromatida doblemente substituida tifie claro
y la monosubstituida tine obscuro, de esta forma se hace posible
la visualizacion de los ICH.



33

Latt en 1973; ohtuvo una buena tincion diferencial en
linfocitos humanos cultivados durante 70 horas en presencia de
BrdU -y tefildos posteriormente con el colorante fluorescente
Hoechst. Determind que dicho colorante es un indicador de 1la
incorporacién de BrdU al ADN, ya gque este fluorocromo es mucho
menos eficiente en las cromatidas doblemente substituidas, por lo
tanto se pueden diferenciar ambas y detectar los ICH.

Perry y Wolff en 1974; Korenberg y Freeddlender en el mismo
afio y Goto et al en 1975; describieron técnicas que usan la
tincidn con Hoechst y posteriormente Giemsa, estas implican para
obtener una buena diferenciacion, el tratamiento de las
preparaciones antes de la tincién con Glemsa ya sea la incubacioén
a S55°C 6 60°C en solucién amortiguadora a pH elevado o bien 1la
exposicién a la luz. Estas técnicas de tincién con fluorescencia
mAs Giemsa tienen la ventaja de que se obtienen preparaciones
permanentes para su andlisis. Chen y Lin en 1985, analizaron las
diversas fuentes de 1luz wutilizadas para obtener tincién
diferencial, con base en sus resultados propusieron que la luz
negra fluorescente y 1la lampara incandescente son las mas
indicadas para una buena tincién diferencial.

Estas metodologias han permitido una buena tincion:
diferencial de las cromatidas hermanas, se logra una deteccién
inequivoca de los ICH en segmentos tan pequeNos como lo permite
la resolucion del microscopio de luz.

En general el estudio de los ICH se realiza en metafases
que han pasado por dos ciclos de duplicacién, esto tiene la
desventaja de que se miden en realidad los intercambios
producidos en el primer ciclo de duplicaciédn mas los del segundo
ciclo, por lo anterior Schvartzman y Goyanes en 1980 reportaron
una técnica que implica la duplicacién celular en presencia de
diferentes concentraciones de BrdU en tres ciclos consecutivos de
duplicacién, medlante 1la cual se pueden determinar los ICH
correspondientes al primero, segundo y tercer ciclo.

Se han desarrollado diferentes sistemas para la obtencién de
tincioén diferencial, Latt en 1973, Perry y Evans en 1975, Stetka
y Wolff en 1976, realizaron estudios de la frecuencia de ICH in
vitro. En los estudios in vivo la incorporacién continua de Brdu
ha representado un problema, ya que la BrdU es metabolizada.
Para resolver ésto se han disefiado diversas metodologlas: Tice et
al en 1976 propusieron infusién intravenosa continua; Allen 'y
Latt en 1976 propusieron  inyeccignes intraperitoneales
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multiples; Pera y Mattias en 1976 propusieron infusion subcutanea
durante 6 horas; Morales-Ramirez en 1980 propuso una sola
inyeccién intraperitoneal de BrdU adsorbida a carbdn activado;
King et al en 1982 propusieron la implantacién sBubcutanea de
tabletas de BrdU cubiertas con agar; y McFee et al en 1983
emplearon tabletas de BrdU cubiertas con parafina.

Después de su datecciéon Latt et al en 1984 definieron que
tres dreas de estudlo han recibido gran atencién:

1) El estudio de el o los mecanismos por los cuales las
tinciones basadas en la incorporacién de B8BrdU, provoca
la tincién diferencial de cromatidas.

2) El estudio de la relacién de los ICH con mutagenos y
carcinégenos.

3) El estudio del mecanisme de formacién de los ICH

Alrededor de estas tres areas Se ha generado gran cantidad
de informacién, perc en la actualidad quedan en estos tres campos
de estudio de los ICH varias interrogantes que requieren estudio
para su confirmacion.

El significado bioldgico de los ICH se encuentra actualmente
en discusion, sin embargo son muchos los estudios que se han
~realizado para determinarlo.

En general se acepta que es durante la duplicacién del ADN
el momento en el cuAl se forman los ICH, ya que en éste momento
las cadenas de ADN homélogas se encuentran lo suficientemente
unidas, para lograr ruptura en ambas cromdtidas en localizacién
coincidente en una forma equivalente y simétrica.

Wolff et al en 1974, demostraron que para la formacion de
ICH se requiere el paso por la fase de sintesis del ADN (S). Kato
en 1980, obtuvo evidencias de que es durante o inmediatamente
despu¢s de que se ha formado la bifurcacioén en la sintesis, el
momento en el cual se forman los ICH. Contrariamente, Anderson en
1983 propuso que durante la etapa G2 es cuando se forman, esta
observacién resulta interesante para evaluar el significado y
mecanismo de formacién de los ICH
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Tice .et al en 1976 y Kato en 1977 propusieron que los ICH
pueden representar mids de un fenémeno, esto es, que un tipo de
ellos puede estar intimamente relacionado con la duplicacién del
ADN y un segundo tipo estd relacionado con la reparacion del ADN.
El primer tipo explicaria el aumento en la frecuencia observado
por Tice et al en 1978 e Ishil y Bender en 1980 al ahadir
inhibidoeres de 1la sintesis de ADN a cultivos celulares y el
segundo tipo explicaria las observaciones de Schneider y Gilman
en 1979 en la disminucidn de la frecuencia de ICH inducidas por
mutagenos en anclanos, en donde el envejecimiento celular
ocaciona disminucidn en la eficiencia de reparacién del ADN.

3) Mecanismos propyestos sobre la formacion de ICH

Parecen producirse espontaneamente, McClintock en 1938,
observé que los cromosomas en anillo de celulas de maiz,
formaban eventualnmente anillos dicéntricos del doble del tamafio
inicial, esta Fue la primera evidencia indirecta de la formacién
de ICH que se producen espontanecamente sin que sean tratadas las
células con algun agente extrafio. Al detectar los ICH con el uso
de la BrdU se ha discutido que ella por si misma es capaz de
inducirlos y tener por lo tanto inferencia en la frecuencia basal
observada. Mazrimas y Stetka en 1978, obtuvieron evidencias
directas de que la BrdU que se incorpora al ADN es la causa de
algunos de los ICH considerados como espontaneos. Por otro lado
Tice et al en 1976 observaron in vivo y Kato en 1974 observé in
vitro que la frecuencia basal permanece constante cuando la dosis
de BrdU empleada es baja. La frecuencia basal o esponténea ha
sido estudiada in yitro e in vive. Kram et al en 1979, observaron
que ¢sta frecuencia es consistentemente menor en los estudios
realizados in vivo, Takehisa en 1982 determind esta frecuencia
alrededor de 2 y S ICH/célula en diversos tejidos de rata y de
ratén. Morales-Ramirez et al en 1984 (b) encontraron un valor
basal de 1.7 ICH/célula en espermatogonias y 3.5 en medula dsea.
Estos son los valores basales obtenidos después de dos ciclos de
duplicacién en presencia de Brdy.

Schvartzman y Goyanaes en 1980, mediante la técnica de
tincion diferencial en tres tonos, observaron que la frecuencia
basal de ICH se incrementa en las tres divisiones sucesivas, a
medida que se da mayor incorporacién de BrdU al ADN, de sus datos
se concluyd que la BrdV incorporada influye en la frecuencia
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basal de ICH. Morales-Ramirez et al (1987), y Suzukl y Yoshida en
1983 obtuvieron datos que apoyan la Iinduccion de ellos por la
incorporacién de BrdU en las cadenas parentales del ADN. Davidson
et al en 1980 determinaron que la BrdU que no se incorpora al
ADN, puede también tener un papel importante, ya que altera las
pozas metabdlicas de nucledtidos. M

AdenAs de 1los ICH que se producen espontAneamente y los
producidos por la incorporacién en presencia de la BrdlU, se han
deterninade una gran variedad de agentes que son capaces de
inducirlos, entre ellos 3e pueden mencionar segun Latt en 1981
los siguientes:

1) Agentes alquilantes - Los agentes quimicos capaces de
alquilar el ADN son los inductores mas efectivos y estudiados de
ICH, todos estos agentes pueden formar monoaductos es decir
huecos en una sola hebra del ADN y entrecruzamientos.

2) Radlacioén electromagnética - La radiacién de alta energia
como los Rayos X y Gamma, no son inductores efectivos de ICH, los
resultados positives dependen del protocolo empleado. La
radiacién UV es un buen inductor, se ha demostrando que los
dimeros de pirimidina formados por ella son los responsables de
la mayoria de los ICH inducidos.

3) virus - La 1integracisn de virus en el genoma puede
alterar las frecuencilas de ICH, los cuales se incrementan en
estos casos.

4) BrdU - La bromodesoxiuridina es un agente capaz de
inducir ICH por mas de un mecanismo. La induccian involucra dos
fases, una es en relacién a la substitucién de BrdU en el ADN y
la otra en relacion al aumento de Brdil en el medio en niveles de
saturacion de substitucioén.

5) Agentes diversos - Entre los agentes que aumentan
ligeramente la frecuencia de ICH se encuentran: ultrasonido,
bleomicina, colorantes, cafeina, dietiletilbestrel, nicotinamida
¥ en algunos casos promotores de tumores. Ademas Ishii y Bender
en 1980 determinaron que la inhibicidn de la sintesis del ADN vy
enzimas involucradas aumentan la frecuencia de ICH. Oikawa et
al en 1980, demostraron un incremento en la frecuencia de ICH al
inhibir enzimas involucradas en la reparacioén y también Perry y
Evans en 1975 determinaron que gran variedad de agentes capaces
de dafiar al ADN inducen la formacién de ICH, 1la dosis necesaria
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para detectar efectos significativos es mucho menor a la usada
para detectar un aumento en aberraclones cromosémicas, ademds de
ser la deteccion de ICH mas facil y segura. Schuwarts et al en
1982 determinaron gque agentes inductores de cancer no
involucrados en la produccién de lesiones sobre el ADN, también
son capaces de inducirlos. Carrano y Thompson en 1982 observaron
que al exponer ceélulas de ovario de hamster chino a nueve
diferentes agentes quimicos y fisicos, se obtiene un incremento
lineal entre 1la frecuencia de ICH y una mutacién unica en un
gene, esto ultimo no ha sido observado consistentemente.

Se han propuesto varilos modelos para explicar la formacidén
de ICH, entre ellos estan los siguientes:

-Kato en 1977, propuso un mecanismo basado en el modelo de
recombinacién bacteriana de Holliday en el cual se contemplan:

a) rupturas al mismo nivel generadas por reparacién o
duplicacion

b) formacién de la estructura de Holliday, en la que
es posible intercambio de doble banda y

c) ruptura de las bandas no involucradas con el dafio.

-Painter en 1980, propuso un modelo que implica:

a) dafo al ADN que retarda la duplicacién

b) los duplicones terminan la sintesis a diferente
tiempo a nivel de los agrupamientos gque saparan
unidades de duplicacidn subsecuentes y permite

¢) la ruptura en la continuidad de la banda parental
a nivel de agrupamientos de duplicones

d) cuando un duplicén retardado termina de duplicarse
se da una asgociacion aleatoria entre bandas
parentales e hiljas, con base en estas
reasoclaciones se produce gl intercambio de doble
banda. .
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-Ishii y Bender en 1980, propusieron otro modelo en el cual se
contenpla:

Para explicar los ICH espontaneos:

a) ruptura de las bandas parentales a nivel de la
bifurcacién del ADN durante la sintesis.

b)' reasociacién con la banda hija recién sintetizada y
de la misma polaridad.

Para explicar los ICH inducidos:

a) Un dafic causa la ruptura de una de las bandas
parentales, a nivel de la bifurcacion del ADN
durante su sintesis.

b} Esta se reasocia con la banda hija recien
sintetizadz y de la misma polaridad

¢) Posteriormente puede ocurrir ruptura de la banda
parental no dafada cerca del extremo terminal de la
banda hija complementaria a la banda parental
danada y contipnuarse con ella, y se conmplementa con
la banda que tenia el datio.

En este modelo se propone un cambic de via o '"desviacioén
duplicativa” que permite llenar el espacio opueste al dafio, un
aspecto muy interesante de este modelo es que sgse PpPropuse un
significado blologico a los ICH, que es el de permitir que se
continue la sintesis de ADN a pesar de la presencia de lesiones.

4) Les  ICH como indicadores de datio.

4.1 Por agentes quimicos y fisicos.

Latt gt 2l en 1981, expusieron las consideraciones hechas
por el grupo de estudio sobre ICH del programa GENE-TOX de los
Estados Unidos do América.
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En relacién a las ventajas del uso del analisis de ICH como

a}

b)

c)

d)

a)

f)

g)
h)

. nétodo de deteccién de mutagenos se considera que:

Es excelente para detectar agentes que producen
aductos en el ADN

Es mucho mas sensible para detectar mnutagenos
quinicos (aunque no para todos los agentes) que el
analisis de aberraciones cromosémicas.

£s un método relativamente rapido vy existen pocos
falsos positivos.

Hay métodos tanto in vivo como in vitro para

detectar mutagenos directos o indirectos, es decir
que requieran & no activacidn metabdlica.

Los sistemas in yvive permiten el analisis en

diversos tejidos que incluyen ceélulas germinales.

Se puede estudiar en diversos organismos
que incluyen plantas y animales, los cuales pueden
usarse como Jindicadores ambilentales de agentes
genotéxicos.

Se puede estudiar en poblaciones humanas.

El método tiene gran reproducibilidad, de tal
forma que en los estudios in vitro basta el
analisis de 25 ceélulas por dosis y en los
sistemas de estudio in vivo se recomienda un
minimo de 3 organismos, 25 células de cada uno de

ellos y tres dosis diferentes.

En cuanto 2 las principales desventajas se encuentran:

a)

bl

c)

@)

Poco sensible para mutadgenos que inducen rupturas
dobles.

Desconocimiento de su significado biolégico.

Desconocimlento de la correlacion de ICH con el
numero de lesiones.

El efecto aditivo o sinérgico que puede tener 1la
Brdl con el mutageno.
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Se ha determinado que los agentes "S" dependlentes, esto es,
que requieren que la célula pase por la fase de sintesis de ADN
para que su efecto se exprese, son los mas efectivos para inducir
ICH. En cuanto a la induccién de ICH por mutigenos y
carcindgenos quimicos los resultados son claros como lo menciond
Morimoto en 1984; no zsi en el caso de agentes fisicos, por
ejemplo, en relacidén a 1a induccién de ICH por radiacidn
ionizante, se han encontrado resultades contradictorios,
Littlefield et al en 1979, consideraron que la induccion de ICH
por radiaciones, se debe a la sensibilizacién producida por 1la
incorporacion de BrdU al ADN y Morales-Ramirez et al en 1984 (a),
obtuvieron datos que apoyaa la induccidn de ICH debida unicamente
a las radiaciones. También se ha observado induccién por una
gran variedad de agentes que daffan al ADN, gue interfieren con su
duplicacion y la sintesis de proteinas. En la actualidad
continta el problema de determinar el tipo de dafio involucrade en
la produccién de ICH, pero dada la variedad de agentes capaces de
inducirlos, se puede pensar que las lesiones Son de diversa
indole, también varios agentes pueden tener un mecanismo comun.

Se han estudiado las frecuencias basales y la sensibilidad a
la induccién de ICH por diferentes agentes en diversas
enfermedades hereditarias en humanos., El caso mads interesante es
el del Sindrome de Bloom (SB) en relacidén a el, Changati et al en
1974 observaron un marcado aumento en la frecuencia basal de ICH
vy consideran que sus valores caracteristicos pueden usarse para
el diagndstico de la enfermedad. En relacién al mecanismo por el
cual se observa esta alta frecuencia en este sindrome, continda
en discusion: por un lado Tice et al en 1978, reportaron que el
cocultivo de fibroblastos normales y fibroblastos de pacientes
con SB, produce un aumento en la frecuencia de ICH en las células
normales, proponen que estas células segregan algun “factor”
inductor. Pero por otro lado Bryant 2t al en 1979 al fusionar
células de individuos normales con células de pacientes con SB,
obtuviercn frecuenclas normales en los dogs tipos celulares,
proponen por lo anterior que existe alguna enzima ¢ "factor"” que
no es sintetizado por las células de los pacientes con SB y esto
trae por consecuencia la produccién de multiples ICH.

Otra enfermedad que ha sido estudiada es el Xeroderma
pigmentosum, en este caso Wolff et al en 1975 reportaron gue las
frecuencias basales de ICH son similares a las encontradas en
células normales, pero en el caso de las frecuencias inducidas
HWolff en 1977, encontrd que son mas sensibles a la induccion de
ICH por mwmutagenos quimicos, lo anterior se explica por su
deficiencia en la reparacién por escision.
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C)  PROLIFERACION CELULAR,

1) Definfcion del Ciclo Celular.

La capacidad d& reproducirse es fundamental para la
existencia, propagacién y continuacién de las ceélulas y es
considerada como una de las caracteristicas funcionales
principales de las celulas vivas.

Mitchison en 1971, definid al ciclo celular como el periode
comprendido entre la formacién de la célula por divisidn de su
célula madre y el tiempo cuando ella misma se divide y da origen
a dos células hijas. El ciclo celular comprende esencialmente dos
periodos: la interfase y la divisién, en general la mayor parte
del ciclo corresponde a la interfase. La observacidn de que las
células duplican su ADN durante un cierto intervalo de 1la
interfase, llevé a dividir el ciclo en diferentes etapas, que
fueron definidas por Howard vy Pelc en 1953 de la siguiente
manera: Fase G1, es el periodec comprendido entre la mitosis v el
inicio de §. Fase S5, o de sintesis del ADN y fase G2, es el
periodo comprendido entre el final de S y el inicio de D, Fase D
o de divisidén, que puede ser una mitosis o melosis. Los estudios
posteriores han llevado a 1la caracterizacidon de otra fase del
ciclo celular denominada Go.

En los organismos multicelulares los diversos tipos de
células se dividen a muy diferentes velocidades. La principal
diferencia entre las células que se dividen rapidamente vy
aquellas que lo hacen. lentamente estA dada por la duraciédn o
tiempo que permanecen las células en la fase Gl del ciclo
celular. Algunas células permanecen en Gl durante dlas o incluso
afios. Por otro lado el tiempo del cicle a partir del inicio de la
fase S5 hasta la mitosis es muy constante independientemente de la
velocidad de divisién de la ceélula.

2) caracteristicas de las fases del ciclo.

Durante la interfase la célula debe duplicar ademds de su
ADN todos los componentes celulares y su masa. A diferencia del
ADN, la gran mayoria de los diferentes tipos de proteinas y ARN
son sintetizados continuamente durante toda la interfase, asi de
los mas de mil tipos de proteinas detectados s4lo unos pocos son
sintetizados en un punto especifico del cjiclo,
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La mayoria de las poblaciones celulares estdn constituidas
por dos clases de células, las que se dividen es decir proliferan
vy las que no se dividen, estas ultimas pueden a su vez ger de dos
tipos: las que estadn en Go y son capaces de entrar al ciclo
nuevamente por medio de un estimulo adecuado y las células
diferenciadac terminalmente, que nunca se dividiran .

De acuerdo a Michitson (1971), Prescott (1976), Pardee
. (1978) y Baserga (1983) se consideran a continuacién algunas
caracteristicas de mayor relevancia de las fases del ciclo:

Fase Go - El estado Go se define como una fase denominada
quiescente o durmiente. El tiempo requerido para iniciar S cuando
son estimuladas es mas largo al requerido por las células que
estaban en Gl. La mayoria de las células transformadas,
particularmente las transformadas por virus no pueden entrar en
esta fase.

A diferencia de las células que se encuentran en Gl, las
células que estan en Go tienen las siguientes caracteristicas:

Sintetizan algunas variantes de histonas

El conplemento de los ribosomas ¥y el contenido de ARN es
diferente

La proteina p53 se requiere para la salida de Go.

Ademds Sans et 2l en 1980, observaron que el grado de
condensacién de la cromatina es mayor en esta etapa Yy en este
caso se propuso también la existencia de un periodo Go2.

Se ha concluido que el estado Go es fisiolégicamente
distinto del estado Gi y que los genes que controlan el paso Go -
Gl pueden ser la clave en el control de la proliferacién celular,

Fase Gl - Esta etapa es la de mayor variabilidad en cuanto a
duracién. Se ha considerado en general que el control de 1la
proliferacion celular se encuentra en Gi. Durante ella se inicia
el crecimiento .de la célula, representado por aumento en tamatio
celular, en el tamaMo del nicleo, del nimero de ribosomas y
sintesis o acumulacidon de ARN ribosomal. AdemAs durante este
perlcdo la sintesis de los diferentes tipos de ARN se incrementa
¥y los niveles de los tres tipos de ARN polimerasas aumentan de
manera muy importante. - Se. ha demostradoc también una gran
actividad de sintesis de protetnas durante esta fase, es
caracteristica la sintesis de no histonas y varias protelnas
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especificas recopiladas por Basergs en 1985 entre las cuales se
encuentran: clamodulina, proteina inestable (R}, actina, ornitina
descarboxilasa, proteina p53 y varias proteinas citoplasmicas.
También en esta etapa se ha detectado fosforilacién de la
histona Hi, también se observa sintesis de histonas la cual se ve
claramente incrementada en la fase S. En relacién a las proteinas
involucradas en 1la duplicacién del ADN su sintesis se realiza
durante la fase Gl tardia. Se han comprobado también en esta
etapa cambios en 1la superficie celular y un aumento en el
transporte de iones a traves de la membrana.

Fase 5 - La sintesis del ADN esta restringida casl en su
totalidad al perlodo de la interfase denominado como S. Para la
sintesis o duplicacion del ADN cada fibra de éste, esta dividida
en muchas unidades de duplicacién denominadas duplicones. Cada
duplicén tiene un centro que es el origen a partir del cual 1la
duplicacién se da en ambas direcciones. En las primeras etapas
del desarrolloc embrionario todos 1los duplicones funcionan
simultaneamente y la fase S es muy corta. Pero en las células de
un animal adulto la sintesis se inicia en diferentes lugares de
los cromosomas a diferentes tiempos, existe un orden temporal
establecido gque se mantiene sienpre. Se propone que los
duplicones se encuentran agrupados en familias que son grupos que
inician su duplicacién simultaneamente respondiendc a una seflal
cemin. El mecanismo po:r el cual se mantiene el orden de
iniciacién no se ha determinado, se ha propuesto que la
metilacion estd involucrada en el mantenimiento de este orden,
pero estoc no ha sido claramente confirmado.

Las enzimas requeridas para la sintesis del ADN son diversas
Pardee et al en 1978 pusieron énfasis en dos grupos de enzimas
las ADN polimerasas y las ligasas, Baserga en 1985 considerd de
importancia otras enzimas relacionadas con el metabolismo del ADN
como la timidina quinasa y la ribonucledtido reductasa. Reddy y
Pardee en 1980 consideraron de importancia para la iniciacidn de
la. sintesis del ADN la integracién de un compleio formado de
varias proteinas que contiene la mayoria de las proteinas que son
requeridas para la sintesis del ADN y proteinas asocladas.

