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Figura 10. Curva de distribucieén de ICH 74
en linfocitos de nifios.

Figura 11. Frecuencla acumulativa de ICH en 74
lintocitos de nifios.
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RESUMEN:

En este trabajé se evalué el efecto de la recuperacien
nutricional de la desnutricien calérico protaica severa (DCP)} con
base en los siguientes criterios: la cinética de proliferacién
evaluyada como Indice de Estimulacién-JE, Indice de Replicacién~-
IR e Indice Mitotico~IM) e Intercambios entre Cromatjdas Hermanas
(ICH) en linfocitos jin yjitro, de diez nifics eutréficos, catorce
desnutridos y nueve de los desnutridos despuas de 2 a 6 meses en
recuperacién de la DCP. Como apoyo para medir la recuperacién se
tomé® en cuenta el aumento de peso y de talla as{ como el
diagnéstico de médico.

En la proliferacien celular a las 48 horas se encontré
diferencia significativa en las mitosis de segundo ciclo, que se
consideré como un rapido lnicio en la proliferacién de los
linfocitos de los nifios con DCP, aungue las células de estos
nifios tienen una proliferacién mAs lenta en las dos horas finales
del cultivo.

El comportamiento general del Indice de Estimulacién en l1los
nifios eutréficos y recuperados se mantiene constante a lo largo
del cultivo, mientras que en los nifios desnutridos la respuesta
disminuye, esta misma respuesta se aprecia en al {ndice mitético
asi como en el {ndice de replicacien.

El efacto de la DCp también fuo cvaluado por aedio de la
frecuencia de ICH en donde encontramos que no existe diferencia
en los 2 grupos con respecto al testigo, por tanto consideramos
que la DpcP por sf{ misma produce dafio sclo en la proliferacién
calular, que es raeversible a nivel de las células de la respuesta
inmune celular. .



ANTECEDENTES :

RESNUZIRBRICICN

IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA DESKUTRICION

Para ol dosarrollo optimo del organismo es importante unas
nutricién adecuada. El crecimiento infantil es el resultado de un
conjunto de factores: genéticos, historia prenatal, peso al
nacer, infecciones durante la Infancia y una dieta aproplada. Es
claro que una dieta suficiente en cantidad y calidad de alimento
e8 relavante en la vida del hombra desde su nacimiento hasta su
muerte (Arrieta y cravioto 1977).

La desnutricién es una de las pripcipales causag de
morbilidad y mortalidad en la infancla en todo el mundo. Este
grave problema de salud pablica, no estA limitado a los paises en
desarrollo sino también se encuentra en sectores de la poblacién
de las regilones industrializadas, particularmente entra los
inmigrantes de los grandes centros urbanos (Chandra 1980 y
Behrman y col. 1986,

La desnutricien en la infancia, aparentemente ha tenido una
disminucién Importante en Maxico en los dos altimos decenios, su
prioridad en los programas de salud es indiscutible, todavia de
tres a cinco de cada dier menores de cinco afios sufren
desnutricion en diversos grados (Vega-Franco, 1972); en 1990 pas
del 50% muere por causa de esta enfermedad.

La desnutricién tiene particular dimportancia en los
primeros afics da vida, debido a gque puede alterar el desarrolle
intelectual, en este sentido es necesaric recordar gque el
cracimiento tecnolégico de un pafs, solo es posible si la
poblacién tiene un desarrollo fisico y mental éptimo (Cravioto y
Robles, 1963).



DEFINICION DE DESNUTRICION CALORICO-PROTEICA SEVERA (DCP)

A la desnutricién calérico protéico severa se le defina como
el conjunto de sintomas, signos clinicos y alteraciones a nivel
bioquimico que se observan a consecuencia de una ingestién
deficliente y/o utilizacién de dietas da variado contenido
calerico y bajo contenido protefco (Arrieta y Cravioto 1977).

TIPOS DE DESNUTRICION

En México se ha adoptado de manera general la clasificacieén
sugerida por Federico Gémez (1946), que define tres grados de
desnutricién, basada en el peso del nifio.

De primer grado. Se diagnostica cuando se presenta de 10% a
25% menos del peso correspondiente a la edad; el nifio conserva
su sistema inmune casi integro.

Da segundo grado., Corresponda a nifios con deficit del 26% al
39% del peso, los ojos se van hundiendo y los tejidos presentan
flacidez, perdiendo turgencia y elasticidad, sa acentaa la
irritabllidad y fAcilmente hay transtornos diarrasicos; en este
estado frecuantemente se requiere su hospitalizacien.

De tercer grado. Las reservas nutricionales del organismo
estan prActicamente agotadas, la disminucién de peso es mpayor al
40%, el metabolisme ha entrado en una rase negativa o de
desequilibrio anabélico, se producen serios cambios a nival
somatico, funcional e inclusive psicolégico; todos los casos
requieren hospitalizacien y ia tasa de mortzlidad es elevada.

La desnutricién severa o de tercer grado puede ser
primaria, cuando hay ralta de nutrientes, en ésta se obsarvan
bajos niveles da sodio, potasio y cloro que acompafian a la
dashidratacidn; la secundaria que se presenta cuando las



condiclones de pardida de calorias es exagerada, y por ultimo la
dasnutricién mixta, donde adexds de la ingestidn insuficiente de
alimentos, exlsten al mismo tiempo procesos infecciosos que
aumentan el desgaste caleérico (Gemeg, 1946).

Hay dos formas de DCP ldentificadas plenamente por sus
caracteristicas particulares; Marasmo y Kwashiorkor:

Marasmo.~ Se identifica a consecuencia de una dieta baja en
en proteinas y calorias, principalmente se presenta en nifios
mayores de un afic. En su inicio hay gran desgaste muscular, con
pardida considerable de peso, falta de crecimiento, el cabaellc se
puede notar escaso y delgado, los nifiocs nuestran actitud
desinteresada e irritable, ¢on diarreas en todos los casos, lasg
proteinas plasmaticas estan diminuidas y los amincacidos en el
plasma se encuentran elevados (Manocha, 1972).

.~ ("nific apartado*), es un sindrome provocado
por una deficiencia protéica severa, aporte de calorias linferior
2l normal y dieta principalmente rica en carbohidratos (Behrman y
col. 1%86). Externamente se manifiesta por un desgaste muscular
poco evidente y puede no reflejarse un déficit de peso por el
odenma, existen cambios prominentes en la textura, color, fuerxza
y resistencia del cabello. Su actitud es apaAtica, muastra poco
interés e irritabilidad. El1 anaAlisis clinico revela que se
retiene gran cantidad de agua, asi como perdida de potasjo y
retencién da sodio. Hay diarrea continua y falta de digestieén.
Existe una reduccién general de proteinas plasmaticas, Sobre
todo en la albemina. El1 higado es prominente y graso (Manocha,
1972).

Existe una forma mixta en Ia que hayv disminucién de grasa
subcutdnea y de las masas musculares y permanece el edema,; A esta
forma clinica se le ha dado el nombre de kwashlorkor-marasmatica.

En términos generales, en lactantes, nifios hasta de 2 afios
aproximadamente y maternales hay tendencia a manifestar
clinicamente las condiciones de desnutricién avanzada en forma
de marasmo, mientras que en prescolares (de 2 a 4 afios de edad)
predomina la forma clinica de kwashiorkor. Por otra parte el
marasmo es mAs fracuente en las ciudades, y el kwashiorkor en las
zonas rurales (Arrieta y Cravioto, 1977)



Los antecedentes causalas inmediatos de la DCP pueden
cambiar, sin embargo las alteraciones clinicas y bi imicas
fundamentales son las mismas en todo el mundo. Las variaciones
regionales, generalmente estan asocladas a otras deficlencias
nutricionalaes prevalentes en el Area (Cravioto, 1970).

DIAGNOSTICO DE LA DESNUTRICION

El poso y la talla son los indicadores iniciales de la
desnutricién, sin embargo, este criterio puede ser falso, yz gzue
por su bajo peso y por su talla pequefia serian considerados
desnutridos de primerc o segundo grado, a pasar de que se aprecia
que son normales en todos los aspectos, ilnclusive en la forma de
alimentacién, por tanto se trata solo de variantes raciales o
familiares sin que exista ratraso de cracimiento o un astado de
desnutriclién (HernAndez, 1967).

El diagnéstico de DCP requiere considerar otros signos
diferentes de los somatometricos. Esto se establece en el inicio
clinicanente y se comprueba o descarta mediante el diagnéstico
por pruebas auxiliares (Arrieta y Cravioto, 1977).

En la historia clinica debe prestarse atancien a
algunos puntos importantes como: (de acuerdo con Arrieta y
Cravioto, 1977)

Peso al nacer

Eded del nifio

Evaluacion de la alimentacion, en este aspectc debe
tomarse en cuenta, s5i se dié leche materna o no,
cuanto tiempo y s1 esta fue suficiente para saciar
el hambre. Otro aspecto es el momento y secuencia
de comida suplementaria, asi{ como la cantidad y
calldad, y forma de prepararla y el horario.

4.~ Frecuencia, severidad, duracién y gravedad de

infecciones previas.

5.~ Restriccién de alimentos durante la enfermedad y
convalecencia.

P
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6.— Cambios en la conducta del nifio, detencieéen o
regresién de los patrones de desarrcllo psicomotor,
irritabilidad,rechazo de alimento y apatia.

7.~ Evaluacién del estado fisico actual.

Tambian se han considerado otras medidas antropometricas
como la relaclén peso talla y perimetro branquial.

Los auxiliares diagnésticos son signos y sintomasg, los
cuales co=zprenden tres tipos.

1) $ignos universales.- pentro de este grupo son
consideradas basicamente las sigulentes alteraclones: dilucien,
hipofuncién y atrofia.

La dilucién comprende aumento relativo de los 1liquidos
intra- y extracelulares, que se refleja en el incremento del
voltmen sanguineo, del liquido intersticial y relativamente del
agua intracelular gue trae como efecto final, dilucien de las
proteinas plasmaticas y cdema; este altimo pueda sor aparente o
subelinico, las proteinas séricas estan disminuidas
independientemente de que exista edema o no, las mas susceptibles
a esta baja son las sercalbaminas.

La hipofuncien se determina, por descenso de la actividad
amilolitica y lipolitica de los jugos pancreAtico e intestinal;
deficiencias en sacaridasas, acidez 1libre y acidez total; por
otro lado se presenta hipotonia muscular, decremento de
actividad mental e inhibicien afectiva emocional.

La atrofia, se panifiesta por la reduccién marcada de la
actividad fisica, bajo peso y estatura, retraso en la

osificacien, alteraciones de 1la plel y el cabellc e hipertrofia
muscular.

ii) Signos circunstanciasles.- Estos contemplan el edema, el
dafio vagcular o cutaneo, escasez de pelo y decoloraclién, lesiones
en la lengua y atrofia muscular.



1ii) Los signos agregados.- Se encuentran generalmente en
condiciones avanzadas de desnutricién y no dependen propiamente
del padecimiento en si, sino del desequilibrio electrolitico o
las infecciones que se presentan. Requiere necesariamente
hospitalizacién por su elevada letalidad, pues aAn con un
diagnotico rapldo y tratamiento bjien orientado puede causar la
muerte del pacicente en las primeras 48 horas.

