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Resumen  

La desnutrición se define como la asimilación deficiente de alimentos, por el 

organismo, que conduce a un estado patológico con manifestaciones clínicas y 

gravedad variables. Es una de las causas comunes de inmunodeficiencia, a nivel 

mundial, y de susceptibilidad a infecciones en humanos. Una de las clasificaciones 

de desnutrición mide la diferencia entre peso y talla esperados para diferentes 

edades y grupos étnicos. 

Dentro de las afectaciones más graves de la desnutrición, con respecto a la 

inmunidad, se presenta el daño al timo, que es altamente sensible a la condición 

nutricional, debido a los cambios del micro ambiente de éste.  

Para estudiar estas afectaciones se han utilizado diferentes tipos de modelos, 

como el de la rata, que permiten fijar una variable nutricional y determinar las 

variaciones que ocurren dentro del micro ambiente del timo. Se ha observado que 

la desnutrición afecta negativamente la cantidad de linfocitos T en ratas 

desnutridas, y que la apoptosis espontánea aumenta y afecta a las 

subpoblaciones CD4+/CD8+ y CD4-/CD8-.  

En este trabajo se observó el incremento de apoptosis en ratas desnutridas 

comparadas con ratas bien nutridas de la misma edad. Se utilizaron ratas Wistar  

de 21 días de edad, las cuales se dividieron en 2 grupos. Al primer grupo se le 

indujo desnutrición por competencia de alimento durante la lactancia y al segundo 

se le alimentó adecuadamente.; Se realizó la medición de apoptosis y necrosis, 

con Anexina-V y Yoduro de Propidio respectivamente; también se midió  la 

presencia de las moléculas Bcl-2, Citocromo-C y Bax en timocitos de ambos 

grupos por citometría de flujo.  

Los resultados mostraron que la desnutrición afecta negativamente al timo, al 

presentarse un mayor porcentaje de apoptosis temprana (donde comienza con la 

condensación de la cromatina y el inicio de la formación de los cuerpos 

apoptoticos) y tardía (donde se presentan las fracturas en el citoplasma celular) en 

las células CD4++Anexina de ratas desnutridas. Mientras que se presentó un 
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decremento de Bcl 2 en las células CD4++Bcl-2, CD8++Bcl-2 y CD4+/CD8++Bcl-2 

de las ratas desnutridas en comparación con las bien nutridas; el porcentaje de 

Cit-C en células CD4++Cit-C, CD8++Cit y CD4-/CD8-+Cit-C, en cambio, se 

incrementó en comparación con las bien nutridas. Se presentó una tendencia 

similar en los porcentajes de Bax, en CD4++Bax, CD8++Bax y CD4-/CD8-+Bax en 

las células de las ratas desnutridas al compararlas con las células de las ratas 

bien nutridas. Estos resultados indican que la desnutrición afecta negativamente a 

los timocitos de las ratas desnutridas, al aumentar la apoptosis en ellas cuando 

son comparadas con las ratas bien nutridas. 
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Abstract 

Malnutrition can be defined as poor assimilation of nutrients by the body, which 

leads to a pathological condition with variable clinical manifestations and severity.Is 

one of the most common causes of immunodeficiency worldwide and susceptibility 

to infections in humans. One classification of malnutrition measures the difference 

between expected weight and size for different ages and ethnicity. 

To demonstrate these effects have been used different types of models, such as 

the rat, which allows setting a nutritional variable and determine the variations that 

occur within the thymic microenvironment. Previous work has shown that 

malnutrition adversely affects the amount of T in undernourished rats lymphocytes, 

has also been shown in undernourished rats treated with dexamethasone, the 

spontaneous apoptosis is enhanced and  the subpopulations CD4+/CD8+ and CD4-

/CD8- where the most affected. It has also been shown that malnutrition affects 

thymic development and instead favors the appearance of early and late apoptosis 

in undernourished rats, showing a greater amount of caspase 8 and 9 in the CD4 -/ 

CD8- and CD8+ subpopulations. 

In this paper the relationship between increased apoptosis in rats malnourished 

and well-nourished rats, Wistar 21 days of age, when measuring apoptosis and 

necrosis, with Annexin-V and propidium iodide was determined respectively, and 

comparing the presence of Bcl-2, Bax and Cytochrome-C molecules; Total 

thymocytes in rats of both groups, by flow cytometry. 

The results showed that malnutrition adversely affects the thymus, to present a 

higher percentage of early and late apoptosis in CD4++ Annexin in cells of 

undernourished rats. While measurements of Bcl-2 and Bax Cit-C molecules 

similar results were presented CD4++Bcl-2, CD8++Bcl-2 y CD4+/CD8++Bcl-2  of 

undernourished rats a decrease was present in this molecule compared to well 

nourished; the percentage of cells CD4++Cit-C, CD8++Cit y CD4-/CD8-+Cit-C, 

however is increased compared to the well nourished; A similar trend was 

presented in the percentages of Bax, CD4++Bax, CD8++Bax y CD4-/CD8-+Bax 

where an increase was also present in the percentage of undernourished cells 
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when compared with well-nourished cells. These results indicate that malnutrition 

adversely affects thymocytes of rats undernourished, to increase the rate of 

apoptosis in them when compared with well-nourished rats. 
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Abreviaturas 

Apaf 1: Factor activador de proteasas apoptóticas 1 

ATP: Adenosin Trifosfato 

Bad: Proteína proapoptótica tipo BH-3  

Bak: Proteína proapoptótica de tipo multidominio 

Bax: Proteína proapoptótica de tipo multidominio, que se encuentra en el exterior 

de algunos organelos. 

Bcl XI: Proteína antiapoptótica del grupo Bcl-2  

Bcl-2: Grupo de proteínas involucradas en la apoptosis. 

Bid: Proteína proapoptótica tipo BH-3, que propicia la abertura del poro 

mitocondrial. 

Bim: Proteína proapoptótica tipo BH-3, que ayuda a la introducción de la proteína 

Bax a la mitocondria 

CARD: Dominios de reclutamiento de caspasas 

dATP: Desoxiadenosina trifosfato 

DaXX: Proteína asociada a muerte número 6 

DD: Dominio de Muerte 

FADD: Factor de muerte asociado con Fas 

Fas: Proteína transmembrana “receptora de muerte” 

IAPS: Inhibidor de las caspasas 

Raidd: Receptor de dominio de muerte asociado con interleucina 

SMAC/DIABLO: Proteína inhibidora de los inhibidores de caspasas 

TNF: Factor de necrosis tumoral 

Tradd: Dominio de muerte asociado con el receptor TNF 

Traff: Factor asociado al receptor TNF   
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Introducción 

Desnutrición 

 La desnutrición se define como la asimilación deficiente de alimentos por el 

organismo; conduce a un estado patológico que presenta manifestaciones clínicas 

y gravedad variables (Gómez, 1946) y en una definición más moderna de la 

desnutrición infantil, se sabe que además de la falta de equilibrio entre la cantidad 

de nutrientes que se consumen y las necesidades que tienen los niños, este 

desequilibrio provoca déficits acumulativos de energía, proteínas o micronutrientes 

que pueden afectar negativamente el crecimiento y desarrollo de los infantes 

(Metha, 2013).  La desnutrición es una de las causas más comunes de 

inmunodeficiencia, a nivel mundial, y de susceptibilidad a infecciones en humanos 

(Chandra, 2002). Existen diversas formas de medir el grado de desnutrición y una 

de estas la clasifica por el porcentaje de déficit de peso en un individuo, al 

compararlo a otro bien nutrido, en condiciones similares de edad y grupo étnico. 

Así se pueden tener 3 diferentes grados de desnutrición, como se describe a 

continuación: de primer grado o leve, a toda pérdida entre el 10 y 25 % de peso 

que el paciente debería tener para su edad; la desnutrición de segundo grado o 

moderada, se desarrolla cuando la pérdida de peso fluctúa entre el 25 y el 39 % y 

finalmente desnutrición de tercer grado o grave, a la pérdida de peso del 

organismo más allá del 40 %, utilizando como parámetros para comparar las 

curvas de crecimiento proporcionadas por la OMS en el 2006  (Gómez, 1946, 

Metha, 2013). 

En otro aspecto la desnutrición grave se clasifica en tres tipos: kwashiorkor, 

marasmo y kwashiorkor-marasmática, de acuerdo a los siguientes criterios: el 

individuo con desnutrición tipo kwashiorkor puede o no presentar un peso inferior 

al 60% al esperado para la edad, ya que puede presentar edema y hepatomegalia;  

el individuo con desnutrición tipo marasmo posee un peso menor o igual al 60% 

del peso esperado para la edad y no hay presencia de edema, y por último, el 

individuo que posee menos del 60% del peso esperado, pero que presenta signos 
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de edema, es clasificado como marasmo-kwashiorkor (Mukherjee, 1967; 

Waterlow, 1972). 

