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RESUMEN

El cobre es un elemento traza esencial para la salud de los humanos ya que
activa y desactiva numerosas enzimas e interviene en la formacion del
colageno, la elastina y el pigmento melanina. Los efectos tdxicos de bajas
concentraciones pueden provocar entre otros trastornos irritacion y dolor. Las
concentraciones altas de cobre han sido asociadas a dafios en rifiones e
higado, asi como trastornos mentales que pueden llevar a la muerte, también se
ha reportado dafio al DNA por efecto de cobre que pueden tener consecuencias
graves tanto para los individuos como su descendencia. En este trabajo se
estudi6 los cambios citogenéticos ocasionados por el cloruro de cobre en
linfocitos humanos durante su cultivo. Se utilizaron las concentraciones de 8, 16
y 24 ug/ml de cloruro de cobre sobre los linfocitos en una aplicacion unica,
incubandolos durante 72 horas, cosechandolos y posteriormente analizando las
metafases al microscopio. Se cultivaron sus respectivos controles negativos y se
utilizé como control positivo a la Mitomicina C en una concentracién de 1 ug/mi.
Los resultados mostraron diferencias entre los controles negativos y los tratados
observandose aberraciones cromosémicas como los Gaps en todas las
concentraciones. La frecuencia de estas alteraciones aumenté conforme
aumento la concentracion del cobre. Este estudié revelé que el cobre tiene un
efecto clastogénico en todas las concentraciones utilizadas.




I. INTRODUCCION

El cobre es un elemento traza considerado esencial para la salud de los humanos,
su utilidad ha sido asociada a la combinacién de sus propiedades quimicas y
fisicas. Entre las aplicaciones de los compuestos de cobre se encuentra la
agricultura, en especial como fungicidas e insecticidas por lo que puede ser

encontrado en muchas clases de alimentos, en el agua potable y en el aire.

Exposiciones a bajas dosis de cobre pueden causar trastornos gastrointestinales
leves asi como cefaleas; sin embargo, en altas dosis ha sido asociado a dafio en el
material genético, en el higado, en los rifiones y el sistema nervioso, los cuales

pueden llevar a la muerte.

Por lo anterior este proyecto de investigacion se enfoco al andlisis de células
expuestas al cobre, observando los efectos citogenéticos incluyendo alteraciones
cromosomicas en linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica, para
posteriormente determinar que el cobre ademas de ser toxico, es clastogénico
(alteracion en los cromosomas como la formacion de Gaps que son muescas en los

cromosomas).



Il. ANTECEDENTES

Il.1 Propiedades del cobre y su efecto genético

El cobre fue uno de los primeros metales usados por los humanos, su utilidad ha
sido asociada a la combinaciéon de sus propiedades quimicas, fisicas, eléctricas y
mecanicas. La mayor parte del cobre del mundo se obtiene de los sulfuros
minerales. Entre las aplicaciones de los compuestos de cobre esta el uso en la
agricultura. El cobre puede ser encontrado en muchas clases de comidas, en el
agua potable y en el aire, por lo tanto absorbemos una cantidad eminente de cobre
cada dia. Parte del cobre absorbido es necesario para la salud humana como
elemento traza, sin embargo a altas concentraciones puede causar problemas de
salud. La gente que vive en casas que todavia tiene tuberias de cobre esta
expuesta a niveles mas altos que la mayoria de la gente, porque es liberado en sus
aguas a traves de la corrosion de las tuberias. En el ambiente de trabajo el contacto
con cobre puede llevar a gripe conocida como la fiebre del metal. Esta fiebre pasara
despues de dos dias y es causada por una alta sensibilidad. Exposiciones de largo
periodo al cobre pueden irritar la nariz, la boca y los ojos y causar dolor de cabeza,
de estdbmago, mareos, vomitos y diarreas. Una toma grande de cobre puede
ocasionar dafio al higado y los rifones e incluso la muerte. Algunas fuentes
naturales de cobre son las tormentas de polvo, descomposicion de la vegetacion,
incendios forestales y aerosoles marinos. Unos ejemplos de actividades humanas
que contribuyen a la liberacién del cobre son la mineria, la produccién de metal, la

produccién de madera y la produccion de fertilizantes fosfatados (Emsley, 2001).

