Universidad Nacional Autonoma de Mexicao

Facultad de Ciencias

Biologia

" Analisis del Ciclo Celular In Vitroen
celulas de medula osea de ratas
desnutridas durante la lactancia mediante
la incorporacion de timidina tritiada."

TESIS

Que para obtener el Titulo de
BIOLOGO

Presenta: Jose Luis Gomez Qlivares

Mexico, D.F. 1988

RV

%

-




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

I.  ANTECEDENTES

A} Desnutricicn
1) Definicidn e importancia
2) Estudios sobre desnutricidn en animales
3) Alteraciones causadas por la desnutricion

2.1 Alteraciones bioquimicas. fisioldgicas v
porfolégicas.

1.2 Alteraciones inmunolégicas.

3.3 Alteraciones en la conducta. desarrollo
gental v aprendizaje.

3.4 Alteraciones a nivel celular.
3.5 Alteraciones a nivel citogenético.

3.6 Alteraciones a nivel molecular.

B8} Estudios sobre Cindtica Celular

1} Definicidn del ciclo celular
2} Caracteristicas de las fases del ciclo
3} Estudios sobre proliferacidn celular

i) Utilizacién de precursores radiactivos
del ADN.

ii} Utilizacion de precursores no radiactivos
del ADN.

C) Justificacién del Estudio

" Paginas

1-21

1-12

7-10

10-11

11-12

12-13

13-16

16-22

17-20

21-22

2



IT GBJETIVO

I11 MATERIALES Y METODOS
1} Aninmales
2) Desnutricién experimental
3} Cultivo de medula dsea
4) Incorporacion de la Timidina marcada con tritio
5) Cosecha de células
6) Autorradicgrafia (Dipping)
7} Revelado v Fijacidn
8) Tincin

9) Andlisis de las preparaciones

1V RESULTADOS

1) Evaluacién de la desnutricidn
respecto al peso corporal.

2) Ciclo Celular

¥ DISCUSION
A) Desnutricidn

B} Ciclo Celular

VI CONSIDERACIONES FINALES

VIT BIBLIOGRAFIA

PE]

24-28

- 24

24

24-25

25

25-26

26

26-27

27-28

29-39

29-33

33-40

41-47

41

41-47

48

49-58



INDICE DE CUADROS Y FIGURAS

Paginas

Figura 1.  Via de incorporacién al ADN de la timidina nmarcada 18
con tritio.

Grafica 1.  Andlisis del ciclo celular nediante la 28
incorporacién de timidina tritiada con el método
de la fraccién de mitosis marcadas.

Cuadro 1. Peso corporal {g) de ratas testigos y desnutridas 30
desde el dla sizuiente a su nacimiento hasta los
21 dias de edad {destete).

Grafica 2.  Desnutricién durante la lactancia. k3|
Curva de incremento en peso en ratas desnutridas vy
testigo.

Grafica 3.  Diferencia en peso entre ratas testigp vy 32
desnutridas de 21 dias de edad (Histograma).

Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de ratas testigo y 33
desnutridas de 21 dias de edad.

Figura 3. Figura metafasica considerada marcada 35
{a}, v se presenta una metafase considerada no
marcada.

Cuadro 2.  Fraccidn de nitosis marcadas in vitro en ratas 36
Bien nutridas y Desnutridas.

Grafica 4, [Fraccién de nmitosis marcadas in vitro en ratas 37
Bien nutridas y Desnutridas.

Cuadro 3. Duracion del ciclo celular y fases en ratas 38
desnutridas y testigo (Resultados de tres curvas)

Grafica 5.  Distribucidn del tiempo de duracion de las fases 40
del ciclo en ratas desnutridas y testigo

Cuadro 4. Tiempo de ciclo in vitro obtenido por distintas 46
metodologias. en medula 6sea de ratas desnutridas vy
testigo.



¢

I-ANTECEDENTES
A} DESNUTRICION.

Definicidn e imporrancia.

Se conoce con el nombre de desmutricidn calérico-proteica {(DCP) al
conjunto de sintomas v signos clinicos y bioquimicos que se observan en nifios
3 consecuencia de una deficiente ingestién y/o utilizacion de dietas de
variados contenides caldricos v bajo contenido protéico. En dltima instancia.
la deficiencia nutricional se desarrolla cuando las células del organismo no
cuentan con las cantidades de nutrientes esenciales para las funciones
netabolicas normales (Arrieta y Cravioto, 1982). La nutricién es un factor de
suma importancia para el crecimiento v desarrollo optimo de los oreanismos.
Actualmente es claro que una dieta adecuada en cantidad v calidad de alimento
es un factor relevante en la vida del hombre desde su concepcién hasta su
nuerte, la cudl es capaz de afectar el crecimiento. el desarrollo v 1a salud.

La desnutricidn es uno de los principales problemas de salud piblica en
los palses del tercer mundo. Estudios sobre la mortalidad infantil v
preescolar en palses latinoamericanos, revelan que la desmutricitn es
responsable directa o indirectamente de mds de un tercio de las muertes de
nifios de 0 a 5 afos de edad (Arrieta v Cravioto 1982). Se considera que
aproximadamente la mitad de la poblacién mundial total ha sobrevivido a un
periodo de desnutricién moderada o avanzada durante la infancia y se calcula
que de los mil millones de nifios menores de 15 afios que vivieron en 1980
alrededor de 400 nmillones no recibieron dietas adecuadas por operar en sus
sociedades factores que interfieren con la adecuada distribucién del alimento
disponible.

La desnutricién se presenta fundamentalmente en nifios lactantes vy
preescolares, principalrente en los lactantes destetados teapranamente,
quienes reciben dietas deficientes en protelnas de origen animal acompafiada
de ingestiones variables de alimentos ricos en carbohidratos y sufren
infeccidn gastrointestinal intercurrente o de algin padecimiento acompatiado
de fiebre elevada { Cravioto y Arrieta 1982).

A nivel de comunidad la desnutricion debe considerarse como una
enfernedad causada por el hombre quien al permitir el mantenimiento de un
sistema social inadecuado, peraite que se produzcan individuos desnutridos
generacién tras generacién, nmediante la interaccién de uma serie de
mecanismos sociales entre los que destacan: un acceso limitado a bienes v
servicios, una movilidad social limitada y la restriccién de  oportunidades
experenciales en etapas cruciales de la vida (Cravioto. 1975).



la desnutricion tiene las nmismas caracteristicas clinicas y de
patologla bioquimica en todos los palses. Cravioto en 1970 con datos
obtendidos en varias comunidades de México, América Central, Sudamérica v
Africa realizd un analisis determinando que la desnutricién es un resultado
ecoldgico en donde estdn interactuando diversos factores gque dan como
resultado una insufieciente ganancia de pese en el lactante menor. que es una
de las caracteristicas mas obvias de la desnutricion.

2) Estudios sobre desnutricién en animales.

Es claro que los estudios en humanos son representativos de los efectos
de la desnutricion teniendo importancia prioritaria; ee sin embargo, para el
entendimiento de los efectos en diversos aspectos, es imposible e inaceptable
el estudio en seres humanos, por lo anterior los cuadros clinicos que s2
presentan en la desnutricién calorico-protéica severa han side reproducidos
en trabajos realizados en animales de experimentacidn por varios autores para
tratar de analizar los daflos provocados por la desnutricién sin la
interferencia de las infecciones que generalmente 1a acompafian. Los animales
son desnutridos experimentalmente con base en una dieta deficiente en la
cantidad de protelnas y/o energla o deficiente en la calidad de =stos. Se
han realizado estudios en diversos animales, principalmente ratén, rata,
conejo, cerdo y mono.

Se ha inducido desnutricién en diferentes etapas de la vida, esto es,
tanto en animales adultos como en las primeras etapas de la vida (lactancia)
y ain en la etapa prenatal. Se ha considerado la etapa de la lactancia como
un periodo optimo para estudiar desnutricién va que es durante ésta cuando
el crecinmiento se encuentra acelerado y corresponderia a la etapa de la niffez
temprana en la que la desnutricién es prevalente.

3} Alteraciones causadas por la desnutricion,

3.1 Alteraciones bioquimicas, fisioldgicas y morfolégicas.

3.1.1. Alteraciones sobre la reproduccién, gestacion y
lactancia de crias.

Los resultados obtenidos de la evaluacidn de los efectos de 1la
desnutricién van desde la determinacién de una alteracién en la implantacion
y supervivencia de crias, hasta el tamafio de la camada y reduccién del



peso al nacimiento en ratones expuestoe a una deficiencia alimenticia maver
al 50 % (Javad, 1978). Por otra parte se ha encontrado una menor ganancia
de peso durante la gestacién en ratas con desmutricién crdnica sin alterarse
el nimero de crias vivas (Caller y Zartarian, 1981). Otro efecto observado a
este respecto es el determinado en ratas sometidas a uma dieta deficiente
durante el perlodo de gestacién causando retraso en el crecimiento
intrauterino (Fernindez y col, 1985). Asimismo se ha determinado que una
dieta con bajo contenido proteico administrada a madres y crias da como
resultado una alteracién en la composicién corporal, esto es, un alto
contenide de agua y disminucion en el contenido de protelnas (Young vy
Rasmussen, 1985). Una deficiencia alimenticia durante el pericdo en cual las
padres amamantan a sus crlas promueve un incremento en el catabolismo de
cantidades considerables de tejido materno (por ejemplo, misculo esquéletico,
corazén, higado v rifitén) tratando con esto mantener un desarrollo normal de
los productos (Glore y Layman, 1985). También se ha observado que cuando se
sumistran cantidades bajas de protelnas y energla a madres durante la
lactancia, se produce una disminucién en la fase de sintesis de proteinas en
glandulas mamarias (Jansen v Hunsaker, 1986},

3.1.2 Alteraciones sobre el suero .-

Los efectos producidos por la desnutricidn en el suero han sido puestos
en evidencia a través de los estudios realizados por Hoffenberg en 1975,
quién los cuales demostré una disminucitn en el contenido de albdmina,
observando que cuando una dieta es baja en protelnas, la cantidad de
aminodcidos que llegan al higado disminuye y de esta manera la sintesis de la
albdmina se ve reducida. A pesar de este efecto hay una transferencia de
apinodcidos a sitios extravasculares. Al presentarse ésta situacién, la
cantidad de albtmina sintetizada es considerablemente menor 2 la que es
metabolizada, y por lo tanto se presenta una disminucién en su concentracidn.

Holman y col en 1981 encontraron alteraciones respecto al contenido de
fosfollpidos, colesterol y 4cidos grasos en suero de nifios con CP.

3.1.3 Alteraciones en el tejido oseo.-

Kuramitsu y col en 1985, encontraron que en el fémur, el incremento en
peso v la longitud y la actividad de la fosfatasa alcalina, se ven reducidas
en ratas que mostraron DCP. Asimismo, determinaron que existe un efecto
aditivo cuando se presentan tanto deficiencia calérica como de proteinas.




provocando ambas efectos mas severos como son: una menor longitud y grosor de
los huesos y mostrando una placa de creciniento sumamente delgada.

Lee v col, en 1986, demostraron que suministrando una dieta baja en

enerela se ve afectado el contenido de minerales principalmente calcio,
fdsforo v magnesio en huesos de ratas adultas.

3.1.4 Alteraciones en el Sistema Nervioso .-

Salas en 1978, al mantener ratas madres con defiencia de alimento
durante el periodo prenatal encontré reduccidn permanente del peso cerebral v
en el nimero de células cerebrales, observando también una disminucién en el
nimero de ramificaciones dendriticas vy axones terminales.

En una revisitn de los efectos de la desnutricién sobre el SNC realizado
por Morgane y col, 1978 se hace mencisn de varias premisas entre las cuales
destacan: '

i} La desnutricidn en el periodo de lactancia. resulta en una
reduccion del nimero de células cerebrales en ratas y en nifios.

ii} La evidencia derivada de estudios en animales de
experimentacién, ha establecido claramente que la desnutricidn como una
variable aislada producird marcados cambios fisicos, quimicos y funcionales
en el cerebro.

iii) Una desnutricién postnatal y prenatal en ratas produce un
decremento en el grosor de la corteza cerebral.

iv) El SNC sufre una serie de cambios fisicos, quimicos vy
funcionales, causados por la desnutricidn en periodos criticos, que pueden
resultar en una marcada perturbacién en la funcién del cerebro.

