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1. INTESTINO DELGADO 
 

1.1. Introducción 
 

 La nutrición puede ser definida como el conjunto de actividades a través 

de las cuales un organismo incorpora en sus estructuras, elementos del medio 

en el que vive. Para que esto sea posible se requiere la digestión de los 

alimentos, es decir, que se transformen en moléculas sencillas capaces de 

atravesar las barreras celulares. El aparato digestivo es el encargado de la 

degradación física y química de los alimentos para posteriormente realizar la 

absorción de los productos de dicha degradación. 

 

 El aparato digestivo consta por un lado de tubo digestivo que 

comprende: Boca, faringe, esófago, estómago, intestino delgado (duodeno, 

yeyuno e íleon) e intestino grueso (ciego, colon, recto y conducto anal). Por 

otro lado, aparecen una serie de estructuras anexas: lengua, dientes, glándulas 

salivales, páncreas, hígado y vesícula biliar. 

 

 Las diferentes regiones están especializadas morfológica y 

funcionalmente. En la cavidad oral se tritura, macera y constituye el bolo 

alimenticio que pasa rápidamente por la faringe y esófago hasta desembocar 

en el estómago.  Desde aquí el paso del contenido alimenticio a lo largo del 

resto del tubo digestivo es más lento y es donde se continúa con la digestión 

iniciada en la cavidad oral y se produce la absorción, principalmente a través 

de la pared del intestino delgado . Los restos de alimento no digeridos, junto a 

moco, bacterias, células exfoliadas y pigmentos biliares, son eliminados como 

materia fecal. 

 

 Además de la función digestiva, la pared gastrointestinal constituye una 

barrera crucial entre el medio externo e interno, separando este último de un 

amplio espectro de sustancias nocivas e inmunogénicas presentes en la luz del 

tubo. Así, en el curso de muchas enfermedades se observa daño y deterioro de 
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dicha barrera, que posibilita la entrada y absorción de componentes que crean 

un desequilibrio en la homeostasis del individuo (Dignass, 2001). 

 

1.2. Estructura Anatómica  e Histológica del Intestino Delgado. 
 

 Es el componente más largo del tubo digestivo, con más de 6 metros en 

humanos, y se extiende en “asas” desde el píloro hasta su desembocadura en 

el ciego (válvula ileocecal), en la fosa ilíaca derecha. Está dividido en tres 

porciones anatómicas: 

 

• Duodeno: Es la primera región, de unos 25 cm. de largo, dispuesto en 

forma de “C”. En la porción inicial aparecen las glándulas de Brunner en 

la submucosa, cuya secreción alcalina protege a la mucosa de la acidez 

del quimo. En la segunda porción aparecen dos salientes en la mucosa: 

carúncula duodenal mayor, donde se abre la ampolla de Vater, 

desembocadura conjunta del conducto pancreático principal (de 

Wirsung) y colédoco (de la vía biliar), y carúncula duodenal menor, que 

desemboca el conducto pancreático accesorio (de Santorini). 

 

• Yeyuno: Es de unos 2´5 m. de largo. Comienza en el ángulo formado 

con el duodeno denominado ángulo duodenoyeyunal para desembocar 

en el Íleon. 

 

• Íleon: De unos 3´5 m., discurre distalmente para terminar en la válvula 

ileocecal, que es el límite con el intestino grueso (Martín y cols., 1994). 

 

 La pared del intestino delgado está constituida por cuatro capas bien 

diferenciadas, que desde la luz hacia fuera son: 

 

-Mucosa: Constituida por un epitelio de revestimiento que subyace en tejido 

conjuntivo (lámina propia) y una capa de músculos liso (muscular de la 

mucosa). En el epitelio hay hasta cinco tipos celulares diferentes: 
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• Enterocitos: Son células cilíndricas que realizan la función de absorción, 

siendo además las células más abundantes de las que aparecen en el 

epitelio intestinal. 

 

• Células Caliciformes: Se denominan así por su singular morfología. 

Presentan gránulos intracelulares que son descargados en la superficie 

epitelial constituyendo una capa de moco que protege y lubrica la 

mucosa (Wright, 2000). 

 

• Células de Paneth: Son células granuladas que secretan péptidos y 

enzimas antimicrobianas como criptidinas, defensinas y lisozimas, por lo 

que se las sugiere como células especializadas en la defensa de la 

mucosa del intestino delgado. Del mismo modo parecen participar en la 

regulación de la composición iónica luminal, inflamación intestinal y 

digestión (Porter y cols., 2002). 

 

• Células enteroendocrinas: Producen y secretan diferentes hormonas de 

manera endocrina o paracrina, como la serotonina, sustancia P y 

secretina (Lee y cols., 2004). 

 

• Células M: Son células que cubren grandes nódulos linfáticos de la 

lámina propia del íleon. Presentan invaginaciones de la membrana 

basolateral que es ocupada por linfocitos. Actúan presentando 

microorganismos y antígenos que son captados en el lumen intestinal a 

los linfocitos, permitiendo por tanto, que se produzca una respuesta 

inmunológica (Man y cols., 2004) 

 

 

La lámina propia contiene diferentes tipos celulares: fibroblastos, 

fibrocitos, endotelio vascular, células musculares lisas, varios tipos celulares 

sanguíneos y miofibroblastos (miofibroblastos subepiteliales intestinales) que 

secretan diferentes factores de crecimiento esenciales para la proliferación y 

diferenciación celular. Por todo ello, la lámina propia no solo representa el 
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entramado que sustenta el epitelio intestinal sino que además regula diferentes 

aspectos de su funcionalidad  (Leedham y cols., 2005).  

 

-Submucosa: Es una capa de tejido conjuntivo denso que en algunas 

localizaciones contiene acúmulos de adipocitos.  En la porción inicial del 

duodeno aparecen las glándulas de Brunner. 

 

-Muscular: Se compone de una capa interna de células musculares lisas 

dispuestas circularmente y una capa externa longitudinal. 

 

-Serosa: Es la capa más externa que aparece en las partes del intestino 

delgado cubiertas por peritoneo y localizadas dentro de la cavidad abdominal. 

Es una membrana que consiste en un epitelio simple plano (mesotelio) y una 

pequeña cantidad de tejido conjuntivo (Ross y cols., 2005) 

 

 La capacidad de absorción intestinal va a depender, entre otras cosas, 

de la extensión de superficie que relacione el epitelio de la mucosa con el 

contenido intestinal. En el intestino delgado existen especializaciones 

encaminadas a aumentar dicha superficie, y aparecen tanto en las células que 

tapizan la mucosa, como en la propia mucosa y submucosa como tejidos. Así, 

encontramos los pliegues circulares, que son dobleces de la mucosa y 

submucosa extendidos perpendicularmente al eje del tubo intestinal, que 

comienzan a aparecer a unos centímetros del píloro. Estos pliegues multiplican 

por tres la superficie de absorción. Las vellosidades intestinales son otro tipo de 

especializaciones que consisten en evaginaciones digitiformes de la mucosa 

proyectadas hacia la luz del intestino, pudiendo alcanzar hasta 1 mm. de 

longitud, y consiguen incrementar por diez la superficie de absorción.  

 

Entre los puntos de inserción de las vellosidades se ven orificios donde 

desembocan glándulas intestinales denominadas glándulas o criptas de 

Lieberkühn. Son estructuras tubulares que se extienden a través del espesor 

de la lámina propia. Su epitelio se continúa con el de las vellosidades. 

Finalmente, los enterocitos también presentan diferenciaciones estructurales 
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encaminadas a incrementar la superficie de absorción. Son las  

microvellosidades apicales que aparecen en número elevado, unas 2000-3000 

por célula, que son capaces de multiplicar por veinte la superficie de absorción. 

Al microscopio óptico presentan un aspecto estriado, por lo que se denomina 

borde o chapa estriada al conjunto de las microvellosidades apicales de los 

enterocitos (Junqueira y cols., 1996; García-Porrero y cols., 2005) 

 

 

1.3. Renovación celular en el epitelio del intestino delgado. 
 

 En las criptas de Lieberkühn se lleva a cabo un proceso dinámico celular 

que posibilita la renovación del epitelio intestinal adulto. Existen células madre 

multipotentes, localizadas en nichos específicos en la base de la cripta 

intestinal, capaces de dar origen a todos los tipos celulares que componen el 

epitelio (Clatworthy y cols., 2001). Se estima que hay entre una y seis células 

madre por cripta, que tras duplicarse origina una población de células 

progenitoras que siguen dividiéndose conforme migran hacia el lumen 

intestinal.  

 

Una vez que las células alcanzan la vellosidad intestinal se produce un 

bloqueo del ciclo celular y por consiguiente un cese en la actividad proliferativa. 

Del mismo modo, a lo largo de la migración se va produciendo la diferenciación 

celular, tanto funcional como morfológicamente, que adquiere su grado máximo 

al alcanzar la región apical de la vellosidad, donde las células son finalmente 

descamadas (Sancho y cols., 2003). El recambio de las células epiteliales 

intestinales es muy rápido, con una duración de 2-3 días para la mayoría de 

mamíferos y de 3-5 días para humanos (Cairnie y cols., 1965). Las células 

progenitoras se diferencian hacia enterocitos, células caliciformes o 

enteroendocrinas, mientras que las células de Paneth se diferencian en la base 

de la cripta (Figura 1). 

 

 El mantenimiento de la homeostasis epitelial intestinal se produce por 

tres procesos complementarios. Primero, la producción de células es 
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compensada por la descamación que se produce en el ápice de la vellosidad. 

Segundo, la lámina de células epiteliales describe un movimiento continuo en 

sentido ascendente respecto al eje establecido entre la cripta y la vellosidad, 

exceptuando las células madre y las de Paneth que localizadas en la base de 

la cripta, no sufren ese proceso de migración ascendente. Tercero, la 

capacidad proliferativa no es propia de un determinado grupo de células, sino 

de una determinada localización en la cripta intestinal. Dicha localización se 

corresponde con el nicho ocupado por las células madre multipotentes. Es 

probable que este nicho esté constituido por células mesenquimáticas y por 

factores de la matriz extracelular que en definitiva proporcionan el 

microambiente adecuado para la actividad de las células allí situadas (Sancho 

y cols., 2004). 

 

 La capacidad proliferativa del intestino adulto es muy grande. En el 

intestino delgado de ratón hay aproximadamente 1.1 millones de criptas, 

conteniendo cada una entre 530 células de media que aparecen en el duodeno 

y 360 células en el íleon. Cada cripta es capaz de producir entre 13-16 células 

por hora. Por otra parte el número de criptas que suministran células por cada 

vellosidad varía respecto al eje cefalo-caudal, con una proporción de 14 en el 

duodeno proximal y de 6 en el íleon (Gordon y cols., 1992). 

 

 Entre los mecanismos moleculares que controlan el desarrollo 

gastrointestinal y la renovación del epitelio intestinal intervienen las rutas de 

señalización Wnt/ß-catenina y la Notch/Delta a través de los factores de 

transcripción Hes1 y Math1, así como otro tipo de moléculas: APC (complejo 

proteico supresor de tumores -poliposis adenomatosa de colon-),Tcf-4 ( Factor 

de células T), Fkh-6 ( factor de transcripción de la familia “helix/forkhead”), 

E2f4,   Cdx-1, Cdx-2, Nkx2-3 (codificado por genes hoemobox),Ihh (Indian 

Hedgehog, molécula de señalización), Shh (Sonic Hedgehog, molécula de 

señalización), BMP (proteína morfogénica de hueso), HNF1 alpha (factor 

nuclear hepatocitario), p38 MAPK (proteína kinasa activada por mitógeno), 

activina, EGF (factor de crecimiento epidérmico), Insulina, IGF-I e IGF-II (factor 

de crecimiento similar a la insulina I y II), TGF-β1 (factor de crecimiento 
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transformador), GLP-2 (péptido similar a glucagón-2), gastrina y la Integrina β4  

(Brittan y cols., 2002; Sancho y cols., 2003; Wang y cols., 2003; Leedham y 

cols., 2005; Madison y cols., 2005; Walters, 2005). 

 

 La familia de proteínas de señalización Wnt, interviene en diferentes 

procesos durante la embriogénesis y en la homeostasis en individuos adultos. 

Las proteínas Wnt son liberadas o presentadas en la superficie celular 

actuando sobre células diana a través de receptores específicos, en las que 

tras una cascada de reacciones se produce la inhibición de la degradación del 

regulador transcripcional  β-catenina, y la consecuente acumulación del factor. 

En el núcleo celular la β-catenina interacciona con diversos factores de 

transcripción tal como el factor de células T/ factor intensificador linfocitario 

(TCF/LEF) afectando finalmente a la trascripción de diferentes genes (Logan y 

cols., 2004). Existen  numerosas evidencias de la importante implicación de 

esta ruta en el desarrollo y mantenimiento del epitelio intestinal. Ratones 

transgénicos que expresan el inhibidor de la ruta Wnt,  Dickkopf-1 (ddk-1) 

(Glinka y cols., 1998) sufren una reducción de la proliferación epitelial intestinal, 

pérdida de las criptas y ausencia mayoritaria de células secretoras (Pinto y 

cols., 2003). La  Tcf-4, miembro de la familia de factores TCF/LEF, es 

necesario para el mantenimiento de las células madre de la cripta y de la 

actividad proliferativa (Korinek y cols., 1998; van de Wetering y cols., 2002). 

Por otro lado, las células proliferativas de la cripta intestinal acumulan 

cantidades relativamente grandes de β-catenina en su citoplasma y 

principalmente en el núcleo (van Noort y cols., 2002).  

 

 Los factores Cdx-1 y Cdx-2, codificados por genes “Homeobox”, parecen 

intervenir en la regulación de la proliferación y diferenciación de las células 

madre de las criptas, así como de las características morfológicas propias de 

zona del epitelio intestinal (Brittan y cols., 2002). Las proteínas kinasas p38 

participan en el proceso de diferenciación como elementos reguladores de la 

función de Cdx-2 (Houde y cols., 2001). El E2f4 es un factor de transcripción 

que juega un papel esencial en el desarrollo de los compartimentos 
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proliferativos del epitelio intestinal, tanto en el intestino embrionario como en el 

adulto (Rempel y cols., 2000).  

 

La activina es un miembro de la familia TGF-β que se expresa en células 

epiteliales intestinales. Actúa en la regulación de la diferenciación celular, 

contribuyendo por tanto a la homeostasis del epitelio (Sonoyama y cols., 2000). 

EGF interviene en la reorganización del citoesqueleto celular necesario para la 

diferenciación y reparación del epitelio intestinal (McCormack y cols., 1998). 

IGF-I estimula la proliferación y la migración de las células epiteliales, jugando 

un importante papel en la reparación del tejido epitelial tras una lesión (Kojima 

y cols., 1998; Chen y cols., 1999), por el contrario IGF-II e insulina están más 

relacionadas con la diferenciación (Jehle y cols., 1999; Georgiev y cols., 2003).  

 

GLP-2 incrementa la proliferación celular (Jasleen y cols., 2002) así 

como la expresión de la enzima sacarasa-isomaltasa, siendo un potente 

inductor del crecimiento intestinal en condiciones desfavorables como ocurre 

en la nutrición parenteral (Kitchen y cols., 2000). Muchas citioquinas ejercen un 

papel regulador en el desarrollo intestinal. IL-2 (Interleucina-2) y FGF (factor de 

crecimiento de fibroblastos) actúan en conjunción de contactos intercelulares y 

de célula-matriz extracelular, dando lugar a diferentes señales de diferenciación 

(Burgess, 1998). Por otro lado, diferentes estudios in vitro apuntan a la gastrina 

como un agente inductor de la proliferación, migración y diferenciación de las 

células epiteliales intestinales (Wang y cols., 2003). 

  

 En el proceso de diferenciación de las células progenitoras hacia los 

cuatro linajes celulares adultos intervienen factores como Math1 y Hes1 

(Figura_2). La expresión de Hes1 inhibe la expresión de Math1 dirigiendo la 

diferenciación hacia enterocitos. La ausencia de Hes1 incrementa la expresión 

de Math1 y la célula progenitora queda comprometida en la línea secretora. 

Otros factores tiene que intervenir  hasta que finalmente aparezcan las células 

maduras (Yang y cols., 2001). Rac1, miembro de la familia Rho de proteínas de 

unión al GTP, participa en la diferenciación hacia células de Paneth y linaje 

enterocítico (Stappenbeck y cols., 2000) mientras que el factor de transcripción 
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BETA2/NeuroD se ha implicado en la diferenciación enteroendocrina 

(Schonhoff y cols., 2004). 

 
 
 

 
 

Figura 1. Esquema de la mucosa y dinámica epitelial del intestino delgado                   
(Sancho y cols., 2004) 
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Figura 2. Diferenciación de los distintos tipos celulares del epitelio intestinal             
(Brittan y cols., 2002) 

 

 

1.4. Diferenciación enterocítica. Caracterización molecular y 
ultraestructural. 
 

 El proceso de diferenciación epitelial intestinal puede ser caracterizado 

mediante la monitorización del cambio en la expresión y/o actividad de enzimas 

y proteínas específicas, determinación de la capacidad para desarrollar el 

transporte de diferentes sustratos, detección de la secrección de moléculas y el 

estudio de los cambios morfológicos estructurales y ultraestructurales (Ametani 

y cols., 1996). 

 

  Los enterocitos son células columnares que muestran orgánulos con un 

patrón de organización polarizado.  En la mitad inferior aparece el núcleo 

celular ovalado, acompañado por sacos y vesículas del aparato de Golgi 

dispuestos supranuclearmente. Las mitocondrias se acumulan en la región 
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Hes1 
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apical  y el retículo endoplasmático queda distribuido por el resto del 

citoplasma. En el extremo libre superior se encuentran las microvellosidades 

constituyendo la chapa estriada, cubierta por una red fibrilar de carácter 

glucídico denominada glicocálix. Existe una clara separación del dominio 

celular basolateral y apical de los enterocitos, establecido a través de uniones 

intercelulares del tipo uniones estrechas y desmosomas. De esta manera, el 

tejido epitelial se constituye como una barrera que controla el paso de 

moléculas procedentes del lumen intestinal. 

 

 Mariadason y cols. han puesto de manifiesto que la reprogramación 

genética que tiene lugar durante el proceso de diferenciación del epitelio a lo 

largo del eje cripta-vellosidad del intestino delgado de ratón, implica a un total 

de 1113 genes entre los que aparecen marcadores de diferenciación 

enterocítico, genes relacionados con el control de las fases del ciclo celular, 

procesado de ARN,  citoesqueleto y captación de lípidos (Mariadason y cols., 

2005). 

  

 Entre los marcadores específicos de células enterocíticas maduras se 

encuentra la fosfatasa alcalina, disacaridasas, peptidasas, gamma-

glutamiltransferasa, transportador de glucosa de pendientes de sodio SGLT 1, 

transportadores de fructosa como Glut 2 y Glut5, antígeno 104K, 5-

nucleosidasa, villina, Fabpi/FabpL, Apolipoproteína B, Anexina y otros (Carroll y 

cols., 1988; Massey-Harroche, 2000; Sancho y cols., 2004). 

 

La fosfatasa alcalina es una enzima dimérica presente en la mayoría de 

los organismos que cataliza la hidrólisis de ésteres monofosfato a pH alcalino, 

liberando fosfato inorgánico. En humanos, se conocen cuatro isoezimas, una 

no específica de tejido que se expresa en una amplia variedad de tejidos como 

hígado, hueso y riñones (Calhau y cols., 2000), y tres específica de tejido que 

reciben el nombre en función del órgano en el que son más abundantes, 

intestinal, placental y de las células germinales (Le Du y cols., 2002). A nivel 

intestinal la enzima fue detectada en la membrana del borde estriado (Colbeau 

y cols., 1978), membrana basolateral (Hanna y cols., 1979) y citosol. También 
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se puso de manifiesto su existencia en los vasos linfáticos de las vellosidades, 

por lo que se sugirió un transporte del enzima desde el citosol de las células 

intestinales hacia los vasos (Miura y cols., 1990). 

 

La fosfatasa alcalina se localiza en la membrana de las 

microvellosidades, fijada a la superficie a través de un anclaje GPI 

(fosfatidilinositol-glicosilado) (Wong y cols., 1992). A diferencia de otras 

especies, en la mucosa intestinal de las ratas se han encontrado dos ARNm 

con masas moleculares de 68 y 90kD respectivamente, que codifican dos 

isoformas de fosfatasa alcalina intestinal, rIAP-I y rIAP-II, con un 79% de 

homología. (Engle y cols., 1992; Grewal y cols., 2004). La isoforma  rIAP-II se 

caracteriza por encontrarse exclusivamente en la mucosa duodenal por lo que 

parece ser la responsable de las diferentes propiedades cinéticas y de 

sensibilidad a drogas de la fosfatasa alcalina entre el duodeno y yeyuno de rata 

(Calhau y cols., 2000). 

 

La ingesta de alimentos proporciona grasas que son procesadas por los 

enterocitos. Los triglicéridos son empaquetados en gotitas de lipoproteínas, 

siendo la Apolipoproteína B el componente más importante (Morel y cols., 

2004). Los complejos triglicérido-apolipoproteína están rodeados por una 

membrana que contiene fosfatasa alcalina, y se van desplazando a lo largo de 

la célula, hasta que finalmente la grasa junto con la membrana que las recubre 

es liberada en el espacio basolateral (Mahmood y cols., 2003). Por otro lado, la 

acción detergente realizada por las sales biliares presentes en el fluido 

intestinal, lleva a cabo la emulsión de componentes proteicos anclados en la 

membrana de las células epiteliales intestinales, tales como la fosfatasa 

alcalina, constituyendo un elemento muy relevante en el proceso de recambio 

de dicha enzima (Shiozaki y cols., 1995).  

 

 La villina, es una proteína monomérica de 92.5-kD que forma parte del 

grupo de proteínas asociadas a actina moduladas por calcio (Pringault y cols., 

1991). El corazón de las microvellosidades esta ocupado por filamentos 

paralelos de actina que se disponen desde el ápice de la vellosidad hasta la 
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superficie celular.  En el tracto digestivo y urinario, la villina se asocia a estos 

filamentos con gran afinidad, a través de tres diferentes sitios, dos 

dependientes de calcio y otro independiente, realizando una función de 

mantenimiento de la morfología característica del la superficie de los 

enterocitos. Por otro lado, la villina parece tener un papel en la dinámica del 

citoesqueleto en contextos tales como la motilidad celular, morfogénesis celular 

e infecciones bacterianas, a través de la mediación en el estado de 

polimerización de la actina y en la organización espacial de los profilamentos 

(Athman y cols., 2002).  

 

La expresión de villina incrementa durante el proceso de diferenciación 

de los enterocitos (Wang y cols., 2003), es decir, desde la cripta hasta el 

extremo superior de la vellosidad. Además de ser un marcador de 

diferenciación, la villina es usada como marcador frente a tejidos tumorales y 

metastáticos, que de forma original no la producen. La metaplasia de Barrett´s 

de tipo intestinal, se caracteriza por que el 100% de los afectados presenta la 

expresión de villina (MacLennan y cols., 1999), y para los enfermos de 

adenocarcinoma pulmonar, se sugiere el empleo de este marcador tanto en 

términos de expresión de la proteína como de la detección de ARNm alterados 

de la misma (Nambu y cols., 1998). 

 

 Las disacaridasas son enzimas encargadas del paso final en la digestión 

de los hidratos de carbono. La determinación de las actividades enzimáticas 

maltasa, sasarasa, y lactasa son muy frecuentemente utilizadas como 

marcador en estudios de diferenciación epitelial intestinal (He y cols., 1993; 

Sato y cols., 1999; Fan y cols., 2001). El complejo enzimático sacarasa-

isomaltasa es una glucoporteína heterodimerica de la membrana de las 

microvellosidades, que lleva a cabo la degradación de ciertos azúcares. Una de 

las subunidades presenta actividad sacarasa y maltasa, mientras que la otra 

isomaltasa y maltasa (Hauri y cols., 1979). En el intestino grueso el complejo 

sacarasa-isomaltasa tiene características inmunológicas diferentes a las 

presentadas en el intestino delgado, lo que sugiere diferencias en la estructura 

de ambas proteínas (Beaulieu y cols., 1990).  
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 En las tres cuartas partes inferiores de las microvellosidades de los 

enterocitos maduros aparece Anexina XIII. Esta proteína es exclusiva de los 

enterocitos y pertenece a la familia de las anexinas, que son proteínas 

citoplasmáticas de unión a la membrana fosfolipídica y/o al citoesqueleto, de 

manera dependiente de calcio. Otras anexinas que aparecen de manera no 

exclusiva, son la anexina IV  y anexina II en la membrana basolateral de los 

enterocitos  (Massey-Harroche, 2000). 

 

 Un aspecto interesante a destacar en cuanto a los marcadores 

enzimáticos de diferenciación son las variaciones que aparecen en los niveles 

basales de las enzimas marcadoras respecto a la región considerada. En ratas 

adultas, se ha puesto de manifiesto mediante el empleo de técnicas 

inmunocitoquímicas, un gradiente descendente desde la inserción proximal del 

intestino delgado, de la tinción específica frente a la fosfatasa alcalina del borde 

en cepillo de la vellosidad  (Shields y cols., 1984), también se ha comprobado 

que la actividad específica de la fosfatasa alcalina es muy alta en la región 

superior del intestino delgado de rata, al parecer debido a que en dicha zona se 

realiza principalmente la  absorción de los alimentos (Wada y cols., 2001).   

Fan y colaboradores estudiaron en cerdos neonatos las modificaciones en las 

actividades de varios marcadores a lo largo del eje cripta-vellosidad del 

intestino delgado y demostraron la existencia de un gradiente decreciente para 

la fosfatasa alcalina, aminopeptidasa N, sacarasa y lactasa desde la vellosidad 

hasta la cripta (Fan y cols., 2001).   

  

La maduración de los enterocitos lleva implícito la adquisición de 

marcadores que característicos de las células maduras y la pérdida de otros  

marcadores tal como Ki67, p21 (inhibidor de kinasa dependiente de ciclinas) y 

el marcador específico de gránulos de secrección MIM-1/39, que son 

expresados exclusivamente por las células de la cripta intestinal. Sin embargo, 

se ha observado que esta regla no se cumple completamente en humanos, ya 

que se ha detectado presencia de aminopeptidasa N y sacarasa-isomaltasa en 

estadíos celulares no diferenciados (Pageot y cols., 2000). 
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1.5. Modelos experimentales para el estudio del epitelio intestinal. Líneas 
celulares intestinales. 
 

El empleo de cultivos celulares en la experimentación científica conlleva 

una seria de ventajas, como el control de las condiciones ambientales, la  

homogeneidad de las muestras y el desuso de animales de experimentación. 

No obstante, existen aspectos desfavorables como las estrictas condiciones de 

asepsia que tiene que ser mantenidas a la hora de desarrollar las diferentes 

técnicas de cultivo. 

 

Para el estudio del epitelio intestinal se han ido desarrollando diferentes 

líneas celulares tanto normales como tumorales, humanas y de otras especies. 

Las líneas HT-29 y Caco-2, proceden de tumores primarios de colon humano 

de grado II, moderadamente diferenciados, capaces de generar tumores bien 

diferenciados de tipo enterocítico al ser inoculados en ratones (Zweibaum y 

cols., 1984; Chantret y cols., 1987; Zweibaum, 1993). Estas líneas, cultivadas 

con las condiciones adecuadas, expresan características típicas de la 

diferenciación de los enterocitos normales.(Pinto y cols., 1982; Hauri y cols., 

1985; Rousset y cols., 1985). Sin embargo no proceden de células normales no 

tumorales, por lo pueden existir diferentes características metabólicas  que las 

alejen de la situación epitelial normal in vivo e in vitro. 

 

La línea IEC-6 fue establecida a partir de células epiteliales procedentes 

de yeyuno de rata. Tiene características fenotípicas indiferenciadas, capaces 

de sintetizar fibronectina y colágeno, y son consideradas como derivadas de las 

criptas del intestino delgado (Quaroni y cols., 1979). Han sido utilizadas en 

estudios de proliferación celular (He y cols., 1993; Corkins y cols., 1995; 

Wolpert y cols., 1996; Sato y cols., 1999; Jasleen y cols., 2002; Tuhacek y 

cols., 2004), diferenciación (Carroll y cols., 1988; He y cols., 1993; Suh y cols., 

1996; Soubeyran y cols., 1999), reparación de daño tisular (Sturm y cols., 1999; 

Beck y cols., 2003; Hirata y cols., 2003; Tabel y cols., 2003; Liu y cols., 2005), 

evaluación de infecciones (McGee y cols., 1993; Tabel y cols., 2003; Upperman 
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y cols., 2003), prueba de la calidad nutricional de alimentos (Thoreux y cols., 

1996), etc 

 

Carroll y cols. describieron un método para la inducción morfológica y 

funcional de la diferenciación de las células IEC-6 en cultivo. Consiste en 

crecer las células sobre una matriz de membrana basal obtenida a partir de 

tejido de sarcoma Engelbreth-Holm-Swarm de ratón (Carroll y cols., 1988). 

Comercialmente este material se conoce con el nombre de Matrigel® y en su 

composición se encuentra en primer lugar la laminina, seguido de colágeno IV, 

entactina y proteoglicanos de heparán sulfato (Kleinman y cols., 1982). 

Posteriormente otros autores determinaron que las células IEC-6 son capaces 

por si solas de diferenciarse en ausencia de Matrigel cuando el cultivo se 

encuentra en postconfluencia (Ametani y cols., 1996; Wood y cols., 2003). 

 

El comportamiento de las células IEC-6 en cultivo se asemeja al que 

experimentan las células epiteliales intestinales in vivo. Inicialmente las células 

proliferan de manera intensa tal como ocurre en la base de las criptas 

intestinales. Tras aparecer confluencia se van constituyendo zonas donde la 

monocapa se va engrosando y aparecen más capas superpuestas de células. 

Después se produce un bloqueo de la proliferación, expresión de marcadores 

como la fosfatasa alcalina intestinal y desarrollo de microvellosidades en su 

superficie celular. Esta nueva situación se corresponde con la localización de 

las células a nivel de la vellosidad intestinal, donde los enterocitos van 

adquiriendo el grado máximo de diferenciación. Finalmente las células van 

perdiendo adherencia al sustrato y son descamadas hacia el medio de cultivo 

con el resultado de muerte celular por apoptosis.  Un balance establecido entre 

las células diferenciadas que van despareciendo y otras indiferenciadas 

proliferativas, mantienen constante el número de células del cultivo 

postconfluente  (Ametani y cols., 1996). 

 

Otras líneas celulares disponibles de epitelio intestinal de rata son las  

IEC-17 e IEC-18 (Quaroni y cols., 1999), aunque son menos utilizadas que las 

anteriores en estudios sobre la biología de los enterocitos. 