El cobre ocupa el tercer lugar entre los iones de metales de transicion con
importancia biolégica en los seres humanos. Aunque generalmente excretamos
cualquier exceso de cobre en la dieta, un defecto genético causa el mal de Wilson,
una condicién en la que se acumula Cu?* en el higado y el cerebro. Las proteinas
que contienen cobre, por ejemplo confieren a la sangre de los cangrejos, langostas,

caracoles su color azul (Moore y col., 2000).




El cobre en concentraciones traza es esencial para la vida pero en concentraciones
grandes es toxico, especialmente para las bacterias, algas y hongos. Entre los
muchos compuestos del cobre utilizados como pesticidas estan el acetato basico,
carbonato, cloruro, hidréxido y sulfato. Ademas de sus aplicaciones en agricultura,
el CuSQOq se utiliza en baterias y depositos electroliticos para preparar otras sales

de cobre y en muchos procesos industriales (Petrucci y Harwood, 1999).

El cobre se absorbe activamente en el intestino por una proteina transportadora y la
deficiencia de este produce sindrome de Menke o del pelo crespo. En la sangre el
cobre se encuentra unido a una globulina alfa 2, denominada ceruloplasmina y su
concentracion en la sangre es de 15 a 30 umol/l y la de ceruloplasmina es de 25 a
40 mg/dl. La concentracion de cobre en suero o plasma es de 100 a 200 ug/dl
(Murray y Granner, 1994).

El cobre en forma idnica, activa numerosas enzimas, en especial las oxidasas
como la tirosinasa, lisina-oxidasa, citocromo-oxidasa, delta-aminolevulina hidratasa,
etc. Interviene en la formacion del colageno, la elastina y del pigmento melanina. El
cobre es eliminado por la bilis. En la enfermedad de Wilson existe menor
eliminacion de este i6n por la bilis, por lo tanto se acumula en el organismo y causa
lesiones en el higado, en donde produce degeneracion adiposa y en el tejido
nervioso origina trastornos mentales progresivos que pueden llegar a la muerte
(Farias, 1993).

El cobre es un elemento esencial con muchas funciones fisiologicas. Los
mecanismos de homeostasis existen para permitir al cobre actuar como cofactor en
procesos enzimaticos y prevenir la acumulacion de este metal a los niveles toxicos.
La esencialidad del cobre se puede atribuir a su papel como cofactor en un numero
de enzimas que estén implicadas en la defensa contra la tensién oxidativa. Este
metal de transicidn, sin embargo puede ser un compuesto téxico cuando se

acumula en enfermedades hepaticas, neurodegenerativas y cardiovasculares. El



potencial destructivo del cobre se puede atribuir a sus caracteristicas fisicoquimicas

inherentes (Shumann y col., 2002).

Muchas de las enzimas que se han visto hasta ahora pueden activarse o
desactivarse por iones de cobre, y se puede acelerar o reducir la velocidad de sus
actividades enzimaticas. Los iones Cu’ y Cu'™ entre otros, son los principales
responsables de la actividad de muchas enzimas que implica la reduccion y
oxidacion dentro de las células. El cobre en una cantidad diminuta, es necesario
para que el hierro pueda ser absorbido en el organismo. Este metal también se
encuentra en la enzima tirosinasa que es la responsable de la producciéon del
pigmento negro melanina que controla la coloracién de la piel humana, la cual
también actua oscureciendo la cascara de algunas frutas. La eritrocupreina es una
proteina de nuestros eritrocitos que contiene cobre. En el calamar existe una
proteina llamada hemocianina que sirve para transportar oxigeno, en la cual se

encuentran hasta 20 atomos de cobre (Choppin y col., 1984).

La proteina de la enfermedad de Wilson (WNDP) es una ATPasa transportadora de
cobre del tipo P(1) que desempena un papel dominante en la distribucién normal
del cobre en un numero de tejidos finos, particularmente en el higado y el cerebro.
El cobre tiene efectos numerosos sobre la proteina de la enfermedad de Wilson,

alterando su estructura, actividad y localizacion intracelular (Lutsenko y col., 2003).