En los países en desarrollo, los niños en edad preescolar (2 a 6 años) que son 

víctimas de la desnutrición, ven restringidas sus posibilidades de crecimiento y de 

desarrollo; como es bien sabido, la desnutrición infantil produce graves 

consecuencias a los niños que la padecen, ya que existe una relación estrecha 

entre el momento donde comienzan los problemas de desnutrición y las etapas 

críticas del desarrollo cerebral. Aunado a esto, se producen otras alteraciones, 

donde se destaca el bajo nivel de inmunidad frente a las enfermedades 

infecciosas. La desnutrición afecta principalmente a los niños de edad preescolar, 

ya que al tener un crecimiento rápido, los requerimientos nutrimentales son más 

elevados y por ello son difíciles de satisfacer. Y si además se suma la 

dependencia de los niños hacia otras personas para satisfacer sus necesidades, 

que muchas veces no son cumplidas por carencia de educación o recursos 

económicos adecuados, esta situación se ve agravada (Pérez-Robles et al., 1994).  

 

Desnutrición e Infección 

La relación entre las infecciones y la desnutrición es muy compleja, puesto que las 

infecciones requieren de una respuesta inmunológica muy fuerte, pero esta no se 

puede dar debido a la desnutrición y también ocurre a la manera inversa, al tener 

un cuadro de desnutrición, la respuesta inmunológica se ve afectada causando 

que las infecciones sean más frecuentes (Scrimshaw et al., 1968), creando un 

círculo vicioso donde los procesos de desnutrición están a la par de las 

infecciones (Bronte, 2005).  

La desnutrición grave en recién nacidos y niños preescolares provoca, entre otras 

afectaciones, atrofia en el timo que está asociada a la disminución celular y un mal 

desarrollo de los órganos linfoides periféricos (Savino et al., 2002). Esto inicia una 

cadena que provoca defectos inmunológicos caracterizados por la disminución en 

la proporción de linfocitos T CD4+ y CD8+, e incrementoo del número de células T 

doble negativas inmaduras en la periferia (Schaible et al., 2007). 
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Composición morfológica del timo 

El timo está dividido en lóbulos pequeños fraccionados por tabiques fibrosos que 

se extienden desde la cápsula. Cada lóbulo mide de 0,5 a 2 milímetros y 

constituye la unidad estructural básica de la glándula, cada uno se compone de 

dos áreas que se pueden distinguir claramente en secciones histológicas: corteza 

y médula.  

La corteza aparece más oscura debido a su población de linfocitos, conocidos 

tradicionalmente como timocitos (Suster, 1992). Los timocitos están mezclados 

con algunas células epiteliales y mesenquimales. En cambio, la médula es más 

clara, debido al menor número de linfocitos y mayor cantidad de células epiteliales. 

Las porciones medulares son continuas de lóbulo a lóbulo, dando como resultado 

una configuración altamente ramificada del tallo. 

La corteza tímica está densamente poblada por linfocitos de varios tamaños. Los 

linfoblastos grandes o protimocitos, mitóticamente activos, representan 10-15% de 

las células linfoides del timo y se encuentran predominantemente en la porción 

subcapsular de la corteza externa (Müller-Hermelink et al., 1986; Suster, 1992). Un 

gradiente de linfocitos más pequeños, menos activos mitóticamente, se ven en la 

parte externa de la corteza profunda, en la unión córtico-medular y en el interior de 

la médula. El término timocito fue utilizado originalmente para denominar a todos 

los linfocitos del timo. La figura 1 muestra un esquema con algunos de los 

componentes del timo. 

Recientemente, el término timocito se ha restringido a los linfocitos T inmaduros 

en el timo. En la corteza, la intensa linfopoyesis, linfolisis, y la fagocitosis activa 

son indicativos de una extensa linfopoyesis ineficaz (probablemente 99 % de los 

timocitos mueren in situ). Esto da lugar a un aspecto de cielo estrellado en el timo 

activo (Suster, 1992) 

Las células epiteliales del timo forman el armazón del órgano y su función es 

esencial para la maduración de los linfocitos T. Han sido divididas 

tradicionalmente, en base a su localización, en corticales y medulares. Sus 
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características citológicas son bastante distintivas para ser reconocidas con el 

microscopio de luz. 

 

 

Figura 1. Esquema de los diferentes componentes del timo (tomado de 

Kindt, 2007)  

 

Efecto de la desnutrición en el timo 

Dentro de las afectaciones más graves de la desnutrición con respecto a la 

inmunidad, se observa el daño al timo, que es altamente sensible a la condición 

nutricional y por ello se ha catalogado por varios autores como el “barómetro de la 

desnutrición” (Prentice, 1999). Al estudiar los timos post mortem de niños 

desnutridos, se ha demostrado que la desnutrición se asocia con la atrofia del 

timo, así como con la disminución de linfocitos timo-dependientes en los ganglios 

linfáticos y el bazo (Purtilo y Connor, 1975). 

En el timo existe una gran tasa de muerte celular por apoptosis, de manera 

natural, debido a los procesos de selección para la maduración de linfocitos. A 

continuación se describirá brevemente este proceso. 
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Apoptosis. 

La Apoptosis es un término que indica la muerte celular programada o "suicidio 

celular". Proviene de la raíz griega apo: “fuera de” o ”separación” y ptosis: “caída” 

y representa una serie de eventos moleculares y bioquímicos organizados por un 

programa genético (Aimee y Thompson, 2004). 

La apoptosis se caracteriza por: activación de caspasas, reducción del volumen 

celular, fragmentación nuclear, exposición de fosfatidilserina en la cara externa de 

la membrana plasmática y formación de cuerpos apoptóticos (Saikumar, 1999). La 

inducción de la apoptosis depende de factores como variaciones de la 

concentración de factores de crecimiento, estímulos para la permanencia en el 

tejido o bien estímulos apoptóticos directos que activan a ligandos en la 

membrana celular, también por factores internos, en los que la célula expresa su 

programa de muerte celular como consecuencia de un daño celular (Skulachev, 

2006). 

La apoptosis es un fenómeno biológico fundamental, permanente, controlado e 

interactivo. Existen mecanismos pro- y anti-apoptóticos, regulados genéticamente 

y que consumen energía.  

El científico alemán Karl vog fue el primero en describir el principio de la apoptosis 

en 1842, mientras que en 1885 el anatomista Walther Flemming dio una 

descripción más precisa del proceso; sin embargo no fue sino hasta 1965 que se 

comenzó a describir y a hablar más sobre el tema (Kerr, 1965).  

En 1972 Kerr y Foxton. estudiando orgánulos en células neoplásicas, detectaron 

que muchas células desaparecían de los cultivos (Velasco, 2005). Esto llevó al 

estudio de imágenes cinemáticas que mostraron, mediante microscopía 

electrónica, las alteraciones que sufre la célula en un proceso que es de corta 

duración (menos de una hora en algunos tipos celulares) (Oliveri, 2000). 

Utilizando microscopía electrónica, se han identificado los cambios morfológicos 

que ocurren durante la apoptosis (Hacker, 2000). Durante el proceso temprano de 

la apoptosis, la retracción de las células y la picnosis son visibles por microscopia 
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de luz (Kerr et al., 1972). Con la crenación, las células son menores en tamaño, el 

citoplasma es denso y los organelos están empaquetados más densamente. La 

picnosis es el resultado de la condensación de la cromatina y es una de las 

características más importante de la apoptosis. En un análisis histológico con 

tinción de hematoxilina y eosina, la apoptosis involucra células separadas o 

pequeños conjuntos de células. La célula apoptótica aparece como una masa 

redonda u oval con un citoplasma oscuro eosinofílico y fragmentos de cromatina 

nuclear purpuras (Elmore, 2007). 

Ocurre formación de vesículas de la membrana plasmática, seguido por cariorrexis 

(destrucción de la cromatina en células en proceso de muerte celular) y la 

separación de fragmentos de células en los cuerpos apoptóticos. Los cuerpos 

apoptóticos consisten de citoplasma con organelos adentro con o sin un fragmento 

nuclear. La integridad de los organelos aún se mantiene y todo esto está 

encerrado dentro de una membrana plasmática intacta. Estos cuerpos son 

posteriormente fagocitados por los macrófagos, células de parénquima y 

degradados en los fagolisosomas. Esencialmente no existe reacción inflamatoria 

asociada con el proceso de la apoptosis ni con la eliminación de células 

apoptóticas porque: (1) las células apoptóticas no liberan sus constituyentes 

celulares en el tejido circundante intersticial; (2) son rápidamente fagocitados por 

las células circundantes por lo que es probable la prevención de la necrosis 

secundaria, y (3) las células que engullen no producen citocinas anti-inflamatorias 

(Savill y Fadok, 2000; Kurosaka, et al. 2003). 

La apoptosis puede desencadenarse por dos vías, la extrínseca y la intrínseca, 

que se describirá en el apartado siguiente. 

Vía extrínseca 

La vía extrínseca o de los "receptores de muerte", establece conexiones con el 

espacio extracelular, por medio de receptores como FAS (también conocido como 

CD95), recibiendo señales proapoptóticas desde el exterior y de las células 

vecinas. Se han identificado dos familias de receptores con estas características: 
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la proteína FAS y el factor de necrosis tumoral (TNF), que juntos forman el 

dominio de muerte (DD, death domain en inglés) (Skulachev, 2006). 

