
 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA 

 

División de Ciencias Biológicas y de la Salud 

 

“Efecto de la desnutrición moderada y grave en la activación de proteínas que 

participan en la señalización del daño al ADN en linfocitos T y B de ratas de 21 días 

de edad” 

T E S I S 

Que para obtener el grado de 

Doctora en Biología Experimental 

 

P R E S E N T A 

M. en B.E. Ana María González Gutiérrez 

 

Comité Tutoral: 

Directora 

Dra. Edith Cortés Barberena 

Asesoras 

Dra. Alda Rocío Ortiz Muñiz 

Dra. María del Carmen García Rodríguez 

 

Iztapalapa, Ciudad de México, septiembre de 2020.  



 

 



 

 



 

 

 

“El Programa de Doctorado en Biología Experimental de la Universidad 

Autónoma Metropolitana pertenece al Programa Nacional de Posgrados de Calidad 

(PNPC) del CONACYT, registro 001482, en el Nivel Consolidado, y cuenta con 

apoyo del mismo Consejo, clave DAFCYT-2003IDPTNNN0020”. 

 

 

Por este medio, agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología 

(CONACYT), la beca otorgada para realizar los estudios de Doctorado con el número 

de registro: 284113 

  



 

 

 

  



 

 

  



 

COMITÉ TUTORAL 

Dra. Edith Cortés Barberena 

Laboratorio de Biología Celular y Citometría de Flujo 

Departamento Ciencias de la Salud 

Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa 

 

Dra. Alda Rocío Ortiz Muñiz 

Laboratorio de Biología Celular y Citometría de Flujo 

Departamento Ciencias de la Salud 

Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa 

 

Dra. María del Carmen García Rodríguez 

Unidad de Investigación en Genética y Toxicología Ambiental (UNIGEN) 

Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM 

  



 

DEDICATORIAS PERSONALES 

 

 

Primeramente, a DIOS, por iluminar cada instante de la vida. 

GRACIAS POR TODO. 

 

 

A mi madre, por su apoyo durante este trayecto. 

 

 

A mi hermano, por tus momentos de sensatez. 

 

 

A mis amigos, por su amistad y compañía. 

 

 

A todas las ratitas que colaboraron para la realización de este trabajo. 

 

 

  



 

 

in memoriam 
 

 

 

 

 

Blandina Sebastiana Gutiérrez Martínez 
 

 

 

 

 

Ejemplo de intensidad, fuerza, responsabilidad y entrega. 

Gracias por tanto… 
 

  



 

Haz lo que puedas, con lo que tengas, en donde estés. 

Theodore Roosevelt 

 

Mucha gente pequeña, en lugares pequeños, haciendo cosas pequeñas, 

puede cambiar el mundo. 

Eduardo Galeano 

 

verba movent, exempla trahunt 

 

No existe ofensa tan odiosa como la heterodoxia en el comportamiento. 

 

Los alumnos están destinados a tomar sobre sí graves responsabilidades y a 

enfrentarse con contingencias inesperadas. 

 

Las personas que no se conforman con la ortodoxia, que tienen ideas propias. 

En una palabra, personas que son alguien. 

 

Me interesa la verdad. Amo la ciencia. Pero la verdad es una amenaza, y la 

ciencia un peligro público. 1 

 

Tú sigue siendo el rebelde que el mundo no cree que necesita. 2 

 

Brave New World. Huxley A., 1932. 1 Caruso, D. J. (2017). xXx: Reactivated. 2 



 

DEDICATORIAS ACADÉMICAS 

 

 

 

Agradezco al grupo del Laboratorio de Biología Celular y Citometría de Flujo, 

conformado por las Dras. Ortiz, Cortés, Rodríguez y Cervantes. 

 

 

 

A los miembros del jurado, por las observaciones para la mejora de este 

trabajo. Dras. Ortiz, García y Frías, así como al Dr. Bonilla. 

 

 

 

A todos esos seres que, en momentos de necesidad, me brindaron un espacio 

en su laboratorio y en su corazón. 

 

 

 

  



 

Esta revolución realmente revolucionaria deberá lograrse, no en el mundo 

externo, sino en las almas y en la carne de los seres humanos. 

 

Emplear la ciencia aplicada, no como un fin para el cual los seres humanos 

deben ser tenidos como medios, sino como el medio para producir una raza de 

individuos libres. 

 

No cabe civilización alguna sin estabilidad social. Y no hay estabilidad social 

sin estabilidad individual. 

 

No basta que las frases sean buenas; también debe ser bueno lo que se hace 

con ellas. 