RECUPERACION NUTRICIONAL:

El sindrome de recuparacién nutricional se describe por
primera ver en el Hospital de México, por Ramos Galvan (1948),
quienes reportan el sindrome clfnico peculiar del nifio desnutrido
que recibe un tratamiento dietético adecuado, en el cual adenaAs
del aumento de peso, se pueden Iidentificar condiciones
favorables de recuperacién muchas veces en lapsos cortos; en
forma notoria las infeccionss desaparecen, se recobra el color
del pelo, la textura de la piel, la actividad neuromuscular; las
respuestas psicolégicas son normales: da la apatia y la poca
movilidad pasan a la motilidad risiolegica y al hbuen humor.

Faderico Gémez (1946) Iidentifica la DCP como una
consecuencia de la incorporacién deficlente de nutrientes a
nivel celular; tal concepto ha conducido a pensar de manera
1egica, que un tratawdente adacuade de la desnutrlelén conslste
en proporcionar a las celulas del organismo enfermo, cantidades
normales de nutrlentes. As{ como proveer al nlfic enfermo de una
dieta que asegure su recuperacien biolégica, y generar en torno a
el, variadas fuentes de estimulos sensoriales que promuevan su
evolucién psicomotriz.

Para cada tipo de desnutricien existe un tratatamiento
especifico, debido & que se requiecren difercntes condiciones. Si
se ha hecho un buen diagnéstico etiolégico valorando
cujdadosamente la historia de la allmentacién del nifio, al
restablecimiento de la desnutricién de primer grado es sencillo y
rapido, a menos que se presenten infecciones incontrolables o
existan defectos congénitos. $i la causa es por la



subalimentacién, como pasa en el 90 por clento de los casos,
basta completar las necesidades energéticas con una dieta
apropiada para su edad y antecedentes, para que recupere su
peso.

En cuanto a la desnutricien de segundo grado se han
considerado dos medidas de importancia terapeutica que son:
proporcionar una dieta de elevado valor energético para poder
suministrar calorias en poco volumen sin acarrear vémitos asi
como contralor la diarrea, curar las infecciones, drenar los
oidos si estan congestionados y cuidar el busn funcionamiento dal
rifien, entre otras cosas.

Existe otra serie de medidas que son complementarias como el
suministro de complejo B, estimulacién de la actividad de la pilel
por medio de masajes, vigilancia de 1la ingestién adecttada de
lfquidos, la imposicién de clerto grado de actividad fisica para
combatir la debilidad e indiferencia y transfusionas de sangre
cuando sean necesarias. Donde responden de un 60 a 70 por ciento
de los casos, si no hay infecciones gque Jimpidan al
restablecimiento.

En la desnutricion de tercer grado se require por 1o general
de perfodos largos (semanas o© meseas) con un costo
extracrdinariamente alto y solamente se llega a realizar con
axito en salas de hospital con todos los recursos técnicos. En
la desnutricion de tercer grado la alimentacion debe ser moderada
buscando que el sistema digestivo reestablezca su capacidad
funcional para digerir.

Es por ello que el tratamiento completo de la desnutricién
es llevado a cabo en centros de recuperacién, este tipo de
instituciones constituye un estimulo integral del nifio, donde os
incorporado a la etapa de desarrollo que corresponde a su edad
cronolégica.

A corto plazo el nifio es rehabilitado llegando casli al peso
para su edad, y a largo plazo la meta viene a ser la madre y la
familia; a traves de un estudio sociceconédmico as posible
plantear a las madres alternativas que modifiquen la dinamica
familiar, con el fin de evitar que una vez que el nifio se ha
recuperado, recaiga o blen que otros hermanos sean afectados por
la enfermedad.
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Cuando el padecimiento es causado por un proceso patologico
como la fiebre o por algan otro trastorne que en poco tiempo
culpina en un cuadro de desnutricién severa, la respuesta del
organismo favorable es debida a la eficiente respuesta inmune y
la fuerte combustidén de la convalescencia haciendo que la
recuperacioen se dé en poco tiempo.

CRITERIOS DE LA RECUPERACION NUTRICIONAL:

Para considerar a un nific rehabilitado nutricionalmente se
toman en cuenta dos factores. Que haya alcanzado el peso y
talla que lé corresponden a su edad (75%-90%) y que la madre asté
preparada, ya que a éstas en los centros de rehabilitacion se
les ingtruye acerca de los culdados del nifio sobre todo en los
aspectos higienicos, dieteticos y de estimulacién (Vega Franco,
1972).

EFECTOS DE LA DESNUTRICION SEVERA Y SU RECUPERACION:

La DCP presenta una serie de alteraciones a diferentes
niveles del funcionamiento organico que después de la
racuperacién se ven restablecidas, Los efectos  mas
representativos a diversos niveles son:

a) metabelico.

b} sistema nervicso central (SN¢).

c) conducta y aprendizaje.

d) inmunolégico. !

e) celular.

f) ecitogenetico.
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a) Zfectos 3 plvel metabslico

Mediante el analisis fisiolégico y biloquimico, se han
demostrado camblos metabolicos que son tipicos del marasmo y
kwashiorkor.

La DCP estA caracterizada por la moviliracién de
carbohidratos y trigliceéridos almacenados. Una respuesta temprana
a la privacien de alimentos es la glucogenollisis a nivel hepatico
y la lipolisls en el tojido adiposo para generar glucosa y acidos
no esterificados, que ocurre como resultado de la diszinucien en
la relacién insulina/glucagon que también influye en la lisis del

tejido adiposo, los gue se oxidan para obtener energia (Sugden y
col. 1989).

La rehabilitacién nutricional lleva, al restablecimiento de
la tasa glucolitica, glucogenolitica y 1ipolitica normal y en el
higado en particular es estimulada la gluconeogénesis y
glucogenogénesis (Holness y Sugden 1967).

En nifios con kwashiorkor hay una disminucién en el contenido
de albamina y globulinas séricas, en comparacidn con los nifios
que presentan marasmo (Whitehead 1968). Bjornesjo y
colaboradores (1968} en nifios con marasmo observan baja la
concentracien de los aminoAcidos esenciales, sin embargo en
amincAcidos no aesenciales se encontré normal o elevada.

Respecto a las concentraciones de aminoidcidos libres en el
plasma sanguinwo, los npifios con kwashlorkor mwestran proporciones
anormales en la relacion de fenilalanina/tirosina, este mismo
efecto se obsorva en la orina (Cravioto, 1962).

Waterlow (1968) en nifios con DCP describe las
concentraciones de cortisol alevadas indicando que ests compuesto
favorece la sintesis de proteinas y al mismo tiempo provoca un
balance negativo de nitrégeno en todo el organismo. Los nivales
de cortisol aumentan considerablemente con la DCP su tasa de
degradacién estd reducida y existe una mayor exposicien de los
tejidos a este compuesto 1o cual permite asimilar mejor las
proteinas de los tejidos.
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Log nifios con kwashiorkor presentan inflltracien de grasa
en el higado, esto altera el transporte de grasas del higado a
tejidos perifericos lo cual probablemente tenga su origen en la
reducida sintesis de proteinas o de sus precursores, las
apoprotefinas (Monckeberg, 1968).

Holman y colaboradores (1981) cuantifican el contenido de
lipidos totales sericos en nifios marasmaticos y kwashiorkor, no
ancontrando diferencia entre ambos grupos. Sin embargo detsctan
en los nifioa kwashiorkor una mayor proporcién de acidos grasos
saturados y sugieren una alteracién en la actividad de las
enzimas involucradas en la saturacien.

Pilneda (1968), observa anh neutréfilos aislados de nifios con
kwashiorkor elevada la actividad de la fumarasa y un decremento
en la actividad de la isocitrato deshidrogenasa y la palato
deshidrogenasa. Sin embarge en nifios con marasmo se observa
disminuida la actividad de la fumarasa y la malatc deshidrogenasa
¥ un aumento en la isocitrate deshidrogenasa.

Hansen (1968) demusstra en nifios con kwashiorkor y con
marasmo una reducclen en la secracion de quimiotripsina y

tripsina y plantea que la DPC puede producir dafio pancreatico
irreversible.

b) Efectos a znivel del Sistema Nervioso Central (SNC)

El periodo critico para el desarrollo cerebral en humanos va
desde el estado fetal al tercer o cuarto afioc de edad posnatal,
Los datos han propuesto, que los efectos permanentes no ocurren
si la desnutriciétn se presanta despuss de cierta edad, la
evidencja sugiere que entre mAs larga y savera es la desnutricién
durante los primeros dos afios de vida, maAs severo es el efecto
sobre el SNC (Morgane y col. 1978j.

Entre los alteraciones en la estructura y funclén del
sistema nervioso asoclados con la DCP, se encuentran los cambios
neuroquimicos observados por wWinick y colaboradores (1970)
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quienes muestran que la DCP dJduranta el primer afic de vida puede
provocar la muerte si la desnutricién se prolonga al segundo aflo
de vida, Por otro lado se describe que la circunferencia del
craAneo est& reducida en nifios que mueren por DCP durante el
primer afio de edad (Winick y Rosso, 1969).

Diversos autores han propuesto que cuando la DCP se prasenta
en la edad temprana modifica los patrones de crecimiento celular
en el SNC (castilla y col. 1979). En este sentido, Winick y Rosso
(1969), encuentran en nifios que sufren DCP do tipo marasmo con
peso normal al nacimiento, en relacién a 1los testigos
diferencias significativas. Por otro ladec en nifios que padecen
DCP de tipo kwashiorkor y que nacen con peso normal, el contenido
de Acido desoxirribonidcleico (ADN) es similar con respecto a
nifios eutroficos de la misma edad cronolégica. Sin embargo, la
mayor significancia se nota en un grupo gue tuvo bajo peso al
nacer y manifesto desnutricisn grave durante la lactancia, estos
hallazgos han sido confirmades por Rao y Sarma (1972).

c} Efectog sobre la conducta y aprendizaje

Las posibles consecuencias de la DCP, en la conducta y el
aprendizaje del nifio, son analizadas por cravioto y Robles (1963;
1965) empleando la escala de Gesell en nifios con DCP de tipo
kwashiorkor, observan un bajo coaficiente de desarrollo mental en
ralacién con su edad. Duspuss do la rehabilitacién nutricional la
mayoria de los nifios muestran coaficientes muy cercanos a los
correspondientes a su edad.

Cravioto y Arrieta (1979) trabajan con nifies con DCP menores
de 6 meses, a los que astimulan sistemAticamente durante el
perfodo de recuperacién nutricional y observan niveles superiores
en algunas Areas del desarrollo de Gesell con respecto a los
nifios desnutridos qua s50lc reciben tratamiento medico dietetico,
pero no estimulacién sistematica.

Asociadas a la DCP se han encontrado deficiencias en el

aprendizaje sobre todo con relacién a la lectura y escritura
(Cravjioto, 1978}.
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d) Efectog a nivel inmuneldgico

La DCP en nifios estA asociada con una marcada
susceptibilidad a infecciones, esto es atribuido generalmente
al efecto provocado por la deficiencia nutricional sobre el
mecanismo inmune. (Beatty y Dowdle 1378). Esta susceptibilidad se
ha ralacionado con una disminucién en e! namero de linfocitos T
circulantes (Chandra, 1979).

Existe una heterogeneidad funcional y fisiogquimica de 1los
linfocitos formadores e rosetas, Chandra (1979) encuentra en
nifios ¢on DCP, disminuidos los linfocitos T con receptores para
IgM (linfocitos T cooperadores) y ligeramente incrementados los
linfocitos con receptores para la IgG (linfocitos T supresores).

