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!-ANTECEDENTES 

Al DESNUTRICION. 

Se conoce con el nombre de desnutrición calórico-proteica 1DCPl al 
conjunto de sintomas y signos cllnicos y bioqulmicos que se observan en ninos 
a consecuencia de una deficiente ingestión y/o utilización de dietas de 
variados contenidos calóricos y bajo contenido protéico. En nltima instancia. 
la deficiencia nutricional se desarrolla cuando las células del organismo no 
cuentan con las cantidades de nutrientes esenciales para las funciones 
metabólicas normales IArrieta y Cravioto. 1982). La nutriciones un factor de 
suma importancia para el crecimiento v desarrollo Optimo de los or~anismos. 

Actualmente es claro que una dieta adecuada en cantidad v calidad de alimento 
es un factor relevante en la vida del hombre desde su concepción hasta su 
muerte. la cual es capaz de afectar el crecimiento. el desarrollo y la salud. 

La desnutrición es uno de los principales problemas de salud pablica en 
los paises del tercer mundo. Estudios sobre la mortalidad infantil y 
preescolar en paises latinoamericanos. revelan que la desnutrición es 
responsable directa o indirectamente de mas de un tercio de las muertes de 
niMos de O a 5 anos de edad (Arrieta v Cravioto 1982). Se considera que 
aproximadamente la mitad de la población mundial total ha sobrevivido a un 
periodo de desnutrición moderada o avanzada durante la infancia y se calcula 
que de los mil millones de ninos menores de 15 attos que vivieron en 1980 
alrededor de 400 millones no recibieron dietas adecuadas por operar en sus 
sociedades factores que interfieren con la adecuada distribución del alimento 
disponible. 

La desnutrición se presenta fundamentalmente en ninos lactantes y 
preescolares, principalmente en los lactantes destetados tempranamente, 
quienes reciben dietas deficientes en proteinas de origen animal acompaMada 
de ingestiones variables de alimentos ricos en carbohidratos y sufren 
infección gastrointestinal intercurrente o de algt¡n padecimiento acompaMado 
de fiebre elevada ( Cravioto y Arrieta 1982). 

A nivel de comunidad la desnutrición debe considerarse como una 
enfermedad causada por el hombre quien al per1nitir el mantenimiento de un 
sistema social inadecuado, permite que se produzcan individuos desnutridos 
generación tras generación, mediante la interacción de una serie de 
mecanismos sociales entre los que destacan: un acc¡¡so limitado a bienes y 
servicios. una movilidad social limitada y la restricción de oportunidades 
experenciales en etapas cruciales de la vida (Cravioto. 1975). 
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La desnutrición tiene las mismas características cl!nicas y de 
patologia bioquimica en todos los paises. Cravioto en 1970 con datos 
obtendidos en varias comunidades de México. América Central, Sudamérica v 
Af rica realizo un anAlisis determinando que la desnutrición es un resultado 
ecológico en donde estén interactuAndo diversos factores que dan como 
resultado una insufieciente ganancia de peso en el lactante menor. que es una 
de las características mAs obvias de la desnutrición. 

2) Estudios sobre desnutrición en animales. ------- --- -------- -- ------

Es claro que los estudios en humanos son representativos de los efectos 
de la desnutrición 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 clínicos que se 
presentan en la desnutrición calórico-protéica severa han sido reproducidos 
en trabajos realizados en animales de experimentación por varios autores para 
tratar de analizar los daftos provocados por la desnutrición sin la 
interferencia de las infecciones que generalmente la acompanan. Los animales 
son desnutridos experimentalmente con base en una dieta deficiente en la 
cantidad de proteínas y/o energía o deficiente en la calidad de estos. Se 
han realizado estudios en diversos animales, principalmente ratOn, rata. 
conejo, cerdo y mono. 

Se ha inducido desnutrición en diferentes etapas de la vida, esto es, 
tanto en animales adultos como en las primeras etapas de la vida (lactancia) 
y adn en la etapa prenatal. Se ha considerado la etapa de la lactancia como 
un periodo Optimo para estudiar desnutrición ya que es durante ésta cuando 
el crecimiento se encuentra acelerado y corresponderla a la etapa de la nifiez 
te;prana en la que la desnutrición es prevalente. 

3.1.1. Alteraciones sobre la reproducción, gestación y 
lactancia de crias. 

Los resultados obtenidos de la evaluación de los efectos de la 
desnutrición van desde la determinación de una alteración en la implantación 
y supervivencia de crias, hasta el tamafto de la camada y reducción del 
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peso al nacimiento en ratones expuestos a una deficiencia alimenticia mayc1r 
al 50 1. (Javad, 1978). Por otra parte se ha encontrado una menor ganancia 
de peso durante la gestación en ratas con desnutrición crónica sin alterarse 
el nOmero de crias vivas (Galler y Zartarian, 1981). Otro efecto observado a 
este respecto es el determinado en ratas sometidas a una dieta deficiente 
durante el periodo de gestación causando retraso en el crecimiento 
intrauterino (Fernández y ~Q!. 1985). Asimismo se ha determinado que una 
dieta con bajo contenido proteico administrada a madres y crias da como 
resultado una alteración en la composición corporal, esto es, un alto 
contenido de agua y disminución en el contenido de proteínas (Young y 
Rasmussen, 1985). Una deficiencia alimenticia durante el periodo en cual las 
madres amamantan a sus crias promueve un incremento en el catabolismo de 
cantidades considerables de tejido materno (por ejemplo. masculo esquéletico, 
corazón, higado y riNón) 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 proteínas y energía a madres durante la 
lactancia, se produce una disminución en la fase de sintesis de proteinas en 
glándulas mamarias (Jansen y Hunsaker, 1996). 

Los efectos producidos por la desnutrición en el suero han sido puestos 
en evidencia a través de los estudios realizados por Hoffenberg en 1975, 
quién los cuales demostró una disminución en el contenido de albOmina, 
observando que cuando una dieta es baja en proteinas, la cantidad de 
aminoácidos que llegan al hígado disminuye y de esta manera la sintesis de la 
albOmina se ve reducida. A pesar de este efecto hay una transferencia de 
a1ino~cidos a sitios extravasculares. Al presentarse ésta situación, la 
cantidad de albOmina sintetizada es considerablemente menor a la que es 
metabolizada. y por lo tanto se presenta una disminución en su concentración. 

Holman y col en 1991 encontraron alteraciones respecto al contenido de 
fosfolipidos, colesterol y ácidos grasos en suero de nínos con DCP. 

Kuramitsu y col en 1985, encontraron que en el fémur, el incremento en 
peso y la longituifY 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 calórica como de proteínas. 
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provocando ambas efectos mas severos como son: una menor longitud y grosor de 
los huesos y mostrando una placa de crecimiento sumamente delgada. 

Lee y fQ!. en 1986. demostraron que suministrando una dieta baja en 
energia se ve afectado el contenido de minerales principalmente calcio, 
fósforo y magnesio en huesos de ratas adultas. 

Salas en 1978, al mantener ratas madres con defiencia de alimento 
durante el periodo prenatal encontró reducción permanente del peso cerebral v 
en el nómero de células cerebrales, observando también una disminución en el 
nómero de ramificaciones dendríticas y axones terminales. 

En una revisión de los efectos de la desnutrici6n sobre el SNC realizado 
por Morgane y fQ!. 1978 se hace mención de varias premisas entre las cuales 
destacan: 

i) La desnutrición en el periodo de lactancia. resulta en una 
reducción del numero de células cerebrales en ratas y en niftos. 

ii) La evidencia derivada de estudios en animales de 
experimentación, ha establecido claramente que la desnutrición como una 
variable aislada producira marcados cambios físicos, químicos y funcionales 
en el cerebro. 

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

iv) El SNC sufre una serie de cambios fisicos, químicos y 
funcionales, causados por la desnutrición en periodos críticos, que pueden 
resultar en una marcada perturbación en la función del cerebro. 

En 1981 Morand y ~Q! al.trabajar con ratas expuestas a desnutrición 
durante el periodo prenatal, encontraron que en las neuronas y 
oligodendrocitos hay una disminución en la concentración de acidos grasos 
monoinsaturados. Sikes y fQ!. 1981 al estudiar diversas regiones del cerebro 
en ratas desnutridas durante el periodo de .lactancia encontraron una densidad 
y tamano de la oligodendroglia normal y, por otro lado, observaron una 
disminución en el contenido de mielina. 
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La DCP estA asociada con una marcada susceptibilidad a las enfermedades 
infecciosas y a un comportamiento anómalo de varias facetas de la respuesta 
inmune por lo cual se incrementa la vulnerabilidad a las enfermedades 
producidas por :icroorganismos patógenos. Numerosos 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 y han sido reproducidos en animales con OCP (Chandra, 1980). 

También se ha encontrado una asociación entre la DCP y una disminución 
del número de linfocitos T circulantes. Debido que la cuenta total de 
linfocitos es baja durante la deficiencia nutricional. el namero de 
linfocitos Ten la sangre periférica esta siempre disminuido (Chandra.1979). 

Los mecanismos involucrados en estas observaciones no son claros aunque 
se cree que puedan det€rse a alteraciones como cambios en las proteinas de la 
superficie de la membrana o la presencia de inhibidores tales como la 
proteina C reactiva junto con altas concentraciones de la irununoglobulina E. 
Otras causas pueden ser la linfolisis como consecuencia de las altas 
concentraciones de cortisol libre en el plasma, la maduración y 
diferenciación anómalas de las células T responsables de la respuesta inmune 
celular (Chandra. 1979). Asimismo se ha reportado una marcada heterogeneidad 
funcional y fisicoquimica de les linfocitos formadores de rosetas. En estos 
estudios se ha encontrado que en ninos con DCP, los linfocitos con receptores 
para la IgM (células T, "cooperadoras") estAn disminuidos, y aquellos con 
receptores para la IgG (células T, "supresoras") est~n ligeramente aumentados 
(Chandra, 1979). 

El incremento de la enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal (Tdt) 
presente en linfocitos en la DCP sugiere una diferenciación incompleta en las 
células nulas para madurar hacia linfocitos post-t1micos. Esta es una 
evidencia indirecta de la alteración de la influencia de inducción del timo 
en la DCP (Chandra, 1980). 

Good y col en 1980 reportaron un incremento en la respuesta innune 
mediada por células en ratas y ratones sometidos a desnutricibn experimental. 
Estos resultados contrastan con los reportados por Chandra (1960) y otros 
autores que encuentran que la respuesta a mitógenos como Concanavalina A {Con 
A), Fitohemaglutinina (PHA) o Lipopolisacaridos es similar tanto en 
organismos desnutridos cono normales. 

Fernández y Yunis en 1976 reportaron una respuesta alta en la 
incorporación de timidina tritiada (3H-TdR) en células de bazo de ratas 
desnutridas ccmo efecto de la estimulación por parte de los tres agentes 
mitógenicos. Cuando se analizó la PHA los controles tuvieron cuentas que 
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fueron sobrepasadas alrededor de 130 veces al utilizar ratas desnutridas: al 
usar concanavalina A. la respuesta fué 99 veces la del testigo y con 
lipopolisacarido la respuesta se incrementó 30 veces. 