Fernando Rodríguez Serrano                                                                       Introducción  
 

    

 18

 

2. NUCLEÓTIDOS 
 
2.1. BIOQUÍMICA Y METABOLISMO DE LOS NUCLEÓTIDOS 
 

 

2.1.1 Estructura química y nomenclatura 
 

 Los nucleótidos son biomoléculas de bajo peso molecular constituidas 

por una base nitrogenada derivada de una purina o pirimidina,  una pentosa 

(ribosa o desoxirribosa) y uno o mas grupos fosfato, generalmente en posición 

5´ (nucleótido mono, di o trifosfato).  Los nucleósidos se forman a partir de una 

base nitrogenada y una pentosa, por lo que los nucleótidos son ésteres fosfato 

de los nucleósidos.  

 

 Las bases pirimidínicas consisten en anillos de seis miembros entre las 

que se encuentran la citosina, el uracilo y la timina. Las bases púricas además 

del anillo pirimidínico presentan un segundo anillo de cinco miembros, 

apareciendo en este grupo la adenina,  guanina, inosina e hipoxantina. 
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 Los nucleótidos y nucleósidos que incluyen ribosa en su molécula se 

denominan ribonucleótidos o ribonucleósidos respectivamente, mientras que si 

se trata de 2´-desoxirribosa se denominarían introduciendo el prefijo “desoxi-“ 

(Stryer, 1995; Devlin, 1997). 

 

      En la siguiente tabla se recoge la nomenclatura y abreviatura de las 

bases, y de los nucleósidos y nucleótidos derivados de ellas: 

 

Base 
nitrogenada Nucleósido Nucleótido Abreviatura 

Adenina  Adenosina (A) Adenosín mono-, di- y trifosfato AMP, ADP, ATP 

Guanina Guanosina (G) Guanosín mono-, di- y trifosfato GMP,GDP, GTP 

Citosina Citidina (C) Citidín mono-, di- y trifosfato CMP, CDP, CTP 

Hipoxantina Inosina (I) Inosín mono-, di- y trifosfato IMP, IDP, ITP 

Xantina Xantosina (X) Xantosín mono-, di- y trifosfato XMP, XDP, XTP 

Uracilo Uridina (U) Uridín mono-, di- y trifosfato UMP, UDP, UTP 

Timidina Desoxitimidina 
(dT) 

Desoxitimidina mono-, di- y 
trifosfato dTMP,dTDP,dTTP

 
La presencia de desoxirribosa se especifica con el prefijo "desoxi" o "d" 

(Gil y cols., 1993) 
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2.1.2. Funciones metabólicas 
 

      Los nucleótidos participan en casi todos los procesos bioquímicos del 

organismo, de diferente forma: 

 

1. Precursores de ácidos nucleicos. Los nucleótidos constituyen las unidades 

monoméricas tanto del ADN (desoxirribonucleótidos) como del ARN 

(ribonucleótidos). Estas moléculas son el soporte para el almacenamiento, 

transferencia, y expresión de la información genética. 

 

2. Moléculas energéticas.  La liberación de los grupos fosfato terminales por 

parte de los nucleótidos trifosfato conduce a la liberación de energía, por lo 

que dicho proceso se acopla a otros en los que se requiere aporte 

energético o la donación de grupos fosfato. En este sentido, el ATP se 

considera la moneda energética universal en los sistemas biológicos. 
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3. Intermediarios en rutas biosintéticas.  Los nucleótidos participan en muchas 

rutas biosintéticas como transportadores de intermediarios activados. Por 

ejemplo, la UDP-glucosa aporta los residuos de azúcares necesarios para la 

biosíntesis de glucógeno y glucoproteínas; CDP-colina y CDP-etanolamina 

están involucrados en el metabolismo de los fosfolípidos. 

 

4. Componentes de coenzimas. Los nucleótidos de adenina son componentes 

de importantes coenzimas: dinucleótido de nicotinamida y adenina (NAD), 

dinucleótido de flavina y adenina (FAD), sus formas reducidas y del 

coenzimaA. 

 

5. Mediadores celulares. Los nucleótidos y sus derivados  intervienen como 

moléculas mediadoras en diferentes procesos.  La adenosina 3´, 5´ fosfato 

cíclico (AMP cíclico) es sintetizada a partir de ATP, tras la estimulación 

celular  por hormonas como la adrenalina. 

 

6. Efectores alostéricos. Muchos puntos de regulación de las rutas 

metabólicas  son controladas a través de la concentración intracelular de 

nucleótidos (Gil y cols., 1993; Stryer, 1995; Devlin, 1997) 

 

7. Reguladores biológicos. La presencia extracelular de nucleótidos y sus 

derivados podría conducir, a través de receptores específicos, a la 

activación de sistemas de transducción de señales y por consiguiente, a la 

modulación de ciertos procesos biológicos. Así, la adenosina a través de 

receptores A2a interviene produciendo un efecto antiinflamatorio, limitando 

y finalizando tanto la respuesta inflamatoria específica de tejido como la 

sistémica (Ohta y cols., 2001). Mediante receptores A3 la adenosina inhibe 

la proliferación de varios tipos de células tumorales entre las que se 

encuentran células malignas de melanoma, colon y próstata (Fishman y 

cols., 2002). También es un importante componente regulador para el 

sistema cardiovascular y renal, produciendo entre otros efectos la inhibición 

de la liberación de renina, retención renal de sodio, inhibición de la 

agregación plaquetaria, vasodilatación y control del aporte de oxígeno al 
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miocardio (Shryock y cols., 1997). El ATP a través de receptores 

purinérgicos P2 actúa como un agente inductor de la proliferación celular en 

una amplia variedad de líneas celulares (Huang y cols., 1989). 

 

 

2.1.3. Metabolismo de los nucleótidos 
 

     Los niveles intracelulares tanto de ribonucleótidos como de 

desoxirribonucleótidos oscilan de manera importante respecto a la fase del 

ciclo celular en la que se dispongan y ante determinadas situaciones 

metabólicas. La forma química principal de pirimidinas y purinas en las células 

es la de nucleótido-5´ y sus derivados. Las concentraciones de ribonucleótidos 

son generalmente milimolares, donde el ATP presenta la mayor concentración 

(entre 2-10 mmol/L). Por el contrario, los desoxirribonucleótidos aparecen  en 

un rango micromolar (Rudolph, 1994; Devlin, 1997). 

 

 

a) Biosíntesis de nucleótidos: de novo y ruta de recuperación 
 

 Las purinas y pirimidinas pueden ser sintetizadas de novo, a partir de 

moléculas sencillas, con un importante costo energético en forma de ATP, o 

bien, sintetizadas por la denominada vía de recuperación, en la se realiza la 

síntesis de nuevos nucleótidos mediante la reutilización de bases nitrogenadas 

y nucleósidos preformados, procedentes de la dieta, del hígado por vía 

circulatoria, o de la degradación de ácidos nucleicos y nucleótidos celulares 

(Moyer y cols., 1981; Fontana, 1993; Gil y cols., 1993) (Figura 3). 

 

 La existencia de la síntesis de novo hace que los nucleótidos no sean 

considerados nutrientes esenciales. De hecho, no se ha propuesto ninguna 

patología determinada en respuesta a un déficit en el aporte exógeno de 

nucleótidos (Sanchez-Pozo y cols., 2002). Sin embargo, algunas 

localizaciones, como la mucosa intestinal, tienen una limitada capacidad para la 

síntesis de novo, que es estimulada ante la ausencia de purinas exógenas en 
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el alimento (LeLeiko y cols., 1983) y cuyas tasas de producción son menores 

que las alcanzadas en la ruta de recuperación, por lo que en ausencia de 

aporte externo los enterocitos sufren una reducción en la cantidad total de 

ácidos nucleicos (Fontana, 1993). Estos resultados sugieren que el intestino es 

fuertemente dependiente de la ruta de recuperación de nucleótidos para llevar 

a cabo un desarrollo adecuado. 

  

 

 
 

Figura 3.- Relación entre la captación de nucleótidos, síntesis de novo, 
recuperación y catabolismo (Rudolph, 1994). 

 

 

 La disponibilidad de sustrato para la ruta de recuperación podría 

optimizar la funcionalidad tisular, bien a través de un ahorro energético directo, 

o bien mediante el aporte exógeno de los nutrientes para aquellos tejidos con 

menor capacidad biosintetizadora de novo, tejidos con rápido recambio celular, 

o ante determinadas circunstancias especiales como crecimiento, recuperación 

de una determinada agresión tisular, etc. En este sentido, los nucleótidos 

pueden ser considerados como biomoléculas semiesenciales o 

condicionalmente esenciales (Van Buren y cols., 1997; Sanchez-Pozo y cols., 

2002). 
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b) Metabolismo de las purinas 
  

 Un punto común entre la síntesis de purinas, de pirimidinas y la 

conversión de bases nitrogenadas en los correspondientes nucleótidos es la 

biosíntesis de fosforribosil pirofosfato (PRPP), que se forma a partir de ribosa-

5´-fosfato procedente de la vía de las pentosas fosfato (Gil y cols., 1993).  

 

 En la formación de purinas, el PRPP es transformado hasta IMP 

mediante la adición de átomos procedentes de dos moléculas de glutamina, 

una de aspartato y una de glicina. El IMP sirve de precursor para AMP y GMP, 

que serán transformados por la enzima ribonucleótido reductasa hacia sus 

formas  de desoxirribonucleótidos, que finalmente formarán parte del ADN. 

Respecto a la recuperación de las purinas aparecen en este nivel varios 

enzimas que interviene en la conversión de guanina e hipoxantina en GMP e 

IMP respectivamente, así como de adenina en AMP (Figura 3). La degradación 

de nucleótidos, nucleósidos y bases púricas se realiza hasta ácido úrico 

(Stryer, 1995; Devlin, 1997).  
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c) Metabolismo de las pirimidinas 
 

 En la síntesis de pirimidinas se parte de glutamina, que es anabolizada 

hacia ácido orótico y posteriormente a UMP. A partir de este nucleótido se 

sintetiza UDP que pasa a dUDP y dUMP,  sustrato de la enzima Timidilato 

sintasa, la cual cataliza una reacción en la que se origina Timidilato (dTMP). El 

dTMP es fosforilado hasta dTTP. Por otro lado, a partir de UDP se forma UTP, 

CTP y dCTP (Carver y cols., 1995). 

 

En la recuperación del uracilo y de la timina participa la enzima timidina 

fosforilasa, que realiza la conversión hacia uridina y timidina respectivamente. 

Sobre estas y sobre la citidina actúan kinasas que realizan la fosforilación de 

las moléculas originando los respectivos nucleótidos monofosfato UMP, dTMP 

y CMP. Otra ruta de recuperación del uracilo se basa en la actuación de una 

fosforribosil transferasa, que cataliza la transferencia de un grupo fosforribosil 

al uracilo para dar UMP (Gil y cols., 1993) (Figura 2 y 3). En la degradación de 

las purinas se produce en primer lugar la liberación de las bases nitrogenadas 

uracilo y timina. La citidina es desaminada dando uridina.  El uracilo y la timina 

son degradados hasta dar como productos finales β-alanina y ácido β-

aminoisobutírico respectivamente (Stryer, 1995; Devlin, 1997).  
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2.1.4. Alteraciones del metabolismo de los nucleótidos 
 

 Ciertas enfermedades se originan por alteraciones del metabolismo de 

los nucleótidos, y generalmente se relacionan con la acumulación de 

intermediarios y productos finales de las diferentes rutas metabólicas. 

 

 El catabolismo de las purinas origina ácido úrico, pudiéndose producir 

unos niveles séricos excesivos, debido a un incremento de la síntesis de novo y 

de las tasas de degradación de purinas (Puig y cols., 1994a), de una 

disminución en la excreción renal de urato, o una combinación de ambas (Puig 

y cols., 1994b). El resultado es una patología denominada gota, donde las 

manifestaciones clínicas responden a la precipitación de cristales de ácido 

úrico en tejidos blandos, riñones y articulaciones. Del mismo modo, en 

personas susceptibles, la ingesta de alimentos ricos en purinas estimula la 

aparición de los síntomas característicos (Gil y cols., 1993). 

 

 El síndrome de Lesh-Nyhan (SLN) consiste en un trastorno genético 

asociado a la sobreproducción de ácido úrico y a una disfunción neurológica 

grave. El origen del síndrome se encuentra en la ausencia de actividad de la 

enzima hipoxantina-guanina-fosforribosiltransferasa, encargada de la reacción 

de recuperación de la hipoxantina y guanina a las formas nucleotídicas. Como 

consecuencia, se produce una reducción en las vías de recuperación de 

purinas e incremento de las síntesis de novo, dando como resultado el 

aumento de la síntesis de ácido úrico generando gota (De Antonio y cols., 

2002).  La relación entre la ausencia de la trasnferasa y los signos neurológicos 

como deficiencia mental, espasmos, comportamiento de autodestructivo y 

agresividad, son un enigma (Stryer, 1995). 

 

 La aciduria orótica  hereditaria es una enfermedad caracterizada por la 

ausencia de la enzima UMP sintasa, encargada de la formación de UMP a 

partir de orotato. Como consecuencia se produce acumulación de ácido orótico 

excretado en orina, retraso en el crecimiento y desarrollo, leucopenia y anemia 

megaloblástica (Worthy y cols., 1974; Carver y cols., 1995).  
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2.1.5. Antimetabolitos 
 

 Se conoce como antimetabolitos a moléculas naturales o sintéticas 

estructuralmente análogas a purinas y pirimidinas, que actúan como inhibidores 

específicos de enzimas involucradas en el metabolismo de los nucleótidos. Es 

muy extendida su utilización como agentes anticancerígenos, antivirales, para 

el tratamiento de la gota e hiperuricemia y como inmunosupresores (Cory, 

1997). 

  

 Análogos de la desoxiguanosina como el aciclovir y su prodroga, el 

valaciclovir, presentan gran actividad frente a infecciones producidas por varios 

tipos de herpes simple y zoster (Lee y cols., 2003; Kumar, 2004). El fármaco, 

es transformado intracelularmente en aciclovir trifosfato, que compitiendo con la 

molécula natural inhibe de manera irreversible la polimerasa vírica, impidiendo 

la elongación de la cadena de ADN (Chakrabarty y cols., 2005).     

 

 Importantes son los éxitos obtenidos a través del empleo de análogos de 

nucleósidos y nucleótidos como inhibidores de la transcriptasa inversa, en el 

tratamiento del sida. Entre estas moléculas encontramos Abacavir (prodroga de 

un análogo del nucleótido dGTP), Didanosina (análogo de la desoxiadenosina), 

Estavudina (análogo de la timidina) y Lamivudina (análogo de la desoxicitidina) 

Zalcitabina (estructuralmente similar a la Lamivudina) y Zidovudina o AZT 

(análogo de la timidina) (Lee y cols, 2003). 

 

 La 6-mercaptopurina, análogo de la hipoxantina, es un importante 

fármaco antineoplásico e inmunosupresor (Tartakover Matalon y cols., 2005) 

que junto al metotrexano, constituye la base terapéutica de la leucemia 

linfoblástica aguda infantil (Estlin, 2001).  Del mismo modo, tanto la 6-

mercaptopurina como su prodroga, la azatioprina están siendo usados desde 

hace más de 30 años para el tratamiento de la enfermedad inflamatoria 

intestinal (colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn), actuando posiblemente 

como inhibidores de la proliferación de células involucradas en la amplificación 

de la respuesta inmunológica (Nielsen y cols., 2001). 
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 Además de la 6-mercaptopurina otros compuestos como la citarabina (1-

β-D-arabinofuranosilcitosina) y cladribina producen una buena respuesta frente 

a diferentes leucemias, mientras que otros fármacos como la gemcitabina, el 5-

flouorouracilo y sus prodrogas se utilizan preferentemente en el caso de 

tumores sólidos (Matsuda y cols., 2004). 

  

 

2.2. Los alimentos como fuente de nucleótidos 
 

 Todos los alimentos presentan una mayor o menor cantidad de 

nucleótidos y derivados, tanto de forma libre como formando parte de los 

ácidos nucleicos. El aporte de ácidos nucleicos dependerá del contenido celular 

del alimento considerado. Vísceras, carne, pescado y legumbres son muy ricas, 

mientras que huevos, verduras, frutas (Clifford y cols., 1976) y leche (Gil y 

cols., 1981; Gil y cols., 1982) lo son menos. 

  

Aunque el contenido relativo de nucleótidos en la leche es bajo respecto 

a otros orígenes, es de gran importancia debido a que es el único alimento para 

el recién nacido durante los meses iniciales de vida. Los nucleótidos  

constituyen parte del nitrógeno no proteico de la leche humana  y dicha 

concentración se reduce conforme avanza el período de lactancia (Gil y cols., 

1982; Janas y cols., 1982). Sin embargo, otros trabajos han  analizado los 

nucleósidos potencialmente disponibles de la leche humana, realizando un 

hidrolizado previo de los ácidos nucleicos para finalmente determinar en 

conjunto tanto los nucleósidos libres como los liberados enzimáticamente. 

Estos estudios concluyen que las cantidades totales permanecen relativamente 

constantes durante la lactancia (Leach y cols., 1995; Tressler y cols., 2003). 

 

 La leche humana es relativamente más rica en nucleótidos que la leche 

de rumiantes (Sugawara y cols., 1995; Carver, 2003) y contiene una serie de 

nucleótidos de los que carece la leche de vaca (Gil y cols., 1981; Gil y cols., 

1982), por lo que el empleo de fórmulas infantiles sustitutorias a la leche 
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humana conducen a un menor aporte de los mismos. Por este hecho, se 

introdujo la suplementación con nucleótidos, con la finalidad de que el 

contenido en las fórmulas infantiles, constituidas a base de leche de vaca 

fundamentalmente, sea similar al que recibe un lactante alimentado con leche 

materna (Cosgrove, 1998). 

  

 

2.3. Digestión y absorción de los nucleótidos 
 

 Sólo una pequeña proporción del total de los nucleótidos presentes en la 

dieta aparece como moléculas libres, mientras que la mayor parte se encuentra 

formando ácidos nucleicos. Los ácidos nucleicos de las nucleoproteínas son 

liberados por la acción de enzimas proteolíticas del jugo gástrico. 

Posteriormente las ribonucleasas y desoxirribonucleasas pancreáticas originan 

oligonucleótidos, sobre las que actúan fosfodiesterasas tanto pancreáticas 

como procedentes de las glándulas de Brunner y Lieberkühn, dando 

mononucleótidos. Fosfatasas del jugo pancreático, fosfatasa alcalina del 

epitelio intestinal y nucleotidasas  transforman los nucleótidos en nucleósidos. 

Finalmente, las bases nitrogenadas son liberadas por la acción de 

nucleosidasas (Quan y cols., 1990; Gil y cols., 1993). 

 

 Diversos estudios realizados con animales de experimentación sugieren, 

que la forma química que es captada predominantemente es la de nucleósido, 

produciéndose una absorción entorno al 90% de los nucleósidos y bases de la 

dieta, por parte de los enterocitos. Sin embargo, los nucleótidos son absorbidos 

en poca cantidad (Sonoda y cols., 1978; Ho y cols., 1979) (Fig. 4).  Del total de 

los nucleósidos y bases suministrados a través de la dieta que se absorben 

entre el 2 y 5% son incorporados finalmente a los tejidos, destacando el 

intestino delgado, hígado y músculo esquelético. El resto es rápidamente 

degradado en los enterocitos, dando lugar a productos que son desechados 

tanto por la orina como por el intestino (Burridge y cols., 1976; Carver, 1999). 
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El paso de los nucleósidos a través de las membranas celulares se 

realiza a través de transportadores proteicos, tratándose bien de un transporte 

pasivo por difusión facilitada (ENT), a favor de un gradiente de concentración 

químico, o mediante un transporte activo (CNT) realizado gracias a un 

cotransporte de sodio a favor de un gradiente electroquímico (Cass y cols., 

1998).  La importancia de los transportadores es doble, por un lado permiten la 

internalización de los nucleósidos y por otro lado controlan la presencia 

extracelular de éstos limitando de este modo los efectos derivados de la 

activación de receptores específicos de superficie (Baldwin y cols., 1999). 

 

 
 

Figura 4.- Digestión y absorción de Ácidos nucleicos (Quan y cols., 1991) 
 

  

 Existen tres tipos de transportadores CNT: CNT1, CNT2 y CNT3. Tienen 

gran afinidad por su sustrato natural. CNT1 transporta predominantemente 

nucleósidos pirimidínicos y adenosina, CNT-2 transporta preferentemente 

púricos y uridina, mientras que CNT-3 transporta ambos grupos químicos (Gray 

y cols., 2004). La familia de ENTs está constituida por cuatro miembros, 
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encontrándose los dos primeros miembros mejor caracterizados: ENT1, ENT2 

y ENT3, que transportan tanto nucleósidos pirimidínicos como púricos. ENT2 

destaca por su gran capacidad para el transporte de bases nitrogenadas. El 

sustrato predominante para ENT4 es la adenosina (Baldwin y cols., 2004). 

 

 Los transportadores CNT se localizan en la membrana celular apical 

mientras que los ENT se localizan en la membrana basolateral. Este hecho 

alimenta la hipótesis de una acción coordinada de ambos tipos de 

transportadores para un transporte transepitelial de nucleósidos (Casado y 

cols., 2002). 

 

 CNT1 se localiza principalmente en el epitelio intestinal, hígado y riñón. 

CNT2 y CNT3 presentan una distribución más amplia. ENT1, ENT2, ENT3 y 

ENT4 están ampliamente distribuidos por los tejidos (Baldwin y cols., 2004; 

Gray y cols., 2004). En ratas, el epitelio del intestino delgado presenta la 

máxima expresión de entre las localizaciones analizadas tanto de CNT1 como 

de CNT2, mientras que aparecen niveles difícilmente detectables de CNT3. 

Transportadores ENT2 y ENT3  aparecen pero con baja expresión relativa y la 

de ENT1 es casi nula (Lu y cols., 2004). 

  

 

2.4. Efectos de los nucleótidos a nivel gastrointestinal 
 

 

2.4.1. Efectos sobre el desarrollo y funcionalidad gastrointestinal 
  

 Son numerosos los estudios que señalan a los nucleótidos exógenos 

como elementos importantes para el normal desarrollo gastrointestinal. En 

ensayos con ratas recién nacidas que se alimentaron con una dieta que 

contenía un 0,8 % en peso de nucleósidos, al compararlas con animales 

tratados con una dieta sin nucleósidos se observó un incremento en la cantidad 

total de proteína y ADN de la mucosa, mayor actividad de disacaridasas y 

mayor altura de las vellosidades intestinales (Uauy y cols., 1990). En ratones, 
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con una dieta suplementada con el 0,21 % en peso de nucleótidos, se 

determinó un incremento del porcentaje del peso del intestino delgado respecto 

a la masa corporal total y de la relación peso/unidad de longitud (Carver, 1994).  

 

 La ausencia de nucleótidos en la dieta de ratas adultas produce una 

reducción, en la región apical de las vellosidades intestinales, del contenido y 

de la actividad de enzimas marcadoras de la diferenciación enterocítica: 

fosfatasa alcalina, maltasa, sacarasa, lactasa y aminopeptidasa (Ortega y cols., 

1995a) y de las cuatro últimas en ratas envejecidas (Ortega y cols., 1995b) . 

Por otro lado se reduce la síntesis de proteínas, la concentración de ADN 

(Lopez-Navarro y cols., 1996) y se produce un dramático descenso de la 

concentración intestinal de ARN, destacando la reducción de los niveles de 

ARNm específicos de enzimas que forman parte de las rutas de recuperación 

de purinas, como son la hipoxantina-guanina fosforribosil trasnferasa y la 

adenina fosforribosil transferasa (Leleiko y cols., 1987). Posteriormente se 

corroboró la caída del primer enzima, ante la indisponibilidad de nucleótidos 

exógenos, tanto in vivo como in vitro (Walsh y cols., 1990).  

 

 En ratas, el ayuno produce un incremento en la expresión del 

transportador CNT1 específico de tejido, apareciendo un importante aumento 

tanto en el intestino delgado como en el corazón. Lo mismo sucede cuando se 

eliminan de la dieta los nucleótidos, por lo que se determina que la 

disponibilidad de sustrato modula la expresión del transportador  (Valdes y 

cols., 2000). Estos hallazgos soportan la idea de que los nucleótidos de la dieta 

pueden ejercer un control directo sobre la expresión génica. 

   

 Bajo condiciones de nutrición parenteral total, se produce una atrofia y 

deterioro tanto de la estructura como de la funcionalidad de la mucosa 

intestinal. Animales que bajo estas condiciones reciben una mezcla de 

nucleótidos y nucleósidos experimentan un mejor crecimiento de la mucosa 

intestinal asociado a un aumento en la actividad proliferativa de las células de 

la cripta, e igualmente se observa un incremento en la maduración de dicha 

estructura (Tsujinaka y cols., 1993), por otro lado se determina también un 
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mayor contenido de proteínas y ADN, junto con un incremento en la altura de 

las vellosidades intestinales (Iijima y cols., 1993; Tsujinaka y cols., 1999).  

Estos resultados muestran que el aporte de la mezcla de nucleósidos y 

nucleótidos podría compensar a nivel intestinal, la ausencia del aporte de 

nucleótidos por los alimentos y la escasa tasa de síntesis de novo. 

 

  La arteria mesentérica superior abastece la porción inferior del duodeno, 

el resto del intestino delgado y la mitad derecha del colon. La gran dependencia 

del flujo sanguíneo intestinal sobre un solo vaso implica que cambios en el flujo 

sanguíneo de la citada arteria pueden tener importantes efectos intestinales. 

Özkan y cols. caracterizaron hemodinámicamente, mediante el empleo de 

ultrasonidos Doppler,  los cambios producidos en el flujo de sangre en la arteria 

mesentérica superior en recién nacidos alimentados con leche materna, con 

una fórmula infantil suplementada con nucleótidos o con una fórmula sin 

suplementar. El grupo alimentado con la fórmula suplementada con nucleótidos 

presentó mayor velocidad y volumen sanguíneo en el flujo postprandial que los 

otros dos tratamientos (Ozkan y cols., 1994). Posteriormente Carver y cols. 

realizaron el estudio en bebes prematuros y concluyeron  igualmente que la 

suplementación con nucleótidos en las fórmulas infantiles produce un 

incremento en la velocidad del flujo de la arteria mesentérica superior (Carver y 

cols., 2002). Estos datos fueron corroborados con bebés alimentados con las 

fórmulas suplementadas a más largo plazo (Carver y cols., 2004) 

 

2.4.2. Efectos sobre la recuperación intestinal ante situaciones 
fisiopatológicas. 
 

Los nucleótidos pueden tener un importante papel en la reparación del 

daño intestinal. En modelos experimentales de diarrea crónica, producida por la 

ingesta de una dieta enriquecida por lactosa, la recuperación con nucleótidos 

produce una mejora en la estructura y ultraestructura del intestino respecto a 

los animales que no recibieron la suplementación de nucleósidos (Bueno y 

cols., 1994). Por otro lado, la alimentación de bebés con fórmulas infantiles 
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suplementadas con nucleótidos reduce la incidencia de diarrea en ambientes 

desfavorecidos (Brunser y cols., 1994).  

 

2.4.3. Efectos sobre la flora intestinal 
  

 La flora intestinal es un complejo ecosistema cuya composición se ve 

influenciada por diversos factores como la edad del hospedador, estado de 

salud, dieta y adaptación de las respectivas especies de microorganismos. Una 

de las más importantes funciones de la flora es la de funcionar como una 

barrera contra la implantación de microorganismos patógenos. Los bebes son 

inicialmente colonizados por enterobacterias y cocos gram-positivos, los cuales 

constituyen un ambiente que favorece el establecimiento de especies como 

Bifidobacterias y otras especies como Bacteroides y Clostridium alrededor de 

una semana tras el nacimiento. Tanto en bebes alimentados exclusivamente 

con leche materna (Ventura y cols., 2004) como en otros que reciben fórmulas 

infantiles suplementadas con nucleótidos  (Gil y cols., 1986), se ha comprobado 

que se favorece el crecimiento y predominio de las Bifidobacterias, lo que 

impide la proliferación de especies patógenas como Bacteroides y Clostridium. 

Se han descrito diferentes mecanismos que esclarecen la actividad 

antimicrobiana de las bifidobacterias, así, se sabe que producen una inhibición 

competitiva de la adhesión de los patógenos. También se ha comprobado la 

capacidad de éstas bacterias para producir bacteriocinas, que son péptidos y 

proteínas con actividad antimicrobiana (Servin, 2004). 

 

 

2.5. Efectos hepáticos 
 
 El hígado es un órgano que presenta gran capacidad de síntesis de novo 

de nucleósidos, liberando además purinas y pirimidinas al torrente sanguíneo, 

que quedan disponibles para ser captados y utilizados por otros órganos como 

la mucosa intestinal. Sin embargo, es un órgano muy eficiente en la captación 

de nucleósidos de la sangre (Arnaud y cols., 2003).  
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 En modelos experimentales donde se produce un 70% de hepatectomía 

en ratas, la administración parenteral de una mezcla de nucleósidos y 

nucleótidos condujo a una mejora en el balance metabólico del nitrógeno, 

incrementándose la síntesis y el recambio proteico (Ogoshi y cols., 1989), sin 

apreciarse efectos desfavorables en la sangre y orina respecto al incremento 

de metabolitos, procedentes de la rutas para la degradación de las purinas y 

pirimidinas (Ogoshi y cols., 1985).  En otros modelos experimentales de daño 

hepático inducido por la administración de D- galactosamina, la administración 

de nucleótidos y nucleósidos mejora la funcionalidad y restauración del órgano 

(Ogoshi y cols., 1988). 

 

 La administración oral de tioacetamida en ratas conduce a un cuadro de 

cirrosis hepática, caracterizado por una drástica reducción en el porcentaje de 

células binucleadas, presencia de nódulos parenquimáticos regenerativos 

irregulares, aparición de septos fibrosos que dividen parcialmente los lóbulos 

hepáticos, amplia extensión de necrosis que progresivamente va desplazando 

al parénquima hepático y proliferación de los conductos biliares (Torres, 1994). 

La recuperación con nucleótidos parece tener un efecto muy relevante en la 

reconstitución citológica e histológica, caracterizada por el aumento significativo 

en el porcentaje de binucleación, favoreciendo además la restauración de 

características ultraestructurales normalizadas de los hepatocitos, la reducción 

del depósito de material fibroso y de los septos fibrosos lobulares, así como la 

mejora en la reducción en el grado esteatosis (Torres-Lopez y cols., 1996; 

Torres y cols., 1997; Torres y cols., 1998).  