 

Un hombre puede sonreír y sonreír y ser un villano. 1 

 

Que cada uno de ustedes vea no sólo sus propios intereses, sino también los 

intereses de los demás. 

 

Nadie ha visto, oído o imaginado jamás lo que Dios le tiene preparado. 3 

 

 

Brave New World. Huxley A., 1932. 1 Johnson, D. A. (2014). Coffee shop. 3 



 

ÍNDICE 

ABREVIATURAS ................................................................................................ i 

RESUMEN ......................................................................................................... v 

ABSTRACT ...................................................................................................... vii 

1. INTRODUCCIÓN .......................................................................................... 1 

1.1 Desnutrición ............................................................................................. 1 

1.2 Modelos experimentales para su estudio ................................................ 4 

1.3 Daño al ADN ............................................................................................ 5 

1.4 ANTECEDENTES ................................................................................... 8 

1.4.1 Un tejido móvil: la sangre ..................................................................... 8 

1.4.2 Órganos hematolinfoides .................................................................... 10 

1.4.2.1 Bazo ................................................................................................ 10 

1.4.3 Inmunidad ........................................................................................... 13 

1.4.3.1 Linfocitos T ...................................................................................... 14 

1.4.3.2 Linfocitos B ...................................................................................... 15 

1.4.4 Epigenética ......................................................................................... 16 

1.4.5 Desnutrición y daño citogenético ........................................................ 17 

1.4.6 El dinámico nucleosoma ..................................................................... 19 

1.4.7 Complejo proteico MRN...................................................................... 20 

1.4.8 Proteína Ataxia Telangiectasia Mutada .............................................. 23 

1.4.9 Histona variante H2AX ....................................................................... 25 

1.4.10 Guardián del genoma: proteína P53 ................................................. 29 

1.4.11 Vía de reconocimiento del daño al ADN por rupturas de doble cadena

 ............................................................................................................................... 32 

2. JUSTIFICACIÓN ......................................................................................... 34 



 

3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN ............................................................. 35 

4. HIPÓTESIS ................................................................................................. 35 

5. OBJETIVO GENERAL ................................................................................ 35 

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES .............................................................. 35 

6. DISEÑO EXPERIMENTAL ......................................................................... 37 

7. MATERIAL Y MÉTODOS ........................................................................... 38 

7.1 Desnutrición experimental ..................................................................... 38 

7.2 Grado de desnutrición ........................................................................... 38 

7.3 Extracción de sangre y bazo ................................................................. 39 

7.4 Viabilidad celular ................................................................................... 39 

7.5 Ciclo celular ........................................................................................... 40 

7.6 Marcaje de linfocitos T y B en sangre .................................................... 41 

7.7 Marcaje de linfocitos T y B en bazo ....................................................... 41 

7.8 Marcaje de gamma H2AX y ATM fosforilada en Ser 1981 .................... 42 

7.9 Marcaje de P53 sin fosforilar y fosforilada en Ser 15 ............................ 42 

7.10 ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO .......................................... 43 

7.10.1 Selección de la región de análisis .................................................... 44 

8. ANÁLISIS DE RESULTADOS .................................................................... 48 

9. RESULTADOS ........................................................................................... 48 

9.1 Desnutrición experimental ..................................................................... 48 

9.2 Porcentaje de células viables ................................................................ 51 

9.3 Citometría de Flujo ................................................................................ 52 

9.3.1 Porcentaje celular en las fases del ciclo celular .............................. 52 

9.3.2 Porcentaje celular pATM/gH2AX en sangre .................................... 54 



 

9.3.3 Porcentaje celular pATM/gH2AX en bazo ....................................... 55 

9.3.4 Porcentaje celular P53 en sangre ................................................... 57 

9.3.5 Porcentaje celular P53 en bazo....................................................... 60 

9.3.6 Porcentaje positivo a las proteínas fosforiladas de acuerdo con el 

sexo .................................................................................................................... 62 

10. DISCUSIÓN .............................................................................................. 72 

10.1 Modelo para inducir desnutrición ......................................................... 72 

10.2 Efecto de la desnutrición en los tejidos analizados ............................. 74 

10.3 Ataxia Telangiectasia Mutada, la histona H2AX y las rupturas de doble 

cadena ................................................................................................................... 77 

10.4 La proteína P53 y las rupturas de doble cadena ................................. 83 

10.5 Comentarios generales........................................................................ 88 

10.6 Resumen gráfico de los hallazgos ....................................................... 92 

11. CONCLUSIONES ..................................................................................... 94 

11.1 CONSIDERACIONES FINALES .......................................................... 96 

11.2 PERSPECTIVAS ................................................................................. 97 

12. REFERENCIAS ........................................................................................ 98 

13. ARTÍCULO…………………………………………………………………….. 126 

 