Otro aspectc muy importante durante la fase S es la sintesis
de proteinas del tipo de las histonas, la gintesis de histonas
(H2A, H2B, H3 y H4) estd relacionada con la sintesis del ADN. La
fosforilacion de 1la histona Hl continva en la fase S, este
proceso se realiza en dos sitios adicionales a los de G1. Ademds
en la etapa S aparecen otros receptores de superficie para
diferentes factores de crecimiento como. son para el caso de los
linfocitos T : la interleucina -2 y la transferrrina.



a4

Fase G2 - Esta etapa es un periodo de intensa actividad
bioquimica. La inhibicién de sintesis de proteinas ¥y ARN
detiene a las células en G2, de lo cual se infiere que el paso de
S5 a mitosis no es automdtico. Se ha determinado en esta fase la
sintesis de proteinas especificas necesarias para que la célula
entre en divisién, dentro de ellas se encuentran las requeridas
para construccidn y operacidén del aparato mitético vy las
necesarias para la condensacién de los cromosomas. Rao y Adlkha
en 1985 describleron la existencia de proteinas involucradas en
la condensacién de los cromosomas, las denominaron “factores
mitéticos” que son del tipo de las no histonas con gran afinidad
por la cromatina, que se acumulan durante la fase G2. Durante la
telofase estos factores son inactivados por otros factores
denominados  “inhibldores de los factores mitoéticos" que
permanecen activos hasta la fase G1, por lo anterior se
consideran de importancia en 1la descondensacién de los
cromosomas.

otro evento importante durante la etapa G2 es la realizacién
de un proceso de reparaciéon del ADN conocido como reparacién G2,
que ha sido ampliamente estudiado y fue evidenclado entre otros
por Kihlman y Hartley en 1968.

Faseg D - Durante la fase de division que puede ser una
mitosis o una meiosis ocurren grandes cambios en la estructura vy
funcién celular. En esta etapa se llevan a cabo dos procesos: La
divisién nuclear o cariocinesis y la divisién citoplasmica o

citoquinesis, ambos estan por lo general estrechamente asociados.

En esta fase se hace necesaria la presencia del aparato
mitético que asegura la segregaclén de los cromosomas y  también
se requlere de factores solubles gue estadn relacionados con la
condensacion y descondensacién de la cromatina y <on la
retracciéon  y la reestructuracién de 1la envoltura nuclear.
Durante esta fase la sintesis de protelnas y de ARN son
prdcticamente nulas.

3) Begulacion del eiclo.

La divisioén de 1las células en cultivo puede hacerse mnmas
lenta o detenerse, si se limitan en el medio de cultivo los
nutrientes esenclales, factores de crecimiento o si se ataden
inhibldores de la sintesis de proteinas.




45

Las células normales responden a las condiciones subdptimas
para su crecimiento al entrar en el estado Go. Pardee, en 1974
definié que las células en estado quiescente deben escoger entre
iniciar la fase Go o continuar la proliferacidn, se encuentra un
punto de "no regreso", después de que las células han pasado este
punto deben completar el resto del ciclo (S, G2y M) a una
velocidad normal independientemente de las condiciones externas.

Pardee et .al en 1978 consideraron que este punto de
restricién puede definirse como el punto después del cual, aunque
se afiadan drogas que inhiben la proliferacién, éstas no son
efectivas en prevenir la entrada de las células-a la fase S. Para
el paso de este punto de restriccién-RGSsow et al en 1979
sugirieron que es necesaria la acumulacién de proteinas
inestables denominadas protelnas "U" que representan el estimulo
que induce la duplicacion del ADN.

Gonzélez-Fernandez et al en 1974, propusieron con base en
sus resultados usando inhibidores de proteinas, la existencia de
otro punto de control en la fase G2 temprana en el cual se
requiere la siptesis de proteinas especificas para que la célula
entre en mnitosis. Garcia-Herdugo et al en 1974, propusieron
ademds la existencia de otro punto de control en la profase
temprana ya que si se inhibe la sintesis de proteinas en esta
etapa, se altera la progresion de la mitosis y el ndcleo puede
regresar a su estructura interfasica. Giménez-Martin et al en
1982 con estudios de células multinucleadas producidas por
cafeina, comprobaron la existencia de estos dos puntos de
control, vy propusieron que la inhiblcién de la sintesis de
proteinas en G2 causa un severo retraso en la entrada de las
células en mitosis y la inhibicién de la sinteis de proteinas en
profase causa un alargamiento de la misma.

Pardee et al en 1978 realizaron una revisién de los cambios
y necesidades que se dan cuando las células son estimuladas en
estado quiescente para su crecimiento y divisién, entre ellos
estan:

Factores de crecimiento - El suero es una mezcla compleja dJe
sustanclas que se ha utilizado en los medios de cultivo para
proveer a las ceélulas de los factores de crecimiento necesarios.
Se han realizado estudios para reemplazar el suero por factores
de crecimiento purificados. Una gran variedad de hormona.
polipeptidicas son mitogénicas en varios sistemas.

crecimiento, al calcio y el magnesio y rambién se ha| obseryado
N Y
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que algunas concentraciones subtéxicas de clertos 3iones de
metales divalentes como el zinc, cadmlo y mercurio, estimulan la
sintesis de ADN.

Superficie celular - Se ha determinado qua existe relacién
entre la superficie celular y el crecimiento. Se considera que la
superficie celular es importante en la inhibicién dependiente de
la densidad, se han observade cambies en la sintesis de

. glucoproteinas de acuerdo al ciclo celular, y hay controversia en
relacién a si la fluidez de la membrana plasmatica es importante
en la regulacién del crecimiento; ademds hay evidencilas que
apoyan que las glucoproteinas de la superficie celular que actuan
como receptores, estdn asociadas con el arreglo submembranal de
microtubulos y microfilamentos, que regulan asi la movilidad de
los receptores y el paso de las setiales de crecimiento de la
superficie celular al interior.

pesc a traves de la membrana se ha propuesto como un regulador
primarioc en el inicio de la proliferacién. El1 trapsporte d=
pequefias moléculas permite a las ceélulas proveerse de nutrientes
lo que pernmite su crecimiento.

Sintesis y degradacion de proteinas - La sintesis de
proteinas aumenta cuando las ceélulas guiescentes son estimuladas
y se ha observado que la degradacién de varios tipos de protelnas

disminuye.

ARN - Los ARN ribosomal, de transferencia y el mensajero se
incrementan cuando se estimulan las células en estado quiescente,

Nucledtidos ciclicos - Se ha definido que el AMP ciclico vy
el GMP ciclico estadn invelucrades en la regulacién  del
crecimiento. Las evidencias indican que el aMPc detiene el
crecimiento celular y el GMPc lo estimula, se considera que
tienen efectos opuestos y los niveles de ellos y de las enzimas
in{oiucradas en su sintesis y degradacidn actuan sobre el cicleo
celular.

Poliaminas y ornitins descarboxilasa - Un aumento en las
poliaminas v en la enzima que principalmente regula su sintesis,
la ornitina descarboxilasa, se ha observado que ocurre muy
tempranamente cuando se estimula el crecimiento celular y son un
requerimiento para la sintesis éptima de ADN,
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Cambios nucleares - Se ha observado que en las ceélulas que
son estimuladas para proliferar, se dan camblos en la estructura
y funcién de la cromatina, estos camblios pueden representar la
activacién de los genes y/o la preparacion para la subsecuente
sintesis de ADN. También se ha observado que la sintesis de
proteinas cromosémicas no histonas, se incrementa cuando las
células son estimuladas y llega a un maximo en la fase Gl tardla.

Pardee en 1986, en relacidn con la informacidn reciente de
los eventos bioquimicos vy moleculares que regulan la
proliferacidn celular, hizo las sigulentes consideraciones:

Los factores de crecimiento exdgenos regulan la
proliferacién de las células normales. Algunos de éstos estimulan
a las ceélulas para salir del estado de Go y entrar en el ciclo.

Otros factores se requieren a través de la fase G1 durante
la cual se prepara la célula para la sintesis de ADN. Después de
estc no se requieren factores de crecimlento, las células
continvdan a través de 5, G2 y M v llegan a G1, cuando se requiere
la adicion de factores especificos.

Los factores de crecimiento estimulan bioquimicamente a las
células al activar 1la transcripcion general y especifica y 1la
sintesis post-transcripcional. Un evento critico en G1 es el
punto de restriccién, para el paso de este punto Se requiere
sintesis general rapida de proteinas para su acumulacidén neta.

Los procesos en Go y G1 que llevan a la sintesis del ADN son
los que regulan la proliferacién en células normales.

Pardee tanbién consideré importante puntualizar algunos
aspectos del control de la proliferacién y son los siguientes:

a}) Las ceélulas quiescentes estdn en Go que es diferente del
estado G1 de las células en proliferacion, aungue ambas tienen el
mismo contenido no duplicado de ADN. Para que las células salgan
de Go se requiere reactivar su maquinaria para la sinteis de ARN
mensajero, lo cual representa un periodo de varias horas. Las
células en G1 tienen lista la maquinaria para 1la sinteis de
proteinas y ARN y se preparan rapldamente para la sintesis de
ADN.

b) Las células detenidas dentro del ciclo estan en un estado
dinamico. Después del estimulo necesario para la progresidn en el
ciclo algunas moléculas son degradadas y otras son sintetizadas
en el mismo tiempo 1o que produce un, balance diferente al
original.
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¢) Se ha hecho la diferenciacién muy clara entre los puntos
de "compromiso" y los puntos de "ejecucién'. Por ejemplo el punto
de eljecuclén para la fase S es el inicio de la sintesis del ADN,
pero el punto de compromisc sa encuentra 2 horas antes.

d) No todos los factores requarides para el crecimiento
celular son reguladores fisioldgicos, esto es, muchos componentes
son necesarios para el crecimiento, pero no todos lo regulan, por
ejemplo quitar iones de fosfato o potasio detiene el crecimiento
pero no son cruciales en determinar si la célula crece o no.

Por otro lade los niveles de factores tales el como factor
de crecimiento derivado de plaquetas y somatomedina ¢, son
criticos para determinar si las células normales crecen o no.

Pardea et al en 1986 consideraron que los componentes
generales de la proliferacién celular que actualmente se
encuentran en estudio dada su importancia son los siguientes:

1 - Factores de crecimiento 5 - ARN mensajeroc
2 - Receptores de membrana 6 ~ Proteinas

3 - Segundos mensajeros 7 - Enzimas

4 - Activacion de genes

La proliferacién celular depende en ultima instanzia de los
genas y productos de ellos a los cuales raesponde la célula.
Baserga et al en 1982 definleron que en relacién a los genes
involucrados en la prcoliferacién celular, se deben distinguir dos
aspectos: a) La ldentificaclion de esos genes y b) Los mecanismos
por los cuales esos genes son activados o reprimidos. Este ultimo
aspecto resulta ser el mds importante ya que los genes estan
presentes tanto en las células que proliferan como en las que no
lo hacen, pero la proliferacien depende de que estos genes se
expresen.

Se han ildentificado algunos aspectos importantes como Sson:
Existen evidencias de que la transcripcién de un gene de copla
anica es necesaria para el paso de células quiescentes a la
proliferacién, ya que al inhibir la ARN polimerasa 1I, que
transcribe genes de copia unica, se inhibe la -entrada de las
células a S. También se identificd que dentro de un gene hay
regiones que codifican para el crecimiento en tamatto, Yy para la
duplicacién del ADN, esto es, los requerimientos para 1la
duplicacién del ADN parecen ser diferentes a los del crecimiento
en tamafto. Dentro de los mecanismos por los cuales los genes
pueden ser activados o reprimidos se menciond de importancia, la
metilacion en sitios especificos, considerando que esta tiene
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diferentes efectos en distintos genes y de acuerdo a los sitios
que estén metllados, también se considerd que la expresién puede
ser regulada por algunas modificaciones, especialmente de 1la
molécula del ADN en las secuenclas del extremo S5°'. Al continuar
el estudio de este tipo de genes, Baserga en 1986, identificd
dentro de los genes que regulan la proliferacisn celular a cuatro
oncogenes que estdn involucrados en la transicidn de Go a Gi.

Se han realizado diversos estudios para aislar los genes
involucrados en la progresién del cicleo celular, se han enpleado
"mutantas" los mas usados son los sensibles a temperatura que
generalmente contienen una sola proteina alterada, que funciona
solamente a bajas temperaturas, la mayoria de los mutantes son
afectados en su crecimiento en un tiempo corto después de
disminuirles 1la temperatura, pero algunos son afectados soélo
cuando alcanzan un sitio especifico del ciclo como: el inicio de
la sintesis de ADN, divisién nuclear o citogquinesis, Estos
mutantes han sido ampliamente estudiados en levaduras. Pringle v
Hartwell en 1981 informaron que se han aislado mas de 35 genhes
diferentes involucrados en 1la progresion del ciclo celular
denominados cdc genes.

4) Estudios sobre proliferacion cel

E1 ADN es una de las moléculas que ha dado mayor informacioén
acerca de los cambios que ocurren durante el ciclo de vida de las
células, ha side muy util para determinar la cinética de
proliferacién celular y el tiempo del cicle celular, <también
llamado tiempo de generacion. En 1953 Watson y Crick postularon
un modelo preciso de la estructura del ADN, en 1957, Meselson y
Sthal, demostraron el mecanismo de duplicacién semiconservativa
en procariontes y Taylor et al en 1957 también demostraron la
duplicacion semiconservativa del ADN en células eucariontes.

Para el estudio acerca del paso de las celulas a través del cicio
celular o dinadmica celular se han empleado diferentes
metodologlas dentro de ellas se encuentran:

a) La utilizacién de precursores radiactives -~ Han sido
ampliamente usadas las técnicas basadas en la incorporacion de
precursores radiactivos en el ADN, seguidas de autorradiografia vy
andlisis de los patrones de marcaje en funcién del tiempo. E1
precursor mas comunmente usado es la timidina tritiada y se
administra generalmente en pulsos cortos de aproximadamente 30
minutos, en estos estudios se puede determinar:
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- Indice de marcado - Se determina por radioautografia la
- fraccién de ceélulas que tienen su nicleo marcado con granos de
plata, este indice esta relacionado con las células que pasaren
por la fase S y se -obtiene 1la fraccién de crecimiento.
Schoenfield y Kallwan en 1980 propusieron un procedimiento,
cuantitativo para una determinacién mds clara del indice de
marcaje, que consiste en contar la distribucién de granos.

- Fraccion de mitosis marcadas - Propuesto por Quastler y Sherman
en 1959, este mé&todo consiste en determinar el ntmero de
mitosis, que se encuentran marcadas después de un pulso, es el
método mas ampliamente usado y proporcilona informacidn acerca de
la duracidn de las fases del ciclo celular.

tos métodos autorradiograficos tienen varias desventajas
técnicas, Schneider et al en 1978 hicieron una recopilacion de
estas y consideran que son:

1} Se requiere de mucho tiempo y esfuerzo técnico.

2) Se pueden dar alteraciones en la proliferacién celular
por la incorporacién y/o eliminacién del precursor
radlactivo.

3) Se presentan problemas técnicos como la resolucidon vy
dilucién de la marca.

4} La insensibilidad de 1la técnica en celulas con
periodo intermitético largo.

Recientemente Gratzer y Lelf en 1981 y Oku en el mismo aho,
desarrollaron un método basado en dar un pulso de marcaje c¢on
otro precursor del ADN, la bromodesoxiuridina {Brdy) ;
posteriormente hidrolizan para producir un ADN de cadena sencilla
que es el que ha incorporado BrdU y tinen con un anticuerpo
fluorescente contra BrdU. La fraccién de celulas marcadas con
BrdU pueden determinarse con un microscopio de fluorescencia o
por medio de citofluorometria. Para una mayor eficiencia de este
procedimiente Gratzner en 1962 desarrolld un anticuerpo
monoclonal contra BrdU y Raza et al en 1984 también emplearon
anticuerpos monoclonales contra BrdU para detectar sintesis de
ADN.
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b) Analisis de la distribucién del ADN -

Este tipo de anadlisis ha tenido gran impulso por el
desarrollo de la citofluorometria que permite determinaciones

rapidas y seguras., Ademas no requiere incorporacién de
precursores como la timidina tritiada o la bromodesoxiuridina que
son potencialmente toxicos o mutagénicos. Se colectan 1las

células, se dispersan para tener suspensiones de una sola célula
v sSe tifien con un colorante fluorescente especifico para ADN.
(Melamed, 1972). Gray et al en 1983 consideraron algunas
desventajas a la técnica entre las que se encuentran:

1) La poblacién celular debe reducirse a suspensiones de una
sola celula.

2) Las células no pueden relacionarse con su localizacioén
dentro del tejido.
3) El equipo requerido es muy caro y complejo.

+

No se obtiene informacién acerca de la duracisén de cada
una de las fases.

Para complementar la informacién se ha propuests analizar el
ciclo celular por medio de diferentes parametros. Darzynkiewicz vy
Andreeff en 1981 comentaron que se han desarrollado teécnicas
citofluorométricas para medir ademas del contenido de ADN el
contenido de ARN en mediciones simultaneas. Tambien han detectado
incorporacién de BrdU, se han analizado la estructura de 1la
cromatina nuclear con base en su estabilidad in situ al calor ¢
al tratamiento con acidos. Los autores propusieron con base en
sus resultados que se pueden hacer nuevas subdivisiones al ciclo
celular, determinando que se pueden considerar 13 compartimientos
funcionalmente distintos.

Gray et 2l en 1986 realizaron una revisidén- acerca de la
utilidad de la citofluorcmetria en el estudio de la proliferacion
celular. Analizaron la wutilidad de la ténica de medidas
simultaneas del contenido de ADN y cantidad de Brdl Incorporada,
al utilizar dos colorantes fluorescentes de diferente longitud de
onda ({(ejemplo rojo y verde), uno se une al ADN total y el otro
sélo al que ha incorporado BrdU. Las aplicaciones de 1la
metodologia BrdU/ADN son las siguientes:

1) Determinacion de 1a fraccion de células en G1, en S y en
G2 + M .
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2} Determinacién de la duracién de las fases GL, Sy G2 + M,
definir la dispersidén celular en las diferentes fases del
ciclo y cuantificar la fraccioén de células en
crecimiento.

3) Analisis de 1la proliferacion celular en respuesta 'a
agentes especificos.

U, hallazgoe muy importante en la decada de los 70 fue el
lograr tincidén diferencial de cromdtidas hermanas por métodos no
autoradiograficos, esto sa logrd mediante la incorporacién de la
5-bromo-desoxiuridina (BrdU) que es un analogo de la timidina que
se incorpora facilmente a las cadenas de ADN en formacidn. Las
células que soélo han pasade un ciclo de duplicacidn en presencia
de la BrdU muestran en la mitosis todos sus cromosomas obscuros,
vya que ambas cromatidas son iguales quimicamente, se encuentran
monosubstituidas. En aquellas metafases que han pasado por dos
ciclos de duplicacién en presencla de BrdU sus cromosomas
presentan una cromatida obscura que estd monosubstituida con
BrdU y una cromatida clara que estad doblemente substituida con el
analogo en estas mitosis el cincuenta por clento de las
cromatidas son claras y el otro cincuenta por ciento son
obscuras. En las metafases que han pasado por tres ciclos de
duplicacién en presencia de BrdU se pueden observar cromosomas
con ambas cromatidas claras, esto es doblemente substituidas con
BrdU y cromosomas con una cromazida clara y una obscura, en estas
mitosis se observa el setenta y cinco por ciento de cromatidas
claras y el veinticinco por ciento restante obscuras.

Tice et al en 1975 presentaron un modelo que explica el mecanismo
de tincién diferencial en los cromosomas metafdsicos que han
incorporado BrdU (Figura 3).

El esquema estd basado en tres premisas fundamentales que
son:

a) La duplicacién semiconservativa del ADN.

b) Una cromatida, estad constituida por una sola doble heélice

¢} Los cromosomas se segregan al azar en la divisien
celular.



Figura 3.

Mecanismo para la Tincion Diferencial
entre Cromatidas Hermanas por la
incorparacién de BrdU.
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. 5) ‘Estudios sobre proliferacién celular mediante la tincion
diferencial de cromadtidas hermanas.

El poder identificar claramente la historlia de duplicacidn
de las células con base en la tinclén diferencial de cromatidas
hermanas por 4incorpoiracion de Brdu, constituyéd un metodo
alternativo para el estudic de la proliferaclidn celular. Se puede
determinar si las células han pasado por uno, dos o0 tres clclos
de duplicacion.

Diversos autores han realizado estudios para determinar 1la
proliferacién celular tanto in vitro como in vivo, por medio de

la técnica de tincién diferencial.

En los ahos de 1975-1976 aparecieron los primeros estudios
al respecto, entre ellos se encuentran: Bianchi y Lezana que en
1976 estudiaron la cinética de la proliferacidn celular en
cultivo de linfocitos. Determinaron que el método de estudio es
muy util y se puede identificar claramente el porcentaje de
linfocitos que han pasado por uno, dos o tres cilclos de
duplicacién. Ademds, sus datos mostraron que la dosis minima de
BrdU para obtener buena diferenclacién es de $ ug/ml. Tice et al
en 1976 estudiaron 1la proliferacion celular en linfocites
estimulados con fitohemaglutinina, al emplear diferentes dosis de
BrdU, sus resultados mostraron que yna dosis alta inhibe 1la
proliferacién celular, pero 2al usar una cantidad menor de 35
micromolar no se observa inhibicien. Crossen y Morgan en 1977 vy
en 1981, estudiaron la vproliferacién de 1los linfocitos en
respuesta a diferentes mitogenos como la fitohemaglutinina y wun
derivado proteico purificado de la tuberculina. Sus resultados
mostraron que en los cultivos de linfocitos se presentan
diferentes poblaciones con diferente duracisén de ciclo. Wagner
et al en 1983 emplearon ésta metodologia para el analisis de las
aserraciones cromosdmicas inducidas por rayos X en' el primer
ciclo de duplicacién. Frias y Carnevale en 1983 con este método
determinaron las ~“lteraciones en el ciclo celular en pacientes
con diferentes sindromes. Asi mismo, Morimoto gt al en 1983
por el uso simultéineo de esta teécnica y autorradiografia, con una
combinacion de ellas para determinar cuando se sintetiza ADN v
cuantas veces o cuantos ciclos de duplicacisen pasan los
linfocitos, indicaron que sin importar si los linfocitos empiezan
a ciclar temprano o tarde despues de 1la estimulacidn con
fitohemaglutinina, tienen el mismo tiempo de generacién. En
relacion al estudio de la proliferacion celular en sistemas in
vivo, Schnelder et al en 1977 analizaron la proliferacién celular
en médula ésea de rata 'y determinaron ademds que una
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concentracién baja de 8rdU no inhibe la cinética de
proliferacién, aspecto que debe ser tomado en cuenta al estudiar
la proliferacién celular pues a dosis altas la BrdU es capaz de
inhibir la proliferacitn celular.