Otras reacciones importantes de la respuesta inmune. alteradas por la DCP 
y que estan asociadas al funcionamiento óptimo de los linfocitos T v B son: 
la quimiotaxis y la capacidad ops6nica del plasma que est~n reducidas (José v 
~Ql. 1970). 

La respu~sta inmune Optima requiere una función adecuada de varios 
componentes célulares y humorales. as! como las interacciones entre ellos. 
Hay circuitos de retroalimentación positivos e inhibitorios. Es probable que 
la deficiencia nutricional afecte los diferentes mecanismos de defensa del 
huesped en una extensión variable. La mayor parte de los estudios a la fecha 
han sido enfocados hacia la respuesta inmune individual. Los mecanismos 
inmunoreguladores auxiliar y supresor. muy bien pueden dar la clave del 
laberinto de interacciones de nutrición e inmunmidad en el hombre •r en 10s 
modelos animales IChandra. 1980). 

Cravioto y Robles en 1963 y 1965 realizaron los primeros estudios 
sistemáticos acerca del desarrollo mental valorado por medio de la escala de 
Gesell en los nittos desnutridos. Observaron que los coeficientes de 
desarrollo eran bajos sobre todo en ninos menores de 6 meses. As! Cravioto y 
~! , en 1966, demostraron un alto nivel de asociación entre el riesgo de 
haber padecido desnutrición en la infancia y desarrollo intersensorial 
retardado. SeHalaron 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 cl~sica. sobre la base de la información recopilada por el Instituto 
de Información Científica de los Estados Unidos de Norteamérica. 

Cravioto en 1978, demostró que fallas en el aprendizaje adecuado de la 
lectura y escritura estan asociados primeramente a la desnutrición y a la 
privación de estímulos en la infancia temprana. En relación a las 
actividades motoras, Cravioto en 1900, encontró que las habilidades motoras 
en el escolar se encuentran disminuidas en relación con antecedentes de 
desnutrición. 

Uno de los aspectos mas importantes estudiados en desnutrición fue la 
identificación que hizo Cravioto en 1975 de factores microambientales 
presentes mucho tiempo antes de la apariciOn de desnutrición severa los 
cuales son: una deficiente o nula estimulación en el hogar y una inadecuada 
interacción madre-hijo: estos factores determinan que ni~os con desnutrición 
leve lde primero o segundo grado) se agraven y lleguen a ser desnutridos de 
tercer grado. 
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Cravioto y Arrieta en 1979. observaron que en lactantes menores de 6 
neses con desnutrición severa, la estimulación sistemAtizada aunada al 
tratamiento médico dietético es capaz de hacer que se recuperen del déficit 
mental 7 de cada 10 ninos. mientras que en nifios no estimulados con grado 
similar de intensidad y duración de desnutrición solamente recuperan el 
déficit 3 de cada 10 ninos. 