En 1981 Morand y col al.trabajar con ratas expuestas a desnutricion
durante el operiodo prenatal, encontraron que en las neuronas Y
oligodendrocitos hay una disminucidn en la concentracién de &cidos grasos
ronoinsaturados. Sikes y col. 1981 al estudiar diversas regiones del cerebro
en ratas desnutridas durante el periodo de lactancia encontraron una densidad
y tamafio de la oligodendroglia normal y, por otro lado, observaron una
disminucion en el contenido de mielina.



3.2 Alteraciones inaunoléelcas.

La- DCP estd asociada con una marcada susceptibilidad a las enfermedades
infecciosas y a un comportamiento andmalo de varias facetas de la respuesta
inmune por lo cual ce incrementa la vulnerabilidad a las enfermedades
producidas por =zicroorganismos patégenos. MNumerosos investigadores han
demostrado diferencias significativas de las funciones de inmunidad mediada
por células, asi como deficiencias en los niveles de complemento sérico v la
actividad fagocitica. Estos hallazgos han sido obtenidos de necropsias
humanas v han sido reproducidos en animales con DCP (Chandra, 1980).

También se ha encontrado upa ascciacidn entre la DCP v una disminucion
del ndmero de linfocitos T circulantes. Debido que la cuenta total de
linfocitos es baja durante la deficiencia nutricional. el nimero de
linfocitos T en la sangre periférica estd siempre disminuldo (Chandra.1979).

Los mecanismos involucrados en estas cbservaciones no son claros aunque
se cree que puedan deberse a alteraciones como cambios en las protelnas de 1a
superficie de la membrana o la presencia de inhibidores tales como la
proteina ¢ reactiva junto con altas concentraciones de la inmunozlobulina E.
Otras causas opueden ser la linfolisis como consecuencia de las altas
concentraciones de cortisol libre en el plasma, la maduracidn v
diferenciacién andémalas de las células T responsables de la respuesta inmune
celular (Chandra, 1979). Asl mismo se ha reportado una marcada heterogeneidad
funcional y fisicoquimica de los linfocitos formadores de rosetas. En estos
estudios se ha encontrado que en nifios con DCP, los linfocitos con receptores
para la Ig¥ (ctlulas T, "cooperadoras”) estan disminuidos. y aquellos con
receptores para la IgG {c&lulas T, "supresoras”) estdn ligeramente aumentados
{Chandra, 1979}.

El incremento de la enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal (Tdt)
presente en linfocitos en la DCP sugiere una diferenciacidn incompleta en las
células nulas para madurar hacia linfocitos post-timicos. Esta es uma
evidencia indirecta de la alteracidn de la influencia de induccién del timo
en la DCP {(Chandra, 1980).

Good y col en 1980 reportaron un incremento en la respuesta inmune
aediada por celulas en ratas y ratones sometidos a desnutricitn experimental.
Estos resultados contrastan con los reportados por Chandra {1980) y otros
autores gue encuentran que la respuesta a mitégenos como Concanavalina 4 (Con
A}, TFitohemaglutinina (PHA) o Lipopolisacaridos es similar tante en
organismos desnutridos cono normales.

Fernandez y Yunis en 1976 reportaron una respuesta alta en la
incorporacién de timidina tritiada (3H-TdR) en cdlulas de bazo de ratas
desmutridas como efecto de la estimulacion por parte de los tres agentes
nitdgenicos. Cuando se analizd la PHA los controles tuvieron cuentas que



fueron sobrepasadag alrededor de 130 veces al utilizar ratas desnutridas: al
usar concanavalina A, la respuesta fué 99 veces la del testigo vy con
lipopolisacarido la respuesta se incrementd 30 veces.

0Otras reacciones importantes de la respuesta inmune. alteradas por la DCP
y que estan asociadas al funcionamiento optimo de los linfocitos T v B son:
la quimiotaxis v la capacidad opsénica del plasma que estdn reducidas (José v
col, 1970).

La respuesta inmune oOptima requiere una funcién adecuada de varios
componentes celulares y humorales. asi como las interacciones entre ellos.
Hay circuitos de retroalimentacisn positivos e inhibitorics. Es probable que
la deficiencia nutricional afecte los diferentes mecanismos de defensa del
huesped en una extensién variable. La mayor parte de los estudios a la fecha
han sido enfocados hacia la respuesta inmune individusl. Los mecanismos
inmunoreguladores auxiliar v supresor. muy bien pueden dar la clave del
laberinto de interaccisnes de nutricidn e inmunmidad en el hombre v &n los
nodelos animales {Chandra. 1980

3.3. Alteraciones en la conducta, desarrcllo mental v aprendizaje.

Cravioto y Robles en 1963 y 1965 realizaron los primeros estudios
sistemdticos acerca del desarrollo mental valorade por medio de la escala de
Gesell en los niftos desnutridos. Observaron que los coeficientes de
desarrollo eran bajos sobre todo en nifios menores de 6 meses, Asi Cravioto y
col , en 1966, demostraron un alto nivel de asociacion entre el riesgo de
haber padecido desnutricién en la infancia y desarrollo intersensorial
retardado. Sefialaron que el desarrollo de las interrelaciones visual-
cinestésica y auditivo-visual son fundamentales como requisito previo para el
aprendizaje de la escritura y la lectura. Este trabajo es considerado como
una cita cladsica, sobre 1a base de la informacidn recopilada por el Instituto
de Informacién Cientifica de los Estados Unidos de Norteamérica.

Cravioto en 1978, denostré que fallas en el aprendizaje adecuado de la
lectura y escritura estan ascciados primeramente a la desnutricitny a la
privacion de estimulos en la infancia temprana. En relacitn a las
actividades motoras, Cravioto en 1980, encontré que las habilidades motoras
en el escolar se encuentran disminuidas en relacién con antecedentes de
desnutricion.

Uno de los aspectos mas importantes estudiados en desnutricitn fue la
identificacién que hizo Cravioto en 1975 de factores microambientales
presentes mucho tiempo antes de la sparicién de desnutricidn severa los
cuales son: una deficiente o nula estimulacién en el hogar y una inadecuada
interaccién madre-hijc: estos factores determinan que nifos com desnutricidn
leve ({de primero o segundo grado) se agraven y lleguen a ser desnutridos de
tercer grado.



Cravicts v Arrieta en 1979, cobeervaron que en lactantes mencres de 6
neses con desnutricisn severa, la estimulacién sistemdtizada aunada al
tratamiento médico dietético es capaz de hacer que se recuperen del déficit
mental 7 de cada 10 nifios, nientras que en niffes no estimulados con grado
similar de intensidad vy duracién de desnutricién solamente recuperan el

deficit 3 de cada 10 nifios.

Fn animales desnutridos experimentalmente. Castilla y col en 1979,
determinaron el contenido de ADN. ARN v proteinas en corteza cerebral. Sus
resultados mostraron que la estimulacién es capaz de minimizar los efectos
causados por la desnutricién v que en el grupo con desnutricidn y aislamiento
ambiental se producen las alteraciones bioquimicas mads graves.

3.4, Alteraciones a nivel celular.

3.4.1. Estudios de alteraciones a nivel celular mediante el empleo de
timidina marcada con tritic.

Ramalingaswami v Deo en 1968 al inducir desnutricidn por falta
upicamente de protelnas en momos rhesus jévenes lograron simular la
desnutricién tipo Kwashiorkor. Encontraron gran similitud entre su modelo
experimental y la desnutricion en humanos. Definieron las reacciones bdsicas
ante la falta de protelnas a nivel celular y sus resultados sugieren que
todas las células de la mayoria de los drganos estan afectadas pero no en el
mismo tiempo ni con la misma severidad, observando que los drganos con alto
recambio de protelnas son los que se ven principalmente afectados. Asimismo
establecieron  que una prolongacidn en el cicloe celular medido por
autorradiografia con timidina tritiada {3H-TdR) es asociada directamente a
una caracteristica de deficiencia de proteinas.

Deo y colaboradores en 1967 estudiaron la regeneracidén celular en ratas
de la cepa Wistar adultas parcialmente hepatectomizadas teniendo un grupo
control (16% caseina) vy un grupo con dieta baja en proteinas {13 caseina).
Encontraron en el grupo desnutride un alto indice por incorporacidn de 3H-TdR
comc una evidencia del alargamiento de la fase de sintesis del ADN, lo que
ocasiona que un mayor numero de células se marquen. Por otro lado al comparar
el 1dice de marcaje entre el control y los desnutridos entre las 24-28 horas
después de la hepatectomla se observé que en el grupo deficiente de proteinas
no habla incremento en los ndcleos marcados durante ese tiempo, lo cual
indica una pobre proliferacidn celular. Asimismo el elevado indice mitético
observade fue considerado como evidencia en el alargamiento de la fase de
divisién.



Deo y Ramalingaswami en 1970 hicieron algunas consideraciones acerca del
control de la proliferacién en organismos pluricelulares. bdsicamente en
naniferos, donde un gran nimero de células se producen y mueren cada dia. En
ellos, el nacimiento. diferenciacién y muerte estan balanceados para mantener
un estado de equilibrio. Hay sistemas de recambio celular continuo como la
mucosa del intestino delgado v sistemas donde el recambio celular estd
condicionado como es el higado que tiene una baja velocidad de proliferacién
y un tiempo de vida largo. En ambos sistemas se detectd una disminucidn en
la proliferacion como una alteracion bdsica en respuesta a la deficiencia de
proteinas; el mecanismo no es claro, pero consideran de importancia la
disminucién del flujo de aminodcidos. contenido de ARN vy protelnas como los
factores principaimente relacionados ccn 1as alteraciones en el ciclo
celular.

Deo y Mathur en 1975, en un estudio realizado en foliculos de pelo v
apidernis de fetos de ratas siguiende la técnica de incorporacién de 2H-TdR.
-zterninaron fases del ciclo celuiar por redio de porcentajes de c¢élulas
parcadas contra tiempo. Reportaron que en la desnutricidn se afectan algunas
fases del ciclo celular. observando que en 1cs animales desnutrides la fase
G2 se prolongd en 1007 v la fase 3 en un 577.

Bansal-Rajbanshi v Mathur en 1985 determinaron mediante autorradioerafia
13 duracidn total del ciclo v de cada una de sus fases en células germinales
de espermatogonias v células de soporte o futuras células de Sertoli en
ratas desnutridas durante la lactancia. Encontraron un marcado aumento en la
duracién de la fase S sin alterarse la fase G2 y el tiempo total de ciclo.
observando un acortamiento de la fase Gl. Sefialan que en trabajos previos y
en el suyo propio se encuentran consistentemente un aumento en la fase de
sintesis de ADN. 1o cual puede representar una adaptacidn para compensar la
baja velocidad de sintesis de esta molécula.

3.4.2 [Estudios de alteraciones a nivel celular mediante el empleo de
otras metodologias.

Winick y Noble estudiaron en 1966 el efecto de la desnutricidn sobre el
peso total del animal, peso de algunos organos (cerebro, timo, bazo),
contenido de ADN, ARN y proteinas en ratas. Encontraron que la desnutricién
en etapas tempranas de la vida. como es del nacimiento a los 21 dias,
disminuye el peso, contenido de protelnas, de ADN vy ARN seflalando una
reduccidn en el nimero de células sin alterarse el tamafo celular.

Deo y col en 1975 consideraron que la proliferacién . migracidn,
diferenciacién y muerte celular son procesos bioldgicos basicos que juegan un
papel crucial en el crecimiento y desarrollo de los tejidos. Normalmente se



pantiene un balance entre estos procesos, por 1o que alteraciones de uno con
respecto a otro modifican el desarrollo.  La desnutricién altera la
proliferacion y migracidn, aunque la diferenciacidn parece no estar alterada,
y la nuerte celular se encuentra disminuida; al parecer esto dltimo
representa un mecanismo compensatorio para balancear la disminucién en la
formacidn de nuevas células. En la desnutricidn los tejidos y las células no
son afectadas de la misma manera, ni en tiempo ni en dimension.

Ortiz, en 1980 al analizar el ciclo celular in vivo en médula dsea en
ratas desnutridas y bien nutridas durante la lactancia, utilizando la técnica
de tincidn diferencial de cromatidas hermanas, encontrd un considerable
retraso en la proliferacién en las ratas desnutridas. Al analizar el indice
nitético entre ambos lotes, encontré que las ratas experimentales mostraban
un Indice mitdtico mds alto que las ratas testigo. Indica que este fendmeno
pudiera ser explicado si se considera que la fase mitdtica dura mas tiempo, vy
que por esto al inyectar colchicina a los anizales durante una hora antes del
sacrificio se encuentren mas mitosis en estas ratas.