 

 En situaciones no patológicas del hígado, los nucleótidos afectan a la 

concentración de ARN, de manera que la administración de una dieta sin 

nucleótidos produce una reducción de la concentración similar a la aparecida 

en condiciones de ayuno (Lopez-Navarro y cols., 1997). Por otro lado, los 

nucleótidos también parecen afectar a la síntesis proteica, niveles de 

ribosomas y polisomas (Lopez-Navarro y cols., 1996), al mantenimiento del 

“pool” intracelular de nucleótidos (Lopez-Navarro y cols., 1995), e influir en la 
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proliferación celular, diferenciación y modulación de la fisiología del hígado 

(Arnaud y cols., 2003). 

 

2.6. Efectos sobre el sistema inmune 
 

 En bebés alimentados con leche materna o con fórmulas infantiles 

suplementadas con nucleótidos, la actividad de las células “natural Killer” y la 

producción de Interleucina-2 tras la estimulación de células mononucleares  fue 

mayor que en bebés alimentados con fórmulas no suplementadas (Carver y 

cols., 1991). En bebés prematuros alimentados con fórmulas suplementadas 

con nucleótidos se observó una concentración de IgG frente a la beta-

lactoglobulina que los no suplementados (Martinez-Augustin y cols., 1997). 

Estos resultados indican que la presencia de nucleótidos podría contribuir a la 

mejora de la capacidad inmunológica de los bebés (Figura5). 

 

 

 
 

Figura 5. Mecanismo de acción, propuesto por Gil, de los nucleótidos de la dieta sobre 
los enterocitos y linfocitos intestinales (Gil, 2002) 

Dieta 

Nucleósidos 

Absorción 

Interacción con 
receptores 

 
Núcleo 

Modulación de la 
expresión génica

Modificación de las 
concentraciones 
intracelulares de 

nucleótidos 

Transducción 
de señales 

Modulación de citoquinas y 
síntesis de CD 



Fernando Rodríguez Serrano                                                                       Introducción  
 

    

 37

2.7. Otros efectos 
 

 Los efectos de ciertas mezclas de nucleótidos y nucleósidos sobre la 

recuperación del miocardio tras un ensayo de inducción de hipoxia refleja como 

se consiguen unos niveles de contractilidad muchos más proximos a la 

situación control que los no recuperados con las mezclas (Iwasa y cols., 2000), 

preservando además el perfil nucleótidico, y atenuando las alteraciones del 

metabolismo de los hidratos de carbono producidos en las situaciones 

isquémicas (Okazaki y cols., 1997) 

 

La administración de tioacetamida produce severas alteraciones del 

perfil de ácidos grasos plasmáticos (Fernandez y cols., 1996), que los 

nucleótidos de la dieta contribuyen a corregir (Fontana y cols., 1998). 

 
 

3. CICLO CELULAR 
 

 Las células se reproducen por división dando dos células hijas, donde 

cada una podrá a su vez realizar otro ciclo de división. La división es un 

proceso que conlleva una cuidadosa regulación y coordinación con el proceso 

de crecimiento celular y replicación del ADN con objeto de garantizar la 

transmisión de la información genética a las células hijas de forma correcta. El 

ciclo celular se define como el proceso que transcurre entre el término de una 

división celular y  el final de la división siguiente.  La proliferación celular 

posibilita el crecimiento de órganos y tejidos, así como la regeneración de 

estructuras dañadas o que simplemente están sujetas a un cronológico 

recambio por nuevas células. No obstante, no todas las células de un 

organismo adulto presentan la misma capacidad de división celular, sino que el 

camino de la diferenciación y especialización celular lleva asociado una 

progresiva pérdida del potencial proliferativo (Cooper y cols., 2004). 

 

En eucariotas superiores, la división de las células es un proceso 

coordinado con las necesidades del organismo como un todo, por lo que 
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defectos existentes en la regulación del ciclo celular dan lugar a la proliferación 

anormal de las células como ocurre en el caso de los tumores y el cáncer.  

 

El ciclo celular eucariota respecto a la síntesis del ADN se puede dividir  

en cuatro fases: la mitosis donde se produce la división celular, la fase G1, 

comprendida entre la mitosis y la síntesis del ADN, es período muy activo 

metabolitamente donde la célula va creciendo de tamaño, posteriormente 

aparece la fase de síntesis (S) donde se produce la síntesis de ADN y ADN-

polimerasa. Durante la fase G1 y S existen niveles altos de enzimas para la 

biosíntesis de purinas y pirimidinas. Además, en la fase S muchas de las 

enzimas involucradas en la interconversión de nucleótidos se encuentran muy 

expresadas (Carver y cols., 1995). Es una fase fácilmente identificable ya que 

dada las altas tasas de incorporación de timidina para la síntesis de ADN, se 

pueden localizar las células en dicha fase mediante el empleo del nucleósidos 

radioactivo. Después de la fase de síntesis prosigue la fase G2, en la que 

continúa el crecimiento celular y se sintetizan proteínas para la preparación de 

la mitosis. Para una célula tipo con un ciclo celular de 24 horas, la fase G1 se 

tardaría en completar en una media de 11 horas, siendo las más larga y la que 

tiene duraciones más variables, la fase S tendría 8 horas, la G2 4 horas y la 

mitosis 1 hora. 

 

Existen algunos tipos celulares que cesan la división para entrar en una 

fase de reposo denominada G0, en la que permanecen metabolitamente 

activos pero no proliferativos. Esto es característico de células encargadas de 

reemplazar otras que se han perdido debido al recambio tisular, lesión o muerte 

celular (Cooper y cols., 2004).  

 

En la mitosis se concatenan dos procesos: la cariocinesis o división del 

núcleo y la citocinesis tras lo que la célula queda dividida en dos células hijas 

portando cada una de ellas un paquete genético igual. 

 

A lo largo del ciclo celular existen puntos de control denominados puntos 

de restricción o checkpoints a través de los cuales la célula va a ser capaz de 
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detectar daños en el ADN y respondiendo con el retraso en la progresión en el 

ciclo celular o el bloqueo definitivo (Lukas y cols., 2004). El conocimiento de 

estos puntos de control es muy importante ya que nos permiten conocer los 

mecanismos implicados en la proliferación de células normales, y del mismo 

modo, la comparación de las modificaciones producidas en las células  

tumorales proporciona información relativa a la predisposición al cáncer y al 

posible diseño de estrategias para su tratamiento (Dash y cols., 2004). 

 

Los principales puntos de control en los mamíferos se sitúan en la 

transición de las fases G1/S, G2/M y en la fase de síntesis. De forma análoga a 

otros sistemas de transducción de señales, los checkpoint constan de cuatro 

componentes que son: sensores como ATM, Hus 1, Rad 1, 9 y 17, mediadiores 

como MDC1y 53BP1, transductores de señales como las kinasas chk1 y 2, y 

moléculas efectoras como el p53 y Cdc25. Aunque algunos componentes como 

ATM son capaces de funcionar como sensores de daño y como transductor de 

señales (Sancar y cols., 2004). 

 

 

4. APOPTOSIS 
 

 En los organismos pluricelulares existen dos grandes mecanismos que 

conducen a la muerte celular. La necrosis, es un proceso de muerte celular 

traumática donde se produce la liberación del contenido citoplasmáticos y 

nuclear en el medio intercelular, apareciendo una respuesta inflamatoria. Por el 

contrario la apoptosis, que fue definida inicialmente como un tipo de muerte 

celular diferente en base a características morfológicas (Kerr y cols., 1972), es 

un proceso en el que tras una sucesión de reacciones en cascada se acaba 

con la eliminación de la célula sin producción de respuesta inmunológica y sin 

interferir en el normal transcurso del tejido (Vaux, 1993). 

 

 La apoptosis, a diferencia de la necrosis,  es un proceso controlado 

genéticamente. Existen diferentes estímulos capaces de inducir apoptosis, 

como falta de factores que determinen la supervivencia, defectos metabólicos, 
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déficit de oxígeno, daño físico o químico y estimulación de receptores de 

muerte celular de superficie, a partir de diferentes ligandos, como ocurre con el 

receptor y ligado Fas. 

 

Las mitocondrias juegan un papel muy importante en el desencadenamiento de 

la apoptosis. Inicialmente, ciertos cambios en la permeabilidad de la membrana 

mitocondrial conducen a la liberación de citocromo C. Este hecho produce una 

secuencia de acontecimientos en los que se activan unas proteasas 

denominadas caspasas, que llevan a cabo la degradación de diferentes 

componentes celulares como las ADN topoisomerasas I y II, la activación de 

endonucleasas que producen la fragmentación del ADN y la externalización de 

fosfatidilserina en la membrana citoplasmática. Todos estos efectos son los 

responsables de las características morfológicas típicas de las células 

apoptóticas. La unión del ligando con el receptor Fas produce la activación de 

la caspasa 8, que puede realizar dos funciones. Por un lado pueden inducir la 

liberación de citocromo C por parte de las mitocondrias, o bien la activación de 

otras caspasas que de igual modo son activadas a partir de los efectos 

inducidos en las mitocondrias (Ramachandran y cols., 2000). 

 

 Las proteínas Bcl-2 reciben el nombre de anti-apoptóticas debido a que 

bloquean la liberación de citocromo c por parte de las mitocondrias.  En 

contraposición, otra proteína de la misma familia denominada Bax, es 

categorizada como pro-apoptótica debido la inducción de la libración de 

citocromo C producida por su translocación desde el citosol a la mitocondria 

durante la apoptosis. 

 

 Si bien la apoptosis es un mecanismo para el mantenimiento del normal 

funcionamiento del tracto gastrointestinal, la mala regulación del proceso es un 

factor común en diversas situaciones patológicas (Ramachandran y cols., 

2000).Entre los factores que parecen influir la apoptosis se encuentran las 

poliaminas, ya que una reducción artificial conduce a la resistencia frente a la 

apoptosis, mediado por una enzima involucrada en el proceso apoptótico, la 

serin-treoníon kinasa (Akt), que produce la inhibición de la caspasa-3 (Zhang y 
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cols., 2004). Además, el grado de diferenciación de los enterocitos los hace ser 

más sensibles a la apoptosis frente a determinadas agresiones externas, como 

puede ser la hipoxia (Hinnebusch y cols., 2002).  

 

 

5. 5-FLUOROURACILO. 
 

 El 5-fluorouracilo (5-Fu) es una molécula que presenta gran actividad 

antineoplásica tanto a nivel de tejido mamario como gastrointestinal. Es un 

antimetabolito de las bases pirimidínicas que se diferencia estructuralmente del 

uracilo por la existencia de un átomo de flúor en posición 5. Para que la droga 

pueda ejercer sus efectos es necesaria una previa transformación hacia la 

forma de nucleótido (Pinedo y cols., 1988).  Inicialmente la enzima timidina-

uridina fosforilasa cataliza el paso del 5-Fu a 5-fluoro-2´-desoxiuridina. 

Posteriormente la enzima desoxitimidina kinasa transforma el 5-fluoro-2´-

desoxiuridina a 5-fluoro-2´desoxiuridin monofosfato (FdUMP). Alternativamente 

el 5-Fu puede ser transformado en fluoro-uridín monofosfato (FUMP) por 

diferentes vías como la realizada por las enzimas orotato o uracilo  

fosforribosiltransferasa. El FdUMP produce la inhibición de la enzima timidilato 

sintasa.  

 

 El complejo timidilato sintasa está constituido por tres enzimas que 

constituyen un ciclo cerrado de reacciones: timidilato sintasa, que cataliza la 

transformación de dUMP en dTMP, dihidrofolato reductasa, encargada de la 

reducción de hidrofolato hacia tetrahidrofolato, y la enzima serin-hidroximetil 

transferasa, que transfiere un grupo metileno procedente de la serina al 

tetrahidrofolato para constituir N5, N10- metileno-tetrahidrofolato, que es 

convertido en dihidrofolato por la enzima timidilato sintasa para la 

transformación del dUMP, cerrándose el ciclo de reacciones (Hatse y cols., 

1999). 
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Los objetivos planteados en el presente trabajo de investigación han sido: 

 

 

 

 

 

 

• Analizar el efecto de los nucleósidos exógenos sobre la proliferación de 

las células epiteliales intestinales IEC-6. 

 

• Evaluar la idoneidad de un modelo de inducción de la diferenciación en 

células IEC-6 basado en el grado de confluencia celular. 

 

• Valorar la acción de los nucleósidos exógenos sobre la diferenciación de 

las células epiteliales IEC-6. 

 

• Evaluar los efectos de los nucleósidos exógenos en un cuadro de 

agresión epitelial producido por el tratamiento con el fármaco antitumoral 

5-Fluorouracilo sobre células IEC-6. 

 

• Analizar la absorción de los nucleósidos exógenos en las células IEC-6, 

así como establecer la ruta intracelular de incorporación de dichos 

nucleósidos.
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1.- CONDICIONES DE CULTIVO 
 
1.1. Línea celular 
 

La línea celular de elección para el desarrollo de los diferentes ensayos 

fue la IEC-6 (Referencia ATCC, CRL 1592), obtenida a través del servicio de 

cultivos celulares del Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de 

Granada, en el pase 17. Los pases utilizados en los ensayos fueron del 18 al 

25. 

 

1.2. Mantenimiento del cultivo 
 

Los cultivos de células se realizaron en cabina de flujo laminar (Micro-V, 

Telstar, España) bajo condiciones de esterilidad. Los frascos de cultivo 

estériles Falcon (25 o 75 cm2, Corning Costar) se mantuvieron en estufa a 37ºC 

con una atmósfera de 5% de CO2 y 90% de humedad.  

 

Para el cultivo se utilizó el medio Dubelcco`s Eagle modificado (DMEM) 

(Gibco, USA) (13,37 gr de medio base), suplementado con 5% de suero fetal 

bovino inactivado (Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA) en calor húmedo a 

56ºC durante 30 minutos. El medio fue tamponado con 27 ml de NaHCO3 al 

7,5%, y 10 ml buffer Hepes (Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA) 1M pH 

7,2 y suplementado con 40 mg/l de gentamicina (Antibióticos S.A), 500 mg/l de 

ampicilina (Antibióticos S.A), 10 ml de L-glutamina (Sigma Chemical co., St. 

Louis, MO, USA) 200 mM, 0,1 IU/ml de Insulina bovina (Sigma Chemical co., 

St. Louis, MO, USA) y agua bidestilada, c.s.p. hasta 1000 ml. Una vez 

preparado el medio de cultivo fue filtrado con filtros Millex estériles de 0,22 µm 

(Millipore, France) y añadido a los frascos. 

 

Durante el cultivo celular las células tuvieron que ser resembradas en 

nuevos Falcon conforme se alcanzaba la confluencia. Para ello se siguió el 

siguiente protocolo: 
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• Desechar el medio de cultivo. 

• Lavar dos veces con PBS (Tampón salino de fosfato, Sigma Chemical 

co., St. Louis, MO, USA), con un volumen de 0,2 ml/ cm2. Se añade por 

el lado contrario al de las células para evitar despegarlas 

prematuramente. Con este paso se descartan las trazas de suero que 

son capaces de inhibir la acción de la tripsina.  

• Añadir 0,1 ml/ cm2 de tripsina-EDTA (0,25 % Tripsina, 0,02 % EDTA en 

PBS, Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA). Inicialmente se dispone 

por el lado opuesto a las células para posteriormente girar el frasco. 

Cubrir la superficie de células durante unos 15-30 segundos. Retirar el 

volumen de tripsina dejando unas gotas. 

• Incubar durante 10 minutos a 37ºC en estufa de CO2. 

• Añadir medio de cultivo fresco 0,1-0,2 ml/ cm2 y dispersar los agregados 

celulares con ayuda de una pipeta pasteur. 

• Centrifugar a 600 x g durante 5 minutos. 

• Lavar dos veces con medio estéril completo. 

• Resuspender el pellet de células en medio de cultivo estéril y tras 

realizar un contaje con cámara de neubauer, diluir hasta obtener una 

concentración de 2 x 104 células / ml. 

• Sembrar en nuevos falcon. 

 

1.3 .Método de congelación celular 
 

Para la congelación celular, las células fueron despegadas de la 

superficie de los Falcons mediante el protocolo descrito anteriormente, hasta 

obtener un pellet celular que fue resuspendido en medio de congelación a 

razón de 0,5 x 106 células por ml, siendo introducidas inmediatamente en 

criotubos y estos en el congelador a -80ºC durante 24 h, para posteriormente 

ser almacenadas definitivamente en nitrógeno líquido. 
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El medio de congelación empleado estaba constituido por suero fetal 

bovino (Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA) inactivado en calor húmedo a 

56ºC durante 30 min, y dimetil sulfóxido (DMSO) al 10%. 

 

 

1.4. Método de descongelación celular 
 

Los pasos que se siguieron para la descongelación de la línea celular 

fueron: 

• Tomar el criotubo del contenedor de nitrógeno líquido. 

• Introducirlo en una cubeta conteniendo agua a 37 ºC. 

• Una vez descongelado el criotubo enjuagar con alcohol de 70% y 

abrirlo en condiciones de esterilidad. 

• Resuspender las células en medio de cultivo estéril a 37ºC 

• Lavar dos veces para eliminar los restos de DMSO. 

• Resuspender el pellet de células en medio de cultivo estéril y tras 

realizar un contaje con cámara de neubauer, diluir hasta obtener 

una concentración de 2 x 104 células / ml. 

• Sembrar en frascos de cultivo. 

 

 

2.- NUCLEÓSIDOS  
 
 Los medios de cultivo que se emplearon en los diferentes ensayos se 

caracterizaron por tener o no una suplemetación con nucleósidos y por ser 

medios de bajo contenido en suero fetal bovino. 

 

El medio de cultivo experimental estaba formado por medio Dubelcco`s 

Eagle modificado (DMEM) (Gibco, USA) (13,37 gr de medio base), tamponado 

con 27 ml de NaHCO3 al 7,5%, y 10 ml buffer Hepes (Sigma Chemical co., St. 

Louis, MO, USA) 1M pH 7,2 y suplementado con 40 mg/l de gentamicina 

(Antibióticos S.A), 500 mg/l de ampicilina (Antibióticos S.A), 10 ml de L-

glutamina (Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA) 200 mM, 0,1 IU/ml de 



Fernando Rodríguez Serrano  Material y Métodos 
 

     

 48

Insulina bovina (Sigma, SL) y agua bidestilada, c.s.p. hasta 1000 ml. A esta 

composición se la denominó medio base experimental, sobre la que se 

adicionaron o no nucleósidos. Una vez preparado el medio de cultivo fue 

filtrado con filtros Millex estériles de 0,22 µm (Millipore, France) y añadido a los 

frascos. 

 

La presencia en el suero fetal bovino de elementos de bajo peso 

molecular como nucleósidos era indeseable, ya que hubiesen enmascarado los 

efectos de los nucleósidos exógenos que se adicionaron a los respectivos 

medios de cultivo experimentales.  Por ello, se utilizó suero fetal bovino 

dializado (Gibco, Invitrogen Corporation), obtenido mediante la diálisis de suero 

fetal bovino con una membrana que elimina las moléculas de menos de 10.000 

unidades de masa atómica. 

 

La utilización de suero en el cultivo celular presenta una serie de 

desventajas como la presencia de componentes minoritarios que pueden 

afectar al crecimiento celular incrementándolo o disminuyéndolo,  variación 

entre lotes diferentes, etc. Por todo ello, para conseguir un mayor grado de 

estandarización en la experimentación con cultivos celulares se requiere del 

empleo de medios más definidos (Freshney, 2000). En este sentido, la cantidad 

de suero fetal dializado que se utilizó en los respectivos medios de cultivo 

experimentales se redujo de un 5% que contiene el medio de mantenimiento de 

la línea IEC-6 a un 0,5%. En su lugar se introdujo 1 µl/ml de un suero 

reemplazante denominado Mito+TM (Becton Dickinson Labware). Consiste en 

una fórmula concentrada de hormonas, factores de crecimiento y otros factores 

requeridos para el mantenimiento óptimo de células en las que se emplea un 

reducido nivel de suero. Contiene transferrína, factor de crecimiento 

epidérmico, insulina, suplemento para el crecimiento celular endotelial, 

triyodotironina,  hidrocortisona, progesterona, testosterona, estradiol, ácido 

selénico y fosforiletanolamina. 

 

Los nucleósidos que se utilizaron en los medios de cultivo 

experimentales fueron: timidina, uridina, citidina, guanosina e inosina (Sigma 
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Chemical co., St. Louis, MO, USA). Se establecieron dos mezclas de 

nucleósidos en cuya composición variaba exclusivamente la presencia de 

timidina o uridina respectivamente. La elección de dichas combinaciones de 

nucleósidos se debió a que son los nucleósidos que generalmente aparecen en 

el plasma, y la segregación de la uridina y timidina se realiza con el fin de 

contemplar de manera asilada el comportamiento de los grupos de nucleósidos 

que forman parte del ADN y ARN. El nucleósido de adenina es sustituido por 

inosina debido a la gran cantidad de efectos hormonales que presenta el 

primero, a través de la interacción con  receptores específicos de membrana, 

que en definitiva hubiesen podido enmascarar los efectos de los nucleósidos 

(Jimenez y cols., 2000). La composición de las mezclas fue: 

 

Mezcla NT: timidina, citidina, guanosina e inosina. 

Mezcla NU: uridina, citidina, guanosina e inosina. 

 

La concentración empleada en los ensayos fue generalmente de 100µM 

final de cada nucleósido en la respectiva mezcla. Estas condiciones han sido 

utilizadas por otros autores, siendo consideradas como concentraciones de 

rango fisiológico (Arnaud y cols., 2003; Arnaud y cols., 2004; Saez-Lara y cols., 

2004).  

 

Los grupos experimentales que se utilizaron en los ensayos fueron: 

 

• Grupo control (C): Medio base + 0,5% Suero fetal bovino 

dializado + 1 µl/ml Mito+TM. 

• Grupo NT: Medio base + 0,5% Suero fetal bovino dializado + 1 

µl/ml Mito+TM + mezcla de nucleósidos NT con 100 µM de cada 

nucleósido. 

• Grupo NU: Medio base + 0,5% Suero fetal bovino dializado + 1 

µl/ml Mito+TM + mezcla de nucleósidos NU con 100 µM de cada 

nucleósido. 
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En ensayos donde se necesitaron concentraciones más bajas de 

nucleósidos se llevó a cabo la dilución de los medios de cultivo NT y NU con 

los nucleósidos a 100µM, con medio del grupo control hasta obtener la 

concentración deseada.  

  

En todos los ensayo se realizó un cambio de medio de cultivo 

experimental cada 12 horas con la finalidad de mantener una continuada 

disponibilidad de los nucleósidos por parte de las células del cultivo. 

 
 

3.- CONDICIONES EXPERIMENTALES 
 

Para la realización de los ensayos se consideraron diferentes 

condiciones experimentales: 

 

Condiciones de baja densidad celular: en estos ensayos las células 

iec-6 fueron sembradas con una densidad de 5.000 células / cm2. De esta 

manera se consiguió que la relación entre la superficie de cultivo y la densidad 

celular fuera muy alta, permitiéndonos valorar los efectos de los nucleósidos 

sobre la proliferación celular. Las células fueron sembradas a una densidad de 

5.000 células / cm2 en placas de 24 pocillos o falcons de 75 cm2. Transcurridas 

24 horas, para eliminar posibles restos de suero, se realizaron dos lavados con 

medio de mantenimiento en el que no se había adicionado suero fetal bovino. 

Posteriormente se puso el medio de cultivo experimental correspondiente y se 

llevó a la estufa de CO2. 

 

Condiciones de alta densidad celular: en estos ensayos las células 

iec-6 fueron sembradas a 100.000 células / cm2. En estos casos los ensayos 

partieron de una situación de confluencia celular, con el fin de que se 

estimulara el proceso de diferenciación celular (Ametani y cols., 1996; Wood y 

cols., 2003). Las células fueron sembradas a una densidad de 100.000 células / 

cm2 en placas de 24 pocillos o falcons de 80 cm2. Transcurridas 24 horas, para 

eliminar posibles restos de suero, se realizaron dos lavados con medio base en 
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el que no se había adicionado suero fetal bovino. Posteriormente se puso el 

medio de cultivo experimental correspondiente (control, NT o NU) y se llevó a la 

estufa de CO2. 

 

Ensayos de recuperación epitelial frente al tratamiento con 5-
fluorouracilo: en estos ensayos, se buscó determinar el efecto de los 

nucleósidos adicionados al medio sobre la evolución del cultivo celular donde 

se había producido una agresión quimioterápica con 5-fluorouracilo. La 

densidad celular utilizada fue de 5.000 células/cm2. Las células fueron 

sembradas en placas de 24 pocillos o falcons de 75 cm2. Transcurridas 24 

horas, se realizó un pretratamiento con 5-fluorouracilo que consistió en la 

incubación de las células durante 1 hora en estufa de CO2 a 37ºC con medio de 

cultivo de mantenimiento, conteniendo una concentración de 1mM de 5-

fluorouracilo (Hirata y cols., 2003). Después se realizaron dos lavados con 

medio base sin suero fetal bovino, con el fin de eliminar restos de suero y de 5-

fluoruracilo. Posteriormente se puso el medio de cultivo experimental 

correspondiente (control, NT o NU) y se llevó a la estufa de CO2. 

 
 

4. ENSAYOS DE PROLIFERACIÓN 
 
4.1. Curva de crecimiento  
 

 Las curvas de crecimiento se realizaron durante 7 días en placas de 24 

pocillos, de manera que cada día se tomaron muestras de todos los 

tratamientos experimentales y se procesaron para la determinación del número 

total de células, con la tinción con sulforrodamina B (SRB) mediante el siguiente 

protocolo (Papazisis y cols., 1997): 

 

• Aspirar  el medio de cultivo. 

• Adicionar 300 µl tricloacético (Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA) 

al 10% frío (4ºC). Dejar en la nevera a 4ºC durante 30 minutos. 

• Lavar 3 veces con agua destilada. 
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• Dejar secar a temperatura ambiente durante al menos 24 horas. 

• Añadir 500 µl de SRB al 0.4% en ácido acético al 1%. Dejar 20 minutos 

a temperatura ambiente. 

• Eliminar SRB y lavar tres veces con ácido acético al 1%. 

• Dejar secar a temperatura ambiente en oscuridad. 

• Solubilizar la SRB fijada a las células con 500 µl de una solución 10mM 

Tris-base (pH 10.5) con agitación suave. 

• Alícuotas de 100 µl se transfirieron a placas de 96 pocillos por triplicado 

y se leyeron en un colorímetro Titertek multiscan a 492 nm. 

 

 

 
 
Figura 6. Imagen de una placa de 24 pocillos teñida con Sulforrodamina B. Se observa 

claramente los pocillos con menor densidad celular, ya que aparecen menos coloreados 

 

 

Los valores de densidades ópticas obtenidas en el Titertek fueron 

transformados en el correspondiente valor de número de células mediante el 

empleo de una recta de regresión ajustada anteriormente, considerando 

valores conocidos de número de células y sus densidades ópticas resultantes. 

El programa estadístico utilizado para la realización de la recta de regresión fue 

el Statgraphics plus para Windows v.5.1, (Statistical Graphics Corp, 2000) 

 

La curva de crecimiento de las células IEC-6 respecto a las 

concentraciones crecientes de los medios experimentales, se realizó al cabo de 

7 días contados a partir de las 24 horas posteriores a la siembra, en placas de 

24 pocillos y fueron procesadas del mismo modo descrito anteriormente. 
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4.2. Determinación del número de células mediante cámara de Neubauer 
 

El protocolo seguido para la determinación del número total de células 

mediante el empleo de cámara de Neubauer fue el siguiente: 

 

• Desechar el medio de cultivo. 

• Lavar dos veces con PBS (Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA), 

con un volumen de 0.2 ml/ cm2.  

• Añadir 0.1 ml/ cm2 de tripsina-EDTA (0.25 % Tripsina, 0.02 % EDTA en 

PBS, Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA). Cubrir la superficie de 

células durante unos 15-30 segundos. Retirar el volumen de tripsina 

dejando unas gotas. 

• Incubar durante 10 minutos a 37ºC en estufa de CO2. 

• Añadir medio de cultivo fresco 0.1-0.2 ml/ cm2 y dispersar los agregados 

celulares con ayuda de una pipeta pasteur. 

• Centrifugar a 600 x g durante 5 minutos. 

• Resuspender el pellet de células hasta un volumen conocido con medio 

de cultivo. 

• Llenar la cámara provista en el portaobjetos de Neubauer con la 

suspensión celular, teniendo cuidado de no llenar en exceso ni de 

introducir burbujas de aire. 

• Colocar el portaobjetos en el microscopio a una magnificación 100 x y 

realizar el contaje de las cuatro cuadrículas laterales y la central. 

• Para la determinación de la viabilidad celular, diluir previamente al 

contaje, una muestra de suspensión celular con azul tripan 0.4%, a una 

relación de volumen 1:5.  Las céluas inviables presentan una coloración 

azul, y las viables no. Este dato tiene que ser considerado para el 

cálculo del número de células por ml, ya que la adición de azul tripan es 

un facto de dilución de la suspensión celular original. 

• Determinar el número de células/ml y el número total de células en el 

volumen total conocido de la suspensión celular en base a las siguientes 

expresiones matemáticas 
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 Nº de células contadas  
células/ml = ------------------------------------ x 104 x factor de dilución 
 Nº de cuadrículas contadas  

 

 

total células = células/ml  x  volumen original conocido 

 

 
 

5. ANÁLISIS DE LA DISTRIBUCIÓN DEL CICLO CELULAR 
 

 Para el estudio de la distribución del ciclo celular en los diferentes 

cultivos analizados, se llevó a cabo el siguiente protocolo: 

 

5.1. Fijación de las células 
 
 La capa de células fue levantada siguiendo el protocolo descrito para la 

determinación del número de células mediante cámara de Neubauer (punto 4.2 

del apartado material y métodos). Para ello se sustituyó el tampón PBS en el 

lavado por una solución tampón. De la suspensión celular se tomó un millón de 

células por cada tratamiento que fueron dispuestas en tubos Facs 

respectivamente. Las células se lavaron dos veces por centrifugación durante 

10 minutos a 400 x g. con la solución tampón y fueron fijadas después en 1 ml 

de etanol al 70% frío (-20ºC) toda la noche a 4ºC. 

 

La solución tampón estaba constituida por: 1 gr. de glucosa en 1 litro de 

solución salina de fosfato (PBS) sin iones Ca++ ni Mg++. 
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5.2. Tinción de las células 
 

La tinción de las células se realizó utilizando una solución de ioduro de 

propidio (PI) que contaba con: 50 µg/ml de PI, 100 U/ml de RNasa en la 

solución tampón, pH 7.4. 

 

Las células fueron centrifugadas a alta velocidad (3000 rpm) durante 5 

minutos, lavadas 2 veces con la solución tampón, resuspendidas y teñidas con 

1 ml de la solución de ioduro de propidio durante al menos media hora en 

oscuridad. Las muestras fueron leídas dentro de las 24 horas posteriores a la 

tinción con ioduro de propidio. 