En animales desnutridos experimentalmente. Castilla y fQJ en 1979, 
determinaron el contenido de ADN. ARN y proteínas en corteza cerebral. Sus 
resultados mostraron que la estímulación es capaz de minimizar los efectos 
causados por la desnutrición v que en el grupo con desnutrición y aislamiento 
ambiental se producen las alteraciones bioquímicas mas graves. 

~~~ ;ªtud!Q~ q~ alterac!Q~~ ª ~!Y~! felu!ªr med!~!~ ~! ~~el~ de 
tim!~~ª ªªrfª~ª fQ~ !ritio~ 

Ramalingaswami y Deo en 1968 al inducir desnutrición por falta 
unicamente de proteínas en monos rhesus jóvenes lograron simular la 
desnutrición tipo Kwashiorkor. Encontraron gran similitud entre su modelo 
experimental y la desnutrición en humanos. Definieron las reacciones bAsicas 
ante la falta de proteínas a nivel celular y sus resultados sugieren que 
todas las células de la mayoría de los órganos estAn afectadas pero no en el 
mismo tiempo ni con la misma severidad, observando que los órganos con alto 
recambio de proteinas son los que se ven principalmente afectados. Asimismo 
establecieron que una prolongación en el ciclo celular medido por 
autorradiograf ía con timidina tritiada 13H-TdRl es asociada directamente a 
una característica de deficiencia de proteínas. 

Deo y colaboradores en 1967 estudiaron la regeneración celular en ratas 
de la cepa Wistar adultas parcialmente hepatectomizadas teniendo un grupo 
control (16~ caseína) y un grupo con dieta baja en proteínas (1~ caseína). 
Encontraron en el grupo desnutrido un alto indice por incorporación de 3H-TdR 
cono una evidencia del alargamiento de la fase de síntesis del ADN, lo que 
ocasiona que un mayor n~mero 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 hepíltectomía se observó que en el grupo deficiente de proteinas 
no habia incremento en los n~cleos marcados durante ese tiempo, lo cual 
indica una pobre proliferación celular. Asimismo el elevado indice mitOtico 
observado fue considerado como evidencia en el alargamiento de la fase de 
división. 
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Deo y Ramalingaswami en 1970 hicieron algunas consideraciones acerca del 
control de la proliferación en organismos pluricelulares. basicamente en 
mamlferos. donde un gran nómero de células se producen y mueren cada dla. En 
ellos, el nacimiento. diferenciación y muerte estan balanceados para mantener 
un estado de equilibrio. Hay sistemas de recambio celular continuo como la 
mucosa del intestino delgado y sistemas donde el recambio celular esta 
condicionado como es el hígado que tiene una baja velocidad de proliferación 
y un tiempo de vida largo. En ambos sistemas se detectó una disminución en 
la proliferación como una alteración basica en respuesta a la deficiencia de 
proteínas; el mecanismo no es claro. pero consideran de importancia la 
disminución del flujo de aminoacidos. contenido de ARN y proteinas como los 
factores principalmente relacionados ccn las alteraciones en el ciclo 
celular. 

Deo y Mathur en 1975, en un estudio realizado en foliculos de pelo y 
~nidermis de fetos de ratas siguiendo ia técnica de incorporación de 3H-TdR. 
~2terminaron fases del ciclo celular por r.edio de porcentajes de células 
marcadas contra tiempo. Reportaron que en la desnutrición se afectan algunas 
fases del ciclo celular. observando que en les animales desnutridos la fase 
G2 se prolongó en 100~ y la fase S en un 57%. 

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

Winick y Noble estudiaron en 1966 el efecto de la desnutrición sobre el 
peso total del animal, peso de algunos órganos (cerebro, timo, bazo), 
contenido de ADN, ARN y proteinas en ratas. Encontraron que la desnutrición 
en etapas tempranas de la vida, como es del nacimiento a los 21 días, 
disminuye el peso, contenido de proteínas, de ADN y ARN senalando una 
reducción en el nómero de células sin alterarse el tamano celulár. 

Deo y ~Q! en 1975 consideraron que la proliferación , migración, 
diferenciación y muerte celular son procesos biológicos Msicos que juegan un 
papel crucial en ei crecimiento y desarrollo de los tejidos. Normalmente se 
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mantiene un balance entre estos procesos, por lo que alteraciones de uno con 
respecto a otro modifican el desarrollo. La desnutrición altera la 
proliferación y migración, aunque la diferenciación parece no estar alterada, 
y la muerte celular se encuentra disminuida; al parecer esto ~ltimo 

representa un mecanismo compensatorio para balancear la disminución en la 
formación de nuevas células. En la desnutrición los tejidos y las células no 
son afectadas de la misma manera. ni en tiempo ni en dimensión. 

Ortiz, en 1980 al analizar el ciclo celular in vivo en médula ósea en 
ratas desnutridas y bien nutridas durante la lactancia~-Utilizando la técnica 
de tinción diferencial de cromátidas hermanas, encontró un considerable 
retraso en la proliferación en las ratas desnutridas. Al analizar el indice 
mitótico entre ambos lotes. encontró que las ratas experimentales mostraban 
un indice mitótico más alto que las ratas testigo. Indica que este fenómeno 
pudiera ser explicado si se considera que la fase mitótica dura más tiempo, y 
que por esto al inyectar colchicina a los animales durante una hora antes del 
sacrificio se encuentren mas mitosis en estas ratas. 

Gaben-Cogneville. y ~Q! en 1981 estudiaron el efecto de la desnutrición 
en las fracciones del estroma v de los adipocitos del tejido inguinal de 
ratas que fueron desnutridas por periodos variables a partir del nacimiento y 
encontraron que la proliferación y diferenciación celular se ven severamente 
afectadas en relación directa a la duración del periodo de desnutrición. 

Murthy y ~Q! (1982) determinaron la cinética de proliferación !~ ~!tro 
en linfocitos de nifios con desnutrición tipo Kwashiorkor mediante la técnica 
de tinción diferencial de cromatidas hermanas. En sus resultados se observó 
un menor porcentaje de células que han pasado por dos ciclos y una 
disminución en el n~mero de células que han pasado tres ciclos de duplicación 
ó més en los cultivos de los desnutridos. De sus resultados concluyeron que 
la duración del ciclo en los linfocitos de niNos desnutridos es mayor, 
proponiendo que puede estar alterada la respuesta al mit6geno PHA en la 
desnutrición. 

GonzAlez-rorres y col en 1983, trabajando también con linfocitos 
hUJJ1anos, observaron que"'Ias curvas de distribución de metafases de primero, 
segundo y tercer ciclo de duplicación son similares en los ninos desnutridos 
y los eutróf icos. Una observación interesante en este trabajo es que a 48 
horas de cultivo la proporción de metafases en segundo ciclo fue mayor en los 
ninos 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. 

Ortiz y co! en 1986 estudiando la proliferación celular !Q y!tro en 
médula ósea de ratas desnutridas y bien nutridas durante la lactancia, 
mediante la técnica de tinciOn diferencial de crométidas hermanas, 
encontraron que en los tiempos que analizaron el porcentaje de mitosis en 
primer ciclo de replicación fue mayor en las células desnutridas. Por otro 
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lado, observaron que en las células bien nutridas existe una considerable 
cantidad de mitcsis en tercer ciclo de duplicación 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 
proliferación celular al ser comparados con los animales testigos. 

Betancourt y GonzAlez en 1986 determinaron la cinética de 
prolif eracion !~ ~!!~Q de f ibroblastos de ratas severamente desnutridas 
durante la lactancia. Al analizar el nómero de células, la cantidad de ADN y 
la de proteinas, observaron una diferencia en los tres parAmetros analizados 
con respecto a los obtenidos en el lote testigo, proponiendo que la 
diferencia mostrada es debida a la velocidad de proliferación la cual es mas 
lenta en las células desnutridas. 

Armendares y f21· en 1971 v Betancourt y ~21 en 1972 encontraron una 
nayor frecuencia de aberraciones cromos6micas en linfocitos de ninos 
desnutridos. Por otro lado Thorburn y f21 en 1972. Khouri y Melaren en 1973, 
y Upadhyaya y f21 en 1975. al estudiar la frecuencia de aberraciones 
cromosómicas en nifios desnutridos no encontraron diferencia significativa en 
relación ninos bien nutridos. Se propuso que la alta frecuencia de 
aberraciones cromosómicas en los nifios se podria deber a una mayor 
susceptibilidad a diversos agentes externos. Para probar lo anterior 
Betancourt y ~! en 1974 estudiaron el efecto de varias dosis de rayos X 
sobre la frecuencia de aberraciones cromos6micas en cultivos de linfocitos de 
niHos desnutridos y niHos bien nutridos encontrando una frecuencia de 
aberraciones similar entre los niHos desnutridos y testigos en todas las 
dosis de radiación probadas. 

Se han realizado también estudios sobre la frecuencia de aberraciones 
cromosOmicas en animales desnutridos experimentalmente; asi en médula ósea 
de ratas desnutridas durante el periodo prenatal y de lactancia, Sadasivan y 
Raghuram en 1973 encontraron un porcentaje de aberraciones significativamente 
mayor al encontrado en ratas testigo. Vijayalaxmi en 1975, encontró en la 
aédula ósea de ratas desnutridas durante ocho semanas a partir de los 21 días 
de edad, una frecuencia de aberraciones cromosómicas significativamente mayor 
a la encontrada en ratas alimentadas con una dieta alta en proteinas. 
Betancourt y col en 1979, determinaron el porcentaje de aberraciones 
cromosOmicas en ratas desnutridas a partir del destete con una dieta de 
proteinas deficientes en metionina y triptofano (naiz) consumida "ad libitum" 
y reduciendo la cantidad de consume' a la mitad. Las aberraciones encontradas 
'fueron rompientos cromatidicos y algunos cro11osómicos. no encontrandose 
diferencias significativa entre el porcentaje de aberraciones entre las ratas 
desnutridas y ratas control. 
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El estudio de la frecuencia de Intercambios entre Cromátidas Hermanas 
(ICHl se ha considerado un método mas sensible para detectar dafto al material 
genético. Sin embargo, los resultados obtenidos son contradictorios ya que 
Mutchinick y ~21 en 1979; Gónzalez-Torres y ~21 (1983) estudiaron la 
frecuencia de ICH en linfocitos da niftos desnutridos, 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 desnutridos después de la 
época del destete. Asi mismo Betancourt y col (1986) determinaron !!! y!vo en 
ratas desnutridas durante la lactancia un incremento en los ICH, mientras 
Ortiz en 1987 al analizar la frecuencia de intercambios in vitro en ratas - ---desnutridas durante la lactancia encontró que no existe diferencia entre 
ratas testigo 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 irr 1{iyQ. 

Avitabile y col, en 1981 mediante la incorporación de uridina tritiada 
en distintas regiones del cerebro en ratas desnutridas experimentalmente 
desde el décimo dia de gestación y hasta el término del periodo de 
lactancia, realizando un estudio de la síntesis de ARN, determinaron que la 
síntesis en las ratas desnutridas se encuentra alterada, por lo 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 desnutrición sobre la 
ADN polimerasa y la Tiaidina quinasa (enzimas esenciales para que se realice 
la síntesis del ADN), en diversas regiones del cerebro en ratas a las que les 
indujeron desnutrición a partir del décimo dia de gestacibn y durante el 
periodo de lactancia, encontraron que la actividad de las enzinas en estudio 
se encuentra disminuida en cerebro. 

Vanella y ~1 en 1983 utilizando ratas desnutridas con deficiencia de 
proteinas, al analizar la actividad de las enzimas hipoxantinaguanina 
fosforibosiltransferasa (HGPRTasa) y la adeninafosforribosiltransferasa 
(APRTasa) encontraron que al quinto dia posterior del nacimiento la actividad 
de ambas enzimas estaba disminuida. Esta disminución no se mostró de forma 
permanente, sino que a los treinta días posteriores al nacimiento se 
encontraron valores similares entre ambos grupos. Como conclusión estos 
autores indican que la desnutrición durante la gestación y en los primeros 
días de la vida altera significativamente la actividad de ambas enzimas. 

11 



Castro y fQ! en 1986. en su estudio demostraron un aumento en la 
sensibilidad a nucleasa micrococal. asi como una disminución en la longitud 
del nucleosoma cuando se suministro una dieta rica en azucares pero libre en 