Se han propuesto diferentes métodos para el analisis de los
resultados sobre.la proliferacién celular obtenidos al utilizar
BrdU. La principal diferencia es el determinar la proliferacién
celular con el empleo para el estudio de un sole punto de
andlisis y el empleo de varios puntos para el analisis y 1la
determinacién del tiempo del ciclo celular. El primero de 1los
métodos disefade por Dutrillsux y Fosse en 1976 y Tice gt al en
1979, es el analisis de la distribucién de metafases en primero,
segundo y tercer ciclo a diferentes tiempos y tomar como duracién
de ciclo el intervalo de tiempo entre el 50% de mnmitosis en
primero y 50% de mitosis en segundo o entre el 50% de metafases
de segundo ciclo y el 507 de metafases en tercer ciclo., Becher y
Schmidth en 1982 propusieron un método para calcular el tiempo de
¢ciclo que consiste en: considerar el tiempo de cultive en
presencia de BrdU menos 1la mitad del tiempo con colcemida
dividido entre el numero de ciclos celulares observados.

Ivett y Tice tambien en 1982 propusieron otro método para
calcular el tiempo promedic de generaciodn consistente en:
considerar el tiempo de cultive en presercia de BrdU y dividirle
entre el porcentaje de células en primer ciclo multiplicado por
une, mas el porcentaje de células en segundo ciclo multiplicado
por dos, maAs ' el porcentaje de células en tercer cicloe
multiplicado por tres entre 100. Trent et al en 1986 efectuaron
una comparacién de los diferentes métodos utilizades para 1la
determinacion del tiempo total del ciclo, comentaron que en los
casos cuando se usa un solo punto de analisis la duracien
obtenida de ciclo puede ser variable, depende de la hora de 1la
cosecha y afirman que la forma mas segura de determinacién es
tomar diferentes puntos y analizar la distribucién de las
metafases en los diferentes ciclos celulares segun la forma
propuesta por Dutrillaux y Fosse, 1976 y Tice et al en 1979.

D) MEDULA OSEA

1.~ Caracteristicas Generales.-

La médula ésea es un tejido de gran'importancia bilologica,
ya que representa el sitio principal da la hematopoyesis.
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Golub en 1982 comentd que la médula ésea de los mamifaros es
una fuente de c¢élulas gque puede reconstruir por completo el
sistema hematopoyético de un animal letalmente irradiado. Ademas
comentd que todos los tipos de ceélulas sanguineas son derivadas
de una célula comun, la célula basal hematopoyética. Esta célula
de proliferaciédn lenta, multipotente y no comprometida da origen
a células con proliferacién activa que estadn comprometidas a

distintos caminos de diferenciacién. El microambiente presente
en la médula, representa el lugar donde ocurre la induccién o
comproniso, son los eritrocitos, granulocitos. monocitos ,

plaquetas vy linfocitos las formas finales de la diferenciacién.
También propuso las condiciones requeridas para el estudio de 1la
hematopoyesis in vitro.

Fliendner vy Calvo en 1984 dafinieron que la médula dsea es

un organo formado por dos sistemas de Jiferente origen: El
primero se encuentra conformade por las células basales
hematopoyeéticas ¥y sus descendlentes , el segundo sistema estd

constituldo por los elementos del estroma en el cual las células
basales proliferan y se diferencian.

Baserga en 1981 defini6é que de acuerdo a su proliferacion la
médula ésea estd constituida por tres diferentes poblaciones
celulares. La primera comprende células que se dividen
continuamente, esto es llegan de una mitosis a la préxima en
corte tiempo, es un grupo de alta proliferacién. La segunda
poblacidn contiene ceélulas que abandonan o dejan el ciclo después
de -un cilerto numeroc de divisiones y se convierten en células
diferenciadas. Las ceélulas de 1la tercera poblacidn delan
temporalmente el ciclo y permanecen en estado quiescente hasta
que las condiciones del medioc estimulan su reentrada en el ciclo.
Algunas de las células basales pertenecen a este grupo.

2.- Estudios Citogeneticos en Medula Osea.

Gran cantidad de estudios citogenéticos se han 1llevado a
cabo con la medula ¢sea de diversos organismos como sistema de
estudio entre ellos se encuentran: Schneider et al en 1977
estudiaron 1la duplicacién de las células de la médula dsea de
rata, in vivo a diferentes tiempos empleando BrdU. Ivett y Tice
en 1981 estudiaron los aberraciones cromosdémicas y la frecuencia
de ICH inducidos en médula 6sea de murinos. Harker et al en 1983
determinaron la homogeneidad en el cicle celular en médula édsea
de diferentes huesos en ovejas. Becher y Sandberg en 1984
estudiaron la frecuencia de ICH y duracién del ciclo en madula
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¢sea de humanos. DuFrain et al en 1984 estudiaron la frecuencia
de ICH por medio de tres diferentes anadlogos de la timina en
células de la médula dsea de ratén y conejo. Morales-Ramirez

et al en 1984(a) realizaron estudios sobre la frecuencia de ICH
producidos por rayos gamma en médula Osea de raton. Ogawa et al
en 1985 determinaron el efecto de la desnutricion sobre el numero
de diferentes tipos celulares en meédula dsea de rata. Tice e
Ivett en 1985 definieron que en la década pasada se ha
incrementado el conocimiento acerca de la sensibilidad de 1la
médula 6sea a los estimulos externos e internos, particularmente
a los agentes citotdxicos (daho que causa la muerte celular) y/o
genotoxicos (dafio al ADN que puede causar nuerte celular,
mutacionas, c¢ancer etc.). Ademas consideraron gque la gran
velocidad de recambio de la médula o¢sea, hace que sea un tejido
sensible a diversos agentes Yy que es por Ssu alta velocidad
mitética y su facilidad de manejo técnico un sistema experimental
muy 8til en Genatica Toxlcolégica.

Fliedner et al en 1986 en un articule de revisién
comentaron el efecto de las radiaciones sobre la medula osea.
Definieron que el dano sobre las células del parenquima ocaciona
que las celulas tallo plerdan la capacidad de formar un numero
suficiente de celulas altamente diferenciadas en la sangre, esto
se manifesta clinicamente como leucemia & anemia aplastica. Las
c&lulas del estroma son también sensibles a las radiacicnes y el
datio ocasiona que pierdan la capacidad de mantener la duplicacién
de las células tallo por large <tiempo vy se altera el
microambiente requeride para mantener el estado de equilibrio
entre la produccion de celulas y la muerte celular. Crossen et al

en 1986 determinaron mediante la tincidn diferencial de —

cromatidas hermanas por incorporacidén de BrdU, el tiempo de
generacion de las ceélulas de la médula dsea de humanos.
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E} PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

La DCP es una enfermedad grave que representa un serio
problema de Salud Publica y se encuentra ampliamente distribuida
por el mundo, esto ha originade que varios 2rupos de
‘investigacidn se interesen en el estudio de este padecimiento.

. Actualmente en varios palses se realizan trabajos acerca de los
efectos de la desnutricioén en diversos campos como son: el
inmunolégico, fisiolégico, biloquimico, celular, molecular, de
desarrcllo y conductual.

Los resultados obtenidos en los diferentes campos podran
complementarse para comprender mejor las manifestaciones de la
enfermedad y lograr un tratamiento mas adecuadoc de los ninhos
desnutridos, tanto en el nivel individual como en el de la
comunidad. Tambien es de gran importancia el analisis de las
posibles secuelas del padecimiento y la capacidad biolégica dn
recuperarse de algunas de 1las leslones causadas por la
desnutricién. Por ultimo seria de gran importancla el detectar si
algunos organismos poseen una mayor sensibilided a2 padecer
desnutriciéen grave.

Dada la gran importancia que representa la desnutricién en
nuestro pals y dado que los efectos o dafios causados por ella se
dan en primera instancia a nivel celular, en el Laboratorio de
Biologia <Celular del Departamento de Ciencias de la Salud se
tiene el programa de estudic '"Efectos a nivel celular de la
desnutricién” Dentro de ese proyecto se llevé a cabo el
presente trabajJo en el cual se planteron los sigulentes
objetivos:
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II OBJETIVOS

Determinar el efecto de la desnutricidn sobre las células de
la meédula osea de ratas desnutridas durante 1la . lactancia, al
evaluar la Proliferacién Celular vy la Frecuencia de Intercambios
entre CromAtidas Hermanas (ICH) tanto in vivoe, en un estudio
transversal a 18 y 21 horas como in vitro, en un estudio
longitudinal de 20 a 40 horas, mediante la tincidn diferencial de
cromatidas hermanas por incorporacisén de Brdu.

Evaluar la recuperacién in vivo de las ceélulas de la medula
6sea en ratas desnutridas durante la lactancia y posteriormente
permitirles un periodo de recuperacién de la desnutricién en
duracion igual al de la lactancia (2t dias). Determinar 1la
Proliferacién Celular, Frecuencia de ICH y como parametros de
apoyo Cuantificacién de proteinas sericas y peso corporal.
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III1 MATERIALES Y METODOS

En el disefio experimental (Figura 4) se reune la secuencia
de estudios para producir la DCP, evaluarla y realizar:
- Estudios in vivo con ratas de 21 dias de edad.

- Estudios in vivo con ratas de 42 dias de edad en
recuperacién de la desnutricien.

N
Y como parametros de apoyo a los estudios citogenéticos se
evaluaron el peso corporal y la concentracidédn de proteinas
séricas en ratas desnutridas de 21 dias y en ratas en
recuperacion de la desnutricién de 42 dias.

- Estudios in vitru con ratas de 21 dias de edad.

Se usaron ratas de  la cepa Wistar reproducidas en el
bioterio de la Divisidn de Ciencias Biolégicas y de la Saiud de
la Universidad Autonéma Mecropolitana Unidad Iztapalapa
mantenidas bajo condiciones controladas de temperatura, luz vy

circulacién de aire.

2) e

Se efectud la desnutricidn por competencia de alimento
durante el periodo de lactancia. Al dia siguiente a su nacimiento
se formaron dos lotes, el lote testigo integrado por nodrizas con
& crlas cada una y el lote experimental integrado por nodrizas
con 15 crias cada una. Se determiné el peso de las crias cada 2
dias para evaluar el crecimiento.

Se consideraron como ratas desnutridas aquéllas que
presentaran a los 21 dias una diferencia en peso mayor al 40%
con respecto a aquellas ratas alimentadas en forma adecuada
durante el mismo periodo de tieapo.
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3), Recuperacien d

1a desnutricion

A los wveintidn dias las ratas fueron destetadas y se
colocaron cinco de ellas por caja, se alimentaron con
comprimidos Purina ad libitum durante los siguientus 21 dias

a) Para los estudios jin vivo, se sigui¢ el metodo
desarrollado por Morales-Ramirez (1980); Morales-Ramirez et al
(1984 Db), propuesto por Russev y Tsanev (1973). Se inyecto

intraperitonealmente una suspension acuosa de BrdU (Sigma Chem.)
adsorbida a carbon activado (Merck) en una dosis de 1 mg/gr de
peso corporal,

La adsorcion de la BrdU al carbon activado se llevd a cabo
mediante la agitacién de una solucién acuosa de BrdU (20mg/ml) en
agua bidestilada, a la cual se agregaron 100 mg de carbon
activado por mililitro de solucién v se mantuvo en agitacion
magnética durante 2 horas en obscuridad. El carbén activado fue
previamente lavado varias veces con hidroxido de sodio (NaOH) 1N,
y posteriormente lavado varias veces con acido clorhidrico (HC1)
IN, entre cada lavado se esperd 10 min, se desechd el
sobrenadante. Después se lavé en agua desionizada hasta obtener
el pH del agua (aproximadamente 6). Se secé en el horno a 150 *C
y antes de pesarse se sectd a la flama.

b) Para los estudios ip vitro, se prepard en la obscuridad
una solucién de 4 mg de BrdU en i0ml de agua destilada, se
esterilizé por filtracién y de esta solucion se agregaron 0.3 ml
por caja de cultivo. Se tuvo una concentracion final de Brdu de
2.5 x 10 a'la menos 5 Molar.

5) Extraccion de la médula osea

inyeccién de la BrdU adsorbilda a carbdén activado, se inyectd
intraperitonealmente colchicina 0.1% en una dosis de 1 ml por
cada 100 gramos de peso corporal. Una hora después las ratas
fueron anestesiadas con cloroformo y descerebradas. Se obtuvo 21
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fémur  de una de las patas traseras, se cortaron las epifisis vy
para. extraer la medula ¢sea se inyectaron al interior del hueso
2.5 nml de medio de cultivo Mc Coy S5a modificado por uno de los
extremos, la médula se deposité en tubos de centrifuga.

En el caso de los estudios in vitro las ratas fueron
sacrificadas por decapitacién, se sumergieron en alcohol, se
retiré la piel de las patas traseras. Se cortaron éstas v se
colocaron en cajas de Pertri estériles gque contenian S ml de

- solucioén salina. Posteriomente se trabajo en un cuarto de cultive
estéril en una campana de flujo laminar, se retird el musculo vy
se obtuvieron ambos fémures, se cortaron las epifisis y se
extrajo la medula ésea por inyecciéen al interior del hueso de S
nl de medio Mc Coy 5A modificado (Microlab), suplementado al 20%
con suero de terpera (Microlab), Glutamina (Microlab) al 2% vy
0.1%2 de antibidtico (Microlab). Se colectd la médula en otra
caja de Petrli y se resuspendid¢ suavemente varias veces con pipeta
Pasteur. Se contaron las células en un hemocitémetro y se
determiné viabilidad por medio de la prueba por exclusién con
azul tripano. Se colocaron las cajas de cultivo en una
incubadora a 37 °C con Bidéxido de cCarbonc al 20% en aire
humidificado. Con una densidad celular de 4 millones de células
por mililitro de medio de cultivo. Se dejaron las células en
adaptacién a las condiciones del medio durante 12 horas.
Posteriormente se agregd BrdU en una concentracién final de 2.5
por 10 a la menos S M, se protegieron de la luz cubriende las
cajas con papel aluminio y se prosiguid el cultivo en las mismas
condiciones mencionadas anteriormente. Se dejaron los cultives
hasta el tiempo de cosecha entre 20 a 40 horas, 12 horas después
de la adicieén de la BrdU se agregaron 2.5 ml de medio fresco
m&s la parte proporcional de BrdU. Una hora antes del tiempo de
cosecha se ahadieron 0.2 ml de colcemida (Microlab 10 ug/ml).

Para los estudios in vivo se realizaron las cosechas a las

18 y 21 horas en las ratas de 21 dilas y a lag 21 heras en las
ratas de 42 dias de la manera siguiente:

El material se colectd directamente en un tubo de
centrifuga. La médula &sea fue resuspendida vigorosamente Yy
centrifugada a 1,500 rpm durante 10 minutos, se desechd el
sobrenadante, se dejé solamente 1 ml; se agregaron 4 ml de
solucién hipoténica (KCL 0.057 M) a 37 °C con agitacidn continua,
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se incubaron en esa solucién durante 20 min a temperatura
ambiente, posteriormente se centrifugaron 10 min a 1,500 rpm, se
deseché el sobrenadante hasta 1 ml y se afiadieron 4 ml de fijador
frio (metanol -~ Acido acético 3:1) en agitacion constante. Se
centrifugaron nuevamente. Se lavaron dos veces con fijador. Se
dejd el paquete calular obtenido con un mililitro de fijador.
Durante la cosecha se protegieron las células de la luz.

En el caso de los estudios in vitro las cosechas se
realizaron cada cinco horas desde las 20 hasta las 40 horas de
incorporacien de Brdu, las células fueron resuspendidas
suavenente con pipetas Pasteur y se pasaron a2 tubos de centrifuga
y se cosecharon de la misma forma a la descrita en el parrafo

anterior.

Los paquetes celulares obtenidos se resuspendieron y se
dejaron caer tres gotas de esta suspensién sobre un portaobjetos
limpio y frio, se soplé para dispersion del material y se secaron
a la flama. De cada paquete celular obtenido se hicieron dos
preparaciones.

8) Iincion diferencial de cromaridas hermanas

Se usé la técnica basada en el método propuesto por Wolff y
Perry en 1974, modificada. Las preparaciones fueron sumergidas
durante 30 minutos en una solucién de Hoechst (bibenzamida
33258), en una concentracion de 9 ug/ml, preparada en agua
destilada. Después de este tiempo se enjuagaron en agua
corriente, se secaron 2l aire y se montaron en solucion
amortiguadora S¥ransen a pH 6.8 .(fosfato moncbasico de potasio,
fosfato dibasice de sodio). Posterlormente se colocaron en una
caja negra a 2 cm de distancia de una lampara de 20 watts de luz
negra (General Electric), durante tres horas y media. Después
fueron lavadas con agua corrlente, secadas al aire y tefiidas
durante cuatro minutos con Giemsa (Merck), al S% preparado con
Strensen y finalmente se montaron con resina sintética (Sigma).
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Para el estudio de la proliferacién celular se revisaron las
preparacliones al mnicroscopio, se clasificaron 100 mitosis
consecutivas en primero, segunds o tercer ciclo de duplicacién,
de acuerdo a su tincién diferencilal. Cuando se tenla duda en
alguna mitosis ésta no fue tomada en cuenta. En el caso de 1los
estudios in vivo con ratas de 21 dias, se apalizaron tres
preparaciones por rata, se registraron en cada una 100 mitosis
consecutivas, en los demas casos se analizé una preparacion por
rata.

Con los datos obtenidos se deterninaron los porcentajes de
células que han pasado por uno, dos o tres ciclos de duplicacién
(Figura 3) y se calculd el Tiempo Promedlo de Generacién (TPG),
siguiendo la ecuacién propuesta por Ivett y Tice en 1982:

tiempo de incorporacién de Brdu
TPG = ——— -
(1 X% 16.)4(2 X % 20.)+(3 X % 30.} / 100

En todos los casos se determind el IM por conteo de mil
cé¢lulas, se anoté el numero de mitosis que se encontraban, se
consideraron en division mitotica unicamente aquellas células que
se observaron en metafase.

Los ICH se analizaron en células de segundo ciclo de
duplicacién, se determind el numeroc de ICH por mitosis en 25
nmetafases por rata, aunque en algunos casos no fue posible llegar
a este numero., principalmente en el caso de 1as células de ratas
desnutridas en los estudios in vitro. Se cuantificaron las ICH
en metafases que tuvieron sus cromatidas hermanas claramente
diferenciadas y con el numero creomosémico completo (42
cromosomas) .
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10) Cuantificacidn de proteipas séricas

" Se emplearon ratas de 21 dias desnutridas por competencia
de alimento durante 1la lactancia por el métodc descrito
anteriormente vy ratas en recuperacién de la desnutriciéon de 42
dias.

La obtencién de suerc para la determinacisén de proteinas
totales se realizd de la siguiente manera: Las ratas fueron
sacrificadas por decapitacién, se colectd la sangre e&n tubos de
centrifuga, se procurd que se deslizard por las paredes del tubo
para evitar la hemdlisis. La sangre se dej¢ reposar durante 24
horas a temperatura ambiente para la separacién del suero, el
cual, posteriormente, fue centrifugado durante 10 minutos a 2,500
rpm  para eliminar impurecas y se guardd en congelacién {(a menos
40 °¢C), hasta su cuantificacién. S2 cuantificé el contenido
protéico de los sueros mediante la técnica de Lowry et al (1951),
de 1la siguiente manera: se tomaron 2.5/11 de suero vy se le
adicionaron 1 ml de agua destilada v 5 ml de solucion de (HaHCO3
+ NaOH + tartrato de sodio + CuSe4 + H20}, vy se agregaron 0.5 ml
de reactivo de Fenol Folin-Cicalteau (iN) diluido 1:1 con agua
destilada v se dejaron reposar a temperatura ambiente durante
60 minutos, se leyeron a €60 nm en un espectrofotometro (Zeiss
M20) diluidos previamente 1:5.

11) Estadistica

Los datos obtenidos se expresaron, en general, como
pronedios mas menos la desviacidn estandar. Para los andlisis de
significancia estadistica, se enplearon 1la prueba de "t de
Student" para comparar las frecuencias de ICH, la concentracioén
de proteinas seéricas y los tiempos promedio de generacidn. Lta
prueba de Chi cuadrada (X2) pars proporciones se utilizé para
comparar los porcentajes de células observados en cada uno de los
ciclos de duplicacién y para la comparacion de la distribucien de
los ICH (Siegel, 1986 ; Snedecor y Cochram, 1981).
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IV RESULTADOS

"'A) ESTUDIO IN VIVO EN RATAS DESNUTRIDAS DE 21 DIAS DE EDAD.

Los datos promedio de peso corporal del dia siguiente al
nacimiento a los 21 dlas de edad de 20 ratas en el grupe testigo
y 30 en el grupo experimental se muestran en el Cuadro 1 de
resultados, con ellos se elabord una curva de incremento en peso
(Grafica 1). Los datos muestran que no existia diferencia en los
pesos de las ratas que se colocaron en dos lotes al dia siguiente
a su nacimiento, el promedio de peso es de 7.0 gr en anmbos
grupos, con el tiempo se observé que el incremento en el peso de
las ratas del lote experimental fue menor al observado en el lote
de las ratas testigo, se observa diferencia de peso significativa
ya a los 5 dias de edad. A los 21 dias se observa una diferencia
altamente significativa entre ambos lotes, el promedio de peso
fue de 48.3 + 3.2 gr para las ratas del lote testigo y 22.8 3 4.1
gr para las ratas del lote experimental. Se observa en este
ultimo grupo una disminucién de peso alrededor del S0% , lo que
implica una desnutricioén calérico-proteica severa. Ratas
obtenidas de estos lotes fueron utilizadas en los estudios de
desnutricién a los 21 dias de edad. Se consideraron como ratas
desnutridas aquéllas que mostraron una diferencia de peso mayor
al 407% en relacién a ratas de su misma edad alimentadas
adecuadamente.

b) BROTEINAS SERICAS

La concentracién de proteinas séricas totales se determin®
en 20 ratas de cada uno de los lotes, los resultados se muestran
en el Cuadro 2. En las ratas bien nutridas de 21 dlas de edad se
.obtuvo un promedioc de 67.5 + 7.8 ug/ml, <con una amplitud de
valores desde 55.7 hasta 84.4 pg/ml; en el caso de las ratas
desnutridas de la misma edad, se obtuvo un promedic de $3.0 17.6
pMg/ml y los valores oscilaron desde 41.0 y 65.7 ug/ml.  La prueba
estadistica de "t de Student” mostré una diferencia significativa
entre ambos grupos de animales a faver de las ratas testigo o
bien nutridas (t = 5.96, gl 38, p ¢ 0.001).



CUADRO |

PESO OORPORAL (g} DE RATAS TESTIGO Y CESNUTRIDAS DESDE
EL DIA SICU A SU NACIMIENTO HASTA EL OESTETE
21 DIAS DE EDADL.

TESTICOS DESNUTRIDAS ~ PERDIDA
== RS
DA AESO DE PESO DE
{740 06 70 04 —
3 112 08 80 05 2.6
5 166 22 97 16 a6
7170 06 1o 08 3.3
9 203 20 25 4 38.4
1 264 2.0 3.4 19 0.2
13307 18 155 1.9 49,5
5 29 29 183 1.8 444
7 400 L7 9.2 26 52.0
19 453 22 20 3.4 53.6
2 483 32 228 44 52.8

EL PROMEDIO REPRESENTA EL PESO OE 30 RATAS DEL LOTE
EXPERIMENTAL Y 20 EN EL GRUFQ TESTIGO
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CUADRO 2,

CONCENTRACION DE PROTEINAS SERICAS (ug/m! da suero) EN
RATAS DESNUTRIDAS Y TESTICO DE 2t DIAS DE EDAD.