El efecto del cobre ha sido estudiado en 40 mujeres que usaban un anticonceptivo
que contenia cobre, conocido como dispositivo intrauterino (DIU) y a 22 mujeres
control. Los niveles del cobre y del zinc fueron medidos en el plasma de las
usuarias del DIU y del grupo control. Los analisis cromosdmicos fueron realizados
en linfocitos de la sangre de los mismos grupos. Los resultados demostraron que el
nivel de cobre del plasma era perceptiblemente mas alto en las usuarias del DIU
que en el de los controles (1.25+/-0.14 pug/ml contra 0.89+/-0.04 pg/ml) (P<0.05).
Las aberraciones cromosémicas y la alta frecuencia de los intercambios de

cromatidas hermanas fueron evidentes en las mujeres que usaban el DIU,



especialmente en quienes lo usaban por mas de 24 meses. La combinacion del alto
nivel de cobre del plasma, de aberraciones cromosémicas y de la frecuencia
creciente del intercambio de cromatidas hermanas puede apoyar la existencia de
una correlacion positiva entre el uso a largo plazo del DIU y el dafio del DNA en las

celulas somaticas del anfitrion (Shubber y col., 1998).

Las células obtenidas en cultivos de linfocitos de personas inhaladoras de cobre y
personas no inhaladoras, fueron expuestas a diferentes agentes de forma individual
y combinados, como arsénico, plomo y selenio, buscando después aberraciones
cromosomicas e intercambio de cromatidas hermanas. El selenio mostrd un efecto
protector contra los otros agentes, mientras que el arsénico y plomo pueden causar
danos genéticos menores que en personas inhaladoras de cobre (Beckman y
Nordenson, 1986).

El ensayo de micronucleos realizado in vivo en la ostra Crassostrea gigas tanto en
especimenes adultos como en jovenes, para evaluar el efecto genotdxico del medio
ambiente marino, durante un examen preliminar en células de corazon de la larva
de C. Gigas, mostr6 la accién clastogénica del benzopireno (0.05, 0.5, 1y 500 pg/lI
") y el efecto téxico del sulfato cuprico (10, 25, 50 y 100 pg/I'") en el cultivo celular
(Burgeot y col., 1999).

El efecto de las sales inorganicas del cobre (CuSQO,) y del cadmio (CdCl,) fue
estudiado en células humanas en un cultivo a largo plazo (144 horas, modelo in
vitro del envejecimiento) y en los individuos mayores (80-93 afos de edad). El
sulfato de cobre aumenté la incidencia de aberraciones cromosomicas en los
individuos mayores (14.25 +/- 1.74%) y durante el envejecimiento in vitro (12.20 +/-
1.62%) y 3.94 +/- 1.96% y 5.25 +/- 1.10% en los controles respectivamente,
mientras que el tratamiento con el cloruro del cadmio no indujo cambios
(Dzhokhadze y Lezhava, 1994).



Durante un estudio realizado por Stich y colaboradores en 1979, se observoé que el
ascorbato recién preparado inhibe la mitosis e induce aberraciones cromosémicas
en cultivo de células ovaricas de hamsteres chinos y que el Cu** y el Mn?* (de 10
o 10° M) incrementan ambas acciones. El 100% de todas las metafases

examinadas tuvieron multiples intercambios cromosdmicos o rompimientos.

La deficiencia del cobre (hipocuprosis) en animales experimentales y domésticos
tiene un impacto severo en el crecimiento asi como en la reproduccion. La
ocurrencia de lesiones durante la hipocuprosis se correlaciona con el agotamiento
de un grupo enzimatico en donde el cobre participa. El objetivo de Abba y
colaboradores en el 2000 fue el analizar las aberraciones cromosémicas en las
vacas de Aberdeen Angus de la provincia de Buenos Aires en relaciéon con los
niveles del cobre plasmatico. Los cultivos a corto plazo de linfocitos fueron hechos
de las muestras obtenidas a partir de cuatro grupos de animales: dos grupos con
los niveles normales de cobre en plasma y dos grupos con hipocupremia severa.
Este analisis demostré un aumento significativo de la frecuencia de las
aberraciones cromosémicas (p<0.001) en los grupos hipocuprémicos en relacion
con los grupos control. El aumento de las frecuencias de las aberraciones
cromosémicas encontradas en los grupos hipocuprémicos se podria explicar por la
tension oxidativa mas alta sufrida por estos animales. Una actividad catalitica mas
baja de enzimas tales como la dismutasa del superoxido de Cu/Zn (Cu/Zn-SQOD) y
la oxidasa del citocromo-c-c podria aumentar la produccion intracelular de la
especie activa del oxigeno (0% y de H,0; entre otros) con los efectos clastogénicos

consiguientes (Abba y col., 2000).