lipidos. En tanto que cuando se suministro una dieta deficiente en 
proteínas. magnesio o zinc, se disminuyó la sensibilidad de la cromatina a la 
nucleasa. Los mecanismos por los cuales la dieta tiene un efecto en la 
conformación estructural del ADN no son aun claros. Una posible explicación 
para la disminución de la sensibilidad de la cromatina a la nucleasa fue 
propuesta por Castro y Toule en 1986 en la que esta sensibilidad se pudo 
relacionar con los cambios en la composición de la histona Hl y se ha 
encontrado también que una disminución en la concentración de cisteina altera 
significativamente la metilación de la guanina. 

8) º ! º ~ º 

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

El ciclo celular es una cadena de eventos variables que involucran 
interacciones entre el complejo nücleo-citoplasma y ambiente. En las células 
eucariontes, el ciclo celular puede ser consideradc como una secuencia 
ordenada de procesos interrelacionados distinguibles por las transiciones 
fisiológicas y citológicas en fases con una 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) División celular o Mitosis. 

La duración de la interfase es, en términos generales, mayor que el 
periodo en el que transcurre la mitosis. En la mayoria de las células 
animales y vegetales la duración del ciclo celular es de un dia 
aproximadamente, siendo el tiempo mas 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 Pele en 1953, quienes observaron que la 
interfase se dividía en tres etapas de acuerdo a los fenómenos moleculares 
ocurridos durante esta fase, designando al periodo de replicación del acido 
desoxirribonucléico (ADNl como la fase S (de sintesisl. este periodo fue 
tomado como referencia para definir las otras etapas del ciclo: Gl ("gap" 
pre-sintético), que es el tiempo transcurrido entre el final de la mitosis y 
el comienzo de la sintesis. y G2 ("gap" post-slnteticol, que es el periodo 
comprendido entre el final de la sintesis y el principio de la division 
celular conocida como fase M (mitosis) o fase D (división!. Estudios 
posteriores han llevado a la caracterización de una etapa en la cual las 
células no entraran en el ciclo celular denominada Go. así como subdivisiones 
de las fases como es el caso de Gla y Glb (Darzinkiewicz y col. 1981). 

El tiempo de duración de las fases Gl, S, G2 y M son diferentes en los 
distintas clases de células pero las variaciones entre las células 
individuales de la misma clase son pequeñas (Hitchison, 1971) 

En los organismos multicelulares los diferentes ti~os de células se 
dividen a muy diferentes velocidades. La principal diferencia entre las 
células que se dividen rápidamente y aquellas que lo hacen lentamente está 
dada por la duración o tiempo que permanecen las células en la fase Gl. 
Algunas células permanecen en Gl durante dias o incluso anos. Por otro lado 
el tiempo del ciclo a partir del inicio de la fase S hasta la mitosis es muy 
constante independientemente de la velocidad de división de la célula. 

2} Características ~ las ~ses del ciclo. 

La célula durante la interfase debe duplicar ade1ás de su ADN todos los 
componentes celulares y su nasa. La gran mayoría de los diferentes tipos de 
proteínas y ARN son sintetizados continuamente durante toda la interfase, 
asi de los más de mil tipos de proteínas detectados, solo unos pocos son 
sintetizados en un punto especifico del ciclo. En tanto que el ADN, su 
génesis se encuentra restringida en un sitio especifico del ciclo. 

La mayoria de las poblaciones celulares están constituidas por dos 
clases de células: las que continuamente se encuentran ciclando o en 
proliferación y las que no se dividen. Estas Oltimas pueden a su vez ser de 
dos tipos: las que están en Go y son capaces de entrar al ciclo nuevamente 
por medio de un estimulo adecuado y las células diferenciadas terminalmente. 
que en condiciones naturales nunca se dividirán . 

De acuerdo a Mitchison (1971), Graves (1975), Prescot (1976), Pardee y 
col (197B), y Baserga (19BS) se consideran a continuación algunas 
caracteristicas de mayor relevancia de las fases del ciclo: 
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Fase Go.- El estado Go se define como una fase quiescente o durmiente. 
El tiempo requerido para iniciar S cuando son estimuladas es más largo al 
requerido por las células que estaban en Gl. La mayoría de las células 
transformadas, particularmente las transformadas por virus no pueden entrar 
en esta fase. 

A diferencia de las células que se encuentran en G1, las células que 
están en Go tienen las siguientes caracteristicas: 

il Sintetizan algunas variantes de histonas 

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

iiil La proteina p53 se requiere para la salida de Go. 

ivl El grado de condensación de la cromatina observado en esta fase es 
mayor, y se ha propuesto la existencia de un periodo Go2 !Sans y 
col. 1980). 

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

Fase Gl.- Esta etapa es la de mayor variabilidad en cuanto a duracion. 
Se ha considerado en general que el control de la proliferación celular se 
encuentra en Gl, durante ella se inicia el crecimiento de la célula. 
representado por aumento en tamano celular, en el tamano del n~cleo, del 
n~mero de ribosomas y sintesis o acumulación de ARN ribosomal. Ademas durante 
este período la síntesis de los diferentes tipos de ARN se incrementa y los 
niveles de los tres tipos de ARN polimerasas aumentan dramáticamente. Se ha 
observado que si se bloquea la síntesis 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 slntesis de ARN se lleva a cabo al inicio de 
Gl. Se ha deJ1ostrado tamb1en una gran actividad de ~intesis de protéinas 
durante esta fase, siendo caracteristica la sintesis de protelnas no histonas 
y varias protelnas especificas reportadas por Baserga en 1985 entre las 
cuales se encuentran: calmodulina, proteina inestable (R), actína, ornitina 
descarboxílasa, proteina p53 y varias proteinas citoplAsmicas. También en 
esta etapa se ha detectado fosforilaciOn de la histona H1, y sintesis de 
proteinas histonas la cuAl se ve claramente incrementada en la fase S. En 
relación a las proteinas involucradas en la duplicación del ADN, su síntesis 
se realiza durante la fase Gl tardia. Estudios realizados en células hibridas 
han mostrado que el paso de las fases Gl a S puede ser inducido por un factor 
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citoplásmico. Así mismo. se han comprobado también en esta etapa cambios en 
la superficie celular y un aumento en el transporte de iones a través de la 
membrana. Los requerimientos energéticos para que se lleve a cabo son altos 
pero no tanto como en S, sin embargo hay síntesis de nucléotidos 
trifosfatados (ATP. GTP. TTP y CTP). 

Fase S.- La slntesis del ADN esta restringida casi en su totalidad al 
periodo de la interfase denominado como S. Para la slntesis o duplicación del 
ADN cada fibra de éste. está dividida en muchas unidades denominadas 
duplicones. Cada duplicón tiene un centro que es el origen a partir del cual 
la duplicacion se da en ambas direcciones. En las primeras etapas del 
desarrollo embrionario todos los duplicones funcionan simult~neamente y la 
fase S es muy corta. Pero en las células de un animal adulto la síntesis 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 duplicación simult~Geamente respondiendo a una sehal coman. El mecanismo 
por el cual se mantiene el orden de iniciacion no se ha determinado, sin 
embargo se ha propuesto que la metilación está involucrada en el 
mantenimiento de este orden. pero esto no ha sido claramente confirmado. 
Existen algunas evidencias mas que indican que la slntesis de protelnas puede 
ser requerida para la travesla de S. y es posible que el patron de 
iniciación dependa de una secuencia ordenada de sintesis y de la acción de 
moléculas iniciadoras que actaan en duplicones especificas. Asl mismo. se ha 
propuesto con base en los estudios de Graves (1975), en células hibridas. que 
la información genética para las moléculas iniciadoras de la duplicación son 
codificadas en el mismo cromosoma al igual que el duplicón donde van a 
actuar. Existe otra hipótesis acerca del control de la iniciación que propone 
que el control de la iniciación puede estar operando por medio de cambios 
estructurales en el cromosoma involucrando quiz~s 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 poli:merasas y 
las ligasas. Baserga en 1985 consideró de importancia ademAs otras enzimas 
relacionadas con el metabolismo del ADN como la timidina quinasa y las 
ribonucleótido reductasas. 

Reddy y Pardee en 1980 consideraron de importancia para la iniciación de 
la síntesis del ADN la integración de un complejo formado por varias 
proteínas que contiene la mayoría de los polipéptidos que son requeridos para 
la síntesis del ADN y proteinas asociadas. 

Ade1As durante la fase S se llevan a cabo otros eventos variados como 
son la slntesis de prote1nas del tipo de las histonas (H2A, H2B, H3 y H4) la 
cual estA relacionada con la sintesis del ADN. La fosforilacion de la histona 
Hl que continba durante la fase S, en dos sitios adicionales a los de Gl y 
aparecen otros receptores de membrana para diferentes factores de 
proliferación celular. 
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Fase G2.- Esta etapa es un periodo de intensa actividad bioquímica. La 
inhibición de síntesis de proteínas v ARN detiene a las células en G2, de lo 
cual se infiere que el paso de S a mitosis no es automático. Se ha 
determinado en esta fase la síntesis de proteínas especificas necesarias para 
que la célula entre en división, dentro de ellas se encuentran las requeridas 
para construcción y operación del aparato mitótico y las necesarias para la 
condensación de los cromosomas. Se ha descrito la existencia de proteínas 
involucradas en ia condensación de los cromosomas las cuaies se han 
denominado "factores mit6ticos" 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 mit6ticos" que permanecen activos hasta la fase Gl. por lo 
anterior se consideran de importancia en la descondensaci6n de los cromosomas 
(Rao y Adlkha. 1985). Otro evento importante que se lleva a cabo en esta 
etapa, es la realización de un proceso de reparación del ADN conocido como 
reparación GZ. que ha sido ampliamente estudiado a partir de su 
descubrimiento en 1968 por Kihlman y Hartley. 

Fase D. Durante la fase de división que puede ser una mitosis o una 
meiosis ocurren grandes cambios en la estructura y función celular. En esta 
etapa se llevan a cabo dos procesos: La división nuclear (cariocinesis) y la 
división citoplAsmica (citocinesis), ambos están generalmente estrechamente 
asociados. En esta fase se hace necesaria la presencia del aparato mitótico 
que asegura la segregación de los cromosomas y también se requiere de 
factores solubles que están relacionados con la condensación y 
descondensación de la cromatina y con la disolución y la reestructuración de 
la envoltura nuclear. Durante esta fase la síntesis de proteínas y de ARN 
son prácticamente nulas. 

4.- Estudios sobre la cinética celular. ------- --

!écnicas utilizadas Eara ~! estudiQ del Ciclo Ce!~lar 

El ADN es una de las moléculas que ha dado mayor información acerca de 
los cambios que ocurren durante el ciclo de vida de las células, este ha sido 
muy dtil para determinar la cinética de proliferación celular y el tiempo de 
duración del ciclo celular (también llamado tiempo de generación). En 1953 
Watson y Crick postularon un modelo preciso de la estructura del ADN, en 
1957. Meselson y Stahl demostraron el mecanismo de duplicación 
semiconservativa en procariontes y Taylor y ~Q.! en 1957 también demostraron 
la replicación semiconservativa del ADN en células eucariontes. 
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Pm :<l ~11tudfo 11i:m·11 d~l r1¡¡11ii d¡;¡ b11 i:~luh11 11 tr11v~11 c!¡;¡l di:li:l 
celular se han empleado diferentes metodologías dentro de las cuales se 
encuentran: 

il La utilización de precursores radiactivos.- Han sido 
ampliamente usadas las técnicas basadas en la incorporación de precursores 
radiactivos en el ADN. 

El e?:Jpleo de elementos radiactivos como marcadores de los Acidos 
nucléicos v su detección por autorradiografia se remonta al grupo de Taylor 
que emplearon fosfato marcado con 32P v ácido erótico marcado con 14C sin 