La proteína transmembranal FAS, en su porción intracelular, se enlaza con un 

factor intermedio denominado FADD (factor associated death domain en inglés), 

que activa a las caspasas 8 y 10. Si el dominio intracelular de la molécula se 

asocia con el factor DaXX (proteína asociada al dominio de muerte, en ingles), se 

activa la proteín- kariorrhexiscinasa que conducen al efecto contrario, es decir, 

estimulan el ciclo celular y la mitosis. Esta vía FAS permanece inactiva hasta que 

se produce, en su parte externa, el enlace con un ligando FAS, esta proteína actúa 

como detonador que enciende una vía en donde sólo las caspasas se encuentran 

activas y el resto de la cadena está preparada para continuar. Esta característica 

permite actuar con gran rapidez sin necesidad de sintetizar otros factores (Aimee y 

Thompson, 2004). 

Algo similar sucede con el receptor de membrana TNF. Su porción intracelular 

conecta con proteínas como Tradd (TNF receptor associated death domain) y 

Raidd (receptor associated interleukine death domain) que activan caspasas 

"iniciadoras" de la apoptosis. Pero si se asocian a otro complejo llamado Traf (TNF 

receptor associated factor, por sus siglas en inglés) activan proteín-cinasas y 

estimulan la proliferación celular (Skulachev, 2006). 

En la figura 2 podemos observar una esquematización de este proceso. 
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Figura. 2. Esquematización de algunas de los factores 
involucrados en la vía extrínseca de la apoptosis. Se observa la 

cascada de eventos desde el receptor CD95, que a su vez activa a DD y 
este activa a FADD para desencadenar (entre otras proteínas) la 
cascada de activación de las caspasas (Tomado de Díaz, 2006). 

 

Vía intrínseca o mitocondrial 

Otra vía de inducción de apoptosis es la vía llamada mitocondrial. Las proteínas 

de la familia de Bcl-2 regulan la apoptosis ejerciendo su acción sobre la 

mitocondria. La activación de proteínas pro-apoptóticas de la familia de Bcl-2 

produce un poro en la membrana externa de las mitocondrias que permite la 

liberación de numerosas proteínas del espacio intermembranal; entre ellas, el 

Citocromo C (Cit-C). Las proteínas de la familia de Bcl-2 se agrupan en tres 

subfamilias: la de las proteínas antiapoptóticas (Bcl-2, Bcl-Xl, Mcl-1 y otras); la de 

proteínas proapoptóticas de tipo "multidominio" (Bax y Bak) y las proapoptóticas, 

de tipo "BH3-only" (Bid, Bim, Bad y otras). Las proteínas tipo multidominio pueden 

producir poros por si solas en liposomas, lo que indica que probablemente son 
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suficientes para formar el poro mitocondrial que permite la liberación del Citocromo 

C. Las proteínas tipo BH3-only activan a las proteínas de la familia Bcl-2, y las 

antiapoptóticas inhiben la formación del poro. Estas proteínas son los reguladores 

más importantes del proceso de apoptosis (Desagher y Martinou, 2000). 

El citocromo C, una vez en el citosol, activa un complejo proteínico llamado 

"apoptosoma", que activa directamente a la caspasa-9, ésta activa a las caspasas 

efectoras como la caspasa-3, lo que desencadena las últimas fases de la 

apoptosis (Bossy y Green, 1999). 

Además de la salida de Citocromo C de la mitocondria, la proteína SMAC/DIABLO, 

neutraliza a los inhibidores de caspasas (IAPS) (Colin et al., 2001). Así, se tiene 

una vía en la que la caspasa efectora está libre para actuar. 

La vía mitocondrial puede conectarse también con la vía de receptores de muerte, 

ya que una vez activada la caspasa-8 por dichos receptores, esta caspasa activa a 

la proteína Bid, lo que provoca la apertura del poro mitocondrial y la activación de 

la caspasa-9 (Green, 2005). En la figura 3 se pueden observar, de manera 

esquemática, algunos de los factores que participan en esta vía. 
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Figura 3. Esquematización de algunos de los factores que participan 
en la vía intrínseca de la apoptosis. Se comienza con la recepción del 

daño que activa al gen p53, posteriormente se moviliza a la proteína Bax 
desde el citoplasma hacia la membrana mitocondrial externa y se crea un 
poro por el cual el Cit-C será liberado al citoplasma y al unirse a la caspasa 
9 construirán el apoptosoma e iniciarán la cascada de caspasas ejecutoras 
del proceso apoptótico. (Tomado de Díaz, 2006). 

 

Dentro de los diferentes componentes que existen en la vía mitocondrial de la 

apoptosis están las proteínas Citocromo C, Bax y Bcl2 que a continuación se 

describen brevemente. 

Citocromo C 

La proteína Citocromo C se sintetiza en el citoplasma como apocitocromo C y 

luego es traslocada a la membrana externa de la mitocondria. Durante o después 



11 
 

de su importación al espacio intermembranal de la mitocondria, un grupo hemo es 

colocado al apocitocromo por enlaces tioéster a dos residuos de cisteína en la 

proteína, dando origen al Cit-C (van Gurp et al., 2003). Esta molécula tiene un 

importante papel en la fosforilación oxidativa de los electrones, como transportador 

de electrones entre el complejo III (Citocromo C reductasa), y el complejo IV 

(Citocromo C oxidasa) de la cadena de electrones . Por mucho tiempo esa fue la 

única función conocida de la proteína, pero en los años 90’s se describieron éstas 

nuevas funciones (Shi, 2001). 

En mamíferos, el Citocromo C activa el ensamblaje del apoptosoma, que es un 

complejo formado por Cit-C, Apaf-1 (Apoptosis protease-activating factor-1) y 

dATP (desoxiadenosina trifosfato). Cit- C se une a  Apaf-1 en presencia de ATP o 

dATP, convirtiendo a Apaf-1, de una forma monomérica cerrada, a una forma 

heptamérica abierta para que la procaspasa 9 se una. La procaspasa 9 se une a  

Apaf-1 en una secuencia de aminoácidos llamada dominio de reclutamiento de 

caspasa (CARD por sus siglas en ingles), lo cual provoca el cambio de la 

procaspasa 9 a caspasa 9 activa. La importancia de Cit-C, en la ejecución de la 

muerte celular en mamíferos ha sido confirmada por estudios genéticos en donde 

los genes correspondientes al Cit-C fueron dañados; los animales con esta 

característica mostraron sobre desarrollo de estructuras neuronales debido a la 

ausencia del proceso de apoptosis durante el desarrollo embrionario, resultando 

en muerte prenatal o perinatal (van Gurp et al., 2003). 

Bax 

El regulador de apoptosis Bax (que es también conocido como proteína parecida a 

bcl-2 4), es miembro de la familia de proteínas Bcl-2. Bax es un promotor de la 

apoptosis al unirse y antagonizar con la proteína Bcl-2 (Sedlak et al., 1995). 

El gen que codifica para la proteína Bax fue el primero que se identificó como un 

miembro pro-apoptótico de la familia de proteínas Bcl-2 (Sedlak et al., 1995), los 

miembros de esta familia comparten uno o más de los 4 dominios característicos 

de esta familia y pueden formar hetero- u homodímeros. 
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En las células de mamíferos sanos, la mayor parte de Bax se encuentra en el 

citosol, pero con el inicio de la señalización de la apoptosis, Bax sufre un cambio 

conformacional, conforme avanza el proceso de apoptosis, Bax se convierte en 

una proteína asociada a la membrana mitocondrial (Gross et al., 1998). 

Se cree que Bax interactúa con los canales voltaje-dependientes de la 

mitocondria, además de inducir su apertura (Shi, 2003). Existe evidencia de que 

Bax, y/o Bak en su forma activada, forman un poro oligomérico (llamado MAC) en 

la membrana externa de la mitocondria con la consecuente liberación del Cit-C 

(Buytaert et al., 2006). Este proceso también es conocido como permeabilización 

de la membrana externa mitocondrial, que lleva a la activación de las caspasas. 

Esto define el papel directo de Bax en la permeabilización de la membrana externa 

de la mitocondria, que es común a las proteínas de la familia Bcl-2 que contienen 

los dominios BH1, BH2 y BH3 (Weng et al., 2005). 

Bcl-2 

El nombre de esta proteína es el acrónimo de linfoma 2 de célula B. Fue 

descubierto en las células B de pacientes con linfoma no Hodgking, en donde las 

traslocaciones en los cromosomas 14 y 18 activan este gen (Reed, 1994). 

La proteína Bcl-2 reside en la cara citoplasmática de la membrana externa de la 

mitocondria, en el retículo endoplasmico y en la envoltura nuclear; además puede 

registrar el daño a estos organelos y afectar su comportamiento, al parecer al 

modificar el flujo de pequeñas moléculas o proteínas. Aun cuando el dominio 

terminal COOH hidrofóbico, es un anclaje a la membrana importante, su deleción 

no impide la función de sobrevivencia del Bcl-2. Se supone que Bcl-2 y sus 

familiares se anclan en proteínas específicas en los diferentes organelos.  

Las proteínas pro-sobrevivencia también mantienen la integridad de los organelos. 