Para determinar el efecto clastogénico de la deficiencia de cobre en ganado vacuno
de Aberdeen Angus se analizo la relacion entre el dano del DNA determinado por la
concentracion del ensayo Cometa y del cobre plasmatico. Las muestras de sangre
fueron obtenidas a partir de 28 vacas femeninas de Aberdeen Angus durante
embarazo o inmediatamente después de dar a luz. Cada muestra fue dividida en

dos partes para la determinaciéon en el ensayo Cometa y del cobre en plasma,



respectivamente. De los 28 ganados muestreados, 17 eran normocuprémicos y 11
eran hipocuprémicos. Los resultados demostraron que mientras que el nivel medio
del cobre del plasma en ganados normocuprémicos era 67.6 ug/dl, en ganados
hipocuprémicos era 32.1 ug/dl. El aumento del dafio del DNA fue evidenciado sobre
todo por la disminucion de las células del grado 1 del cometa y un aumento de las
células del grado 2 del cometa. La induccién del dafno del DNA fue apoyada
claramente por el hecho que la disminucion de los niveles del cobre en plasma fue
correlacionada con el aumento del diametro de la longitud-cabeza del cometa.
Estos resultados mostraron que el dano al DNA y al cromosoma son una
consecuencia de la tension oxidativa mas alta sufrida por los animales

hipocuprémicos (Picco y col., 2001).

Las respuestas clastogénicas inducidas por agentes carcinégenos indirectos fueron
comparadas en distintas especies de rata Long-Evans A (LEA), de Long-Evans C
(LEC), de Wistar y de las ratas del SD. La frecuencia de aberraciones
cromosomicas (AC) inducidas por 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) o la
aflatoxina B1 (AFB1), en ratas de LEC que se alimentaron con una dieta de Cu-
libre, era mas alta que en las ratas de LEC alimentadas con una dieta normal y mas
bajo en ratas de LEA, aunque la diferencia fue estadisticamente significativa
solamente entre las ratas alimentadas con Cu-libre de LEC y las ratas de LEC
tratadas con DMBA. Las concentraciones de cobre en los higados de LEA, de las
ratas masculinas de LEC alimentadas con Cu-libre y de LEC envejecidos 4
semanas tenian un peso neto de 5.0 +/- 0.4, 33 +/- 7.7 y 106 +/- 3.4 ug/g,
respectivamente. Estos resultados sugieren que la sensibilidad mas baja de las
ratas de LEC a los efectos clastogénicos de agentes carcinégenos indirectos que
actuian, pueda ser asociada al efecto de la gran cantidad de cobre acumulada en el
higado de la rata de LEC (lto y col., 1994).

En un estudio al afadir Mn** y Cu?* a las muestras de saliva de masticadores de la
nuez de betel y de tabaco indio se observo el realce de la actividad clastogénica de

la nuez de betel, mientras que el Fe® aumentd la clastogenicidad de la nuez de



betel pero disminuyd el efecto genotoxico en la saliva de los masticadores de
tabaco indio. Después de retirar de la boca la nuez betel o sus componentes, la

actividad clastogénica desaparecié en un plazo de 5 minutos (Stich y Stich, 1982).

El sulfato de cobre administrado intraperitonealmente a ratones albinos suizos in
vivo inducen un significante incremento en la frecuencia de aberraciones
cromosomicas en células de médula espinal en todas las concentraciones usadas
(1.1 — 6.6 mg/Kg de peso corporal) cuando se compararon con el control negativo.
El analisis estadistico indicé que el nivel de clastogenicidad fue directamente

proporcional a las concentraciones usadas (Agarwal y col., 1990).

En los estudios donde se aplicaron varias condiciones estresantes incluyendo la
exposicion a bajas dosis de radiacion y concentraciones bajas de mutagenos
quimicos, se observé que estos agentes promueven una respuesta adaptante al
dano cromosomico inducido por radiacion. En este estudio, fue investigado el efecto
del tratamiento previo de linfocitos de sangre periférica del conejo con las sales del
zinc o del cobre sobre el dafo inducido por radiacion del cromosoma. El tratamiento
previo de los linfocitos periféricos del conejo con el Zn (50 uM in vitro o 100 pmol/g
de peso corporal in vivo) dio lugar a resistencia a la radiacién gamma (2.0 Gy) que
inducia aberraciones cromosomicas. Por otra parte, el tratamiento previo con el
cobre (50 uM in vitro) no demostré ningun efecto protector sobre el dafio inducido
por radiacion del cromosoma en linfocitos de sangre periférica de conejo (Cai y
Cherian, 1996).