embargo tuvieron el problema de que ambos isótopos emiten una eleveda energía 
de ionizacitn por lo cual no obtuvieron una eficiente resolución. Friedkien 
y col en 1956 determinaron con el uso de la timídína marcada con 14C que era 
exclusivamente incorporada en el ADN de células de mam!feros. En tanto Plaut 
y Hazia {1956) empleando también timidina marcada con 14C estudiaron la 
distribución de la marca en figuras metaf Asicas de ralees de Cree~· Asi 
mismo Taylor y col en 1957 empleando un marcado continuo en raíces de Vicia 
faba con timidiiia marcada con tritio denuestraron la incorporaciOn de--e5e 
precursor en el ADN, as! como el descubrimiento de los ICH. 

En los métodos autorradiogrAf icos el precursor del ADN mAs comOn.mente 
utilizado es la timidina marcada con tritio (3H-TdR) (Nicollini, 1975; 
Shackney, 1973b; Shackney, 1975a), desoxiribonucleósído que es incorporado 
en el ADii por la via por la síntesis del dTfP (Desoxitimidina-trifosfato). 
Las cinasas fosforilan nucleótidos de timdina a dTTP, estas se encuentran 
activas en tejidos que presentan una pronunciada sintesis de ADN tales como 

~.l;imo y ~édula ósea, así cono en tejidos que presentan una baja proliferación 
como el htgado (Davidson,1976). La fosforilación de la 3H-TdR es 
eficientemente usada por las células de mamíferos (Nicollini,1975) (Figura 
1), y que es empleado con mucha frecuencia en el estudio de las 
características prolif erativas de poblaciones celulares de mauif eros en 
crecimiento (Shackney, 1975b). 

El mecanismo por el cual puede ser explicada la observación de la 
detección autorradiográfica de cromosomas netaf ásicos que han incorporado 3H
TdR esta basado en tres postulados fundamentales seg~n Taylor y col, 1957; 
Plaut y Hazia, 1956 : 
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al La duplicación semiconservativa del ADN 

b) Una cromatida se encuentra constituida por una sola doble 
hélice 

cl Los cromosomas no se segregan al azar en la división 
celular. 

La autorradiograf ia es una técnica basada en la detección de 
radiactividad por medio de la formación de depósitos de plata en una emulsión 
fotografica (Nicollini, 1975). Una emulsión consiste de cristales de bromuro 
de plata mezclados en gelatina. Esta técnica se basa en el mismo principio 
que la fotografia, excepto que la energia para la conversión del bromuro de 
plata a plata metalica es derivada de radiación ionizante emitida por el 
precursor marcado radiactivamente. Las particulas !:€ta inciden sobre la capa 
de emulsión en donde un grupo de electrones libres chocan con iones plata con 
los cuales se combinan para formar atemos de plata. La imagen latente de un 
autoradiograrna es formada cuando hay suficientes atemos de plata acumulados 
en un sitio ó mancha sensibilizado para formar un nucleo de plata metalica 
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 atemos de plata. Porque los cristales que tienen imagen 
latente son reducidos mas rapidamente a plata metalica que otros cristales. 
Los cristales que no son preferencialmente reducidos son disueltos por el 
fijador, dejando fuera de la vista de un patrón 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 n~mero de granos que se muestran 
sobre el ntlcleo exceden un numero basal establecido al azar (Nicollini, 
1975; Simpson-Herren y col 1976) de esta manera se puede dividir a la 
población de células en dos-categorias: células que sintetizaron ADN y las 
que no lo hicieron. 

Cronkite y col (1959) han hecho ciertas suposiciones en relación a la 
timidina y el ADN:-Eintre estas se encuentran: 

il El tritio marcador en la timidina, es estable y no cambia o se 
co1bina con hidrógeno disponible. 

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

iiil La timidina no es almacenada por lapsos de tiempo prolongados antes 
de ser utilizada en la síntesis del ADN en una célula. 
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iv) Ni el ADN o sus productos de degradación son significativamante 
reutilizados en la sintesis del ADN nuevo. 

~ 

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

- Indice de marcado.-

Se puede determinar la f racci6n de células que tienen su nOcleo marcado 
con granos de plata, este indice esta relacionado con las células que pasaron 
por la fase S y se obtiene la fracción de crecimiento. En 1980 Schoenfeld y 
Kallman propusieron un procedimiento cuantitativo para lograr una 
determinación mas clara del indice de marcaje, esto es realizando la 
distribución de granos. 

- Fracción de mitosis marcadas -

Propuesto por Quastler y Sherman en 1959, este método consiste en 
determinar el n~mero de mitosis que se encuentran marcadas después de un 
pulso con el precursor radiactivo de acuerdo a un n~mero basal de granos de 
plata que se encuentran encima de los cromosomas que conforman la figura 
metafasica. Es el método mas ampliamente usado y proporciona información 
acerca de la duración de las fases del ciclo celular. 

Segtin una recoplicaci6n de Schneider y col (1978), los métodos 
autorradiograficos tienen 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 proliferación celular por la 
incorporación y/o eliminación del precursor radiactivo. 

3) Se presentan problemas técnicos como la resolución y dilución de la 
marca. 

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

Gray y f!?.! 1977 han demostrado que la radiactividad por célula en la 
fase S 1 RCSi), es un método en el cual la duración del ciclo celular y de sus 
fases puede ser estimada por la medición periódica de radiactividad de 
células que recibieron un pulso de marcado con timidina tritiada. 
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ii) Utilización de precuraorea no radiactivos.-

Un hallazgo muy importante en la decada de los afios 70 fue la 
utilización de la técnica que incluye el uso de 5-bromodesoxiuridina (BrdU)
Hoechst-Giemsa para el analisis de la cronologia y topografia de la 
duplicación del ADN en los cromosomas de los organismos superiores (Yurov y 
Liapunova. 1976). Esta técnica ha hecho posible demostrar las areas en el 
cromosoma que se duplican simultaneamente en la parte temprana. media y 
tardia del periodo S. Esta técnica se logra mediante la incorporación de la 
BrdU que es un analogo de la timidina que se incorpora facilmente a las 
cadenas de ADN en formación. En las células que han pasado un ciclo de 
duplicación en presencia de BrdU sus cromosomas se muestran en la mitosis 
todos obscuros. ya que ambas cromatidas son quimicamente idénticas pues se 
encuentran monosubstituidas. En metafases de células que han atravesado por 
dos ciclos de duplicación en presencia de BrdU sus cromosomas presentan una 
cromatida obscura que esta monosubstituida y una cromatida clara que se 
encuentra doblemente substituida con BrdU, en este tipo de figuras 
metaf asicas el cincuenta por ciento de las cromatidas se encuentran claras y 
el otro cincuenta por ciento obscuras. Para las células que han atravesado 
por tres o mas ciclos de duplicación en presencia de BrdU se presentan 
cromosomas metafasicos con ambas cromatidas claras esto es doblemente 
substituidas con BrdU y cromosomas con una cromatida clara y una obscura en 
estas metaf ases se observa un setenta y cinco por ciento de crom~tidas claras 
y el veinticinco restante. obscuras. 

B) AnAlisis de la distribución del ADN.-

Con los avances en la citofluorometria ha sido posible una rapida y 
segura cuantificacion del contenido de ADN celular, el empleo de estA técnica 
ha incrementado el estudio de la cinética celular. En estas técnicas se 
colectan las células, se dispersan para tener suspensiones de una sola célula 
y se titten con un colorante fluorescente especifico para ADN. (Melamed, 
1972). Varios modelos matemAticos han sido reportados con el propósito de 
resolver las distribuciones en los compartimentos del ciclo celular, Gl, S, 
G2 y H. 

!Recientemente Gratzner y Leif ( 1981) y Oku en el misllo atto han 
desarrollado un método basado en dar un pulso de marcaje con BrdU, y su 
posterior hidrolización produciendo un ADN de cadena sencilla que es el que 
ha incorporado BrdU tittendo con un anticuerpo fluorescente contra BrdU. La 
fracción de células marcadas con BrdU pueden determinarse con un microscopio 
de fluorescencia o por medio de citofluorometria. Para una mayor eficiencia 
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de este procedimiento Gratzner en 1982 y Raza y <22!· 1984 desarrollaron un 
anticuerpo monoclonal contra BrdU para detectar síntesis de ADN. Se ha 
demostrado que el análisis citofluorométrico simultáneo del contenido de ADN 
celular y la cantidad de BrdU incorporada en el ADN permite una r~pida y 
exacta cuantificación de células en los distintos compartimentos del ciclo 
celular, asi como un indicador confiable del proceso de slntesis de ADN 
celular durante la fase S sin ningun procedimiento laborioso. 

Gray en 1983b, consideró algunas características de la técnica entre las 
que se encuentran: 

1) La población celular debe reducirse a suspensiones de una sola 
célula. 

2) Las células no pueden relacionarse con su localización dentro del 
tejido. 

3) El equipo requerido es cuy caro y complejo. 
4) No se obtiene información acerca de ia duración de cada una de las 

fases. 
5) No requiere incorporación de precursores ccmo la timidina tritiada o 

la bromodesoxiuridina que son p0tenciali:ente t~:dcos o mutagénicos. 

Para complementar la información se ha propuesto analizar el ciclo 
celular tomando en cuenta diferentes parámetros. Darzynkiewicz v Andreeff en 
1981 comentaron que se han desarrollado técnicas citofluorométricas para 
medir además del contenido de ADN, el contenido de ARN en mediciones 
simultAneas. También han detectado incorporación de BrdU, se ha analizado la 
estructura de la cromatina nuclear en base a su estabilidad "in situ" al 
calor ó al tratamiento con ~cidos. Los autores propusieron con base en sus 
resultados que se pueden hacer nuevas subdivisiones al ciclo celular. 
determinando que se pueden considerar 13 compartimientos funcionalmente 
distintos. Sasaki y col (1986) proponen que un anAlisis bivariable de 
citofluorometr!a utili°Zañdo un anticuerpo monoclonal contra BrdU permite la 
determinacibn confiable de los porcentajes de células en las fases Gl. S y 
G2H del ciclo celuldr. Asimismo Gray y col en 1986 realizaron una revisión 
acerca de la utilidad de la citofluorometria en el estudio de la 
proliferación celular. Analizaron la utilidad de la ténica de medidas 
simultáneas 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 solo al que ha incorporado BrdU. Las aplicaciones 
de la metodologla BrdU/ADN son las siguientes: -

1) Determinación de la fraccion de células en Gl, en S y en G2 + H. 

2) Determinacibn de la duración de las fases G1, S y G2 + H. 
dispersión y fraccibn de crecimiento. 

3) Anélisis de la proliferación celular en respuesta a agentes 
especif icos. 
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Con base en los antecedentes previamente expuestos, se hace evidente 
que la DCP es una enfermedad grave, que es un serio problema de Salud POblica 
en nuestro pais y que se encuentra ampliamente distribuida mundialmente. Esto 
ha dado cabida a la formación y consolidación de varios grupos de 
investigación que se han interesado en el estudio de este padecimiento. 
Actualmente en distintos paises se realizan estudios acerca de los efectos de 
la desnutrición, tanto en humanos como en animales de experimentación. en 
diversas Areas del comocimiento científico que incluyen puntos de vista como 
el inmunológico, fisiológico, bioquimico, celular, molecular, de desarrollo, 
conductual. etc. 

Los resultados obtenidos en los diferentes campos pueden llegar a 
complementarse para comprender mejor las manifestaciones producidas por la 
enfermedad y lograr el tratamiento más adecuado de los niños desnutridos. 
tanto a nivel individuai como de comunidad. 

Dada la gran importancia que presenta la desnutrición en nuestro pais y 
los efectos o dafios causados por ella se dan en ultimo grado a nivel 
celular. en el Laboratorio de Biología Celular del Departamento de Ciencias 
de la Salud de la Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalpa se tiene el 
programa de estudio "Efectos a nivel celular de la desnutrición". 

O B J E T I V O : 

Determinar la duración !!! vitro del ciclo celular y de cada una de 