TESTIGOS DESNJTRIDAS
84.40 :
28,40 g
7507 .
24.40 60.40
2373 .
59.40
oy 56.40
e 55.73
" 6563 240
6440 T
4 50.40
o 49.73
N& 46.40
73 7
ye 45.07
58.40 24
5573 b
R £ DE 67.50+7.8 530 +7.6

t =596 gl=38 p{0.00¢
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2) PROLIFERACION CELULAR (Ortiz y Betancourt, 1984)

Para el estudio in vivo en ratas de 21 dias de edad, se
analizd el porcentaje de células en primero, segundo y tercer
ciclo de duplicacion de acuerdo con la tinciédn diferencial en 9
ratas bien nutridas vy en 7 ratas desnutridas, los datos se
muestran en el Cuadro 3. En ellos se observa que el procentaje
de células que han pasado por dos ciclos de duplicacion despueés
de 18 horas de incorporacién de BrdU es muy diferente en las
desnutridas (14%) al observado en las bien nutridas (557),
consecuentemente el porcentaje de mitosis que han pasade sélo por
un cicio de duplicacion es mayor en las desnutridas (86%) al de
las bien nutridas (45%). En ambos casos el porcentaje de células
en tercer ciclo fue practicamente nulo. 8Se calculé el Tiempo
Promedic de Generacidén (Cuadro 4) en ambos casos, este fue de
11.6 + 0.9 hrs para las bien nutridas y 15.9 + 1.0 hrs para las
desnutridas. Se comparé el Tiempo Promedio de Generacion obtenido
en las células de las ratas desnutridas con el obtenido en las
células de las ratas testigo mediante la prueba de "t de
Student”, y se observé diferencia estadisticamente significativa
entre ambos (t = 9.2, gl 14, p«0.001). Ademds se compararon los
porcentales de los ciclos de duplicacién obtenidos en cada uno de
los lotes mediante la prueba de Chi cuadrada, se obtuvo una
diferencia altamente significativa ( X = 38.5, gl 2, p¢0.001 )

3) INDICE MITOTICO

Tambien se determiné el indice mitético en ambos grupos de
ratas (Cuadro 5) se obtuvo un promedio de 1.39+ 0.08 para las
blen nutridas y 1.77+ 0.0f para las desnutridas. Se compararon
ambos promediocs mediante las prueba de 't de Student” y se
obtuvo una diferencia significativa entre ambos grupos, siendo
mayor el indice en el caso de las ratas desnutridas { t = 3.09,
gl 14, p ¢« 0.01)

4) FRECUENCIA DE ICH (Betancourt et al 1986)

En los estudios in vivo en ratas de 21 dias de edad, se
determind la frecuencia de ICH por mitosis en 25 metafases de
segundo ciclo de duplicacion, en 12 ratas desnutridas y 12 ratas
bien nutridas, en ambos casos el tiempn de incorporacién de BrdU

fue de 21 horas. Los resultados se muestran en el Cuadro 6. En
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CUADRO 3.
PORCENTAJE DE MITOSIS EN PRIMERO, SECUNDO Y TERCER CICLO OE
DUPLICACION Invivo EN RATAS TESTIGO Y DESNUTRIDAS
{18 HRS. DE INCORPORACION DE B8rdly
Clelo de Duplicactdn
Ratas Testigo Ratas Desnutridas

fo. 20, 3o. 1o 20, Jo.
64 36 - s & -
58 42 -- 93 7 —--
46 54 - 88 12 i
16 52 2 87 {3 -
43 57 - 84 16 -
42 51 1 84 16 -
3 62 2 7 26 -
34 66 - * * *
32 67 i * * *

X 44,6  54.8 0.7 86.3 13.6 0.l
£{0.7 #{1.2 #09 +{1.2 #6.9 )4

TT
X =38.55 g12 p<0.00¢

n =9 ratas test.go, n = 7 ratas dasnutridas
Ndmero mitosts analizadas: 2,700 y 2,100 respectivamente



CUADRO 4.

TIEMPO PROMEDIO DE CENERACION (TPC]. Invivo EN
RATAS TESTICO Y DESNUTRIDAS DE 21 DIAS DE EDAD

TESTICO DESNUTRIDAS
13.2 17.4
127 16.8
1.7 v 16.4
15 159
s 15.5
113 15.5
108 1.
10.8 —
10.7 —_
R+DE  11.6+09 159410
n g 7

t=9.24, gl 14, p<0.001



CUADRO §.

INDICE MITOTICO EN RATAS TESTIGO Y DESNUTRIDAS DE
21 DIAS DE EDAD, INYECTADAS CON BrdU 18 HORAS

ANTES DEL SACRIFICIQ.
TESTICO DESNUTRIDAS

1.8 2.2

1.6 2.0

t.5 {9

1.5 1.6

1.4 1.6

13 . 1.6

1.2 1.5

1.2 *

1.0 »

R+DE. 1.39 £ 0.08 1.77 £ 0.098

n 9 7

t=3.09, glid, p<0.0f
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CUADRO 6.
FRECUENCIA DE ICH inviva EN RATAS
TESTICO Y ESNUTRIDAS DE 21 DIAS DE EDAD.

TESTIGOS DESNUTRIDAS
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R+DE 250 +0.64 3.40 £0.54
t=369, gl 22 p<0.005

EL PROMEDIO REPRESENTA EL NUMERO DE ICH/ MITOSIS/rata DEL
ANALISIS DE 25 METAFASES EN SECUNDO

» En esta rata sdlo se onalizaron 20 mitosls
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las  ratas bien nutridas el numero de ICH por mitosis fue en
promedio de 2.5 #0.64 con valores desde 1.56 hasta 3.28, En el
caso de las ratas desnutridas se obtuvo un valor promedio de 3.4
"+ 0.5, con valores desde 2.44 hasta 4.04. Se compararon ambos
valores mediante la prueba de "t de Student" la diferencia fue
estadisticamente significativa a favor de las ratas desnutridas
{t = 3.69, gl 22, p¢0.005). También se analizd la distribucién de
ICH por célula, 1los datos se muestran en el Cuadro 7 y Grafica
2. Se observd que el porcentaje de mitosis en las que se
- observaron cero o un ICH/mitosis fue significativamente mayor en
las ratas bien nutridas (39%) al observado en las desnutridas
{23%). El porcentaje de mitosis con 2 y 3 ICH/mitosis fue similar
en ambos grupos Yy el porcentaje de mitosis con 4 6 mas
ICH/mitosis fue mayor en las celulas de las ratas desnutridas
(39%) al observado en las células de las ratas del lote testigo
(24%). Se compararon estos porcentajes mediante la prueba de Chi
cuadrada, obteniéndose un valor ( X = 26.2, gl S, p ¢ 0.001)
siendo la diferencia estadisticamente significativa.

B) ESTUDIO DE LA RECUPERACION NUTRICIONAL IN VIVO

EN BATAS DE 42 DIAS DE EDAD

5) EVALUACION DE LA RECUPERACION NUTRICIONAL

Para los estudios de recuperacién nutricional, otro grupe
de ratas fueron destetadas a los 21 dias y se alimentaron
adecuadamente hasta los 41 dias de edad. .

El promedio en peso de las ratas a los 2! dias fue en este
caso para las bien nutridas de 40.0 + 4.9 gr y para las
desnutridas 19.2 +3.4 gr. Después de 21 dias de alimentacién
adecuada correspondientes al perlodo de recuperacién, se observéd
que el peso fue de 190.5 &+ 8.8 gr para las bien nutridas y 79.0 #
5.8 gr para las ratas recuperadas de la desnutricion. Los datos
obtenidos de incremento en el peso corporal se muestran en el
Cuadro 8 y Grafica 3 . En ellos puede observarse que las ratas




CUADRO 7.

DISTRIBUCION DEL NUMERO DE_ICH POR MITOSIS 1n vivo
EN RATAS TESTICO Y DESNUTRIDAS DE 24 DIAS DE EDAD

{.C.H/MITOSIS TESTICOS DESNUTRIDAS
NCM. % NUM. %
0-1 118 39 68 23
2-3 109 37 112 a8
4-5 44 15 59 20
6-7. 18 6 29 {0
8-9 4 t 16 5
10 -4 7 2 t 4
TOTAL 300 100 295 100

lx’ = 26.20; p< o.om]
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Grafica 2.Distribucion de ICH jin vivo
dad.
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CUADRO 8.

PESO CORPORAL {g) DE RATAS TESTICO Y EN RECUPERACION
NUTRICIONAL EL DESTETE. HASTA LOS 41 OIAS DE EDAD.

DIA  TESTICO RECUPERADAS

PESO+ DE. PESO% DE.  OIFERENCIA

EN PESO %,
20 400 49 192 34 520
23 496 448 209 30 56.0
25 537 57 210 45 48.8
27 608 7.2 75 57 38.8
20 652 At 418 6.2 35.8
3 6723 79 480 37 28.5
a3 737 17 513 67 304
5 817 67 542 46 3.6
37 8t 19 623 8.2 28.4
39 924 68 6.4 8.4 28.1
4 1005 8.8 790 58 214

1. PROMEDIO REPRESENTA EL PESO DE 30 RATAS EN EL GRUPO
EN RECUPERACION NUTRICIONAL Y 20 EN EL TESTICO.



Ctaﬂco 3. RECL PERACION DE LA DESNUTRICION.,

. '150.,‘

CURVA DE INCREMENTO EN PESO.

23 31 33
E. (dlas)

35

—+— Ratas Bien Nutrjdas
—&— Ratas Recuperadus

02
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en recuperacién de la desnutricidn aumentan su peso a la misma
velGeidad que las ratas testigo, pero no logran alcanzar el peso
de las ratas bilen nutridas de la misma edad debido a la
diferencia en peso que mostraban a los 21 dias, sin embarge el
deficit de peso disminuyé en relacidn al tiempo, fue de 52% 3 los
21 dias y de 217 a los 41 dlas de edad.

b} PROTEINAS SERICAS

Asi mismo después del periodo de recuperaciédn se realizd la
cuantificacién de proteinas séricas en 20 ratas de 42 dias de
edad bien nutridas desde su nacimiento y en 20 ratas desnutridas
durante la lactancia y con 21 dias de alimentacién adecuada es
decir en recuperacioén nutricional. Los resultados observados se
nuestran éen el Cuadro 9. En las ratas testigo el promedio fue de
61.1 3+ 7.5 ug/ml con valores desde 50.4 a 77.7 ug/ml de proteinas
y Ppara las ratas en recuperacién el promedio fue de 73.5 ¢+ 9.1
con una amplitud de valores desde 57 hasta 89.7 aug/ml. Se
compararon estos valores mediante la prueba de "t de Student”
{(t = 4.7, gl 38, p ¢ 0.001) y se encontré diferencia
significativa entre ambos grupos de animales a favor de las ratas
en recuperacidén nutricional.

En resumen puede observarse (Cuadro 2) que en las ratas de
21 dias 1la concentracidn promedio de proteinas séricas fue
significativamente mayor en las ratas bien nutridas (67.5 ug/ml)
que el valor promadio obtenldo en las ratas desnutridas (52.4
Mg/ml). En el estudio a los 42 dilas (Cuadro 9) el promedio de las
proteinas en las ratas en recuperacioén nutricional (73.5 mg/ml)
es significativamente mayor al obtenido en las ratas bien
nutridas (61.1 ug/ml), evidenciando con esto, recuperacion
nutricional.

6) PROLIFERACION CELULAR

Para los estudios en ratas en recuperacién de 1la
desnutricién, se analizé la proliferacién celular en 10 ratas
testigo y 10 en recuperacién nutricional, los datos se muestran
en el Cuadro 10. Se obtuvieron en las ratas bien nutridas de 42



CUADRO 9.
CONCENTRACION 0E PROTEINAS SERICAS (u/rl d sorol DE RATAS
TESTIGO Y RECUPERADAS DE LA DESNU DE 42 DIAS OE EDAD.
RECUPERADAS TESTIGO
89.73
89.73 i
88.40 s
85.07 .
s 56.46
. 66.40
7573
65.06
75.06 as.0e
71.06 6240
i ;
7040 8049
70.40 .
70.40 5206
69.63 s.6
69.07 713
68.40 55.07
67.07 52,40
. 52.40
. 5173
. 50,40
XE0E 735 £9.40 | 6440 :7.50

t=47, gl =238, p<0.00f

8z -



CUAQRO 10
PORCENTAJE DE MITOSIS EN PRIMERO, SEGUNDO Y TER&E.R

CICLO DE DUPLICACION EN RATAS BIEN
RECUPERACION DE (A DESNUTRICION DE 42 DIAS OE EDAD.

Ratas Testigo Ratas en recuperacldn da
Ta desnutricibn

Clelo do Duplicactch

Noode 12 29 3f L -

Rata
1 6 54 - 4% 51
2 45 533 2 0 60 -
3 40 60 - M 66 -~
4 2 68 - 28 6 7
] 27 68 S 24 75 1
6 27 13 - 13 @ -
7 24 16 - 10 e 2
8 ¢ 82 - 8 90 2
9 16 82 2 6 86 8
10 4 8 - 4 9 5
X 29 70 ! S 76 3

X=23.4, gl 2, p<0.001
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dias, 29% de mitosis en primer ciclo, 707% en segundo ciclo y 1%
en tercer ciclo, su TPG fue de 12.2 hrs. En el caso de las ratas
desnutridas en recuperacién nutricional de 42 dias de edad se
obtuvieron 21% de mitosis en primero , 76% en segundo Vv 3% en
tercer ciclo, su TPG fue de 11.5 hrs. Estos porcentajes se
compararon medlante la prueba de Chi cuadrada para proporciones
que dio un valor de 23.4, Bl 2, p¢ 0.00f , que muestra diferencia
significativa a favor de las ratas en recuperacioéon nutricional.

7) INDICE MITOTICO

También se determiné el indice mitdtico en 8 ratas de cada
une de los grupos, Cuadro 11. Se obtuvo un promedio de 3.2 + L
para las ratas testigo y de 3.4 &+ 1.3 para las ratas en
recuperacidn nutricional. Se compararon los promedios mediante la
prueba de "t de Student”, se demustrd que no existe diferencia
entre ellas (t = 0.33, gl 14, p>» 0.05}).

En el caso de los estudios en ratas en recuperacisén de la
desnutricioén se determind la frecuencia de ICH en 10 ratas bien
nutridas desde su nacimiento y en 10 ratas desnutridas durante la
lactancia y posteriormente alimentadas adecuadamente durante 21
dlas, Los resultados se muestran en el Cuadro 12, en donde se
observa que no hubo diferencia significativa en relacién a la
frecuencia de ICH/mitosis entre ambos grupos. El promedio fue de
2.24 x 0.73 para las ratas testigo y 2.28 + 0.56 para las ratas
en recuperacién nutricional. (t = 0.2, gl 18, p> 0.05). La
distribucién de ICH se muestra en el Cuadro 13 y en la Grafica 4.
Yy se observa que tampoco existe diferencia significativa en
cuanto a la distribucion de ICH entre ambos grupos. El porcentale
de mitosis que mostraron cero o un ICH/mitosis fue de 40% en el
grupo testigo y de 387 en el grupo en recuperacién nutricional,
por otro lado el porcentaje de mitosis con 4 ¢ mas ICH/mitosis
fue en el caso de las ratas bien nutridas desde su nacimiento de
22% y en el grupo de recuperacién nutricional fue de 207
(X = 2.46, gl 4, p>» 0.05).



CUADRC 1.
INDICE MITOTICO EN RATAS BIEN NUTRIDAS DESDE SU

NACIMIENTO Y EM RATAS DESNUTRIDAS EN RECUPERACION
NUTRICICNAL DE 42 DIAS DE EDAD. (IM/1000 Celulas).

No, da Ratas Blen Nutridas Ratas en Recuperacidn
Rata Nutricional

Indice Mitético

! 4.5 5.2

2 4.1 4.4
3 4.1 3.9
LE 3.3 3.8
5 3.2 3.7
.6 2.3 3.4
7 2.3 1.5
8 17 1.2
Pramedlo 3.2 3.4
= D.E 1.0 1.3

£=0.33, gl 14, p>005



CUADRO 12.

FRECUENCIA DE /CH EN RATAS CON 21 DIAS DE RECUPERACION
NUTRICIONAL (42 DIAS OE EDAD) Y EN RATAS BIEN NUTRIDAS DE

LA MISMA EDAD COMO TESTICO
Rates blen nutridas Ratas en recuperacién
o lo desnir telfn
No, de Promediode | CH
Rata
! 1.28 1.32
2 1.28 1.52
3 1,48 2.16
4 1.88 2,20
) 2,28 2,28
6 2.36 2,28
7 2.64 2.44
8 2.96 2.64
9 3.00 2.64
10 3.20 3.28
" Promedto 224 2.28
+ DE 0.73 0.56

t=0.2, pl 9, p»0.05

EL PROMEDIO REPRESENTA EL NUMERO DE. ICH/MITOSIS
DEL ANALISIS OE 25 METAFASES EN SEGUNDO CICLO,



CUADRO (3.
DISTRIBUC]ON OE ICH /MITOSIS EN RATAS BEEN NUTRIDAS

DESDE IMENTO Y EN RATAS EN RECUPERACH
NUTRICIONAL DE 42 DIAS DE EDAD.

Némero de Ratas Bien Nutridas  Ratas en Recuperaclon

{CH/mltosts. " Nuiriclonal
No, mltosts % No.mltosts %
0-1 99 40 94 a8
2-3 g6 38 104 42
4-5 44 18 43 17
6-7 10 4 6 2
8-9 ! - 3 1
Total 250 100 250 100

X%z 246, g4, p»0.05




Grafica 4.Distribucidon de ICH in vivo
en n recuperacidn nutricional.
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C) ESTUDIO IN

VITRO EN RATAS DESNUTRIDAS DE 21 DIAS DE EDAD

9) PROLIFERACION CELULAR

Se determin® en condiciones de cultivo el procentaje de
mitosis en primero, segundo o tercer ciclo de duplicacién en
células de la médula ésea de ratas desnutridas y bien nutridas,
se dejaron las células 20, 25, 30, 35 y 40 horas en presencia de
Brdy. Antes de la adicién de la BrdU se dejarcon las células en
un periodo de adaptacién a las condiciones de cultive el cual se
determind que es aproximadamente de 12 horas . Se 1inicio el
andlisis de los ciclos de duplicacion s partir de las 20 horas de
incorporacién de BrdU ya que antes de este tiempo, a las 10 y 1S
horas, el 100% de las mitosis corresponden al primer ciclo.

Los resultados obtenidos a las 20 horas de ilncorporacion de
BrdU en ambos grupos de ratas se muestran en el Cuadro 14. El
porcentaje de mitosis en primer ciclo fue de 81.7 + 14.2 para las
ratas testigo y de 97.2 + 1.8 para las ratas desnutridas,En el
caso de las mitosis que han pasado por dos ¢iclos de duplicacioén
el porcentaje promedio fue de 18.3 + 14.2 para las ratas bien
nutridas ¥y de 2.8 3+ 1.8 para las ratas desnutridas. No se

observaron en ninguno de los dos lotes metafases de tercer ciclo.
Los porcentajes se compararon mediante la prueba de Chl Cuadrada

para proporciones (X2 = 12.84, gl 2, p ¢ 0.005 )} lo que
evidencid diferencia significativa entre los porcentajes
obtenidos para cada uno de los lotes. El TPG fue de 17.1 &+ 2.1

hrs para las ratas testigo y de 19.4 ¢ 0.4 hrs para las ratas
desnutridas.

A las 2S horas de incorporacidén de BrdU (Cuadro 15), el
porcentaje de mitosis en primer ciclo fue de 29.7 &+ 9.4 para las
ratas testigo y de 62.6 + 18.2 para las ratas desnutridas, en el
caso de las mitosis de segundo ciclo el porcentaje promedioc fue
de 70 + 9.2 y de 37.4 + 18.2 respectivamente, solamente se
observaron dos metafases de tercer ciclo en las ratas bien
nutridas. Estos porcentajes fueron comparades mediante la prueba
nencionada anteriormente (X2= 21.82, gl 2, p ¢ 0.001) que mostrd
diferencia significativa entre ambos grupos. También se determiné
el TPG para los dos grupos, el cual fue de 14.8 &+ 0.8 hrs para
las celulas de las ratas del grupo testigo v de 18.5 + 2.5 hrs
para las ratas desnutridas.



CUADRO 14, *

PORCENTAIE OE MITOSIS EN PRIMERO SEGUNDD Y TERCER ClCLO DE

DUPLICACION I vitro DE RATAS TESTIGO Y
CON 20 HORAS DE INCORPORACION DE 8rdU

Ctelo do Ouplicaeien

90

Ratas Blen Nutrides Ratas Dasnutridas

lo. 2o. do. fo. 2¢. ' Jo.
97 3 - ’ ] 1 -
96 4 - 99 ! —
94 6 - b e 3 -
83 17 - k96 4 —
69 3t - 95 5 —
67 kXl -

66 34 -

5 42 q A

X =12.84, ¢12, p<0.005

n=7ratas (testlgos)
n=5rataes (desnutridas)
nimero de mitosts analizadas = 700 y 500 respectlvamente.
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CUADRO 5.
PORCENTAIJE 0E MITOSIS EN PRIMERO SEGUNDO Y TERCER CIQLO
¥ DESNUTRIDAS

invitro EN RATAS TES
25 HORAS DE INCORPORACION DE BrdU

Clelo da Duplicacidn

Ratas Blen Nutrtdas Ratas Desnutridas
{o, 20. 3a. fo. 2a. 3o.
43 57 - a8 12 -
34 66 - 81 19 —
34 66 - 78 22 -
27 73 - 74 26 —
24 74 2 59 44 -
16 84 - 55 45 -
48 52 -
42 58 -
38 62 .
29.7 0.0 G204 | 62.6 374 —
94 x9.2 | +18.2 +18.2

X =2082, gl 2, p<0.00t

n =6 ratas testigo, n = 9 ratas desmutridas
mitosts analizadas = 600 y B77 raspectivamente.
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16), el porc aje de mitosis que han pasado por un solo ciclo de
duplicacion para las ratas bien nutridas de 26.8 + 13y de
40,8 & 18.2 para las ratas desnutridas. De las metafases de
segundo ciclo se obtuvo un promedio de 73.2 + 13 para las ratas
testigo y de 60.5 + 19.0 para las células de las ratas
desnutridas. En ambos lotes no se observaron figuras metafasicas
correspondientes' al tercer ciclo de duplicacien. Al conmparar
estadisticamente ambos promedios se obtuvo un valor de X2 = 4.11,
gl 2, p » 0.05, gque refleja que en este tiempo de estudio no
existié diferencia significativa entre los porcentajes obtenidos
para anmbos lotes. El TPG en el caso de las células de las ratas
bien nutridas fue de 17.4 + 1.3 hrs, en tanto que para las ratas
desnutridas fue de 19:+ 2.7 hrs.