Los resultados de un estudio de induccion de micronucleos, realizados in vitro en
linfocitos humanos, demostraron que la alfa-hederina, la clorofilina (sal cuprica de
sodio de la clorofila) y el acido ascérbico de forma individual tuvieron un efecto
antimutagénico contra la doxorubicina (1.5 x 102 nmol/ml). Las concentraciones
efectivas antimutagénicas de alfa-hederina (1.3 x 102, 0.13, 1.3 y 13 nmol/ml),

clorofilina (0.14, 1.4 y 14 nmol/ml) y el acido ascérbico (10 nmol/ml) no fueron



clastogénicos o tuvieron efectos aneugénicos en linfocitos humanos (Amara-
Mokrane y col., 1996).

Al tratar diferentes grupos de ratones con extracto acuoso crudo de hojas de
espinaca de la india, a otro grupo extracto de clorofila de las hojas, a otro con
clorofila purificada (comercial) y a un ultimo grupo con clorofilina (sodio cuprico
derivado de la clorofila) diariamente durante 7 dias y en el séptimo dia a un grupo
de ratones de cada tratamiento se les fue administrando dicromato de potasio, un
conocido clastogeno metalico, se observd en células de médula espinal,
aberraciones cromosoémicas y células danadas pero solo en los grupos tratados con
clorofila comercial y la extraida de las hojas. El extracto crudo de hojas de espinaca
y la clorofilina fueron no clastogénicos y redujeron los efectos clastogénicos del

dicromato de potasio (Sarkar y col., 1996).

Se ha observado que la neocuproina, un quelante eficiente del cobre, ofrece una
ligera proteccion contra los rompimientos del DNA causados por la menadiona
(vitamina K) en cultivo de fibroblastos de hamsteres chinos (Calderaro y col.,
1993).

El cobre (Il) en combinacién con Montmorillonita (complejo de Sodio, Calcio,
Aluminio y Magnesio) en una concentracion minima de 1024 y 2048 pg/ml, ha
demostrado ser un antibacteriano sobre las bacterias patégenas Escherichia coli
ATCC K88 vy sobre la Salmonella Cholerae ATCC 50020 que se encuentran en la

zona intestinal de cerdos destetados (Tong y col., 2005).

II.2 Cromosomas homologos, haploidia y diploidia

Los cromosomas tienen un tamano y una forma caracteristicos, cada cromosoma
tiene una region condensada o constrefida llamada centrémero, dependiendo de la
posicion del centromero los brazos tienen longitudes relativas distintas. El brazo

mas corto es el que se encuentra por encima del centromero y se denomina brazo



p, el brazo mas largo se encuentra debajo y se denomina el brazo q. Los
cromosomas se clasifican en metacéntricos, submetacéntricos y acrocéntricos o
telocéntricos de acuerdo con la localizacion del centromero (Figura1l) (Klug y
Cummings, 1999) a) Si el centrémero esta localizado en la parte media, el
cromosoma se llama metacéntrico y los brazos son sensiblemente iguales, b) Si el
centrbmero esta mas cerca de uno de los extremos que del otro, determinandose
claramente un brazo corto y otro brazo largo, el cromosoma es llamado
submetacéntrico y c) Si el centromero esta situado muy préximo a uno de los '
extremos, quedando un brazo corto muy reducido, el cromosoma es acrocéntrico,
ademas estos cromosomas en el brazo corto tienen unas formaciones parecidas a

palillos de tambor denominadas satélites (Salamanca, 1990).

Metacéntrico Submetacéntrico acrocéntrico Telocéntrico

Figura 1. Clasificacion de los cromosomas. Los cromosomas son clasificados en
metacéntricos, submetacéntricos, acrocéntricos o telocéntricos, de acuerdo con la
posicion del centromero (Sanchez, 2005).

Las células somaticas de los individuos de una misma especie tienen el mismo

nimero de cromosomas, el llamado numero diploide (2n). Casi todos los |
cromosomas se encuentran formando parejas los miembros de cada par se
denominan cromosomas homélogos, para cada cromosoma con una longitud y una
situacion del centromero especificas, existe otro cromosoma con rasgos idénticos
(Klug y Cummings, 1999), mientras que los cromosomas de pares diferentes son no
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homoélogos. Un cromosoma puede diferir de otro en tamano, en capacidad de

tincion con diversos colorantes y en la posicion del centromero (Herskowitz, 1970).