Gaben-Cogneville, y col en 1981 estudiaron el efecto de la desnutricisn
en las fracciones del estroma v de los adipocitos del tejido inguinal de
ratas que fueron desnutridas por periodos variables a partir del nacimiento v
encontraron que 1a proliferacién y diferenciacidn celular se ven severanente
afectadas en relacidn directa a la duracion del pericdo de desnutricidn.

en linfocitos de niftos con desnutricidn tipo Kwashiorkor mediante la técnica
de tincidn diferencial de cromatidas hermanas. En sus resultados se observd
un menor porcentaje de cAlulas que han pasado por dos ciclos y una
disminucidn en el ntmero de células que han pasado tres ciclos de duplicacidn
0 mas en los cultivos de los desnutridos. De sus resultados concluyeron que
la duracidn del ciclo en los linfocitos de niffos desnutridos es mayor,
proponiendo que puede estar alterada la respuesta al mitdgeno PHA en la
desnutricidn. :

Gonzalez-Torres y col en 1983, trabajando también con linfocitos
humanos, observaron que las curvas de distribucion de metafases de primero,
segundo y tercer ciclo de duplicacién son similares en los niffos desnutridos
y los eutroficos. Una observacién interesante en este trabajo es que a 48
horas de cultivo 1a proporcién de metafases en segundo ciclo fue mayor en los
nifios desnutridos. Para explicar estos resultados, propusieron que los
linfocitos podrian venir previamente estimulados en torrente sanguineo o que
responden con mayor rapidez a la PHA.

nédula dsea de ratas desnutridas y bien nutridas durante la lactancia,
nediante la técnica de tincién diferencial de cromAtidas hermanas,
encontraron que en los tiempos que analizaron el porcentaje de mitosis en
prizer ciclo de replicacién fue mayor en las células desnutridas. Por otro



lado, observaron que en lae células bien nutridas existe una congiderable
cantidad de mitcsis en tercer ciclo de duplicacidn mientras que en las ratas
desnutridas  estas no aparecen. Determinaron de esta manera que las células
de las ratas desnutridas en condiciones de cultivo muestran un retraso en la
proliferacién celular al ser comparados con los animales testigos.

Betancourt vy Gonzalez en 1986 determinaron la cinttica de
durante la lactancia. Al analizar el nimero de células, la cantidad de ADN y
la de proteinas, observaron una diferencia en los tres paradmetros analizados
con respecto a los obtenidos enel lote testieo, proponiendo que la
diferencia mostrada es debida a la velocidad de proliferacidn 1a cudl es mas
lenta en las células desnutridas.

K

3.5. Alteraciones a Nivel Citogenético

Armendares vy col, en 1971 y Betancourt v col en {972 encontraron una
mayor frecuencia de aberraciones cromosdmicas en linfocitos de niffos
desnutridos. Por otro lado Thorburn y col en 1972, Khouri y Mclaren en 1973,
y Upadhyava y col en 1975, al estudiar la frecuencia de aberraciones
cromosbmicas en niffes desnutridos no encontraron diferencia significativa en
relacion nifios bien nutrides. Se propuso que la alta frecuencia de
aberraciones cromosoémicas en los niffos se podrla deber a uma mayor
susceptibilidad a diversos agentes externos. Para probar lo anterior
Betancourt y col en 1974 estudiaron el efecto de varias dosis de rayos X
sobre 1a frecuencia de aberraciones cromosémicas en cultivos de linfocitos de
niffos desnutridos vy niffos bien nutridos encontrando una frecuencia de
aberraciones similar entre Llos niffos desnutridos y testigos en todas las
dosis de radiacién probadas.

Se han realizado también estudios sobre la frecuencia de aberraciones
cromoséricas en animales desnutridos experimentalmente; asi en médula bsea
de ratas desnutridas durante el perlodo prenatal y de lactancia, Sadasivany
Raghuram en 1973 encontraron un porcentaje de aberraciones significativamente
sayor al encontrado en ratas testigo. Vijayalaxmi en 1975, encontrd en la
aédula dsea de ratas desnutridas durante ocho semanas a partir de los 21 dias
de edad, una frecuencia de aberraciones cromosémicas significativamente mayor
a la encontrada en ratas alimentadas con una dieta alta en proteinas.
Betancourt y col en 1979, determinaron el porcentaje de aberraciones
cromosbmicas en ratas desnutridas a partir del destete con una dieta de
proteinas deficientes en metionina y triptofano (maiz) consumida "ad libitum"
y reduciendo la cantidad de consumc a 1a mitad. Las aberraciones encontradas
fueron rompientos cromatidicos y algunos cromosdmicos, no encontrandose
diferencias significativa entre el porcentaje de aberraciones entre las ratas
desnutridas v ratas contrel.
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El estudic de la frecuencia de Intercambios entre (romdtidas Hermanas
{ICH) se ha considerado un método mas sensible para detectar daffo al material
genético. Sin embargo, los resultados obtenidos son contradictorios ya que
Nutchinick y col en 1979; Gonzalez-Torres y col (1983) estudiaron la
frecuencia de ICH en linfocitos da niffes desmutridos, no encontrando
diferencia entre los desnutridos y testigos mientras que Murthy y col en 1980
observaron una frecuencia de ICH significativamente mayor en los desnutridos.

En animales desnutridos experimentalmente, Murthy y Srikantia en 1981,
observaron una mayor frecuencia de ICH en ratones desputridos despuds de la
gpoca del destete. Asi mismo Betancourt y col {1986) determinaron in vivo en
ratas desnutridas durante la lactancia un incremento en los ICH, nientras
Ortiz en 1987 al analizar la frecuencia de intercambios in vitro en ratas
desnutridas durante la lactancia encontrd que no existe diferencia entre
ratas festigo y desnutridas y propone que algunos factores de las condiciones
de cultivo influyen en la frecuencia observada y de esta manera se pierde la
diferencia de ICH observada in vivo.

3.6 Alteraciones a Nivel Molecular .-

Avitabile y col, en 1981 nediante la incorporacién de uridina tritiada
en distintas regiones del cerebro en ratas desnutridas experimentalmente
desde el décimo dla de gestacidn y hasta el término del periodo de
lactancia, realizando un estudio de la sintesis de ARN, determinaron que la
sintesis en las ratas desnutridas se encuentra alterada, por 1o que los
autores concluyen que en las ratas la etapa de vulnerabilidad del cerebelo,
se encuentra durante las primeras tres semanas posteriores al nacimiento.

Serra y col en 1982, al estudiar el efecto de la desnutricidn sobre la
ADN polimerasa y la Timidina quinasa {enzimas esenciales para que se realice
1a sintesis del ADN}, en diversas regiones del cerebro en ratas a las que les
indujeron desnutricién a partir del décimo dia de gestacidn y durante el
periodo de lactancia, encontraron que la actividad de las enziras en estudio
se encventra disainuida en cerebro.

Vanella y col en 1983 utilizando ratas desnutridas con deficiencia de
protelnas, al analizar la actividad de las enzimas hipoxantinaguanina
fosforibosiltransferasa  (HGPRTasa) y la  adeninafosforribosiltransferasa
{APRTasa) encontraron que al quinto dia posterior del nacimiente la actividad
de ambas enzimas estaba disminuida. Esta disminucidén no se mostrd de forma
permanente, sino que a los treinta dlas posteriores al nacimiento se
encontraron valores similares entre ambos grupos. Como conclusidn estos
autores indican que la desmutricidn durante la gestacién y en los primeros
dlas de la vida altera significativamente la actividad de ambas enzimas.
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Castro y col en 1986, en su estudic demostraron un aumento en la
sensibilidad a nucleasa micrococal. asi como una disminucién en la longitud
del nucleosoma cuando se suministro una dieta rica en azicares pero libre en
lipidos. En tanto que cuando se suministro una dieta deficiente en
proteinas, magnesio o zinc, se disminuyd la semsibilidad de la cromatina a la
nucleasa. Los mecanismos por los cuales la dieta tiene un efecto en la
conformacion estructural del ADN no son adn claros. Una posible explicacién
para la disminucién de la sensibilidad de 1a cromatina a la nucleasa fue
propuesta por Castro vy Toule en 1986 en la que esta sensibilidad se pudo
relacionar con los cambios en la composicién de la histona Hl y se ha
encontrado también que una disminucidn en la concentracion de cistelna altera
significativamente la metilacién de 1a guanina.

B CICLO CELULAR

1) Definicién del Ciclo Celular.

Se da el nombre de ciclo celular al periodo que trascurre entre la
formacién por divisidn de una célula madre y el tiempo requerido para que
ella misma se divida (Baserga, 1985; Gimenez-Martiny col 1977 ; Mitchison,
1971).

Bl ciclo celular es uma cadena de eventos variables que involucran
interacciones entre el complejo nicleo-citoplasms y ambiente. En las células
eucariontes, el ciclo celular puede ser considerade como una secuencia
ordenada de procesos interrelacionados distinguibles por las transiciones
fisiclégicas y citoldgicas en fases con upa actividad reconocible (Padilla y
Whitson, 1980)

El ciclo celular en los organismos eucariontes, se ha dividido
tradicionalmente en dos etapas:

a) Interfase, que es el periodo de crecimiento.
b) Divisidn celular o Mitosis.

la duracién de la interfase es, en términos generales, mayor que el
periodo en el que transcurre la mitosis. En la mayorla de las células
animales vy vegetales la duracién del ciclo celular es de un dia
aproximadamente, siendo el tiempo mds frecuente de veinte horas: de este
tiempo, la mitosis toma mas o menos una hora, mientras que el resto es
ocupado por la interfase (Mazia, 1974).
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Las fases con las que actualmente se designa al ciclo celular fueron
definidas inicialmente por Howard y Pelc en 1953, quienes observaron que la
interfase se dividia en tres etapas de acuerdo a los fenémenos moleculares
ocurridos durante esta fase, designando al periodo de replicacidn del d4cido
desoxirribonuciéico (ADN) como la fase S {de sintesis), este perlodo fue
tomado como referencia para definir las otras etapas del ciclo: 61 ("gap”
pre-sintético), que es el tiempo transcurrido entre el final de la mitosis y
el comienzo de la sintesis, y G2 ("gap” post-sintetico!, que es el pericdo
comprendido entre el final de la sintesis v el principic de la divisién
celular conocida como fase M (mitosis) o fase D (divisidn).  Estudios
posteriores han llevado a 1a caracterizacién de una etapa en la cual las
células no entraran en el ciclo celular denominada Go. asi como subdivisiones
de las fases como es el caso de Gla y G1b (Darzinkiewicz y col, 1981}.

El tiempo de duracién de las fases 61, S, G2 y M son diferentes en los
distintas clases de celulas pero las variaciones entre las <células
individuales de la misma clase son pequefias (Mitchison, 197!

En los oreanismos multicelulares los diferentes tices de células se
dividen a muy diferentes velocidades.  La principal diferencia entre las
ctlulas que se dividen rapidamente y aquellas que lo hacen lentamente estd
dada por la duracitn o tiempo que permanscen las células en la fase G1.
Algunas células permanecen en G1 durante dias o incluso ahos. Por otro lado
el tiempo del ciclo a partir del inicio de la fase S hasta 1a mitosis es muy
constante independientemente de la velocidad de divisidn de la célula.

2) Caracteristicas de las fases del ciclo,

La célula durante la interfase debe duplicar ademds de su ADN todos los
componentes celulares y su masa. Lla gran mayoria de los diferentes tipos de
protelnas y ARN son sintetizados continuamente durante toda la interfase,
asl de 1los mds de mil tipos de proteinas detectados, solo unos pocos son
sintetizados en un punto especifico del ciclo. En tanto que el ADN, su
gbnesis se encuentra restringida en un sitio especifico del ciclo.

La mayorla de las poblaciones celulares estan constituidas por dos
clases de ctlulas: las que continuamente se encuentran ciclando o en
proliferacidn vy las que no se dividen, Estas altimas pueden a su vez ser de
dos tipos: las que estdn en Go y son capaces de entrar al ciclo nuevamente
por medio de un estimulo adecuado vy las ctlulas diferenciadas terainalmente,
que en condiciones naturales nunca se dividiran .

De acuerdo a Mitchison (1971}, Graves {1975), Prescot (1976), Pardee y
col (1978}, 'y Baserga (1985) se consideran a continuacidn algunas
caracteristicas de mayor relevancia de las fases del ciclo:
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Fage Go.- El estado Go ge define como una fage quiescente o durmients.
El tiempo requerido para iniciar S cuando son estimuladas es més largo al
requerido por las células que estaban en 1. la mayorla de las células
transformadas, particularmente las transforradas por virus no pueden entrar
en esta fase.