Bcl-2, directa o indirectamente, previene la liberación de Citocromo-C de la 

mitocondria lo cual, junto con ATP, puede facilitar el cambio estructural en Apaf-1 

que permite el reclutamiento de la caspasa 9 y su procesamiento. Impedir la 

liberación del Citocromo-C parece no ser la única función de Bcl-2, porque Bcl-2 

puede proteger a las células mucho después de que el Citocromo-C fue liberado. 
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Sin embargo, si el daño a los organelos es una señal apoptótica o no, aún se 

encuentra en duda (Adams y Cory., 1998), aunque se piensa que, en primera 

instancia, puede llevar a autofagia (Mathew y White., 2011). 
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Antecedentes 

Los efectos de la desnutrición en el sistema inmunológico se han estudiado en 

modelos experimentales, los análisis con animales de laboratorio proporcionan 

ventajas como son: el control de factores extra nutricionales (infecciones y 

medicamentos), que podrían enmascarar los efectos causados por la misma 

desnutrición. Aunque es claro que los resultados obtenidos con animales no son 

extrapolables a lo que sucede en los humanos, se reconoce que aportan 

información básica sobre los efectos de la desnutrición (Ortiz, et al. 1999).Las 

formas de estudio que se han utilizado a lo largo de los años incluyen aquellas que 

hacen uso de ratas. Este modelo permite fijar la variable nutricional y determinar 

cuáles son los procesos intratímicos que provocan la depresión de la inmunidad 

celular (Pallaro, 1997; Feliu y Slobodianik, 2002). Así, el modelo experimental en 

rata posibilita la generación de hipótesis que podrán ser referidas en el humano 

(Jambon et al., 1988). 

Para lograr este objetivo de generar hipótesis aplicables en humanos se utiliza una 

técnica para generar desnutrición en los animales, conocida como desnutrición por 

competencia de alimento durante la lactancia, que permite estudiar los efectos de 

la desnutrición en el sistema inmunológico. Este método consiste en colocar 

mayor número de crías por nodriza, que durante el periodo de lactancia recibirán 

la misma calidad de leche, pero en menor cantidad que las crías del grupo testigo 

o crías bien nutridas. Este modelo toma gran importancia, ya que se muestran 

diversos síntomas que son similares a las características clínicas de niños con 

desnutrición de tercer grado (Ortiz et al., 1999).  

Como se mencionó anteriormente, la desnutrición afecta a los mecanismos de 

defensa específica e innata del organismo (Dai et al., 1998) con lo cual se 

aumenta la susceptibilidad a contraer infecciones, tanto bacterianas como virales, 

provocando, incluso, la muerte (Redmond et al., 1991) . 

Algunos de los efectos de la desnutrición en la inmunidad innata son: se afecta la 

producción de células mieloides y su liberación de la médula ósea; se reduce la 

movilización de células inflamatorias hasta el sitio de lesión; se alteran los 
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procesos de fagocitosis, movilidad y quimiotaxis de neutrófilos; hay una 

disminución en la producción de citocinas (Simpson y Hoffman, 1993; Borrelli, 

1995; Dai et al., 1998), hay una alteración en la secreción de IgA y existe una 

disminución en la afinidad de anticuerpo. Ante necesidades inmediatas del 

organismo, los linfocitos se expanden de forma rápida (Janeway et al., 2000).  

Así, en estudios realizados en ratas desnutridas experimentalmente durante la 

lactancia, se ha mostrado una disminución en el número de linfocitos T en sangre 

periférica, esta etapa de desarrollo se podría extrapolar a la infancia temprana en 

niños (Ortiz et al., 1999). 

También otro estudio con ratas (Ortiz et al., 2001) se demostró que en las ratas 

desnutridas la apoptosis espontánea es mayor a la que se presenta en ratas bien 

nutridas. Los autores proponen que puede ser debido a cambios en el 

microambiente del timo. Además, se encontró en otro trabajo (en ratas tratadas 

con dexametasona) que las células CD4+/CD8+ y  CD4-/CD8-, presentaron mayor 

frecuencia de apoptosis que las otras dos poblaciones celulares (CD4+/CD8- y  

CD4-/CD8+, al ser comparadas con timocitos de ratas bien nutridas (Ortiz, et al.  

2008). 

Mientras, que en niños nacidos con bajo peso se ha observado que el porcentaje 

de linfocitos en apoptosis es de 5 a 12 veces mayor que en linfocitos de niños 

nacidos con peso normal (Barg, 2004). La desnutrición inducida por deficiencia de 

proteínas, minerales o vitaminas, afecta los componentes linfoide y epitelial del 

timo, esto se refleja como cambios en el microambiente del timo, y posteriormente 

en una atrofia de este órgano debida a una disminución de los timocitos inducida 

por apoptosis, afectando particularmente a los linfocitos inmaduros (Prentice, 

1999). En necropsias de niños desnutridos se determinó la disminución de 

timocitos por medio de estudios histológicos ultra estructurales e inmuno-

histoquímicos en los que se observó un incremento consistente en la red 

intraocular conteniendo matriz extracelular, lo cual fue detectado por la densa 

tinción de reticulina. Esta densa red en la matriz extracelular contenía fibronectina, 

laminina y colágena tipo IV. El aumento de matriz extracelular tímica en individuos 
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desnutridos correlacionó positivamente con el grado de disminución de timocitos 

(Lyra et al., 1993).  

En estudios con pacientes desnutridos se ha demostrado que existe una 

disminución en el número absoluto y relativo de linfocitos T maduros circulantes 

(Shenkin et al., 1996) y una disminución más marcada en la población de linfocitos 

T CD4+, también hay una pérdida de las funciones efectora y reguladora de 

linfocitos T, disminuye la resistencia contra enfermedades infecciosas 

presentándose una pérdida de reacciones de hipersensibilidad retardada y una 

reducción de la proliferación inducida por mitógenos y antígenos, aunque este 

trabajo aporta información al tema, los resultados son controversiales (Dai et al., 

1998). El deterioro en el sistema inmunológico podría no sólo deberse a la 

disminución en el número de linfocitos específicamente de los T CD4+ (Dai et al., 

1998), sino también o principalmente a la fisiología alterada de éstos (González et 

al., 1997).  

Por otro lado, López (2012) demostró que la desnutrición afecta negativamente el 

desarrollo del timo y favorece al incremento de apoptosis temprana y tardía en los 

timocitos, reiteró que los sub tipos CD4-/CD8- y CD8+ son las subpoblaciones más 

afectadas. También observó incremento en la proporción de timocitos positivos a 

caspasas 8 y 9, determinó que la caspasa-9 fue mayor en los CD4-/CD8-, CD4+ 

CD8+ y CD8+(López, 2012). 
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Justificación: 

Los modelos de desnutrición durante la lactancia producen estrés sobre los 

organismos, especialmente en el sistema inmunológico. Una de las respuestas ya 

reportadas a este estrés es el incremento de la apoptosis. Resulta importante 

conocer, con mayor precisión, cuál es la vía de inicio de la apoptosis preferente en 

este caso, para de esa manera poder encontrar a futuro una forma de 

contrarrestar las afectaciones que puedan causar o incluso tratar de evitar su 

aparición, esto a través de la medición de diferentes proteínas asociadas al 

proceso de apoptosis, como el Cit-C, Bax y Bcl2 en una misma muestra. 
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Pregunta de investigación: 

¿Cuál es el efecto de la desnutrición sobre las proteínas relacionadas a la  

apoptosis (Cit-C, Bax y Bcl2) de las subpoblaciones celulares CD4+ y CD8+ del 

timo? 

Hipótesis: 

La falta de nutrientes en las ratas lactantes alterará el microambiente del timo, lo 

cual provocará aumento en la frecuencia de apoptosis, que estará relacionada con 

el aumento en la expresión de las proteínas Cit-C y Bax y disminuyendo la 

presencia de Bcl2, en las células del timo de las ratas desnutridas; por lo tanto se 

presentara la apoptosis preferentemente por vía intrínseca. 

 

Objetivos: 

General: 

 Analizar la frecuencia de apoptosis y la expresión de algunas moléculas 

participantes de este proceso en células de timo de ratas desnutridas. 

Particulares: 

• Comparar la proporción de células en apoptosis de timo de ratas bien 

nutridas contra ratas desnutridas. 

• Evaluar la apoptosis en subpoblaciones celulares del timo (CD4+/CD8+, 

CD4+, CD8+ y CD4-/CD8-) de ratas desnutridas. 

• Determinar la presencia de Citocromo C, Bax y Bcl-2 en los timocitos de 

ratas desnutridas. 

•  

  



19 
 

Material y Método 

Desnutrición experimental en ratas. 

En este estudio se utilizaron crías de ratas de la cepa Wistar de 21 días de edad, 

criadas en el Bioterio de la Universidad Autónoma Metropolitana Iztapalapa, con 

ciclos 12/12 horas de luz/oscuridad, temperatura entre 22-25 °C y humedad 

relativa de un 60 %. 

Se estudiaron dos grupos de ratas: bien nutridas (BN) y desnutridas (DN). La 

desnutrición se indujo experimentalmente por competencia de alimento durante el 

periodo de lactancia, que comprende los primeros 21 días de vida. Los grupos se 

formaron con crías de un día de edad: las camadas de las ratas BN fueron 

formadas con 7 crías por nodriza, y las camadas de ratas DN con 16 crías por 

nodriza. Se realizó el seguimiento del peso de las ratas durante el periodo de 

lactancia. Transcurridos los 21 días de lactancia, se procedió a calcular el grado 

de desnutrición. Para lo cual se determinó el déficit de peso de las crías DN en 

relación al peso alcanzado por las del grupo de ratas BN. Se seleccionaron los 

individuos que presentaron desnutrición grave o de grado tres , es decir con un 

´déficit de peso del 40% o mayor.. 