Despue§323§30 horas de cultivo en presencia de 8rdU (Cuadre

La proliferacién celular a las 35 hores de incubacién
(Cuadro 17), mostré un porcentaje vpromedio para el primer ciclo
de duplicacién de 21.16 + 3.65 para las ratas testigo y 27.6+
8.6 para las células de las ratas desnutridas. El porcentaje
promedic de metafases en segundo ciclo fue de 72 + 3.63 para las
ratas testigo y de 72.3 ¢ 8.6 para las desnutridas. Las metafases
en tercer ciclo de duplicacion empezaron a observarse en un
ntmero significativo en las células de los organismos bien
nutridos, con un promedio de 6.83 + 3.84. En las ratas
desnutridas se observé una sola figura nmetafasica correspondiente
a tercer ciclo de duplicacién. La comparacién estadistica de los
porcentajes de mitosis obtenidas en cada uno de los ciclos dio un
valor de X2 = 7.38, gl 2, p ¢ 0.025, mostrando diferencia entre
ambos lotes de animales. Se determind el TPG en estos dos grupos
obteniéndose un valor de 18.8 + 0.6 hrs para las ratas testigo y

de 20.3 + 1.o.hrs para las ratas desnutridas.

En el estudlio a 40 horas (Cuadro 18), el porcentaje de
mitosis en primer ciclo de duplicacién fue de 20.8 + 7.7 en las
células de las ratas testige y en el caso de las ratas
desnutridas se observd un marcado aumento en el porcentaje de
mitosis que s6lo han pasado por un ciclo de duplicacién, se

~obtuvo un porcentaje promedio de 53.3 + 18.2. Para las mnitosis
que han pasado por dos cicles, el porcentaje promedioc fue de 49.7
+ 14,7 para las ratas bien nutridas y de 46.7 + 18.2 para las



CUADRO 16.
PORCENTAIE DE MITOSIS EN PRIMERO, SEGUU% Y TERCER CICLO

invitro EN RATAS TESTICO Y
CON 30 HORAS DE INCORPORACION OE 8rdU

Ciclo de Duplicacioh

Ratos Testlgo Ratas Desnutridas

lo. 20, Jo. o, 20, Jo.
43 §7 - 80 20 -
39 61 - 52 48 —
28 72 - 43 57 —
26 74 - 34 66 —
16. 84 - 32 68 -
9 9 - 25 75 -
25 75 -

25 75 -

B Of &Y &

X= 44, gl 2, p)»0.05

n = 6 ratas testlgo y 8 ratas desnutridas
mitosls amallzadas = 600 y 656 respectivamente.



CUADRO 7.
PORCENTAJE OE MITOSIS EN PRIMERO SECUNDO Y TERCER CICLO

in vitro EN RATAS TES Y DESNUTRIDAS
CON'T5 HORAS (E INL})RPORACION 0E BrdU

Clelo de Duplicaetch

Ratas Toestigo Ratas Desrueridas
to. 20. Jo. to. 20, Jo.
26 72 2 40 60 -
24 66 10 -7 63 -
22 7% 3 36 64 -
21 70 s o 65 !
R EREEE TR T 7 n
17 73 el 25 75 -

‘ 2 -

20 80 -

19 at -

16 84 -
R

X =738, gl 2, p<0.025

=6 rates testlgo y 10 rotes desutridas
Mltosls wallzadas = 600 y 860 respectivamente
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CUADRO 18.
PORCENTAJE DE MITOSIS EN PRIMERO, § QEGU&\DSA\é TERCER CICLO

in vitro EN RATAS TESTICO Y
CON'40 HORAS DE INCORPORACION CE Brdv

Clclo de Duplicaclon

Ratas Testigo Ratas Desnutridas
lo. 20. 3o. 1o, 2a, 3.
32 64 4 82 8 -
27 59 14 67 33 —
25 43 32 60 40 -
25 37 a8 55 45 -
14 56 30 44 59 -
3 23 64 38 62 -
te 66 24 30 70 —
20.8 49.7 294 53 3 46,7
70 47 L7 +18.2 +{8.2
X =43.75, g1 2, p<0.004
n =7 en cada grupo

Mitosls analizadas = 700 en las ratas testigo y 608 en las dasnutridas.
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ratas desnutridas. En el caso de las metafases que han pasado
tres ciclos de duplicacién el porcentaje promedio fue de 29.4 %
17.7 para las células de las ratas testigo y en las ratas
desnutridas no se observaron mitosis de este ciclo. Se compararon
estos porcentajes v se obtuvo un valor de X2 = 43.75, gl 2, p ¢
0.001, que refleja diferencia altamente significativa entre les
porcentajes obtenidos en los dos grupos de organismos. Al
determinar el TPG, se obtuvieron los siguientes valores 19.4 #
2.1 hrs para las células de los organismos bien nutridos y 27.7 +
3.6 hrs para el grupo desnutrido.

Con los TPFG de cada uno de los tiempos analizados se obtuvo
un promedio general para los dos grupos {Cuadro 19). Se tiene un
promedio de 17.5+ 1.6 hrs para las células de las ratas del
grupo testigo y 21.0 + 3.4 hrs en el ¢aso de las células de las
ratas desnutridas, al compararlos se obtuvo una t = 2,08, gl 8, p
= 0.05 que muestra que la diferencia parece ser significativa.
Sin embargo al comparar todos los valores individuales de TPG se
obtuvo un valorde t = 4.13, gl 70, p¢ 0.001 que implica que
existe diferencia significativa entre ambos grupos de ratas.

En general se observa que en la proliferacidén in vitro el
porcentaje de mitosis que sélo han pasado por un ciclo de
duplicacién es en todos los tiempos, mayor en las células de las
ratas desnutridas. Y en relacion con lo anterior el TPG es mayor
en los organismos desnutridos. Otra consideracién que resulta
necesaric hacer, es que el numero de ratas y mitosis analizadas

. por tiempo fue diferentes en los dos grupos de animales esto se
debe a que por razones metodolégicas como son las fallas en los
cultives o en la tincién diferencial se obtuvieron nuestras
analizables de diferente ntmero.

En el Cuadro 20 se muestra un resumen de promedio de
mitosis en  los diferentes ciclos observado en cada uno de 1los
tiempos y también se muestra el numero de ratas y mitosis que se
analizaron en cada uno de ellos., En la Grafica S5 se muestra la
distribucion de los porcentajes de mitosis en cada uno de 1los
tiempos.



CUADRO 19.

TIEMPO PROMEDIO DE CENERACION (TPG) _tn vitro EN
RATAS BIEN NUTRIDAS Y DESNUTRIDAS.

Tiempo con Ratas Blen Nutridas Ratas Desnutridas
B T OE . TR DE
(hrs) (hrs) (hrs)

20 174 £ 21 194 £ 0.4
25 148 = 048 8.5 + 2.5
30 174 = {3 19.0 = 2,7
35 188 * (.65 203 = {0
40 194 = 2 217 £ 36
Promedio 178 = {6 210 = 3.4

t=2.08,gl8, p=005

a7



CUADRO 20.

PROLIFERACION _In vitro  DESDE LAS 20 HASTA LAS 40 HORAS
EN RATAS DESNUTRIDAS Y BIEN NUTRIDAS OE 21 DIAS DE EDAD

RATAS BIEN NUTRIDAS
Tlem, N No.de Porcentafe  Porcertaje  Porcentafe
(hrs| mitosts de
anallzadas  Primero Segundo Tercero
20 7 00 81.7+14.2  18.3%14.2 0.0
25 6 600 29.7 9.4 70.0+9.2 0.2+ 0.4
30 6§ 600 26.8£13.0  73.2%13.0 0.0
35 6 600 21,1 3.6 72,0+ 3.6 6.8+ 3.5
40 7 700 20.8+ 7.7 49,7£14.7 29.4+17.7
RATAS DESNUTRIDAS
20 § 500 §7.2%4.8 2.8%1.8 0.0
25 9 &77 62.6£18.2  37.4%18.2 0.0
30 8 65 40.8+18.2  60.5%19.0 0.0

35 10 860 27.648.6 72.3%8.6 0.140.3
40 7 608 §3.3+18.2  46.7%18.2 0.0

‘98



Frecuencia

Frecuencia

_Gr_d’ficcj‘ 5 Proliteracian in vitro

“an ratas bien nutridas de 21 dias.

99

o - - -
20 25 30 35 40
T (Hre)
0 Primero + Segqundo ¢ Tercero
Proliferacién in vitro en rotas
desnutridas de 21 dlas.
100
90 +
80 +
70 4,
80
50 -
40 -
30 '
.
20 -
10 4
0 r- + ,
20 25 30 35 40
T (Hre)
a4 Primero + Segundo © Tercero



100

10) Indice Mitotico (IM)
Se determind el IM en cinco ratas de cada uno de los lotes
por tiempo, los promedios obtenidos se muestran en el Cuadro 21.
Se observé que este IM es significativamente mayor en las ratas
testigo (t= 2.5, gl 8, p = 0.05). Lo que refleja una mn=sjor
respuesta de las celulas de este grupo a las ccndiciones de
- cultivo.

11) Erecuencia de ICH

En relacidn a la frecuencia de ICH in vitro (Cuadro 22) en
ratas desnutridas vy bien nutridas de 21 dias de edad, no se
observé diferencia entre ambos grupos. El numero promedio de
ICH/mitosis fue de 4.85 para las ratas del grupo testigo y 4.98
para las ratas desnutridas (t = 0.22, gl 8, p» 0.05)., Estos
valores tuvieron una amplitud desde 4.4 hasta 5.4 en el caso de
los organismos bien nutridos, y desde 4.3 a 5.1 en los
desnutridos. En @ste caso el numero de ratas analizadas poc
tiempo fue variable, se tuvo un numero minimo de 3 ratas en el
caso de las desnutridas con 40 horas de incorporacién de Brdu.
Asi mnismo se trataron de analizar 25 metafases de segundo c¢iclo
en cada animal, pero en varias ocasiones, principalmente en las
ratas desnutridas, esto no fue posible y es por esta razén que el
numero de mitosis analizadas fue también variable. El total de
mitosis analizadas en los 4 tiempos (25, 30, 35 y 40 horas de
incorporacien de BrdU) fue en el caso de las ratas bien nutridas
de S89 y en las ratas desnutridas de 399. Se observd que en
relacion al tiempo no existe diferencia significativa en los
valores de ICH obtenidos, La distribucion de ICH que se muestra
en el Cuadro 23 ¥y la Grafica 6, refleja que tampoco hubo
diferencia en cuanto a la distribucién entre ambos lotes. Se
tiene un porcentaje de metafases con cero o un ICH/mitosis de 4.4
para las ratas testigo ¥y 1.5 para las ratas desnutridas, el
porcentaje de células con mas de 10 ICH/mitosis fue de 5.9 y 3.5
respectivamente, ( X = 13.4, 81 9, p> 0.05 )



COUADRO 21.
INDICE MITOTICO tnuitro DE LAS 20 A LAS 40 HORAS
EN RATAS DESRUTRIDAS Y BIEN NUTRIDAS
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Ttempo Ratas blen nutrtdas Ratas desrmutridas
{hrs) TEDE
20 0.868+0,13 0.40+0.2
25 1.1820.43 0.34%0, 11
30 0.824).22 0.18+0.08
40 0.34+0.09 0.250,17
x=0.712 x=0.286
| t=283, gre, p=005]
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CUADRO 22.

FRECUENCIADE ICH _invitro  EN RATAS BIEN NUTRIDAS
Y DESNUTRIDAS TE Z{ DIAS DE EDAD :

RATAS BIEN NUTRIDAS RATAS DESNUTRIDAS
Tlempo No.de Node  Promedlode No.de No.de  Promedlo
(hs)  rates. mitosls  ICH/cel, ratas mitosts  ICH/cel.
aallzadas +D.E, analizadas  +D.E
T

25 6 150 46%t2 | 4 85 5,00.9
30 § 125 54%0% } 4 9 5.51.8
3s 5 18 d4+14 | 6 148 4.3:0.4
40 8 196 50+t { 30 5104

Totales 589 ' 399
Promedlo ————————— 4.85 [, 4.9820,5

t=0.22, gl8, p>0.05



CUADRO 23.

DISTRIBUCICN CE 10H/ MITOSIS  in vitro EN RATAS
DE ZTOIAS O EDAD.

TESTIGO Y DESNUTRIDAS
Ratas Testlgo . Ratas Desnutridas
|
Num.de Namero % Ndmero %
ICH/mit.
0-1 2 44 5 1.5
2-3 159 27,0 110 27,6
45 197 334 150 37.6
67 126 24 90 o 225
89 s 78 2 7.3
01125 42 7 17
12136 1.0 3 0.8
1415 3 0.8 2 0.5
16-17 1 0.2 1 0.3
18-13 ! 0.2

|
{ X'= 1394, g19, p)0.05 |
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‘V DISCUSION
A) DESNUTRICION

El estudiar los efectos de la desnutricién en animales

‘experimentalmente expuestos a ella, da la ventaja de poder

controlar algunas de las variables que acompahan a la
desnutricidén en humanos como son las infecciones que inc¢luse en
algunos casos no se manifiestan y el evitar 1la ingestién de
medicamentos, ambos factores se considera que pueden alterar les
resultados y en este caso el controlarlos nos acerca a los
efectos causados en si por la desnutricién.

Los datos en relacién al aumento en peso corporal de las
ratas desde su nacimiento hasta los 21 dias de edad, muestran que
al dia sigulente a su nacimlento, no hay diferencia entre las
ratas del grupo testigo y las del lote exerimental. Las ratas
sometidas a la desnutricién experimental por deficiente cantidad
de alimento muestran rapidamente un retraso del incremento en el
peso corporal, se observa que va a los S5 dias tienen una
diferencia de aproximadamente del 40 %, esta diferencla llega a
ser de alrededor del S0 % en las ratas a los 21 dias. Lo anterior
indica desnutricién severa, vya que se ha establecide que una
diferencia mayor del 40 % en peso es el indicador mas claro de
que estos anilmales presentan DCP. Los datos obtenidos de los
pesos corporales implican que el método empleado para producir
desnutricién experimental propuesto primeramente por Widdowson vy
McCance en 1960, es efectivo, se logra obtener DCP en una de las
etapas mas importantes de los organismos, en la cual presentan un
crecimiento y desarrollo mas rapidos por lo que son mas
susceptibles a las agresiones del medio externo. Con relacién a
otros meétodos empleados para inducir desnutricién en etapas
tempranas como son: el separar a las crias de la madre que las
amamanta durante varias horas cada dia tal como es la propuesta
de Slob et al en 1973, o inutilizar algunas glandulas mamarias de
la madre como lo propusieron Galler y Turkewitz en 1977, y Codo v
Carlini en 1979, el método de incrementar el nuimero de crias por
camada se considera que resulta menos drastico y causa menores
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alteraciones emocionales a crias y madres, aungue esto no puede
ser descartado del todo, ya que se pueden presentar alteraciones
en otros aspectos como el cuidado materno. Fleischer y Turkewitz
en 1980 propusieron que se debe analizar el comportamiento de las
nadres de crias desnutridas, vya que éste puade interactuar con
los efectos producidos por la privacién nutricional en 51 misma.

Concentracisn de' proteinas séricas

Ademas del peso corporal, otro indicador de desnutricidn son
los valores bajos de protelnas presentes en el suero de
organismos con DCP, esto fue ya demostrado desde hate tiempo
segin lo reportaron Waterlow et al en 1960, Los resultados en
cuanto a la concentracion de protelnas séricas en las ratas
desnutridas de 21 dias de edad confirman lo anterior y son un
parametro de apoyo para considerarlas como organismos
severamente desnutridos, dado que la concentracién er
significativamente menor en las ratas con DCP, 1la albumina es la
proteina que fundamentalmente da esta diferencia. Tambien han
sido observadas por otros autores alteraciones en los niveles de
inmunoglobulinas séricas, como son los trabajos de Chandra en
1975 que observé niveles bajos de IgG, 1o que puede estar
relacionado con las infecciones bacterianas frecuentes en los
desnutridos, Reddy et al en 1976 determinaron que la
concentracisdn de IgA se encuentra disminuida, 1lo que facilita la
gran incidencia y severidad de infecciones en nifios con DCP,
McMurray et al en 1981 definieron camblos en la concentracién de
IgG e IgM en relacidn al estado nutricional y Rose et al en 1983
observaron alteraciones en la sintesis de IgE.

muestran claramente un retraso en la proliferacion en ceélulas de
médula 6sea de las ratas desnutridas. Esto se hace muy evidente
al observar el porcentaje de células que han pasado por dos
ciclos de duplicacién en un lapso de 18 horas, el cual fue de SS5%
en las ratas testigo y de 14% en las ratas desnutridas. Los
porcentajes obtenidos en las ratas bien nutridas se asemejan a
los de Schneider et al (1977} quienes al estudiar la
proliferacion de las células de la medula osea de rata in vivo
mediante infusién continua de BrdU, reportaron que despues de
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incoerporarla durante 18 horas se obtuvieron was del 50% de
metafases en el segundo ciclo de duplicacidén. En este caso los
autores determinaron la duracién del ciclo en promedio alrededor
de 9 horas. Otra consideracién importante que se comentd en este
estudio es que a pesar de la naturaleza hetercgénea de las
células de la medula ésea, dos aspectos sugieren una homogeneidad
relativa en cuanto a sus tiempos de duplicacidén, estos aspeactos
son: 1la alta frecuencia de metafases en segundo ciclo de
duplicacidn con 18 horas de incorporacién de BrdU y la ausencia
relativa de células en primer ciclo en este tiempo. No se puede
descartar la presencia de poblaciones celulares que se duplican
muy lentamente, pero se considerd que estas células representan
un  bajo poercentaje y/o tienen un ciclo de duplicacidn
extremadamente largo.

El bajo porcentaje de metafases en segundo c¢iclo observado
en el presente estudio en células de las ratas desnutridas, did
un TPG mayor en ellas demostrando con esto que en este tejido 1la
desnutricion produce alteraciones en 1la velocidad de
proliferacién celular por alargar la duracion general del ciclo.

Estos resultados en relacidn con el alargamiento del ciclo
celular en los organismos desnutridos, estan de acuerdo con 1los
obtenidos previamente por otros autores como Deo et al en 1970
quienes mediante la incorporacién de precursores radlactives
determinaron un alargamiento en l& duracion del ciclo celular en
diversos teljidos de ratas desnutridas.

En relacion con las fases del ciclo que se encuentran
alteradas, se ha propuesto, mediante estudios con timidina
tritiada, que 1la fase S es la que se encuentra afectada
principalmente ya que, en esta etapa, los requerimientos de
energla y proteinas son muy altos. Bansal-Rajbanshi y Mathur en
1985 encontraron, en células germinales, que ni la duracion
total del ciclo ni la de la fase G2 se alteran, es mas corta la
fase Gl y se observa un marcado aumento en la fase de sintesis
del ADN. En este caso los autores propusieron que la duracion
total del ciclo o de otras fases del mismo pueden aparecer sin
alterarse pero que en todos los casos, 1la duracioén de la fase S
se encuentra afectada proponen ademas, que esto puede representar
una adaptacién para compensar la disminucidén en la velocidad de
sintesis de ADN, la cual debe concluir antes de iniciarse 1la

divisién celular.

Con la metodologla de tincion diferencial de cromatidas
hermanas por incorporacién de BrdU para el analisis de la
proliferacién celular en organismos con desnutricisén severa,
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Murthy et al en ‘1982 determinaron un aumento en el ciclo celular
en linfocitos de nihos con DCP, sus datos mostraron que en las
céiulas de los nifics con desnutricién, el pico de metafases en
segundo ciclo fue bajo y el ntmero de metafases en tercer ciclo
fue aln menor en estos cultivos. Tambign en este trabajo se
comenta que no existio gran variacisén entre los cultiveos de
diferentes nifios desnutridos en relacién a la distribucion de
metafases en primero, Segundo o tercer ciclo de duplicacién, por
lo cual se propuso que el aumento en la duracisen del ciclo
celular es un fenomeno presente no sclo en algunos pacientes sino
es una caracteristica observada en todos los desnutridos
estudiados.

Los resultados del presente estudio apoyan la idea de que el
retraso en la proliferacioen celular es una caracteristica general
en los organismos con DCP, en este estudio en las siete ratas
desnutridas estudiadas in vive, en todas se observeé retraso en la
proliferacidn. En el caso de los linfocitos este alargamiento en
el c¢iclo de duplicaciodn puede estar relacionado con la reducida
respuesta que tienen estos durante ls desnutricidn. Gorodezky et
al en 1986 determinaron 1la sintesis de ADN y ARN mediante la
incorporacion de precursores radiactivos en linfocitos
estimulados con fitohemaglutinina y observaron que en el caso de
las células de 1los desnutridos la respuesta sl nitdgeno fue
pobre, se ¢bservaron indices de transformacién significativamente
menores.

También <ce ha observado una disminucién en el numero de
linfocitos T del tipo de las células T ayudadoras en DCP, segun
lo reportd Chandra en 1983. Por otra parte, Ogawa et a3l en 1985,
definieron que los efectos mas graves se dan sobre la médula ¢sea
en donde el namero de células nucleadas disminuye
significativamente en ratas con DCP, lo cual refeja una
inhibicién de la hematopoyesis.

Otro punto interesante es qgque, al comparar el Iindice
mitético (IM) promedio de ambos lotes, éste es mas alto en las
ratas desnutridas; una posible explicacién para lo anterior es
que la fase de divisién (mitosis) dure mas tiempo en las células
desnutridas y al poner una hora de colchicina se encuentran mas
mitosis en estas ratas. Lo anterior va fue sugerido por Deo et al
@n 1975 quienes al estudiar la regeneracién celular en ratas
desnutridas parcialmente hepatectomizadas obtuvieron un valor de
IM4 mayor al observado en las ratas testigo y propusieron que los
hepatocitos en 1la desnutricién permanecen en mitosis por un
tiempo mas largo.
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La frecuencia de ICH in vive observada en las ratas
desnutridas de 21 dias de edad, es mayer a la obgervada en las
ratas testigo. Esta diferencia se hace mis evidente al analizar
la distribucisén de ICH en donde el nimero de mitosis con valores
mayoras de ICH corresponde a las desnutridas, en el unico casc en
donde no existe diferencia entre ambos lotes es en el porcentaie
de mitosis con 2 vy 3 ICH/mitosis.

Acerca de la frecuencia de ICH en organismos desnutridos
existen en la literatura varios articulos: Mutchinick er al en
1979 reportaron que no existe diferencia en la frecuencia de
ICH/mitosis en 1los linfocitos de nitos con DCP, obtuvieron
valores de 7.6 en los testigos v 6.7 en los desnutridos. Por otro
lade Murthy et al en 1980 reportarcen en linfocitos de nifios con
DCP  una mayor frecuencia de ICH por célula, con valores de 5.9
ICH/mitosis en los testigos y 9.0 en los desnutridos. En ellos se
discutisé 1la posibilidad de que algunos factores ambientales como
las infecciones pudieran contribuir a la mayor frecuencia de ICH
observada en los nifios con DCP.