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

i} Sintetizan algunas variantes de histonas

ii) El complemento de los ribosomas y el contenido de ARN &5
diferente

iii} La proteina pS3 se requiere para la salida de Go.

iv} El grado de condensacién de la cromatina observado en esta fase es
mayor, Yy Se ha propuesto la existencia de un perfodo Go2 (Sans v
col, 1980).

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

Fase G1.- Esta etapa es la de mayor variabilidad en cuanto a duracion.
Se ha considerado en general que el control de la proliferacién celular se
encuentra en G, durante ella se inicia el crecimiento de la célula,
representado por aumento en tamafio celular, en el tamafio del nicleo, del
nimero de ribosomas y sintesis o acumulacién de ARN ribosomal. Ademds durante
este perlodo la sintesis de los diferentes tipos de ARN se incrementa y los
niveles de los tres tipos de ARN polimerasas aumentan dramiticamente. Se ha
observado que si se bloquea la sintesis de ARN al principio de esta fase hay
un retardo en la fase S, mientras que si el bloqueo es hacia el final no lo
hay lo cual ha indicado que la sintesis de ARN se lleva a cabo al inicio de
G1. Se ha demostrado tambien una gran actividad de sintesis de protéinas
durante esta fase, siendo caracteristica la sintesis de proteinas no histonas
y varias proteinas especificas reportadas por Baserga en 1985 entre las
cuales se encuentran: calmodulina, proteina inestable (R), actina, ornitina
descarboxilasa, proteina pS3 y varias proteinas citoplasmicas. También en
esta etapa se ha detectado fosforilacién de la histona Hi, y sintesis de
proteinas histonas la cual se ve claramente incrementada en la fase S. En
relacidn a las protelnas involucradas en la duplicacién del ADN, su sintesis
se realiza durante la fase Gi tardla. Estudios realizados en células hibridas
han mostrado que el paso de las fases Gi a S puede ser inducido por un factor
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citopldsnico. Asl misme. ce han comprobado también en esta etapa cambios en
la superficie celular y un aumento en el transporte de iones a través de la
pembrana.  Los requerimientos energéticos para que se lleve a cabo son altos
pero no tanto come en S, sin embargo hay sintesis de nucléotidos
trifosfatades (ATR, GTP, TTP y CTP).

Fase 5.- La sintesis del ADN esta restringida casi en su totalidad al
periodo de la interfase denominade como 5. Para la sintesis o duplicacién del
ADN cada fibra de éste, esta dividida en nuchas unidades denominadas
duplicones. Cada duplicén tiene un centro que es el origen a partir del cual
la duplicacidtn se da en ambas direcciones. En las primeras etapas del
desarrollo embrionario todos los duplicones funcionan simulténeamente v la
fase S es muy corta. Pero en las ceélulas de un animal adulto 1a sintesis se
inicia en diferentes lugares de los cromosomas a diferentes tiempos, habiendo
un orden temporal establecido que se mantiene siempre.  Se propone que los
duplicones se encuentran conjuntados en familias que son grupos que inician
su duplicacién simultaneamente respondiendo a una sefal coman.  El mecanismo
por el cual se mantiene el orden de iniciacitén no se ha determinado, sin
embargo se ha propuesto que la metilacidn estd involucrada en el
gantenipiento de este orden, pero esto no ha side claramente confirmado.
Existen algunas evidencias mas que indican que la sintesis de proteinas puede
ser requerida para la travesia de S, y es posible que el patron de
iniciacién dependa de una secuencia ordenada de sintesis y de la accién de
noléculas iniciadoras que actdan en duplicones especificos. Asl mismo, se ha
propuesto con base en los estudios de Graves {1975), en células hibridas. que
1a informacién genética para las moléculas iniciadoras de la duplicacién son
codificadas en el mismo cromosoma al igual que el duplicén donde van a
actuar. Existe otra hipétesis acerca del control de la iniciacidn que propone
qgue el control de lz iniciacidn puede estar operando por medio de cambios
estructurales en el cromosoma involucrando quizds en asociaciones con la
envoltura nuclear.

Las enzimas requeridas para la sintesis del ADN son diversas Pardee y
col en 1978 pusieron énfasis en dos grupos de enzimas las ADN polimerasas y
las ligasas. Baserga en 1985 considerd de importancia ademds otras enzimas
relacionadas con el metabolismo del ADN como la timidina quinasa y las
ribonucledtido reductasas.

Reddy y Pardee en 1980 consideraron de importancia para la iniciacién de
la sintesis del ADN la integracidn de un complejo formado por varias
protelnas que contiene la mayoria de los polipéptidos que son requeridos para
la sintesis del ADN v protelnas asociadas.

Ademds durante la fase S se llevan a cabo otros eventos variados como
son la sintesis de proteinas del tipo de las histonas (H2A, H2B, H3 y H4) la
cual estd relacionada con la sintesis del ADN. La fosforilacitn de la histona
H1 que continfia durante la fase §, en dos sitios adicionales a los de Gl y
aparecen otros receptores de membrana para diferentes factores de
proliferacién celular.
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Fape GZ.- Fsta etapa es un perlodo de intensa actividad bioquimica. La
inhibicién de sintesis de proteinas v ARN detiene a las células en G2, de lo
cual se infiere que el pasode S a mitosis no es automdtico. Se ha
determinado en esta fase la sintesis de proteinas especificas necesarias para
gue la célula entre en divisién, dentro de ellas se encuentran las requeridas
para construccidn y operacién del aparato mitdtico y las necesarias para la
condensacitn de los cromcsomas. Se ha descrito la existencia de proteinas
involucradas en la condensacién de los cromosomas las cuales se han
denominado "factores mitdticos" 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 denominados "inhibidores de
los factores mitbticos” que permanecen activos hasta la fase 61, por lo
anterior se consideran de importancia en la descondensacién de los cromosomas
(Rac y adlkha, 1985). Otro evento importante que se lleva a cabo en esta
etapa, =5 la realizacibn de un proceso de reparacién del ADN conocido como
reparacién G2, que ha sido ampliamente estudiado a partir de su
descubrimiento en 1968 por Kihlman v Hartley.

Fase D. Durante la fase de divisidn que puede ser una mitosis o una
meiosis ocurren grandes cambios en la estructura y funcién celular. En esta
etapa se llevan a cabo dos procesos: La divisién nuclear (cariocinesis) y la
divisién citopldsmica {citocinesis), ambos estdn generalmente estrechamente
asociados. En esta fase se hace necesaria la presencia del aparato mitético
que asegura la segregacion de los cromosomas y también se requiere de
factores solubles que estdn relacionados con la condensacidn y
descondensacidn de la cromatina y con la disolucidn v la reestructuracién de
la envoltura nuclear. Durante esta fase la sintesis de protelnas y de ARN
son practicamente nulas.

4.- Estudios sobre la cinética celular.

Técnicas utilizadas para el estudio del Ciclo Celular

El ADN es una de las moléculas que ha dado mayor informacidn acerca de
los cambios que ocurren durante el ciclo de vida de las células, este ha sido
muy 4til para determinar la cinética de proliferacidn celular y el tiempo de
duracion del ciclo celular (también llamado tiempo de generacidn). En 1953
Watson y Crick postularon un modelo preciso de la estructura del ADN, en
1957, Meselson y Stahl demostraron el mecanismo de duplicacién
semiconservativa en procariontes y Taylor y col en 1957 también demostraron
1a replicacién semiconservativa del ADN en células eucariontes.

16



Fard &1 eutuddo aceeed del pane du Lo cdlules 8 travdd del slels
celular se han empleado diferentes metodologlas dentro de las cuales se
encuentran:

i} La utilizacién de precursores radiactives.- Han sido
ampliamente usadas Ilas técnicas basadas en la incorporacitn de precursores
radiactivos en el ADN.

El empieo de elementos radiactivos como marcadores de los 4cidos
nucléicos v su deteccidn por autorradiografia se remonta al grupo de Taylor
que emplearen fosfato marcado con 32P v Acido ordtico marcado con 14C  sin
embargo tuvieron el problema de que ambos isétopos emiten una eleveda energla
de ionizacién por lo cual no obtuvieron una eficiente resolucidn. Friedkien
y col en 1956 determinaron con el uso de la timidina marcada con 14C que era
exclusivamente incorporada en el ADN de células de mamiferos. En tanto Plaut
y Mazia (1956) empleando también timidina marcada con 14C estudiaron la
distribucién de la marca en figuras metafasicas de raices de Creppis. 4si
mismo Taylor y col en 1957 empleando un marcado continuo en raices de Vicia
faba con timidina marcada con tritio demuestraron la incorporacitn de ese
precursor en el ADN, asi como el descubrimiento de los ICH.

En los métodos autorradiograficos el precursor del ADN mas comtinmente
utilizado es la timidina marcada con tritio (3H-TdR) (Nicollini, 1975;
Shackney, 1973b ; Shackney, 1975a), desoxiribonucledsido que es incorporado
en el ADN por la via por la sintesis del dTTF (Desoxitimidina-trifosfato).
Las cinasas fosforilan nucledtidos de timdina a dTTP, estas se encuentran
activas en tejidos que presentan una pronunciada sintesis de ADN tales como

_Liro y médula dsea, asi como en tejidos que presentan una baja proliferacién

- como el higado (Davidson,1976). La fosforilacidn de la 3M-TdR es
eficientemente usada por las células de mamiferos (Nicollini,1975) (Figura
1), v que es eapleado con mucha frectencia en el estudio de las
caracteristicas proliferativas de poblaciones celulares de mamiferos en
crecimiento {Shackney, 1975b).

El mecanisao por el cual puede ser explicada la observacitn de la
deteccidn autorradiogrdfica de cromosomas metafdsicos que han incorporado 3H-
TdR esta basado en tres postulados fundamentales segin Taylor y col, 1957;
Plaut y Mazia, 1956 :
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FIGURA 1.
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a} La duplicacién semiconservativa del ADN

b) Una cromitida se encuentra constituida por una sola doble
helice

c) Los cromosomas no seé  segregan al azar en la  divisidn
celular.

La autorradiografia es una técnica basada en la deteccion de
radiactividad por medio de la formacitn de depbsitos de plata en una emulsidn
fotografica (Nicollini, 1975). Una emulsidn consiste de cristales de bromuro
de plata mezclados en gelatina. Fsta técnica se basa en el mismo principio
que la fotografia, excepto que la energia para la conversidn del bromure de
plata & plata metdlica es derivada de radiacién ionizante emitida por el
precursor marcado radiactivamente. Las particulas beta inciden sobre la capa
de enulsitn en donde un grupo de electrones libres chocan con iones plata con
los cuales se combinan para formar 4tomos de plata. La imagen latente de un
autoradiograma es formada cuando hay suficientes atomos de plata acumulados
en un sitio ¢ mancha sensibilizado para formar un ndclec de plata metdlica
que es catalizada para convertirse de cristal a grano de plata durante el
revelado.

Los reveladores utilizados son agentes reductores que proveen electrones
para reducir iones a 4tomos de plata. Porgue los cristales que tienen imagen
latente son reducidos mas rapidamente a plata metdlica que otros cristales.
Los cristales que no son preferencialmente reducidos son disueltos por el
fijador, dejando fuera de 1la vista de un patrdn de granos de plata que
denotan la presencia del material radioactivo (Stein y Yanishevsky,1979).

Generalmente, en este tipo de estudios las células son clasificadas en
marcadas y sin marcar, dependiendo de si el nimero de granos que se muestran
sobre el nicleo exceden un nimero basal establecido al azar (Nicollini,
1975; Simpson-Herren y col 1976) de esta manera se puede dividir a la
poblacién de ctlulas en dos categorias: celulas que sintetizaron ADN y las
que no lo hicieron.

Cronkite y col (1959) han hecho ciertas suposiciones en relacitn a la
timidina y el ADN, entre estas se encuentran:

i) El tritio marcador en la timidina, es estable y no cambia o se
corbina con hidrégeno disponible.

ii) Cuando la timidna es incorporada al ADN, es estable y la base de
tinina marcada no cambia por timina sin marcar.