 

Las muestras se analizaron mediante citometría de flujo por FACScan 

usando un citómetro de flujo “VANTAGE” (Becton Dickinson, San José, CA, 

USA) del servicio de citometría de flujo, del Centro de Instrumentación 

Científica de la Universidad de Granada, que dispone del software de análisis 

de ciclo celular CellFIT. 

 

 

6. ENSAYO DE VIABILIDAD, NECROSIS Y APOPTOSIS. 
 

Se analizaron los efectos de los nucleósidos, tanto en condiciones 

normales como ante la recuperación con 5-fluorouracilo, sobre la apoptosis, 

necrosis y la viabilidad celular de los cultivos. Para ello se utilizó el Kit TACSTM 

Annexin V-FITC (Pharmingen), que permite la detección de cambios en la 

superficie celular ocurridos durante la apoptosis.  

 

La anexina V es una proteína que se enlaza a los fosfolípidos cargados 

negativamente. Durante la apoptosis se produce una pérdida en la asimetría de 

la distribución de los fosfolípidos, de manera que se exponen las cabezas de 

fosfatidilserina en la cara externa de la membrana plasmática, que quedan 

unidas a moléculas de anexina V.  Dado la que el Kit contiene además ioduro 
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de propidio, se pudo distinguir finalmente no solo células apoptóticas sino 

también necróticas y viables. 

 

El protocolo que se siguió fue el siguiente: 

 

• Las células fueron levantadas siguiendo el protocolo descrito para la 

determinación del número de células mediante cámara de Neubauer 

(punto 4.2 del apartado material y métodos). De la suspensión celular se 

tomó medio millón de células por cada tratamiento que fueron 

dispuestas en tubos Facs respectivamente.  

• Las células se lavaron dos veces por centrifugación durante 5 minutos a 

500 x g con 500µl de PBS frío (2-8ºC) cada vez. 

• A continuación cada muestra fue resuspendidas en 100 µl de reactivo de 

incubación de anexina V que estaba constituido por 1 µl de la solución 

de anexina V, 10 µl de binding buffer (10x), 10 µl PI (50 µg/ml), 79 µl 

H2O. Después las células fueron incubadas en oscuridad durante 15 

minutos a temperatura ambiente.  

• Finalmente se añadió 400 µl de la solución de binding buffer y se 

procedió a su análisis por medio del FACScan. 

 

El binding buffer se compone por cada 100 ml: 10 ml de hepes/NaOH 

1M (ph 7.4), 3 ml de NaCl 5M, 5 ml de KCl 1M, 1 ml MgCl2 1M, 1.8 ml de CaCl2 

1M y 52.2 ml de agua destilada. Una vez preparado se filtra con filtros Millex 

estériles de 0,22 µm (Millipore, France) y se conserva de 2 a 8ºC. Los reactivos 

se adquirieron en Sigma (Sigma Chemical co., St. Louis, MO, USA). 

  

Las muestras se analizaron mediante citometría de flujo por FACScan 

usando un citómetro de flujo “VANTAGE” (Becton Dickinson, San José, CA, 

USA) del servicio de citometría de flujo, del Centro de Instrumentación 

Científica de la Universidad de Granada. 
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7. ESTUDIO MORFOLÓGICO DE LAS CÉLULAS 
 
7.1. Microscopía óptica  
 
 El análisis morfológico por microscopía óptica se realizó con un 

microscopio invertido de contraste de fase Nikon TM Phase Contrast-2, ELWD 

0.3, que posee un sistema fotográfico para la captación de imágenes. 

 

El estudio se realizó directamente en las células cultivadas sobre el 

plástico de las placas de 24 pocillos y de los falcons o bien en células 

dispuestas en placas de 24 pocillos precubiertas por una capa de MatrigelTM 

(Becton Dickinson, San José, CA, USA). El protocolo utilizado para el 

recubrimiento de los pocillos con MatrigelTM fue: 

 

• Descongelar el envase de MatrigelTM (10.4 mgr/ml de matriz extracelular 

de sarcoma Engelbreth-Holm-Swarm de ratón) mateniéndolo de 2-8ºC 

toda la noche, junto con todo el material necesario para la manipulación 

del mismo, como puntas, placas de cultivo, etc. 

• En la cámara de flujo laminar mezclar el contenido del envase para 

homogeneizar el MatrigelTM, manteniendo en todo momento el 

MatrigelTM, las placas y demás utensilios en hielo, para evitar que el 

MatrigelTM pierda fluidez. 

• Añadir 200 µl por cada cm2 de pocillo. 

• Colocar las placas a 37ºC durante 30 minutos.  

• Sembrar las células sobre la capa de MatrigelTM. 

 

 

7.2. Microscopía electrónica 
 

7.2.1. Fijación de las células  
 

Los cultivos analizados mediante microscopía electrónica de transmisión 

fueron tratados de la siguiente forma: 
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• Lavado de la monocapa de células con PBS frío, tres veces durante 5 

minutos cada vez a 4ºC. 

• Prefijación con glutaraldehido al 2.5 % en tampón cacodilato (0.1 M, 

pH7.4), 60 minutos a 4ºC. 

• Lavado con tampón cacodilato (0.1 M, pH7.4), tres veces durante 10 

minutos cada vez a 4ºC. 

• Fijación con tetróxido de osmio (OsO4, Merk) al 1% en tampón cacodilato 

(0.1 M, pH7.4), 60 minutos a 4ºC. 

• Lavado con tampón cacodilato (0.1 M, pH7.4), tres veces durante 5 

minutos cada vez a 4ºC. 

• Deshidratación. Se aplican a las muestras alcoholes crecientes: 

 

o Etanol 30%, 15 minutos 

o Etanol 50%, 15 minutos 

o Etanol 70% + acetato de uranilo a saturación, 15 minutos 

o Etanol 90%, 15 minutos 

o Etanol 100%, 3 veces 15 minutos cada vez. 

 

Tampón cacodilato 0.1M, pH 7.4. Para 100 ml: Cacodilato 2.14 gr, Cl2Ca 

(cloruro calcico) 0.05 gr y sacarosa 1.8 gr. Llevar los pesos hasta 100 de agua 

destilada y ajustar el pH a 7.4. (Merck, Darmstadt, Germany). 

 

7.2.2. Inclusión de las muestras 
 

 Para la inclusión de las muestras se utilizó resina EMbed 812 (Electron 

Microscopy Science, Hatfield, USA) que  proporciona una excelente 

preservación de las muestras y una gran calidad en la realización de los cortes 

ultrafinos. Durante varios pasos la resina se aplicó mezclada con etanol en 

concentraciones crecientes de EMbed, hasta que finalmente se pasaron las 

muestras a resina pura. 

 

• EMbed : etanol, (1:2), 60 minutos a temperatura ambiente. 

• EMbed : etanol, (1:1), 60 minutos a temperatura ambiente. 
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• EMbed : etanol, (2:1), 60 minutos a temperatura ambiente. 

• EMbed puro, toda la noche a 4ºC. 

 

Las muestras se transfirieron a moldes en los que se vertió resina 

EMbed pura. Después se pusieron los moldes en una estufa a 60ºC para que 

se produjese la polimerización de la resina. Por último, las cápsulas de resina 

polimerizada que contenían las muestras fueron talladas y sometidas a cortes 

ultrafínos de 60-70 nm de espesor en un ultramicrotomo Ultracut S (Reichert-

Jun), utilizando cuchillas de vidrio. Los cortes fueron recogidos en rejillas de 

cobre de 200 mallas (Electron Microscopy Science, Hatfield, USA). 

 

Para la preparación de la resina se utilizó el Kit EMbed 812 (Electron 

Microscopy Science, Hatfield, USA) cuya composición, proporciones y 

protocolo de preparación es: 

 

Mezcla A: 

• EMbed 812:  20ml 

• DDSA:   31ml 

Mezcla B: 

• EMbed 812: 20ml 

• NMA:   17ml 

 

Se preparan las mezclas A y B por separado. Posteriormente se 

mezclan y se adiciona  1.3-1.7 ml de DMP-30. DDSA: anhídrido 2-dodecenil 

succínico; NMA: Anhídrido metil nadic; DMP-30: 2,4,6-tris (dimetil aminometil) 

fenol. 

 

7.2.3. Método de contraste 
 

El contraste de los cortes se realizó con citrato de plomo y acetato de 

uranilo (Renau y cols., 1998).  
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Composición y preparación de las disoluciones: 

 

• Acetato de uranilo: Disolución acuosa de acetato de uranilo al 2% 

 

• Citrato de plomo. Se prepara de la siguiente forma: 

o Citrato sódico:   3.52 gr. 

o Disolver en agua bidestilada  60 ml (recién hervida y enfriada 

tapada, a temperatura ambiente) 

Añadir: 

o Nitrato de plomo: 2.66 gr. 

o Agitar la suspensión durante 1 minuto y dejar reposar durante 30 

minutos con agitaciones cada 5 minutos para conseguir una 

completa suspensión del nitrato de plomo. 

Añadir: 

o Hidróxido sódico 1N: 16 ml 

o Agua bidestilada: hasta 100 ml. 

 

 

Las disoluciones se filtran antes de usar a través de un filtro Millipore de 0.22 

µm (Millipore, Francia). Ajustar el pH de la solución de acetato de uranilo entre 

4 y 5 con NaOH. 

 

 

Contraste con acetato de uranilo:  

 

• Colocar un fondo de parafilm en una placa de petri pequeña (5cm). 

• Colocar tantas gotas de acetato de uranilo como rejillas haya que 

contrastar. 

• Sumergir, o hacer flotar las rejillas (con los cortes hacia abajo) sobre las 

gotas durante 15 a 30 minutos. 

• Lavar con agua destilada, dos veces, y secar con papel de filtro. 
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Contraste con citrato de plomo: 

 

• Colocar en una placa de petri pequeña (5cm) papel de filtro, y empaparlo 

con NaOH (Hidróxido sódico), 1N. 

• Colocar un trozo de parafilm algo menor que el papel de filtro anterior y 

ponerlo encima. 

• Poner varias pastillas de NaOH a un lado de la placa para eliminar el 

CO2 ambiental. 

• Con una pipeta pasteur limpia tomar un poco de la disolución de citrato 

de plomo y colocar unas gotas sobre el parafilm. Cerrar la placa durante 

10 minutos. 

• Abrir la placa y sumergir la rejilla en la gota durante 1-5 minutos. 

• Lavar la rejilla, por inmersión y con agitación, en NaOH, 0.02N unos 

segundos, y luego dos veces en agua destilada. 

• Secar al aire. 

 

Finalmente las rejillas fueron observadas en un microscopio electrónico 

de transmisión Zeiss EM902 perteneciente al servicio de microscopía 

electrónica del Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de 

Granada. 

 

 

8. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA PARA CITOMETRÍA DE 
FLUJO 
 

En varios ensayos se llevó a cabo el estudio con citometría de flujo de la 

expresión de dos marcadores característicos de la diferenciación enterocítica. 

 

Los marcadores de interés y los anticuerpos utilizados fueron: 

 

Anticuerpo primario.  
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Fosfatasa alcalina: Anticuerpo policlonal IgG de cabra frente a la 

fosfatasa alcalina placental humana (Santa Cruz Biotechnology, California, 

USA, sc-15065). El anticuerpo está recomendado por la casa comercial para su 

uso en la detección de fosfatasa alcalina intestinal de rata tanto por 

inmunofluorescencia como por Western Blotting. La  dilución empleada fue de 

1:50. 

 

Villina: Anticuerpo policlonal IgG de cabra frente a la villina humana 

(Santa Cruz Biotechnology, California, USA, sc-7672). El anticuerpo está 

recomendado por la casa comercial para su uso en la detección de villina de 

rata tanto por inmunofluorescencia como por Western Blotting. La  dilución 

empleada fue de 1:50. 
 

Anticuerpo secundario.  

 

Para ambos anticuerpos primarios se empleó un anticuerpo IgG de burro 

conjugado con fluoresceina frente a IgG de cabra (Santa Cruz Biotechnology, 

California, USA, sc-2024). Dilución empleada: 1:100. 

 

 
Para la inmunofluorescencia, las células fueron recolectadas evitando la 

utilización de tripsina, que hubiera podido producir la proteolisis de marcadores 

moleculares de interés. En su lugar se utilizó una solución de PBS-EDTA 

(0.02%). Las células fueron despegadas de los frascos de cultivo utilizando una 

solución de PBS-EDTA (0.02%), centrifugadas a 600 x g a 4ºC y lavadas dos 

veces con PBS frío. Tras recoger las células por centrifugación a 600 x g 

durante 5 minutos fueron resuspendidas en PBS.  

 

Las células se contaron en la cámara de Neubauer y se tomó 1x106 

células de cada tratamiento experimental y anticuerpo y se dispusieron en 

Facs. Posteriormente se centrifugó y se decantó el sobrenadante. Para el 

estudio de la villina se permeabilizó con metanol frío (-20ºC) en hielo durante 
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10 minutos para facilitar la apertura de los poros. En el caso de la fosfatasa 

alcalina, al ser una proteína de membrana no fue necesario dicho paso. 

 

Las células se lavaron una vez con PBS frío, se centrifugaron a 1500 

rpm durante 5 minutos, se decantó el sobrenadante y se le añadió al botón 

celular 20 µl del anticuerpo primario correspondiente. Se agitó y se incubó 30 

minutos en oscuridad a 4ºC. Pasado este tiempo, se lavó una vez con PBS frío, 

se centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos, se decantó el sobrenadante y se le 

añadió al botón celular 100 µl de albúmina fetal bovina (Sigma Chemical co., 

St. Louis, MO, USA) al 3% y se dejó incubar de 30 a 45 minutos para evitar 

uniones inespecíficas. Se volvió a lavar tras este tiempo con PBS frío, se 

centrifugó a 1500 rpm durante 5 minutos, se decantó el sobrenadante y se le 

añadió al botón celular 20 µl de antiinmunoglobulina conjugada con 

fluoresceína. Se incubó durante 30 minutos a 4ºC, se lavaron dos veces con 

PBS frío, se decantó el sobrenadante y se fijaron las células con etanol al 70%.  

 

Las muestras se analizaron mediante citometría de flujo por FACScan 

usando un citómetro de flujo “VANTAGE” (Becton Dickinson, San José, CA, 

USA) del servicio de citometría de flujo, del Centro de Instrumentación 

Científica de la Universidad de Granada. 

 

 

9. PROCESAMIENTO DE LOS CULTIVOS PARA ELECTROFORESIS 
EN SDS-PAGE Y WESTERN-BLOT. 
 
9.1. Fraccionamiento celular 
 
 Las células se despegaron de los frascos de cultivo con PBS-EDTA 

(0.02%) y se recogieron tras dos lavados con PBS, por centrifugación a 1500 

rpm durante 5 min. El pellet celular fue resuspendido en buffer (62.5 mM Tris-

HCl (pH 6.8), 10% glicerol, 2% SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 0.5% azul de 

bromofenol y 100 mM ditiotreitol), homogeneizado, calentado hasta ebullición y 

centrifugado a 14000 rpm durante 10 min. El sobrenadante, con las proteínas 
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totales, fue recogido aislándose una muestra de 100 µl para la determinación 

de la concentración proteica.  

  

9.2. Cuantificación proteica 
 

La concentración proteica total de los cultivos fue determinada a partir de 

las alícuotas de 100 µl aisladas a tal efecto, utilizando el método colorimétrico 

descrito por Lowry (Lowry y cols., 1951). 

 
9.3. SDS-PAGE 
 

Las proteínas fueron disueltas en tampón de muestra Laemmli (Laemmli, 

1970) obteniendo una concentración final de 1 µg/µl y sometidas a 

electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sódico 

(SDS), por la técnica de geles discontinuos descrita por Laemmli (Laemmli, 

1970) adaptada a microgeles (53 x 80 x 0.75 mm) y en un equipo de 

electroforesis vertical Mini-Protean II Slab Cell (Biorad) (Leiva y cols., 1990).El 

gel inferior o de separación se realizó a una concentración final de 

poliacrilamida del 10%. 

 

 Inmediatamente antes de ser colocadas en el gel, las muestras se 

calentaron a 95ºC durante 5 min, para facilitar la acción del SDS, y se 

centrifugaron a 14000 rpm durante 1 min. Las muestras se introdujeron en el 

gel utilizando una jeringa Hamilton (15 µl por pocillo), reservándose un pocillo 

para el patrón de pesos moleculares del laboratorio Bio-Rad (control 98237). 

Una vez cargadas, se procedió al corrido de los geles a 60 V durante 3 h. 

 

• Tampón de muestra Laemmli: 7.6 x 10-3 mM de Tris, 2% de SDS, 10% 

de glicerol, 5.5% de 2-mercaptoetanol y 0.02% de azul de bromofenol. 

 

• Gel inferior al 10%: 3.1 ml acrilamida (30%), 90 µl SDS (10%), 2.7 ml 

agua, 2.3 ml tampón del gel inferior (18,5 gr Tris, en 80 ml de agua pH 8 
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después se completa hasta 100 ml con agua), 50 µl persulfato amónico 

(APS) y 10 µl N,N,N´,N´tetrametil etilendiamina (TEMED). 

 

• Gel superior al 10%: 0.4 ml acrilamida (30%), 40 µl SDS (10%), 2.56 ml 

agua, 1 ml de tampón del gel superior (6 gr Tris, en 80 ml de agua pH 

6.8 después se completa hasta 100 ml con agua), 25 µl AMPS y 5 µl 

TEMED. 

 

• Patrón de pesos moleculares: fosforilasa B (120 kD), albúmina de suero 

bovino (97 kD), ovoalbúmina (55.4 kD), anhidrasa carbónica (36.1 kD), 

inhibidor de tripsina (28.9 kD) y lisozima (20.9 kD), de los laboratorios 

BIO-RAD. 

 

• Tampón de electroforesis: 6 g de Tris 0.25 M, 28.8 g de glicina 0.192 M y 

1 g de SDS al 0.1%, se completa con agua hasta 1 litro y se ajusta el pH 

a 8.3. 

 

 

9.4. Western-blot 
 

Para la identificación de las bandas proteicas en geles de poliacrilamida 

se llevó a cabo el western-blot o inmunobloting. Se realizó por modificación de 

la técnica descrita por Towbin y Leiva (Blake y cols., 1984; Leiva y cols., 1990). 

Después de la electroforesis, los geles fueron equilibrados en tampón de 

transferencia durante 15 min. Se cortó el papel whatman (Sigma Chemical co., 

St. Louis, MO, USA) y una membrana de nitrocelulosa (poro 0.45µm) (Millipore, 

Fr), siguiendo las dimensiones del gel y se equilibraron incubándolas durante 

15 min en tampón de transferencia. A continuación, se procedió a la 

elaboración del sándwich de transferencia, colocando seriadamente y del polo 

negativo al positivo en el Trans-Blot de Bio-Rad los siguientes componentes: 

papel whatman, gel, membrana de nitrocelulosa, y papel whatman. La 

transferencia se realizó a 20 V durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
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Tampón de transferencia: 1.455 g de Tris 25 mM, 0.732 g de glicina 192 mM y 

50 ml de metanol al 20%, 937 µl SDS al 10%, se ajusta el pH a 9.2 y se 

completa con agua hasta 250 ml. 

 

9.5. Inmunodetección de proteínas 
 

Tras la transferencia, la membrana de nitrocelulosa, fue sometida al 

bloqueo de los sitios de unión inespecíficos de la membrana mediante una 

solución de bloqueo preparada con leche desnatada al 5% en TBS durante 2h 

a temperatura ambiente. Una vez bloqueada la membrana se sometió a tres 

lavados de 5 min con TBS-Tween-20 (10x). Seguidamente se realizó la 

incubación con el primer anticuerpo en TBS-Tween con leche al 1.5% durante 

toda la noche a 4ºC. Al día siguiente la membrana fue sometida a 3 lavados de 

10 min con la solución TBS-Tween. Inmediatamente después, se realizó la 

incubación con el segundo anticuerpo en TBS-Tween con leche al 1.5%. Tras 

realizar tres lavados con TBS-Tween, procedimos al revelado con una solución 

de compuesta por dos reactivos de los laboratorios Amersham Biosciences 

específica para Western Blot: “SL.Western blotting anlysis System”. 

 

 Una vez reveladas las membranas se ponen en contacto con películas 

radiográficas (AGFA) para la impresión de las bandas de proteínas que han 

sido detectadas por los anticuerpos. 

 

Los marcadores de interés y los anticuerpos utilizados fueron: 

 

Anticuerpo primario.  
 

Fosfatasa alcalina: Anticuerpo policlonal IgG de cabra frente a la 

fosfatasa alcalina placental humana (Santa Cruz Biotechnology, California, 

USA, sc-15065). El anticuerpo está recomendado por la casa comercial para su 

uso en la detección de fosfatasa alcalina intestinal de rata tanto por 

inmunofluorescencia como por Western Blotting. La dilución empleada fue de 

1:500. 
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Villina: Anticuerpo policlonal IgG de cabra frente a la villina humana 

(Santa Cruz Biotechnology, California, USA, sc-7672). El anticuerpo está 

recomendado por la casa comercial para su uso en la detección de villina de 

rata tanto por inmunofluorescencia como por Western Blotting. La dilución 

empleada fue de 1:500. 
 

Anticuerpo secundario.  

 

Para ambos anticuerpo primarios se empleó un anticuerpo IgG de burro 

conjugado con peroxidasa de rábano picante (Santa Cruz Biotechnology, 

California, USA, sc-2020). La  dilución empleada fue de 1:2000. 

 

9.6. Cuantificación de las bandas de proteína 

 Las bandas proteicas de las placas radiográficas fueron cuantificadas 

utilizando un software para la densitometría de imagen (BIO-PROFIL Bio 1D 

V97.03, Vilber-Lourmat (1.997). 

 
 

10. ENSAYOS CON TRITIO 
 
10.1.  Nucleósidos tritiados y condiciones de cultivo 
 

Para el estudio de la incorporación intracelular y la posible 

compartimentación de los nucleósidos exógenos se utilizaron nucleósidos 

marcados radiactivamente con tritio. Se optó por utilizar un candidato del grupo 

químico de las purinas, guanosina, y otro de las pirimidinas, uridina, con el fin 

de establecer posibles diferencias entre dichos grupos. 

 

Tanto la guanosina como la uridina tritiada comercial (Moravek 

Biochemicals, Ins, California, USA) presentaban una concentración radiactiva 

de 1 mCi/ml (microcuries) y una actividad específica de 15 y 16.2 Ci/mmol 
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respectivamente. La concentración radiactiva utilizada en los medios de cultivo 

fue de 200 µCi/ml, que fue determinada como la concentración con la que se 

obtienen mejores micrografías electrónicas, por diferentes pruebas que 

realizamos con anterioridad a los ensayos incluidos en la tesis doctoral.  

 

La composición de los medios de cultivo con nucleósidos tritiados fue: 

 

• Medio NT-Tritio (NTT): Medio base + 0,5% Suero fetal bovino dializado 

+ 1 µl/ml Mito+TM + Nucleósidos: Timidina, Citidina e Inosina a una 

concentración de  100 µM cada uno + Guanosina tritiada a una 

concentración radiactiva de 200 µCi/ml y completado hasta 100 µM con 

guanosina no tritiada. 

 

• Medio NU-Tritio (NUT): Medio base + 0,5% Suero fetal bovino dializado 

+ 1 µl/ml Mito+TM + Nucleósidos: Guanosina, Citidina e Inosina a una 

concentración de  100 µM cada uno + Uridina tritiada a una 

concentración radiactiva de 200 µCi/ml y completado hasta 100 µM con 

guanosina no tritiada. 

 

• Medio sin tritio (ST): Medio base + 0,5% Suero fetal bovino dializado + 

1 µl/ml Mito+TM  

 

El cultivo se realizó en Transwell (Corning) que son unas estructuras que 

se adoptan a los pocillos de una placa de cultivo y permiten establecer dos 

compartimentos separados por una membrana permeable, sobre la que crecen 

las células (figura7). El modelo de Transwell empleado tiene una superficie de 

crecimiento de 0.3 cm2, 3µm de diámetro de poro, con membrana de 

politetrafluoroetileno (PTFE) de 6.5 mm de diámetro recubierta de colágeno I y 

III de placenta bovina. Esta configuración promueve la adhesión y expansión 

celular. 

 

Las células fueron sembradas a una densidad de 100.000 células/cm2 y 

tras 24 horas fueron lavadas dos veces con medio base sin suero. 
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Posteriormente se aplicaron los medios tritiados respectivamente en el 

compartimiento superior y el medio sin tritio en el inferior. Así se incubaron las 

células durante 30 minutos, 1, 2 ,3 y 4 horas en la estufa de CO2 a 37ºC. 

 

 

 
 
Figura 7. Esquema de un Transwell donde se aprecia la segregación de un compartimento 

superior y otro inferior separado por una membrana permeable. 

 
 
10.2. Determinación de la incorporación intracelular por contador de 
centelleo líquido. 
 
 Una vez realizada la incubación de las células se retiró el medio de 

cultivo y se tomaron muestras de 1µl que fueron llevadas a 3ml con medio de 

soporte para contador de centelleo. Posteriormente se determinó la cantidad de 

radioactividad total en cada muestra con un contador de centelleo líquido 

Beckman, modelo LS6000 del servicio de análisis de radioisótopos del Centro 

de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. Los resultados 

fueron expresados como una proporción respecto a la cantidad de 

radioactividad inicial. 

 
 
 
 

Transwell 

Compartimento 
superior 

Compartimento 
inferior 

Membrana 
microporosa 
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placa de 24 

Células 



Fernando Rodríguez Serrano  Material y Métodos 
 

     

 70

10.3. Autorradiografía para microscopía electrónica 
 
  La autorradiografía es una técnica que nos permite localizar sustancias 

radioactivas en las estructuras y analizar el significado su presencia. Nace de la 

interacción de tres campos de la ciencia como es la física, en lo que concierne 

a la radioactividad, la histoquímica por el tratamiento que se realiza sobre 

tejidos y células, y la fotoquímica por el empleo de emulsiones fotográficas 

utilizadas en el procesamiento de las muestras (Nagata, 1998). 

 

 Se puede realizar autorradiografía tanto para microscopía óptica como 

electrónica, en nuestro caso se realizó un estudio autorradiográfico para 

microscopía electrónica de transmisión, de manera que tras poner en contacto 

las células con nucleósidos tritiados se procedió a su procesado e inclusión, 

para finalmente cubrir las secciones con una emulsión fotográfica durante cierto 

período de tiempo, en el que las moléculas radioactivas van constituyendo la 

imagen latente. Finalmente se realizó el revelado de las emulsiones que 

permitió manifestar la localización de los nucleósidos por la presencia de 

granos de plata. 

 

 Los isótopos radioactivos emiten tres tipos de radiaciones: alfa, beta y 

gamma. La radiación beta (electrones) es la de interés para la autorradiografía 

para microscopía electrónica. En nuestros estudios se utilizó el tritio como 

isótopo radioactivo, debido a que se ajusta mejor a la técnica por poseer menor 

energía en la radiación que emite. Esto permite mejorar tanto la resolución 

como incrementar la probabilidad de que la radiación sea recogida por la 

emulsión fotográfica. Además, el tritio tiene una vida media alta (12.26 años), lo 

que permite mantener en incubación los cortes con la emulsión fotográfica 

durante largos períodos de tiempo, garantizando la permanente incidencia de 

partículas beta. 

 

 La emulsión fotográfica usada para la autorradiografía consiste en una 

matriz gelatinosa que contiene granos de bromuro de plata (Figura 8). Una 

adecuada emulsión tiene que garantizar que los granos de bromuro de plata 
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tengan una distribución homogénea y compacta sobre los cortes de células. La 

emulsión de elección para nuestro trabajo fue la emulsión nuclear Ilford L4 

(Ilford Imaging, UK), cuyos granos de bromuro de plata tienen un diámetro de 

0.11µm.  

 

 

 
 
Figura 8. Esquema que muestra la composición de la emulsión fotográfica empleada en la 

autorradiografía y la disposición de las diferentes capas que se superponen sobre la rejilla. Las 

partículas β emitidas por los nucleósidos chocan en su trayectoria con cristales de bromuro de 

plata formando la imagen latente que tras el revelado muestra los granos de plata (Renau y 

cols., 1998). 

 

 

La formación de la imagen latente se produce cuando las partículas beta 

procedentes del tritio chocan con los granos de plata y éstos se reducen. Tras 

el revelado se ponen de manifiesto los puntos de interacción. (Renau y cols., 

1998). El tipo de revelador que se emplee dará lugar a la aparición de 

diferentes marcas en las células. El revelador D19 forma unos cordones de 

granos de plata enrollados al azar, mientras que una mezcla reveladora 

constituida por Fenidona y Ácido Ascórbico da lugar a unos granos esféricos de 

plata (Figura 9).   

 

Dada nuestra intención de estudiar la localización diferencial de las 

marcas en las células, nos decantamos por la utilización del revelador de 
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fenidona-ácido ascórbico, que con un marcaje más definido, permite 

correlacionar más fácilmente las marcas con los orgánulos y compartimentos 

celulares subyacentes. 

 

 

      
 
Figura 9. Células IEC-6 en cultivo tratadas con nucleósidos tritiados: A, revelado con una 

mezcla de Fenidona-ácido ascórbico; B, revelado con Kodak D19;  

 

 

El protocolo utilizado para la preparación de las muestras para la 

autorradiografía a microscopía electrónica fue (Renau y cols., 1998): 

 

Las muestras de los cultivos fueron procesadas siguiendo el protocolo 

descrito en el punto 7.2. del apartado de material y métodos. Las secciones de 

entre 90 y 120 nm de espesor fueron recogidas en rejillas de cobre recubiertas 

por una película de Formvar (Electron Microscopy Science, Hatfield, USA). Las 

rejillas fueron contrastadas con acetato de uranilo en solución acuosa al 5%, 15 

minutos, y lavadas con agua dos veces. Posteriormente se contrastaron de 

nuevo con citrato de plomo durante un minuto, se lavaron y se dejaron secar. 

Para ambos contrastes se utilizó el protocolo descrito en el punto 7.2. del 

apartado de material y métodos. A continuación las rejillas fueron recubiertas 

con una película de carbono de 5 nm de espesor. 

 

Para el recubrimiento de las secciones con la emulsión fotográfica se 

utilizó la técnica del “loop”. Las rejillas  fueron fijadas sobre la base menor de 

A B
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un tapón de corcho mediante cita adhesiva de doble cara, que contaba con un 

agujero central ligeramente inferior al de la rejilla (Figura 10). 