En la DCP existe un aumanto de céalulas indiferenciadas que
puede detectarse por la actividad de la desoxinucleotidil
transferasa terminal (Tdt), también se ha determinado que existe
un decremento en la actividad de hormonas timicas. La proporcién
de calulas B esta elavada en el grupo de los desnutridos, lo cual
puede representar el resultado de infecciones gastrocintestinales
y respiratorias repetidas en estos nalfios. En algunos casos, la
reduccion en al namerc total de linfocitos B refleja la presencia
de linfopania, observada en 15 por ciento de pacientes con DCP
(Chandra, 197¢9).

La respuesta inmunolégica de los nifics en recuperacién de la
bcp, puede ser reversible dependiendo del tiempo de Ia
dasnutricioen y edad. La desnutricién prenatal puede tener un
impacto negativo en el desarrollo de los tejidos linfoides y
raspuasta inmunitaria reducida ¢Chandra, 1980).

McMurray y colaboradores (1981) analizan en la DCP la
respuesta inmune humoral y mediada por ceélulas, asi como los
cambios en la respuesta inmune despues de un tratamiente
hospitalario de 4-5 semanas y un afio en su hogar. En los nifios
degnutridos, observarcon una disminucién en la blastogenésis
analizada con timidina marcada con tritio.
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El contenido de C3 del complemento e IgG tambieéen se ve
raducido, sin embargo, las Igh e 1IgE aumentaron dJde manera
significativa. Después del periodo de recuperacién con una dieta
rica en proteinas y calorfas, se alcanza valores normales en las
Ige y €3 en suero. Bn la blastogenésis de los linfocitos de
sangre perirerica, se observa una alevacién del 40% al 60% en la
respuesta por la PHA. Despues de un afio la actividad
blastogénica, se restablece encontrandose cerca de los niveles de
los nifios eutreficos (McMurray y col. 1981},

Los nifios con DCP tienen deprimida la capacidad de generar
hipersensibilidad tardiz al! Picloro-dinitrobencenc (DCNB) (Koster
y col. 1981; McMurray y col. 19%981). Koster y colaboradores
1981), estudian la velocidad en el restablecimiento de la
nmunocompetencia mediada por celulas durante la rehabilitacien
nutricional en nifos desnutridos, en el tiemppo de
hospitalizacien. En los nifios estudiados al Jingreso se
encuentra que los niveles de proteinas séricas totales son bajos
Y gue se restablecen después de la recuperacién. Se ha
determinade que la hiporsensibllidad esta relacionada con los
nivales de proteinas séricas totales.

Watgon y colaboradores, (1985) describen, diseinuida la
secrecién de lisozima en lagrimas y la concentracien del
componente secretor de la IgA en nifios con DCF. Sin embargo los
valores de la IgA sérica elevados. En losa nifics, después de ser
sometidos a una dieta adecuada, l0s niveles de IgA decrecen,
mientras los valoraes de IgG en suaro tienden a aumentar. Tambiéen
determinaron que la IgA de la parotida despuas de la
racuperacien nutricional se eleva significativamente en relacién
al estado nutricional anterior.

e)Efectos a alvel celular

En linfocitos de nifios con DCP, Murthy y colaboradores
(1982) observaron una disminucisn en el porcentaje de celulas que
han pasado por dos ciclos de division, as{ como una descenso de
metafases que han pasado por tras ciclos de divisieén, una
duracion mayor del ciclo celular respecto de los nifios testigo.



16

f) Efectos a nivel citogenético

Diversos autores han mostrado @ la DCP causa aumento en
las abarraciones cromostmicas en linfocitos de humancs adultos
(Betancourt y col. 1972; Khouri y McLaren, 1973). Por etro lado
Armendares y colaborsdores (1971) observan alterada la frecuencia
de aberraciones cromosémicas en nifios con OCP y  prevalace adn
después de cinco meses de rehabilitacien.

El analisis de Intercambios de Cromatidas Hermanas (ICH) en
afios reclientes, ha 8ido considerado una pruckta de alta
sensibilidad y adicicnal a las aberraciones cromosémicas para
medir el potepncial mutaganico de agentes ambientales. La
induccién de ICH en linfocitos cultivados, se emplea como un
dosimetro blolégico para contribulr a la determinacién de
riesgo genétice (Latt, 1981).

En linfocitos de nifios con DCP Murthy y colaboradores (1980)
describen una diferencia mayor de ICH en los nifios con DCP en
relacién a los eutréficos, ademas demuestran que en nifios que se
han recuperado de la DCP la frecusncia dea ICH disminuye
significativamente en comparacién a los desnutridos, sin embargo
no alcanzan el napero detectado en los nifios eutréficos.
Mutchinick, y colaboradores (197%) no encuantran diferencia en la
fracuencia de ICH entre los nifios qua presentan DCP y los
eutroficos estudiados.

En médula &sea de ratas severamente desnutridas durante la
lactancia Betancourt y colaboradores (1986) muestran un
incremento en la frecuencia de ICH.

CICLO CELULAR:

El ciclo de vida de una célula, se ha definido como el
pericdo comprendido entre su formacién por la divisien de la

célula madre y el tiempo que es requerido para que ella misma se
divida (Mitchison, 1971; Baserga, 1985).
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En los eucariontes, ge ha dividido en dos aetapas:

a) La interfase, que es el perifodo de crecimiento.
b) pivigién celular o mitosis.

El primer estudio sobre la interfase fue hecho por Howard y
Palc en 1953, ellos astablecieron que la interfase se dividia en
tres etapas designando al perfodo de replicacién del acido
desoxirribonucléico (ADN) como la fase S (de sintesis), Gl como
al tiempo transcurrido entre el final de la mitcsis y el comienso
de la sintesis y G2, que es el perfodo entre el final de la
sintesis y el principio de la divisién celular ahora conoclda
como fase M (mitosis) o fase D (division). El periodo Go tambien
es congiderado para al estudio de células en divisien no siendo
tomado en cuenta dentro del ciclo celular.

La duracién de la interfase en términcs generales es nayor
que el periodo en al que transcurre la mitosis. En una ceélula
tipica el ciclo celular es de veinte horas aproximadamente, y la
mitosls dentro de este ¢iclo dura mAs o menos una hora (Masia,
1974) .

El tiempo en que se realizan las fases Gl, S, G2 y M son
diferentes en las distintas clases de calulas; sin embargo las
variaciones entre las células de la misma clase son muy pequeflas
(Mitchison, 1971}. La duracién es determinada principalmente por
el tiempo que utiliza la fare Gl gque puede variar de cero a
varias horas, dias o semanas. En ceélulas de mamiferos en
prolireracion el promedic de la fasa S es de 6 a 8 horas, la fase
G2 de 2 a 6 horas y la fase M de una hora (Navarrete y col. 1878;
Pardeo y col. 1978).

Caractertsticas de las fasas del Ciclo Celular:

Se ha obscrvado que el perledo Gl es una etapa de
preparacién para la duplicacién del ADN en tanto que la célula
crece y aumentan los componentes celulares como ribosomas,
centriolos, mitocondrias y donde se presenta una intensa sintesis
de enzimas tales como las polimerasas y cinasas necesarias para
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la sintesis del ADN, ademas de la calmodulina, proteina
inestable (R), actina, ornitina descarboxilasa y proteina p53,
toda esta intensa sintesis trae como consecuencia el aumento ds
la pasa colular (Prescott, 1976, Pardee y col. 1978 y
Dareynkiewicz, y col. 1981). Graves (1975), fusionando células
que muestran diferente tiempo de Gl1, determina qua todas entran
a la fase de sintesis al mismo tiempo y oste estimule podria
deberse 2 alguna molécula o a un cambio en el medio internc de la
ceélula.

Se considera que el control de la proliferacién celular se
encuentra en el perfodo G1 del ciclo. Se ha observado que al
blogquear la sintesis de acido ribonucléico (ARKN) al principio de
esta fase hay un retraso en el inicio de la fase S, mientras gue
si el blogueo es hacia el final no hay retraso, lo cual indica
gue la sintesis de ARN se lleva a cabo en el iniclo de s.

Para la sintesis o duplicacién del ADN cada fibra, esta
dividida en unidades de raplicacién denominadas replicones. Cada
replicén tiene un centro gque es el origen a partir del cual la
duplicacién se da sen ambas direcciones. Se ha pestulado que en
las primeras etapas del desarrollo embrionario todos los
repliconas funcionan simultaneamente y la fase S es muy corta.
Sin embargo en las ceélulas de un animal adulto la sfintesis se
inicia en diveros lugares de los cromosomas a diferentes tiempos,
habiendo un orden temporal establecido (Pardee y col. 1978).

Se propone que los replicones se encuentran agrupados en
familias gue inician su replicacién gimultaneamente rospondiendo
a una geflal cemen. El mecanismo por el cual se mantiena el orden
de iniciacion no se ha determinado, sin embargo se postula que
la metilacien esta Involucrada en el establecimionto de este
orden.

Existen evidenclas que Indican que la sintesls de proteinas
puede ser requerida para el paso de S, siendo probable que el
patrén de iniciacién dependa de una secuencia de sintesis y la
accien de moleculas iniciadoras que actean en raeplicones
especificos. Con base en estudios en células hibridas, se propone
que la informacidn genética para las moléculas iniciadoras de la
duplicacién estan codificadas en el miamo cromosona. Existe otra
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hipétesis acerca del control de la iniciacién en la que ge
propone que el control de la Iniciacién pucda aestar operado por
medio de cambios estructurales en el cromosoma involucrando
asoclaciones con la membrana nuclear (Graves, 1975).

En relacién con el requerimiento de diversas enzimas en la
sintesls de ADN, Fardes y colaboradores (1978} ponen énfasis en
las ADN polimerasas y las ligasas, mientras que Baserga (1985)
consider® Iimportantes otras enzimas relaclonadas con el
metabolismo del ADN como la timidina cinasa y las ribonucleeétido
reductasas,

Reddy y Pardee (1980) consideran para la iniciacién de la
sintesis del ADN la integracidn de un complejo que contiene 1a
mayoria de las proteinas que son requeridas para la sintesis del
ADN asi como proteinas asociadas al material genatico.

Otro aspecto Importante durante la fase S aes la sintesis de
las histonas (H2A, H2B, H3 y H4), asi como la fosforilacién
continua de la histona Hl en la fase 5, este proceso se realiza
an dos sitios temporales adicionales a los de Gl. Ademas, en la
etapa S aparecen otros receptores de superficie para difarentes
factores da crecimiento.

El paso de la célula a la divisién no es inmediato, sino
que entra al periodo de preparacién G2. La Jl1nhibiecieén
experimental de la sintesis del Acido ribonucléico (ARN) al
principie de G2 no impide 1la nmitosis. Durante G2 ocurre la
sintesls de proteifnas involucradas en la divisien celular, como
1a tubulina requerida para la construecian v operacién del
aparato mitéotico asi como las proteinas necesarias para la
condensacion de los cromosomas.

Se han descrito proteinas Jnvolucradas en la condensacién
de los cromosomas que se han denominade *factores miteticos” que
son no histonas que tlenen afinidad por la cromatina que se
acumulan en la fase G2. En la telofase estos rfactores son
inactivados por otros que se denominan *inhibidores de los
mitdticos" que permanecen activos hasta la fase Gl (Rao y Adlkha,
1985) . La inhibicién de la sintesis de proteinas y ARN detliene
a las células en G2, por lo cual se sugiere que el paso de S a
mitosis no es autopmatico,
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Se ha observado en G2 una recorganizacién de leos componentes
del citoesqueleto como son los filamentos de actina y la
presencia de ciertas proteinas asociadas a microtabulos
denominadas MAP1, MAP2 y mitotina como preparacién para la
divisién (Todorov y col. 1988).