La especie humana tiene un nimero 2n de cromosomas en un total de 46, con gran
diversidad de tamanos y posicion del centrdmero, cada uno de ellos tiene una
estructura doble, con dos cromatidas hermanas en paralelo unidas por un unico
centromero. El nimero haploide (n) de cromosomas es igual a la mitad del niumero
diploide. La totalidad de los genes que se encuentran en el conjunto formado por
uno de los dos cromosomas homélogos de cada una de las parejas constituye el
genoma haploide de la especie. Las parejas de cromosomas homologos tienen
genes idénticos, situados en los mismos lugares a lo largo del cromosoma que se
denominan Jocus, por ello tienen idéntico potencial genético. En organismos con
reproducciéon sexual como es el caso de la especie humana, uno de los miembros
de cada pareja proviene de la madre (a través del évulo) y el otro del padre (a
través del esperma), y como consecuencia de la herencia biparental, cada
organismo diploide tiene dos copias de cada uno de los genes, aunque no son
necesariamente idénticos, las formas alternativas del mismo gen se denominan
alelos. Sin embargo los cromosomas que determinan el sexo, no tienen igual
tamanio, igual situacién del centrémero, la misma proporcién entre los brazos o el
mismo potencial genético. En la especie humana los varones tienen un cromosoma
Y, ademas de un cromosoma X, mientras que las mujeres tienen dos cromosomas

X homoélogos (Klug y Cummings, 1999).

[1.3 Division celular y mitosis

Las células se reproducen mediante un proceso conocido como division celular, en
el cual su material genético, el DNA, se reparte entre dos nuevas células hijas. Las
nuevas células hijas son casi idénticas entre si, como lo son a su progenitora, a
nivel de estructura y funcion y es que cada nueva célula hereda un duplicado

exacto de la informacion genética de la célula materna (Curtis y Barnes, 2000).




Después de la division celular, el tamaro inicial de las células hijas es
aproximadamente la mitad del tamafo de la célula madre, sin embargo el nucleo de
las nuevas células no es menor que el nucleo de la célula madre, por lo tanto hay
cantidades equivalentes de material genético en las células hijas y en la célula
madre. El proceso de division del citoplasma se denomina citocinesis y es el reparto
del mismo en dos partes, seguido del confinamiento de las dos nuevas células
dentro de membranas plasmaticas diferentes y los organulos citoplasmaticos se
autoduplican. La mitosis es basica para todos los organismos eucariotas, los
organismos pluricelulares diploides comienzan su ciclo biolégico como 6évulos
fecundados unicelulares o zigotos. La actividad mitotica del zigoto y de las células
hijas posteriores es la base para el crecimiento y desarrollo del organismo. En
organismos adultos, la actividad mitética asociada a la divisiéon celular es esencial
en la cicatrizacion de las heridas y en otros tipos de sustitucion de células en ciertos
tejidos. En situaciones anormales, las células somaticas pueden presentar proceso

de division celular incontrolada, originando un cancer (Klug y Cummings, 1999).

En caso que no haya division celular, el crecimiento tiene lugar por medio de un
incremento en volumen y por un aumento de la membrana superficial externa. En
ausencia de division sobrevendria rapidamente la muerte a causa de las tensiones
y de los accidentes fisicos que podrian romper una membrana tan grande. Los
productos quimicos que constituyen los cromosomas recién sintetizados, asi como
las proteinas que pronto daran lugar al huso mitético, se encuentran ya durante la
interfase (Strickberger, 1974).

Muchas células presentan una alternancia continua entre division y no division. El
intervalo entre cada division mitoética se denomina interfase y durante esta se
produce la replicacion del DNA de cada cromosoma. El periodo en el que se
sintetiza el DNA se denomina fase S y tiene lugar cuando la célula se prepara para
iniciar la division nuclear (mitosis). Existen dos periodos durante la interfase, antes
y después de S, en los que no se sintetiza DNA. Estas fases se denominan G1