 

 

 
 

Figura 10. El esquema representa la situación de la rejilla fijada a la cinta adhesiva sobre el 

tapón de corcho. Haciendo pasar el asa con la emulsión se dispone una monocapa de 

emulsión nuclear sobre la rejilla (Renau y cols., 1998). 

 

 

La manipulación de la emulsión Ilford L4 se realizó en una habitación 

oscura dotada de una lámpara de seguridad. Se añadió 10 gr de emulsión 

sobre 20 ml de agua con 0.4 ml de Mannoxol OTTM (Polysciences, Inc). Se 

mantuvo en un baño a 45 ºC durante 20 minutos, removiendo suavemente 

cada 5 minutos con una varilla de vidrio, evitando la formación de burbujas. 

Después se colocó el recipiente en un baño con hielo durante 3 minutos, se 

sacó, secó y se dejó a temperatura ambiente para que gelificara, agitando 

suavemente unos 10 segundos cada minuto. 

 

Finalmente se procedió a la colocación de la emulsión, para ello se 

inclinó el recipiente 45º, se sumergió horizontalmente un asa de hilo de platino 

(calibre 0.5 mm y 4 cm dediámetro), se giró 90º, y se extrajo. Después 

manteniendo el plano del asa en posición vertical, se esperó a que gelificara 

(entre 30 y 60 segundos). El depósito de la membrana sobre la rejilla se realizó 
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cogiendo el tapón de corcho con los dedos y haciéndolo pasar a través del asa 

portadora de la membrana.  

 

Una vez recubiertas las rejillas, se insertaron los tapones de corcho en 

trozos de PVC de unos 5 cm de longitud y 1 cm de diámetro, provistos de un 

agujero lateral (Figura 11).  Los trozos de PVC fueron colocados en cajas 

negras de plástico, conteniendo en su interior saquitos de silicagel, para 

mantener un ambiente seco en el interior. Las cajas fueron selladas con cinta 

adhesiva, etiquetadas, envueltas en plástico negro y llevadas a 4ºC durante 80 

días, que fue el tiempo considerado en pruebas previas, como más adecuado 

para la obtención de buenas micrografías. 

 

 
Figura 11. El esquema representa la disposición de los tapones de corcho y las rejillas en el 

trozo de PVC. (Renau y cols., 1998) 

 

 

Transcurrido los 80 días se procedió al revelado de las rejillas. Para ello 

bajo luz de seguridad, se separaron las rejillas de la cinta adhesiva del tapón, y 

se hicieron flotar sobre gotas de los reactivos que se detallan a continuación: 

 

• Incubación de las rejillas con fijador fenidona-ácido ascórbico durante 2 

minutos. 

• Lavado agua destilada 

• Fijación con tiosulfato sódico al 30% durante 5 minutos (Sigma, SL) 
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• Varios lavados con agua destilada. 

 

 

El revelador se preparó fresco para cada uso, disolviendo en 75 ml de agua: 

 

• Ácido ascórbico  1.50 gr 

• Phenidone (fenidona) 0.25 gr 

• Bromuro potásico  0.60 gr 

• Carbonato potásico  1.30 gr 

• Tiocianato potásico  6.00 gr 

 

Finalmente se diluyó hasta 100 ml y se filtró antes de usar. Todos los 

productos fueron adquiridos en Sigma (Sigma Chemical co., St. Louis, MO, 

USA) y la fenidona fue de calidad fotográfica. 

 

Una vez reveladas, las rejillas fueron estudiadas en un microscopio 

electrónico de transmisión Zeiss EM902 perteneciente al servicio de 

microscopía electrónica del Centro de Instrumentación Científica de la 

Universidad de Granada. Los negativos de las micrografías obtenidas fueron 

escaneados manteniendo los mismos parámetros y analizadas con el software 

Image J (1.33 u, Nacional Institute of Health, USA) utilizando los plugins: “cell 

counter” y “area calculador”. 

 

 

11. ANÁLISIS ESTADÍSTICO Y REPRESENTACIÓN  GRÁFICA DE LOS 
DATOS. 
 

El análisis de los datos de los diferentes ensayos fue realizado utilizando 

el programa estadístico Statgraphics plus para Windows v.5.1 (Statistical 

Graphics Corp, 2000). Los análisis realizados fueron regresión simple, Anova 

de una y dos vías, y el contraste múltiple de rango, por el procedimiento de 

menores diferencias significativas de Fisher (LSD) para discriminar las 

diferencias significativas entre las medias de parejas de grupos experimentales. 



Fernando Rodríguez Serrano  Material y Métodos 
 

     

 76

Las diferencias estadísticamente significativas se consideraron con valores de 

p<0.05. La representación gráfica de los datos obtenidos se realizó mediante el 

empleo del software Microsoft Excel 2002 (Microsoft corporation). 
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1.- ENSAYOS A BAJA DENSIDAD CELULAR  
 

1.1. Ensayos de proliferación 
 

Para analizar las modificaciones provocadas por la presencia de las 

mezclas de nucleósidos en los medios de cultivo sobre la tasa de proliferación 

de las células IEC-6, se realizaron estudios utilizando dos métodos destinados 

al recuento del número de células: contaje por técnicas colorimétricas con 

tinción de sulforrodamina B y contaje con hemocitómetro de Neubauer. 

 

1.1.1. Curva de crecimiento  
 
 Células IEC-6 fueron sembradas en placas de 24 pocillos en condiciones 

de baja densidad celular, e incubadas con medios de cultivos experimentales 

sin nucleósidos (control) o con alguna de las dos mezclas NT o NU. Cada día 

se tomaron muestras que fueron procesadas para el contaje con tinción de 

sulforrodamina B, hasta un total de 7 días (Figura 12).  

 

 Inicialmente se observó que las células crecían al mismo ritmo, 

independientemente del tipo de tratamiento de cultivo. En el tercer día 

contaban con 75.691, 79.054 y 72.328 células los grupos control, NT y NU 

respectivamente. Sin embargo, a partir del tercer día se produjo un cambio en 

el comportamiento del grupo NT, que pasó a ser el grupo con mayor tasa 

proliferativa, apareciendo diferencias significativas con respecto a los otros dos 

grupos que se mantuvieron durante el resto del período de ensayo. 

Posteriormente, a partir del cuarto día, el grupo NU comenzó una tendencia 

desaceleradora con respecto al grupo control, que ya en el día 6 mostró 

diferencias significativas que se mantuvieron hasta el final del ensayo. El último 

día de valoración contaban ya con 213.291, 323.961 y 159.161 células 

respectivamente. 

 

 Estos resultados muestran que durante el período evaluado, los 

diferentes medios de cultivo conducen a diferentes resultados en cuanto a la 
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proliferación de las células IEC-6, produciendo la mezcla NT un efecto inductor 

de la proliferación y la mezcla NU el efecto contrario. 

 

 

 
 
Figura 12. Efecto de las mezclas NT y NU sobre la proliferación de las células IEC-6. Las 

células fueron incubadas con medio control, NT (100µM, de cada nucleósido) o NU (100µM, de 

cada nucleósido). Para cada día considerado, se representa el número de células como la 

media de cuatro determinaciones, junto con las barras de desviación estandar. a: significación 

frente al grupo control; b: significación entre los grupos NT y NU; 1:p<0.01. 

 

 

 El estudio de la pendiente en el crecimiento de las células, es una 

medida de la aceleración de dicho crecimiento (Figura 13). Durante los tres 

primeros días no se produjo ninguna diferencia drástica, hasta que en el cuarto 

valor de pendiente se apreció un fuerte impulso del grupo NT con un valor de 

56.870 respecto al control, 22.014 y al grupo NU 22.931. Este predominio se 

mantuvo creciente hasta el tramo 6º, para que en el tramo 7º experimentara 

una leve desaceleración, pasando de 66.958 a 54.424. En los días 5, 6 y 7 el 
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grupo NU mantuvo unos niveles de pendiente sensiblemente inferiores al grupo 

control, resultando finalmente en las diferencias en cuanto al número total de 

células se ha descrito anteriormente. 

 

 

0

10000

20000

30000

40000

50000

60000

70000

80000

1 2 3 4 5 6 7

Tramo de crecimiento

Pe
nd

ie
nt

e

Control
N T 
N U

 
 
Figura 13. Representación gráfica de los valores de pendiente de cada tramo de crecimiento, 

calculado como el incremento del número de células respecto al incremento de tiempo. 

 
 
1.1.2. Determinación del número de células y de la viabilidad celular 
mediante cámara de Neubauer. 
 
 Se sembraron células IEC-6 en condiciones de baja densidad celular en 

Falcons de 75 cm2. Fueron tratadas con medio control, NT (100µM) y NU 

(100µM)  respectivamente, realizándose un cambio de medio de cultivo cada 
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12 horas. Al séptimo día se levantó la monocapa de células y se determinó 

tanto el número de células totales (Figura 14) como la viabilidad celular con 

azul tripan (Figura 15). 

  

 Así, el número de células contadas al cabo de los días fue de 7.862.500, 

11.467.500 y 5.052.500 para el grupo control, NT y NU respectivamente. Estos 

resultados confirmaron las diferencias encontradas en la curva de crecimiento 

realizada con la tinción de sulforrodamina B. De esta manera el grupo NT 

experimetó una mayor proliferación respecto al grupo control y el grupo NU (p< 

0.01). Por el contrario el grupo NU redujo su nivel de crecimiento de forma 

considerable respecto a los otros dos grupos (p< 0.01).  

 

 

 
 
Figura 14. Número total de células tras 7 días de tratamiento con medio control, NT (100µM, 

de cada nucleósido) o NU (100µM, de cada nucleósido). Cada histograma representa la media 

de tres determinaciones, a una escala de 106 células. La barra vertical refleja los valores de 

desviación estandar. a: significación frente al grupo control; b: significación entre los grupos NT 

y NU; 1:p<0.01. 
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La viabilidad celular, estimada con la tinción con el colorante vital azul 

tripan, no arrojó ninguna diferencia entre los tres grupos. Los valores de 

viabilidad fueron 91´50, 89´50 y 87´25 % para el control, NT y NU 

respectivamente (Figura D). 

 

 

 
 
Figura 15. Efecto de los nucleósidos sobre la viabilidad celular. Las células fueron incubadas 

con los medios control, NT (100µM, de cada nucleósido) o NU (100µM, de cada nucleósido) 

durante 7 días y la viabilidad fue determinada a través del contaje directo de las células 

coloreadas en un hemocitómetro de Neubauer. Se representa en cada histograma la media de 

tres determinaciones, y la barra vertical refleja la desviación estandar. 

 
 

1.1.3. Efecto de la concentración de los medios de cultivo experimentales 
sobre la proliferación 
 
 Para analizar el efecto de las concentraciones crecientes de los medios 

con nucleósidos,  se realizó un estudio comparativo durante 7 días en el que 
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las células IEC-6 fueron sembradas en placas de 24 pocillos en condiciones de 

baja densidad celular, y cultivadas con el medio control, NT o NU a 

concentraciones de 10, 25, 50 y 100 µM respectivamente, realizándose un 

cambio de medio de cultivo cada 12 horas.Transcurridos los 7 días las placas 

fueron procesadas para la determinación del número de células mediante la 

tinción con sulforrodamina B (Figura 16). 

 

 El número de células en ausencia de nucleósidos fue de 215.419 

(control). Los medios con 10 µM no experimentaron diferencias significativas y 

fueron para el grupo NT 233.764, y para el NU 201.966. A 25 µM el grupo NT 

con 260.976 células experimentó un crecimiento superior al de los otros dos 

grupos (p<0.01), mientras que el grupo NU con 192.793 células no presentó 

diferencias significativas respecto al grupo control. Con la concentración de 50 

µM no se produjo ninguna modificación de lo descrito a 25 µM. Tanto los 

valores de NT, como los de NU en el intervalo 25 µM - 50 µM no presentaron 

diferencias significativas, por lo que el efecto sobre la proliferación era el mismo 

aún duplicando la concentración de nucleósidos. A 75 µM el grupo NU sufre un 

decrecimiento respecto al grupo control, apareciendo ya diferencias 

significativas entre ambos, y conservando las diferencias con el grupo NT. El 

grupo NT, a la citada concentración acelera su tasa de proliferación, que por un 

lado continúa siendo el grupo con mayor proliferación y por otro lado se 

diferencia estadísticamente de los valores aparecidos tanto a 25 como a 50  

µM. Finalmente a 100 micromolar, el grupo NT con 331.299 células, mantiene 

las diferencias respecto al grupo control con las 215.419 y al grupo NU con 

155.186. Sin embargo, no se apreciaron diferencias entre los valores de 

número de células en el grupo NT, con el incremento de la concentración de 

nucleósidos de 75 a 100 µM. El análisis estadístico de los resultados obtenidos 

con el grupo NU en las diferentes concentraciones señala que existen dos 

grupos homogeneos de valores, los de 10, 25 y 50  µM por un lado, y los de 75 

y 100 µM por otro, siendo ambos grupos significativamente diferentes entre si.  

 

 Estos resultados ponen de manifiesto las diferencias que ejercen las dos 

mezclas de nucleósidos y las respectivas concentraciones sobre la 
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proliferación. El tratamiento de las células con medio NT desde la 

concentración de 25 µM supone un incremento de la capacidad proliferativa del 

cultivo, que se ve nuevamente impulsada a partir de 75 µM. Por el contrario, el 

tratamiento con medio NU conlleva una reducción de la proliferación, 

notándose su efecto a concentraciones más elevadas, ya que hasta 75 µM no 

aparecen diferencias significativas respecto al grupo control. 

 

 

 
 
Figura 16. Efecto de las concentraciones crecientes de las mezclas NT y NU sobre la 

proliferación de las células IEC-6. Los resultados dispuestos en la gráfica representan la media 

de cuatro determinaciones y la barra vertical la desviación estandar. Las líneas discontinuas 

horizontales representan una proyección horizontal de los límites establecidos por la desviación 

estandar del grupo control, situado en el valor de 0µM de nucleósidos. a: significación frente al 

grupo control; b: significación entre los grupos NT y NU; 1:p<0.01. 
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1.2. Análisis de la distribución del ciclo celular 
 
 Para analizar las posibles modificaciones provocadas por la presencia 

de nucleósidos en los medios de cultivo sobre el ciclo celular, se realizó un 

estudio con las células IEC-6 que fueron sembradas en condiciones de baja 

densidad celular, y durante 7 días fueron tratadas con los medios 

experimentales, control, NT (100 µM, de cada nucleósido) o NU (100 µM, de 

cada nucleósido), realizándose un cambio de medio cada 12 horas. 

 

 El análisis por citometría de flujo mostró para el grupo control un 60´73% 

de células en las fases G0-G1, un 15´55% en las fases G2-M y un 23´73% en 

la fase de síntesis. El tratamiento con NT resultó con un 69´38% de células en 

fase G0-G1, un 21´56% en fase G2-M y un 9´06% en la fase de síntesis. El 

grupo NU tuvo un 66´69% de células en fase G0-G1, un 13´22% en fase G2-M 

y un 20´10% en la fase de síntesis (Figuras 17). 

 

 

 
 

 

 

 

GO/G1: 60,73 ± 3,68 %         
G2/M: 15,55 ± 2,70 %          

SÍNTESIS: 23,73 ± 2,20 %  

CONTROL
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Figura 17. Análisis mediante FACScan del efecto de los nucleósidos exógenos sobre el ciclo 

celular. Se representa para el grupo control, NT y NU respectivamente una gráfica a la 

izquierda que refleja el número de células que aparecen en cada fase del ciclo celular, y a la 

derecha los valores medios de tres determinaciones junto con la desviación estándar.  

 

GO/G1: 69,38 ± 2,07 %  
G2/M: 21,56 ± 1,41 %  

SÍNTESIS: 9,06 ± 1,52 %  

NT 

GO/G1: 66,69 ± 1,99 %  
G2/M: 13,22 ± 2,48 %  

SÍNTESIS: 20,10 ± 1,34 %  

NU 
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 Las principales diferencias aparecidas en los ensayos fueron el 

incremento del porcentaje de células tratadas con nucleósidos en las fases G0-

G1 y la reducción en la fase de síntesis. Además, el grupo tratado con la 

mezcla NT experimentó un destacado incremento en el porcentaje de células 

localizadas en las fases G2-M, respecto a los otros dos grupos experimentales 

(Figura 17). 

 

 

 
 
Figura 17. Análisis mediante FACScan del efecto de los nucleósidos exógenos sobre el ciclo 

celular. Cada histograma representa la media de tres determinaciones y la barra vertical la 

desviación estándar. a: significación frente al grupo control; b: significación entre los grupos NT 

y NU; 1:p<0.01; 2:p<0.05 

 

 
1.3. Ensayo de viabilidad, necrosis y apoptosis 
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nucleósidos sobre los porcentajes tanto de células viables como de apoptóticas 

y necróticas. Las células fueron sembradas en condiciones de baja densidad 

celular y fueron incubadas con los respectivos medios de cultivo 

experimentales durante 7 días realizando cambios de medio cada 12 horas. 

Transcurrido dicho tiempo fueron procesadas y estudiadas por citometría. 

 

 Los valores que aparecieron en el grupo control fueron un 93´34% de 

células viables, un 4´52% de necrosis y un 2´15% de apoptosis. Para el grupo 

NT fueron 94´56%, 4´17% y 1´27% respectivamente, y para el grupo NU, 

93´29%, 4´76% y 1´95% respectivamente (Figura 18 y 19). El análisis 

estadístico de los datos no mostró diferencias significativas entre ninguno de 

los pares de valores. 
 

 
 
Figura 18. Análisis mediante FACScan del efecto de los nucleósidos exógenos sobre la 

viabilidad celular, necrosis y apoptosis. Se representa para el grupo control, NT y NU 

respectivamente una gráfica a la izquierda que refleja la posición de cada célula evaluada 

VIABLES: 93,34 ± 1,79 % 
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APOPTÓTICAS: 2,15 ± 0,76 % 

VIABLES: 94,56 ± 1,23 % 
NECRÓTICAS: 4,17 ± 1,00 % 

APOPTÓTICAS: 1,27 ± 0,42 % 
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NECRÓTICAS: 4,76 ± 0,98 % 
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respecto a los cuadrantes que representan la viabilidad, necrosis y apoptosis, y a la derecha 

los valores medios de tres determinaciones junto con la desviación estándar.  

 

 
 
Figura 19. Análisis del efecto de los nucleósidos exógenos sobre la viabilidad celular, necrosis 

y apoptosis de células IEC-6 tratadas durante 7 días con medio control, NT y NU 

respectivamente. Cada histograma representa la media de tres determinaciones y la barra 

vertical la desviación estándar.  

 
 
1.4. Estudio morfológico de las células 
 
 Para evaluar posibles diferencias entre los tres grupos experimentales 

se realizaron estudios a nivel de microscopía óptica y microscopía electrónica 

de transmisión. 

 

1.4.1. Microscopía óptica 
 
 Células IEC-6 fueron sembradas en condiciones de baja densidad 
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durante 7 días, con cambios de medio de cultivo cada 12 horas. Transcurrido 

dicho tiempo se llevó a cabo el estudio de los caracteres morfológicos de las 

células mediante visualización directa con un microscopio invertido de 

contraste de fases. 

 

 La monocapa presentaba un aspecto homogeneo, constituida por 

colonias de células poligonales con bordes angulados, fuertemente 

cohesionadas (Figura 20).  La unica diferencia encontrada respecto a los 

diferentes  grupos experimentales radicaba en el grado de confluencia celular,  

sin apreciarse cambios morfológicos en las células de los diferentes 

tratamientos.  

 

 

 
 
Figura 20. Micrografía a microscopía óptica de células IEC-6 tratadas con el medio 

experimental NT en el día 7 de cultivo. Obsérvese que el espacio libre para el crecimiento es 

escaso. Magnificación 100 X.  

 
 

En el séptimo día de cultivo, el grupo NT presentaba mayor número de 

células comparándolo con los otros dos grupos, existiendo en dicho momento 

muy poco espacio libre para la continuación del crecimiento. Este hecho 
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determinó la elección del día 7 como el último para el estudio de la acción de 

los nucleósidos en condiciones de baja densidad celular, ya que una vez 

alcanzada la confluencia, no sería posible establecer diferencias en las tasas 

proliferativas entre los grupos. 

 

1.4.2. Microscopía electrónica de transmisión 
 
 Células IEC-6 fueron sembradas en placas de 24 pocillos en condiciones 

de baja densidad celular y tratadas con los medio de cultivo control, NT y NU 

respectivamente durante 7 días, realizando cambios de medio de cultivo cada 

12 horas. Transcurrido dicho tiempo se llevó a cabo el estudio de la 

ultraestructura de las células por microscopía electrónica de transmisión. 

 

 Las células IEC-6 son aplanadas y muestran orgánulos típicos como 

retículo endoplasmático rugoso, mitocondrias con crestas bien definidas, 

aparato de golgi, microvellosidades, ribosomas libres y asociados al retículo, 

complejos de unión intercelular,etc (Quaroni y cols., 1979). En los cultivos 

experimentales se pudieron observar dichas características, aunque se 

pusieron de manifiesto algunas diferencias entre los grupos (Figura 21). Las 

células tratadas con nucleósidos presentaron mayor abundancia en orgánulos 

como mitocondrias y aparato de golgi. Además fue característica la 

segregación de ambos tipos de orgánulos, ocupando localizaciones 

diferenciadas dentro de la célula (Figura 21 C, D y G). Por otro lado, los grupos 

tratados con nucleósidos presentaron con mayor frecuencia microvellosidades, 

además de ser de mayor tamaño que las encontradas en el grupo control 

(Figura 21 D, E y F). Por último, en las monocapas de células tratadas con los 

medios NT y NU aparecieron uniones intercelulares bien definidas, con mayor 

regularidad que en el grupo control. Estos hallazgos hacen presumir que la 

administración de nucleósidos conduce a una reorganización intracelular y a la 

adquisición de estructuras características de las células epiteliales intestinales 

diferenciadas. 
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Figura 21. Micrografías electrónicas de transmisión de células IEC-6 tratadas con medio 

control (A y B), NT (C, D, E y F) o NU (G y H) durante 7 días. ∆: retículo endoplasmático 

rugoso, ▲: aparato de Golgi; ♦: mitocondrias; *: microvellosidades; N: núcleo celular; flecha: 

uniones intercelulares. 
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1.5. Estudio de marcadores de diferenciación celular por 
Inmunofluorescencia indirecta en citometría de flujo. 
 
 Para conocer el grado relativo de diferenciación adquirido por las células 

IEC-6 en los diferentes tratamientos, se realizaron estudios para la detección 

de la expresión de dos marcadores de diferenciación enterocítico: villina, que 

es un marcador estructural, y fosfatasa alcalina, que es un marcador funcional. 

De este modo, células IEC-6 fueron sembradas en placas de 75 cm2 en 

condiciones de baja densidad celular, y tratadas con los medios control, NT y 

NU respectivamente durante 7 días, realizando cambios de medio cada 12 

horas.  Transcurrido dicho tiempo las células fueron despegadas de los frascos 

y procesadas para el análisis citométrico con anticuerpos específicos. 

 

 Respecto a la villina se encontró una expresión muy baja en todos los 

casos que no llegaba ni al 1%. Sin embargo, se observó mayor expresión en el 

grupo NT y NU respecto al grupo control (p<0.05). El grupo control tuvo un 

0.22% de expresión, mientras que el grupo NT y NU obtuvieron 0.49% y 0.46% 

respectivamente (Figura 22 A). 

 

 En el caso de la fosfatasa alcalina también se apreció una expresión 

muy baja en los diferentes cultivos, aunque se encontró un patrón inverso de 

expresión del marcador respecto a lo sucedido con la villina. El grupo control en  

este caso presentó mayor expresión de la proteína con un 1.80% que el grupo 

NT y NU con un 0.61% y 0.58% respectivamente (p<0.01) (Figura 22 B). 

 

 Los resultados de ambos marcadores nos indican por un lado que los 

grupos tratados con las diferentes mezclas de nucleósidos presentan el mismo 

comportamiento, en cuanto a lo que la expresión de los marcadores analizados 

se refiere. Por otro lado nos dan una información contradictoria ya que en el 

caso de la villina la expresión del control es inferior al de los grupos tratados 

con nucleósidos, pero en el caso de la fosfatasa alcalina es al revés. Por todo 

ello, la decisión de la adquisición de un mayor o menor grado de diferenciación 
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de un tratamiento u otro tendrá que ser considerado complementando esta 

información con otros resultados procedentes de otras técnicas.  

 

 

 

 
 
Figura 22. Análisis mediante FACScan de las modificaciones en la expresión de marcadores de 

diferenciación enterocítica en células IEC-6. A, villina. B, fosfatasa alcalina. Las gráficas 

enfrentan el tipo de tratamiento, control, NT y NU respecto al porcentaje  de células que 

expresan el marcador correspondiente. Cada histograma representa la media de tres 

determinaciones, y la barra vertical la desviación estándar. a: significación frente al grupo 

control; 1:p<0.01; 2:p<0.05. 

 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

VILLINA

CONTROL
N T
N U 

Po
rc

en
ta

je
 

a2 a2 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

FOSFATASA ALCALINA

CONTROL
N T
N U 

a1 
a1 

Po
rc

en
ta

je
 

 A  

 B  



Fernando Rodríguez Serrano  Resultados 
 

     

 98

 
1.6. Contenido proteico total de los cultivos 
 
 Para analizar las variaciones en las cantidades totales de proteína en los 

cultivos tratados bien con medio control, NT o NU, se realizaron ensayos para 

los que se cultivaron células IEC-6 en condiciones de baja densidad celular en 

falcons de 75 cm2, y tras 7 días de cultivo se despegaron las monocapas de 

células y se procedió a contabilizar las cantidades de proteína total por el 

método de Lowry (Lowry y cols., 1951). 

 

 Los resultados mostraron que el grupo NT ofreció un 166% respecto a la 

cantidad total del control, mientras que el grupo NU mostró un 65%. Estos 

resultados indican que las cantidades de proteína total difieren de forma radical 

entre los tres grupos (Figura 23). 

 

 
 
Figura 23. Producción de proteína total en células IEC-6 cultivadas durante 7 días en 

condiciones de baja densidad celular, y tratadas con medio de cultivo control, NT y NU 

respectivamente. Cada histograma representa la media de tres determinaciones y la barra 

vertical la desviación estándar. a: significación frente al grupo control; b: significación entre los 

grupos NT y NU; 1:p<0.01. 
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2 ENSAYOS A ALTA DENSIDAD CELULAR 
 
 El cultivo de las células IEC-6 en confluencia produce la activación del 

proceso de diferenciación celular (Ametani y cols., 1996; Wood y cols., 2003). 

Para conocer el efecto de los nucleósidos exógenos sobre dicho proceso, se 

realizaron varios ensayos utilizando unas condiciones iniciales diferentes a las 

empleadas en los ensayos precedentes. Para estos estudios las células fueron 

sembradas a una densidad de 100.000 células / cm2, partiendo de esta manera 

de una situación de confluencia celular.  

 

2.1 Estudio morfológico de las células a microscopía óptica 
 
 Las posibles variaciones morfológicas de las células IEC-6 cultivadas en 

condiciones de alta densidad celular, y tratadas con medios de cultivo control, 

NT y NU respectivamente, fueron estudiadas al quinto día de cultivo contando a 

partir de las 24 horas posteriores a la siembra. Dicho estudio se llevó a cabo 

mediante la observación directa de las células bajo un microscopio invertido de 

contraste de fase. Como control positivo de la organización tisular diferenciada 

se utilizó un cultivo de células IEC-6 crecidas sobre una capa de Matrigel. Este 

material está considerado como un soporte adecuado para la inducción de la 

diferenciación de células IEC-6. Para ello, se sembraron células IEC-6 en 

placas de 24 pocillos sobre una capa de Matrigel a una densidad de 100.000 

células / cm2. Transcurridas 24 horas desde la siembra se procedió a estudiar 

la morfología del cultivo bajo un microscopio de contraste de fase. 

 
 El control positivo presentó un aspecto muy característico, constituido 

por la organización de las células delimitando unos espacios vacíos de células 

con forma circular u ovoide. Así mismo se encontraron dos formas en la 

asociación de las células. Por un lado existen zonas donde se puede delimitar 

claramente los bordes celulares, mientras que en otras zonas las células se 

encuentran formando agregados,  siendo imposible la determinación de los 

límites. Esta última forma aparece especialmente constituyendo los bordes de 

los espacios vacíos de células (Figura 24 A). 
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 El cultivo tratado con medio control se caracterizó por poseer un aspecto 

heterogéneo, donde se pudo distinguir los dos tipos de asociación de las 

células observado en el control positivo. Por un lado se encontraron regiones 

del cultivo donde se pudo distinguir los bordes celulares, intercalados con 

zonas difusas sin límites apreciables (Figura 24 B). 

 

 Los dos grupos tratados con nucleósidos, presentaron una apariencia 

similar. Del mismo modo que el anterior, se encontraron las dos formas de 

asociación, pero la característica diferenciadora más llamativa fue la detección 

de estructuras esféricas u ovoides generalmente, similares a las encontradas 

en el control positivo. Estas estructuras, estaban delimitadas periféricamente 

por el tipo de agregación celular sin límites distinguibles. Además, se apreció 

una menor cantidad de agregados celulares en los que se puede distinguir los 

bordes celulares, en comparación con el grupo control. Los espacios vacíos de 

células aparecían a lo largo del cultivo de forma regular, y como estructuras 

independientes o como asociaciones de dos o mas espacios, y los bordes 

libres se encontraban engrosados verticalmente de manera que se tenían que 

enfocar en un plano diferente al resto del cultivo (Figura 24 C y D).  
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Figura 24. Estudio mediante microscopía óptica de las células IEC-6 en condiciones de alta 

densidad celular. A, control positivo constituido por células crecidas sobre Matrigel durante 24 

horas. B, células tratadas con medio experimental control a los 5 días de cultivo. C, células 

tratadas con el medio NT a los 5 días de cultivo. D, células tratadas con el medio NU a los 

cinco días de cultivo. El triángulo representa la localización de espacios vacíos de células. La 

flecha indica zonas del cultivo donde se pueden distinguir los bordes celulares. El asterisco 

indica zonas donde las células se encuentran agregadas y no es posible delimitar los contornos 

celulares. Magnificación en todas las fotografías 100X. 

 
 

2.2 Determinación de los marcadores de diferenciación celular por 
inmunofluorescencia indirecta. 
 
 Para estudiar el grado de diferenciación adquirido por las células IEC-6 

con los respectivos tratamientos, se realizaron estudios para la detección de los 

niveles de expresión de las proteínas villina y fosfatasa alcalina. De este modo, 

células IEC-6 fueron sembradas en placas de 75 cm2 en condiciones de alta 

densidad celular, y tratadas con los medios de cultivo control, NT y NU 

respectivamente durante 5 días, realizando cambios de medio cada 12 horas.  