1ii) La timidina no es almacenada por lapsos de tiempo prolongados antes
de ser utilizada en la sintesis del ADN en una célula.



iv) Ni el ADN o sus productos de degradacién son significativamante
reutilizados en la sintesis del ADN nuevo.
4

Por medio del analisis de los patrones de marcado en funcidn del tiempo
se puede determinar :

- Indice de marcado.-

Se puede deterpinar la fraccidn de células que tienen su nicleo marcado
con granos de plata, este Indice estéd relacionado con las células que pasaron
por la fase Sy se obtiene la fraccitén de crecimiento. En 1980 Schoenfeld y
Kallman propusieron un procedimiento cuantitativo para lograr uma
detersinacidén mds clara del indice de marcaje, =sto es realizando la
distribucién de granos.

- Fraccidn de nitosis marcadas -

Propuesto por Quastler vy Sherman en 1959, este método consiste en
determinar el nimero de mitosis que se encuentran marcadas después de un
pulso con el precursor radiactivo de acuerdo a un ndmero basal de granos de
plata que se encuentran encima de los cromosomas que conforman la figura
netafasica. Es el método mds ampliamente usado y proporciona informacidn
acerca de la duracién de las fases del ciclo celular.

Seghn una recoplicacién de Schneider y col (1978), los nétodos
autorradiograficos tiemen varias desventajas técnicas y entre las cuales
ellos consideran que :

1) Se requiere de mucho tiempo y esfuerzo teénico.

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

3) Se presentan problemas técnicos como 1a resolucidn y dilucidn de la
marca. _

4) La insensibilidad de la técnica en células con largo periodo
internitdtico.

Gray y col 1977 han demostrado que la radiactividad por célula en la
fase S (RCSi), es un método en el cual la duracidn del ciclo celular y de sus
fases puede ser estimada por la medicidn periddica de radiactividad de
células que recibieron un pulso de marcado con timidina tritiada.
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ii) Utilizacidn de precursores no radiactivos.-

a) Tincidn diferencial de cromatidas hermanas :

Un hallazge muy importante en 1a decada de los afios 70 fue la
utilizacidn de la técnica que incluye el uso de 5-bromedesoxiuridina (BrdU)-
Hoechst-Giemsa para el andlisis de la cromologia y topografia de la
duplicacidn del ADN en los crozosomas de los organismos supericres (Yurov vy
Liapunova, 1976). Esta técnica ha hecho posible demostrar las areas en el
cromosoma que se duplican simultineamente en la parte temprana, media vy
tardia del periodo S. Esta técnica se logra mediante la incorporacién de la
BrdU que es un analogo de lz timidina que se incorpora ficilmente a las
cadenas de ADN en formacién. En las células que han pasado un ciclo de
duplicacidn en presencia de Brdl sus cromosomas se muestran en la mitosis
todos obscuros. ya que ambas cromatidas son quimicamente idénticas pues se
encuentran nonosubstituidas. En metafases de células que han atravesado por
dos ciclos de duplicacién en presencia de BrdU sus cromosomas presentan una
cromatida obscura que esta monosubstituida v una cromatida clara que se
encuentra doblemente substituida con Brdl, en este tipo de figuras
petafdsicas el cincuenta por ciento de las cromdtidas se encuentran claras y
el otro cincuenta por ciento obscuras. Para las células que han atravesado
por tres o mds ciclos de duplicacién en presencia de Brdl se presentan
cromosonas netafdsicos con ambas cromdtidas claras esto es doblemente
substituidas con BrdU y cromosomas con una cromatida clara y una obscura en
estas netafases se observa un setenta y cinco por ciento de cromdtidas claras
y el veinticinco restante, obscuras.

B) Analisis de la dist;ibucibn del ADN.-

Con los avances en la citofluorometria ha sido posible una rapida y
segura cuantificacion del contenido de ADN celular, el empleo de estd técnica
ha incrementado el estudio de la cinética celular. En estas técnicas se
colectan las ctlulas, se dispersan para tener suspensiones de una sola célula
y se tiflen con un colorante fluorescente especifico para ADN. (Melamed,
1972). Varios modelos matematicos han sido reportados con el propdsito de
resolver las distribuciones en los compartimentos del ciclo celular, 61, 8§,
G2 y M.

Recientemente Gratzner y Leif (1981) y Oku en el mismo afo han
desarrollade un método basado en dar un pulso de marcaje con Brdy, y su
posterior hidrolizacidn produciendo un ADN de cadena sencilla que es el que
ha incorporado BrdU tifendo con un anticuerpo fluorescente contra Brdl. la
fraccidn de células marcadas con BrdU pueden determinarse con un microscopio
de fluorescencia ¢ por medio de citofluorometria. Para una mayor eficiencia
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de este procedimiento Gratzner en 1982 v Raza vy col, 1984 desarrollaron un
anticuerpo monoclonal contra Brdl para detectar sintesis de ADN. Se ha
demostrado que el analisis citofluorométrico simuitdneo del contenido de ADN
celular v 1la cantidad de BrdU incorporada en el ADN permite una rdpida y
exacta cuantificacidn de células en los distintos compartimentos del ciclo
celular, asi como un indicador confiable del proceso de sintesis de ADN
celular durante lz fase S sin ningun procedimiento laborioso.

Gray en 1983b, considerd algunas caracteristicas de la técnica entre las
que se encuentran:

1} La poblacién celular debe reducirse a suspensiones de una sola
célula.

2} Las células no pueden relacionarse con su localizacién dentro del
tejido.

3) El equipo requerido es muy caro y complejo.

4) No se obtiene informacidn acerca de ia duracidn de cada una de las
fases.

5) HNo requiere incorporacién de precursores ccmo la timidina tritiada o
la bremodesoxiuriding que son potencialmente tixicos o mutaesnices.

Para complementar la informacidn se ha propuesto analizar =l <ciclo
celular tomando en cuenta diferentes pardmetros. Darzynkiewicz v Andreeff en
1981 comentaron que se han desarrollado técnicas citofluorométricas para
nedir ademds del contenido de ADN, el contenido de ARN en mediciones
simultaneas. También han detectado incorporacién de BrdU, se ha analizado la
estructura de la cromatina nuclear en base a su estabilidad "in sity" al
calor ¢ al tratamiento con dcidos. Los autores propusieron con base en sus
resultados que se pueden hacer nuevas subdivisiones al ciclo celular,
deterzinando que se pueden considerar 13 compartimientos funcionalmente
distintos. Sasaki y col (1986) proponen que un analisis bivariable de
citofluorometria wutilizando un anticuerpo monoclonal contra Brdl permite la
determinacitin confiable de los porcentajes de células en las fases GI, S y
G2M del ciclo celular. Asi mismo Gray v col en 1986 realizaron una revisidn
acerca de la wutilidad de la citofluorometria en el estudio de 1a
proliferacidn celular. Amalizaron la utilidad de la ténica de medidas
sipultdneas de contenido de ADN y cantidad de BrdU incorporada utilizando dos
colorantes fluorescentes de diferente longitud de onda (rojo y verde), uno se
une al ADN total y el otro sole al que ha incorporado BrdU. Las aplicaciones
de la netodologia BrdU/ADN son las siguientes:

1) Determinacitn de Ia fraccion de ctlulasen Gf, en Syen G2+ M.

2) Determinacitn de la duracién de las fases GI, S y G2 + M,
dispersidn y fraccion de crecimiento.

3) Andlisis de la proliferacién celular en respuesta a agentes
especificos.
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Con base en los antecedentes previamente expuestos, se hace evidente
que la DCP es una enfermedad grave, que es un serio problema de Salud Pdblica
en nuestro pals y que se encuentra ampliamente distribuida mundialmente. Esto
ha dado cabida a la formacidn v consolidacién de varios grupos de
investigacién que se han interesado en el estudio de este padecimiento.
Actualmente en distintos paises se realizan estudios acerca de los efectos de
la desnutricidén, tanto en humanos como en animales de experimentacidn, en
diversas Aareas del comocimiento cientifico que incluyen puntos de vista como
el inmunoldgico, fisioldgico, bioquimico, celular, molecular, de desarrollo,
conductral, ete.

Los resultades obtenidos en los diferentes campos pueden llegar a
complementarse para comprender nejor las manifestaciones producidas por la
enfermedad y lograr el tratamiento mds adecuado de los nifios desnutridos.
tanto a nivel individual como de comunidad.

Dada la eran importancia que presenta la desnutricidn en nuestro pais vy
los efectos o daffos causados por ella se dan en dltimo grado a nivel
celular, en el Laboratorio de Biologla Celular del Departamento de Ciencias
de 1a Salud de la Universidad Auténoma Metropolitana-Iztapalpa se tiene el
programa de estudio "Efectos a nivel celular de la desnutricién".

OBJETIVO:

Determinar la duracitn in vitre del ciclo celular y de cada una de
sus fases en células de la médula Osea de ratas desnutridas en el
periodo de lactancia, mediante la incorporacién de timidina marcada con
tritio (3H-TdR).

HIPOTESIS:

La hipbtesis a probar es que si la desnutricidn es una enfersedad
que afecta el ciclo de las céulas de medula osea, entonces al apalizar
el tiempo de duracidn del ciclo celular y de sus fases, en ratas
desnutridas y testigos de 21 dias de edad, se encontraran diferencias
significativas en el tiempo de duracién del ciclo y en alguna(s) de sus
fases.
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MATERIALES Y METODOS

Divisibn de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la Universidad Autonoma
Metropolitana-Iztapalapa, nantenidas bajo condiciones controladas de
temperatura, luz y circulacién de aire.

2) Desnutricitn experimental por competencia de alimento durante la lactancia

La desnutricidn experimental se realizé de acuerdo a la técnica
propuesta por Widdowson v McCance, 1960 con algunas modificaciones.

Al dia siguiente del nacimiento se formaron dos lotes de camadas. £l
lote testigo fue integrado por upa nodriza con seis crias v el lote
experimental se integro por una nodriza con quince crias. induciéndoles de
esta forma desnutricién por competencia de alimento. Se registrd el peso de
1as crias cada 48 horas durante 21 dias.

Al término de este tiempo se evalué el grado de desnutricidn que
presentaron los animales que constituyeron el grupo experimental,
considerandose con DCP aquellos que presentaron una pérdida mayor al 40% de
peso corporal del obtenido en las ratas del lote testigo.

3.~ Cultivo de médula Osea

Al término del perlodo de lactancia las ratas que se consideraron
desnutridas asi como las testigo, fueron sacrificadas por decapitacién.

Se colocd a la rata en la tabla de diseccién y retird cuidadosamente la
piel de cada una de las patas posteriores descubriendo tanto la pierna como
el pie. Para asegurarse que el ambiente fuera estéril se trabajéen la
proximidad de la flama de un mechero bunsen.

Se retird el pie cortando la articulacién, asi como el fémur el cual fue
colocado con todo y la masa muscular en una caja de petri conteniendo
solucidn salina fisioldgica estéril.

La siembra fue realizada de acuerdo con la tenica propuesta por Mishell
y Shiigi,(1980)., modificada por Ortiz y col, en 1986.
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En la campana de flujo laminar, se eliminaren las masas musculares 1o
mds posible para dejar al descubierto los huesos. Se separd el fémur de la
tibia. Se cortaron las epifisis del fémur y se extrajo la mbdula Osea
inyectando al interior del hueso 5ml de medio cultivo Mc Coy 52 modificado
{Microlab) suplementado con 20 % de suero fetal de ternera (Microlab),
previapente inactivado a 600C durante 30 minutos en bafio Marfa; 2 % de L-
Glutamina  {Microlab) vy 0.t % de sclucién penicilina/estreptomicina
{Microlab). El material fue colectado en una caja de petri y se resuspendid
suavemente con ayuda de una pipeta pasteur. Se incubaron las células a 370C
en incubadora con 10 - 20% C02 en aire humidificado. La densidad celular
utilizada fue de 3 millones de c&lulas por mililitro de medio de cultivo. Se
incubaron las células antes del marcaje para su adaptacién a las condiciones
del medio durante aproximadamente 12 horas. La duracitn de los cultives fue
de 2 & 26 horas posteriores al pulso de marcado.

3
4.- Incorporacidn de la Timidina marcada con tritic ({ H-TdR)

El pulso de marcado se realizé de acuerdo a la técnica de
Egozcue,1971 y Gray y col,1981 con algunas modificaciones.

Se affadit a los cultivos 3H-TdR a una concentracidn de 0.1 uCi/ml con 17
Ci/mmol de Actividad especifica (New England Nuclear) durante un lapso de 30
nin continuando 1as c&lulas en incubacién.

