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RESUMEN. En trabajos previos hemos observado que la actividad proliferativa de numerosas poblaciones celulares del ratén lactante y joven
difiere de la encontrada en el adulto. En el presente trabajo experimental, se estudia la sintesis de ADN del ratén lactante y adulto, mediante el
método inmunohistoquimico de la Brdu (Bromodeoxiuridina), en las poblaciones celulares de hepatocitos y renocitos, a las 00:00 h y 16:00 h, con
el objeto de establecer la correspondencia en la proliferacion celular entre ambos grupos etarios. Para ello se utilizaron machos lactantes de 21
dias de edad y adultos de 90 dias, de la cepa C3H/S. Los resultados muestran que los valores de sintesis de ADN de los renocitos y hepatocitos en
los ratones lactantes son significativamente mayores (p< 0.001) a los observados en los adultos, no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de ambos puntos horarios en los 6rganos estudiados. Podemos concluir que estos hallazgos demuestran que, si
bien en los ratones lactantes aparecen valores maximos y minimos en la actividad proliferativa de distintas poblaciones celulares, estas aun no
presentan laritmicidad establecida paralos adultos.
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ABSTRACT. In previous papers we have observed that the proliferative activity of numerous cell populations of suckling and young mice was
different than the observed in adults. In the present work we analized the DNA synthesis of suckling and adult mice, by immunohistochemistry
(Bromodioxiuridine) in both hepatocytes and renocytes, at two different time points. The object of the present experiment was to establish the
correlation in cellular proliferation between both groups. We used C3HS suckling male mice of 21 days old and adult mice of 90 days old. The
results showed that DNA synthesis of renocytes and hepatocytes in suckling mice were significantly higher than the adults, and we didnt find
statistically differences between the values of both analysed time points. We can conclude that in suckling mice we could observe maximum and
minimum values but we coudn’t find a circadian rhythm like those established in adults.
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INTRODUCCION

El ciclo celular puede variar en respuesta a
condiciones particulares durante diferentes estadios del
lapso de vida de un individuo, porlo que seria esperable
encontrar diferencias en la actividad proliferativa
normal de los organismos en distintas etapas de la vida.
En trabajos previos se ha establecido que la actividad
proliferativa de numerosas poblaciones celulares del
raton lactante y joven difiere de la observada en el
adulto (1, 2, 3, 4). Por ejemplo, podemos mencionar que
los hepatocitos de ratas y células de la pars intermedia de
la hipéfisis de ratones hembra, de 14 dias de edad, en
estadio de lactantes, no exhiben la periodicidad
circadiana que observamos en los adultos (5). Sabemos,
ademads, que estas variaciones relativas a la
periodicidad diaria dependen del momento del
desarrollo ontogénico analizado y de la maduracion de
los mecanismos de control de la proliferacién celular.

En el raton adulto el momento de mayor actividad
de sintesis de ADN (ADNs) en los hepatocitos se
produce alrededor de las 00:00 hs y el de méaxima
actividad mitética alrededor de las 16:00 hs (6, 7).
Tomando como base estos antecedentes, en el presente
trabajo experimental, se estudia la ADNs del ratén
lactante y adulto, mediante el método inmuno-
histoquimico de la Brdu (Bromodeoxiuridina), en las
poblaciones celulares de hepatocitos y renocitos, en los
puntos horarios antes mencionados, con el objeto de
establecer la correspondencia en la proliferacién celular

entre ambos grupos etarios.

MATERIALES Y METODOS
Ratones: Se utilizaron machos lactantes de 21 dias de
edad y adultos de 90 dias, de la cepa C3H/S. Los
lactantes se mantuvieron junto a sus madres mientras

que los adultos de 75 dias de edad se colocaron en cajas

individuales en una sala de ritmos, durante 15 dias, bajo
condiciones de estandarizacién para andlisis de
periodicidad.

Disefio experimental: Se utilizaron 26 ratones en total,
13 lactantes y 13 adultos. En cada uno de los grupos los
animales fueron distribuidos aleatoriamente en 2 lotes y
sacrificados a las 00:00 y 16:00 hs respectivamente. El
sacrificio se realiz6 al dia 21 de nacidos enlos lactantes y
a los 15 dias de estandarizacion en los adultos. Durante
el sacrificio se extrajeron el higado y el rifién de cada
animal. Estos organos se procesaron de la forma
descripta anteriormente.