 

Obtención de timocitos 

Al cabo de los 21 días de edad, las ratas fueron pesadas y sacrificadas por 

dislocación cervical. Se sacrificó a una rata por grupo en cada ensayo. Se extrajo 

el timo de cada rata, se eliminó el tejido conjuntivo y se mantuvo en solución 

amortiguadora de fosfatos (PBS en inglés). Cada timo fue disgregado con 3 mL de 

PBS, utilizando una malla de plástico y un pistilo de vidrio. De la suspensión 

celular obtenida se tomaron 10 μL que se mezclaron con 990 μL de ácido acético 

al 2% durante 10 minutos, para realizar la cuenta celular al microscopio  se utilizó 

una cámara de Neubauer. 

La obtención de la cuenta celular por órgano se obtuvo al realizar el cálculo 

siguiente:(η) (1x104) (100) (3) = número de células por timo. Dónde: η = Media 
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celular en los cuadrantes de la cámara Neubauer. 1x104 = Factor constante. 100 = 

Factor de dilución de la muestra para su conteo. 3 = Volumen total en mL, en que 

se disgregó el órgano. 

Determinación de apoptosis por citometría de flujo 

Se prepararon muestras marcadas como BN y DN y se realizó el siguiente 

procedimiento: 

1. De la suspensión celular obtenida (timocitos) se colocaron alícuotas de  

100µl en tubos falcon de acuerdo  al cuadro 1 

2. Se realizó un lavado con 1ml de PBS a 200g por 5 minutos. 

3. Se adicionaron los anticuerpos de  superficie CD4+(FIT-C) o CD8+(PE) por 

30 minutos a temperatura ambiente y se protegió de la luz. 

4. Se realizó otro lavado a 200 X g por 5 minutos, y posteriormente se 

resuspendió en 200 µl de buffer de unión diluido (1:4 V/V). 

5. En el tubo para la medición de Anexina V se agregaron 5 µl de Anexina V y 

se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. 

6. Se realizó un lavado en 200 µl de buffer de unión a 200 X g por 5 minutos. 

7. Se resuspendió en 190 µl de buffer de unión. 

8. Se realizaron las mediciones en el citómetro de flujo de modelo  

FACScalibur (Becton Dickinson). Todas las muestras se analizaron 

utilizando el software CELL Quest., analizando 10,000 células por tubo. 
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Tubos 

1. Auto fluorescencia 

2. Anexina 

3. IP 

4. CD4+ + Anexina 

5. CD8+ + Anexina 

6. Anexina + IP 

Cuadro 1. Tubos utilizados para los experimentos de apoptosis y necrosis. Cada uno de 
los tubos citados se utilizo para cada rata de ambos grupos (BN y DN) 

 

Detección de Bcl-2, Cit-C y Bax. 

Las muestras se dividieron en dos grupos: BN y DN y se realizó el siguiente 

procedimiento: 

Marcaje de antígenos de superficie. 

1. Se colocaron 100 µl de suspensión celular en tubos para citómetro de flujo. 

2. Se colocaron 2 µl de anticuerpos CD4+ y CD8+ en cada uno de los tubos, se 

incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Al 

control se le agregaron 2 µl de IgG1k-FITC. 

3. Transcurrido el tiempo se realizó un lavado con 2ml de PBS-BASA al 0.5% 

a 300 X g por 3 minutos. Se repitió este paso dos veces. 

Detección intracelular de proteínas 

1. Se adiciono 0.5ml de solución permeabilizadora, agitando suavemente con 

el vórtex y se incubó por 10 minutos a temperatura ambiente. 

2. Se realizó un lavado con 2ml de PBS-BSA al 0.5% a 500 X g por 5 minutos. 
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3. Se agregaron 10 µl de Cit-C, Bcl-2 o Bax (dependiendo del tubo) y se 

dejaron incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente en la 

oscuridad. 

4. Nuevamente se procedió a lavar con 200µl de PBS-BASA a 500 X g por 5 

minutos. 

5. Se resuspendieron las muestras con 100 µl de paraformaldehido al 1% para 

fijar las células. 

6. Se realizaron las mediciones en el citómetro de flujo, analizando 10,000 

células por muestra. 

Para las mediciones en el citómetro se verificó el funcionamiento del equipo y se 

realizó una calibración, posteriormente se adquirieron 10,000 células de cada una 

de las muestras utilizando un citómetro de flujo modelo FACScalibur (Becton 

Dickinson). Todas las muestras se analizaron utilizando el software CELL Quest. 

 

Análisis Estadístico 

Al obtener los resultados de las pruebas se realizo una prueba de normalidad de 

Kolmogorov, resultando negativa. Ante este resultado se decidió usar una prueba 

de U de Mann-Whitney y se utilizo el Error Estándar (EE) por la cantidad de 

muestras que se generaron, en el caso de las mediciones de citometría de flujo. 

Se consideraron diferencias significativas de p<0.05. 
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Resultados 

Grupos de estudio 

Para el estudio se utilizaron 5 ratas que no presentaron déficit de peso, de estas 

fueron 4 machos y 1 hembra con un promedio de peso corporal de 57.6 g; este 

grupo fue el grupo comparativo, llamado BN. El grupo de ratas desnutridas (DN) 

se integró con 5 ratas, su promedio de peso fue de 31.18 g y con un déficit de 

peso promedio de 59.69%. Fueron 2 machos y 3 hembras con desnutrición grave 

(déficit de peso mayor al 40%) (Cuadro 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 2. Pesos de las ratas BN y DN empleadas en el presente estudio. 

 

El peso de los timos de las ratas anteriormente mencionadas tuvieron un promedio 

de 186.03 mg en las ratas del grupo BN y de 79.26 mg en el grupo de las DN. 

 

  

 BN DN Déficit de peso  

 Peso (g) (%) 

 60.6 13.1 47.50 

65.4 43.9 67.12 

58.03 32.2 55.48 

51.6 36.0 69.76 

52.4 30.7 58.58 

Promedio 57.60 31.18 59.69 
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Evaluación de la apoptosis 

Selección de las regiones de análisis 

A continuación se muestra en la figura del procedimiento para la selección de las 

poblaciones en las gráficas de puntos (dot plot) que se generaron. 

Para elegir la zona de la población utilizada, se localizo el área de mayor cantidad 

de células y que estas se encontraran en una zona donde se deberían encontrar 

los linfocitos en el dot plot de acuerdo a su tamaño y complejidad. 

 

 

Figura. 4. Selección de la población que se utilizo para el estudio en el dot plot generado 
durante la adquisición de las muestras. R1= región 1 que fue la utilizada para el trabajo. 

En las figuras 5 a 8 se aprecia, en forma esquemática, la forma en la que se 

interpretaron las gráficas de punto (dot plot). 
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Figura 5. Selección de los cuadrantes en el dot plot para las mediciones de Anexina V y IP, 
en los cuales se midieron células vivas, en apoptosis temprana, tardía y en necrosis. 

 

 

Figura 6. Selección de los cuadrantes en el dot plot en las mediciones de Anexina V y 
CD4
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Figura 7. Selección de los cuadrantes en el dot plot en las mediciones de Anexina V y 
CD8+. 

. 

 

 

Figura 8. Selección de los cuadrantes en el dot plot en las mediciones de los diferentes 
tipos celulares. 

 

Se identificaron cuatro tipos de células: CD4+/CD8+ (dobles positivas, para las dos 

fluorescencias); CD4-/CD8- (dobles negativas, para las dos fluorescencias); CD4+/ 

CD8- (simples positivas, sólo para la fluorescencia de CD4+); y CD8+/CD4- 

(simples positivas, sólo para la fluorescencia de CD8+). 
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Detección de Anexina V 

La evaluación de apoptosis realizada a través de la detección de Anexina V, 

mostró un 0.27 ± 0.03% de células en apoptosis tardía en las ratas BN y para 

apoptosis temprana se observó un promedio de 10.91 ± 3.46%. También en las 

ratas BN se observó 1.86 ± 0.46% de células en necrosis y por último, se detectó 

un promedio de 86.94 ± 3.48% de células vivas.  

En el grupo DN se observó en apoptosis tardía 0.41 ± 0.03% de células y para 

apoptosis temprana un promedio de 25.88 ± 3.46%. Mientras, que para el 

promedio de necrosis se presentó un promedio de 3.96 ± 0.46% y por último para 

células vivas hubo un promedio de 69.74 ± 3.48%.  

Al comparar los resultados entre los grupos podemos observar que los porcentajes 

de necrosis y de apoptosis fueron mayores en el grupo de las DN al ser 

comparadas con las BN; cabe mencionar que todas las mediciones fueron 

estadísticamente significativas con p ≤ 0.05. 