Fl periodo M es distinguible al microscoplo ya qua refleja
cambios que han ocurrido a nivel moleocular (Padilla y Whitson,
1980). En esta etapa se lleva a cabo la divisién nuclear
(cariocinesis) y la divisien citoplasmica (citocinesis). El
inicio de la mitosis pusde depender del nivel de factores
citoplasmicos inhibidores, debido a que cuando se fusiohan
células en mitosis con cealulas en interfase, se promueve uha
condensacidn cromosémica prematura de la cromatina interfasica.
Durante este Jlapso la sintesis de proteinas y de ARN son
practicamente nulas (Pardee y col. 1978)

Existen algunos casos en donde las células se detienen, en
un estado previo a la iniciacién de sintesis de ADN. Se ha
establecido la existencia de un estadio de latencia denominado
Go. Baserga (1985) identiflca dentro de los genes gue regulan la
proliferacién celular cuatro oncogenes celulares gque estan
invelucrados en la transicién Go - G1.

Las células que estan en Go prasentan clertas
caracteristicas distintivas, estas sintetizan algunas variantes
de histonas, las subunidades de los ribosomas, y la proteina p53
gue s5e requiere para la salida de Go, el gradoc de condensacién de
la cromatina observado énh esta fase es mayor.

CULTIV@ DE LINFOCITOS COMO MODELO DE EXPERIMENTACION:

Los linfocitos cultivados tienen propiedades que sirven
para astudiar las funciones especlales de las células como la
diferanciacién celular y funciones generales como sSon la
transferencia de energia, el flujo de Informacién genética del
ADN a través de ARN a proteinas y la formacién de organelos
celulares. Debido & esto, los linfocitos son utilizados en
estudios citogeneticos y de diagnostico genetico clinico (Lerner
Y Dixon, 1973;.
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Se han aestandarisado metodologias para el cultivo de sangre
completa en humanos que permiten determinar la sensibilidad de
los linfocitos de sangre periferica al dafio citogénetico. Los
cultivos obtenidos con dichos méetodos dan resultados
reproducibles con indices mitoticos altos y frecuencias basalas
de intercambios entre cromatidas hermanas estables (Kligerman y
col. 1984).

Ademas de los linfocitos que entran al ciclo celular por la
induccién de un antigeno existen tres clases de ceélulas
somdticas. Las células ciclicas, que se multiplican de una mahera
continua en el organismo como las de la médula ésea y criptas de
Liberjhtin del intestino, Las células no ciclicas, gque no estAn
destinadas a dividirse, que nunca pasan de G1 a S, se detienen
despuss de su difersnclacién y maduracién, entre astas se
encuentran las células nervicsas y las ciclicas [facultativas
que estan en estado de Go porque tienen bloqueado el paso hacia S
como las anteriores, pero a diferencia de ellas pueden
reintegrarse al ciclo mediante el estimulo apropiado, ya sea
natural o artificial, Tal es el caso de los hepatocitos gque
despuss de una hepatectomia parcial reinician su ciclo, o bien
algunas células que al ser cultivadas "in vitro* como los
linfocitos, son estimuladas con algtn mitégeno. También los
agentes cancerligenos pueden provocar que las células entren al
clclo (Mazlia, 1974 y Baserga, 1981)

ACTIVACION DE LINFOCITOS T:

El linfocito as la celula primordial de la respuesta inmune
por medio de 1la cual, el organismo responde a los agentes
ambientales (Lerner y Dixon, 1973). Los linfocitos T
Interviensn en la inmunided mediada por células y los linfocitos
B en la humoral, que se diferencian en celulas plasmaticas
secreteras de anticuerpos (Mazia, 1974; Kligerman y col. 1984).

Para estimular la divisién de los linfocitos en cultivo se
han empleado extractos vegetales que tlenen propiedades
mitogeénicas, #sto se debe a la presencia de clertas proteinas
llamadas lectinas como la concanavalina A (Con A) y la
fitohemaglutinina (PHA) (Crossen y Morgan 1977). As{ como otras
sustanclas como lipopolisacaridos derivadas de bacterias como
estreptococos y estafilococos (Ling y Kay, 1975).
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Hay una gran cantidad de factores que intervienen en el
inicio y la duracion de la sintesis dal ADN en los linfocitos en
cultivo, entre ellos se pueden citar el origen, concentracien y
metabolismo del estimulante empleado (Jasinska y col. 1970), sl

origen de las células y las condiclones de cultive (Ling y Kay
1875} .

La activacien de los linfocitos en estado de repose Go
requiere de dos sefiales, la primera involucra la interaccien del
anti{geno con el receptor antigeénico. Esta interaccién trae una
seris de cambics bhiogquimicos; a nivel de membrana se 1leva a cabo
la hidrolfsis del fosfatidil-inositol, y en &l citosol se
incrementan los niveles de Ca ++, se estimula la fosfcrilacién de
ciertas proteinas mempbranales e intracelulares, se favorece la
expresién de receptores para la interleucina 2 (IL=-2R}) y l=»
produccién de linfocinas Incluyende IL-2. El estade inicial de
estimulacien antigénica lleva a la transicien del estado Go a la
fase Gl en la cual hay un aumento en ARN y sintesis de proteinas.

Bajo ciertas condiciones sa requiere de una segunda seftal
para una mayor activacien y la transicion de Gl a S; esta seftal
es la Interaccien de IL-2 con su receptor. Los linfocitos T gque
han sido estimulados con antigenos y no son capaces de proliferar
so encuentran en un estado de transicién de Gi-postmitetica gque
se caracterirza por la presencis de receptores para I[~2 y la
capacidad para proliferar en respuesta solo a IL-2. Mientras gue
la entrada en la fase § del ciclo celular depande de las
concentraciones tanto de IL-2 comeo de IL-2R, y los eventos
subsecuentes a la activacion son dependientes de la expresion
adecuada de estas dos moléculas (Edwards y XKrabtree, 1%89).

EiX gquanosin monofosfato cicilco (GMPc) actaa como un
mensajero intracelular que induce la divisieon celular (Hadden y
col. 1972). El adenosi{n monofosfato cfclico (AMPc), tiene tambien
un papel importante en la regulacién del ciclo calular,
encontrandose en proporciones elevadas en los periodos G1 y 62 y
disminuido en el periodo M (Millis y col. 1974}.

En los cultivos de linfocitos estimulados con PHA la
sintesis del ADN comienza después de 24 horas a partir del
momento do la estimulacién, encontrando el maximo de actividad
a l1as 72 horas y decreciendo posteriormente. Con otros
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estimulantes, como la Con A y el flitrado de estafilococos se
genera la sintesis maxima después del quinto dia, mientras que
con otros se producen 5 a 7 dias después; estos son los
responsables de que el perifodo Gl se alarque durante el cultivo
(Ling y Xay 1975).

Jasinska y colaboradores (1970), reportan que los linfocitos
en cultivo no inician la sintesis del ADN al mismo tiempo, y que
algunos entran al periode S despues de 31§ horas, milentras gue
otros pueden permanecer entre Gl y S hasta despuss de las 72
horas, sugiriendo que la duracién del perfodoc Gl es muy variable
bajo las mismas condiciones.

E1l cultivo de linfocitos se ha utilizado como un sistena
modalo para investigar la regulacién de los estados iniclales de
proliferacisn celular durante la fase de transicién de Go - Gl =
8 (Kaczmarek y col, 1987). El emplac de la FPHA tlene la ventaja
de ser un mitogéno no especifico, que pusede activar maltiples
clonas de linfocitos, sin embargo recientemente se propone gue
la poblacitn de linfocltos que preferenclalmente son activados
por la fitohemaglutinina son los citotexicos (Klein y col. 1982).

TINCION DIFERENCIAL DE CROMATIDAS HERMANAS

Para el estudio del ADN se han utilizado analogos de basas,
ya sos lsttopos marcados radiocactivos como la timidina tritiads y
adenina marcada con fosforo 32 o carbono 14 principalmente, y no
radioactivos como S-Bromodesoxiuridina ¢(Brdu), 5~
Fluorodesoxiuridina entre otros, siendo analizados por tinclones
espacificas (Latt, 1973 y 1974, Latt y col. 1975; Taylor y col.
1957) .

La BrdU as un nucleésido halogenado anAlogo de la timina,
que pueda ser incorporado a las cadenas de ADN en formacién
(Latt, 1961).
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La {ncorporacién de BrdU estA basada en tres postulados
(segtn Tice y col. 1975):

1. La teoria uninémica de la cromatida

2. La duplicacien del tipo semiconservador

3. La segregacién al azar de los cromosomas durante
la divisioén calular.

La incorporacien de este nuclet¢sido en al ADN es necesaria
para la tincisn diferencial de cromatidas hermanas e
identificacién de células en metafase que han pasado por uno,
dos, tres o mAs ciclos de duplicaclén. Después de un cliclo de
duplicacion en presencia de la BrdU los cromosomas en nmetafase
poseen el 100% de sus cromatidas unifilarmente sustituidas,
mostrAndose las cromatidas obscuras. Cuando las ceélulas han
pasado poer dos ciclos de duplicacien los cromosomas presentan el
50% de sus cromAtidas unifilarmente sustituidas y el otro 56% de
las cromatidas bifilarmente sustituidas con BrdU, vliéndose el
50\ tefiidas en forma clara y el otro S50% tefildas en forna
obscura. Las células que han atravesado por tres ciclos
presentan el 25% de sus cromatidas unifilarmente sustituidas y el
75% bifilarmente sustituidas, observandose un 75% da cromAtidas
tefiidas claras y el 25% restante tofiidas oscuras (Tice, y col.
1976; Crossen y Morgan, 1976).

El analisis ailternativo de tincién diferencial de matafases
y el porcentaje da ntcleos IinterfAsicos determinado por
ciltofluorometria de la reaccion BrdU-Hoescht puede ser atil para
la cuantificacién de la duracién de cada una de las fases del
ciclo, asi como la fraccién de células no ciclicas en linfocitos
de gangre periférica estimulados por PHA (Kubbles y col. 198S5).

Pincu y colaboradores (l1986) proponen que la historia
replicadora de naocleos interfasicos puede ser analizada
dependiendo del n#meroc de ciclos que han pasado las células en
presencia de la BrdU, asi{ como por la cantidad incorporada al ser
revelada por la tacnica de fluorescencia mas Glemsa (FPG).
Mediante el anAlisis del porcentaje de metafases en distintos
ciclos de duplicacien y la fraccien de naucleos interfasicos pueda
ser determinado el indice de estimulacién, gque represanta el
porcentaje de células estimuladas para sintetizar ADN o
proliferar.
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INTERCAMBIOS DE CROMATIDAS HERMANAS

Los ICHs representan jntercambios reciprocos de ADN en
cromatidas hermanas, que se forman durante la fase S del ciclo
celular (Wolff, 1977), asi mismo hay evidencias que sugieren que
es Iinmediatamente después que se ha formado la horquilla de
replicacien durante la biosintesis del ADN, cuando se realiza el
intarcambio de doble banda entre las cadenas de ADN (Kato, 1980).

El primer hallazgo al respecto fueron los experimentos
realizados por Taylor y colaboradores (1957) por medio de la
incorporacitn de la timidina tritiada donde en metafase,
obgservan que los cromosomas muestran una cromatida marcada y una
sin marcar,sin embargo,el hallazgo reportado fue el intercambic
da segqmentos da cromitidas hermanas.