sus fases en células de la médula ósea de ratas desnutridas en el 
periodo de lactancia, mediante la incorporación de timidina marcada con 
tritio (3H-TdR). 

H I P O T E S I S : 

La hipótesis a probar es que si la desnutrición es una enfermedad 
que afecta el ciclo de las céulas de medula o~ea, entonces al analizar 
el tiempo de duración 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 duración del ciclo y en alguna(s) de sus 
fases. 
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Se usaron ratas de la cepa ~~!~! reproducidas en el bioterio de la 
Divisibn de Ciencias Biolbgicas y de la Salud de la Universidad Autonoma 
Metropolitana-Iztapalapa, mantenidas bajo condiciones controladas de 
temperatura, luz y circulación de aire. 

La desnutrición experimental se realizó de acuerdo a la técnica 
propuesta por Widdowson y HcCance. 1960 con algunas modificaciones. 

Al dia siguiente del nacimiento se formaron dos lotes de camadas. El 
lote testigo fue integrado por una nodriza con seis crias y el lote 
experimental se integro por una nodriza con quince crías. induciéndoles de 
esta forma desnutrición por competencia de alimento. Se registró el peso de 
las crías cada 4B horas durante 21 dias. 

Al término de este tiempo se evaluó el grado de desnutrición 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 periodo de lactancia las ratas que se consideraron 

desnutridas asi como las testigo, fueron sacrificadas por decapitación. 

Se colocó a la rata en la tabla de disección y retirb 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 trabajóen la 
proximidad de la flama de un mechero bunsen. 

Se retiró el pie cortando la articulación, asi como el fémur el cual fue 
colocado con todo y la masa muscular en una caja de petri conteniendo 
solución salina fisiológica estéril. 

La siembra fue realizada de acuerdo con la tenica propuesta por Hishell 
y Shiigi,(1980)., modificada por Ortiz y fQl. en 1986. 



En la campana de flujo laminar, se eliminaron las masas musculares lo 
mas posible para dejar al descubierto los huesos. Se separo el fémur de la 
tibia. Se cortaron las epifisis del fémur y se extrajo la médula ósea 
inyectando al interior del hueso Sml de medio cultivo He Coy Sa modificado 
(Hicrolab) suplementado con 20?. de suero fetal de ternera (Hicrolab), 
previanente inactivado a GOoC durante 30 minutos en bano Maria; 2 7. de L
Glutamina (Microlab) y O .1 7. de solución penicilina/estreptomicina 
(Hicrolab). El material fue colectado en una caja de petri y se resuspendió 
suavemente con ayuda de una pipeta pasteur. Se incubaron las células a 37oC 
en incubadora con 10 - 20?. C02 en aire humidificado. La densidad celular 
utilizada fue de 3 millones de células por mililitro de medio de cultivo. Se 
incubaron las células antes del marcaje para su adaptaciOn a las condiciones 
del medio durante aproximadamente 12 horas. La duración de los cultivos fue 
de 2 a 26 horas posteriores al pulso de marcado. 

3 

4. - !!!~9!eora~!2~ Q~ 1ª H~idinª ~ª~~~ª ~Q~ ~~!!!Q l ~-Tdfil 

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

Se aMadiO a los cultivos 3H-TdR a una concentración de 0.1 uCi/ml con 17 
Ci/mmol de Actividad especifica (New England Nuclear) durante un lapso de 30 
min continuando las células en incubación. 

Lavado de la marca: Una vez terminado el tiempo en el cual las células 
incorporaron timidina tritiada, estas se colectaron por centrifugación a 
1 000 revoluciones por minuto (rpml durante 10 min. Se retiró el 
sobrenadante que contenía la marca radioactiva. Las células se resuspendieron 
en medio fresco libre de tritio o solución salina balanceada. Este 
procedimiento se repitió en dos ocasiones, se volvieron a centrifugar las 
células a l 000 rpn durante 10 min y se incubaron nuevamente en medio de 
cultivo libre de marca hasta el tiempo de cosecha deseado. 

s.- Cosecha 

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

Una hora· antes de la cosecha se agregaron a los cultivos 0.2 ml. de 
c,Jlcemida (Hicrolab l a una concentración de 10 ug/ml para la obtención de 
cromosomas en metafase y se dió inicio a la cosecha. 
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Se resuspendieron las células v se pasaron a tubos para centrifugarlos a 
1 000 rpm durante 10 minutos. Se desechó el sobrenadante dejando una pequena 
cantidad de éste con el cual se resuspendieron los paquetes celulares 
agitando vigorosamente en un agitador eléctrico, se anadió gota a gota y con 
agitación constante 4 ml de solución hipotónica (KCl 0.057 Ml. incubando a 
37oC. en baño de agua durante 20 min. Se centrifugo como antes y se desechó 
el sobrenadante dejando aproximadamente 0.75 rnl. Se resuspendieron l~s 

paquetes vigorosamente. anadiendo gota a gota fijador (metanol:acido acético 
en proporción 3:1). Se dejaron en reposo por diez minutos a temperatura 
ambiente y se centrifugaron. Después se eliminó el sobrenadante v se volvió a 
añadir gota a gota el fijador hasta obtener a un volumen final de 4 ml. Se 
centrifugaron una vez mas hasta que el sobrenadante apareciera transparente y 
el paquete celular blanco. Se dejaron aproximadamente 2 ml de fijador y se 
almacenaron a 4oC. 

Veinticuatro horas jespués se hicieron las preparaciones siguiendo la 
técnica de secado a la flama. Las preparaciones se mantuvieron a temperatura 
de 4oC hasta el momento de exponerlas a la emulsión autorradiogr~fica. 

En un cuarto obscuro, equipado con luz roja (Filtro Kodak Wratten No.2 
con bonbilla de 15 Volts), se preparó un bafio Maria a 40oC. Se dejó fundir 
la emulsión f otograf ica (Nuclear Emulsión 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 agregó una porción de la emulsión y una 
proporción igual de agua destilada en un recipiente con dimensiones algo 
mayores que las de un portaobjetos. Se colocaron dos portaobjetos espalda con 
espalda y se sumergieron en la emulsión durante 2 - 3 seg, coloc~ndolos en 
una gradilla de pl~stico en posición 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 coloco en el interior de la caja con las preparaciones un 
bolsa pequeNa conteniendo sulfato calcico anhidro que actuo como desecante. 

El tiempo óptimo de exposición a la pelicula f otografica fue de 5 dias 
cuando la caja se dejó en el congelador a -4oC aproximadamente. 

7.- Revelado v Fijación 
--- ,¡;,. ------

Se realizo de acuerdo con la tt:cnica de Egozcue,1971 y Giménez-Hartin y 
fOl 1985. Todas las soluciones utilizadas se mantuvieron a una temperatura 
aproxinada de l8oC. Este procedimiento se realizó en cuarto obscuro bajo la 
protección de luz roja . 
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al se colocaron los portaobjetos en revelador Kodak D 19 durante 
3 min. 

b) Se transfirieron los portaobjetos a agua acidulada (acido 
acético 13) durante 2 min. 

c) Se pasaron a un vaso de coplin conteniendo agua 
destilada durante 2 rain. 

d) Se expusieron a fijador acido Kodak durante 5 min. 
el Se realizaron tres lavados con agua destilada durante 5 rain. 

cada uno. 

8.- Tinción 

Se realizb de acuerdo con la técnica de Egozcue, 1971. 

al Se tihieron las preparaciones con Giemsa al 53 en una solución 
conteniendo fosfato dibasico (0.2 M). acido citrico (0.1 M). alcohol 
metilico y agua destilada durante 5 min. 

b) Se lavaron con agua corriente. 

Con la utilización de esta solución amortiguadora se obtuvo una 
coloración azul pálido de los cromosomas, sobre los que destacan claramente 
los granos de plata. 

9.- AnAlisis -----
El analisis del ciclo celular de médula ósea fue realizado de acuerdo 

con la técnica de HITOSIS MARCADAS propuesta por OUastler y Sheuan, 1959. 

Para cada tiempo de cosecha se realizó el conteo en ciego de 100 
metaf ases consecutivas en cada preparación, obteniéndose la fracción de 
mitosis marcadas por tiempo de cosecha. Se considero una mitosis como 
marcada, cuando esta tuviera 5 ó más granos de detección autorradiográfica. 
Se analizaron tres preparaciones por tiempo se sacó el promedio de ellas, 
obteniendose tres curvas. 

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

La fase G2 (Periodo postsintetico o premitOtico) se refiere al intervalo 
de tiempo entre la eliminación de la marca radioactiva y el tiempo 
cuando el 503 de las mitosis se encontraron marcadas. En este punto se 
incluye también la mitad del periodo mitótico por lo que se le denomina 
G2+1/2M 
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La fase S (Periodo de Síntesis de ADN). El intervalo de tiempo entre los 
puntos de las lineas o curvas ascendentes y descendentes de la primera 
onda (curva), que correspondan al 501. de las mitosis marcadas. 

La fase Gl (Periodo presintetico o postmitótico) puede ser calculada de 
la manera siguiente: 

G1+1/2M = Tc-(G2+1/211 + S) 

donde: 

Te =Duración del Tiempo Total de Ciclo Celular. 

iJRAFICA 1. 

A~ALISIS DEL CICLO CELULAR MEDIANTE LA 
INCORPORACION DE TIMIDINA TRITIADA CON 
EL METODO DE LA FRACCION DE MITOSIS 
MARCADAS. 
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IV. R E SU L TA DOS 

ll Evaluación de la Desnutrición experimental respecto al peso corporal 

Desnutrición 

Al nacimiento se tomó una población homogenea. mostrando un peso 
corporal promedio para las ratas que conformaron el lote experimental de 6.7 
! 0.6 g y para las ratas testigo 6.6 ! 0.5 g. 

Las ratas de ambos grupos se pesaron cada tercer dia durante 21 días y 
se observó que el lote experimental. integrado por camadas constituidas por 
una nodriza con 15 lactantes. mostró una menor ganancia en el peso al 
mostrado por el lote testigo integrado por camadas de una nodriza con 6 
lactantes (Cuadro 1). (Gr~fica 2). 

Al término de la lactancia, determinada a los 21 dias después del 
nacimiento. y antes de ser sacricificadas, se verifico el peso de las ratas, 
siendo para las ratas experimentales el peso promedio obtenido de 20.9 ! 2.5 
g y 40.3 ! 4.4 g para las ratas testigos observandose una diferencia 
significativa en el peso corporal mostrado entre ambos grupos de lotes, con 
una reducción en peso corporal del 4BX en las ratas desnutridas con respecto 
a los testigos lo cual se considero que los organismos experimentales tenian 
una desnutrición calórico-protéica grave ( t = 20.64 ,gl 48, p < 0.001) 
(Gráfica 3). 

otras diferencias morfológicas y fisiológicas que se observaron a los 21 
dias se observaron entre las ratas del lote experimental y las del lote 
testigo fueron (Figura 2l: una clara desigualdad en el tamafto; disminución en 
la capa de pelo, el cual se presentaba erizado y su comportamiento se 
caracterizó por presentar inseguridad y miedo; la cantidad de tejido adiposo 
depositado en el abdomen se encontró disminuido; también se observó una 
excesiva fragilidad en los huesos, lo cual era evidente al momento de 
realizar la extracción de la médula ósea. 
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ClJADRO 1 

PESO CORPORAL~ DE RATAS TESTIGO Y DESNUTRIDAS DESDE 
EL DIA SIGUIEN A SU NACIMIEt-.lTO HASTA EL DESTETE 
(21 DIAS) DE EDAD. 

TESTIGOS DESNUTRIDAS PERDIDA 
DE PESO 

qr 

* PESO ± D.E.* 
/O 

DIA PESO± O.E. 

1 6.6 0.5 6.7 0.6 

3 9.4 0.8 7.6 1.0 19.3 

5 11.7 0.7 10.0 LO 13.9 

7 15.5 !.1 11.4 0.9 26.8 

9 20.8 2.3 12.7 1.5 39.2 

11 24.0 2.4 13.0 1.2 46.0 

13 28.2 0.7 15.5 1.5 48.6 

15 30.1 3.1 17.1 1.9 43.1 

17 32.5 2.7 18,5 2.8 43.0 

19 37.9 4.1 19.4 2.9 48.9 

21 40.3 4.4 20.9 2.5 48.0 

* PROMEDIO QUE REPRESENTA EL PESO DE 30 RATAS DEL 
LOTE 8(PERIMENTAL Y 20 EN EL GRUPO TESTIGO. 
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CRAFICA 2. INCREMENTO EN PESO DE RATAS 
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GRAFICA 3. DIFERENCIA EN PESO ENTRE RATAS 
BIEN NUTRIDAS Y DESNUTRIDAS. 
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21 

EDAD (dios) 
[ZZ] BIEN NUTRIDAS ~ DESNUTRIDAS 

* D1ferencla slgnificatlva t = 20.64 ; gl 48 ; p < 0.001 

32 



FIGURA 2. 

Cür'v1PARACION DE CARACTERISTICAS EXTERNAS 
ENTRE RATAS BIEN NUTRIDAS (Arriba) Y 
DESNUTRID.AS (Abajo) DE 21 DIAS DE EDAD. 
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En la figura 3. a) se muestra una figura metafésica marcada v b) una 
metafase no marcada. 

El an~lisis de la fracción o porcentaje de mitosis marcadas se llevó a 
cabo mediante el conteo 100 metafases consecutivas en cada una de las 
preparaciones obtenidas por cultivo v el promedio se obtuvo tomando ei 
porcentaje total de mitosis marcadas entre el nómero de preparaciones. Con 