* 
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Transcurrido dicho tiempo las células fueron despegadas de los frascos y 

procesadas para el análisis citométrico con anticuerpos específicos. 

 

 Respecto a la villina, el porcentaje de células del cultivo que expresaron 

la proteína en el grupo control fue de 2.76%, para el grupo NT 7.17% y para el 

NU 6.76% (Figura 25 A). En el caso de la fosfatasa alcalina se encontró una 

expresión del 2.89% para el control, 1.46% para el grupo NT y 1.47% para el 

grupo NU (Figura 25 B). 

 

 Estos resultados indican un comportamiento similar de los dos grupos 

tratados con nucleósidos, respecto al control. Desde otro punto de vista, resulta 

paradójico como para la villina, los grupos tratados con nucleósidos tienen 

mayor expresión que el control y para la fosfatasa alcalina se produce el efecto 

inverso, siendo ambas proteínas marcadores de diferenciación enterocítica.  
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Figura 25. Análisis mediante FACScan de las modificaciones en la expresión de marcadores 

de diferenciación enterocítico en células IEC-6, cultivadas en condiciones de alta densidad 

celular. A, villina. B, fosfatasa alcalina. Las gráficas enfrentan el tipo de tratamiento, control, NT 

y NU respecto al porcentaje de células que expresan el marcador correspondiente. Cada 

histograma representa la media de tres determinaciones, y la barra vertical la desviación 

estándar. a: significación frente al grupo control; 1:p<0.01. 

 

 

2.3. Contenido proteico total de los cultivos 
 

Para analizar las variaciones en las cantidades totales de proteína de los 

cultivos tratados bien con medio control, NT o NU, se realizaron ensayos para 

los que se cultivaron células IEC-6 en condiciones de alta densidad celular en 

falcons de 75 cm2, tras 5 días de cultivo se despegaron las monocapas y se 

procedió a contabilizar las cantidades de proteína total por el método de Lowry 

(Lowry y cols., 1951). 
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 Los resultados indicaron que el grupo NT mostró un 128%  y el grupo 

NU un 136% respecto a la cantidad total del control. En este sentido, los 

valores alcanzados por los grupos tratados con nucleósidos no presentan 

diferencias estadísticamente significativas entre ellos (Figura 26).   

 

 

 
 
Figura 26. Producción de proteína total en células IEC-6 cultivadas durante 5 días en 

condiciones de alta densidad celular, y tratadas con medio de cultivo control, NT y NU 

respectivamente. Cada histograma representa la media de tres determinaciones y la barra 

vertical la desviación estándar. a: significación frente al grupo control; 1:p<0.01. 

 

 

2.4. Estudio de marcadores de diferenciación mediante Western-Blot 
 

 Para comprobar por otra técnica los resultados obtenidos en la 

cuantificación de los porcentajes de expresión de villina y fosfatasa alcalina por 

citometría de flujo, se sembraron células IEC-6 en condiciones de alta densidad 

celular y fueron tratadas con medio control, NT y NU respectivamente. Tras 5 

días de cultivo se levantaron las capas de células y se procesaron para la 

determinación de la expresión de los marcadores por Western-Blot. Los 
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resultados encontrados ratifican los obtenidos por citometría de flujo, 

apareciendo unos niveles de expresión de villina para las células tratadas con 

nucleósidos superior al grupo control, mientras que para el caso de la fosfatasa 

alcalina el resultado fue inverso. En la siguiente tablan se muestra los valores 

de expresión de los marcadores, expresados como el porcentaje que tienen 

respecto al control. 

 

          
   VILLINA FOSFATASA A.   
  CONTROL  100 ± 13.84 100 ± 8.29   
  NT 229.71 ± 14.24* 57.95 ± 5.31*   
  NU 239.65 ± 18.59* 55.94 ±8.19 *   
          

 

*: Diferencia significativa respecto al grupo control p< 0.01 

 

3. ENSAYOS DE RECUPERACIÓN FRENTE AL TRATAMIENTO CON 
5-FLUOROURACILO 
 
 Los ensayos encaminados al estudio del efecto de los nucleósidos 

exógenos sobre la recuperación del epitelio intestinal, tras el pretratamiento con 

5-fluorouracilo, fueron realizados utilizando las células IEC-6 cultivadas a una 

densidad de 5.000 células / cm2. 

 

 

3.1. Curva de crecimiento  
 

Células IEC-6 fueron sembradas en placas de 24 pocillos a una 

densidad de 5 000 células / cm2, pretratadas con 5-fluorouracilo, excepto el 

grupo control e incubadas con medio de cultivo experimental sin nucleósidos 

(grupo control-5Fu y grupo control) o con alguna de las dos mezclas NT (grupo 

NT-5Fu) o NU (grupo NU-5Fu). Cada día se tomaron muestras de todos los 

tratamientos, que fueron procesadas para el contaje del número de células con 

tinción de sulforrodamina B, hasta un total de 7 días (Figura 27).  
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 El primer día tras la aplicación del 5-Fluorouracilo se contabilizaron 

19.127 células en el grupo control, que presentó diferencias estadísticamente 

significativas respecto a los otros grupos, que se mantuvieron hasta el final del 

ensayo. El grupo control-5Fu tuvo 4 145 células, el grupo NT-5Fu 9 343 y el 

grupo NU-5Fu 9 413. El tercer día se caracterizó por un incremento en la 

proliferación del grupo NT-5Fu, que con 18 822 células fue estadísticamente 

diferente al grupo control-5Fu que contaba con 5 368 células. El control tenía 

75 691 células y el grupo NU-5Fu 11 789. En el cuarto día, el grupo NT-5Fu 

continuó con su impulso proliferativo distanciándose aún más del grupo control-

5Fu. Además, estrenó diferencias significativas respecto al grupo NU-5Fu. En 

este momento el número de células fue de 97 705 para el control, 2 005 para el 

control-5Fu, 43 587 para el grupo NT-5Fu y 37 167 para NU-5Fu. A partir de 

ese momento, las diferencias existentes entre los grupos experimentales se 

mantuvieron hasta el final del ensayo. En el día 7, el número final de células fue 

de 213 291 para el control, 6 591 para el grupo control-5Fu, 156 409 para el 

grupo NT-5Fu y 72 328 para el NU-5Fu. 

 

 El crecimiento del grupo control presentó un perfil típico de crecimiento 

para una línea celular. El control con pretratamiento de 5-Fluorouracilo sufrió 

una caída inicial del 60% de la población celular que se continuó con 

fluctuaciones del número de células sin que se consiguiera en ningún momento 

valores superiores al 70% del número de células sembradas inicialmente. El 

grupo NT-5Fu experimentó a partir del tercer día una mejora importante en su 

crecimiento, que sin llegar a igualarse al grupo control se mantuvo muy 

distanciado de los grupos NU-5Fu y control-5Fu. El grupo NU-5Fu mejoró la 

situación del grupo control-5Fu pero permaneció alejado del NT-5Fu. 

 

A tenor de los resultados obtenidos se puede concluir que el efecto de 

los diferentes medios de cultivo es muy variado. El pretratamiento con 5-

Fluorouracilo afecta de manera radical a la evolución del crecimiento de la línea 

IEC-6. Dicho efecto se ve parcialmente contrarrestado por la adición de 

nucleósidos en los medios de cultivo. La mezcla NT resultó más eficaz que la 

NU, consiguiendo unos valores de crecimiento 2.16 veces mayor.  
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El análisis de la pendiente de cada intervalo de crecimiento refleja en 

primer lugar que el grupo control presentó mayor aceleración en el crecimiento 

en todos los tramos considerados excepto en el 4º que es tímidamente 

superado por el grupo NT-5Fu y el 5º, donde el grupo NT-5Fu manifestó un 

impulso 1.34 veces superior al del grupo control. El grupo control-5Fu sufrió 

una alternancia entre períodos de crecimiento negativo (tramos 1, 3, 4 y 7) y 

positivo (tramos 2, 5 y 6). El grupo NT-5Fu mantuvo en los dos primeros tramos  

un crecimiento negativo, que a partir del tercero se hace positivo y se va 

incrementado hasta el valor máximo obtenido en el tramo 5, reduciéndose 

posteriormente hasta el 7º. El grupo NU-5Fu, al igual que el NT-5Fu, sufrió un 

decrecimiento en los dos primeros tramos iniciales que se hizo positivo a partir 

del tercero, alcanzando el valor máximo en el 6º tramo reduciéndose en el 7º 

(Figura 28). 
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Figura 27. Efecto de las mezclas NT y NU sobre la recuperación del pretratamiento con 5-

Fluorouracilo en células IEC-6. Las células fueron pretratadas con el fármaco (excepto el grupo 

control) e incubadas con medio control, NT o NU. Para cada día considerado, se representa el 

número de células como la media de cuatro determinaciones, junto con las barras de 

desviación estándar. a: diferencias significativas entre el grupo control y el resto de grupos 

experimentales, simultáneamente; b: significación frente al grupo control-5Fu; c: significación 

entre grupos NT-5Fu y NU-5Fu; 1:p<0.01. 

  

 

 
 
Figura 28. Representación gráfica de los valores de pendiente de cada tramo de crecimiento, 

calculado como el incremento del número de células respecto al incremento de tiempo. 
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el grupo control) y posteriormente mantenidas medio control (grupo control y 

control-5Fu), NT (grupo NT-5Fu) y NU (NU-5Fu) respectivamente, realizándose 

un cambio de medio de cultivo cada 12 horas. Al séptimo día se levantó la 

monocapa de células y se determinó el número total de células (Figura 29). 

  

 Así, el número de células contadas al cabo de los días fue de 7.862.500, 

para el grupo control y 197.500, 4.660.000 y 2.015.000 para los grupos control-

5Fu, NT-5Fu y NU-5Fu respectivamente. Estos resultados confirmaron las 

diferencias encontradas en la curva de crecimiento realizada con la tinción de 

sulforrodamina B. El grupo control sin pretratamiento con 5-Fluorouracilo 

experimentó la mayor tasa de proliferación, seguido del tratamiento con NT-

5Fu, NU-5Fu y finalmente el grupo control-5Fu. Todos los grupos tuvieron 

diferencias estadísticamente significativas entre ellos (p<0.01). 
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Figura 29. Efecto de las mezclas NT y NU sobre la recuperación del pretratamiento con 5-

Fluorouracilo en células IEC-6. Las células fueron pretratadas con el fármaco (excepto el grupo 

control) e incubadas con medio control, NT o NU. La gráfica representa el número de células 

como la media de tres determinaciones, junto con las barras verticales de desviación estándar. 

a: diferencias significativas entre el grupo Control y el resto de grupos experimentales, 

simultáneamente; b: significación frente al grupo Control-5Fu; c: significación entre grupos NT-

5Fu y NU-5Fu; 1:p<0.01. 

 

 

3.3. Estudio morfológico de las células a microscopía óptica 
 
 Las posibles variaciones morfológicas de las células IEC-6 en los 

ensayos de recuperación frente al 5-Fluorouracilo fueron estudiadas mediante 

la observación directa de las células bajo un microscopio invertido de contraste 

de fase. Las células fueron cultivadas a una densidad de 5.000 células / cm2 en 

Falcons de 75 cm2. Fueron pretratadas con el fármaco 5-Fluorouracilo (excepto 

el grupo control) y posteriormente mantenidas con medio control (grupo control 

y control-5Fu), NT (grupo NT-5Fu) y NU (NU-5Fu) respectivamente, 

realizándose un cambio de medio de cultivo cada 12 horas. Al séptimo día las 

células fueron estudiadas al microscopio óptico. 

 
 El grupo control presentó un aspecto homogéneo, donde las células 

poligonales se disponían constituyendo colonias bien definidas y cohesionadas 

(Figura 30 A). Por el contrario, el grupo control-5Fu se caracterizó además de 

por la baja densidad de células existentes, por contener mayoritariamente 

células hipertróficas, de aspecto redondeado con escasos contactos 

intercelulares (Figura 30 B). En los grupos experimentales recuperados con las 

mezclas de nucleósidos se observó el crecimiento de colonias con aspecto 

normalizado, aunque con la existencia de gran cantidad de células hipertróficas 

en comparación con el grupo control (Figura 30 C). 

 

 Como conclusión, el 5-Fluorouracilo afecta de manera importante a la 

morfología de las células en cultivo, y la adición de nucleósidos en los medios 

de cultivo parece amortiguar este efecto, adquiriendo la monocapa de células 
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un aspecto mucho más parecido a la situación control sin pretratamiento con el 

fármaco. 
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Figura 30. Estudio mediante microscopía óptica de contraste de fase de células IEC-6 en 

ensayos de recuperación frente al pretratamiento con 5-Fluorouracilo, en el día 7º. A, control 

sin pretratamiento con 5-Fluorouracilo. B, control con pretratamiento con 5-Fluorouracilo. C, 

células tratadas con 5-Fluorouracilo y recuperadas con medio NT. Las flechas indican la 

localización de células hipertróficas. Magnificación en todas las imágenes de 100X. 

 
 
3.3. Análisis de la distribución del ciclo celular 
 

Para determinar posibles modificaciones en el ciclo celular provocadas 

por la presencia de nucleósidos, en la recuperación del tratamiento con 5-

Fluorouracilo, se realizaron estudios con las células IEC-6 que fueron 

sembradas a una densidad de 5000 células / cm2 en Falcons de 75 cm2. 

Fueron pretratadas con el fármaco 5-Fluorouracilo (excepto el grupo control) y 

posteriormente mantenidas con medio control (grupo control), NT (grupo NT-

5Fu) y NU (NU-5Fu) respectivamente, realizándose un cambio de medio de 

cultivo cada 12 horas. Al cabo de 7 días se recolectaron las células y fue 

analizada la distribución del ciclo celular. 

 

C
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 El análisis por citometría de flujo mostró para el grupo control un 60.73% 

de células en las fases G0-G1, un 15.55% en las fases G2-M y un 23.73% en la 

fase de síntesis. El grupo NT-5Fu obtuvo un 69.03% de células en fase G0-G1, 

un 9.28% en fase G2-M y un 21.69% en la fase de síntesis. El grupo NU tuvo 

un 59.48% de células en fase G0-G1, un 5.78% en fase G2-M y un 34.74% en 

la fase de síntesis (Figura 31). Respecto al grupo control-5Fu, no se consiguió 

obtener un millón de células para cada determinación, por lo que fue excluido 

del análisis. 

 

 

 
 

 

 
 
 
 

CONTROL

GO/G1: 60,73 ± 3,68 %         
G2/M: 15,55 ± 2,70 %          

SÍNTESIS: 23,73 ± 2,20 %  

NT-5Fu

GO/G1: 69,03 ± 1,06 %         
G2/M: 9,28 ± 0,43 %           

SÍNTESIS:21,69 ± 0,88 %  
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Figura 31. Análisis mediante FACScan del efecto de los nucleósidos exógenos sobre el ciclo 

celular, en ensayos de recuperación frente al tratamiento con 5-Fluorouracilo. Se representa 

para el grupo control, NT-5Fu y NU-5Fu respectivamente una gráfica a la izquierda, que refleja 

el número de células que aparecen en cada fase del ciclo celular. A la derecha aparecen los 

valores medios de tres determinaciones junto con la desviación estándar.  

 
 
 Las células tratadas con el medio NT se diferenciaron de las células 

control en una mayor localización en las fases G0-G1 y una reducción de algo 

más del 40% de las fases G2-M. El grupo NU-5Fu también sufrió una reducción 

de las fases G2-M, aún más pronunciada que el anterior (más del 60%), 

aunque no se afectaron las fases G0-G1. Además, experimentaron un 

incremento en la localización en la fase de síntesis 1.46 veces superior al 

control. El comportamiento de los grupos tratados con nucleósidos fue diferente 

en todas las fases del ciclo celular. El grupo NT-5Fu obtuvo mayor valor en las 

fases G0-G1 y G2-M, y menor valor en fase de síntesis que las células tratadas 

con el medio NU (Figura 32).  

 
 
 
 
 

NU-5Fu

GO/G1: 59,48 ± 1,66 %         
G2/M: 5,78 ± 0,60 %           

SÍNTESIS: 34,74 ± 1,71 %  
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Figura 32. Análisis mediante FACScan del efecto de los nucleósidos exógenos sobre el ciclo 

celular, en ensayos de recuperación frente al tratamiento con 5-Fluorouracilo. Cada histograma 

representa la media de tres determinaciones y la barra vertical la desviación estándar. a: 

significación frente al grupo control; b: significación entre los grupos NT-5Fu y NU-5Fu; 

1:p<0.01; 2:p<0.05. 

 

 
3.4. Ensayo de viabilildad, necrosis y apoptosis. 
 

Se realizaron estudios sobre el efecto del pretratamiento con 5-

Fluorouracilo y la recuperación en presencia o ausencia de nucleósidos, sobre 

los porcentajes de células viables, apoptóticas y necróticas de los cultivos. Para 

ello, las células fueron sembradas a una densidad de 5000 células / cm2 en 

Falcons de 75 cm2. Fueron pretratadas con el fármaco 5-Fluorouracilo y 

posteriormente mantenidas con medio control (control-5Fu), NT (grupo NT-5Fu) 

o NU (NU-5Fu) respectivamente, realizándose un cambio de medio de cultivo 

cada 12 horas. Transcurridos 7 días, contados a partir de las 24 horas 

posteriores a la siembra, las células fueron levantadas de los falcons y 
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procesadas para su estudio en citometría de flujo con ioduro de propidio y 

Anexina V conjugada con fluoresceína. 

 

 Los valores resultantes fueron, para el grupo control-5Fu un 53.58% de 

células viables, un 30.48% de necrosis y un 15.94% de apoptosis. El grupo NT-

5Fu presentó un 69.26%, 17.24% y 13.50% respectivamente, y para el grupo 

NU-5Fu, 65.15%, 25.24% y 9.61% respectivamente (Figura 33). 

 
 

 
 
 

 
 
 
  
 
 
 

CONTROL-5Fu

VIABLES 53,58 ± 3,42 % 
NECRÓTICAS  30,48 ± 1,51 % 

APOPTÓTICAS  15,94 ± 1,93 %
 

NT-5Fu

VIABLES 69,26 ± 2,46 % 
NECRÓTICAS  17,24 ± 1,89 % 

APOPTÓTICAS  13,50 ± 1,06 %
 



Fernando Rodríguez Serrano  Resultados 
 

     

 118

 
 

 
 
Figura 33. Análisis mediante FACScan del efecto de los nucleósidos exógenos sobre la 

viabilidad celular, necrosis y apoptosis. A la izquierda aparece una gráfica que refleja para cada 

tratamiento, la posición de cada célula evaluada, respecto a los cuadrantes que representan la 

viabilidad (abajo a la izquierda), necrosis (arriba a la izquierda) y apoptosis (a la derecha). A la 

derecha se expresan los valores medios de tres determinaciones, junto con la desviación 

estándar.  

 

 

 Las células tratadas con los medios de cultivo con nucleósidos 

demostraron tener mayor viabilidad celular (p<0.01) y menor porcentaje de 

células necróticas (p<0.01),  respecto al grupo control. Sin embargo, el grupo 

recuperado con la mezcla NT presentó diferencias significativas con el grupo 

NU-5Fu en cuanto a menor necrosis celular y mayor apoptosis (p<0.01 y 

p<0.05, respectivamente).  Un dato a resaltar es que el grupo NT-5Fu, teniendo 

los niveles más bajos de necrosis, no alcanza diferencias significativas de 

apoptosis con el grupo control, aún teniendo unos valores medios más bajos.  

(Figura 34).  

 

Estos resultados indican que la presencia de nucleósidos en el medio 

extracelular, conduce a una mejor respuesta en la recuperación epitelial tras la 

agresión quimioterápica, aunque el tipo de mezclas de nucleósidos utilizada 

implica diferencias en el perfil de dicha recuperación. 

NU-5Fu

VIABLES 65,15 ± 0,94 % 
NECRÓTICAS  25,24 ± 1,03 % 
APOPTÓTICAS  9,61 ± 1,92 % 
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Figura 34. Análisis del efecto de los nucleósidos exógenos sobre la viabilidad celular, necrosis 

y apoptosis de células IEC-6 pretratadas con 5-Fluorouracilo y recuperadas durante 7 días con 

medio control (grupo control-5Fu), NT (grupo NT-5Fu) y NU (grupo NU-5Fu) respectivamente. 

Cada histograma representa la media de tres determinaciones y la barra vertical la desviación 

estándar. a: significación frente al grupo control-5Fu; b: significación entre los grupos NT-5Fu y 

NU-5Fu; 1:p<0.01; 2:p<0.05. 
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4. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE DIFERENTES CONDICIONES 
EXPERIMENTALES. 
 
 Para un mejor conocimiento del efecto de las diferentes condiciones 

experimentales empleadas en los ensayos realizados, se incluye este apartado 

encaminado a analizar el carácter multifactorial de los resultados obtenidos.  

 

4.1Efecto de la densidad celular y los medios de cultivo experimentales 
sobre el grado de diferenciación 
 
 Para esclarecer los factores que participan en la diferenciación de las 

células IEC-6, se van a comparar por un lado, los valores de proteína total de 

los cultivos y por otro los porcentajes de células que expresan los marcadores 

moleculares estudiados. 

 

4.1.1. Porcentaje de proteína total 
 
 La comparación de las cantidades relativas de proteína total en 

condiciones de baja y alta densidad celular, arroja claras diferencias. 

Independientemente de las condiciones, el grupo NT presenta mayor valor 

respecto al control, pero el grupo NU pasa de tener un 35% menos que el 

control en condiciones de baja densidad celular a tener un 36% más en alta. 

Por otro lado, se traduce que el efecto de las dos mezclas de nucleósidos 

sobre la producción proteica final en alta densidad es  la misma, mientras que a 

baja densidad celular los grupos NT y NU se comportan de manera diferente. 

 

 La estadística se realiza sobre cada condición de cultivo por separado, 

es decir, por un lado los valores de baja densidad celular y por otro los de alta. 

Esto se debe a que los resultados están expresados como un porcentaje 

respecto al grupo control y no como el valor absoluto de la cantidad de proteína 

total (Figura 35). 
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Figura 35. Producción de proteína total en células IEC-6 cultivadas durante 7 días en 

condiciones de baja densidad celular y de alta densidad celular. Fueron tratadas con medio de 

cultivo control, NT y NU respectivamente. Los resultados se expresan como porcentaje del 

valor alcanzado por el grupo control en cada condición considerada. Cada histograma 

representa la media de tres determinaciones y la barra vertical la desviación estándar. a: 

significación frente al grupo control; ; b: significación entre los grupos NT y NU; 1:p<0.01; 

2:p<0.05. 

 

 

4.1.2. Marcadores de diferenciación por citometría de flujo 
 
 La comparación de los resultados obtenidos en las diferentes 

condiciones experimentales determina que el paso de las células de baja 

densidad celular a alta densidad supone en todos los casos, un incremento en 

la expresión de villina (Figura 36), siendo del 2.48% para el control, 6.68 para el 

grupo NT y 6.30 para el NU. De esta forma, la expresión en el grupo control 

aumentó 9.86 veces, la del grupo NT 14.63 veces y la del NU 14.70 veces 

(Tabla 2). 
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Figura 36. Expresión de villina en condiciones de baja y alta densidad celular. Los datos se 

presentan como el porcentaje de células del cultivo que expresan la proteína para cada 

tratamiento considerado, control, NT o NU.  

 

 

          
  

INCREMENTO DE LA EXPRESIÓN DE VILLINA 
  

       

  
BAJA 

DENSIDAD 
ALTA 

DENSIDAD INCREMENTO FACTOR 
CONTROL 0,28 2,76 2,48 9,86 

NT 0,49 7,17 6,68 14,63 
NU 0,46 6,76 6,30 14,70 

          
 
Tabla 2. Expresión de villina en condiciones de baja y alta densidad celular. Los datos se 

presentan como el porcentaje de células del cultivo que expresan la proteína para cada 

tratamiento considerado, control, NT o NU. La columna “incremento” refleja la diferencia entre 

los valores obtenidos en alta y baja densidad celular. La columna “factor” expresa el número de 

veces que se incrementa la expresión del marcador, al pasar de la condición de baja a alta 

densidad. 
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El análisis de la varianza a doble vía, considerando el efecto del tipo de 

tratamiento y de la densidad celular sobre el porcentaje de la expresión de 

villina, nos muestra que la explicación de la variabilidad en la expresión de 

villina entre los diferentes grupos experimentales, depende tanto del tipo de 

tratamiento sometido a los cultivos (p< 0.01), como de la consideración de 

diferentes densidades celulares en los ensayos realizados (p< 0.01). El 

contraste múltiple de rango, utilizando el procedimiento de las menores 

diferencias significativas de Fisher, nos permite realizar un análisis 

pormenorizado del aporte de cada factor. De esta manera se observa 

homogeneidad entre los grupos tratados con nucleósidos, que además difieren 

sobre el grupo control (p< 0.01). Respecto al factor densidad celular, los grupos 

experimentales mantenidos en condiciones de baja densidad celular difieren 

significativamente de los de alta densidad (p< 0.01). 

 
 La expresión de la fosfatasa alcalina, al igual que la villina, experimenta 

un incremento positivo al pasar de condiciones de baja a alta densidad celular 

(Figura 37), para todos los tipos de medio de cultivo utilizados. El grupo control 

pasó del 1.8% al 2.89%, lo que supone un aumento de 1.61 veces. Las células 

tratadas con el medio NT pasaron de 0.61% al 1.46%, incrementándose 2.39 

veces. Por último el grupo NU saltó de 0.58% al 1.47%, creciendo 2.53 veces 

(Tabla 3). 

 

          
  

INCREMENTO DE LA EXPRESIÓN DE FOSFATASA ALCALINA 
  

       

  
BAJA 

DENSIDAD 
ALTA 

DENSIDAD INCREMENTO FACTOR 
CONTROL 1,8 2,89 1,09 1,61 

NT 0,61 1,46 0,85 2,39 
NU 0,58 1,47 0,89 2,53 

          
 
Tabla 3. Expresión de fosfatasa alcalina en condiciones de baja y alta densidad celular. Los 

datos se presentan como el porcentaje de células del cultivo que expresan la proteína para 

cada tratamiento considerado, control, NT o NU. La columna “incremento” refleja la diferencia 

entre los valores obtenidos en alta y baja densidad celular. La columna “factor” expresa el 
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número de veces que se incrementa la expresión del marcador, al pasar de la condición de 

baja a alta densidad. 

 

 

 
 
Figura 37. Expresión de villina en condiciones de baja y alta densidad celular. Los datos se 

presentan como el porcentaje de células del cultivo que expresan la proteína para cada 

tratamiento considerado, control, NT o NU.  

 

 

El estudio mediante ANOVA de doble vía sobre la incidencia de los 

factores, tipo de medio de cultivo utilizado y densidad celular, sobre la 

expresión de fosfatasa  alcalina, nos muestra que la explicación de la 

variabilidad en la expresión de fosfatasa alcalina entre los diferentes grupos 

experimentales, depende tanto del tipo de medio sometido a los cultivos (p< 

0.01), como de la consideración de diferentes densidades celulares en los 

ensayos realizados (p< 0.01). Se observan diferencias significativas entre el 

grupo control y los grupos NT y NU respectivamente, así como homogeneidad 

entre estos últimos (p< 0.01). Respecto a la densidad celular, los grupos 
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experimentales mantenidos en condiciones de baja densidad difieren 

significativamente de los de alta (p< 0.01). 

 
 Como conclusión del análisis comparativo realizado, los grupos tratados 

con nucleósidos se comportan como un mismo grupo experimental. Tienen el 

mismo grado de expresión en condiciones de baja densidad celular (p>0.05) y 

sufren el mismo incremento en alta densidad celular. El grupo control, difiere 

claramente de los otros dos grupos. Por otro lado, el establecimiento de las 

células control en condiciones favorables para la diferenciación aumenta la 

expresión de ambos marcadores, aunque dicho aumento es proporcionalmente 

inferior al que experimentan los grupos tratados con nucleósidos. 

 
4.2. Efectos del 5-Fluorouracilo y de los nucleósidos exógenos 
 
 A continuación se presentan comparaciones multifactoriales en las que 

intervienen los tipos de medios de cultivos utilizados (control, NT y NU) y el 

pretratamiento o no con 5-Fluorouracilo. Se valorarán los efectos tanto a nivel 

de la proliferación celular, de la distribución de las fases del ciclo celular y de la 

apoptosis/necrosis. 

 

4.2.1. Efectos del 5-Fluorouracilo y de los nucleósidos sobre la 
proliferación celular 
 

Para conocer mejor el efecto del 5-Fluorouracilo sobre la proliferación 

celular, se va a realizar un análisis en el día 7 de cultivo de los valores de 

número de células totales en las condiciones experimentales de baja densidad 

celular y de recuperación con 5-Fluorouracilo. Se consideran los valores 

obtenidos por el método de determinación del número de células con tinción 

con Sulforrodamina B. 

 

El efecto del 5-Fluorouracilo sobre la proliferación celular es muy 

importante, reduciendo los valores de número de células entonos los casos 

(Figura 38). El grupo control fue el más afectado, pasando de 213.291 células 
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sin pretratar con el fármaco a 6.591, quedando sólo el 3.09% de las células. El 

grupo NT tuvo un crecimiento negativo de – 167.552, quedando el 48.28% de 

la población en comparación con el grupo sin pretratar con el 5-Fluorouracilo. 

El grupo NU varió en -86.833 células, manteniendo el 45.44% de las no 

pretratadas (Tabla 4). 

 

 
 
Figura 38. Efecto de las mezclas NT y NU sobre la proliferación celular en el día 7 de cultivo, 

con (grupos control-5Fu, NT-5Fu y NU-5Fu) o sin pretratamiento con 5-Fluorouracilo (grupos 

control, NT y NU). La gráfica representa el número de células como la media de tres 

determinaciones, y las barras verticales la desviación estándar. 

 

          
EFECTO DEL 5-Fu SOBRE LA PROLIFERACIÓN CELULAR 

       
  SIN 5-Fu CON 5-Fu INCREMENTO PORCENTAJE 

CONTROL 213291 6591 -206700 3,09 
NT 323961 156409 -167552 48,28 
NU 159161 72328 -86833 45,44 

          
 
Tabla 4. Efecto del 5-Fluorouracilo sobre la proliferación de las células IEC-6 a día 7 de 

tratamiento. La columna “incremento” se calcula restando al valor del número de células de los 
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grupos tratados con 5-Fluorouracilo, el valor de los grupos sin pretratar, para cada medio de 

cultivo considerado. La columna “porcentaje” representa el porcentaje de células de los grupos 

tratados con el fármaco respecto a los no tratados, para cada medio de cultivo considerado. 