En relacion a los estudios efectuados con animales
experimentales, .en los cuales las condicicnes ambientales en las
que se produce la DCP pueden ser mejor controladas, se encuentran
los reportes de Murthy y Srikantia en 1981 quienes reportaron que
los ratones sometidos a desnutricidn después del periodo de
lactancia, mediante una dieta baja en proteinas durante 10
semanas, tenlan una frecuencla mavor de ICH por celula a la da
ratones alimentados con una dieta adecuada. En este caso el
estudio se realizéd en células de la médula osea y se obtuve en
los testigos un valor de 3.3 ICH con dieta de 22% de proteina, vy
en los desnutridos con una dieta de 67 de proteina, obtuvieron un
valor de 4.88 ICH/mitosis. En este trabajo al usar diferentes
dietas tambien se determin® que la deficlencia en proteinas esta
relacionada con un mayor incremento en lLa frecuancia de ICH. Chen
y Lin en 1986 reportaron la frecuencia de ICH en ceélulas de la
médula dsea de ratas sometidas a dietas deficientes
principaimente en los aminoAdcidos lisina y triptofano, obgervaron
que la frecuencia de ICH/mitosis es mayor en las células de las
ratas con dleta deficiente que la observada en 1los testigos,
obtuvieron valores de 10.27 y 4.78 respectivamente. En el mismo
trabajo también se determind la frecuencia de ICH en ambos grupos
de ratas cuando se administraba ciclofosfamida que es un agente
alquilante que induce ICH (De Ratt, 1977), sus datos mostraron
que las ceélulas de las ratas con dieta deficiente son mas
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susceptibles a la induccién de ICH por este agente, por lo que
propusieron que en estas ratas la capacidad de reparar lesiones
cremosémicas es menos eficiente que en los organismos con dieta
adecuada.

Los resultados del presente estudioc en cuanto a una mayer
frecuencia de ICH en organismos desnutridos concuerdan con los
obtenidos en tres de los cuatro trabajos mencionados, tienen
discrepancia con el trabajo de Mutchinick er al quienes no
observaron diferencia en los ninos desnutridos. Los resultados
del estudio de'la frecuencia de ICH ip vive son comparables v
concuerdan con los de Murthy ¥y Srikantia quienas en 1981
observaron, en otra especie (ratén}) sometidaz a desnutricidn en
etapa adulta un aumento en la frecuencia de ICH, en este caso su
valor basal (3.31 + 0.25) es mas alto al observado por nosotros
(2.5 + 0.54), ean relacidn a la desnutricién en ambos casos se
obtiene un aumento promedioc de un ICH/mitosis. Desafortunadamente
Murthy y Srikantia no mvestran la distribucién de los ICH en los
diferentes grupos, observacién que también resultaria interesante
comparar.

El mecanismo por el cual en la DCP se observa una mayor
frecuencia de ICH es desconocido y a este respecto se pueden
hacer varias consideraciones:

En la DCP la sintesis de ADN se encuentra disminuida, esto
puede relacionarse con alteraciones en la duplicacién del mismo,
por lo que consideramos que la mayor frecuencia de ICH observada
en el presente estudio puede estar relacionada con alguna
alteracién en la duplicacisén de ADN mas que con una deficiencia
en la reparacion de este. Esto esta fundamentado en parte por
los resultados de Murthy y Bhaskaram en 198f, quienes demostraron
que los linfocitos de nifios con DCP son eficientes en el
mecanismo de reparacién  por escisidn postduplicacién
representado por la sintesis del ADN fuera del periodo S. Aunque
la mayor induccién de ICH por agentes alquilantes observado por
Chen vy Lin en 1986 en ratas sometidas a desnutricién, apoya 1la
idea de alteraciones en 1la reparacién del ADN. Se hacen
necesarios mas estudios para determinar si realmente las células
de los organismos desnutridos son eficientes en los mecanismos de
reparacioén. Estudios que posiblemente darian mas informacidn en
este aspecto pueden llevarse a cabo utilizando cafeina, que es un
agente que inhibe la reparacioén post-duplicacion.

Esta frecuencia alta de ICH puede estar relacionada con el
alargamiento en el ciclo celular. Algunos autores como Craig-
Holmes y-Shaw en 1976, y Miura et al en 1983, se han inclinado a
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pensar que un alargamiento en el ciclc celular es la causa
fundamental de una mayor frecuencia de ICH. Morimoto en 1984
deternind que existe una relacidén entre el incremento en 1la
frecuencia de ICH y el alargamiento del ciclo celular, observd
que las células mas dafladas tienen un ciclo celular mas largo.

En cambioc Giulotto et al en 1980 propusieron que la frecuencia
de ICH es independiente de las propiedades de proliferacion de
los linfocitos, c¢omo son la duracidén del ciclo celular, la
respuesta rapida 6 tardtia al mitdgeno y el numero de divisiones
celulares. También Chen et al en 1981 al estudiar la inducciodn de
ICH y el retraso en la proliferacion celular producida por
pesticidas, determinaron que no hay necesariamente una
correlacién entre el alargamiento del ciclo celular y la mayor
induccién de ICH.

Podria suponerse que una mayor incorporacién de BrdU en las
células de las ratas desnutridas, es la causa del incremento en
la frecuencia de ICH en ellas ya que, como ha sido sugerido por
varios autores entre ellos Suzuki y Yosida, en 1983, el contanido
de BrdU Aincorporado esta relacionado con la frecuencia de ICH.
Esta posibilidad fue descartada al utilizar la dosis minima de
BrdU para obtener una buena tincién diferencial de cromatidas
hermanas. Esto es, sl usamos una dosis menor de un mg/g de peso
corporal no se obtiene tincién diferencial. Los estudios que dan
un resultado preciso acerca de la cantidad de EBrdU que se ha
incorporado, pueden llevarse a cabo utilizando anticuerpos en
contra de BrdU incorporada en el ADN de la forma propuesta por
Gratzer en 1982 y Dean et al en 1984, ademds Bodell y Rasmussen
en 1984 propusieron otro método para determinar los niveles de
8rdU incorporado al ADN, basado en marcale posterior a la
incorporacioén del andloge con fésforo 32 y separacion de 1los
nucléotidos por cromatografia liquida de alta afinidad. También
debe tomarse en cuenta que Davidson et al en 1980, han sugerido
que la BrdU que no se incorpora al ADN puede influir en 1la
frecuencia de ICH ya que las pozas metabdlicas de nucleotidos se
alteran. El hecho de que la BrdU en si sea capaz de inducir ICH
ha sido claramente definida por varios autores.

La mejor forma para tratar de disminuir el problema de los
efectos de la BrdU ya sea que se encuentre incorporada al ADN o
que se encuentre en el medlio, es emplear la dosis minima de Brdvu
para obtener tincién diferencial.

La mayor frecuencia de ICH representa, de alguna manera, un
dafio al ADN en las células de la médula ¢sea de las ratas
desnutridas. Este dafio puede estar relacionado segtin se ha
propuesto con dos formas diferentes de induccién de 1ICH, una
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relacionada con la duplicacién ¥ otra relacionada con. la
reparacién del ADN. El mecanismo por €l cudl se producen estos
ICH vy el significado biolégico de ellos es un aspecto que falta
por determinar. Ademds estd por determinarse la relacién precisa
que existe entre el alargamiento del c¢iclo y el aumento en la
frecuencia de ICH. En el caso de los desnutridos puede supcnerse
que un mayor tiempo =n duplicar el ADN los hace mas suceptibles a
formar 1ICH. Pero por otro lado también puede suponerse que el
tiempo requerido para reparacién de algun, dafio provoque que la
fase de sintesis dure mas tiempo v la deficiencia an proteinas
pueda también de alguna forma provocar una reparacién deficiente.

Tice et al en 1984 al resumir las concluslones del Simposio
Internacional sobre ICH consideraron que:

a) En la actualidad los ICH son considerados como un
sistema adecuade para evaluar dato sobre el ADN.

b) La induccion de ICH es una manifestacién de dafio al ADN
v pueden ser usados para identificar agentes
genotédxicos, mutageénicos v carcinogénicos.

c) Los ICH pueden estar correlacionados con mutaciones,
transformacion celular y cancer, pero la relaci¢n no es
constante ¥y depende del tipo de lesiones inducidas por
un agente especifico.

En los informes previos acerca de las aberraciones
cromosémicas en organismos con DCP, algunos autores encuentran
mayor frecuencia de aberraciones (Betancourt et al, 1974) y otros
no obtienen incremento en la frecuencia de ellas (Thorburn gt al,
1972). Rabello-Gay et al en 1985, determinaron en ratas
desnutridas de 7 y 12 semanas de edad, una mayor frecuencia de
aberraciones cromosomicas inducidas por ciclofosfamida. Aportan
una evidencia mads a favor de que en la DCP se incrementan las
aberraciones cromosémicas. Ya que, con algunos agentes sucede lo
anterior pero no se incrementa la frecuencia de ICH, se ha
propuesto que aunque el analisis de ICH es un metodo mas sensible
se deben afectuar otros estudios para evaluar dafio citogenético,
asi: Ostrosky-Wegman et al en 1986 enfatizaron la necesidad de
evaluar aberraciones cromosémicas y frecuencia de ICH en estudios
de efecto de genotoéxicos.
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.C) RECUPERACION NUTRICIONAL

ESTUDIQ IN VIVO A LOS 42 DIAS DE EDAD

Varios trabajos que se han realizado acerca de los efectos
de 1la DCP se han dirigido a tratar de contestar la pregunta de si
la desnutricioen tiene efectos reversibles cuando los organismos
se recuperan de dicha enfermedad.

En relacién al incremento en el peso corporal observadoe en
las ratas de los 21 a los 41 dias de edad, se observé que las
ratas en recuperacioén de la desnutricidn tienen un aumento en
peso semejante al de las ratas bien nutridas, sin embargoe, por la
diferencia en peso {(alrededor del 507 menos), que presentan al
dia del destete, no alcanzan el peso esperado para su edad. En
relacién a lo anterior, la diferencia en peso va disminuyendu
desde un S2% a los 21 dias hasta un 21% a los 41 dias de edad,
esto refleja recuperacion nutricional. Estos datos concuerdan
con los obtenidos por Winick y Noble (1966), quienes observaren
que los animales desnutridos durante la lactancia no recuperan el
peso normal después de un tratamiento de recuperacién atn a los
133 dias de edad. En humanos esto también se ha observado.
Lechtig en 1985 fundamentd que los nitos desnutridos tienen altas
probabilidades de retraso en el crecimiento fisico a largo plazo,
desarrollo mental subdéptimo y muerte temprana. Cravioto y Arrieta
en 1986 puntualizaron que los nihos que han sufrido DCP en edades
tempranas y se recuperan de ella, no llegan a alcanzar maximos de
potencialidad genética del crecimiento y desarrollo como son la
talla, peso y aptitudes psicomotoras o bien, segtéin mostrd
Cravioto en 1978 las alcanzan mucho después de lo esperado para
su edad.

Los datos obtenidos después de 21 dias de recuperacién
nutricional muestran que las ratas desnutridas alcanzan 1los
niveles de proteinas séricas que presentan las ratas bien
nutridas e, incluso, los rebasan con diferencia significativa a
su favor, lo que indica que se da une recuperacién de la DCP.
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Estos datcs concuerdan con los de otros autores como HWatson
et al =n 1985, quienes han demostrade que los niveles bajos de
proteinas séricas se elevan hasta la normalidad o "“casi" en nifios
recyperados de desnutricién, en este caso ellos evaluaron 1los
niveles de inmunoglobulinas séricas, principalmente Ig A.

proliferacién Celular

La proliferacién celular en las ratas de 42 dias de edad
que fueron desnutridas durante la lactancia y posteriormente se
alimentaron adecuadamente durante un tiempo igual en duracién al
de 1la lactancia, comparadas con ratas de la misma edad
alimentadas adecuadamente desde 5u nacimlento, mostré una
cinética de proliferacidn semejante entre si En los resultados
dal analisis de la proliferacion celular se observd que los TPG

son similares en ambos lotes de animales. En la comparacidn de
los porcentajes se muestra, 1ncluso, una diferencia a favor de
las ratas en recuperacion nutricional. Estos datos indican que,

a nivel de la proliferacién in viveo, las células de la médula
¢sea son capaces de recuperar su velocidad de proliferacion.
Esto debe estar relacionado con la alta velocidad de recambjo en
la médula osea, que permite que las celulas sean renovadas
constantemente y Ppor esto la velocidad de proliferacién puede
reestrablecerse adecuadamente.

Erecuencia de ICH

En cuanto a la frecuencia de ICH se determiné que en las
ratas en recuperacion nutricional la frecuencia de ICH regresa al
valor basal semejante al observade en el grupo testigo.

Murthy et al en 1982, determinaron que la recuperacidn
nutricienal se relaciona con una disminucién en el numers de ICH
en linfocitos de nifos desnutridos, pero no regresan a los
niveles observados en los testigos.

En relacion con la recuperacion nutricional se han realizado
algunos estudios con ratas a las que se les indujo desnutricién
durante la lactancia, momento critico en el desarrollo de los
organismos, y un periodo de recuperacién nutricional entre una y
siete semanas de duracidén. asi, Perreta et al en 1981 reportaron
que se restablece tanto la sintesis de ARN como los procesos de
transcripecion. Rossi et al 1983 observaron ¢ue las enzimas
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pancreaticas se recuperan, pero el peso del pancreas Yy el peso
corporal no lo hacen. Majumdar en 1986 determind el crecimiento
de 1los tejidos gastrointestinales y el contenido de pepsindgenc;
astos se restablecen, aunque la actividad de la lactasa permaneca
baja. Maes et al en 1984 también demostraron que los nilveles de
somatomedina-C, el cual es un factor de crecimiento importante en
la regulacion del ciclo, revierten a valores normales despues de
un periodo de recuperacidn.

Diversos estudios han mostrado que en oérganos de alto
recambio celular como la medula dsea, y el intestinc o glandulas
como el higado y el pancreas, se puede lograr un alto grado de
recuperacisén nutricional en organismos que han padecido DCP, Lo
antericr refleja que en estos tejidos los efectos causados por
esta enfermedad pueden ser revertidos parcial o totalmente.

Recientemente se ha demostrado que la médula ¢sea es un
tejido muy sensible a agentes externos e internos, en particular
al daho citotdxico y/o genotoxico. Ademas tiene gran importancia
biclégica y una alta velocidad de recambio c¢elular. Su ailta
velocidad mitética y su facilidad de manejo técnico hacen de la
médula osea un buen sistema para estudios citogenéticos in vivo
como lo sefialaron Tice e Ivett en 1985.

D) ESTUDIO IN VITRO A LOS 21 DIAS DE EDAD

Proliferacién Celular in vitro

ceélulas de una misma rata al menos dos tiempos diferentes de
proliferacién y ademas la cantidad de 8rdU requerida para obtener
tincién diferencial es mucho menor. Ademas se tiene control del
ambiente fisiecoquimico (pH, temperatura, presién  osmética.
oxigeno y didxido de carbono) (Freshney, 1983). Aunque se debe
tomar en cuenta que el suero utilizado para suplementar el medio
es altamente variable debido a gque contiene elementos no
definidos tales como hormonas y otras sustanclas reguladoras, Yy
ademds se debe considerar que las condiciones de cultivo son

de células de ratas desnutridas de 21 dias de edad, mostraron que
existe diferencia en la proliferacién de las células de las ratas
testigo.
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En este caso, el analisis cada S horas mostro que, después
de 20 horas de incorporacién de BrdU, el porcentaje de células
que han pasadoe solamente por un ciclo de duplicacion es mayor en
las ratas desnutridas vy que, con el tiempo, el porcentaje
disminuye mas lentamente en relacidn con lo observado en el grupe
testigo y relacionado con esto, el porcentaje de célilas que han
pasado dos ciclos de duplicacién aumenta en menor proporcién.
Una observacian importante es que, 2n el caso de las células de
las ratas desnutridas, no aparecen metafases de tercer cicle ni a
las 40 horas de incorporacién de BrdU mientras que, en las
celulas de las ratas del grupo testigo, éstas empiezan a aparecer
a las 35 horas. Ademds, es interesante que, en el caso de las
ratas desnutridas, a las 40 horacs el porcentaje de mitosis en
primer ciclo se incremente notablemente; esto puede representar
que aparece otra poblacién celular en el cultivo. Crossen et al
en 1986 observaron, en células de la médula ¢sea de humanos, que
a partir de 60 y hasta las 72 horas las ceélulas en primer ciclo
muestran un ligero aunque significativo aumento. Asimismo, los
autores apuntaron que el significado biolégico de esta
caracteristica es indeterminado, perc se puede proponer que estas
metafases de primer ciclo representan una poblaecisn con un ciclo
de generacién muy largo o bien gue tienen un retraso en su
entrada al ciclo, esto ultimo tambieén fue observado por Cro§sen vy
Morgan en 1977 para linfocitos.

ceélulas de médula dsea con la metodologla de tincién diferencial
de cromitidas hermanas en cultivo liquido, en el cual se
estimulan las series mieloides y eritroides, se han reportado
tiempos de generacidn de 16 a 24.5 horas en los trabajos de Abe
y Kakati en 1979 y Becher y Schmidt en 1982. Crossen 2t al en
1986, en cultivos especificos para la proliferacién de la serie
mieloide, obtuvieron tiempos de generacién de 32 a 43 horas,
Minden et al en 1982 determinaron, mediante el empleo de timidina
tritiada, un TPG de 9 a 11 horas en la serie mieloide.

Los resultados del presente estudio son comparables con los
obtenidos en cultivo liquido con un TPG de 17.5 horas, cercano al
reportado por los autores mencionados anteriormente. Las
discrepancias en relacién con el estudio de Crossen et al, que
obtuvieron un tiempo de generacidn mds largo pero en el que se
estimula s¢lo la serie mieloide, parece indicar que en el cultivo
liquido, se estimula principalmente la serie eritroide, Para
comprobar 1o anterior, son necesarios estudios en los que se
estimule, especificamente, un tipo celular, con el f£fin de
daterminar la tasa de proliferacidn de cada uno.
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Para determinar el TPG mediante la incorporacién de BrduU, se
han propuesto diversas metodologias. En este estudio se calculd
de acuerdo con lo propuesto por lvett y Tice en 1982.

Trent et al en 1986 discutieron que una medida segura del

TPG es el intervalo entre la aparicién de metafases de segunda vy
tercera divisién a nivel del 50%. En este estudio, para el caso
de las ratas testigo, se puede hacer esto utilizando analisis de
- regresidén de la curva, para extrapelar el numero de metafases al
£0% ya que no alcanzaron a llegar a este punto, de esta manera,
el TPG determinado es aproximadamente de 18.5 horas, el cusl se
asemeja al obtenido empleando la forma propuesta por Ivett v Tice
que fue la utilizada en el presente estudio. Lo anterior apoya
que mediante el emplee de cualquiera de estos métodos se obtiene
un TPG similar. En el caso de las celulas de las ratas
desnutridas no se pueden comparar ambos metodos, Vva 4que no
aparecen metafases de tercer ciclo adn a las 40 horas de cultivo.

El retraso en la proliferacién expresado como un TPG mas
largo en las células de las ratas desnutridas no fue tan severo
in vitro como el observado in vive, la diferencia entre ambos

lotes in yivo fue de 4.3 hrs e in vitro fue de 3.5 horas, con
desviaciones estandar mayeores en éste ultimo sistenma. Esto
puede deberse a que las condiclones del cultive posiblemente
alteran el comportamiento de las ceélulas, gque se han coleocade en
un medio diferente al que tienen en el organismo, con un aporte
de nutrientes diferente y un ambiente distinto.

Ahora sl se compara el TPG obtenido entre las ratas bien
nutridas en ambos sistemas , se observa que éste es diferente (in
vivo 11.6 e in vitro 17.5 horas), esto puede representar que en
condiciones de cultivo, la proliferacién celular de la médula
¢sea se altera de tal manera que se obtiene una proliferacion mas
lenta.

En el c¢aso de estudios in vitro generalmente son a muy
corto plazo lo que ha llevado a algunos autores como Krishna =t
al en 1986 a proponer que esta condicioen debe considerarse en una
relacion in vivo/in vitre, como es en este estudio donde se
pretende detectar el comportamiento de las c¢élulas de ratas
desnutridas en condiciones de cultivo cuando la desnutricidén se

6sea in vive.
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Frecuencia de ICH in vitro

ta frecuencia de ICH fue similar en las ratas desnutridas y
bien nutridas, por lo que puede proponerse que algunos factores
de las condiciones de cultive influyen en ella y de esta forma se
plerde la diferencia en la frecuencia de ICH observada in vivo.

Existen reportes que indican que el dafo causado que implica
una mavor frecuencia de ICH en células de la médula ésea por
diversos agentes es capaz de eliminarse o bien se considera como
una lesién no persistente. Kram et al en 1981 concluyeron que el
dafio causado por la mitomicina € en médula ¢sea de raton, se
elirina en un ciclo de duplicacién subsecuente. Charles et al en
1983 determinaron gue el dafio causade por la ciclofosfamida en el
rmismo tipo celular, se elipina también después de un ciclo de
duplicacién.

Resultaria interesante determinar la frecuencia espontéanes
de ICH en condiciones de cultivo, asi como el numero de ICH
formados en cada uno de los ciclos de duplicacién, para 1lo
anterior se podria emplear la metodologia de tincién diferencial
de cromatidas en tres tonos de la forma propuesta por Morales-
Ramirez et al en 1987.

Con base en lo anterior podemos proponer que el daho causado
por la desnutricidn es capaz de revertirse cuando implican lesidn
no persistente y/o las condiciones de cultivo de alguna manera
enmascaran la posible diferencia entre las células de las rates
desnutridas y bien nutridas.

La frecuencia basal del numero ICH por wmitosis para las
ratas testigo, observada en cultivo fue significativamente mayor
{4.85) a la observada en las células de las ratas bien nutridas
en los estudios in vivo, la cual fue de 2.5 para las ratas de 21

a las observadas in vivo (Kram et 2l 1979). Otro aspecto gue
resulta de interes al analizar las frecuencias de ICH in vitro es
que las condiciones del medio pueden inducir la formacisén de
estos y modificar su frecuencia. Asl Kato y Sandberg en 1977
encontraron modificaciones de acuerdo con el lote de suero usadoe
Yy Morgan y Crossen en 1981 determinaron modificaciones en
relacion al tipo de medio empleado.
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al ocasionar un alargamiento en la duracion total del ciclo de
duplicacién celular, Esto puede producir alteraclones en el
funcionamiento adecuado de los organismos, por ser la meédula dsea
el sitio principal de la hematopovesis. Asl mismo el estudio in

lactancia adn en condiciones optimas de cultivo

En las ratas desnutridas durante la lactancia, la frecuencia
de ICH in vivo fue significativamente mayor a la observada en las
ratas bien nutridas, Esto parece reflejar que en los organismos
desnutridos la duplicacién y/o reparacién del ADN se ancuentran
alteradas. Determinar el significado biolégico asl como el
mecanisme por el cual se forman los ICH es de gran interés para
interpretar este incremento en la frecuencia de ICH observado en
las ratas desnutridas. Por otro ladoe la frecuencla de ICH
nutridas, esto puede deberse a que las condiciones de cultive
enmascararon la diferencla observada in vive, o blen en las
condiciones éptimas de cultivo se eliminan las posibles fallas en
los mecanismos de duplicaciéon y/o reparacion del ADN,

El método enmpleado para inducir desnutricién experimental
fue efectivo, el peso corporal es un indicador muy claro de DCP.
Durante la recuperacion nutricional se disminuye la diferencia de
peso, sin embargo las ratas desnutridas durante la lactancia no
alcanzaron el peso esperado para su edad, aun después de 21 dias
de alimentacién adecuada.