El significado bilolégico y el mecanismo de formacion de los
ICH no han sido completamente establecldos (Gentlil y col., 1984},
sin embargo, esta prueba ha sido ampliamente usada para la
daetecclién de agentes mutAgeno-carcinégenos en cultivos de
celulas de mamifaeros (Abe, 1984). Su cobservacién generalrente
requiere que las ceélulas sean cultivadas por dos ciclos de
duplicacien en presencia de BrdU, despuss de la cual las
preparaciones con las ca#lulas en metafase son sopetidas a la
técnica de fluorescencia mas Giemsa (FPG) (Perry y Wolff, 1974).
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PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

Ccomo seé ha descrito la DCP en los nifica causa alteraciones
de diversos tipos por lo que ha sido y silgue siendo importante
conocer los efectos producidos por esta enfermedad. A nivel
citogéenetico en 1983 realizamos un trabajo en el que se obgervd
una alteracien en la proliferacien de linfocitos de nifios con DCP
in vitro y considerandoc que ese dafio fue significativo, se
planteo la necesidad da conocar si, a este mismo nivel persiste
aan el dano después de un perf{odo de recuperacién.

Este trabajo es parte del proyecto de lanvestigacieéen
“Efactos a nivel celular de la DCP® gue se realiza en el
laboratorio de Biologia Celular en la Universidad Auténoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM-I).
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HIPOTESIS:

Si la desnutriclen es una enfarmedad gue puede
afectar la cinética celular y la fracuencia de ICH
entonces en log nifios que paderzcan DCP se encontraran
alterados en relacién a los nifios eutréficos. Después de
un periodo de recuperacién nutricional, si ésta es capas
da revertir los dafios observados a nilvel celular
entonces los resultados obtenidos serAn similares que en
los nifios eutréficos.

OBJETIVO GENERAL:

Analizar la cinatica celular y la fraecuencia de
intercamblos de cromatidas hermanas (ICH) ln vitro en
linfocitos de nifios con desnutricién calerico-proteica
savera (DCP} y en los mismos nilfios después de un
periodo de racuperacién de 2-6 meses.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1) Analizar la cinetica de proliferacien celular
an cultivo de linrocitos de nifios con DCP y en
recuparacion de la DCP, mediante el porcentaje de
metarases en lo, 20. y Jer ciclo de duplicacién
dependiente de la {ncorporacién de la BrdU.

11) Determinar la frecuencia de intercambio de
cromatidas hermanas a las 48 horas de cultive en
linfocitos de nifios con DCP y recuperados de la DCP,

1i1) Determinar la fraccién de células gque responden
a la PHA a través del fndice de estimulacién, indice de
replicacién y el fndice mitético.
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MATERIALES Y METODOS:

El trabajo se realigé con 33 muestras de sangre periférica
de nifias y nifiog cuyas edades oscilaron entre 5 y 33 nmeses de
edad, las huestras fueron proporciohadas por el Cantro Infantil
de Rehabilitacién Nutricional (Cruz Blanca) y el Hospital
Podiatrico Iztacalco; 10 nifios eutroficos, 14 desnutridos y 9
en recupesracien de la desnutricién. AdemAs se obtuvo la historia
clinica de cada uno para conocer los antecedentes clinicos.

Los c¢riterios para evaluar la recuperacién fueron los pesos
{XKg) de los nifios por semana, asi{ como su talla (cm) alcanzada
cada mes en pesc Yy en talla exprosada en velocldades de
‘crecimiento. As{ como las biometrias hemAticas al ingresoc y
egreso de cada nifio,

Los nifios fueron agrupados en tres conjunteos para su
analisis: I (eutroficos), II (con DCP) y II! (en recuparacién
nutricional).

TOMA DE LA MUESTRA:

La sangre periférica fue obtenida por puncién venosa con una
jeringa heparinizada, se colectaron de tres a cinco mililitros
por nifio.

CULTIVG DE LINFOCITOS

E1 cultivo de linfocitos fue de acuardo al método daescrito
por Arakaki y Sparkes (1963). En frascos estériles tipo
antibiotico de 60 ml, se colocaron 5 ml de medio McCoy 5a
modificado (Microlab, Méx.) a los cuales ge les adicion® 0.01 ml
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de una mezcla de antiblético (penicilina 100 U/ml -
estreptomicina 100 ug/ml) (Microlab, Mex.) y 0.2 ml de
fitohemaglutinina (PHA) (Microlab, Méx.) Bromodesoxiuridina
(BrdU0} (Sigma E.U.A.} 2.5 X 10-% M ajustando el namerc de células
a 2 millones por ml., Los cultivos fueron incubadog a 37* cC
durante 48, 72 Y 96 horas.

COSECHA

Se emples la técnica propuesta por Moorhead y colaboradores
(1960), una hora antes del final del cultivo se agregrd 0.2 ml de
colcemida (Microlab, Méx.). El1 contenide de cada frasco fue
centrifugado a 1500 rpm durante 10 wmin, Be ealiminoe el
sobrenadante y se resuspendidé el paquete celular en una solucidn
hipotéenica de XCl 0,075 M mantenisndolo a 37°C durante 10 min;
sa¢ centrifugs nuevamente y el paquate obtenido se fijé con una
solucién de metanol - Acido acético (3:1) y se lavd varias veces.

TINCION DIFERENCIAL DE CROMATIDAS HERMANAS:

5e eolaboraron las preparaciones por el método de secado a la
flama. Se colocaron en una solucién de Hoechst 33258 (0.5 pa/ml)
(Herck, NMéx.) durante 30 min en obscuridad completa y se
expusieron a lug negra a 2 cm de distancia por 3 horas.
Posteriormente se tifieron por 3 min con Gilemsa (Merck, Meéx.) al
5% en amortiguador S8rensen a pH 6.8 de acuerdo con la techica
de fluorescenclia mas Glemsa (Perry y Wolff, 1974).

ANALISIS DE LA CINETICA DE PROLIFERACION E ICH:

pProliferacion Calular

Se realizd la observacién de 100 metafases
clasificandolas en primero, segundo o tercer ciclo de duplicacien
de acuerdo con su tincién diferencial. Se determine el porcentaje
de celulas en cada ciclo y se calcule el factor de proliferaclén
(FP) mismo que fue utilizado para la obtencién del Indice de
Estimulacién (IE).
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5e analizaron 1000 nacleos transformados agrupandolos segan
las siguientes caracteristicas:

R .= Nacleos transformados por la actividad del mitogéno

que no han sintetizado ADN en cultivo en presencia de
BrdU, que nuestra su cromatina condensada y se tifie
de color rojo.

Nacleos modificados por la accién del! mitédgeno, y que
han sintetizado ADN una sola ocasién con BrdU. Tlenen
una envoltura nuclear irregular, y agregados de
cromatina que en contraste de fases se observan de
color azul, en tanto que en campo claro son rojigos y
se evidencia el nucleoclo.

Necleos transformados como respuesta a la PHA, que han
sintetizado ADN mas de una vezr en cultivo que contiene
BrdU. Generalmente su didmetro es mayor al da los
ndécleos anteriores. Envoltura nuclear irregular, con
frecuencia se notan agregados de cromatina nuy
dispersa en el nucleoplasma. El color es azuloso y se
observa al nucleclo.

Indice de Estimulacion

Se determiné tomando en cuenta los ndcleos y maetafases de
acuerdo con la técnica de Pincu y colaboradores (1986},
modificando la concentracién de BrdU y fué definido segtn la
siguiente férmula:

de donde:

Bo =A<+ M/ Fp

FP = 1 (10.) + 2 (20.) + 4 (30.)/No. de mitosis
contadas.

IE = Be [ (Bo £
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donde :

Bo son lag celulas que proliferan en el cultivo.

FP e5 el factor de proliferacién.

IE indice de estimulacién que indica la

fraccien de células que responden al mitéogeno ¥y
proliferan activamente.

Indice da replicacion

El indice de replicacién fue obtenido considerando las
mitosis de lo, 20 y 30 ciclo.

1(lo} + 2(20) + 3(30)

IR =
100

ladice Mitotice

El Indice Mitetico corresponde al porcentaje de celulas en
metafase del conteo de 1000 células en cada preparacioén.

EFrecuencia de Intercambios de cromatidas hermapas

Para la obtencién de la frecuencia de ICH/célula por nifio,
se analizaron 25 celuilas en metafasae de segundo ciclo (48 horas
de cultivo), congiderando las metafases que Se observan
claramente.
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analisis estadistico

Se realizd el analisis de gignificancia estadistica empleando
la prueba t de Student para comparar las frecuencias de ICH, IE,
I entre los diferentes grupos. La prueba chi cuadrada se
utilize an la comparacién de los porcentajes de células en cada

uno de los ciclos de duplicacién y para la distribucién de los
ICH (Spedecor y cochran, 1981}).
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RESULTADOS

Los nifics fueron agrupados en tres conjuntos para su
analisis: I (Eutréficos), II (Desnutridos) y IIXI (Recuperados de
la DCP}

Caracteristicas de los nifios (Edad, Peso y Sexo).

El peso, la talla y el sexo de los grupos se muestran en los
Tablas 1, 2 y 3. En el grupo I las edades oscilaron entre 6 y
33 meses de edad, sin presentar déficit de peso con respecto a su
edad cronolégica (Ramos Galvan, 197%), respecto al sexo 5 fueron
femeninos y 5  mascullnos (Tabla 1). En relacién al grupo IT
(Tabla 2) las edades comprendieron entre 5 meses como minimo a 22
meses como mAximo, 11 de los 14 nifios analizados la edad no
sobrepasaba los 13 meses; 3 de estos nifios fueron del 8sexo
femenino y 11 del sexo opuesto.

De acuerdo con su estado clinico los nifios del grupo IIX
tenian DCP ya que su peso corporal mostraba un déficit mayor al
40% respecto a su edad (Tabla 2), la mayoria de ellos estaban
enmarcados, por sus sintomas y signos clinicos, dentro del tipo
marasmo (Figura 1) y solo 2 del tipo kwashlorkor (Figqura 2).
Estos nifios ya hablan sido tratados de infecciones y tenian al
menos 15 dias sin presentar signos de ella, y ademas llevando una
dieta balanceada.

En la Tabla 3 aparecen las caracteristicas del grupe III,
integrado por los mismos nifios desnutridos pero ya en
recuperacien de la DCP, Figura 3, con signos y si{ntomas normales
(a excepcién de uno); sus edades fueron desde 11 a 27 meses, con
un déficit de peso de 2 a 32 %, Tras de ellos fueron del sexo
femenino y los raestantes correspondieron al sexo masculino.
Tambhién se evalué por las velocidades de cracimientoc en la talla
y el peso (Figuras 4 y 5).
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broliteracidn celular

a) Metafases en diferentes ciclos de duplicacién e Aindice de
replicacidn:

Se presanta en la Tabla 4 el porcentaje de células
clasificadas de acuerdo a su tincién diferencial y se observa gue
en los nifios eutroficos y recuperados de la DCP, a las 48 horas,
tienen un promedio mayor de metafases en primer cicloc (Figura 6),
con raspecto a los nifios desnutridss; en las metafases de
segundo ciclo (Figura 7) encontramos una mayor proporcidn en
relacidn a los eutrédficos y recuperados existiendo una diferencia
significativa en los desnutridos con respecto al grupo testigo
solamente.

En la misma Tabla se presenta el {ndice de replicacién (IR)
y al igual que en las metafases a las 48 horas notamos una
frecuencia mayor en los nifios desnutridos en comparacién con los
eutréficos y recuperados de la DCP.