los datos obtenidos se construvó el Cuadro 2 se muestra las horas de 
incubación. el nómero de cultivos analizados y el porcentaje de mitosis 
marcadas por tiempo. 

La grafica 4. se construvó colocando en las ordenadas la fracción de 
mitosis marcadas i~ MMl y en las abscisas. los tiempos de incubación. Como 
se puede apreciar. a las cero horas no se encontraron mitosis marcadas para 
ninguno de les dos grupos. apareciendo las primeras metafases marcadas en ei 
grupo experimentai a las 2 horas de incubación con un de 12~ en tanto que las 
células de las ratas testigo n0 presentaron porcentaj.:: alguno en este tiempo 
de incubacicn. Para ias 3 horas de cultivo la fracción de mitosis marcaáas en 
las células de las ratas de desnutridas fue de 71~ . siendo en tanto este 
tiempo el momento en que aparecen ias mitosis marcadas en las células de las 
ratas testigo observandose un porcentaje de 40?.. A partir de este momento 
hubo un aumento en la fracciOn de mitosis marcadas para ambas poblaciones de 
células llegando a un maximo de 90~ en el caso de las ratas desnutridas a las 
cinco horas y manteniéndose hasta las 7 horas después de iniciado el 
cultivo. en tanto que los puntos méximos mostrados por las células de las 
ratas testigo se muestran a partir de las 5 horas y se mantienen hasta las 9 
horas de incubación y los porcentajes mostrados fueron 89, 94, 94, 90, y 88 
respectivamente. A partir de las 8 horas de incubación hubo un considerable 
decremento en el porcentaje de mitosis que presentaron rastros de 
incorporación del precursor radiactivo. En el grupo de las ratas desnutridas, 
este persiste hasta las 18 horas de incubación, excepto a las 12 horas en la 
cual se presentó un pequeno 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 mostró a las 9 horas de incubación y llegó a su mínimo de 
porcentaje a las 15 horas de cultivo. El porcentaje de mitosis que nuevamente 
mostraron incorporación de la marca radioactiva en las células de las ratas 
desnutridas mostró un incremento considerable a partir de las 18 horas y se 
mantuvo hasta las 26 horas de incubación en tanto que el incremento en el 
porcentaje de mitosis marcadas en las células de los organismos testigo fué a 
partir de las 15 horas tiempo en el cual se mantuvo hasta las 26 horas de 
incubación. 

En el Cuadro 3 se muestran las mediciones realizadas de las tres curvas 
obtenidas en promedios y desviaciones estandar respectivas para cada 
población. En lo que se refiere a las células de las ratas desnutridas. los 
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F!GURA 3. 
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FIGURA MET AFASICA CONSIDERADA COMO 
MARCADA (a) t Y. (b) UNA MET AF ASE 
CONSIDERADA NO MARCADA. 
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CUADRO 2. 

FRACCION DE MITOSIS MARCADAS !n vltro EN CELULAS DE 
MEDULA OSEA DE RATAS DESNUTRIDAS Y BIEN NUTRIDAS. 

Ffotas Desnutridas Ratas B!en Nutridas 

Tiempo de F racclon de mitosis T!empo de F racclon de mitosis 
cosecha marcadas (%) cosecha marcadas (%) 
(hrs) X ± O.E. (hrs) X ± O.E. 

o o.o ± o.o o o.o .J.. o.o .J.. 

2 12.0 ± 1 ~ .., '1 o.o ± o.o v.t., ¿, 

3 71.0 ± 11.1 3 40.0 ± 16.0 
5 89.0 ± 2.0 5 89.0 ± 5.5 
6 90.0 ± 2.6 7 94.0 ± 2.6 
7 82.0 ± 7.5 8 90.0 ± 4.9 
8 25.0 ± 27.6 9 88.0 ± 14.0 
10 21.0 ± 18.8 11 26.0 ± 3.5 
12 22.0 ± 18.8 13 8.3 ± 4.0 
14 14.0 ± 12.0 15 9.0 ± 5.3 
16 12.0 ± 9.5 17 47.0 ± 5.1 
18 14.8 ± 10.0 19 73.0 ± 14.2 
20 48.0 ± 3.6 21 78.0 ± 3.6 
22 51.0 ± 5.0 25 61.0 ± 10.0 
26 76.0 ± 8.5 26 70.0 ± 2.6 
27 56.0 ± 17.0 27 54.7 ± 2.9 

El numero de mltosls analizadas por cultivo fue de 100 y promedio 
mostrado es de 300 mitosis. 
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GRAFICA 4. PORCENTAJE DE MITOSIS MARCADAS EN 
MEDULA OSEA DE RATAS BIEN NUTRIDAS 
Y DESNUTRIDAS DE 21 DIAS DE EDAD. 
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CUADRO 3. 

DUR.ACION DEL CICLO CELULAR Y SUS FASES EN 
RATAS DESNUTRIDAS Y TESTIGO DE 21 DIAS DE EDAD. 

Ratas T estlgo 

Fase Duraclon T (Hrs) X ±O.E. 

I II III 

G2+!- 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 ± 0.72** 

Te 14.20 13.40 13.80 13.80 ± 0.40** 

Ratas Desnutridas 
I II 1II X ± D.E 

G2+!M 2.80 2.50 2.50 2.60 ± 0.17 

s 4.40 4.80 6.30 s. 16 ± LOO 

G1+!M 12.60 10.70 9.40 10.90 ± i.61 

Te 19.80 18.00 18.20 18.66 ± 0.98 

*Estadísticamente sign1f1cat1vo p < o.os 
** Estad1st1camente slgnificativo p < 0.001 



tiempo de duración 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 duración obtenidos por este método graf ico presentaron un 
intervalo de 4.40 hasta 6.30 horas con un promedio de 5.16 ± 1.00 horas. 
mientras que los tiempos de duración 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 duración que se obtuvieron para las ratas testigo mostraron un intervalo 
de 2.80 horas como valor mínimo a 3.80 horas como valor maximo obteniendo un 
promedio de 3.40 ± 0.52 horas, para el periodo G21/2M. el tiempo de duración 
mínimo fue de 4.40 horas en tanto el maximo fue de 6.30 y el promedio de la 
fase S fue de 6.80 ± 0.80 horas y para la etapa de G1+1/2M su duración minima 
fue de 3.40 y una maxima de 4.00 dando un promedio de 3.60 ± 0.72 horas. 

Se empleó la prueba de t de Student para comprobar si existia 
signif icancia estadistica entre ambos lotes para cada fase del ciclo y lo que 
se obtuvo fue que para la fase G2+1/2M al existió diferencia (t = 2.58. gl 4. 
p > 0.05). asimismo la fase S presento diferencia (t= 2.21. gl 4. p >O.OS). 
en tanto que en la fase presintética o Gl+l/2M mostró una diferencia 
altamente significativa (t = 8.29 gl 4, p < 0.001). 

El 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 fracción de mitosis marcadas. Los valores de 
duración 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 como maximo con un promedio de 13.80 ± 0.40 horas. Para ver si 
habia signif icancia estadistica entre ambos grupos de células respecto a la 
duración 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 proporción 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 la fase G2+1/2M fue de 13.9%, en tanto 
que el periodo de síntesis del ADN presento un porcentaje de 27.7X y la fase 
G1+1/2M la proporción que esta guarda en el ciclo fue de 58.41.. La proporción 
obtenida para las ratas testigo fue para la fase G2+1/2M de 24.6, para la 
etapa S el porcentaje observado fue de 49.3X, en tanto que el periodo G1+1/2H 
mostró un proporción del 26.lX. 
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GRAFICA 5. DURACION DE LAS FASES DEL CICLO CELULAR 
EN PORCENTAJE EN RATAS TESTIGOS Y 
DESNUTRIDAS. 

. BIFN NUTRID.AS 

~2+1/2M (13.9%) 

G1 +1/2M (58.43) 
s (27.7%) 

DESNUTRIDAS 

40 



Los datos en relación al aumento en peso corporal muestran que las ratas 
sometidas a la desnutrición experimental por deficiente cantiuad de alimento 
muestran rápidamente un retraso del incremento en el peso corporal. 
observándose va a los 9 dias tienen una diferencia de aproximadamente 40 1. y 
esta diferencia llega a ser del 48 ?. en las ratas a los 21 dias. Lo anterior 
indica desnutrición severa. va que se ha establecido que una diferencia 
mayor del 40 ~ en peso es el indicador más claro de que estos animales 
presentan DCP. Además presentaron algunas caracteristicas fisicas tiPicas en 
la desnutricitn como el erizamiento del peio y la falta de respuesta a los 
estimulas externos. entre otras. Los datos obtenidos de les pesos corporales 
implican que el método empleado para producir desnutrición experimental 
propuesto primeramente por Widdowson ·r McCance en 1960. es efectivo. 
lográndose obtener DCP en una de las etapas más importantes de los 
organismos. va que presentan durante ella un crecimiento v desarrollo más 
rápidos por lo que son más susceptibles a las agresiones del medio externo 
(Horgane y ~Ql. 1978 : Gonipath y Roy,1986). El método de incrementar el 
nómero de crias por camada se considera que resulta menos drástico y causa 
menor dano emocional a crias y madres con relación a otros métodos empleados 
para inducir desnutrición en etapas tempranas como son: El separar a las 
crías de la madre que las amamanta durante varias horas cada dia tal como es 
la propuesta de Slob y ~2! en 1973. o inutilizar algunas glAndulas mamarias 
de la madre como lo propusieron Galler y rurkewitz en 1977. y Codo y Carlini 
en 1979, aunque este daNo 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 técnica de incorporación 
de timidina marcada con tritio, ya que permite la identificación de células 
individuales marcadas. Ha sido demostrado que la timidina es utilizada 
eficientemente en la síntesis de ADN por las células en crecimiento (Cronkite 
y ~21· 1959). La cinética de marcado obtenido sigue el comportamiento de dos 
oleadas característico del tipo de anAlisis que se pretendió realizar. co110 
el que se muestra en la grafica l. donde presenta la fracción de mitosis 
marcadas en función del tiempo después de una exposición a timidina tritiada. 
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Las lineas en sólido 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, ya que las células a diferentes 
partes de la fase S toman diferentes cantidades de 3H-TdR. './ esto puede 
llevar a que las células sean mal designadas a las fases Gl v G2 (Grav. 1983b 
y Dean. 1986}. o bien puede ser que la fracción celular en fase S este 
compuesta de subpoblaciones celulares que muestran diferentes velocidades de 
duplicación del ADN. La segunda suposición parece ser la mas cercana a la 
realidad va que la médula ósea se encuentra constituida por distintas 
subpoblaciones celulares fBaserga. 1981). 

La entrada a la fase de síntesis en las células de organismos desnutridos 
al parecer es mas rápida que la de los organismos bien nutridos. esto puede 
ser explicado de muy diversas iormas. Si se considera el trabajo de 
Gonzalez y fQ1 ( 1986 l quienes observan que les linfocitos de nit!os 
desnutridos en en las primeras horas de cultivo presentan una mas intensa 
proliferación. ya que estos mostraron una significativa cantidad de células 
que han pasado por dos ciclos de replicación respecto a los nifios 
eutróficos. de ahi que proponen que los linfocitos de los nifios desnutridos 
puedan venir previamente estimulados. Por otro lado. en el estudio de Gómez v 
col (1986), la proliferación celular i~ '!.!!!:2 en médula ósea evaluada por el 
incremento en el numero de células, determinaron que en las primeras horas de 
cultivo las células 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 medio rico permita el 
desencadenamiento del programa de duplicación en un mayor nllmero de células 
respecto a las ratas bien nutridas. Así la diferencia en velocidad de 
proliferación puede ser esclarecida obteniendo en indice de estimulación en 
por el cual se puede contemplar unicamente a la fracción de células que se 
encuentran proliferando activamente o bien estan siendo estimuladas es estas 
condiciones de cultivo. 

El tipo de anAlisis grAf ico realizado en este trabajo permite la 
medición directa de la longitud de las cuatro fases del ciclo celular. Los 
resultados se presentan en el Cuadro 3, y muestran que las células de los 
organismos testigo presentan un tieapo de ciclo calculado de 13.8± 0.40 horas 
mientras que las ratas desnutridas muestran un tiempo de ciclo de 18.6 ± 0.98 
horas. Estos resultados en relación con el alargamiento del ciclo celular en 
los organismos desnutridos, están de acuerdo con los obtenidos previamente 
por otros autores como Mathur y Deo en 1978 quienes mediante la incorporación 
de precursores radiactivos determinaron un alargamiento en la duración del 
ciclo celular en diversos tejidos de ratas desnutridas. 
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Los resultados obtenidos en este estudio pudieran considerarse en lo que 
a la duración de las fases se refiere. ya que en estudios realizados !!! Y!YQ 
se ha demostrado que las fases del ciclo celular que pref erencialmente se 
encuentran alteradas son G2 y s. Deo y ~Q! 1975 propusieron que las fases del 
ciclo celular que son afectadas por la desnutrición son la fase G2 por ser 
la mas sensible a la privación de energia y la fase s por ser más sensible a 
la deficiencia de proteinas. permaneciendo la fase Gl sin alteración. En 
otros trabajos realizados por los mismos autores se propuso un alargamiento 
de la fase M y reportaron que la lesión fundamental causada por la 