La concentracidn de proteinas séricas se encontrd disminuida
en las ratas desnutridas y se restablecidé después del periodo de
recuperacién. Por lo que son consideradas ¢omo un buen indicador
del estado nutricional.

Después de un pericdo de recuperacién nutricional la
velocidad de proliferacidn en las celulas de la médula osea se
restablecié, vy parece estar incluso ligeramente aumentada. La
frecuencia de ICH también logré restablecerse. Ambos estudios
apoyan que en los tejidos de alto recambio celular los datios
causados por la DCP pueden eliminarse o al nmenos ser disminuidos.




120
BIBLIOGRAFIA

Abe,  §,, -Kakati, S. vy Sandberg, A. A. (1979) Growth rate and
sister chromatid exchange (SCE) incidence of bone marrow cells in
acute myelosblastic leukemia {AML), <Cancer Genet. Cvtogenet.. 1.
115-130

Allen, J.W. vy Latt, S.A. (1976} Analysis of sister chromatid
exchange formation in vivo in mouse spermatogonia as a new test

system for environmental mutagens. Nature., 260, 449-451.

Anderson, H.C. (1983) Hydroxyurea induces sister chromatid
exchanges in G2: implications for the formation of chromosomes
aterrations. Hereditas., 98. 61-5a4,

armsndar2s, S., Salamanca, F. v Frenk, $. (1971) Chromosomal
abnormalities in protein calorie malnutrition. Nature., 232,271-
273,

Arrieta, R. v Cravioto. J. (1977) Dessnutricién proteico-calérica
en el nino. En: Nueva gula para el diagndsticc v tratamiento del
paciente pedidtrico. {Recmea S. Rodriguez). 1a. 149-182.

Arrieta, R. vy Cravioto, J. (1982) Clinica de la desnutricien
proteico-calorica de la infancia. (En Prensa)

Avitabile, M., Serra, I., Mathias, A.P. vy Giuffrida. A.H. (1981)
Effect of undernutrition on RMA svnthesis in varions regions of
developing rat brain, Bull. Molec.Biol. Med.. 6, 31-43.

Bansal-Rajbanshi, M. y Mathur, M. (1985) Testicular morphology
and cell proliferation kinetics of inmature sgerm cells and
Sertoli cells in suckling undernourished rats. cell.
Tissue.Kinet.., 1B,183-191.

Baserga, R. (1981) The cell cycle. New Engl. J. Med., 304, 453-
459.

Baserga, R., Waechter, D.E. Soprano, K.J, y Galanti, N., (1982)
Molecular biology of cell division. Ann. New York. Acad. Sci.,
397, 110-120. .

Baserga, R. (1985) The biology of cell reproduction, Harvard
University Press, Cambridge, 251 pp.

Baserga, R. (1986) Molecular biology of the cell cycle. Int. J.
Radiat. Biol., 49, 219-226,




121

Becher, R, y.Schmidt, C.G.(1982) Sister chromatid differentiation
and cell-cycle patterns in chronic myelocytic leukemia and normal
bone marrow. Int.J.Cancer., 29, 617-620

Becher, R. y Sandberg. A.A. (1984) Sister chromatid exchange
levels and cell cycle time in human bone marrow cells and
lymphocytes., Cancer. Genet. Cytogsn., 11, 19-23,

* Betancourt, M., De La Roca, J.M., Saéenz, M.E., Diaz, R. vy
Cravioto, J. (1972) Aberraciones cromosdémicas en desnutricion
prot2izo-calérica avanzada. Bol. Méd. Hosp. Inf. (Mex.) 29, 517-
524.

Betancourt, M.. De La Roca, J. M., y Cravioto, J, (1974) lonising
radiation and chromssomal aberrations in malnutrition. Lancet.,
2, 1222-1333.

Betancourt, M., Hernandez, G. y Cravioto, J. (1979) Deficiencia
de aminoacidos esenciales y produccion de aberraciones
cromesémicas. Rev, Invest. Clin. (Mex)., 31, 45-52.

Betancourt,M., Balvanera.P. y Ortiz, R. (1986) Freguency of
sister-chromatid exchange (SCE) in bone-marrow cells of severely
malnourished animals during early life. Mutat. Res., 175, 29-31.

Bilanchi, N.O. y Lezana, A. (1976) Kinetics of lymphocvte division
in blood cultures studied with the BrdU-Gilemsa technique.
Experientia., 32, 1257-1258.

Bodell.W.J. vy J.Racmussen. (1984) A 32 P postlabeling assay for
determining the incorporation of bromodeoxyuridine inte cellular
DMA. Anal .Biochem., 142, $525-528.

Bryant, E.M., Holger, H. y Martin, G.M, (1979} Normalisation of
sister chromatid exchanges frequencies in Bloom's syndrome by
euploid cell hibridisation. Nature., 279, 795-796.

Carrano, A.V. vy Thompson, L.H. (1982) Sister chromatid exchange
and gene mutation. Cytogenet. Cell Genet., 33, 57-61.

Castilla, L., Cravioto, A. y Cravioto, J. (1979) Efectos.a corto
plazo de la interaccién estimulacidn-desnutricién proteico
calérica sobre el desarrollo bioquimico del sistema nervioso
central. Gac. Med. Meéx., 115, 225-233.

Castro, C.E., J.Armstrong-Major., y E. Ramirez. (1986) Diet
mediated alteration of chromatin structure. Fed. Proc., 45, 2394~
2398,



122

“castro,. C.E.. y H.C. Towle. (1986) Nutrient-genome interaction,
‘Fed, Proc., 45, 2392-2393.

Chaganti, R.S.K., Schonberg, S. y German, J. (1974) A manyfold
increase in sister chromatid exchanges in Blom's syndrome
lymphocytes. Proc. Natl. Acad. Sci., 71, 4508-4512.

Chandra, R.K. (1975} Fetal malnutrition and postnatal
immunocompetence. Am. J. Dis., Child., 129, 450-454. .

Chandra,R.K. {1980) Inmunclogia de los trastornos Nutricionales.
El Manual Moderno. Mexico, 120 pp.

Chandra, R. K. (1983} Numerical and functinal deficiency in T
helper cells in protein energy malnutrition,
Clin.exp.Immunol., 51, 126-132.

Charles, J.L., Jacobson-Kram, D., Borzelleca, J.F. ¥y Carchman, A.
(1983} The kinetics in vivo sister crhomatid exchange induction
in nouse bone marrow cells by alkylating agents:
Cyclophosphamide. Environ Mutagen., 5, 825-834.

Chen,H.H. Hsueh,J.L.,Sirdiani,S.R. y Huang,C.C.(1961) Induction of
sister chromatid-axchanges and cell cycle delay in cultured
mammalian cells treated with eight organophosphorus pesticides.
Mutat.Res., 88, 307-317.

Chen, J.F. y Lin, Y.J. (1985) Improved 1light sources for
dnduction of sister chromatid differentlation. Cytobios., 44, 73-
87.

Chen, J.F. y Lin,Y.J.(1986) Effects of cyclophosphamide and diets
on sister chromatid exchange frecuency of rats. Cytologia., 51,
571-678.

Code, W. y carlini, E.A. (1979) Posnatal undernutrition in rats:
Attempts to develop alternative methods to food deprive pups
without maternal behavioral alteration. Dev.Psychobiol., 12: 475-
484,

Correa, P.G. (1908) Rev.Méd.Yucatan, 3. Citado por Cravioto, J.
y Arrieta, R. (1982b)

Craig-Holmes,A.P. y Shaw, M.W.(1976) Effects of six carcinogens
on SCE frequency and cell kinetics in cultured human lymphocytes.
Mutat.Res., 46, 375-384.

Cravioto,J. (1962) Appraisal of the effect of malnutrition on
Biochemical maturation. Am. J.Clin. Nutr. 11., 484-492.




123

Cravioto, J. (1963) Application of newer knowledge of nutrition
on physical and mental growth and development. Am. J. Phys.
Hlth., 53, 1803-1809.

Cravioto, J. y Robles, B. (1963) The influence of protein-calorie
malnutrition on psychoiogical test behavior. Proc. Swedish
Nutrition Foundation. A Simposium on Mild-moderat Forms of
Protein-calorie Malnutrition., Bastad and Gothenburgh., 115-126.

Cravioto, J. y Robles, R. (1965) Evolution of adaptive and motor
behavior during rehabilitation from Kwashiorkor. Am. J.
Orthopsychiat., 35, 449-464.

Cravioto, J., De Licardie, E.R. y Birch, H.G. (1966) Nutrition
Growth and Neurointegrative Development. Suppl. Pediatrics., 38,
Part 2, 319-372.

Cravioto, J. (1967) Nutritional problems in rural areas. En: IV
Health, Food and Nutrition Development in Tropical Latin
American.(Turk, K.V, and L.Crowder, eds).N.Y. Neuw York State
College of Agriculture. pp : 155-176.

Cravioto, J. (1970) Complexity of factors involved in protein
calorie malnutrition. En: malnutrition is a problem of ecology,
Bilbl., Nutr. Diet No. 14, (Kavrger, Basel) pp. 7-22, New York,
U.S.A.

Cravioto, J. . (1975) Malnutrition in early childhood and some of
its consequences for the individual and the community. J. Can.
Diet Assoc., 26, 254-277.

Cravioto, J.- y De Licarde, E.R. (1975) Ecology af malnutrition
environmental variables associated with severe clinical
malnutrition. En: Modern Problems in Pediat.(S.Karger ed),Basel,
14, 157-166.

Cravioto, J., (1978) Intersensory development as function of age,
stimulation and antecedents of severe malnutrition, Procedings of
HMalnutrition Society of India., 22, 1 -24.

Cravioto, J. vy aArrieta, R. (1979) Stimulation and mental
development of malnourished infants. Lancet., 899.

Cravioto, J. (1980) Severe malnutrition and development of motor
skills in childrens . Abstracts. Nutrition and Brain Development.
Annales Nestle., 44,22-41.




124

Cravioto, J. y Arrieta, R. (1982a) Algunos problemas en 1la
interpretacién de la asociacién entre desnutricién, desarrollo
mental, conducta y aprendizaje. En: Nutricién, desarrollo mental,
conducta y aprendizaje. (DIF Y UNICEF), pp 7-33

Cravioto, J. y Arrieta, R. (1982b) Nutricion, crecimiento y
desarrollo. En: La investigacién biomédica en México. Pasado
presente y futuro, (Academia de la Investigacién Cientifica, A.C.
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologla, eds.), pp. 103-123,

Cravioto,J,(1983) Minimos de bienestar, desarrollo mentel,
conducta y aprendizaje. Bol.Méd.Hosp.Infant.Méx., 40, supl 2, 11-
13,

Cravioto,J. vy R. Arrieta. (1986) Nutrition, Mental Development
and Learning, en Human Growth. Vol.I1I. (Falkner,Fl.,Tanner,J.M.
eds). Plenum Press. New York. pp: 501-536.

Crossen, P.E, y Morgan, W.F. (19773) Proliferation of PHA-
stimulated 1lymphocytes measured by combined autoradiography and
sister chromatid differential staining. Exp. Cell Res., 118, 423-
426 .

Crossen, P.E. y Morgan, W.F. (1977b) Proliferation of PHA and PH
stimulated lymphocytes measured by sister crhomatid differential
staining. Cell Immunol., 32, 432-436.

Crossen, P.E. y Morgan, W.F. (1981) Proliferation of PPD-
stimulated lymphocytes measured by sister chromatid differential
staining. Clin. Exp. Immuncl., 45, 642-645,

Crossen, P.E.,Durie,B.G.¥M. y Trent, J.M. (1986) Generation time
{GT) of human bone marrow cells cultured in the CFC-gm assay.
Cell.Tissue.Kinet., 19, 533-538.

bDarzynkiewicz, Z. v Andreeff, M. (1981) Multiparameter flow
cytometry. Part I: Application in Analysis of the cell cycle.
Clin. Bull., 11, 47-57.

bavidson, R.L., Kaufman, E.R., Dougherty, G.P., Ovellete, A.M.,
Difiocca, C.M. vy 8. Latt. (1980) Induction of sister chromatid
exchanges by BudR is largely independent of the BudR content of
DNA. Nature., 284, 74-76.

Dean, P.N., Dolbeare,F., Gratzner,H., Rice, Glenn.C. y CGray,J.HW.
(1984) Cell-cycle analysis using a monoclonal antiboby to BrduU.
Cell.Tissue.Kinet., 17, 427-436.



125

beo, M.G., Mathur, J. y Ramalingaswami, V. (1967) Cell
regeneration in protein deficiency, Nature., 216, 499-500.

Deo, M.G. ¥y Ramalingaswami, V. (1970) Regulatory mechanisms of
cellular proliferation in a protein-deficient organism. En:
Control Procasses in multieellular organisms (Walstenholmne,
G.E.W. and Knight, J.L) pp 321-337.

Deo, M.G., Bijlani, V. vy Ramalingaswami, V. (1975) Nutrition and
* cellular growth and differentiation, En: Growth and Developuent
of the Brain (Brazier, M.A.B ed.) . Raven Press. N.Y. pp 1-'5.

DeRatt, W.K.(1977) The induction of sister chromatid exchange by
cyclophosphamide in the presence of differently induced
microsomal fractions of rat liver. cChem.Biol.Interact., 19, 125-
131.

ODufrain, R.J., McFee, A.F., Linkous, S. Jennings, C.J. y Lowe,
K.W. (1984) 1In vivo SCE analysis using bromodeoxyuridine,
iododeoxyuridine, and chlorodeoxyuridine. Mutat. Res., 139, 57-
60.

Outrillaux, B. y Fosse,A. (1976) Utilisation du BrdU dans l'é&tude
du cycle cellulaire de sujets normaux et anormaux. Ann.Genet.,
19, 95-102,

Fernandez, F. S., Fernandez, M. M., Marin, F.B. y Menendez, P. A.
(1985) Malnutrition in utero and during lactation in <the rat:
Relationship of dam's weight gain and development of suckling.
Nutr.Res., 5,413-421.

Fleischer, S. y Turkewitz, G. (1980} Alterations of maternal
behaviors of female rats caring for malnourished pups. Dev.
Psychobiol., 14, 4: 383:388.

Fliedner, T.M. y Calvo, W. (1984) Replication and differentiation
of the stem cells in relation to the microenvironment of the bone
marrow. En: Pathology of the bone marrow. {Lenhert, K. and
Klubner, K. Ed.) Gustar Fisher Vierlag. Stuttgart. pp. 54-73,

Fliedner, T.M, Nothdurft,W. vy Calvo,W.(1986) The development of
_ radiation late effects to the bone marrow after single and
chronic exposure. Int.J.Radiat.Biol., 49, 35-46.

Frenk, S., Metcoff, J., Gémez, F., Ramos Galvan, R., Craviocto, J.
y Antonowicz,I. (1957) Intracellular composition and homeostatic
mechanism in chronic infantile malnutrition.II. Tissue
Composition. Pediatrics., 20, 105-120.



126

Frenk,S. (1978) Dos informes tempranos acerca de la desnutricién
avanzada con edemas, lesiones cutaneas y diarrea. Gaceta Med.
Mex., 114, 513,

Freshney, R.I.(1983) Culture of animal cells. A manual of basic
taechnique. Alan R.Liss. New York. 295 pp.

Frias, S y Carnevale, C. (1983) Cell cycle in normal individuals
and patients with Dowun, Cri-du-chat and Turner syndromes.
Ann.Genet., 26, 60-62.

Galler, J.R. y Turkewitz, G. (1977) Use of partial mammectomy to
produce malputrition in the rat. Bicl.Neonate., 31, 260-265.

Gallar. J.R. vy Zartarian, G. (1981) Reproductive parformance in
rats with different histories of malnutrition, Br. J. Nutr., 45,
251-255.

Garcia-Herdugo. G., Fernandez-Gomez, M.E., Hidalgo., G. y Lopez-
Ssezx, J.F. (1974) Effects of protein synthesis inhibition during
plant mitosis. Exptl. Cell. Res. 89, 336-332

Giménez-Martin, G., Gonzadlez-Ferndndez, A. Del campo, A. v De la
Torre, C. {1982) The role of protein synthesis in cell
progression through G2 and mitosis in plant multinucleate cells.
Blol. cell., 46, 161-174.

Giulotto,.E.,Mottura,A..Giorgi,R.,de Carli,L. y HNuzzo,F. (1580)
Frequencies of sister chromatid exchanges in the relation to cell
kinetics in lymphocyte culture. Mutat.Res.,70, 243-350.

Glore, R. S., vy Layman, K. D. (1985) Loss of tigsue in female
rats subjected to food restriction during lactation or during
both gestation and lactation. J. Nutr.,115,233-242.

Golub, E. (1982) In vitreo aproach to hemopoiesis. Cell., 28, &87-
688,

Gomez,F. (1946} Desnutricion.Bol. Med. Hosp. Inf. (Mex). 3, 543.

Goénez, F., Ramos-Galvan,R.., y Cravioto, J. {1951) Estudios sobre
el nitie desnutrido. VIII. " El sindrome de recuperacion
nutricional ". Bol. Med. Hosp. Infantil (Max), S, 593-608.

Gémez, F., Cravioto, J. y Frenk,5. (1954) Studies on the
undernourished child XIII. Treatment of third degree malnutrition
without commercial vitamins. Am. J. Dis. Child., 87, 684-693.



127

Gomez; F., Ramos-Galvan, R., Cravioto, J., Frenk, S., Janeway,C.
y Gamble,J.L. (1957) Intracellular composition and homeostatic
mechanisms in chronic dinfantile malnutrition 1. CGeneral
considerations. Pediatrics 20., 101-104.

Gonez, F.. Ramos-Galvan,R.,Cravicte,J., y Frernk,S. (1958)
prevention and treatment of chronic severe malnutrition
{Kwashiorkor). Ann. New York Acad. Sci., 69, 969-988.

Gonzalez=-Fernandez, A., Giménez-Martin, G., Fernandez-Gomez, H.E.
y De la Torre, C. (1974) Protein synthesis requirements at
specific points in the interphase of meristematic cells. Exp.
Cell. Reg., 88, 163-170

Gonzilez-Torres, M.C., Villasehor, L. v Betancourt, M. (1983)
Proliferacion celular de linfocitos e intercambio de cromatides
hermanas en nihos desnutridos. LVII Reunién de la Asoc. Inv.
Padidtrica, San Miguel de Allende,Gto. Diciembre 2 y 3. pp:49-71.

Gorodezky ,C., Betancourt,M., Salazar-Mallén,M., Amezcua M.A. Y
Cravioto,J. (1986) Blast Transformation in mexican malnourished
children. Rev.Lat-amer. Microbiol., 28, 217-220.

Goto, K., Akematsu, T., Shimazu, H. y Sugivama, T. (197S5) Simple
differential giemsa staining of sister chromatids after treatment
with photo-sensitive dyes and expcsure to light and the mechanism
of staining. Chromosoma (Berl)., $3, 223-230.

Gratzner, H.C. y Leif, R. (1981) An immunofluorescence method for
monitoring DNA synthesis by flow cytometry. Cytometry., 6, 385-
389,

Gratzner, H.C. (1982) Monoclonal antibody against S-bromo y 5-
iododeoxyuridine: A new reagent for detection of DNA replication.
Science., 218, 474-475.

Gray, J.W.,Bogart,E.,Gavel,D.,George,Y. y Moore, D.H. (1983)
Rapid cell cycle analysis: II. Phase durations and ‘dispersions
from computer analysis of RC curves. Cell Tissue Kinet., 16, 457-
471,

Gray, J.W., F. Dolbeare, M.G.Pallavicini, W.Beisker y Waldman, F.
(1986) Cell cycle alalysis wusing flow cytometry.Int. J.
Radiat.Biol.,49, 237-255.

Harker, G.J.S5., Zbroja, R.A., Wass,J., Vincent,P. C., y Stephens,
F.0. (1983) Cell cycle homogeneity in bone marrow samples from
different sites: Flow cytometric evaluation of multiple samples
from sheep, Exp. Hematol,, 11, 1037-1041.



128

Hoffenberg, -R. (1975) Adaptation of plasma protein synthesis and
breakdown to underputrition, Proc. 9th Int. Congr. Nutrition,
Mexico 1972, 1, 22-30., (Karger, Basel 1975).

Hoffman-Goetz, L. y Chandra, R. K. (1986) Nutrition and
Immunclogy. Immunol.Today., 5, 86-87.

Holman, R.T., Johnson, §.B., Mercuri, 0., Itarte, H.J., Rodrigo,
M.A. vy De Tomas, M.E. (1981) Essential fatty acid deficiency in
malnourished children, Am. J. Clin. Nutr., 34, 1534-1539.

Howard, D. y Pele, S.R. {1953) Synthesis of desoxyribonucleic
acid in normal and irradiated cells and 1its relation to
chromosome breakage, Heredity, London (Suppl). 6, 261-273.

Ishii, ¥. y Bender, M.A. (1980) Effects on inhibitors of DNA
synthesiz on spontaneous and ultraviolet light-induced sister-
chromatid exchanges in chinese hamster cells. Mutat. Res., 79,
19-32.

Ivett, J.L. vy Tice, R.R. {1981) Diethylstilbestrol-diphosphate
induces chromosomal aberrations but not sister chromatid
exchanges in murine bone marrouw cells in vivo.
Environ.Mutagen.,3, 445-452,

Ivett, J.L. vy Tice, R.R. (1982) Average generation time: A new
method of analysis and quantitation of cellular proliferation
kineties. Environ.Mutagen., 4, 358 (Abstract).

Jansen, G.R. y Hunsaker, H. (1985) Effect of dietary protein and
energy synthesis during lactation in rats. J.Nutr., 116,957-968,

Javad, Z.M. (1978) Effects of reduced food intake on reproduction
in mice. Aust. J. Biol. Seci.,31, 629-639.

Kato, H. (1974) Possible role of DNA synthesis in formation of
sister chromatid exchanges. Nature., 252, 739-741.

Rato, H. vy Sandberg, A.A. (1977) The effect of sera on sister
chromatid exchanges in vitro, Exp. Cell. Res., 109, 445-448.

Kato, H. (1977) Mechanism for sister chromatid exchanges and
their relation to the production of chromesomal aberrations.
Chromosoma {Berl)., S9, 179-191.

Kato, H. (i980) Evidence that the replication point is the site
of sister chromatid exchange. Cancer Genqt.cytogenet., 2, 69-77.




129

Khouri, F.P. y  McLaren, D.S. (1973) Cytogenetic studies in
protein-calorie malnutrition, Am. J. Genet., 25, 465-470.

Kihlman, B.A. y Hartley, B. (1968) Effect of hydroxyurea and
exposed to X-rays or radiomimetic chemicals. Hereditas., 59, 439-
463,

King, M.T., wild,D., Gocke, E. y Eckhardt,K. (1982) 5-
* Bromodeoxyuridine tablets with improved depot effect for analysis
in vive of sister-chromatid exchanges in bone-marrow and

spermatogonial cells.Mutat. Res., 97, 117-129.