 

Grupo Vivas Apoptosis 
temprana 

Apoptosis 
tardía 

Necrosis 

BN 86.94 10.91 0.2775 1.86 

DN 69.74 25.88 0.4175 3.96 

Cuadro 3. Porcentajes promedio de células en necrosis (positivas a yoduro de propidio), 
en apoptosis tardía y temprana (positivas a Anexina V) y células vivas, en timocitos de 

ratas bien nutridas y desnutridas. Los resultados representan el promedio de 5 ratas por 
grupo. 
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Figura 9. Promedio de timocitos en necrosis (IP), en apoptosis tardía y 
temprana (Anexina V) y células vivas, en timocitos de ratas bien nutridas (BN) y 
desnutridas (DN). * p ≤ 0.05 entre grupo DN y BN. Los valores representan el 

promedio de 5 ratas por grupo de animales. 

 

 

  

Figura 10. Promedio de células de timo de ratas bien nutridas (BN) y desnutridas (DN) 
positivas a los marcadores de superficie CD4

+
 +Anexina (p=0-009) y CD8

+
 + Anexina V 

(p=0.009). Las barras representan el promedio de 5 ratas por grupo de animales.* p≤ 0.05 
entre grupo DN y BN.  
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Cuando se observaron los datos específicos de las subpoblaciones CD4+ y CD8+ 

Anexina V+, se observó un promedio en células de ratas BN de 12.33 ± 0.20% y 

5.77 ± 0.28%, respectivamente. De la misma manera para el grupo DN se 

presentaron los valores de 13.23 ± 0.20% y 4.48 ± 0.28%, respectivamente. Como 

en el caso anterior, ambas poblaciones presentaron un aumento en el promedio 

de células positivas a Anexina V,  al comparar el grupo de DN contra el grupo BN, 

también se encontró una diferencia estadísticamente significativa con una p≤0.05. 

En el cuadro 3 se encuentran los promedios de ambos grupos y en las figuras 9 y 

10 muestran las desviaciones estándar de cada caso. 

Proteínas intracelulares relacionadas a la apoptosis 

Proteína Bcl-2 

 

    Bcl-2 +     

Grupos CD4-/CD8- EE CD8+ EE CD4+ EE CD4+/CD8+ EE 

BN 6.20 0.82 8.85 2.97 18.24 2.38 37.44 0.54 

DN 2.47* 0.54 0.86* 0.47 1.36* 0.15 2.31* 0.58 

Cuadro 4. Porcentajes de células de timo de rata positivas a Bcl-2 de acuerdo a las 
subpoblaciones celulares. CD4

-
/CD8

-
- (p=0.009), CD8

-
+ (p=0.009), CD4

+
 (p=0.009) y 

CD4
+
/CD8

+
 (p=0.009) de ratas bien nutridas y desnutridas. *=presentaron diferencias 

estadísticamente significativas al comparar el grupo DN vs el BN; se utilizo la prueba 
estadística de U de Mann-Whitney. Se presentan los promedios de 5 ratas por grupo. 

 

Los resultados obtenidos en la determinación de células positivas a la proteína 

Bcl-2 en timocitos de las ratas bien nutridas se encontró para la subpoblación 

celular CD4-/CD8- un promedio de 6.20 ± 0.82%. Mientras, que en el grupo de 

ratas DN, el promedio fue de 2.47 ± 0.54%. Hubo diferencia significativa p = 0.009 

entre los valores promedio. 
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Para la subpoblación celular CD8+ el promedio fue de 8.86 ± 0.86% y 2.97 ± 

0.47% para los grupos BN y DN, respectivamente. Se encontró diferencia 

significativa entre los valores promedio. 

Mientras, que para la subpoblación celular CD4+ el promedio  para el grupo BN fue 

de 18.24 ± 2.38% y para el grupo DN fue de 1.36 ± 0.15%. Los valores promedio 

mostraron diferencia estadística (p = 0.009). Por último, para la subpoblación 

celular CD4+/CD8+, el promedio en las ratas BN fue de 37.44 ± 0.54% y en las 

ratas DN, promedio fue de 2.31 ± 0.58%, Los valores promedio mostraron 

diferencias estadísticamente significativas (p = 0.009). El cuadro 4 muestra los 

resultados obtenidos en ambos grupos y la figura 11 presenta las gráficas 

comparativas entre las diferentes subpoblaciones celulares estudiadas 
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Figura 11. Porcentajes de células de timo de rata positivas a Bcl-2 de acuerdo a las 
subpoblaciones CD4

-
/CD8

-
 (p=0.009), CD8

+
 (p=0.009), CD4

+
 (p=0.009) y CD4

+
/CD8

+
 

(p=0.009) de ratas bien nutridas y desnutridas. *=presentaron diferencias estadísticamente 
significativas al comparar el grupo DN vs el BN; se utilizo la prueba estadística de U de 

Mann-Whitney. Se presentan los promedios de 5 ratas por grupo. 
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Citocromo C 

Citocromo C+ 

Grupos CD4-/CD8- EE CD8+ EE CD4+ EE CD4+/CD8+ EE 

BN 2.25 0.39 3.42 0.26 1.92 0.17 2.43 0.23 

DN 15.07 2.22 8.00 1.49 9.75 1.75 14.96 4.65 

Cuadro 5. Porcentajes de células de timo de rata positivas a Bcl-2 de acuerdo a las 
subpoblaciones celulares. CD4

-
/CD8

-
 (p=0.009), CD8

+
 (p=0.009), CD4

+
 (p=0.009) y 

CD4
+
/CD8

-
 (p=0.009) de ratas bien nutridas y desnutridas. *=presentaron diferencias 

estadísticamente significativas al comparar el grupo DN vs el BN; se utilizo la prueba 
estadística de U de Mann-Whitney. Se presentan los promedios de 5 ratas por grupo. 

 

Mientras que para el análisis de las células positivas a Citocromo C se obtuvieron 

los siguientes resultados. En las ratas bien nutridas se encontró un promedio de 

2.25 ± 0.39% para la subpoblación celular CD4-/CD8-, mientras que en las ratas 

desnutridas el valor promedio de éstas subpoblaciones celulares fue de 15.07 ± 

2.22%. La comparación estadística mostró que hubo diferencia significativa p < 

0.05. 

Por otro lado, en la subpoblación celular CD8+ de ratas BN se obtuvo un valor 

promedio de 3.42 ± 0.26%, y en el grupo de ratas DN el promedio fue de 8.00 ± 

1.49%.  

El análisis en la subpoblación celular CD4+ en las ratas BN, se obtuvo un valor 

promedio de 1.92 ± 0.17%, y en las ratas DN, el promedio fue de 9.75 ± 1.,75%. 

Siendo los valores promedio diferentes estadísticamente (p = 0.009). 

El promedio de células positivas a citocromo C en la subpoblación CD4+/CD8+ en 

el grupo de ratas BN fue de 2.43 ± 0.23%, y en el grupo de ratas DN, el promedio 

fue de 14.96 ± 4.65%. Los valores promedio mostraron diferencia estadística (p = 

0.009).  
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Estos resultados, también se muestran en el cuadro 5 y en la figura 12 se pueden 

apreciar las gráficas comparativas entre las diferentes subpoblaciones celulares 

estudiados. 

 

 

 

 

 

Figura 12. Porcentajes de células de timo de rata positivas a Bcl-2 de acuerdo a las 
subpoblaciones CD4

-
/CD8

-
 (p=0.009), CD8

+
 (p=0.009), CD4

+
 (p=0.009) y CD4

+
/CD8

+
 

(p=0.009) de ratas bien nutridas y desnutridas. *=presentaron diferencias estadísticamente 
significativas al comparar el grupo DN vs el BN; se utilizo la prueba estadística de U de 

Mann-Whitney. Se presentan los promedios de 5 ratas por grupo. 
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Bax 

Bax + 

Ratas CD4-/CD8- EE CD8+ EE CD4+ EE CD4+/CD8+ EE 

BN 3.62 1.21 2.326 0.31 5.074 1.05 3 0.77 

DN 58.72 11.7 9.758 1.02 25.76 4.49 17.62 1.95 

Cuadro 6. Porcentajes de células de timo de rata positivas a Bcl-2 de acuerdo a las 
subpoblaciones celulares. CD4

-
/CD8

-
- (p=0.009), CD8

+
 (p=0.008), CD4

+
 (p=0.009) y 

CD4
+
/CD8

+
 (p=0.009) de ratas bien nutridas y desnutridas. *=presentaron diferencias 

estadísticamente significativas al comparar el grupo DN vs el BN; se utilizo la prueba 
estadística de U de Mann-Whitney. Se presentan los promedios de 5 ratas por grupo. 

 

En la detección de células positivas la proteína pro-apoptótica Bax, se obtuvieron 

los siguientes resultados; para el grupo de las ratas bien nutridas se mostraron en 

la subpoblación celular CD4-/CD8- un valor promedio de 3.62 ± 1.21%, mientras 

que en las ratas DN, el valor promedio fue de 58.72 ± 11.67%. Los valores 

promedio mostraron diferencia significativa (p = 0.009). 

En el caso de la subpoblación celular CD8+ en ratas BN se obtuvo un valor de 2.32 

± 0.31% y para las células DN, el valor promedio fue de 9.75 ± 1.02%. Se encontró 

diferencia estadística entre los valores promedio ( p = 0.008).  

En el análisis en la subpoblación CD4+ en ratas BN se obtuvo un promedio de 5.07 

± 1.05%, y en el grupo de ratas DN se obtuvo un promedio de 25.76 ± 4.49%. Los 

valores promedios fueron diferentes significativamente (p=0.009).  