Lavado de la marca: Una vez terminado el tiempo en el cual las células
incorporaron timidina tritiada, estas se colectaron por centrifugacion a
1 000 revoluciones por minuto (rpa) durante 10 @in. Se retird el
sobrenadante que contenla la marca radioactiva. Las células se resuspendieron
en medio fresco libre de tritio o solucidén salina balanceada. Este
procedimiento se repitié en dos ocasiones. se volvieron a centrifugar las
células a 1 000 rpm durante 10 min y se incubaron nuevamente en medio de
cultivo libre de marca hasta el tiempo de cosecha deseado.

5.- Cosecha

Se cosecharon las células generalmente cada una & dos horas hasta
completar 26 horas de cultivo, este procedimiento se realizd de acuerdo con
la técnica propuesta por Egozcue, 1971., con algunas modificaciones
propuestas por Ortiz (comunicacion personal).

Una hora antes de la cosecha se agregaron a los cultivos 0.2 ml. de
colcemida (Microlab) a una concentracidn de 10 ug/ml para la obtencidn de
cromosomas en metafase y se did inicio a la cosecha.
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Se resuspendieron las células v se pasaron a tubos para centrifugarios a
1 000 rpm durante 10 minutos. Se desechd el sobrenadante dejando una pequefia
cantidad de #ste con el cual se resuspendieron los paquetes celulares
agitando vigorosamente en un agitador eléctrico, se afiadid gota a gota y con
agitacion constante 4 ml de solucitn hipoténica (KC1 0.057 M), incubando a
370C. en baho de agua durante 20 min. Se centrifugo como antes v se desechd
el sobrenadante dejando aproximadamente 0.75 ml. Se resuspendieron 1os
paquetes vigorosamente, affadiendo gota a gota fijader {metanol:dcido acético
en proporcidn 3:1). Se dejaron en reposo por diez minutos a temperatura
ambiente vy se centrifugaron. Despugs se elimind el sobrenadante v se volvid a
ahadir gova a gota el fijador hasta obtener a un volumen final de 4 al. Se
centrifugaron una vez m4s hasta que el sobrenadante apareciera transparente y
el paquete celular blanco. Se dejaron aproximadaments 2 ml de fijador v se
almacenaron a 4¢C.

Veinticuatro horas después se hicieron las preparaciones sizuiendo la

técnica de secado a la flama. Las preparaciones se mantuvieron a temperatura
de 4oC hasta el momento de exponerias a la emuisidn autorradiografica.

6.- Autorradiografia por Emulsién (Dipping)

Exposicidn a la pelicula fotografica

En un cuarto obscuro, equipado con luz roja (Filtro Kodak Wratten No.2
con bombilla de 15 Volts), se prepard un bafio Marla a 400C . Se dejé fundir
la emulsidn fotografica (Nuclear Emulsién NTB 2 Kodak obsequio del
Laboratorio de Zoologia de la Universidad de Brigham Young, E.U.A.) durante
un lapso de 20 - 25 min. Se agregd unma porcién de la emulsidn y una
proporcién igual de agua destilada en un recipiente con dimensiones algo
nayores que las de un portaobjetos. Se colocaron dos portaobjetos espalda con
espalda y se sumergieron en la emulsién durante 2 - 3 seg, colocandolos en
una gradilla de plastico en posicién contraria a como fueron sumergidos y se
dejaron secar durante 0.5 - 1.5 hrs. Una vez secos los portaobjetos se
colocaron en una caja de preparaciones o en una caja coplin guardandolos en
la obscuridad. Se colocd en el interior de la caja con las preparaciones un
bolsa pequela conteniendo sulfato calcico anhidro que actud como desecante.

Bl tiempo éptimo de exposicitn a la pelicula fotografica fue de 5 dias
cuando la caja se dejoé en el congelador a -40C aproximadamente.

7.- Revelado y Fijacidn

Se realizé de acuerdo con la técnica de Egozcue,1971 y Giménez-Martin y
col 1985. Todas las soluciones utilizadas se mantuvieron a una temperatura
aproxinada de 180C. Este procedimiento se realizé en cuarto obscuro bajo la
proteccidn de luz roja .
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a) Se colocaron los portaobjetos en revelador Kodak D 19 durante
3 min.

b) Se transfirieron los portaobijetos a agua acidulada (&cido
acetico 1%) durante 2 min.

¢) Se pasaron a un vaso de coplin conteniendo agua
destilada durante 2 min.

d) Se expusieron a fijador acido Kodak durante 5 min.

e) Se realizaron tres lavados con agua destilada durante S min.
cada uno.

8.- Tincien
Se realizd de acuerdo con la técnica de Egozcue, 1971.

a) Se tifiieron las preparaciones con Giemsa al 5% en una solucién
conteniendo fosfato dibasico (0.2 M}, acido citrico (0.1 M), alcohol
retilico v agua destilada durante S min.

b} Se lavaron con agua corriente.

Con la utilizacién de esta solucidn amortiguadora se obtuvo una
coloracion azul palido de los cromosomas, sobre los que destacan claramente
los granos de plata.

El andlisis del ciclo celular de médula dsea fue realizado de acuerdo
con la técnica de MITOSIS MARCADAS propuesta por Quastler y Sherman,1959.

Para cada tiempo de cosecha se realizd el conteo en ciego de 100
petafases consecutivas en cada preparacidén, obteniéndose la fraccidn de
nitosis marcadas por tiempo de cosecha. Se conmsidero una mitosis como
marcada, cuando esta tuviera 5 ¢ mas granos de deteccidn autorradiografica.
Se analizaron tres preparaciones por tiempo se sacd el promedio de ellas,
obteniendose tres curvas.

Las fases del Ciclo Celular se dedujeron y sus longitudes se medieron de
1a manera siguiente (Grdfica 1) :

La fase G2 (Perlodo postsintetico o premitético) se refiere al intervalo
de tiempo entre la eliminacion de la marca radioactiva y el tiempo
cuando el 50% de las mitosis se encontraron marcadas. En este punto se
incluye también la mitad del periodo mitético por lo que se le denomina
G2+1/2M
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%
Mitos

100

50

La fase S {Periodo de Sintesis de ADN). El intervalo de tiempo entre los
puntos de las llneas o curvas ascendentes y descendentes de la primera
onda (curva), que correspondan al 50% de las mitosis marcadas.

La fase G! {Perlodo presintetico o postmitético) puede ser calculada de
1a manera siguiente:

Gi+1/24 = Tc-(G2+1/24 + §)
donde:

Tc = Duracidn del Tiempo Total de Ciclo Celular.

CRAFICA 1.

ANALISIS DEL CICLO CELULAR MEDIANTE LA
INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA CON
EL METODO DE LA FRACCION DE MITOSIS
MARCADAS.

is

-
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IWRESULTADOS

1) Evaluacidn de la Desnutricién experimental respecto al peso corporal

Desnutricion

Al nacimiento se tomd una poblacidn homogenea. mostrando un peso
corporal promedio para las ratas que conformaron el lote experimental de 6.7
+ 0.6 gy para las ratas testigo 6.6 + 0.5 g.

Las ratas de ambos grupos se pesaron cada tercer dia durante 21 dias v
se observé que el lote experimental. integrado por camadas constituidas por
una nodriza con 15 lactantes, mostrd una menor ganancia en el peso al
mostrado por el lote testigo integrado por camadas de upa nodriza con 6
lactantes (Cuadro 1), (Grafica 2).

Al término de la lactancia, determinada a los 21 dias después del
nacimiento, vy antes de ser sacricificadas, se verificod el peso de las ratas,
siendo para las ratas experimentales el peso promedio obtenido de 20.9 + 2.5
g vy 40.3 + 4.4 gparalas ratas testigos observandose una diferencia
significativa en el peso corporal mostrado entre ambos grupos de lotes, con
una reduccion en peso corporal del 48% en las ratas desnutridas con respecto
a los testigos lo cual se considero que los organismos experimentales tenian
una desnutricion caldrico-protéica grave { t = 20.64 ,gl 48, p ¢ 0.001)
{Grafica 3).

Otras diferencias morfoldgicas y fisioldgicas que se observaron a los 21
dias se observaron entre las ratas del lote experimental y las del lote
testigo fueron (Figura 2): una clara desigualdad en el tamafio; disminucién en
la capa de pelo, el cual se presentaba erizado y su comportamiento se
caracterizé por presentar inseguridad y miedo; la cantidad de tejido adiposo
depositado en el abdomen se encontrd disminuido; también se observéd una
excesiva fragilidad en los huesos, lo cual era evidente al momento de
realizar la extraccién de la médula dsea.
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CUADRO 1

PESO CORPORAL (g} DE RATAS TESTIGO Y DESNUTRIDAS DESDE
EL DIA SIGUIENTE A SU NACIMIENTO HASTA EL DESTETE
(21 DIAS) DE EDAD.

TESTICOS DESNUTRIDAS PERDIDA
— D PESO
DIA PESO+ DE PESO + D.E ”
| 66 0.5 6.7 0.6
3 94 0.8 76 1.0 9.3
5 147 0.7 0.0 1.0 3.9
7 155 1.1 {14 0.9 26.8
9 208 23 127 1.5 39.2
{240 2.4 13.0 1.2 46.0
13 282 0.7 155 1.5 48.6
{5 304 3.l 174 1.9 43.1
{7 325 2.7 18,5 2.8 43.0
19 37.9 4.1 9.4 2.9 48.9
20 403 4.4 209 2.5 48.0

* PROMEDIO QUE REPRESENTA EL PESO DE 30 RATAS DEL
LOTE EXPERIMENTAL Y 20 EN EL GRUPO TESTIGO.



FESO CORPGOREL (u)

CRAFICA 2. INCREMENTO EN PESO DE RATAS

DE { A 21 DIAS [E EDAD.
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PESG CORPORAL (g)

GRAFICA 3. DIFERENCIA EN PESO ENTRE RATAS
BIEN NUTRIDAS Y DEENUTRIDAS.
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FIGURA 2.

COMPARACION DE CARACTERISTICAS EXTERNAS
ENTRE RATAS BIEN NUTRIDAS (Arriba) Y
DESNUTRIDAS  (Abajo) CE 21 DIAS DE EDAD.




21.- Ciclo Celular

En la figura 3. a) se muestra una figura metafasica marcada v b) una
netafase no marcada.

El andlisis de la fraccidn o porcentaje de mitosis marcadas se llevd a
cabo mediante el conteo 100 metafases comsecutivas en cada una de las
preparaciopes obtenidas por cultivo v el promedio se obtuvo tomando el
porcentaje total de mitosis marcadas entre el nimero de preparaciones. Con
los datos obtenidos se construvd el Cuadro 2 se nuestra las horas de
incubacién, el nimerc de cultivos analizados v el porcentaje de mitosis
marcadas por tiempo.

La grafica 4. se construvd colocando en las ordenadas la fraccidn de
mitosis marcadas (% MM) v en las abscisas, los tiempos de incubacién. Como
se puede apreciar. a las cero horas no se encontraron mitosis marcadas para
ninguno de lcs dos srupos, apareciendo las primeras metafases marcadas en &i
grupo experinental a las 2 horas de incubacidn con un de 12% en tanto que las
celulas de las ratas testizo no presentaron porcentaje alguno en este tiempo
de incubacién. Para las J horas de cultivo la fraccisn de mitosis marcadas en
las células de las ratas de desnutridas fue de 71% . siendo en tanto este
tiempo el momento en que aparecen 1as mitosis marcadas en las células de las
ratas testipo observandose un porcentaje de 40%. A partir de este momento
hubo un aumento en la fraccitn de mitosis marcadas para ambas poblaciones de
cé¢lulas llegando a un mdximo de 90% en el caso de las ratas desnutridas a las
cinco horas vy manteniéndose hasta las 7 horas después de iniciado el
cultivo, en tanto que los puntos maximos mostrades por las células de las
ratas testigo se muestran a partir de las S horas y se mantienen hasta las 9
horas de incubacidn y los porcentajes mostrados fueron 89, 94, 94, 90, y 88
respectivamente. A partir de las 8 horas de incubacion hubo un considerable
decremento en el porcentaje de mitosis que presentaron rastros de
incorporacion del precursor radiactivo. En el grupo de las ratas desputridas,
este persiste hasta las 18 horas de incubacidn, excepto a las 12 horas en la
cual se presentd un pequefio incremento con respecto al tiempo anterior aunque
no significativo. En el caso de las células de las ratas testigo, el
decremento de marcaje fue posterior al mostrado por las ratas experimentales,
el cual se mostrd a las 9 horas de incubacidén y llegd a su ninimo de
porcentaje a las 15 horas de cultivo. El porcentaje de mitosis que nuevamente
mostraron incorporacién de la marca radicactiva en las células de las ratas
desnutridas mostré un incremento considerable a partir de las 18 horas y se
pantuvo hasta las 26 horas de incubacion en tanto que el incremento en el
porcentaje de mitosis marcadas en las células de los organismos testigo fué a
partir de 1las 15 horas tiempo en el cual se mantuvo hasta las 26 horas de
incubacion.