Korenberg, J.R. VY Freedlender, E.F. (1974) Giemsa tecnique for
the detection of sister chromatid exchanges. Chromosoma, 48.,
355-360.

Kram, D., Bynum, G.D., Senula, G.C. y Schneider, E.L. (1979)In
utero sister chromatid exchange analysis for detection of

transplacental mutagens. Nature., 279, 531-533,

Kram, D., Bynum, G.D., Dean, R., Schneider, E.L. Farland, W.H. y
Williams, J.R. (1981) Effects of acute and chronic administration
of mitomicina C on the induction of sister chromatid exchanges in
vivo. Environ. Mutagen., 3, 488-485.

Krishna, G., Nath, J., y Ong, T. (1986) Comparative In vivo and
In vitro sister chromatid exchange studies in chinese hamster

bone marrow and spleen cells. Teratogenesis, Carcinogenesis and
Mutagenesis., 6, 321-330

Kuramitsu, N., Matsui, T., Yano, H. y Kawashina, R. (1985) The
influence of protein and/or energy deficiency on the growth of
long bone in rats. J.Nutr.Sci.vitaminol., 31, 189-196.

Latt, S.A. (1973) Microfluorometric detection of deoxyribonucleic
acid replication in human metaphase chromosonmes,
Proc.Natl.Acad.Sci.USA., 70, 3395-3399. '

Latt, S.A. (1981) Sister chromatid exchange formation.
Ann.Rev.Genet., 15, 11-55,

Latet, 5.4, R.R. Schreck, A. D'Andrea, T.N. Kaiser, A.
Schlesinger, s. Lester, y K. Sakai. (1984) Detection,
Significance , and Mechanism of Sister Chromatid Exchange
Formation: Past Experiments, Current Concepts, Future Challenges,
En: Sister Chromatid Exchanges (Tice, R. and A, Hollaender eds.).
Plenum Press. New York. pp 11-40.



130

Lechting, A. (1985) Early Malnutrition, Growth, and Development.
En: Nutritional Needs and Assesment of Normal Growth (Gracey,M
and F.Falkner) Vevey/Raven Press. New York. pp; 185-219.

Lee, C. J., Panemangalore, M. vy Wilson, K. (1986) Effect of
dietary energy restriction on bone mineral content of mature
rats. Nutr.Res.,6, 51-59.

Littlefield, L.G., Coyler, S.P., Sayer, A.M. y Dufrain, R.J.
{1979) Sister-chromatid exchanges in human lymphocytes exposed
during GO to four classes of DNA-damaging. Mutat, Res., 67, 259-
269.

Loury, O.M., Rosebrough, N.M., Farr, A.L. y Randall, R.J. (1951)
Protein measurement with the Folin phenol reagent. J. Biol.
Chem., 193, 265-267.

Maes, M., Underwood, L.E., Gerard, G. VY Ketelslegers, J.M.,
(1984) Relationship between plasma somatomedin-C and liver
somatogenic binding sites in neonatal rats during malnutrition
and after short and long term refeeding, Endocrinol, 115, 786-
792.

Majumdar, A.P.N. (1986) Effects of undernutrition and subsequent
nutritional rehabilitation or hidrocortisone administration on
growth and function of the gastrointestinal tract in rats, Nutr.
Rep. Int., 33, 187-198.

Mazrimas, J.A. y D.G. Stetka. (1978) Direct evidence for the role
of incorporated BUdR in the dinduction of sister chromatid
exchanges. Exp.Cell.Res. 117, 23-30.

McClintock, B. (1938) The production of homozygous deficient
tissues with mutant characteristics by means of the aberrant
mitotic behavior or ring-shaped chromosomes. Genetics. 23, 315-
376.

McFee, A.F., Lowe.K.W. y San Sebastian J.R. (1983) Improved
sister-chromatid differentiation using paraffin-coated
bromodeoxyuridine tablets in mice. Mutat. Res. 119, 83-88.

McMurray, D.N. Watson,D.R. y Reyes, M.A.(1981) Effect of
renutrition on humoral and cell—mediated immunity in severely
malnourished children. Am. J. Clin. Nutr., 34, 2117-2126.

Melamed, M.R. (1972) Citology automation, ¢Clin. Bull., 2, 136-
141,



131

Meselsen, M. vy Stahl, F.W. (1957) The replication of DNA 1in
Escherichia coli. Proc. Nat. Acad. Sci. 44, 178-189.

Minden, J.M., Major, P., Griffin, J., Wu, A. y Kufe, D. (1983)
Generation time of leukaemic blast progenitor cells, Cell Tissue
Kinet., 16, 577.

Mitchison, J.M. (1971) The Biology of the cell cycle. Cambridge
University Press. Cambridge. 313 pp.

Miura,K., Morimoto,M. & Koizumi,A. (1983) Proliferative kinetics
and mitomycin C-ipnduced chromosome damage in Fanconi's anemia
lymphocytes. Human.Genet., 63, 19-23.

Morales-Ramirez, P, (1980) Analysis it vivo of sister-chromatid

axchange in mouse bone-marrow and salivary-gland cells. Mutat.
Res,, 74, 61-69.

Morales-Ramirez, P. Vallardino-Kelly, T. y Rodriguez-Reyes, R.
(1984a} In vivo persistence of sister chromatid exchenges (SCE)
induced by Gamma rays in mouse bone marrow cells. Environ.
Mutagen. 6, 529-837

Morales-Ramirez, P.,Vallarino-Kelly, T. vy Rodriguez-Reyes ,R.
(1984b} Detection of SCE in rodent cells using <the activated
charcoal bromodecxyuridine system. En: Sister Chromatid Exchanges
(Tice, R.R. and Hollaander, A. eds.) Plenum Press. N.Y. pp:599-
611,

Morales-Ramirez, P., Rodriguez-Reyes, R. y Vallarino-Kelly, T.
(1987) Analysis of spontaneous sister-chromactid exchanges in vive
by three-way differentiation, Mutat. Res., 178, 49-56.

" Morand, O., Chanez, ¢C., Masson, M., Dumont, 0., Flexor, M.A.,
Baumann, N. y Bourre, J.M. {1981) Intrauterine growth retardation
(Malnutrition by wvascular ligation) induces modifications in
fatty acid composition ¢f neurons and oligodendrocytes, J.
Neurochem., 37, 1057-1060. :

Morgan, W.F. vy Crossen, P.E. (1981) Factors influencing sister
chrematid exhcange rate in cultured human lymphocytes, Mutat.
Res., 81, 395-402,

Morimoto, K. Sato, M. y Koizumi, A. (1983) Proliferative kinetics
of human lymphocyte in culture measured by autoradiography and
sister chromatid differential staining. Exp.Cell.Res., 145, 349~
356,



132
Morimoto,K. (1984) Proliferative kinetics and chemical-induced
sister chromatid exchanges in human lymphocyte cultures. En:
Sister Chromatid Exchanges (Tice,R. and A.Hollaender).Parte 8.
Plenum Press. New York. pp: 677- 693.

Murthy, P.B., Bhaskaram, P. vy Srikantia, §.G. (1990) Sister
Cchromatid exchanges in protein-energy malnutrition, Hum. Genet.,
55, 405-406.

Murthy, P.B. 'y Srikantia, S$.G. (1981) SCE Frequency 1in
malnourished mice, Metabolism., 30, 1-2,

Murthy, P.B. y Bhaskaram, P. (1981) Unscheduled DNA sinthesis in
lymphocytes from malnourished children, Nutr. Rep. Int., 23, 321-
325.

Murthy, P©.B., Rahuin, M.A. vy Tulpule, P.G. (1982) Lymphocyte
proliferation kinetics in malnourished children measured by
differential chromatid staining. Br.J.Nutr., 47, 445-450.

Mutchinick, ©., Lisker, R., Ruz, L., Salamanca, F. y Armendares.
S. {(1979) Frequency of sister chromatid exchanges in severe
protein calorie malnutrition, Ann. Genet., 22, 129-132.

Ogawa, Y., Matsumoto, K., Kamata,E., Ikeda, Y y Kaneko,T. (1985}
Effect of feed restriction on peripheral blood and bone marrow

Oikawa, A., Theda, H., Kanai, M., Miwa, M. y Sugimura, T. (1980)
Inhibitors of poli (adencsine diphosphate ribose) polymerase
induce sister chromatid exchanges. Biochem.Biophys. Res. Comm..
97, 1311-1316.

Oku (1981) Immunologic measurement of DNA synthesis rate in
individual mouse L. cells. The Bulletin of the Yamaguchi Medical
School, 28, 11-17.

ortiz,R. y Betancourt,M. (1984) Cell proliferation in bone marrow
cells of severely malnourished animals. J. Nutr., 114, 472-476.

Ostrosky-Wegman, P., Garcla-Montero, R., FPérez -Romero, B.,
Alvarez- Chacén, R. y Cortinas de Nava, C. (1986) Susceptibility
to genotoxic effects of niclosamide in human peripheral
lymphocytes exposed in vitro and in vivo. Mutat.Res., 173, 81-87.

Painter, R.B. (1980) A replication model for sister-chromatid
exchange. Mutat.Res., 70, 337-341.



133
Pardee, A.B. (1974) A restriction point for control of normal

animal cell proliferation. Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A., 71,
1236-1290. .

Pardee, A.B. Dubrow, R. Hamlin, J.L. y Kletzien, F. (1978) Animal
cell cycle. Ann. Rev, Biochem., 47, 715-750.

Pardee, A.B. (1986) Biochemical and molecular events regulating
¢cell proliferation. J. Pathol,, 149, 1-2,

Pera.F. y Mattias, P. (1976) Labelling of DNA and differential
sister chromatid staining after Brdl treatment "in vivo".
Chromosoma., 57, 13-18.

Peretta, M., Garrido, F. y Oliva, P., (1981) Hepatic RNA
polymerase activity in protein-calorie malnutrition (PCM) in rats
and the effect of re-feeding, IRCS Med. Sci., 9, 456.

Perry, Py Wolff, S. (1974) New giemsa nmethod for the
differential staining of sister chromatids. Nature., 251, 156-
158.

Perry, P. y Evans, H.J. (1975) Cytological detecticon of mutagen-
canrcinogen exposure by sister chromatid exchange. MNature., 258,
121-125.

Prescott, D. M. (1976) Reproduction of eukaryotic cells. Academic
Press. New York. 138 pp.

Pringle, J.R. y Hartwell, L.H. (1981) The Saccharomyces
cerevisiae cell cycle. In the Molecular Biology of the Yeast
h (J.N.,Strathern, E.W, Jonas, and J.R, Broach,

Sa
eds}. Cold Spring Harbor, N.Y. pp. 97-142.

Quastler, H. y Sherman, F.G. (1959) Cell population kinetes in
the intestinal epithelium of the mouse. Expl. Cell. Res., 17,
420-438,

Rabello-Gay, M.N., de 0. carvalho, M.I.,Otto,P.A. y Targa,H.J.
{1985) The effects of age, sex and diet on the clastogenic action
of cyclosphamide in mouse bone marrow. Mutat.Res.,158, 181-188,

Ramalingaswami, V. y Deo, M.G. (1968) Experimental ﬁrotein—
calorie malputrition in the rhesus monkey, En: Calorie

Deficiencies and Protein Deficiencies (MeCance, R.A. and
Widdowson, E. M.), pp 265-274,




134

HRemos Galvan, R., Cravioto, J. y Navarrete, A. (1958) Letalidad
en el nino desnutrido. " Analisis de 1100 casos de internados en
el servicio de nutricién del Hospital Infantil de México. Durante
los afios de 1953 a 1957 inclusive ". Bol. Méd. Hosp. Inf. (Méx.},
1S, 875-923.

Ramos-Galvan,R., Perez-Navarrete, J.L., y Cravioto,J. (1960)
Algunos aspectos de crecimiento y desarrollo en el nitio mexicano.
Bol. Med. Hosp. Infantil {(Méx}., 17, 455-474.

Rao, P.N. y Adlakha, R.C. (1985) Chromosome condensation and
decondensation factors in the life cycle of eukaryotic cells. En
Mediators 1in cell growth and differentiation. Ford, R.J. and
Maizel A. eds. Raven Press, New York. pp. 45-69.

Raza, A.,Preisler, H.,Meyers,G. y Bankert,R. (1984) Rapid
enumeration of S-phase cells by means of monoclonal antibodies.
New. Eng.J.Med., 310, 991-995.

Reddy, V., Raghuramulu, N. y Bhaskaram, C. (1976) Secretoty IgA
in protein -calorie malnutrition. Arch. Dis.Child., 51, 871-874

Reedy, G.P.V. y Pardee, A.B. (1980) Multienzyme complex for
metabolic channeling in mammalian DNA replication. Proc. Nat.
Acad. Sci. U.S.A. 77, 3312-3316.

Rose, A.H., Holt, P.G. y Turner,K.J. (1983) IgE responses of '

malnourished mice: immunogenic and tolerogenic effects of low
grade antigenic stimulation. Clin. Immunol. Immunopathol., 18,
371-382. .

Rossi, T.M., Lee, P.C. y Lebenthal, E., (1983) Effect of feeding
regimens on the functional recovery of pancreatic enzymes in
postnatally malnourished weanling rats, Pediat. Res., 17, 806-
809.

Rossow, P.W., Riddle, V.G.H. vy Pardee, A.B. (1979) 3Synthesis of
labile, serum-dependent protein in early Gl control animal
growth. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 76, 4446-4450.

Ruiz-Escalona,A. (1948) Atrepsia o sindrome atrépsico. Gac.Meéd.
Méx, 78., 178-191.

Russev, G.C. y Tsanev, R.G. (1973) Continuous labeling of
mammalian DNA "in vivo"™ Anal. Bilochem., 54, 115-119.

Sadasivan, G. y Raghuram, T.C. (1973) Chromosomal aberrations in
malnutrition. Lancet., 2, 574.




135

Sakamoto, M., Ishii,S., Nishioka, K. y Shimada,K. (19812) Level
of complement activity and components Ci, C4, €2, and €3 in
complenent response to bacterial challenge in malnourished rats.
Infection Immunity., 32, 553-556.

Sakamoto, M., Ishii,S., Nishioka, K. vy Shimada,K. (1981b)
Incorporation of leucine-(C 14) into complement infection of rats
in malnourished stages. Am.J.Clin.Nutr., 34, 2127-2132,

Salas, M. (1978) Privacion neonatal de alimento y desarrollo
cerebral: Aspectos morfolégicos, conductuales N
electrofisiolégicos. Bol. Est. Med. y Biol. 30, 111-124.

Sans, J. Gimenez-Martin, G y De la Torre, C. (1980) Onset of cell
proliferation in dormant roots of Allivm ¢epa L. Bulbs kinetic
analysis. Biologie Celullaire, 36, 95-103.

Schneider, E.,J, Chaillet y Tice,R. (1977) In vivo BrdU labeling

of mammalian chromosomec. Exp. Cell. Res., 100, 396-401%.

Schneider, E.L., Tice. R.R. y Kram, D. (1978) Bromodeoxyuridine
differential chromatid staining technique: A new approach to
examining sister chromatid exchange and cell replication
kinetics. En: Methods in cell biology. Vol. XX (Prescott, D.M.
ed).Acad. Press, New York. pp. 379-409.

Schneider, E.L. y B. Gilman. (1979) Sister chromatid exchanges
and aging. Hum. Genet., 46, 57-43.

Schoenfield, D. y Kallman, R.F. (1980) Datermining the laveling
index in autoradiography. Cell Tissue Kinet., 13, 339-348.

Schvartzman, J.B. y Goyanes, V. (1980} A new method for
identification of SCEs per cell cycle in BrdiUrd-substituted
chromosomes. Cell.Blol.Int.Rep., 4, 415-423,

Schwartz, J.L., Banda, M.J. y Wolff,S. (1982) 12-0-Tetradecanoyl
phorbol -13-acetate (TPA) induces sister-chromatid exchanges and
delays in cell proogression in Chinese hamster ovary and human
cell lines. Mutat.Res., 92, 393-409,

Serra, I., A. Vanella, R. Avola, y A.M. Gluffrida. (1982) DNA
Polimerase and thymidine activities in different regions of rat
brain during postnatal development: Effect of Undernutrition.
Neurochem. Res., 7, 943-951.

Siegel, S. (1986) Estadistica no paramétrica. Ed. Trillas. 344
PP-



136

Sikes, R. W., G.M., Fuller, C. Chronister, J. De France y R.C.
Wiggins. {1981) The relative numbers of oligodendroglia in
different brain regions of normal and postnatally undernourished
rats, Brain.Res.Bull., 6, 385-391.

Slob, A. K.. Snow, C.E. y Natris-Mathot, E. (1973) Absence of
behavioral deficits following neonatal undernutrition in the rat.
Dev.Psychobiol., &, 177-186,

Snedecor, G.W. 'y Cochran, W.G. (1981) Metodos estadisticos.
Compania editorial continental. 703 pp.

Stetka,D.G. y Wolff, S. (1976} Sister chromatid exchange as an
assay for genetic damage induced by mutagen-carcinogens. II. {in
vitro test for compounds requiring metabolic activation.

Mutat.Res., 41, 343-350,

Suzuki, H. vy T.H. Yoshida. (1983) Frecuency of sister chromatid
exchanges depending on the amount of  S-bromodeoxyuridine
incorporated into parental DNA. Mutat.Res., 11, 277-282.

Takehisa, S, (1982) Induction of sister chromatid exchanges by
chemical agents. En : Sister Chromatid Exchanges. (Wolff, S. ed).
John Wiley and Sons. pp. 515-529. -

Taylor, J.H. Woods, P.S., vy Hughes, W.L. {1957} The organization
and duplication of chromosomes as revealed by autoradiographic
studies using trituim-labeled thymidine. Proc. Natl. Acad. Sei.
U.S.A., 43, 122-128.

Taylor, J. H. (1958) Sister chromatid exchanges in tritium-
labeled chromosomes. Genetics., 43, 515-529.

Thorburn, M.J., Hutehinson, S. y Alleyne, G.A.0. (1972)
Chromosome abnormalities in malnourished children. Lancet., 1,
591,

Tice, R.R., Chaillet, J.. vy Schnelder, E.L. (1975) Evidence
derived from sister chromatid exchanges of restricted rejoining
of chromatid sub-units. Nature., 251, 70-72.

Tice, R., Schneider, E.L. y Rary, J.M. (1976) The utilization of
bromodeoxyuridine incorporation into DNA for the analysis of
cellular kinetics. Exp. Cell Res., 102, 232-236.

Tice, R., Chaillet, JF. y Schneider, E.L. (1976) Demostration of
spontaneous sister chromatid exchanges in vivo. Exp, Cell. Res..
102, 426-428. :



137

Tice, R., Windler, G. y Rary, J.M. (1978) Effect of cocultivation
.- on sister chromatid exchanges frecuencies in Bloom's syndrome and
normal fibroblast cells. Nature. 273, 539-540.

Tice,R., Thorne,P. vy Schneider, E.L. (1979) Bisack analysis of
the phytohaemagglutinin-induced proliferation of human peripheral
lymphocytes. Cell, Tiss. Kinet. 12, 1.

Tice,R.R., Lambert,8.,Morimoto.K., y A.Hollaender.(1984) A revieuw

of the international symposium on sister chromatid exchanges:
Twenty-five years of experimental research. Environ.Mutagen., 6,
752-767.

Tice, R.R. y ZIvett, J.L. (198S) Cytogenetic analysis of bone
marrow damage. En: Toxicology of the blood and bone marrow.
(Irons, R.D. ed) Raven Press., New York. pp. 119-140.

Touraine, J.L. ¥y Gay, G. (1981) Deficit immunitarie secondaire a
la malnutrition. Gastroenterol. Clin. Biol., 5, 835-838.

Trent,J.M, ,Gerner E,,8roderick,R.D. vy Crossen,P.E. (1986) Cell
cycle analysis using bromodeoxiuridine : comparison of methods
for  nmeasurement of  total cell transit time. Cancer
Genet.Cytogenet., 19, 43-51.

Upadhyaya, K.C., Ishwar, C.V. vy Ghai, O.P. (1975} Chromosome
aberrations 1in protein-calorie malnutrion, Indian Pediat. 12,
857-864

Vanella, A., M.L.,Barcellona, I. Serra., N. Ragusa., Avola, R.,
Avitablle, M. y A.M. Gluffrida. (1983) Effects of undernutrition
on some enzymes involved i1in the salvage pathway of purine
nucleotides in different regions of developing rat brain.
Neurochem. Res., 8,151-158.

Vijayalaxmi(197S) Chromosomal aberrations in malnutrition,
Metabolism., 24, 1415-1417.

Wagner,R., Schimd,E. y Bauchinger, M. (1983) Application of
conventional and FPG staining for the analysis of chromosome
aberrations induced by low leveles of dose in human lymphocytes.
Mutat.Res., 109, 65-71. .

Waterlow, J.C., <Cravioto, J. vy Stephen, J.M.L. (1960) Protein
Malnutrition in Man. En: Advances in Protein Chemistry.Vol.XV.
Academic Press. N.Y. pp: 131-238,



138

Watson, J.D. vy Crick, F.H.C. (1953) Molecular structure of
nucleic acids. A structure for deoxyribose nucleic acid.
Nature., 171, 737.

Watson, R.R., McMurray, D.N., Martin, P. y Reyes, M.A., (1985)
Effect of age, malnutrition and renutrition on free secretory
component and IgA in secretions, Am. J. Clin. Nutr., 42, 281.-288.

Widdowson, E.M. y McCance, F.R.S. (1960) Some effects of
acelerating growth. I. General somatic development. Proc.R.
Soc.Lond (Biol)., 152, 188-206.

Winick, M. y Noble, A. (1966) Cellular response in rats during
malnutrition at various ages, J. Nutr., 89, 300-306.

Welff, S. y Perry, P. (1974) Differential Giemsa staining of
sister chromatids and the study of sister chromatid exchanges
without autoradiography. Chromosoma (Brl) 48, 341-353.

Wolff, S., Bodycote, J. y Painter, R.B. (1974) Sister chromatid
exchanges induced in chinese hamster cells by U.V. irradiation at
different stages of the cell cycle: the necessity for cells to
pass through S. Mutat.Res., 25, 73-81.

Wolff, S., Bodycote, J., Thomas, G.H. y Cleaver, J.E. (1975)
defective in DNA excision repair or post replication repair.
Genetics., 81, 349-355.

Wolff, S., Rodin, B. vy Cleaver, J.E. (1977) Sister chromatid
exchanges induced by mutagenic carcinogens in normal and

Young, M.C. y Rasmussen, M. K. (1985) Effects of varying degrees
of chronic dietary restriction in rat dams on reproductive and
lactational performance and body composition in dams and their
pups. Am. J. Clin. Nutr., 41,979-987.

Zakharov, A.F. y Egolipa, N.A. (1972) Differential spiralisation
along mammalian mitotic chromosomes BrdU revealed differentiation
in chinese hamster chromosomes. Chromosoma (Berl)., 38, 341-365



	Portada
	Índice
	Resumen
	I. Antecedentes
	II. Objetivos
	III. Materiales y Métodos
	IV. Resultados
	V. Discusión
	VI. Consideraciones Finales
	Bibliografía