desnutrición en órganos de alta renovación celular es una depresión de la 
proliferación celular con una pequena alteración en la concentración de ARN y 
proteinas. Sin embargo cabe aclarar que los trabajos realizados por Deo y 
colaboradores fueron !g ~!!Q que es una condición totalmente distinta a la 
condición in vitro. 

As! mismo Bansal-Raibanshi y Mathur en 1985 encontraron. en células 
germinales. que ni la duración total del ciclo ni la de la fase G2 se velan 
alteradas. siendo más corta la fase Gl y observándose un marcado aumento en 
la fase de sintesis del ADN. En este caso los autores propusieron que la 
duración total del ciclo o de otras fases del mismo pueden aparecer sin 
alterarse pero que en, todos los casos. la duración de la fase S se encuentra 
afectada proponiendo además, que esto puede representar una adaptación para 
compensar la disminución en la velocidad de sintesis de ADN. la cual debe 
concluir antes de iniciarse la división celular. 

El observar en este estudio que existe diferencia en duración en las 
cuatro fases del ciclo, ya que se encontró que existe una mínima diferencia 
significativa en la etapa de s y en G2 + 1/2M, sin embargo la etapa Gl + 1/2M 
existe una diferencia altawente significativa y es esta al que da el 
pronunciado alargamiento en el tiempo total del ciclo en las células de las 
ratas desnutridas. Asimismo nos hace pensar que en la condición de cultivo 
al encontrarse las células de las ratas desnutridas en un medio rico el 
efecto de la desnutrición se encuentra enmascarado y solo permite ver un 
fuerte dano, que puede representar un alargamiento en la fase Gl + l/2M. 
Respecto al punto anterior se puede aseverar que como se ha propuesto en la 
fase Gl existe de un punto de transición o restricción (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 la falta de un factor estimulante para proseguir en el ciclo, respecto a 
esto, se ha propuesto en la proliferación células progenitoras de 
granulocitos-macrof agos una dependencia a la presenGia de factores 
estimuladores de colonias, debido a que si este no esta presente en el medio 
las células se detienen en la fase Gl del ciclo celular (Pluznik y col, 
1984). Por otro lado se observa que la condición in vitro puede promover 
en las células un comportamiento distinto. En el caso-de estudios !!! Y!tro. 
Krishna y col en 1986 propusieron que esta condición debe considerarse en una 
relación in vivo/in vitro, como es en este estudio donde se pretende detectar 
el comportamientO" ae--Ias células de ratas desnutridas en condiciones de 
cultivo cuando la desnutrición se produjo !~ yivQ. 



Al comparar los datos obtenidos irr YitrQ con los obtenidos irr YiYQ se 
observa que al parecer la condición !Q Yi~Q logra disminuir el efecto que la 
desnutricit·n causa en las células de la médula ósea !Q Y!Y2· Para comprobar 
lo anterior. son necesarios estudios en les que se estimule específicamente. 
un tipo celular. con el fin de determinar la tasa de proliferación de cada 
uno. Asi como analizar ios comoonentes de membrana en las células desnutridas 
para poder llegar a esclarecer el porque las células desnutridas tienen una 
velocidad de inicio de proliferación ¡;¡t,s pronunciada que los organismos 
testigos. Estudios que también pueden aoortar información sein los referidos 
al indice de estimuiación. 

El estudio !~ ~!~r2 da la venta ja de ooder analizar :on l~s células .je 

una misma rata al menos dos tiempos diferent::s de proiif eración y además la 
cantidad de 3H-TdR para rejlizar este tipo de análisis es mínima. Además. se 
tiene control del ambiente iisicoquimic8 ! pH. temperatura. presión osm~·tica. 
oxigeno ·;dióxido de carbcr.o: iFreshnev. :·::s3: Kruse v P~tterson. 19731. 
Aunaue :~;:;biér. se ·Jete :c:nar en ::ienu :'..!e ::l ::uero 'jtili:ado ;;ara 
suplementar el :nedio e::: al m:ente variable J::tido a que c~nnene elementos ~.:, 

definidos :aies cerno hormonas v otras susta~ieias reguiadoras. ·1 ademas se 
debe considerar que las condiciones de cultivo son diferentes a l<is 
condicicnes iD '.:'.i!'.2 v por ello el compomsient:. celular puede ser diferente. 

El ambiente !~ Y!!r2 para médula ósea utilizado en este estudio es 
favorable para división celular pero no para la diferenciación. La división 
celular en cultivo en suspensión se da en las primeras 48 horas de cultivo 
IReisner, 1959). Las células en suspensión entran f¿cilmente en estado de 
mitosis y se dividirán si las condiciones son favorables. El tipo de cultivo 
en suspensión tienen muchas ventajas que le hacen ideal en estudios a corto 
plazo. Las células pueden ser contadas. mantienen sus caracteristicas 
morfológicas que las identifican y en las muestras pueden ser determinadas la 
radiactividad ó el conteo con la frecuencia deseada IReisner.19591. 

Los resultados del presente estudio con un tiempo de duración de ciclo 
de 13.8 horas son comparables con el estudio de Ortiz, 1987 quien utilizando 
la incorporación de BrdU en un cultivo en suspensión para médula ósea 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 Ortiz. 1987 es quiz¿s debido a utilización de una 
metodologia distinta paia el mismo propósito. sin embargo también las 
posibles variaciones en la obtención de los porcentajes de mitosis marcadas 
podrian explicar esta diferencia, ya que est¿ bien establecido que el conteo 
de las mitosis sin marcado puede variar considerablemente entre individuos 
(Shacknev. 1975al. Asimismo puede influir la incertidumbre de poder delimitar 
una célula marcada de una que no deberla ser considerada. Estos factores 
combinados pueden hacer imprecisa la estimación graf ica el tiempo del ciclo 
celular. 

44 



Para dar mavor realce a los resultados del analisis grafico de los datos 
de la Fracción de Mitosis Marcadas. en un futuro es probable hacer 
correcciones considerando diferentes características tales como: que las 
células dejen de ciclar. se diferencien o mueran. va que con este fin se han 
desarrollado procedimientos de analisis matematico {Shacknev. 1974 : Potten y 
~Q!. 1985). 

Una manera de estü1ar la confiabilidad de los resultados obtenidos en 
cuanto al tiempo total del ciclo respecta es compararlos con los obtenidos 
con otras metodolo~ias como : tinciOn diferencial de cromatidas hermanas. 
fracción de mitosis warcadas v la curva de crecimiento exponencial en médula 
ósea de rata en condici0nes de cultivo. Con los datos obtenidos mediante la 
tincion diferencial de cromátidas Ortiz. 1987 obtuvo un tiempo de generación 
de 17.5 horas. mientras que por autorradiografia el tiempo de ciclo obtenido 
fue de 13.B horas. Por utimo al analizar la curva de crecimiento 
exponencial. se encontró que ei tiempo de duplicación fue de 11.3 horas 
i datos no publicados 1. .il comparar estos resultados entre si se hace 
evidente que existe un retraso en la proliferación celular expresado como 
tiempo total de ciclo que es m~s largo en las células de médula ósea de las 
ratas bien nutridas cuando es utilizado algún análogo para la determinación 
del tiempo de generación o de ciclo (ver Cuadro 4\. 

Considerando las células de ratas normales sin incorporación de análogos 
quinicos 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 BrdU que fue de 5.7 horas. Estas variaciones pueden 
ser debidas. como ya se hizo enfasis anteriormente principalmente al hecho de 
que son metodologias que tienen imperfeccione en sus criterios de medicio~. 

Un punto de suma importancia que es pertinente mencionar es el hecho de 
que, independientemente de la técnica utilizada para determinaciOn del tiempo 
de generaciOn o ciclo, el efecto en el alargamiento del tiempo de generaciOn 
en las células de las ratas desnutridas experimentalmente es inherente a 
esta condición y es independiente de las técnicas empleadas para el estudio 
de la proliferaciOn celular. El retraso observado para cada metodologia se 
presento: para la curva de crecimiento exponencial de 6.3 horas, para la 
mediciOn del tiempo de generaciOn empleando BrdU fue de 2.6 horas en tanto 
que para el analogo radioactivo (3H-TdR) fue de 4.5 horas. 

Como ya se sabe, tanto, la BrdU como la 3H-TdR pueden ser tóxicos para 
las células. En relación a los efectos que causa la 3H-TdR muchos 
investigadores han enfatizado la necesidad de tener precaución cuando se 
emplean precursores del ADN marcados radiactivamente. pues se ha reportado 
que en el ADN celular causan anormalidades biológicas graves incluyendo 
mutaciones. aberraciones cromosómicas, muerte celular. retardo en la 
proliferación celular v rompimiento de las cadenas del ADN (Ehmannv ~2!_. 
1975). La variación en la radiosensibilidad en el ciclo celular v ei retardo 
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CUADRO 4. 

DUR.A.CION DEL CICLO CELULAR rn vltro EN MEDULA OSEA 
DE RAT.A.S DES~!UTRIDAS Y BIEN NUTRIDAS~ MEDIDO POR 
DISTINTAS METODOLOCIAS. 

R. atas Díf erenc!a. 

Te.st!go Desnutr ! das Entre lotes ----
T(Hrs) T(Hrs) T (Hrs) 

Tecnlca: 

Tiempo de t 11.8 18.1 6.30 
dupllcaclon 

Tlncion dif e-
rencial entre 17.5 21.0 2.60 
croma ti das 
hermanas z 

Autorradlo- 13.8 18.6 4.80 grafla 3 

t Gomez y col, 1986 (datos no publicados} 

z Ortlz, 1987 

3 Datos del presente trabajo. 

Entre tecnlcas 

T (Hrs) 

5.70 

2.00 
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inducido po¡ la radiación ha sido demostradc1 en células que crecen Ül Yi!J~Q. 
que son detenidas en la fase G2. mientras que las fases S v Gl son menos 
afectadas. Las células con una alta proliferación. como la médula ósea e 
intestino. continuan en 121 ciclo después de un corto retraso v pueden 
entonces lliOStrar iluctuaciones ciclicas en ia sensibilidad hasta que 
comienzan a redistribuirse al azar en el ciclo iDenekamp, 1~86!. 

Por óltimo. es muv interesante mencioúar que a pesar de todo io expuexto 
anteriormente. el hecho de aue a través de tres métodos diferentes 
realizados en el mismo latoratorio. se hayan c•btenido resultados similare.:. 
en este caso alargamiento del ciclo celular en las células de las ratas 
desnutridas es muy significativo. 



Como se ha demostrado en animales de experimentación o estudiando 
órganos aislados. estos - exhiben periodos de crecimiento temprano. en los 
cuales incrementan rapidamente su numero de c2lulas. durante este periodo el 
animal y/o órgano son mas sensibles al estado de deficiencia nutricional. 

El estudiar los efectos de la desnutrición en animales de 
experimentación permite controlar algunas de las variables que la acampanan 
en humanos como son: las infecciones. que inciuso en algunos casos no se 
manifiestan v el evitar la ingestión de medicamentos. puesto que ambos 
factores pu€\len alterar los resuitados v ai controlarlos se revelan lc.s 
efectos causados solo por la desnutrición. 

La desnutrición durante la lactancia afecta severamente la 
proliferación celular ocasionando un alargamiento en la duración total del 
ciclo celular y el raétodo empleado para inducir desnutrición experimental es 
efectivo. siendo el peso corporal un parametro muy claro de DCP. 

Se confirmó que la timidina marcada con tritio IH3-TdRl es un marcador 
adecuado del ADN que permite mediante el empleo de la autorradiografia 
obtener la duración del ciclo celular y el de cada una de sus fases. 
M€\liciones que por otros métodos no pueden ser determinados. A~n cuando la 
facilidad de obtener la duración total del ciclo por otros método es 
eficiente. y a pesar de que la autorradiografia es un método muy laborioso y 
tardado proporciona información mas detallada en cuanto a la duración de las 
fases del ciclo celular. 

Se confirma que la duración del ciclo esta retrasado en las células de 
las ratas desnutridas y se propone que el dano causado por la desnutrición 
observado en condiciones de cultivo es en todas las fases del ciclo, siendo 
este minino para las fases S y G2+1/2M. y más fuerte para el periodo Gl + 
1/2M el cual esta indicado por un pronunciado alargamiento. 

La médula ósea es un excelente sistema de estudios a nivel citogenético 
pues, con excepción de la piel es el tejido de más facil obtención y cultivo, 
con una alta tasa de proliferación. 

La linitante principal en los estudios citogenéticos con médula Osea es 
considerar a las distintas poblaciones que contiene como una muestra 
homogénea, ya que no se puede determinar si todas las poblaciones son 
afectadas de la misma manera. 
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