En el Cuadro 3 se muestran las mediciones realizadas de las tres curvas
obtenidas en promedios v desviaciones estandar respectivas para cada
poblacidn. En lo que se refiere a las células de las ratas desnutridas. los
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FICURA 3.

FIGURA METAFASICA CONSIDERADA COMO
MARCADA (), y (6) UNA METAFASE
CONSIDERADA NO MARCADA.
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CUADRO 2 .

FRACCION DE MITOSIS MARCADAS in vitro EN CELULAS DE
MEDULA OSEA DE RATAS DESNUTRIDAS Y BIEN NUTRIDAS.

~atas Desnutridas Ratas Blen Nutridas

Tiempo de  Fraccion de mitosts  Tlempode  Fracclon de mitosis

cosecha marcadas (%) cosecha marcadas (%)
(hrs) X £ DL (hrs) X + DE
4] 3.0 = 0.0 g 0.0 + 4.0
2 120 = 152 2 0.0 £ 0.0
3 710 = {14 3 40.0 + 16.0
S 89.0 £ 2. 5 89.0 = 5.5
6 90.0 £ 26 7 94.0 = 2.6
7 820 = 7.5 8 90.0 £ 4.9
8 250 = 27.6 9 88.0 = 14.0
G 210 = 18.8 11 26,0 = 3.5
12 220 £ 18.8 13 8.3 = 4.0
14 140 £ 120 15 9.0 £ 5.3
16 120 £ 9.5 17 47.0 + &
18 14.8 = 10.0 19 73.0 = 14.2
20 48.0 £ 3.6 21 78.0 £ 3.6
22 ol £ 5.0 25 61.0 = 10.0
26 760 = 85 26 70.0 £ 2.6
27 56.0 £ {7.0 27 54.7 = 2.9

El numero de mitosis analizadas por cultivo fue de 100 y promedto
rmostrado es de 300 mitosis.



Mitosis Marcadas

%

GRAFICA 4. PORCENTAJE OE MITOSIS MARCADAS EN
MEDULA OSEA DE RATAS BIEN NUTRIDAS
Y DESNUTRIDAS DE 21 DIAS DE EDAD.
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CUADRO 3 .

DURACION CEL CICLO CELULAR Y SUS FASES EN
RATAS DESNUTRIDAS Y TESTICO DE 21 DIAS DE EDAD.

Ratas Testipo

Fase Duracion T (Hrs) ¥ + D.E.
I I I
Ggti M 3.80 3.60 2.80 3.40 £ 0.53*
S 6.40 6.80 7.60 6.80 =+ 0.80*
G+ M 4,40 3.00 3.40 3.60 £ (,72%*
Tc 14.20 13.40 13.80 13.80 £ Q.40%*
Ratas Desnutridas
I I 111 X = D.E
G +iM 280 2,50 2.50 2,60 £ 0.17
S 440 4.80 6.30 5,16 £ 1.00
G+M 12.60 10.70 9.40 10.90 * 1.61
T 19.80 18.00 18.20 18.66 *+ 0.98

c

* Estadisticamente signtficativo p < 0.05
*¥ Estadisticamente significativo p ¢ 0.004



tiempo de duracién obtenidos para la fase G2+1/2M fueron desde 2.5 horas
hasta 2.8 con un promedio de 2.6 + 0.17 horas, para la etapa de sintesis del
ADN los tiempos de duracion obtenidos por este método grafico presentaron un
intervalo de 4.40 hasta 6.30 horas con un promedio de S5.16 + 1.00 horas,
pientras que los tiempos de duracidn del periodo G1+1/2M mostraron valores de
9.40 a 12.60 horas con un valor promedio de 10.90 + 1.61 horas. Los tiempos
de duracién que se obtuvieron para las ratas testigo mostraron un intervalo
de 2.80 horas como valor minimo a 3.80 horas como valor maximo obteniendo un
promedio de 3.40 + 0.52 horas, para el periodo G21/2M. el tiempo de duracisn
pinimo fue de 4.40 horas en tanto el méximo fue de 6.30 y el promedio de la
fase 5 fue de 6.80 + 0.80 horas y para la etapa de G1+1/2¥ su duracién minima
fue de 3.40 y una ndxima de 4.00 dando un promedio de 3.60 + 0.72 horas.

Se empled la prueba de t de Student para comprobar si existia
significancia estadistica entre ambos lotes para cada fase del ciclo y lo que
se obtuvo fue que para la fase G2+1/24 al existi¢ diferencia (t = 2.58. gl 4.
p » 0.05), asimismo la fase S presento diferencia (t= 2.21, gl 4, p» 0.05),
en tanto que en la fase presintética o Gl+1/IM mostré una diferencia
altamente significativa {t = 8.29 gl 4, p ¢ 0.001).

Bl tiempo de ciclo calculado en este método grafico se muestra en el
Cuadro 3, donde se presentan los valores obtenidos a partir de tres las tres
curvas obtenidas a partir de la fraccitn de mitosis marcadas. Los valores de
duracidn para las ratas desnutridas fueron de 17.20 horas como valor minimode
y de 19.80 horas como maximo dando un promedio de 18.66 + 0.98 horas, en
tanto que los valores para las ratas testigo fueron 13.40 como valor minimo y
14.20 horas cozo maximo con un promedio de 13.80 + 0.40 horas. Para ver si
habla significancia estadistica entre ambos grupos de células respecto a la
duracién del ciclo celular se empleo la prueba de t de Student la cual mostro
una diferencia significativa (t =5.66 , gl 4, p ¢ 0.001} en favor de los
organismos testigo.

En la Grafica 5 se muestra la proporcidn que representa para cada fase
en el ciclo celular para cada lote de ratas. Como se observa en las ratas
desnutridas, el porcentaje que ocupa 1a fase G2+1/24 fue de 13.9%, en tanto
que el perdodo de sintesis del ADN presento un porcentaje de 27.74 y la fase
G1+1/2M 1a proporcion que esta guarda en el ciclo fue de 58.4%. La proporcién
obtenida para las ratas testigo fue para la fase G2+1/2M de 24.6, para la
etapa S el porcentaje observado fue de 49.3%, en tanto que el perlodo Gi+1/2M
mostré un proporcidn del 26.1%.

39



GRAFICA 5. DURACION DE LAS FASES CEL CICLO CELULAR
EN PORCENTAJE EN RATAS TESTIGCS Y
DESNUTRIDAS.
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1.~ Peso corporal

Los datos en relacidn al aumento en peso corporal muestran que las ratas
sometidas a la desnutricisn experimental por deficiente cantidad de alimento
muestran rapidamente un retraso del incremento en el peso  corporal.
observandose va a los 9 dias tienen una diferencia de aproximadamente 40 % vy
esta diferencia llega a ser del 48 7 en las ratas a los 21 dias. Lo anterior
indica desnutricidén severa, va que se ha establecide que una diferencia
mavor del 40 % en peso es el indicador més claro de que estos animales
presentan DCP. Ademas presentaron algunas caracteristicas fisicas tipicas en
la desnutricién como el srizamiento del pelo v la falta de respussta a los
estimulos externos. entre ctras. Los datos obtenidos de los pesos corporales
implican que el @étcdo expleado para producir desnutricién experimental
propuesto primeramente por Widdewson v McCance en 1960, &5 efectiva,
logréndose obtener DCP en una de las etapas mas importantes de los
organismos, va que presentan durante ella un crecimiento v desarrolle mds
rdpidos por lo que son mas susceptibles a las agresiones del nedio externo
{Morgane y col, 1978 : Gonipath y Roy,1986). EIl método de incrementar el
nigero de crias por camada se considera que resulta menos drastico vy causa
senor dafto emocional a crias v madres con relacién a otros métodos empleados
para inducir desnutricion 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 y col en 1973, o inutilizar algunas glandulas namarias
de 1a madre como lo propusieron Galler y Turkewitz en 1977, y Codo y Carlini
en 1979, aunque este daio no puede ser descartdo del todo, ya que se pueden
presentar alteraciones en aspectos como el cuidado materno.

En este trabajo se confirma la eficiencia de la téenica de incorporacidn
de timidina marcada con tritio, ya que permite la identificacién de células
individuales marcadas. Ha sido demostrado que la timidina es utilizada
eficientenente en la sintesis de ADN por las células en crecimiento (Cronkite
y col, 1959). La cinética de marcado obtenido sigue el comportamiento de dos
oleadas caracteristico del tipo de analisis que se pretendid realizar, como
el que se muestra en la grafica 1. donde presenta la fraccion de mitosis
marcadas en funcidn del tiempo después de una exposicién a timidina tritiada.
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Lag lineas en sblido representan la curva ideal que se puede obtener si
todas las células tuvieran la misma velocidad tanto de ciclo como de sintesis
del ADN. Sin embargo se debe considerar que la velocidad de sintesis del ADN
no es constante en el paso por la fase S, va que las ctlulas a diferentes
partes de la fase S toman diferentes cantidades de 3H-TdR. vy esto puede
1levar a que las c#lulas sean mal designadas a las fases Gl v G2 (Gray, 1983b
y Dean, 1986), ¢ bien puede ser que la fraccidn celular en fase S este
compuesta de subpoblaciones celulares que muestran diferentes velocidades de
duplicacién del ADN, La segunda suposicién parece ser la mas cercana a la
realidad va que la meédula ésea se encuemtra constituida por distintas
subpoblaciones celulares (Baserga, 1981).

la entrada a la fase de sintesis en las células de organismos desnutridos
al parecer es mds rapida que la de los organismos bien nutrides. esto puede
ser explicado de muy diversas formas. Si se considera el trabajo de
Gonzalez v col (1986) quienes observan que los linfocites de nifios
desnutridos en en las primeras horas de cultivo presentan una mds intensa
proliferacidn, vya que estos mostrarcn una significativa cantidad de células
que han pasado por dos ciclos de replicacién respecto a los nifios
eutréficos, de ahi que proponen que los linfocitos de los nifios desnutridos
puedan venir previamente estimulados. Por otro lade, en el estudic de Gémez v
col (1986), la proliferacién celular in vitro en médula ésea evaluada por el
incremento en el nimero de células, determinaron que en las primeras horas de
cultivo las celulas de las ratas desnutridas aumentan con mayor intensidad
que las célulasde las ratas testigo, cuando se colocan en un medio rico. es
posible que en la superficie de las células desnutridas existan receptores a
ciertos factores que al presentarse en el medic rico permita el
desencadenamiento del programa de duplicacién en un mayor nimero de células
respecto a las ratas bien nutridas. Asl la diferencia en velocidad de
proliferacién puede ser esclarecida obteniendo en indice de estimulacion en
por el cual se puede contemplar Unicamente a la fraccién de células que se
encuentran proliferando activamente o bien estan siendo estimuladas es estas
condiciones de cultivo.

El tipo de andlisis grafico realizado en este trabajo permite la
medicién directa de la longitud de las cuatro fases del ciclo celular. Los
resultados se presentan en el Cuadro 3, vy muestran que las células de los
organismos testigo presentan un tiempo de ciclo calculado de 13.8+ 0.40 horas
pientras que las ratas desnutridas muestran un tiempo de ciclo de 1B.6 + 0.98
horas. Estos resultados en relacidn con el alargamiento del ciclo celular en
los organismos desnutridos, estan de acuerdo con los obtenidos previamente
por otros autores como Mathur y Deo en 1978 quienes mediante la incorporacién
de precursores radiactivos determinaron un alargamiento en la duracion del
ciclo celular en diversus tejidos de ratas desnutridas.
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Loe resultados obtenidos en ecte estudio pudieran comsiderarse en lo que
se ha demostrado que las fases del ciclo celular que preferencialmente se
encuentran alteradas son G2 y S. Deo y col 1975 propusieron que las fases del
ciclo celular que son afectadas por la desnutricién son la fase G2 por ser
la mas sensible a la privacidn de energla y la fase 5 por ser mas sensible a
la deficiencia de proteinas, permaneciendo la fase Gl sin alteracidn. En
otros trabajos realizados por los mismos autores se propuso un alargamiento
de la fase M y reportaron que la lesiébn fundamental causada por la
desnutricién en organos de alta renovacién celular es uma depresién de la
proliferacion celular con una pequefia alteracion en la concentracisn de ARN v
proteinas. Sin embargo cabe aclarar que los trabajos realizados por Deo vy

condicién in vitro.