 

 

El amplio rango de valores de número de células respecto a las 

diferentes condiciones experimentales, puede ser explicado por el efecto del 

tipo de tratamiento utilizado: control, NT y NU, (p< 0.01), y por el efecto del 

pretratamiento o no con 5-fluorouracilo (p< 0.01). El análisis entre parejas de 

distribuciones de datos señala la existencia de diferencias significativas entre 

todas ellas (p< 0.01), excepto para el par NT-5Fu y NU, considerados 

estadísticamente como grupos homogéneos. 

 

A tenor de los resultados, se puede puntualizar que el efecto 

antiproliferativo del 5-fluorouracilo es amortiguado por la presencia de 

nucleósidos, existiendo la misma capacidad por parte de las dos mezclas de 

nucleósidos para conseguir dicho efecto. 

 

 

4.2.2. Efectos del 5-Fluorouracilo y de los nucleósidos sobre el ciclo 
celular. 
 
 El tratamiento con 5-Fluorouracilo produjo unas modificaciones 

parecidas en los dos grupos cultivados con las mezclas de nucleósidos. Ambos 

tuvieron una reducción en las fases G2-M, de -12.28% para el grupo NT y -7.44 

para el NU. También se apreció un incremento del porcentaje de células en la 

fase de síntesis que fue del 12.63% y 14.64% para los grupos NT y NU 

respectivamente. La única diferencia entre ambos fue la reducción de células 

del grupo NU en las fases G0-G1, con un -7.21%, que fue casi imperceptible 

para el grupo NT (-0.35%) (Tabla 5 y figura 39).  
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EFECTO DEL 5-Fu SOBRE EL CICLO CELULAR 

      
GO/G1 SIN 5-Fu CON 5-Fu INCREMENTO 

CONTROL 60,73 ------------------ ------------------ 
NT 69,38 69,03 -0,35 
NU 66,69 59,48 -7,21 

G2/M       
CONTROL 15,55 ------------------ ------------------ 

NT 21,56 9,28 -12,28 
NU 13,22 5,78 -7,44 

SÍNTESIS       
CONTROL 23,73 ------------------ ------------------ 

NT 9,06 21,69 12,63 
NU 20,1 34,74 14,64 

 

Tabla 5. . Efecto de las mezclas control, NT y NU, y del pretratamiento (NT-5Fu y NU-5Fu) o no 

con 5-Fluorouracilo (grupos control, NT y NU) sobre la distribución del ciclo celular al día 7. La 

columna “incremento” se calcula restando al valor del porcentaje de una determinada fase del 

ciclo de los grupos tratados con 5-Fluorouracilo, el correspondiente valor de los grupos sin 

pretratar, para cada medio de cultivo considerado.  
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Figura 39. Efecto de las mezclas control, NT y NU, y del pretratamiento (NT-5Fu y NU-5Fu) o 

no con 5-Fluorouracilo (grupos control, NT y NU) sobre la distribución del ciclo celular al día 7 

de cultivo. El eje vertical representa el porcentaje de células que aparecen en cada fase del 
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ciclo celular. Los histogramas muestran la media de tres determinaciones, junto con las barras 

verticales de desviación estándar. 

 
 En este caso, dado que no se tienen resultados del grupo control-5Fu 

para el ciclo celular, sólo se van a considerar en la estadística multifactorial los 

valores de NT y NU, con sus respectivas formas sin pretratamiento y con 

pretratamiento de 5-Fluorouracilo. Por otro lado, las diferentes fases del ciclo 

celular son consideradas independientemente. 

 

 La variable dependiente “número de células” se ve afectada por el tipo 

de medio de cultivo utilizado (NT o NU) y por el pretratamiento o no con 5-

Fluorouracilo, tanto para las fases GO/G1 (p< 0.01, p< 0.05, respectivamente), 

G2/M (p< 0.01, en ambos casos) y la fase de Síntesis (p< 0.01, en ambos 

casos).  La comparación de las parejas de distribuciones de datos confirma en 

los tres intervalos de las fases de ciclo celular, diferencias significativas entre 

los grupos tratados con las mezclas NT y NU por un lado, y los grupos 

pretratados y no pretratados con 5-Fluorouracilo por otro. 

 

  

4.2.3. Efectos del 5-Fluorouracilo y los nucleósidos sobre las tasas de 
viabilidad, necrosis y apoptosis. 
  
 Para conocer con mayor profundidad los efectos producidos por el 5-

Fluorouracilo y los nucleósidos exógenos sobre los niveles de viabilidad, 

necrosis y apoptosis de las  células IEC-6, se van a comparar los resultados 

obtenidos anteriormente. 

 

 El tratamiento con 5-Fluorouracilo produjo en todos los grupos 

experimentales, una reducción de la viabilidad celular y un incremento de los 

niveles de apoptosis y de necrosis (Figura 40). El grupo control redujo la 

viabilidad un 39.76%, el NT un 25.3% y el NU un 28.14%. La necrosis se 

incrementó un 25.96%, 13.07% y 20.48 % para los grupos control, NT y NU 

respectivamente. Finalmente la apoptosis aumentó de igual modo 13.79%, 

12.23% y 7.66% respectivamente (Tabla 6). 
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Figura 40. Efecto de las mezclas control, NT y NU, y del pretratamiento (grupos control-5Fu,  

NT-5Fu y NU-5Fu) o no con 5-Fluorouracilo (grupos control, NT y NU) sobre los porcentajes de 

viabilidad celular, necrosis y apoptosis en células IEC-6. Los histogramas muestran la media de 

tres determinaciones a día 7 de tratamiento, junto con las barras verticales de desviación 

estándar. 
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EFECTO DEL 5-Fu SOBRE NECROSIS/APOPTOSIS 

      
VIABLES SIN 5-Fu CON 5-Fu INCREMENTO 

CONTROL 93,34 53,58 -39,76 
NT 94,56 69,26 -25,3 
NU 93,29 65,15 -28,14 

        
NECRÓTICAS       

CONTROL 4,52 30,48 25,96 
NT 4,17 17,24 13,07 
NU 4,76 25,24 20,48 

        
APOPTÓTICAS       

CONTROL 2,15 15,94 13,79 
NT 1,27 13,5 12,23 
NU 1,95 9,61 7,66 

 
Tabla 6. Efecto de las mezclas control, NT y NU, y del pretratamiento (Control-5Fu, NT-5Fu y 

NU-5Fu) o no con 5-Fluorouracilo (grupos control, NT y NU) sobre los porcentajes de viabilidad 

celular, necrosis y apoptosis en células IEC-6, para el día 7 de cultivo. La columna “incremento” 

se calcula restando al valor de los grupos tratados con 5-Fluorouracilo, el correspondiente valor 

de los grupos sin pretratar.  

 

 

Para la estadística multifactorial se han considerado los porcentajes de  

células viables, necróticas y apoptóticas por separado. 

 

 La variable dependiente “número de células” se ve afectada por el tipo 

de medio de cultivo utilizado (NT o NU) y por el pretratamiento o no con 5-

Fluorouracilo, respecto a la viabilidad celular (p< 0.01, en ambos casos), 

necrosis (p< 0.01, en ambos casos) y apoptosis (p< 0.05, p< 0.01, 

respectivamente).  La comparación de las parejas de distribuciones de datos 

refleja que tanto respecto a la viabilidad celular, como a necrosis y apoptosis, 

los grupos control, NT y NU constituyen un grupo homogéneo sin diferencias 

significativas, mientras que el resto de tratamientos difieren de estos y entre si.  
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5. ANÁLISIS DE LA INCROPORACIÓN INTRACELULAR DE 
NUCLEÓSIDOS TRITIADOS 
 
5.1. Determinación de la incorporación intracelular por contador de 
centelleo líquido. 
 

El estudio de la cinética de la captación de los nucleósidos exógenos se 

llevó a cabo mediante contador de centelleo. La guanosina y uridina 

experimentaron un perfil de incorporación celular muy similar. Transcurridos 30 

minutos de incubación con los medios tritiados había desaparecido un 36.86% 

de la uridina y un 30.76% de guanosina. Este primer intervalo fue en el que se 

produjo la mayor velocidad de captación de los nucleósidos. A la hora, el medio 

contaba sólo con algo más de la mitad de los nucleósidos tritiados iniciales, un 

55.54% de uridina y un 51.15% de guanosina. Finalmente, al cabo de cuatro 

horas de incubación los medios de cultivo contaban con un 25.89% de uridina y 

un 21.07% de guanosina (Figura 41). 

 

Los datos obtenidos fueron analizados estadísticamente para determinar 

si se ajustaban a alguna función conocida. La función matemática por la que se 

ajustan los datos es una función inversa de la variable dependiente. En ambos 

casos el ajuste fue significativo, con un coeficiente de correlación de 0.976 (p< 

0.01) y 0.994 (p< 0.01) para la uridina y la  guanosina respectivamente. 

 

URIDINA  
130.462  

T = - 1.46226 +  -------------- 
                                     %  

 
GUANOSINA  

103.935  
T = - 0.972934 + -------------- 

                                    %  
 

 
Siendo T, el tiempo de incubación de las células con el medio tritiado y %, el porcentaje de 

nucleósido tritiado que queda en el medio de cultivo en dicho tiempo dado. 
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Figura 41. Captación de nucleósidos tritiados por parte de las células IEC-6. El eje vertical 

representa el porcentaje de nucleósido tritiado que permanece en el medio de cultivo. El eje 

horizontal representa las horas de incubación con los medios tritiados. Cada valor resulta de la 

media de tres determinaciones, y la barra vertical representa la desviación estándar. 

 

 

 El análisis estadístico por ANOVA de doble vía muestra que en la 

captación de los nucleósidos tritiados sólo tiene efecto estadísticamente 

significativo el tiempo de incubación (p< 0.01), mientras que el hecho de ser 

guanosina o uridina la molécula captada no presenta significación. En cada 

tiempo de incubación no aparecieron diferencias significativas entre los valores 

de guanosina y uridina. 
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 5.2. Autorradiografía para microscopía electrónica de transmisión 

  

Células IEC-6 fueron cultivadas en Transwell a una densidad de 100 000 

células /cm2. Tras 24 horas de la siembra fueron incubadas con medios NT-

Tritio y NU-Tritio respectivamente. Muestras de los dos tipos de tratamientos 

fueron tomadas al cabo de 30 minutos y 1, 2, 3 y 4 horas. Posteriormente las 

muestras fueron procesadas para autorradiografía a nivel de microscopía 

electrónica de transmisión. 

 

Las micrografías obtenidas a través del microscopio electrónico de 

transmisión fueron estudiadas a diferentes niveles. Por un lado se determinaron 

posibles diferencias en la proporción de núcleo y citoplasma así como del 

índice resultante de la relación Núcleo / Citoplasma. En segundo lugar se 

determinó la cantidad de marcaje radioactivo que aparecía por unidad de 

superficie, así como la riqueza relativa del marcaje entre núcleo y citoplasma. 

Finalmente se intentó identificar la ruta intracelular de incorporación de los 

nucleósidos tritiados e identificar los orgánulos y compartimentos celulares 

implicados en dicho proceso. 

 

5.2.1. Relación entre tamaño del núcleo y citoplasma 
 

 Para valorar las posibles diferencias respecto al tamaño relativo entre 

núcleo y citoplasma en función al tratamiento recibido, se llevó a cabo la 

medición de las micrografías electrónicas digitalizadas. Se expresaron los 

resultados como porcentajes de núcleo y citoplasma y se calculó la relación 

entre núcleo y citoplasma (Tabla 7, figura 42). 

 

 Tanto para la guanosina como para la uridina, en los diferentes tiempos 

de incubación los valores de porcentaje de núcleo y citoplasma fueron 

equilibrados, en torno al 50.26% de núcleo de media entre todos los grupos y 

49.74% de citoplasma. La desviación estándar fue relativamente grande, con 

un 13.86% de media, indicando por tanto una amplia dispersión de los valores 
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experimentales. El índice núcleo/citoplasma en conjunto, tuvo un valor próximo 

a 1 (Tabla 6). 

 

 

GRUPO % NUCLEO % CITOP DESV. EST. RELACIÓN N / C 

     
G 30 MIN 57,12 42,88 9,74 1,33 

G 1 H 52,14 47,86 13,46 1,09 
G 2 H 52,03 47,97 13,72 1,08 
G 3 H 46,33 53,67 18,18 0,86 
G 4 H 54,45 45,55 18,87 1,20 

     
     

U 30 MIN 49,14 50,86 16,99 0,97 
U 1 H 46,76 53,24 10,13 0,88 
U 2 H 50,78 49,22 12,51 1,03 
U 3 H 45,77 54,23 10,37 0,84 
U 4 H 48,09 51,91 14,64 0,93 

     
 
Tabla 7. Estudio de células IEC-6 incubadas con las mezclas NT-tritio (guanosina-3H) o NU-

tritio (uridina-3H) durante 30 minutos, 1, 2, 3 o 4 horas. A, porcentaje de núcleo. B, porcentaje 

de citoplasma. Cada porcentaje expresado en la tabla se corresponde con el valor medio del 

contaje realizado en 20. 
 

 

El análisis de la varianza de los valores de núcleo y citoplasma indica 

que no existen diferencias significativas entre los diferentes grupos. La ANOVA 

de doble vía, considerando el posible efecto del tratamiento con guanosina o 

uridina y los diferentes tiempos de incubación, no muestra diferencias 

significativas, de manera que los valores de tamaño relativo de núcleo y 

citoplasma se consideran iguales entre todos los tratamientos realizados. El 

contraste múltiple de rango tampoco determina diferencias entre ningún par de 

grupos de datos (Figura 42). 
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Figura 42. Estudio métrico de células IEC-6 incubadas con las mezclas NT-tritio (guanosina-3H) 

o NU-tritio (uridina-3H) durante 30 minutos, 1, 2, 3 o 4 horas. A, porcentaje de núcleo. B, 

porcentaje de citoplasma. Cada histograma representa el valor medio de 20 determinaciones y 

la barra vertical la desviación estándar. 
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5.2.2. Análisis de las marcas radioactivas 
 

 Sobre las micrografías electrónicas se llevó a cabo el contaje del número 

de marcas que aparecen en el total de las células, y las que aparecen tanto en 

el núcleo como en el citoplasma. Una vez recolectados los datos se elaboraron 

tres índices que hacen referencia al grado de riqueza en marcaje radioactivo.  

 

Se define el índice de incorporación como el número de marcas que 

aparecen por unidad de superficie (píxel x píxel) multiplicado por 10 000. El 

índice fue calculado para la célula en su conjunto (índice de incorporación total, 

IIT), para el núcleo (índice de incorporación al núcleo, IIN) y para el citoplasma 

(índice de incorporación al citoplasma, IIC). Los tiempos de incubación 

considerados fueron los iniciales (30 minutos y 1 hora)  y el final (4 horas). 

 

Los tres índices de incorporación tanto de guanosina como de uridina 

fueron aumentando con el tiempo (Figuras 43 y 44). Los índices IIT, IIN y IIC 

para la guanosina a los 30 minutos fueron 0.604, 1.066 y 0.369 

respectivamente.  Al cabo de la hora de incubación los valores se 

incrementaron de manera importante alcanzando 3.408, 5.612 y 1.716 

respectivamente. Finalmente, a las cuatro horas los valores aumentaron 

respecto de la situación encontrada a los 30 minutos 15.42 veces para IIT, 

11.17 para IIN y 17.78 para el IIC, situándose en los 9.315, 11.908 y 6.561 

respectivamente. En el caso de la uridina a los 30 minutos los valores fueron 

1.116, 1.475 y 0.704 para IIT, IIN e IIC respectivamente, y a las cuatro horas 

5.616, 10.698 y 4.3 respectivamente (tabla 8). 

 

 Inicialmente la uridina tuvo una incorporación total mayor que la 

guanosina, aunque este nucleósido, rápidamente superó la diferencia inicial y 

resultó con mayor incorporación a las 4 horas. Ambos nucleósidos tuvieron una 

incorporación mayor en el núcleo que en el citoplasma, del orden de 1.81 veces 

más  en el caso de la guanosina y 2.49 veces la uridina, a las cuatro horas. Sin 

embargo, la relación entre los índices IIN/IIC mantuvo ciertas diferencias. Para 

la guanosina a los 30 minutos la relación fue de 2.89, pasando a 3.27 a la hora 
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de incubación. A las cuatro horas el índice cayó al 1.81. Estos datos indican un 

enriquecimiento inicial de guanosina en el núcleo que se va igualando a lo largo 

del tiempo con el citoplasma. En cambio, la uridina tuvo un incremento al final 

del intervalo de estudio, pasando de 2.10 a los 30 minutos a 2.04 a la hora y 

finalmente 2.49 a las cuatro horas. 

 

 I. I. TOTAL I. I. NUCLEO I. I. CITOP 
        

G 30 MIN 0,604 1,066 0,369 
G1 H 3,408 5,612 1,716 
G 4 H 9,315 11,908 6,561 

        
        

U 30 MIN 1,166 1,475 0,704 
U 1 H 1,942 2,832 1,391 
U 4 H 5,616 10,698 4,300 

    
 

Tabla 8. Índice de incorporación total, al núcleo y al citoplasma para guanosina (G) y uridina 

(U), a los tiempos de incubación de 30 minutos, 1 y 4 horas. 

 

 
 

Figura 43. Representación gráfica de los índices de incorporación para la guanosina, en 

función al tiempo de incubación de las células. Cada valor se corresponde con la media de 20 

determinaciones y las barras verticales con la desviación estándar. 
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Figura 44. Representación gráfica de los índices de incorporación para la uridina, en función al 

tiempo de incubación de las células. Cada valor se corresponde con la media de 20 

determinaciones y las barras verticales con la desviación estándar. 

 

El análisis estadístico multifactorial de los datos se realizó considerando 

por separado los índices de incorporación total de las células, del núcleo y del 

citoplasma. Se comprobó el efecto del tiempo de incubación (30 minutos, 1 

hora y 4 horas) y el empleo de guanosina o uridina sobre los respectivos 

índices. Para el primero (p<0.01, en ambos casos), el índice de incorporación 

en el núcleo (p<0.01, p<0.05, respectivamente) y el del citoplasma (p<0.01, en 

ambos casos) los dos factores tienen un efecto estadísticamente significativo. 

Al final del ensayo, los índices IIT y IIC fueron mayores para la guanosina que 

para la uridina (p<0.01 y p<0.05, respectivamente), mientras que el IIN no 

presentó diferencias significativas (Figura 45). 
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Figura 45. Índices IIT, IIN y IIC para guanosina y uridina tritiada a las 4 horas de incubación con 

los nucleósidos tritiados. a: diferencias significativas entre guanosina y uridina; 1: p< 0.01; 2: p< 

0.05 

 

5.2.3. Análisis de la ruta intracelular de incorporación de los nucleósidos 
tritiados. 

 Para esclarecer la ruta intracelular de incorporación de los nucleósidos 

exógenos, se estudiaron las micrografías electrónicas con el fin de detectar los 

orgánulos y compartimentos celulares implicados. Se observó marcaje en 

orgánulos como retículo endoplasmático rugoso y mitocondrias, 

independientemente del tiempo de incubación empleado.  También se vio 

claramente el predominio del marcaje en el núcleo respecto al citoplasma, y se 

observó frecuentemente acúmulos en regiones heterocromáticas y nucleolo. 

Sin embargo, no se pudo establecer una ruta ordenada de incorporación de los 

nucleósidos en función del tiempo (Figura 46). 
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Figura 46. Micrografías electrónicas de células IEC-6 tratadas con medios de cultivo NT-Tritio 

(C y D) y NU-Tritio (A y B), a las cuatro horas de incubación. A: el núcleo presenta mayor 

densidad de marcaje que el citoplasma. B: Marcaje en regiones heterocromáticas. C: Las 

células son alargadas con el núcleo ocupando un abultamiento que se proyecta lateralmente 

como citoplasma.  D: se observa como los granos son de mayor tamaño que en B, este hecho 

se debe a pequeñas variaciones ambientales en el proceso de revelado, especialmente a los 

cambios de temperatura. 
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Condiciones de baja densidad celular 
 

El papel de los nucleótidos como componentes nutricionales 

semiesenciales se va afianzando gracias a los efectos reportados, producidos 

principalmente a nivel gastrointestinal, inmunológico y hepático. El grado de 

relevancia de los nucleótidos exógenos está relacionado con tejidos que 

experimentan unas importantes tasas de proliferación celular, generalmente 

como respuesta a situaciones de desarrollo y mantenimiento de las respectivas 

funciones fisiológicas o de recuperación ante cuadros de daño tisular. Sin 

embargo, los mecanismos por los que los nucleótidos llevan a cabo dichos 

efectos no están esclarecidos.  

 

La utilización de modelos experimentales in vitro permite una situación 

de aislamiento de tejidos, necesaria para la compresión de procesos 

complejos, y aún más en los que afectan muchos factores. En los estudios in 

vitro sobre los efectos de los nucleótidos exógenos, la elección de la línea 

celular, el empleo de nucleótidos aislados o formando mezclas heterogéneas, 

el tipo de combinaciones de nucleótidos en las mezclas, las proporciones entre 

ellos, las concentraciones totales, las formas químicas empleadas, la 

frecuencia en el cambio de medio de cultivo y la duración total de los ensayos 

constituyen variables que se tiene que tener en cuenta de forma especial. 

 

 La concentración de los nucleósidos en diferentes fluidos corporales se 

encuentra en un rango micromolar. Los niveles de los nucleósidos uridina y 

citidina en el plasma de rata, ratón y humanos son de 1, 2.2 y 4.9 µM 

respectivamente para la uridina y 3.3, 1.5 y 0.47 µM respectivamente para 

citidina (Moyer y cols., 1981). En la leche materna, la concentración de los 

nucleósidos totales potencialmente disponibles son de 189, 161, 163 y 203 µM 

para las mujeres europeas, americanas, suecas y asiáticas respectivamente. 

Dichas cantidades permanecen sin grandes cambios a lo largo de la lactación 

excepto los niveles algo inferiores que aparecen en el calostro (Tressler y cols., 

2003).  
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Ohyanagi y cols., utilizó cultivos primarios de hepatocitos a los que tras 

el  aislamiento incubó durante 24 horas con inosina, GMP, citidina, uridina y 

timidina, aisladamente o haciendo una mezcla conjunta de todos a una relación 

molar 4:4:4:3:1 (OG-VI). Demostraron que los hepatocitos era capaces de 

utilizar los nucleósidos y nucleótidos excepto la citidina y que el efecto de las 

moléculas individuales era menos efectivo que el de la mezcla. Observaron que 

a concentraciones elevadas de nucleósidos y del nucleótido se producía la  

inhibición de la síntesis de ADN y ARN. A concentraciones de la mezcla OG-VI 

de entre 3.35 mg/dl (120.4 µM total) y 33.5 mg/dl (1204 µM total) para el ADN y 

a 33.5 mg/dl (1204 µM total) para el ARN se producía el punto óptimo para la  

síntesis de ADN y ARN por la ruta de recuperación. Sobrepasado dichos 

puntos se produce la inhibición de ambos procesos. La uridina de forma aislada 

presentó un punto óptimo para el ADN de entre 23 µM y 230 µM, mientras que 

para el ARN fue de 230 µM (Ohyanagi y cols., 1989). 

 

En nuestros ensayos las concentraciones de nucleósidos utilizadas 

fueron de 100 µM en mezclas de 4 nucleósidos, lo que da un total de 400 µM. 

Estas concentraciones han sido usadas recientemente por otros autores en 

estudios relacionados con los efectos de nucleósidos exógenos en hepatocitos 

(Arnaud y cols., 2003; Arnaud y cols., 2004; Saez-Lara y cols., 2004), siendo 

consideradas, al estar situadas por debajo de las concentraciones inhibitorias, 

como más fisiológicas . 

 

Respecto a la proliferación de las células IEC-6 con los nucleósidos, 

inicialmente no se revelaron diferencias importantes, aunque al cabo de varios 

días las mezclas de nucleósidos produjeron distintas respuestas en la 

proliferación celular. La presencia de timidina condujo a un importante 

incremento de la proliferación, presentando un perfil de crecimiento logarítmico 

característicos de las líneas celulares en cultivo, mientras que la mezcla con 

uridina mostró una clara reducción de la proliferación celular. Estos datos 

fueron corroborados por los niveles de proteínas totales encontrados en los 

cultivos, siendo un factor correlacionado directamente con la proliferación 

celular (Saez-Lara y cols., 2004). En cultivos de hepatocitos adultos, las 

mezclas no produjeron cambios en los niveles de proliferación celular, ni 
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tampoco en la viabilidad celular (Arnaud y cols., 2003), aunque los estudios 

fueron realizados a 24 horas y el efecto que hemos encontrado en los 

enterocitos se produce más tarde. Sin embargo, sobre hepatocitos fetales, 

ambas mezclas produjeron un incremento de la proliferación a las 24 horas, 

acentuado principalmente por el grupo NU, sin evidenciarse además muestras 

de toxicidad de las mezclas (Saez-Lara y cols., 2004). Los autores señalan la 

posibilidad de la conversión de la citidina en uridina, a través de una reacción 

de desaminación, potenciando los efectos estimulantes de la mezcla NU 

respecto a la mezcla con timidina. En nuestro caso dicha conversión inclinaría 

aún más la balanza en el sentido antiproliferativo de la mezcla. 

 

El efecto de los nucleótidos presentes en la lecha humana sobre la 

proliferación epitelial intestinal ha sido objeto de estudio por diferentes autores. 

He y cols, emplearon la suplementación con cantidades iguales de los 

nucleótidos AMP, CMP, GMP, IMP, y UMP (10 mg/l, de cada) y observaron que 

no se producían variaciones en las tasas proliferativas de células tumorales 

Caco-2 en condiciones nutricionales normales, auque si en condiciones de 

estrés nutricional, simuladas con la eliminación de glutamina del medio de 

cultivo. Por el contrario las células IEC-6 si se veían afectadas en ambas 

situaciones, incrementándose la proliferación celular (He y cols., 1993).  

 

La glutamina es un aminoácido muy utilizado por el intestino delgado 

tanto como fuente de energía, como donador de nitrógeno para la síntesis de 

novo de purinas y pirimidinas (McCauley y cols., 1998). De hecho se ha 

comprobado que es un elemento esencial para la proliferación de las células 

Caco-2 y su carencia no puede ser suplida por la presencia de nucleótidos 

(Boza y cols., 2000). En nuestros estudios no se produce restricción de la 

disponibilidad de glutamina, por lo que en base a los resultados encontrados 

por He y cols. hubiera sido esperado, si hubiésemos puesto la restricción, la 

aparición de diferencias significativas y/o de mayor magnitud entre nuestros 

grupos experimentales en un tiempo más temprano del encontrado con 

disponibilidad de glutamina. Además, nuestros estudios presentan algunas 

diferencias respecto a este, si bien He y cols. usan un medio experimental 

constituido por DMEM con bajo contenido en suero, adicionado de suero fetal 
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bovino dializado (5 ml/l) y Mito+ (1 ml/l), introducen nucleótidos como la forma 

química de purinas y pirimidinas para la valoración de la actividad in vitro, 

cuando la forma preferente para la absorción es la de nucleósido (Quan y cols., 

1990; Gil y cols., 1993). 

 

Las células tumorales tienen una gran capacidad para la síntesis de 

novo y de recuperación de nucleótidos, además de una reducción en la 

actividad de enzimas clave en el catabolismo de los mismos. En 

contraposición, las células epiteliales intestinales normales tienen una la 

limitada actividad de las enzimas clave para la síntesis de novo de nucleótidos, 

lo que las hace ser más dependientes del aporte exógeno. Además, el pool 

intracelular de nucleótidos de las células tumorales es mayor que el que 

aparece en células no malignas (Sanderson y cols., 1994). Estos hechos 

parecen justificar la respuesta de las células Caco-2, e IEC-6 en condiciones de 

estrés nutricional por la ausencia o no de glutamina.  

 

Sato y cols. realizaron ensayos utilizando los mismos nucleótidos que los 

empleados por He y cols., sin embargo, no usaron cantidades iguales de los 

mismos, sino que guardaron una proporcionalidad 10:1:1:1:1 en peso respecto 

a CMP, UMP, AMP, IMP y GMP, alegando que dicha relación en peso es la 

mantenida en la leche humana. A una cantidad total de 100 µgr/ml de 

nucleótidos totales, considerados por los autores como de rango filológico, al 

igual que los resultados obtenidos por He y cols., no encuentran mejora en la 

proliferación de caco-2, excepto si se le pone restricción de glutamina, mientras 

que si encuentran incremento de la proliferación de IEC-6 que depende de la 

concentración total de nucleósidos empleada. Por otro lado, al aplicar los 

nucleótidos de forma aislada a 70 µgr/ml (cantidad que tiene en la mezcla el 

CMP), sólo el nucleótido CMP mostró diferencias significativas respecto al 

control (Sato y cols., 1999). Por el contrario, los efectos nutricionales de los 

nucleótidos exógenos reportados por He y cols. no fueron observados cuando 

fueron administrados de forma individual (He y cols., 1993), por lo que el efecto 

estimulador de la proliferación del CMP tendrá un umbral inicial más allá de los 

10 mg/l. 
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El empleo de una dieta a base de cereales adicionada de sal sódica de 

ADN extraído de huevas de pescado, ha demostrado mejorar el estado de 

salud e incrementar los niveles de IgG en niños malnutridos de una zona 

deprimida de Ghana, en el continente africano.  El efecto de dicha sal sódica y 

de ARN procedente de levaduras, se ha valorado sobre la proliferación in vitro 

tanto de la línea Caco-2 como de IEC-6. La línea IEC-6 volvió a poner de 

manifiesto la mayor dependencia externa de nucleótidos. A condiciones 

óptimas no sufre cambios significativos respecto al control, mientras que a 

condiciones de limitación nutricional (eliminando la glutamina y reduciendo un 

50% del suero fetal bovino) se mejoró la proliferación.  

 

Estos datos de crecimiento de la línea IEC-6 contrastan con los 

obtenidos por nosotros, pudiendo deberse a que la biodisponibilidad celular de 

los nucleósidos a partir de los ácidos nucleicos sea escasa, notándose 

diferencias de crecimiento en condiciones de restricción nutricional pero 

insuficiente en condiciones normales. En nuestra metodología, al utilizar la 

forma química de nucleósido, garantizamos una buena disponibilidad 

intracelular.  

 

Por otro lado, tanto el  ADN como el ARN inhibieron la proliferación de 

las Caco-2 en condiciones nutricionales óptimas, pero la mantuvieron o 

mejoraron en condiciones de limitación nutricional, aunque el aumento de la 

proliferación se produjo más tarde que lo ocurrido en las células IEC-6. Para los 

autores, este hecho se debe a que las células tumorales usan como fuente de 

nucleótidos el ADN o ARN cuando las limitaciones nutricionales son 

prolongadas en el tiempo, además no consideran que los ácidos nucleicos 

aplicados sean tóxicos, ya que en condiciones de limitación nutricional se 

promovió el crecimiento (Holen, 2004). El efecto antiproliferativo lo relacionan 

con la expresión de receptores P2Y que ante la estimulación por parte de los 

nucleótidos exógenos inducen apoptosis e inhibición del crecimiento celular 

(Hopfner y cols., 2001). 