A las 72 horas de incubacién se observa que el porcentaje de
primer ciclo, segundo y tercer ciclos de duplicacién es similar
en los tres grupos, aunque en los nifios recuperados de la DCP el
promedio en las células de tercero es menor (Figura 8), sin
embargo no encontramos diferencia entre ambos grupos; asi mismo
el IR tuvo un comportamiento similar a esta hora de cultivo y a
las 96 horas de incubacién, los datos promedio de las metafases
es similar en los tres grupos de nifios, al igual que el IR.

Indice de Estimulacién.
b) Diferentes tipos de nacleos interfasicos,.

Lag frecuencias de nacleocs en Iinterfase de linfocitos
estimulados por la PHA para cada grupo de niflos se muestran en la
Tabla 5, en donde no evidenciamos diferencia significativa a las
48 horas en los nacleos rojos y azules entre el grupo testige con
desnutridos (rFigura 9).
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Al compararse los resultados obtenlidos a las 72 horas de
cultivo se observd un valor mayor en los rojos y menor en los
azules entre los nifios eutréficos y los nifos desnutridos.
Mientras que a las 96 horas, se mantuvo la diferencia en nucleos
R y se presenté diferencia en los nacleos M.

Para la determinacién del indice de estimulacisédn, se
consideraron las celulas de acuerdo a su egtado de proliferacidn
en cultivo; ngcleos InterfAsicos (Tabla S) gque han sintatizado
ADN en cultivo en presencia de BrdU y células en metafase qua se
clasificaron de acuerdo a su tincién diferencial (Pincu y col.
1986}

Los datos obtenldos de IE para cada una de las horas de
cultivo analizadas (48, 72 y 96) sa prasentan en la Tabla 6 los
valores individuales y, en la Tabla 7 promedios y estadistica
donde se obgerva que los valores para IE a las 48 horas de
incubacién en el caso de las células del Gruypo I fueron desde 35
hasta 79, para las celulas del grupo II el intervalc obtenldo fue
de 39 como valor minimo y como maximo de 78, en tanto que para el
grupo III fue de 39 a 56 como valores extremos; al analizar
estadisticamente los promedios no encontramos diferencia
significativa.

A las 72 horas de cultivo las calulas del grupo I de nifios
mostraron datos que fueron de 39 a 73, para al grupo II los
valores fueron de 21 a 66, y por #ltimo en el caso de los nifios
del grupo III sus datos fueron de 24 como minimo y 69 como
maximo. Al anallzar los promedios notamos un porcentaje menor en
1os nifios desnutridos con respecto al grupec testigo (Tabla 6).

Los datos obtenidos a lac 2¢ horas de cultive para el grupo
I son ceme minimo 44 y 75 como maximo, para el grupo II el
minimo fue de 21 y como maAximo 65 y el grupo III, fua de 31 y 61.
Los valores promedio mostraron una diferencia significativa
comparando el grupe testigo con denutridos ¥y recuperados. FEl
comportamiento durante las tres horas de cultivo anallzadas fue
diferente entre el grupo de 1os nlfios eutrericos con respecto a
los nifics desnutridos (Tabla 6).
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Indice Mitético

Los valores individuales que se obtuvieron para IM se
muestran en la Tabla 8 y el promedioc en la Tabla 9 a las 48 horas
de cultivo en los niflos eutréoficos se presentaron valores desde
0.8 a 2.2, los nifios desnutridos mostraron valores de 0.7 & 2.7
y el altimo grupo de niffos varie de 0.8 a 1.7.

Para las 72 horas de cultivo, los nifios putrédficos tuvieron
valeores de 6.6 a 2.1, los nifios desnutridos daesde 0.5 hasta 1.7
y los nifios en recuperacien de 0.2 a 1.5.

A 96 horas de cultive los valores fueron para los nifics
eutrdficos de 0.6 a 1.9 en cuanto & los nifios desnutridos fue de
0.2 a 1.0 ¥y el grupo de los recuperados fue de 0.5 a 1.9. Se
encontré diferencia altamente significativa en los nifios
desnutridos con raspecto a los ninos testigo.

Frecuencia de ICH

La fraecuencia de ICH por célula (Tabla 10) para los nifios
eutroficos fue desde 3 a 5.1, como valores extremos de ICH por
genaracien, para los nifios desnutridos tenemos que la rrecuencia
obtenida fué de 4.5 como minimo a 8.1 como maximo de IYCH por
célula, en relacion a los nifios en recuperacién de la
desnutricién los valores obtenidos fueron desde 3.6 a 5.9. Al
comparar las frecuencias observadas en las células de los tres
grupos de nifios no aencontramos dirferencia significativa entre
sutréficos y desnutridos, aunque en los nifios recuperados da la
oCP solo se pudieron analizar 4 individuos.

Digtribucion de ICH

Al realizar el anAlisls de distribucién, el porcentaje de
mitosis con ICH fué de 0-3 que corresponde al 41.4% en los
testligos 15.4% en los desnutrides y 23.1% enh los hnifios en
recuperacion; con maAs de & ICH por mitosis, los porcentajes
fueron 8.9%, 24.7% y 13.2% respectivamente. Sin embargo tampoco
obtuvimos diferencia estadisticamente significativa (Figura 10 y
11; Tabla 11)}.
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DISCUSION

DESNUTRICION CALORICO PROTEICO SEVERA

Un buen indicador morfolégico de la DCP en los nifiog
menoraes a dos afics es el deficit de peso mayor al 40y y la talla
da acuerdo a su edad segan el criterioc de Ramos-GalvAn (1979).
Sin embargo, no sdélo se les considera como desnutridos de tercer
grado por el poeso ¥y talla, sinp también por otras
caracteristicas clinicas como atrofia muscular, edema, apatia,
baja actividad fisica y valores anormales en una biometria
hematica como lo han sugerido Hernandez (1967). De los 14 nifics
desnutridos y analizados, 12 fueron evaluados clinicamente como
marasmo, por los sintomas que presentaron lo cual esta de a
acuerdo con la literatura pues se reporta una mayor Incidencia
en las zonas urbanas.

Antaes dael tratamiento de recuperacién nutricional, los nifics
estuvieron internados en bhospitales donde fueron tratados por
algen tipo de infeccién. A su llegada al Centro de Recuperaclén
Nutriciconal se mantuvieron en una sala en obgervacién por 15
dias, a fin de realizar nuevamente estudios para asegurar que no
presentaran infeccién, la puestra fué tomada el primer dia de
ingreso y el analisis de proliferacien solo se lleve a cabo en
aquellos que posteriormente fueron trasladados a otra sala para
iniclar su recuperacién nutricional, ya que los nifios que
presentan algan tipo de infeccién son llevados nusvamente a
hospitales de zona por lo que se considerd qua los resultados
oljtenidss en el presente estudio son atribuibles a la DCP por si
misma.

RECUPERACION NUTRICIONAL

Podemos considerar a la desnutricién en su estado crénico
como un cuadro equilibrado cuya principal caracteristica as la
reduccidn proporcional en casi todos los tejidos y organos del
cuarpo, por tanto el sindrome de recuperacién nutricional puede
ser considerado como la ruptura de este equilibrio con un
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consecuente aumento en la velocidad de crecimiento. casi todos
los estudics de rehabilitacien de nifios desnutridos, han sido
realizados en hospitales (Krishnaswamy, 198%), ya que exlsten
condiciones controladas tanto de un réglimen alimenticio como de
estimulos durante el pericdoc que cada nifio requiera.

En la recuperacien del! pesc y talla después de un pariodo de
DCP, los nifios fueron dados de alta con deficit dael 2% al 32%;
tomando en cuenta que Ingresaron con un deficit del 44% al 68%,
la recuperacién de los nifios de este estudio fue del 70% al 90%
durante su estancla en el hospital, este porcentaje de
recuperacién se obtiene en cinco meses o mas on donde los nifios
astan expuestos a diversas infecclones.

Sa ha sugerido que en talla y peso aan puedan alcanzar una
respuesta mayor en su recuperacién en condiciones favorables
dentro de su hogar (Landman y col. 1981). Nuestros datos
mostraron que durante un régimen alimenticio adecuado los nifios
desnutridos llegan a alcanzar del 85 -~ 90%Y del peso y talla
esparados para su edad, este porcentaje pueda ser alcanzado
dependiendo de la persistencia de la desnutricién con respeacto a
1a duracién de la rehabilitacien.

wWaterleo y Alleinge (1971) conslderaron gue una dieta
energatica con valores supericres a los reguerimientos normales
puede permitir alcanzar la recuperacion nutricional
satisfactoria, debido a que son elevados los costos energéticos
para la sintesls de nuevos tejidos y procesos sinteéticos
oxidativos,

PROLIFERACION CELULAR

La técnica de tincién diferencial de cromatidas dependiente
de la incorporacion de BrdU, permitio analizar la cinetica del
cicle celular, mediante las proporciones de celulas en matafase
de primero, segundo y tercer ciclos de duplicacién tal como lo
indican Kaczmarek y «colaboradores 1987. De nuestras
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observaciones, se determiné gque los nifios eutroficos y
racuperados de la DCP en relacien con los desnutridos,
praesentaron un porcentaje significativamente menor de metafases
en segundo ciclo de duplicacién y una mayor proporcién de
metafases en primer ciclo a las 48 horas de incubacién (Tabla 4).

El alto porcentaje de celulas en segundo ciclo a 48 horas en
los niflos desnutridos parece indicar que existe una alta
variabilidad en las Zfases prerraplicadoras (Go-G1) del ciclo
celular, o bien que los linfocitos vengan preestimuladcs por 1lo
que se podria proponer gque la duracién de dichas fases es mAs
corta en nifios desnutridos. Probablemente las células al provenir
de un organisme en el cual no cuentan con los nutrientes
necesarios para llevar a cabo sus funciones metabélicas norsales
y encontrarse en un medio rico, los linfacitos de los desnutridos
comienzan a proliferar mas tempranamente que lcs eutréficos.

La respuesta de los linfocitos de los nifios recuperados al
mitdgeno fué gimilar a la de los eutréficos, esto parece indicar
que después de un periodo de recuperacién existen otros
linfocitos generados durante estos meses en los cuales se
restablace respuesta al mitogeno, esto es considerando el tiempo
da vida de cada linfocito.

INDICE DE REPLICACION

La historlia replicadora de las células a las 48 horas de
cultivo parece indicar gue es mayor la velocidad de proliferacien
en los nifios desnutridos que en los testigos, esto se apoya san 8l
alto porcentaje de metafases en segundo ciclo de duplicacién.
AdemAs ol IR es similar a las 72 y 96 horas de cultivo, apoyando
la idea de una poblacion de preliferacion temprana y ademas esto
indicaria que el tiempo de generacién sea mas largo (Tabla 4).
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INDICE DE ESTIMULACION.

Para la realizacion del presente estudio, so requirié de una
concentracién de BrdU que no inhiblera la proliferacién y que
ademas permitiera una tincien diferencial de buena calidad, para
a@sto se probaron concentraciones encontrandose que 2.5 X 10-8M
fus la mds adecusda, ya que se logré obtener una tincion
diferencial tanto de nacleos como de metafases sin inhikir la
proliferacién celular. Sin embargo, se han empleado otras
concentraciones como 1.62 X 10-#M (Roldan y Altamirano, 19%0),
40 X 10-%M (Pincu y col. 1986).