Asi mismo Bansal-Rajbanshi y Mathur en 1985 encontraron. en  células
germinales. que ni la duracion total del ciclo ni la de la fase 62 se veian
alteradas, siendo mas corta la fase Gl y observandose un marcado aumento en
la fase de sintesis del ADN. En este caso los autores propusieron que la
duracidn total del ciclo o de otras fases del mismo pueden aparecer sin
alterarse pero que en, todos los casos, la duracién de la fase S se encuentra
afectada proponiendo ademds, que esto puede representar una adaptacidn para
compensar la disminucidn en la velocidad de sintesis de ADN. 1la cudl debe
concluir antes de iniciarse la divisién celular.

El observar en este estudio que existe diferencia en duracidn en las
cuatro fases del ciclo, vya que se encontrd que existe una minima diferencia
significativa en 1a etapa de S y en G2 + 1/2M, sin embargo 1a etapa G1 + 1/24
existe una diferencia altagente significativa yes esta al que da el
pronunciado alargamiento en el tiempo total del ciclo en las células de las
ratas desnutridas. Aslmismo nos hace pensar que en la condicién de cultivo
al encontrarse las ceélulas de las ratas desnutridas en un medio rico el
efecto de la desnutricidn se encuentra enmascarado y solo permite ver un
fuerte dafio, que puede representar un alargamiento en la fase 61 + 1/2M.
Respecto al punto anterior se puede aseverar que como Se ha propuesto en la
fase G1 existe de un punto de transicidn o restriccién (Pardee y col, 1978),
el cual puede hacer posible este alargamiento observado en las células de los
organismos desnutridos en esta fase y sea un reflejo de su existencia, o
bien 1a falta de un factor estimulante para proseguir en el ciclo, respecto a
esto, se ha propuesto en la proliferacion células progenitoras de
granulocitos-macrofagos una dependencia a la presencia de  factores
estinuladores de colonias, debido a que si este no esta presente en el medio
las células se detienen en la fase Gi del ciclo celular (Pluznik y col,
1984).  Por otro lado se observa que la condicidn in vitro puede promover
en las células un comportaniento distinto. En el caso de estudios in vitro,
Krishna y col en 1986 propusieron que esta condicitn debe considerarse en una
relacién in vivo/in vitro, como es en este estudio donde se pretende detectar
el comportamiento de las células de ratas desnutridas en condicicnes de
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Al comparar los datos obtenidos in vitro con los obtenidos in vive se
observa que al parecer la condicidn in vitro logra disminuir el efecto que la
desnutricién causa en las células de la médula ésea in vive. Para comprobar
lo anterior. son necesarios estudios en los aque se estimule especificamente,
un tipo celular. con el fin de detersinar la tasa de preliferacién de cada
uno. Asi como analizar los componentes de membrana en las células desnutridas
para poder llegar a esclarecer el porgue las células desnutridas tienen una
velocidad de inicio de proliferacién mds cronunciada que los organismes
testigos. [Estudios que también pueden aportar informacién son los referidos
al indice de estimulacién.

El estudio in vitro da la ventaja de poder analizar con las célulag de
und misma rata al menos dos tiempos difsrentes de Dr011f°rac10n v ademds la
cantidad de 3H-TdR para realizar este tipo de andlisis es minima. Ademds. se
tiene control del ambiente fisicoquimice (o, temperatura. presién csmética.

oxlgens v didxido de carbono! !Freshnev. :283: FKruse v Patterscn. 1973).
Aunque czmbifn 53 gsbe temar en cusnti Zue 3l suere utilizado o
suplemantar =1 zedio ez altamente variable 1zhido a que contiens elementss
definidos tales como hormonas v otras sustancias reguiadoras. v ademds s
debe considerar que las condiciones s cultivo son diferentes a la
condicicnes in vivo v por ello el comportazients celular puede ser diferente.

"
i

1
1
anf

favorable para divisién celular Dero no para la d1ferenc1acl¢n. La d1v151¢n
celular en cultivo en suspensién se da en las primeras 48 horas de cultivo
{Reisner, 1959). Las c&lulas en suspensidn entran facilmente en estado de
mitosis vy se dividiran si las condiciones son favorables. El tipo de cultivo
en suspensidén tienen muchas ventajas que le hacen ideal en estudios a corto
plazo. Las células pueden ser contadas. mantienen sus caracteristicas
morfoldgicas que las identifican vy en las muestras pueden ser determinadas la
radiactividad & el conteo con la frecuencia deseada {Reisner.1959).

Los resultados del presente estudic con un tiempo de duracitn de ciclo
de 13.8 horas son comparables con el estudio de Ortiz, 1987 quien utilizando
la incorporacién de BrdU en un cultivo en suspension para médula bsea de rata
obtuvo un tiempo total de ciclo de 17.5 horas, asimismo cercano al reportado
por los autores mencionados anteriormente. las discrepancias entre el
presente trabajo y el de Ortlz, 1987 es quizas debido a utilizacién de una
metodologia distinta para el mismo propésito, sin embargo también las
posibles variaciones en la obtencidn de los porcentajes de mitosis marcadas
podrian explicar esta diferencia, vya que estd bien establecido que el conteo
de las mitosis sin marcado puede variar considerablemente entre individuos
{Shackney, 1975a). Asimismo puede influir la incertidumbre de poder delimitar
una c¢élula marcada de una que no deberia ser considerada. Estos factores
combinados pueden hacer imprecisa la estimacién grafica el tiempo del ciclo
celular.
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Para dar mavor realce a loo resultades del amdlisiz grafice de loc datos
de la Ffraccién de Mitosis Marcadas. en un futuro es probable hacer
correcciones considerando diferentes caracteristicas tales como: que las
células dejen de ciclar. se diferencien o mueran. va que con este fin se han
desarrollado procedimientos de andlisis matemdtico {Shackney. 1974 : Potten v
col. 1985},

Una manera de sstimar la confiabilidad de los resultados obtenidos en
cuanto al tiempo total del ciclo respecta es compararloes con los obtenidos
con otras metodologlas como : tincién diferencial de cromatidas hermanas.
fraccién de mitosis marcadas v la curva de crecimiento expomencial en médula
bsea de rata en condiciones de cultivo. Con los datos obtenidos mediante la
tincion diferencial de cromdtidas Ortiz. 1987 obtuve un tiempo de generaciln
de 17.5 horas. zientras que por autorradicgrafia el tiempo de ciclo sbtenido
fue de 13.8B horas. Por atimo &l amalizar la curva de crecimiento
exponencial, se encontré que el tiempo de duplicacién fue de 11.3 horas
idatos no publicadesi. Al comparar estos resultades entre si 32 hace
evidente que existe un retraso en la proliferacidn celular expresado como
tiempo total de ciclo cue es mas largo en las células de médula ésea de las
ratas biep nutridas cuando es utilizado algdn andlogo para la determinacién
del tiempo de generacitn o de ciclo ( ver Cuadro 4).

Considerando las células de ratas normales sin incorporacidn de andlogos
quiricos como testigos, cuando es utilizada la 3H-TdR se observa que el
retraso no fue tan severo con una diferencia de 2.00 horas, comparado con el
retraso obtenido para la Brdl que fue de 5.7 horas. Estas variaciones pueden
ser debidas. como ya se hizo enfasis anteriormente principalmente al hecho de
que son metodologlas que tienen imperfeccione en sus criterios de mediciof.

Un punto de suma importancia que es pertinente mencionar es el hecho de
que, independientemente de la técnics utilizada para determinacidn del tiempo
de generacitn o ciclo, el efecto en el alargamiento del tiempo de generacidn
en las células de las ratas desnutridas experimentaluente es inherente a
esta condicidn y es independiente de las técnicas empleadas para el estudio
de la proliferacitn celular. El retraso observado para cada metodologia se
presentd: para la curva de creciniento exponencial de 6.3 horas, para la
medicitn del tiempo de generacién empleando BrdU fue de 2.5 horas en tanto
que para el analogo radicactivo (3H-TdR) fue de 4.5 horas.

Como va se sabe, tanto, la BrdU come la 3H-TdR pueden ser tdxicos para
las ctlulas. En relacién a los efectos que causa la 3H-TdR muchos
investigadores han enfatizado 1a necesidad de tenmer precaucién cuando se
emplean precursores del ADN marcados radiactivamente, pues se ha reportadoe
que en el ADMN celular causan anormalidades biolégicas graves incluyendo
mutaciones, aberraciones cromosdmicas, muerte celular. retardo en la
proliferacién celular v rompimiento de las cadenas del ADN (Ehmanny col.
1975). la variacion en la radiesensibilidad en el cicle celular v el retardo
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CUADRC 4 .

OURACICN CEL CICLO CELULAR  tn vitro EN MEDULA OSEA
DE RATAS CESNUTRIDAS Y BIEN NUTRIDAS, MEDIDO POR
DISTINTAS METODOLOGIAS.

ratas Oiferencia
Testipo  Desnutridas Entre lotes  Entre tecnicas
T (Hrs) T{Hrs) T (Hrs) T (Hrs)
Tecnlea:
Tiempode, 1.8 18.1 6.30 -
duplicacion
Tincion dife-
rencial entre  17.5 210 2.60 5.70
cromatidas
hermanas *
Autorradio-
erafia ? 13.8 18.6 4.80 2.00

t Gomez y col, 1986 (datos no publicados)
Z Ortiz, 1987

3 Datos del presents trabajo.



inducide por la radiacién ha zido demestradc en celulas que crecen in vitra,
que son detenidas en la fase 62. mientras que las fases S v G1 5on menos
afectadas. Las células con una alta proliferacién. como la médula ésea e
intestino, continuan en el ciclo después de un corto retrase v pueden
entonces gostrar tluctuaciones ciclicas en la sensibilidad hasta que
comienzan a redistribuirse al azar en el ciclo (Denekamp, 1986).

Por ¢ltimo. es muy interesante mencicnar que a pesar de todo 1o expuexto
anteriormente. el hecho de que a2 través de tres mnétodos diferentes
realizades en el mismo laboratorio. se hayan obtenido resultados similaras.
en este caso alargamiento del ciclo celular en las células de las ratas
desnutridas es muy significativo.
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CONSIDERACIONES FINALES

Como se ha demostrado en animales de experimentacién o estudiando
¢rganos aislados. estos ~exhiben perlodos de crecimiento temprano. en los
cuales incrementan rapidamente su nimero de células. durante este periodo el
animal v/o0 drgano son mas sensibles al estado de deficiencia nutricional.

Fl estudiar los efectos de la desnutricién en animales de
experimentacisn permite controlar algunas de las variables que la acompafian
en humanos como son: las infecciones. que inclusoc en algunos casos RO se
manifiestan v el evitar la ingestidén de nedicamentos. puesto que ambos
factores pueden alterar los resuitados v al controlarles se revelan los
efectos causados solo per 1a desnutricion.

la  desnutricién durante 1la lactancia afecta severamente la
proliferacién celular ocasionando un alargamiento en la duraciém total del
ciclo celular v el método empleado para inducir desnutricidn experimental es
efectivo, siendo el peso corporal un parametro muy claro de DCP.

S confirmd que la timidina marcada con tritio (H3-TdR) es un marcador
adecuado del ADN que permite nediante el empleo de la autorradiografia
obtener la duracion del ciclo celular y el de cada una de sus fases.
Mediciones que por otros métodos no pueden ser determinados. Adén cuando la
facilidad de obtener la duracién total del ciclo por otros mnétodo es
eficiente, y a pesar de que la autorradiografia es un método muy laborioso y
tardado proporciona informacion mas detallada en cuanto a la duracidn de las
fases del ciclo celular.

Se confirma que la duracién del ciclo esta retrasado en las calulas de
1as ratas desnutridas y se propone que el daflo causado por la desnutricién
observado en condiciones de cultive es en todas las fases del ciclo, siendo
este minino para las fases S y G2+1/2M, v mds fuerte para el perlodo G1 +
1/24 el cual esta indicado por un pronunciado alargamiento.

La médula dsea es un excelente sistema de estudios a nivel citogenético
pues, con excepcidn de la piel es el tejido de mas facil obtencidn y cuitivo,
con una alta tasa de proliferacién.

La limitante principal en los estudios citogenéticos con médula dsea es
considerar a las distintas poblaciones que contiene como una nuestra
homogénea, va que no se puede determinar sl todas las poblaciones son
afectadas de la misma manera.
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