 

La promoción de la proliferación por parte de la timidina en la mezcla de 

nucleósidos se puso de manifiesto muy tempranamente, ya a 25µM se 
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presentaron diferencias significativas, mientras que la uridina se retrasó hasta 

los 75µM en su efecto antiproliferativo. Estos datos contrastan con los 

encontrados por Ohyanagi y cols. para los que no se producen efectos 

inhibitorios sobre la síntesis de ADN o ARN en el caso de la uridina a menos de 

230 µM. Sin embargo, su estudio se realiza durante 24 horas de incubación 

mientras que en nuestro caso las diferencias proliferativas significativas fueron 

encontradas a partir del sexto día de cultivo (Ohyanagi y cols., 1989).  Del 

mismo modo, en los diferentes fluidos corporales la presencia de uridina se ve 

reducida respecto a los niveles de 100µM empleados en nuestros ensayos. 

Todo esto parece indicar que no es un acierto considerar los niveles al menos 

mayores de 75µM de uridina, como de rango fisiológico. 

 

El efecto estimulante o inhibidor de los nucleótidos y nucleósidos sobre 

la proliferación celular depende del grado de diferenciación de las células, la 

fase del ciclo celular en la que se encuentren y del tiempo de incubación (Saez-

Lara y cols., 2004). Ante la inhibición de la proliferación aparecida con la 

mezcla NU se nos plantearon varias alternativas que explicaran el suceso. 

Entre las opciones barajadas se pensó en una posible toxicidad de la mezcla, 

que afectando a la viabilidad celular fuese la responsable de la diferencias 

proliferativas. Otra posibilidad planteada fue la existencia de un diferente grado 

de diferenciación celular en los cultivos incubados con la mezcla de uridina, 

que mediante el bloqueo del ciclo celular, quedaran las células comprometidas 

en un estado no proliferativo en el que adquiriesen características 

diferenciadas. 

  

 La apoptosis en el epitelio intestinal es el más importante mecanismo 

responsable de la pérdida de las células epiteliales en el ápice de las 

vellosidades intestinales. De esta manera, el mantenimiento de la homeostasis 

epitelial pasa por un equilibrio entre la división celular y la apoptosis. Los 

niveles de apoptosis y necrosis encontradas en las células IEC-6, en los 

ensayos en condiciones de baja densidad celular, son similares a los 

encontrados en cultivos de células IEC-6 control reportados por otros autores 

(Neopikhanov y cols., 2000; Zhang y cols., 2004). Al no observarse diferencias 

significativas entre los diferentes grupos, no pueden ser explicadas las 
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modificaciones en los patrones de proliferación en base a variaciones de 

viabilidad celular, necrosis o apoptosis. No obstante, los nucleósidos mostraron 

cierta tendencia, en cuanto a una inferior tasa de apoptosis, aunque no 

constituyó diferencias significativas. 

 

Los nucleósidos producen una reducción de la proporción de células en 

la fase de síntesis del ciclo celular y mayoritariamente la mezcla NT, este 

hecho pude ser debido a que la reutilización de los nucleósidos preformados 

adicionados, produzca una reducción del tiempo necesario para que las células 

completen la fase S, incrementándose por consiguiente la fase  de G2/M, tal y 

como aparece en el grupo NT, si embargo el grupo NU no mantiene diferencias 

respecto al grupo control en cuanto a G2/M. Por otro lado, los nucleósidos 

producen un incremento de células en las fases G0-G1. El estudio por 

microscopía electrónica de transmisión mostró ciertos indicios de un mayor 

grado de organización diferenciada de los grupos tratados con nucleósidos, por 

lo que sería normal que cierto porcentaje de células se encontraran 

diferencialmente en las fases G0 de bloqueo del ciclo respecto al control 

(Fajkus y cols., 2003). El grupo NU mantuvo un comportamiento mixto entre el 

NT y el control pero no se pueden deducir claramente, variaciones en el perfil 

del ciclo que determinen las causas antiproliferativas.  

 

 Conforme progresa el proceso de diferenciación del epitelio intestinal se 

va produciendo expresión de villina (Soubeyran y cols., 1999; Houde y cols., 

2001; Wang y cols., 2003). En nuestros cultivos la expresión es muy baja, 

indicando el grado de inmadurez de las células, sin embargo se observan 

diferencias en cuanto a los grupos tratados con nucleósidos, que cuentan con 

casi el doble de expresión del marcador respecto al grupo control. Este hecho 

viene a corroborar lo encontrado tanto por microscopía electrónica como por 

los resultados del ciclo celular en relación al incremento de las fases G0/G1. 

 

La fosfatasa alcalina es al igual que la villina, otro marcador de 

diferenciación enterocítica (Ortega y cols., 1995a; Fan y cols., 2001; 

Hinnebusch y cols., 2002; Pacha y cols., 2002; Wood y cols., 2003). En 

nuestros ensayos a baja densidad celular paradójicamente se produce una 
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inversión de lo ocurrido con la expresión de villina. Los grupos tratados con 

nucleósidos muestran menos expresión del marcador. Esto nos llevaría a la 

deducción de un efecto antidiferenciador de los nucleósidos, que contradice los 

resultados obtenidos por las otras técnicas.  Por lo que la información 

suministrada por este marcador no goza de mucha credibilidad. 

 

 

Ensayos a alta densidad celular 
 
 

 Ametani y cols. consiguieron inducir la diferenciación enterocítica de 

células de la línea IEC-6 sin la utilización de una base de matriz extracelular. 

Determinaron que la diferenciación ocurre en presencia de suero fetal bovino, 

insulina y medio de cultivo DMEM, tras alcanzar la confluencia celular. 

Propusieron que una vez alcanzada la confluencia se establecen contactos 

célula-célula que dan lugar a interacciones efectivas entre las células y los 

componentes de membrana basal que van produciendo, induciéndose la 

diferenciación (Ametani y cols., 1996). Posteriormente Wood y cols. llegaron a 

la misma conclusión y observaron una estructuras similares a las aparecidas en 

cultivos de células IEC-6 sobre Matrigel que las denominaron estructura 

multicelulares tipo cresta sobre el día 5º de cultivo. Además, asociaron la 

expresión de fosfatasa alcalina principalmente a estas estructuras 

morfológicamente diferenciadas (Wood y cols., 2003).  

 

 Nosotros hemos encontrado de forma similar, diferenciación en las 

células IEC-6 a partir de un estado de confluencia celular. Los grupos tratados 

con nucleósidos presentaron estructuras morfológicamente diferenciadas tal y 

como se encontraron en los controles positivos realizados con células 

sembradas sobre Matrigel. Las zonas del cultivo caracterizadas por la 

agregación celular sin límites definidos, que presentaban un engrosamiento 

vertical, son las zonas denominadas por Word y cols. como estructuras de tipo 

cresta o cordillera. En dichas zonas las células no se organizan en monocapa 

como en el cultivo indiferenciado, sino que aparecen regiones multicelulares. 
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Las zonas multicelulares en cresta rodena generalmente espacios vacíos de 

células que son los mismos encontrados en el control positivo.  

 

 El estudio de la cantidad total de proteínas de los cultivos arrojó 

diferencias significativas entre el grupo control y los grupos de nucleósidos NT 

y NU. La cantidad total de proteína de los cultivos se asocia a una mayor 

proliferación celular (Saez-Lara y cols., 2004), sin embargo en los ensayos 

realizadas a alta densidad celular, ya se parte de una situación de confluencia 

por lo que el incremento de proteína total de los grupos de nucleósidos sólo 

puede ser debido al aumento del número de células en el cultivo organizado 

respecto a un crecimiento vertical en multicapa alimentando a las estructuras 

en creta o cordillera, o a la mayor producción de proteínas extracelulares por 

parte de las células IEC-6, ya que Quaroni describió la formación por parte de 

estas células de una matriz extracelular de material microfilamentoso, 

agregados globulares, y cubiertas de la superficie celular parecidas a la 

membrana basal (Quaroni y cols., 1979). En definitiva, siendo por un 

determinado proceso, por el otro o por una sinergia entre ambos, se pude 

concluir que los grupos tratados con nucleósidos tienen mayor grado de 

diferenciación celular. 

 

 El estudio de los marcadores de diferenciación mostró unos resultados 

similares a los obtenidos en condiciones de baja densidad celular. Los grupos 

NT y NU exhibieron similares resultados en cuanto a la  expresión de villina  y 

ambos superiores al grupo control. Esto complementa la información 

suministrada tanto por la microscopía óptica, como por las cantidades de 

proteína total en los cultivos.  El incremento de expresión de la villina al pasar 

de las condiciones de baja densidad celular a alta densidad se ve aumentada 

en los tres tratamiento, aunque los grupos NT y NU experimentan una mayor 

aceleración respecto al control, por lo que se refleja que la adquisición de una 

situación diferenciada se va logrando a mayor velocidad. 

 

Los niveles de fosfatasa alcalina volvieron a presentar el patrón inverso 

al de la villina. El grupo control con una expresión casi el doble a los otros dos 

grupos tratados con nucleósidos. Nuestra explicación del fenómeno se basa en 
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que la fosfatasa alcalina es una enzima que produce la hidrólisis del grupo 

fosfato de los nucleótidos para dar nucleósidos, que es la forma química de las 

purinas y pirimidinas preferente, en cuanto a la absorción por parte de los 

enterocitos. Las células del cultivo control parecen haber expresado mayor 

cantidad de la enzima en respuesta a la inexistencia de nucleósidos en el 

medio de cultivo, con la finalidad de llevar a cabo la hidrólisis de nucleótidos y 

poder así internalizarlos. Sin embargo, en trabajos como el de he y cols. la 

administración de nucleótidos produce un incremento en la actividad de las 

enzimas sacarasa y fosfatasa alcalina en células IEC-6  (He y cols., 1993). Si 

nuestra aproximación fuese correcta, este hecho se habría producido al 

suplementar los cultivos con el sustrato de la fosfatasa alcalina, que no es el 

mismo supuesto que en nuestro caso, en que el aporte es del producto final de 

la reacción que cataliza. Por ello, en el caso de que se hubiese incluido en 

nuestros ensayos un grupo experimental tratado con una mezcla análoga a las 

NT y NU pero en forma de nucleótidos, se hubiese esperado que los niveles de 

fosfatasa alcalina en dicho grupo hubieran estado a un nivel de expresión 

superior a nuestro grupo control. 

 

 Otro aspecto a destacar es que en los trabajos realizados por Wood y 

cols. determinan que la expresión de la fosfatasa alcalina intestinal no sufre 

modificaciones entre el cultivo preconfluente y el cultivo en postconfluencia de 

5 días (Wood y cols., 2003). Por el contrario, nuestros resultados muestran que 

si se produce variaciones entre las dos situaciones. Los valores de expresión 

de la proteína fosfatasa alcalina en baja densidad celular aumentan 1.61 veces 

para el grupo control,  2.39 y 2.53 veces para los grupos NT y NU 

respectivamente, al pasar a alta densidad celular. Estos datos muestran que al 

igual que lo encontrado por otros autores, al someter las células IEC-6 a 

condiciones propicias para la diferenciación, se produce un aumento en la 

expresión de fosfatasa alcalina (Carroll y cols., 1988; He y cols., 1993; Pacha y 

cols., 2002). Por otro lado, esos datos señalan que el crecimiento en expresión 

del marcador es mayor en los grupos de nucleósidos que en el control. Según 

nuestra explicación del paradójico comportamiento de la fosfatasa alcalina, al ir 

avanzando más rápidamente en el proceso de diferenciación celular, los grupos 
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tratados con nucleósidos aceleran la adquisición de la enzima respecto al 

grupo control, que también va en aumento pero a menor aceleración. 

 

 No obstante es necesario realizar nuevos ensayos encaminados a 

aclarar este efecto inicial de la fosfatasa alcalina, y comprobar si esa tendencia 

de crecimiento más ralentizado proporcionalmente al de los grupos tratados 

con nucleósidos se mantiene en el tiempo. 

 

 En definitiva, a tenor de nuestros resultados, el efecto de los nucleósidos 

exógenos en condiciones de alta densidad celular promueve la diferenciación 

celular, y concuerdan con los resultados obtenidos por He y cols., y Sato y cols. 

para los que los nucleótidos exógenos producen una mejora en la 

diferenciación de las células IEC-6 (He y cols., 1993; Sato y cols., 1999; Sato y 

cols., 2000). Además, las mezclas NT y NU en hepatocitos adultos también 

producen una mejora en el estado diferenciado de las células y una promoción 

de la funcionalidad (Arnaud y cols., 2003). 

 
 

Recuperación con 5-Fluorouracilo 
 

El 5-fluorouracilo es un agente antineoplásico muy utilizado en tumores 

sólidos como cáncer de mama e intestinal (Cunningham y cols., 2001), cuyo 

mecanismo de acción, previa transformación en la forma nucleotídica, es por 

un lado la inhibición de la enzima timidilato sintasa y por tanto de la síntesis de 

timidilato y del ADN, también puede introducirse en la cadena de ADN, 

generando daño en la molécula y por otro lado se puede incorporar en el ARN, 

produciendo la inhibición de la maduración del ARNr (Hatse y cols., 1999). Este 

proceso tiene un efecto beneficioso a nivel de los tejidos neoplásicos, pero por 

otra parte afecta de manera negativa a los tejidos sanos principalmente donde 

la renovación celular es alta, tal y como ocurre en el epitelio gastrointestinal 

(Vazquez Gallego y cols., 1984).  

  

 En nuestros cultivos de IEC-6, el 5-fluorouracilo produjo un claro 

perjuicio sobre la proliferación celular. No obstante, la presencia de nucleósidos 
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en los medios de cultivo contrarestó parcialmente dicho efecto. En modelos 

experimentales de cáncer de colon en rata, la administración de un pulso de 5-

Fu produce inicialmente una inhibición de la actividad de la timidilato sintasa, 

que tras 24-48 horas queda recobrada (van der Wilt y cols., 1995).  En nuestro 

modelo de trabajo, se produce un fenómeno parecido, ya que las células en los 

instantes iniciales no son capaces de soportar el crecimiento, y a partir del 

tercer día se comienzan a percibir variaciones entre los grupos. Esta respuesta 

de los diferentes tratamientos puede ser debida en parte a la síntesis de nueva 

timidilato sintasa, pero el hecho de que el grupo control no tuviese capacidad 

de mejorar su crecimiento nos indica que la recuperación se produce 

mayoritariamente por los nucleósidos. 

 

 En nuestros ensayos de recuperación con 5-Fu, los grupos tratados con 

la mezcla que presentaba timidina respondían mucho mejor que los otros dos 

grupos también tratados con el fármaco, de hecho, la presencia de timidina en 

los fluidos corporales produce una reducción en la eficiencia de los fármacos 

inhibidores de la timidilato sintasa, de manera que la reducción artificial de la 

concentración de timidina con la administración de timidina fosforilasa conlleva 

a un incremento en la toxicidad de los fármacos (Jackman y cols., 1995; Cao y 

cols., 1999). El mecanismo por el que esto se produce es por la recuperación 

de timidina hacia dTMP, incrementando los reducidos niveles producidos por la 

acción del 5-Fu (van der Wilt y cols., 2001). Por otro lado, la mezcla sin timidina 

y con uridina tuvo una recuperación mucho mejor que la del control tratado con 

el fármaco, por lo que es de suponer algún tipo de conversión hacia timidina o 

sus derivados, o bien que a partir de los tres primeros días comenzó a 

sintetizarse timidilato sintetasa y se fue recuperando el crecimiento.  Sin 

embargo, al realizar el análisis comparativo del crecimiento entre los diferentes 

grupos experimentales, ante el tratamiento o no con el fármaco,  se observa 

como los dos grupos con nucleósidos consiguen mantener el mismo porcentaje 

de células respecto a la situación sin pretratar. Por ello, aunque sea cierto que 

el grupo con timidina presentar mayor crecimiento, el grupo con uridina 

mantuvo el cultivo ante la presión del 5-fluorouracilo de modo proporcional a lo 

conseguido por la mezcla de timidina, por lo que el número de células que lo 

diferencia del grupo NT podría ser debido a los efectos inhibitorios de la uridina 
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por sí sola, tal y como ocurre en los ensayos de baja densidad celular. La 

observación a microscopía óptica puso de manifiesto las grandes diferencias 

entre los grupos, y más intensamente la anormal morfología de las células 

control tratado con el fármaco. 

 

 Los efectos producidos por el fármaco en las células IEC-6 a nivel del 

ciclo celular son principalmente la acumulación en la fase de síntesis y la 

reducción de la localización en G2/M.  Entre los grupos NT y NU la diferencia 

más notable es que la contribución para el incremento de la fase de síntesis 

procede tanto de la G0/G1 como de la G2/M para el caso del grupo NU, 

mientras que para el grupo NT el aporte es casi íntegro de la fase G2/M. 

Además, el 5-Fu produce una fuerte reducción de la viabilidad celular en los 

tres grupos.  

 

 El grupo control-5Fu presenta el peor perfil de viabilidad, necrosis y 

apoptosis. Los grupos tratados con nucleósidos tuvieron un comportamiento 

algo diferente. EL grupo NT obtuvo mejor nivel de necrosis que los otros dos 

pero no se diferenció del grupo control respecto a la apoptosis, mientras que el 

grupo NU tuvo el nivel más bajo de apoptosis de los tres grupos. 

 

Los efectos del fármaco tanto a nivel del ciclo celular y apoptosis son los 

mismos reportados en trabajos de farmacología antitumoral con cáncer de 

mama.  En células de la línea MCF-7 de mama, se produce tras la aplicación 

del 5-Fu una parada en la fase de síntesis, justificada por la incapacidad de las 

células para la síntesis de timidilato, que es el mismo mecanismo encontrado 

en nuestras células Por otro lado el 5-Fu produce efectos citotóxicos e 

inducción de la apoptosis dependiente de p-53 (Marchal y cols., 2004). Del 

mismo modo, la administración del fármaco en ratones produce muerte 

apoptótica asociada a altos niveles de p53, mientras que en ratones Knockout 

para el gen no asumen apoptosis (Pritchard y cols., 1997) 

 

La toxicidad del 5-Fu a nivel gastrointestinal parece estar producida 

principalmente por la incorporación de los nucleótidos derivados tras su 

activación intracelular, al ARN (Houghton y cols., 1979; Geoffroy y cols., 1994). 
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La administración de uridina tras el 5-Fluorouracilo produce el rescate tanto en 

ratones como en pacientes de la toxicidad del 5-Fluorouracilo (Pinedo y cols., 

1988), esto es debido a que los nucleótidos naturales derivados de la uridina 

suministrada son capaces de competir con los derivados del 5-Fu respecto a la 

intención de incorporarse al ARN, evitando así la aparición de los efectos 

citotóxicos. Esto puede explicar como el grupo NU que no lleva timidina 

consigue finalmente unos niveles de crecimiento proporcionales a los 

encontrados en el grupo NT aún sin llevar timidina, que sería la forma intuitiva 

más directa de salvar la acción del fármaco. Además, los efectos citotóxicos no 

se han visto prevenidos con la acción de timidina. Esto concuerda con los 

resultados obtenidos en el grupo NT. Por un lado al poseer niveles importantes 

de timidina se hubiese esperado tener una evolución prácticamente normal, al 

estar garantizada la síntesis de ADN, pero se observa que el crecimiento dista 

de manera importante del registrado por el grupo control no tratado con 

nucleósidos y del mismo grupo NT sin tratar con 5-Fu. Dado que la toxicidad 

está mediada principalmente por los efectos en ARN, se puede entender que 

no haya tenido una evolución normal, sin embargo ha conseguido un 

crecimiento considerablemente mejor que el grupo NU, esto sería posible  

debido a la conversión entre citidina y uridina, que permitiría amortiguar la 

toxicidad en el ARN. 

 

Se ha comprobado que la uridina no tiene efecto en la apoptosis iniciada 

por la radiación en animales de experimentación, pero si se ha visto como es 

capaz de inhibir la muerte apoptótica dependiente de p53 inducida por el 5-Fu, 

mientras que la timidina no es capaz (Pritchard y cols., 1997). Esto hallazgos 

justifican nuestros resultados obtenidos en cuanto a los niveles de apoptosis 

encontrados en los diferentes grupos.  Las células recuperadas con la mezcla 

de uridina tuvieron los niveles más bajos de apoptosis, diferenciándose 

estadísticamente de los otros dos grupos. Las células con tratamiento NT, si 

bien redujeron la media en dichos niveles, debidos a la posible conversión de 

citidina en uridina, no fue lo suficientemente importante como para establecer 

diferencias significativas con el control-5Fu. 
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En conclusión la timidina invalida los efectos producidos por el 5-Fu en 

cuanto a la inhibición de la timidilato sintasa, mientras que la uridina inhibe la 

incorporación de 5-Fu en el ARN. Por ello el tratamiento más adecuado 

respecto al número de células resultante y viabilidad celular, para la 

recuperación de las células IEC-6 tras la agresión quimioterápica parece ser la 

mezcla NT. 

 

 Dado que se podría suponer las cantidades de nucleósidos utilizadas en 

los estudios realizados como de aporte superior al de las condiciones 

fisiológicas normales, y debido a que las células normales presentan mayor 

dependencia al aporte exógeno que las células tumorales, sería muy 

interesante realizar el estudio comparativo de la recuperación de la línea 

normal IEC-6 y una tumoral como Caco-2 o HT-29 frente al tratamiento con 5-

Fluorouracilo, en presencia o no de nucleósidos. Nuestros ensayos reflejan que 

la recuperación con la mezcla NT produce un efecto favorecedor muy 

importante, pero ¿pasará lo mismo con las líneas tumorales? ¿ sería posible un 

resultado como el encontrado en los estudios de He y cols (1993) y Sato y 

cols.(1999) en el que, a diferencia de las células no malignas, manteniendo 

niveles suficientes de glutamina no se producen modificaciones en la 

proliferación de las células tumorales?. En caso afirmativo, se podría estudiar la 

posible aplicación terapéutica de la mezcla NT en la recuperación del epitelio 

sano tras el tratamiento de agentes quimioterápicos, con el fin de reducir por 

consiguiente la toxicidad de dichos compuestos en los tejidos sanos. 

 

 

Análisis de la incorporación de nucleósidos marcados 
 

 Los resultados obtenidos sobre la absorción de nucleósidos púricos y 

pirimidíni cos muestran que ambos tipos son captados rápidamente, 

existiendo al cabo de 4 horas el 25.89 % y el 21.07% de uridina y guanosina 

respectivamente en el medio de cultivo. Estos datos se corresponden 

parcialmente a la velocidad de captación de los nucleósidos encontrados en 

cultivos de hepatocitos aislados de rata adulta, donde partiendo de las mezclas 

NT y NU a 100 µM tanto la uridina como la guanosina e inosina desaparecen 
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del medio de cultivo a las 24 horas (Arnaud y cols., 2003). En nuestros 

resultados no aparecen diferencias significativas en la captación de ambos 

nucleósidos, pero a nivel de hepatocitos la guanosina e inosina desaparecían 

del medio de cultivo al cabo de 0 a 3 horas, mientras que la uridina va 

reduciendo su concentración en el medio de cultivo de forma moderada hasta 

desaparecer tras 24 horas. Al cabo de entre 3 y 5 horas la concentración de 

uridina se sitúa en unos 75 µM, cuando en nuestras células estábamos a un 

25.89% En los hepatocitos la concentración de timidina cayó bruscamente 

hasta el 20% de la concentración inicial al cabo de 5 horas, que es 

aproximadamente lo sucedido tanto a la guanosina como a la uridina en las 

células IEC-6.  En relación a estos datos podemos entender que las células 

IEC-6 tienen mayor capacidad de captación de la uridina y menor de guanosina 

en comparación con hepatocitos adulto.  

 

 En hepatocitos fetales la situación es muy diferente. En general, la 

capacidad de absorción es mucho menor en comparación con los hepatocitos 

adultos y con las células IEC-6. Respecto a la guanosina al cabo de 48 horas 

se consigue absorber entre un 50% y un 60% de los 100 µM puestos 

inicialmente en las mezclas NT y NU.  La uridina en dicho período de tiempo se 

encuentra sobre el nivel del 70 µM en el medio de cultivo (Saez-Lara y cols., 

2004). Un aspecto interesante mostrado en el estudio realizado por Saez y 

cols. es que la absorción de los nucleósidos de las mezclas NT y NU se ven 

escasamente influenciados por el hecho de formar parte de una u otra mezcla. 

En nuestro estudio de incorporación de los nucleósidos radioactivos se han 

usado las dos mezclas para valorar la absorción de distintos nucleósidos, 

guanosina en NT y uridina en NU, por lo que sería posible pensar que el 

comportamiento en la captación de guanosina formando parte de la mezcla NT 

no tendría que corresponderse con lo que ocurriría al estudiar el mismo 

proceso desde la mezcla NU. Por ello, sería interesante estudiar si en el caso 

de las células IEC-6 ocurre lo mismo que en los hepatocitos embrionarios. 

 

 Una vez absorbidos los mezclas nucleósidos, se produce un incremento 

en el pool intracelular de nucleótidos. En hepatocitos adultos, los efectos de las 

mezclas NT y NU a 100 µM aumentaron la concentración intracelular de los 
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nucleótidos totales analizados excepto los derivados de guanosina (Arnaud y 

cols., 2003).  La administración de AMP en células Caco-2 produce un 

incremento intracelular tanto de AMP, como de ATP, NAD, adenina y 

adenosina (He y cols., 1993).  

 

 El análisis del recuento de marcas radioactivas de las imágenes 

obtenidas por autorradiografía a nivel de microscopía electrónica de 

transmisión muestran como conforme avanza el tiempo se va produciendo un 

incremento de incorporación intracelular. Esta descripción se complementa con 

la absorción estudiada anteriormente de los nucleósidos tritiados. No obstante, 

se perciben algunas diferencias entre la guanosina y uridina. Al cabo de las 4 

horas la incorporación de guanosina en el total de las células es superior al de 

uridina, sin embargo esto no se aprecia en la curva de absorción. Este hecho 

puede deberse a una diferente utilización de los dos grupos de nucleósidos por 

parte de las células IEC-6. En 1994, Sanderson y colaboradores realizaron 

estudios sobre la absorción de nucleósidos y el transporte transepitelial en los 

dos sentidos, de apical a basolateral y viceversa,  utilizando células caco-2 

diferenciadas. Se adicionaron nucleósidos marcados radiactivamente en los 

cultivos y obtuvieron muestras a los 20, 40, 60, 120 y 180 min, tanto del medio 

apical como del basolateral.  Dedujeron que el transporte desde la región apical 

hacia la basolateral fue más rápido y presentó mayor capacidad que el proceso 

inverso. También hubo diferencias respecto a los diferentes nucleósidos, 

siendo la guanosina uno de los mas rápidamente transportados. (Sanderson y 

cols., 1994). En relación a esto, en nuestras células IEC-6 es posible que se 

hayan producido variaciones en los niveles de transporte transepitelial, de 

manera que se liberaran diferencialmente los nucleósidos tritiados en el 

compartimento inferior de los transwells, explicando así las diferencias entre lo  

ocurrido con la guanosina y uridina. Para comprobar esto es necesaria la 

realización de nuevas experiencias que contemplen el análisis de la 

concentración radioactiva tanto del compartimento superior (apical) como 

inferior (basolateral). 

 

Tanto en el caso de guanosina como en uridina, y durante todos los 

tiempos de incubación analizados, el marcaje se contenía mayoritariamente en 
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el núcleo celular.  La guanosina es un nucleósidos que tras su recuperación en 

nucleótidos puede ser incorporada para la de ácidos nucleicos, por lo que su 

localización diferencial en el núcleo celular parece indicar que la célula lo utiliza 

mayoritariamente para este fin.  La uridina, puede ser usada por las células 

para la síntesis de ARN, de hecho la administración de uridina tritiada es 

utilizada de forma rutinaria para la demostración de la síntesis de ARN (Nagata, 

1998). Estas apreciaciones parecen indicar que los nucleósidos exógenos son 

utilizados por las células IEC-6 principalmente para la síntesis de ácidos 

nucleicos. 
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CONCLUSIONES 
 

1. La mezcla NT de nucleósidos estimulan la proliferación de las células 

epiteliales intestinales IEC-6. 

 

2. La uridina ejerce un papel antiproliferativo en la mezcla de nucleósidos,  

lo que parece indicar que la concentración de 100 µM no puede ser 

considerada como de rango fisiológico, debiendo situarse esta por 

debajo de los 75 µM.  

 

3. El efecto antiproliferativo de la uridina no está mediado por un proceso 

que afecte a la apoptosis, viabilidad celular o al grado de diferenciación 

celular. 

 

4. Los nucleósidos exógenos producen una reducción de la duración de la 

fase de síntesis en el ciclo celular de las células IEC-6. 

 

5. Los nucleósidos exógenos estimulan la diferenciación de las células 

IEC-6. 

 

6. La utilización de la fosfatasa alcalina como marcador de diferenciación 

enterocítica en células IEC-6 no parece adecuado, por lo que sugerimos 

el uso de un marcador estructural como la villina. 

 

7. El comportamiento de las mezclas de nucleósidos, NT y NU, en el 

proceso de diferenciación es similar, mientras que sobre la proliferación 

existen profundas diferencias entre ambas mezclas. 

 

8. El cultivo de las células IEC-6 en confluencia celular es un modelo 

adecuado para el estudio de la diferenciación enterocítica. 

 

9. El medio de cultivo bajo en suero empleado en los diferentes ensayos es 

capaz de mantener el crecimiento del cultivo, así como de permitir la 

diferenciación enterocítica. 
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10.  El fármaco 5-Fluorouracilo produce un gran impacto sobre las células 

IEC-6 que afecta a la capacidad proliferativa, morfología, fases del ciclo 

celular y niveles de viabilidad, necrosis y apoptosis. 

 

11.  La recuperación de la agresión producida por el fármaco 5-fluorouracilo 

se ve claramente favorecida por la presencia de nucleósidos, y el perfil 

de dicha recuperación dependerá del tipo de combinaciones de 

nucleósidos utilizadas. 

 

12.  Las células IEC-6 en cultivo presentan una gran capacidad para la 

absorción tanto de nucleósidos púricos como pirimidínicos, aunque 

parecen existir indicios de una diferente tasa de liberación transepitelial. 

 

13.  Los resultados obtenidos por autorradiografía parecen indicar que el 

uso principal que se les da a los nucleósidos exógenos por parte de las 

células IEC-6 es la síntesis de ácidos nucleicos. 
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