El anAlisis combinado de ntcleos InterfAsicos y metafases
nog permiti¢ en un mismo ensayo comparar diferentes paramatros de
proliferacien celular, ya que existen técnlcas en las cuales solo
se examinan los necleos transformados o metafases en distinto
ciclo de divislién. En este estudio la observacién de nacleos es
complementaria al analisis de motafases, por 1o que nuestros
datos indican ademAs de la cinética el porcentaje de calulas que
estan proliferando en respuesta a la PHA.

Tomando como base que la inmunidad celular puede ser medida
por la respuaesta de las csalulas al antfgeno durante el cultivo
calular los valores que se obtienen de indice da estimulacién asi
como da indice mitetlco gon mAs bajos al final del cultivo en los
nifics que sufren DCP, con respecto al grupo testigo mientras que
aen los nifios en recupuracién nutricional 1los valores son
constantes durante todo el cultivo, comparando logs IE de los
nifos eutroficos con ambos grupes los nifios recuperados presentan
valores constantes durante el cultivo celular, aunque mAs bajos.

A las 48 horas de cultivo los valores para IE son gimilares
en los tres grupos, aunque los nifios desnutridos tienen un lnicio
mas rapido considerando los ciclos de divisién. Sin embargo, a
las 72 hrs les valores son ma&s bajos y a las 96 horas de cultivo
existié diferencia significativa entre los nifios eutreficos y
recuperados en relacien con los nifios con DCP. Moore y
colaboradores (1974} han sugerido que posiblemente el suero de
los nifios desnutridos carezca de un componente proteico de bajo
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peso molecular gue juega un papel importante en la transformacion
de los linfocitos, también se ha observado que en el suerc de
nifios con DCP @ infeccion contiene varios componentes que inhiben
la respuesta inmunitaria [n yvitro por lo que se propone que los
linfocitos de estos nifios no mantienen la proliferaciéen celular.

S8 ha reportado que la velocidad proliferativa de los
linfocitos T es directamente proporcional a la concentracien de
Interleucina 2 (IL-2) disponible en cultive para las células, se
puede considerar que la disminucién en IE e IM pueda ser debida a
una baja produccien de IL-2 o a la ausencia o deficliencia de
recaptores especificos para esta {(cantrell y Smith, 1983, Alcover
y col. 1986, Edwards y Crabtree, 1989). Por #ltimo, se ha
detorminado en nifios con DCP gue una evaluaclon morfoléegica de la
transformacién blastoide después de tres dias de incubacien
puede ser deprimida por 1la presencia de ciertos factores
inhibidores an cultivo (Moore y col. 1974).

Se han determinado diversos valores de IE a las 72 horas de
cultive en linfocitos de sangre periférica empleando la técnica
propuesta por Pincu y colaboradores (1986}, los que lograron un
30%, mientras que Ortiz y colaberadores (1987) un 40%, ambos

estudios realizados en linfocitos de adultos sanos, en el
presente trabajo se obtuvo un §0%Y en los nifios eutroficos como
promedio durante la duracien del cultivo, esto parece indicar que
la respuesta de los linfocitos al mitégeno en nifics es mayor.

En este estudio el IE fue de 60t en los nifios testigos,
para los dosnutrides de 25% y para los recuperados de 43%. Las
diferencias respacto a 1los trabajos con linfocitos de adultos
pueden ser debidas, a que se ha propuesto que el ciclo celular en
los linfocitos de los nifios es mAs rapide que en los adultos, o

bien qua hay una respuesta mayor a la PHA en las células de los
nifios eutroficos.

En los nifios recuperados de la DCP la respuesta al mitsegeno
a lo largo de cultivo fueé menor pero constante en relacién a los
nifios eutréficos, comportamiento que difiere en los nifios con
DcP, ya gque en astos el IE disminuyd en las aitimas horas de
incubacién (Tabla 7).
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El IE no estA en relacidn con el deficit de peso tanto en
nifios con DCP como recuperados, ya que la raspuesta individual
del nifio puede ser deblda a: factores genéticos, duracién de la
bcp, severidad y tipo de infeccion y el tipo de medicamentos
que se la han administrado. En este tltimo punto es considerado
de interds, ya que la mayoria de los nifios desnutridos presaontan
infecciones asociadas.

INDICE MITOTICO

El IM refleja la fraccisdn de una poblacion celular que se
encuentra on la etapa de divisién. A las 48 horas de lincubacion
hay un promedio mayor de mitosis en las células de los nifios ~
desnutridos que en eutréflcos y recuperados y esta tendencla se
mantiene hasta las 72 horas, estos valores estan relacionades con
los porcentajes de celulas en segundo ciclo de duplicacién lo gue
parece sugerir la estimulacien temprana de una poblacion celular.
Esto sa asocia con la disminucién en el IM a las 96 horas, asi
como una disminucién en el porcentaje de calulas que ss
transformaron de sequndo a tercer clclo de duplicacién entre las
72 y 96 horas de cultivo (Tabla 3).

Por otro lado, el {ndice miteético observado esta asocilado
con los datos obtenidos para el indice de replicacien, donde
encontramos un porcentaje mayor en los nifios desnutridos y
esperarfamos que el IR fuera mas alto.

FRECUENCIA DE ICH

Bl mecanismo de formacién de los ICHs atn no se conoce, sin
embargo es un buen indicador de dafic cromosémico. En nuestro
trabajo ne encontramos diferencias, no obstante en algunos de los
nifios con desnutricion existe un nlmero alto de éstos, los cuales
pueden ser daebidos al tiempo que le fueron administrados
medicamentos as{ como al lapso de desnutricién.
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Los datos parecen controvertibles, ya que no concuerdan con
los estudios realizados por Murthy y colaboradores (1980) quienes
determinaron en 25 nifios con DCP tipo kwashiorkor una mayor
frecuencia de ICH respecto a los nifios taestigos. En tanto gque
coinciden con los estudios realizados por MHutchinick Y
colaboradores (1979) quienes reportaron en linfocitos de 2 nifios
con DCP tipo marasmo una frecuenclia igual que la de los
eutréficos, on nuestro caso fueron ocho nifios, esta diferencia
puede deberse al namero de individuos analizados.

Existe una alta variabilidad en la respuesta de los nifios en
recuperacion, ya Gue presentan valores similares a la de los
nifios eutréficos, hasta aquellos en los que el promedic ©s mayor
a lo obgervado en los nifics desnutridos, esto indica que en la
DcP sa tiene una respuesta individual variable y no todos los
individuos responden de la misma manera, en este caso seria
importante considerar la historia clinica de cada individuo, ya
que algunos factores pueden estar influenciando como la edad, y
el tiempo de la desnutricien, casl l1a mayor parte de los nifios
con DPC muestran JInfecciones asociadas, y considerando esto se
realizé un estudio previo (Campos 1988) en el cual se analize la
frecuoncia de ICH en nifios con DCP e infeccionas y nifios cen
DCP después de un periodo de tratamiento a estas, 56 encontrod
una frecuancia ligeramente mayor en los nifios que presentaban DCP
© infecciones en relaci®n a los que tenfan Infecciones sin
embargo la fracuencia es similar al grupo testigo.

El analisis de ICH se realizé® a las 48 horas tiempo en el
cual tal vez no sean eficientes los maecanismos enzimaticos de
reparacién postrreplicadora, en nifios con DCP. Sin embargo,
Murthy y Bhaskaram (1981) demuestran gque los linfocitos de nifios
ccn DCP presentaron un mecanismo de reparacien eficiente.

DISTRIBUCION DE ICH

Otra manera en que se analizé el dafio en el ADN fue por la
presencia de ICHs wmediante la distribucién. Como se puede
observar en las Figuras 10 y 11, los nifios desnutridos mostraron
un mayor ntmerc de celulas con 4 a 5 ICH, en tanto los nifios
eutroficos presentarcn una mayor némero de células con 2-3 ICH ¥y
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en los nifiles recuperadoa los ICH fueron mas frecuentes (4 a 5
ICH/celula), esto paracerfa indicar que no habria diferencia
entre desnutridos y recuperados desde el punto de vista de 1la
digtribucién de ICH. Sin embarge, los nifics recuperados mostraron
un mayor nemero de celulas con menos ICH (0 a 3 ICH/celula), asi
como un menor namero de células que praesentaron mas de 10
ICH/calulas, sin embargo la muestra de los nifios recuperados es
muy pequefia (Tabla 11).

Durante el proceso de recuperacién los nifios recobran casi
tedas sus funciones nmetabédlicas normales, sin embargo 1la
desnutricion tiene particular importancia en los primeros afios de
vida porque entre mas larga y severa sea la desnutricidn =&z
severo es el efecto, a todos los niveles.

Los parametros de la cinética de proliferacién celular como
son el IR, IE nos permitiercn evaluar globalmente la respuesta
inmune mediada por c¢élulas en nifios que sufrieron DCP, ya que
cuando se realizaron los cultivos de los linfocitos, se encontrd
que algunos de estos pnifios no respondian a la PHA teniendo
valores en los indices de cero. En tanto que en los valores
observados en los nifios despues de un periodo de rehabilitacién
nutricional los valores mostrados en los indices reflejan
proliteracién celular, estos fueron mayores y mostraron valores
constantes en la duracien del cultivo.

sin embargo al encontrar gue los nifios recuperados de la DCP
agn no alcanzan los valores de los nifios normales, son todavia
suceptibles a las infecciones, que a largo plazo esto trae como
congecuencia procesos Infeccliosos donde los nifios pudieran recaer
y llegar a do rnuevo a la DCP severa.

Por tanto los parametros analizados son sensibles a
determinar entre un nifio gue sufre desnutricidn severa y aquellos
gue se estan recuperando de ésta.

De los resultados mostrades en este estudio hay puntos
sobresalientes que se deben explicar con bases experimentales,
entre ellos se encuentran la intensa proliferacién de los
linfocitos de los nifios desnutridos & las 48 horas de incubacien,
en comparaciéon a la respuesta mostrada por nifios recuperados.
Esto puede ser analizado, desde varios puntos de vista, si
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consideramos que el primer paso de la respuesta inmune es el
raconocimiento del antigeno por los receptores de los linfocitos,
esto provoca que mensajeros secundarios lleven la informacién al
nacleo y activar la expresien de varios genes.

La expresién de estos ganes parece ser naecesaria para la
postarior activacion de genes en el proceso de diferenciacién. La
apropiada expresién de los genes regulados en esta compleja via,
gs critica para una adecuada respuesta inmune, porque el proceso
no solo media la proliferacion de poblaciones celulares T y
efectores celulares espacificos (linfocinas), sino tambien la
regqulacisén funcional de otras células dinvelucradas en la
respuesta inmune celular. Otro punto de vista seria el analizar
cual es el papel en que participan los factores de crecimiento
(IL-2) en la respuesta de los linfocitos de los nifios con ODCP y
racuperados, y por altimo la duracion del estado de reposo o
fases prerreplicadoras Go-Gl.
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CONCLUSIONES

Existen algunos indicadores que pueden ser empleados para
evaluar la recuperacién de la desnutricién severa, adesas del
aumento en peso y talla, apoyados en la velocidad de crecimiento,
otras caracteristicas fislcas y clinicas como la biomatria
hematica son indicadores confiables de la recuperacien da la
desnutricién severa. En este estudio se determind que daspuas de
2 a 6 meses el porcentaje de recuperacién fué& de 75-80 % en
cuanto a pesco y talla.

La cinética de proliferacion a las 48 horas de cultivo
mostréd que la respuasta de las células de los nifios desnutridos
fue mAs rapida que en los nifios eutréficos y en recuperacién de
la desnutricioén.