Finalmente, en la medición de la subpoblación CD4+/CD8+ se obtuvo para el grupo 

BN un valor promedio de 3.00 ± 0.77% y en el grupo DN 17.63 ±1 .95%. La 

comparación estadística mostró diferencia significativa (p = 0.009). 

Estos datos se pueden apreciar en el cuadro 6 y en la figura 13 se pueden 

observar las gráficas comparativas entre los diferentes tipos celulares estudiados. 
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Figura 13. Porcentajes de células de timo de rata positivas a Bcl-2 de acuerdo a las 
subpoblaciones CD4

-
/CD8

-
 (p=0.009), CD8

+
 (p=0.008), CD4

+
 (p=0.009) y CD4

+
/CD8

+
 

(p=0.009) de ratas bien nutridas y desnutridas. *=presentaron diferencias estadísticamente 
significativas al comparar el grupo DN vs el BN; se utilizo la prueba estadística de U de 

Mann-Whitney. Se presentan los promedios de 5 ratas por grupo. 
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Discusión 

En el cuadro 2, se muestra que el modelo de desnutrición experimental por 

competencia de alimento durante la lactancia indujo en las ratas un déficit en el 

peso corporal del 54.13 %, respecto al peso corporal de ratas bien nutridas de la 

misma edad cronológica. Confirmándose que el modelo experimental permite 

emular y/o duplicar diversos síntomas y signos clínicos semejantes a las descritas 

en niños con desnutrición de tercer grado (Ortiz, 1999).  

La desnutrición es una de las causas de deficiencias en el sistema inmunológico 

(Savino, 2002), esta condición nutrimental afecta a los componentes linfoide y 

epitelial del timo, lo cual se refleja como cambios en el microambiente y 

posteriormente en una atrofia de este órgano debida a una disminución en el 

número de timocitos. Además de la atrofia del timo, también se disminuye la 

producción de hormonas tímica. En este estudio, se corrobora que el timo es un 

barómetro de la desnutrición. La atrofia tímica y la linfopenia, son marcadores 

inmunológicos de la desnutrición (King, 2002).  

Un defecto en la diferenciación y maduración de los linfocitos puede verse 

reflejado en el número de estas células en sangre periférica, por lo que podría 

haber una alteración en el número de los linfocitos T y sus subpoblaciones.  

Se ha establecido que una disminución en la celularidad del timo, es inducida por 

apoptosis, afectando particularmente a los linfocitos inmaduros durante los 

procesos de selección positiva y/o negativa (Abbas y Litchman, 2007). 

En el presente estudio se determinó la frecuencia de apoptosis (temprana y tardía) 

y necrosis. Los resultados mostraron que el grupo de las ratas DN presentó un 

mayor porcentaje (el doble o superior) de células tanto en apoptosis temprana 

como en apoptosis tardía (donde hubo diferencia estadísticamente significativa 

entre grupos). Este mismo comportamiento, se observó en la necrosis, siendo 

significativamente diferente entre los grupos DN y BN.  

Y por último, en el grupo de ratas desnutridas se observa una disminución en un 

15% en células vivas, siendo significativa con el grupo de ratas bien nutridas. 
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En la figura 9, se muestra el análisis en las subpoblaciones CD4+, CD8+, mostró 

entre ellas una susceptibilidad distinta a la desnutrición. En el caso de las células 

CD4+/Anexina V+ en ratas desnutridas mostraron un aumento en 1%, y una 

disminución similar en la subpoblación CD8+/Anexina V+. 

Estos datos muestran un comportamiento similar a lo descrito por Cuervo-Escobar 

(2014), en el cual realizaron un análisis histológico y por citometría de flujo en timo 

y bazo de ratas desnutridas infectadas con Leishmania infantum. Ese estudio 

demostró una disminución en los timocitos CD4+ y CD8+; que si bien estos 

resultados son obtenidos en células que además se encuentran infectadas, son 

comparables a los datos del presente estudio ya que usualmente las condiciones 

de desnutrición e infección están íntimamente relacionadas y usualmente ambas 

condiciones se presentan juntas. 

Por otro lado, respecto al aumento en la frecuencia de apoptosis total, estos datos 

concuerdan con los hallazgos de Ortiz y colaboradores (2001), quienes analizaron 

por citometría de flujo la frecuencia de apoptosis en ratas desnutridas y/o tratadas 

con dexametasona, y encontraron que en las ratas desnutridas la apoptosis 

espontanea es mayor a la que se presenta en ratas bien nutridas. Los autores 

sugieren que esta diferencia se podría relacionar con cambios en el 

microambiente del timo.  

Del mismo modo, López (2012) observó que la desnutrición afecta negativamente 

el desarrollo del timo e incrementa la apoptosis temprana y tardía en los timocitos, 

siendo las subpoblaciones CD4-/CD8- y CD8+ las más susceptibles. Asimismo, se 

observó un incremento en la proporción de timocitos positivos a caspasas 8 y 9, 

siendo la caspasa 9 la que se encontró mayormente en las subpoblaciones CD4 -

/CD8-, CD4+/CD8+ y CD8+.  

No sólo la desnutrición provoca efectos deletéreos sobre las subpoblaciones en el 

timo, previamente Nodera y colaboradores (2001) indujeron en ratas una carencia 

en el zinc y evaluaron la frecuencia de apoptosis, encontrando que esta es mayor  

en las células de diferentes tejidos  al ser comparadas contra las ratas control. 



38 
 

Finalmente, El-Hodhod y colaboradores (2005) en niños desnutridos encontraron  

un incremento en la frecuencia de apoptosis en los linfocitos totales en sangre 

periférica al compararlo con las muestras de niños en buen estado nutricional, este 

estudio fue realizado con citometría de flujo, utilizando Anexina V e IP. Con lo cual 

se comprueba que la incidencia de apoptosis si es influenciada por la condición 

nutricional y que esta al ser carencia provoca un aumento en la frecuencia de 

muerte celular por apoptosis en las ratas desnutridas, haciendo que el sistema 

inmunológico no posea la respuesta adecuada para enfrentar a las infecciones y 

poniendo en riesgo la vida de los individuos que la padecen. 

Proteínas intracelulares 

Para determinar la posible vía por la cual se da la apoptosis, se examinaron tres 

moléculas: Citocromo C, Bax y Bcl-2. Tanto, el Citocromo-C como Bax son 

esenciales en los procesos de apoptosis de vía intrínseca.  

Bcl-2 

Bcl-2 es una proteína, que al expresarse puede evitar la progresión de la muerte 

celular por apoptosis (Rivadeneira, 2001). Por lo que, su medición puede ayudar a 

conocer el estado de protección de las células en las que se estudia y dar 

información sobre su estado.  

Se ha propuesto que la proteína Bcl-2 es importante en la respuesta inmunológica. 

En un estudio realizado por Hotchkiss y colaboradores (1999), encontraron en 

ratones transgénicos que una sobre-expresión de la proteína Bcl-2 protegía a las 

células de los efectos de la sepsis causada por la excesiva apoptosis en el timo. 

Los datos del presente estudio muestran, al evaluar las células positivas a Bcl-2, 

que las ratas desnutridas presentan una disminución significativa en su expresión 

(en un 87%) en las diferentes subpoblaciones de células del timo.  

El análisis en las diferentes subpoblaciones, muestra que las células CD4+/CD8+ 

(disminución en un 94%) y CD4+ (disminución en un 93%) fueron drásticamente 

afectadas por la desnutrición. Estos resultados parecen correlacionarse con la 

proporción de células en  apoptosis observado en tales subpoblaciones. Mientras, 



39 
 

que las células CD4+ aumenta el promedio. En las células CD8+ el promedio  de 

apoptosis disminuye, la diferencia en el promedio de células positivas a Bcl-2 fue 

de un 33%, siendo menor que el encontrado en las células CD4+/CD8+. 

Como se ha descrito, se puede notar que la tendencia de muerte celular aumenta 

en las células de las ratas desnutridas, probablemente al presentar un menor 

contenido de ésta proteína anti apoptótica, no se tendrá la misma protección que 

en las otras células de ratas bien nutridas. Esta disminución probablemente sea 

debida a los cambios en el microambiente, que incluyen un aumento en la 

densidad de la red de tejido epitelial y un aumento de la deposición de matriz 

extracelular del timo. Estos  cambios  podrían provocar alteraciones en  la 

dinámica de la célula, provocando que tal vez la síntesis de proteínas sea anormal 

o escasa, lo cual a corto plazo provocara una mayor cantidad de muerte celular. 

Aunque no existen al momento estudios sobre la síntesis de proteínas pro o anti 

apoptóticas, previamente en el estudio de Wykes (1996) se midió la síntesis de 

proteínas utilizando isotopos de hidrógeno. En ese estudio se utilizaron  cerdos de 

8 semanas a los cuales se les dio una dieta baja en proteínas para lograr un 

estado de desnutrición parecido al Kwashiorkor. Los autores reportaron que la 

síntesis de proteínas en los cerdos con desnutrición era menor en varios tipos 

celulares (entre ellos células de la piel, el intestino, musculo e hígado), lo cual 

podría ser extrapolado también a la producción ineficiente de las proteínas pro y 

anti apoptóticas en las células de las ratas DN, lo cual explicaría la falta de 

protección en las células, sobre todo en las doble negativas.  

Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Rivadeneira y colaboradores 

(2001), quienes observaron en ratas con desnutrición una disminución en la 

expresión de Bcl-2 en macrófagos peritoneales, esto en consecuencia provocó 

mayor frecuencia de apoptosis. 

La perdida de la cantidad de células CD4+ y CD8+, pueden traer como 

consecuencias que las funciones celulares de el timo se vean comprometidas no 

solo a nivel del órgano, sino a nivel de la defensa sistémica del organismo, lo cual 

implicaría una falla en la capacidad de defensa de el organismo y esta a  su vez 
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provocaría una mayor propensión a la enfermedad, que también provoca que los 

nutrientes no sean correctamente aprovechados, creando así un circulo vicioso de 

enfermedad y desnutrición. 

 

Citocromo C 

El citocromo C, además de ser parte de la cadena respiratoria mitocondrial 

participa en la muerte celular por apoptosis en la vía intrínseca, cuando es 

exportado desde el interior de la membrana interna mitocondrial hacia el 

citoplasma celular, y posteriormente, se une a la procaspasa 9 y a la proteína 

Apaf-1 para formar el apoptosoma y ejecutar la reacción de las caspasas y demás 

proteínas involucradas en la realización  de muerte la celular. Como el Cit-C es 

una de las proteínas implicadas en la apoptosis, su detección e identificación 

puede ser utilizada como un marcador de apoptosis (Ng et al., 2012). 

Los resultados del presente estudio muestran que en el grupo de ratas DN hubo 

un mayor porcentaje células positivas al Citocromo C en el citoplasma (48%), al 

ser comparado con el grupo BN (10%). Todos los resultados fueron 

estadísticamente significativos. Bajo el supuesto que el citocromo-C es un proteína 

marcadora del proceso de apoptosis, estos resultados son una evidencia de que 

en las células de ratas DN, la muerte celular por apoptosis se incrementa, al ser 

comparado con las ratas del grupo BN.  

En el análisis de los resultados se muestra que los promedios de la sub población 

CD4-/CD8- positivas a Cit-C de las ratas desnutridas, presentaron un promedio 

más alto que el presentado en las ratas bien nutridas en la misma sub población. 

Este mismo comportamiento se observa en las sub poblaciones CD4+/CD8+, CD4+ 

y CD8+. 

Estos datos concuerdan con estudios previos, como el de Ferreira y colaboradores 

(1984) quienes al realizar la medición espectrofométrica del Citocromo C en 

hígado de ratas desnutridas, determinaron un aumento en la cantidad de 

Citocromo C en el citoplasma celular al compararlos con el grupo control. Por otro 
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lado, Salmon y colaboradores (1962) estimaron en corazón e hígado de ratas 

desnutridas el contenido de Citocromo C por espectrofotometría, y encontraron 

una tendencia al incremento del Citocromo C en ambos tejidos al ser comparados 

con el grupo control.  

El incremento en el porcentaje de Cit-C en el grupo de las ratas DN podría 

deberse a los cambios en el microambiente del timo, donde al haber una 

reducción de nutrientes disponibles, la célula se hace susceptible a la muerte para 

la reutilización de los componentes celulares y propiciar la vida de otras células en 

vez de la manutención de células con daños irreparables, aunque no existen 

muchos estudios relacionados con la reutilización de componentes celulares en la 

desnutrición. A este respecto, el trabajo de James (1972) propone que la retención 

de Nitrógeno y de algunos aminoácidos, mantiene el metabolismo de las proteínas 

y su producción. 

Bax 

Bax es una proteína del grupo Bcl-2, tipo multidominio, que normalmente se 

encuentra en el citoplasma y cuando la señal de muerte celular hace su efecto 

sobre la célula, ésta forma homo- o heterodímeros en la membrana mitocondrial, 

creando un poro por el cual saldrá el Citocromo C (Desagher y Martinou, 2000; 

Reed, 2006). 

Como se mostró en resultados,  en el grupo ratas DN se estimó un aumento en el 

promedio  de células positivas a Bax, al ser comparadas con las del grupo de las 

BN. Un comportamiento similar al análisis del citocromo C. No obstante, la 

subpoblación CD4-/CD8- fue la que mostró un mayor aumento de células positivas 

(16 veces), seguidas por las células CD4+/CD8+ (6 veces), CD4+ (5 veces), y 

finalmente, CD8+ (4 veces). 

Aunque es bien sabido que Bax en uno de los precursores de la salida del 

Citocromo-C de la mitocondria (Desagher, 1999), no ha habido muchas 

investigaciones que lo usen como un marcador de la apoptosis en la desnutrición. 

Sirotkin y colaboradores (2010) en cultivos de ovarios de cerdos encontraron que 

en condiciones de desnutrición, al medir Bax en células granulares, fue mayor el 
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promedio de células positivas a la de los controles normales que se estudiaron; lo 

cual concuerda con los datos de este estudio, al tener  una patrón similar en el 

porcentaje de Bax en las células de los tejidos de las ratas DN.  

Xiaori y colaboradores (2014) en células renales de ratas nacidas de madres 

desnutridas, observaron una mayor expresión de ARNm de Bax al ser 

comparadas con las ratas del control. En este aspecto, los resultados que se 

obtuvieron concuerdan con los de este estudio, ya que también en el grupo de las 

ratas desnutridas hubo un incremento en el porcentaje de Bax. 

Al revisar los resultados de las tres proteínas analizadas (Bcl-2, Cit-C y Bax), 

podemos ver lo que pareciera un patrón de respuesta de las células ante los 

diferentes efectos de desnutrición; como lo son Citocromo C y Bax, ya que la 

presencia de Bax es necesaria para la salida del Cit-C de la mitocondria y lograr 

su acción pro-apoptótica (Gómez, 2013); y aunque existe la presencia de la 

proteína protectora Bcl-2, esta no tiene la acción protectora suficiente para 

mantener vivas a las células, es decir se ve superada, probablemente por la 

condición nutricional que se presenta, ya que al no haber suficientes nutrientes en 

el ambiente extra celular, se prefiera la muerte celular que el mantenimiento de las 

células deficientes, también para la posible reutilización de los componentes 

celulares.  

Las funciones normales de las células CD4+ (colaboradoras) y CD8+ (citotóxicas) 

están relacionas al inicio y ejecución de las defensas de los organismos; las CD4+ 

son las encargadas del inicio y la dirección de esta defensa, mientras que las 

CD8+ son las encargadas de la ejecución de estas defensas al fagocitar a los 

patógenos señalados por las células. Por lo que la disminución en ambos tipos 

celulares no sólo compromete la función de defensa, si no que en un momento 

determinado podría incluso ser tan baja que no se presenten ninguna resistencia 

ante cualquier tipo de infección provocando una infección muy severa que se 

podría alargar durante mucho tiempo y que inclusive lleve a la muerte del 

individuo. Por lo tanto la disminución de cualquiera de los dos tipos de células, 
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incluyendo de sus formas más inmaduras puede representar un riesgo para el 

correcto desarrollo y vida de los sujetos. 
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Conclusiones 

Los resultados obtenidos mostraron que en el grupo de ratas DN, los porcentajes 

de apoptosis y necrosis fueron mayores que en las del BN. 

Los porcentajes de células positivas a las proteínas Cit-C y Bax fueron mayores en 

las células del grupo DN que en las del grupo BN. 

El porcentaje de células positivas a la proteína Bcl-2 fue menor en las células del 

grupo DN que en las del grupo BN. 

En conclusión y al observar los resultados presentados, se puede decir que la 

desnutrición causa un aumento en la apoptosis espontánea en los timocitos, 

principalmente en la subpoblación CD4-/CD8-, esto basándonos en los resultados 

obtenidos de las diferentes determinaciones realizadas en este trabajo, que al ser 

comparadas, mostraron ésta tendencia. 

 

 

 

Perspectivas 

Para complementar los datos presentados en este trabajo, se proponen los 

siguientes estudios: 

 Microscopia confocal para detectar la zona en la célula donde se 

encuentra la mayor cantidad de daño y comprobar si las moléculas 

pro y anti apoptóticas se encuentran en las localizaciones usuales o 

se encuentran en otras diferentes. 

 Microarreglos para conocer qué genes se activan o desactivan 

durante la desnutrición en diferentes grados. Principalmente para 

observar si algún gen implicado en la linfogenesis se altera o se 

inactiva. 
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Anexo 

Preparación de solución fijadora de paraformaldehido al 1%. 

Pesar 0.4g de paraformaldehido en polvo (usar cubre bocas, bata y guantes pues 

es muy toxico, cuidar el área de trabajo), luego agregar 9.6 ml de agua destilada. 

Se puede calentar, pero se debe de hacer en una campana de extracción. 

Para aclarar la solución, se usa una solución 0.1M de NaOH, se ajusta el pH a 7.4, 

utilizando soluciones 0.1M de NaOH o 0.1M de HCl. 

Preparación de solución de BSA en PBS 

Se pesan 0.5g de albumina en polvo y se agregan lentamente 100ml de PBS en 

un matraz aforado, con cuidado de no agitar, esto dará una solución al 0.5%. 
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