Técnica inmunohistoquimica: 1 hora antes del
sacrificio se les inyect6 intraperitonealmente a todos los
animales una solucién de 5-bromodeoxiuridina (Sigma)
en una dosis de 50 mg/kg. Los cortes obtenidos se
marcaron con el Ac Bu20a, previo tratamiento en horno
microondas (2x 5 min., 750 w) con bulffer citrato pH 6.
Para la deteccion se utilizo el Sistema Envision y se
realiz6 el revelado con diaminobencidina (DAB). Por
ultimo, se contrastd con una coloracién suave de
hematoxilina, observdndose de color marrén los

nucleos delas células marcadas positivamente.

\..

Figura 1. Sintesis de ADN. Las flechas indican ntcleos de
hepatocitos marcados con Brdu. 40 X.
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Figura 1. Sintesis de ADN. Las flechas indican ntcleos de renocitos
marcados con Brdu. 40 X.

Tratamiento estadistico: A partir de la observaciéon de
los preparados (con una magnificacién de 100 X) se
calcul6 el indice de ADNs de cadamuestray laX +ESde
cadalote.

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente
mediante el Student t Test. Se consideraron significativas

las diferencias p <0.05.

RESULTADOS
Como observamos en las tablas y graficos los
valores de ADNs de los renocitos y hepatocitos en los
ratones lactantes son significativamente mayores
(p< 0.001) a los observados en los adultos en ambos

puntos horarios analizados.
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Tabla 2. ADNSs en hepatocitos de ratones lactantes y adultos.

M Lactantes

H Adultos

00:00 16:00

Grifico 1. Comparacion entre los valores de ADNs en renocitos de
ratones lactantes y adultos.
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Grifico 2. Comparacion entre los valores de ADNs en hepatocitos
deratoneslactantes y adultos.

CONCLUSIONES

Como observamos en los resultados, los ratones
machos lactantes de la cepa C3H/S poseen una elevada
actividad de ADNs en las poblaciones celulares de
hepatocitos y renocitos en comparaciéon a los valores
hallados en los adultos. Esto podria deberse a que a tan
temprana edad encontramos un mayor nivel sérico en
las hormonas y factores de crecimiento lo que
desencadena un aumento en la proliferaciéon y
desarrollo celular (8). Entre los factores involucrados,
podemos mencionar a miembros de varias familias de
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento fibroblastico

(FGF), el factor de crecimiento para hepatocitos (HGF),
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el factor de crecimiento semejante a insulina (IGFs), el
factor de crecimiento derivado del endotelio vascular
(VEGF) y el factor de crecimiento transformante 3
(TGF-B) entre otros, todos involucrados en Ila
proliferacién hepética y renal (9, 10).

En el presente trabajo, en los hepatocitos de ratones
lactantes, la mayor actividad proliferativa se encontré
durante la medianoche mientras que en el rifién se
observo alas 16:00 h, aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Barbeito et al. (5)
encontré que ratones hembras de 14 dias de edad,
también de la cepa C3H/S, las células epiteliales de la
pars intermedia de la hipoéfisis, presentan una tendencia a
establecer un ritmo con una actividad mayor durante la
medianoche, aunque las diferencias temporales en los

valores de actividad mitética no fueron estadistica-

mente significativas. El mismo autor, estudiando los
enterocitos del duodeno de ratones machos de la cepa
C3HS, de 14 dias de edad, observé un pico en la
actividad mitotica a las 12:00 h (11). Estos hallazgos
demostrarfan, que si bien en los ratones lactantes
aparecen valores maximos y minimos en la actividad
proliferativa de algunas poblaciones celulares, estas
aun no presentan la ritmicidad establecida para los
adultos; lo que podria deberse a la falta de maduracién
del eje hipotdlamo-hipofisiario, responsable del
establecimiento de los ritmos circadianos en el

organismo (12).
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