(gap1) y G2 (gap2) respectivamente. En ambas fases asi como durante la fase S,
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hay intensa actividad metabdlica, crecimiento y diferenciacion celular. Hacia el final
del G2 el volumen celular practicamente se ha duplicado, el DNA se ha replicado y
se ha iniciado la mitosis (M). Después de la mitosis, las células que estan
continuamente dividiéndose repiten este ciclo (G1, S, G2, M) una y otra vez. La
fase G1 tiene gran interés en el estudio de la proliferacion celular y de su control.
En un momento tardio de G1, todas las células siguen uno de estos dos caminos:
abandonan el ciclo y entran en una fase de reposo, la llamada fase GO, o bien son
obligadas a iniciar la sintesis de DNA y completar el ciclo. Las células en la fase GO
permanecen viables y activas metabdlicamente, pero no se dividen, algunas células
en esta fase nunca reinician su ciclo celular y otras pueden ser estimuladas para
volver a G1 continuando con el ciclo celular. Citolégicamente la interfase se
caracteriza por la ausencia de cromosomas viables, es evidente que el nucleo esta
lleno de cromatina, que se ha formado a medida que los cromosomas se han
desplegado y despiralizado después de la mitosis anterior (Klug y Cummings,
1999).

El proceso de la mitosis se divide convencionalmente en cuatro fases: profase,
metafase, anafase y telofase. El factor promotor de la mitosis induce la
condensacion de los cromosomas y la entrada en mitosis. Una vez comenzado el
proceso, los cromosomas ya estan suficientemente condensados y son visibles
bajo el microscopio 6ptico. Cada cromosoma consiste en dos copias longitudinales,
llamadas cromatidas hermanas, cada una de las cuales posee un area llamada
centromero, por la cual ambas cromatidas se unen. En cada centrdmero se une un
complejo proteico denominado cinetocoro, que forma una placa en la superficie del

centromero en donde se insertan los microtubulos del huso (Curtis y Barnes, 2000).

Durante la profase, los constituyentes quimicos que no se habian formado durante
la interfase para los cromosomas nuevos son sintetizados (Strickberger, 1974). Al
comienzo de la profase, los centriolos ya se habian replicado durante la fase G1, la
célula se vuelve mas esférica y el citoplasma mas viscoso (Curtis y Barnes, 2000).

Durante la profase ocurre la migracién de dos pares de centriolos hacia extremos
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opuestos de la celula, los centriolos son responsables de la organizacion de los
microtubulos citoplasmaticos, lo que da lugar a una serie de fibras del huso que van
de polo a polo. A medida que los centriolos migran, la envoltura nuclear comienza a
descomponerse y desaparece gradualmente, los nucléolos del interior empiezan a
desintegrarse, la cromatina difusa (la forma desespiralizada caracteristica del
material genético en interfase) comienza a condensarse (Klug y Cummings, 1999).
A medida que continua la profase en cada cromosoma las cromatidas se vuelven

mas cortas y mas gruesas y se desenrollan una de otra (Herskowitz, 1970).

Cuando finaliza esta fase queda claro que cada cromosoma es una estructura
doble, escindida longitudinalmente excepto en una constriccion puntual, el
centromero y todos los cromosomas se encuentran distribuidos aleatoriamente en
la zona que anteriormente ocupaba el nucleo (Klug y Cummings, 1999). Después
se da la separacion del centrosoma y el movimiento de cada mitad hacia lados
opuestos del nucleo, la desaparicion del nucleolo por completo y el inicio de la
rotura de la membrana nuclear (Strickberger, 1974), que se dispersa en fragmentos
membranosos. Al final los cromosomas estan completamente condensados y con la
desapariciéon de la envoltura nuclear, quedan en contacto con el citoplasma. Los
centrosomas han alcanzado los polos de la célula y los miembros de cada par de
centriolos son del mismo tamano. Las fibras polares del huso estan completamente
formadas y también se han formado las fibras del cinetécoro (Curtis y Barnes,
2000).

Durante la metafase se da la rotura total de la membrana nuclear, la adhesion de
los cromosomas por el centromero al huso. En las células animales el huso se
forma por la separacion de los centriolos. Al separarse los dos centriolos, a partir
de cada uno de éstos parecen radiar lineas distintas (rayos del aster) formando una
red de fibras del huso continuas entre las dos. Y por ultimo se da la disposiciéon de
los cromosomas en una placa horizontal (placa metafasica) que se halla a mitad de
camino entre los dos polos del huso (Strickberger, 1974), conducidos por las fibras

cinetocoricas, como si fuesen atraidos primero por un polo y luego por el otro.
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Finalmente los pares de cromatidas se disponen exactamente en el plano medial
(ecuador) de la célula (Curtis y Barnes, 2000). Los miembros de un par de
cromosomas toman su posicion en la metafase mitética independientemente 