Encontramos en los linfocitos de los nifios desnutridos una
respuesta a la PHA menor en las altimas horas de cultivo (72 y 96
horas), mientras que en los nifios eutroficos la respuasta es
constante a lo largo del cultivo. Esto indica que los linfocitos
de los primeros aunque empiezan a proliferar tempranamente, no
mantienan la proliferacién en cultivo.

En relacién a lo anterior se puede proponer que al provenir
de un organismo en el cual las ceélulas no cuentan con los
nutrientes esenciales para 1llevar a cabo s8sus funciones
metabslicas normales, y al! encontrarse en un medio rico los
linfocitos de los desnutridos comienzan a proliferar mas
tempranamente que los eutreficos.

lLos bajos indices de IE observados en los nifitos con DCP, se
pueden relacionar con una inmunosupresi¢én y tener significado
clinico y blolégico, particularmente en la frecuencia, severidad
y duracién de la DCP e infecciones.

En los nifios recuperades de la DCP la respuesta (IE) es
constante a lo largo del cultivo, aunque permanace disminuida con
respecto a los testigos.



47

Después de un perfodo de tratamiento de la desnutricien
puede ser reestablecida aunque solo sea parcialmente, lo que
indica que les nillfios estan recuperando el funcionamiento adecuade
dae su sistema inmune.

La respuesta inmune celular evaluada en rfuncién da las
células que responden (IE e IM} de los organlsmos desnutridos fue
disminuyendo conforme al tilempo de cultivo, lo cual parece estar
influenciado por diversos factores.

Los afectos de la recuperacién de la DCP tamblén Zfueron
evaluados por la frecueoncla de ICHs donde se encontrd similar en
los tres grupos de nifios,

El estudio de 1la proliferacien celular mediante la
incorporacién de BrdU a una concentracién de 250 mM y el anAlisis
de células en interfase y divisién permitieron un mejor aestudio
u‘e‘z ﬁa historia duplicadora de las células en condiciones de
cultivo.

Por ultimo habria gque considerar un estudio posterior a
nivel biloquimico como los raecsptores a nivel de membrana que
podria indicarnos el retrasc de la respuesta durante el cultivo,
asl como el probable factor carente en el suero.
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TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LOS NIfiOS

BUTROFICOS .

Nifio Sexo Edad Paeso
(meges) (K9}

1 N & 6.9
2 F 12 10.0
3 F 15 9.4
4 M 18 12.0
5 F 19 1z.0
6 L4 24 11.0
7 M 32 1.3
8 M 33 16.8
9 F 33 15.1
10 F 33 15.5

F = Femenino
M = Masculino

Muestras de sangre donadas por el
Hospital Infantil (Iztacalco).
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TABLA 2. CARACTERISTICAS DE Los NIfios
DESNUTRIDOS.

Nifio Sexo Edad Talla Peso Défricit Dplagnéstico

(meses) (cm} (Xg) (8}
1 M 5 €2 4.6 51 Marasmo
2 M [ 50 3.5 55 Marasmo
3 N 7 63 4.0 48 Marasmo
4 L 7 60 3.9 52 Marasmo
5 F 8 62 4.4 46 Marasmo
[ M 8 65 6.8 21 Kwashiorkor
7 F 9 59 3.5 62 Marasmo
8 M 1s 59 3.5 62 Harasmo
2 ] 11 66 5.4 44 Marasmo
10 N 12 é5 6.7 34 Kwashiorkor
11 M 13 65 6.7 34 Maragmo
12 ] 17 69 5.5 47 Marasmpo
13 N 21 62 J.9 €8 Marasmo
14 F 22 22 5.2 60 Marasmo

F = fomenino
M = mascullino

Muestras de sangre donadas por el Centro Infantil de
Recuperacién Nutricional Cruz Blanca A,.C. (CoyoacAn).



TABLA 3. CARACTERISTICAS DE 1OS NIfios
EN RECUPERACION NUTRICIONAL.

Nifio Edad Talla Peso Daficit
(meses) (cm) (Xg) (s)
1 12 &8 7.5 11
2 I1 67 8.2 2
3 11 73 7.6 10
4 13 71 8.4 25
5 16 67 8.1 32
6 17 66 6.8 32
7 17 69 8.3 20
-] 18 69 8.6 14
9 27 75 8.6 23

Muestras de sangre donadas por el Centro Infantil de
Recuperacion Nutricional Crux Blanca A.C. (Coyoacan).
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TABLA 4.

PORCENTATE DE METAFASES EN PRINERO,
TERCER CICLO DE DUPLICACION E INDICK DE

SEGUNDO,

REPLICACION EN CULTIVO DE LINFOCITOS DE

NIfi0OS EUTROFICOS,

DESNUTRIDOS Y RECUPERADOS .

61

Ciclos de duplicacien

Primero Segundo Tercero IR
46 hs X + E.S.
Eutreticos 67 + 7 28 + 2 4 +1 1.3 £ 0.1
Desnutridos 32 &+ 3 60 + 5 * 8 + 2 1.6 + 0.22 %n
. Recuperados 66 + 6 34 + 6 1 +1 1.3 + 0.2
72 hs
Eutroficos £+ 2 16 + 3 80 + 4 2.7 + 0.3
Desnutridos 3 +£1 22 + 2 75+ 5 2.7 £ 0.5
Recuperados 10 + 2 38 + 7 52 + 8 2.4 £ 0.3
96 hs
Butreficos 0.3 + 0.2 13 + 0.3 87 £+ 3 2.9 %+ 0.05
Desnutridos 0.8 * 0.3 11 + 2 8% + 3 2.8 £ 0.1
Recuperados 2.0 2 1 21 + 2 77 £+ 3 2.7 £ 0.15
2
* X =40.8 gl = 2 p < 0.001 (Metafases)
% L= 4 gl = 11 p < 0.01 (Indlce de Replicacien)



62

TABLA 5.PRONEDIO DE NUCLEOS INTERFASICOS EN CULTIVO DE
LINFOCITOS DE NINOS EUTROFICOS, DESNUTRIDOS Y BN
RECUPERACION NUTRICIONAL.

TIPQS DE NUCLEOS

R M A
Eutrdficos (n=9} X % ES
Horas de cultivo
48 305 + 26 610 & 23 85 + 13
72 234 + 28 697 + 31 69 £ §
26 211 + 23 757 + 19 22 + 8
Desnutridos (n=14)
48 392 x 45 578 + 42 30 & 7%
72 332 & 32%% 620 + 31 48 + 7adn
96 388 & 29+ 601 * 30++ 11 * 3
Recuperaciétn de la
desnutricién (n=8)
48 421 + 45 544 %+ 45 5+ 9
72 364 + 45 614 + 43 22 + 11
96 319 + 29 657 + 34 24 % 10
R= Rojo
M= Moteado
A= Azul
* t= 4.4 gl = 21 < 0.001
#% t= 1.8 gl = 21 < 0.05
*kk tm 2.9 gl = 22 < 0.005
+ t= 3.4 gl =20 < 0.005
++ t= 3.7 gl = 20 < 0.001



TABLA 6. INDICE DZ ESTIMULACION (%) EN CULTIVO DE
LINFOCITOS DE NIfi0S EUTROFICOS, DESNUTRIDOS Y BN
RECUPERACION DE LA DESNUTRICION.

EUTROFICOS DESNUTRIDOS RECUPERACION DE
LA DESNUTRICION.

HORAS DE CULTIVO

48 72 96 48 72 96 49 72 96
- 47 75 48 44 3z - 69 45
61 45 58 78 66 46 - 48 44
as 39 44 35 32 22 39 32 31
52 73 75 50 40 42
77 56 - 42 36 21
51 42 46 35 31 348 43 24 -
62 65 60 53 21 23
(-1 66 63 b 46 34 41 44 61
41 44 61 51 43 32
79 45 - 68 59 65
65 48 29 56 51 59
37 31 37
36 24 25 41 3z 34

54 37 30




TABLA 7. INDICE DX ESTIMULACION PROMEDIO EN LINFOCITOS

DE NIROS RUTROFYCOS Y DESNUTRIDOS EN RECUPERACION
DE LA DESNUTRICION.

Nrfios
EUTROFICOS DESNUTRIDOS RECUPERACION
DE LA DESNUTRICION
Cultivo X E.5.
48 hrs 58 & 5.0 4“1 3.6 46 + 3.0
72 hrs 52 % 2.8 41 % 3.3% 43 % 5.9
96 hre 60 % 3,9 32 % 3.3 43 & 5. 3ene

= 2,32 gl=22 p< 0.025
** L = 5.1 gl=20 p< 0.001
= 2.7 gl=I8 p< 0.D01
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DESNUTRIDOS Y EN RECUPERACION

TABLA 8.INDICE MITOTICO (Y) EN CULTIVO DE LINFOCITOS
NIfioS EUTROFICOS Y

DE LA DESNUTRICION.

RECUPERACION DE
LA DESNUTRICION.

DESNUTRIDOS

EUTROFICOS

96

48 72

96

48

HORAS DE CULTIVO
72

72 86

48
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TABLA 9. INDICE MITOTICO PROMEDIO EN LINFOCITOS DE
NIAOS EBUTROFICOS, DESNUTRIDOS Y NIfiOS EN
RECUPERACION CE LA DESNUTRICION.

NIfioS
EUTROFICOS DESNUTRIDQS RECUPERACION
DE LA DESNUTRICION
cultivo X ES
48 hrs 1.1 + 0.14 1.4 + 0.2 1.1 * 0.15
72 hrs 1.4 £+ G.13 1.0 * 0.8 0.9 * 0.18
96 hrs 1.4 + 0.19 0.6 + 0,08* 1.2 * 0.5

t «~5,03q91l =13 p< 0,001
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FRECUENCIA DE INTERCAMBIOS ENTRE CRONATIDAS

HERMANAS (ICH) A LAS 48 HORAS DE CULTIVO EN
LINFOCITOS DE NIROS EUTROFICOS, DESNUTRIDOS

Y EN RECUPERACION DE LA DESNUTRICION.

10.
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TABLA 11. DISTRIBUCION DE ICH/CELULA EN LINFOCITOS DE
NIfioS EUTROFICOS, DESNUTRIDOS Y EN
RECUPERACION DE LA DESNUTRICION.

NIinos

Eutréticos Desnutridos Recuperados
No. de
ICH/cel. No. L 4 No. % No. 3
a -1 17 10.8 2 1.2 4 4.4
2 -3 48 30.6 23 14,2 17 18.7
4 -~ 5 45 28.7 57 35.2 36 39.5
6 -7 33 21.0 40 24.7 22 24.2
8 -9 8 5.1 23 14.2 10 .. 11.0
10 -~ 11 5 3.2 9 5.6 o
12 - 13 1 0.6 6 3.7 2 2.2
14 - 15 [ Q 2 1.2 4
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rigura 1. Nifio con caracteri{sticas clinicas
del sindrome de DCP tipo Marasmo.



Figura 2. Nifio con caracteristicas clinicas
del sindrome de DCP tipo Kwashiorkor.
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Nifio de tipo marasmo y el mismo nifo

Figura 3.
recuperado de la DCP.
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Figura 1. Curva de crecimiento eén peso
de ninos » ninas en recuperacion de
la DCP.
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Figura 6. Mitosis de Figura 7. Mitoslis de
primer ciclo sequndo ciclo.

Figura 8. Mitosis de
tercer ciclo.
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Figura 9. Nucleos interfasicos



Figura 10, Distribucion de ICIl/celula
en linfocitos de ninos eutroficos y
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