 



 

i 
 

ABREVIATURAS 

ADN Ácido Desoxirribonucleico 
ADN PKcs Proteína cinasa dependiente del ADN 
APC Aloficocianina 
ATM Ataxia telangiectasia mutada 
ATR Ataxia telangiectasia relacionada con RAD3 
BER Reparación por escisión de base 
BN Ratas bien nutridas 
D.E. Desviación estándar 
DBD  Dominio de unión al ADN 
DCP Desnutrición calórico-proteica 
DN Ratas desnutridas 
DNG Desnutrición grave (3er grado) 
DNM Desnutrición moderada (2º grado) 
DSB Ruptura de doble cadena 
E.E. Error estándar 
FITC Fluoresceína 
gH2AX Histona variante H2AX fosforilada en la serina 139 
HSC Célula madre hematopoyética 
MMR Reparación por mal apareamiento 
MN Micronúcleo 
MPT Modificación post traduccional 
MRE11 Proteína de recombinación meiótica 11 
MRN Complejo formado por las proteínas MRE11, RAD50 y 

NBS1 
mTOR Blanco de rapamicina en mamíferos 
NBS1 Proteína del síndrome de ruptura de Nijmegen 1 
NER Reparación por escisión de nucelótidos 
NHEJ Unión de extremos no homólogos 
P53-pSer15 Proteína P53 fosforilada en la serina 15 
P53t Proteína P53 sin fosforilar 
PAF Paraformaldehído 
pATM Ataxia telangiectasia mutada fosforilada en la serina 

1981 
PBS Solución amortiguadora de fosfatos 
PE Ficoeritrina 
PerCP Proteína de peridina clorofila 
PI3K Proteínas similares a fosfatidilinositol 3 cinasa 
RAD50 Proteína de reparación del ADN 
RH  Recombinación homóloga 
SMG1 Proteína supresora con efecto morfológico en genitales 1 
SSB Ruptura de cadena sencilla 
TRRAP Proteína asociada al dominio de 

transformación/transcripción 

  



 

ii 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 

Figura 1. Diversas poblaciones generadas durante la hematopoyesis. ............ 9 

Figura 2. Principales estructuras del bazo ...................................................... 13 

Figura 3. Estructura de las proteínas que forman el complejo MRN ............... 22 

Figura 4. Estructura de ATM con dominios ..................................................... 24 

Figura 5. Modificaciones postraduccionales en histonas ................................ 28 

Figura 6. Sitios de fosforilación de P53........................................................... 31 

Figura 7. Vía canónica de reconocimiento del daño al ADN por rupturas de 

doble cadena ............................................................................................................. 33 

Figura 8. Planeación del trabajo experimental ................................................ 37 

Figura 9. Estrategia de análisis pATM y gH2AX ............................................. 45 

Figura 10. Estrategia de análisis P53 sin fosforilar y fosforilada en Ser 15 .... 46 

Figura 11. Estrategia de análisis para ciclo celular ......................................... 47 

Figura 12. Resultados estadísticamente significativos obtenidos en el grupo de 

ratas con desnutrición moderada .............................................................................. 92 

Figura 13. Resultados estadísticamente significativos obtenidos en el grupo de 

ratas con desnutrición grave ..................................................................................... 93 

Figura 14. Respuesta al daño del ADN por rupturas de doble cadena ........... 96 

  



 

iii 
 

ÍNDICE DE TABLAS 

Tabla 1. Peso corporal y del bazo .................................................................. 50 

Tabla 2. Déficit de peso del bazo y la relación existente entre el peso del bazo 

con el peso corporal .................................................................................................. 51 

Tabla 3. Porcentaje celular viable ................................................................... 52 

Tabla 4. Porcentaje de linfocitos de sangre periférica en las fases del ciclo 

celular ........................................................................................................................ 52 

Tabla 5. Porcentaje de linfocitos de bazo en las fases del ciclo celular. ......... 53 

 

ÍNDICE DE GRÁFICAS 

Gráfica 1. Linfocitos T en sangre pATM/gH2AX ............................................. 54 

Gráfica 2. Linfocitos B en sangre pATM/gH2AX ............................................. 55 

Gráfica 3. Linfocitos T esplénicos pATM/gH2AX ............................................ 56 

Gráfica 4. Linfocitos B esplénicos pATM/gH2AX ............................................ 57 

Gráfica 5. Linfocitos T en sangre P53t/P53-pSer15 ........................................ 58 

Gráfica 6. Linfocitos B en sangre P53t/P53-pSer15 ....................................... 59 

Gráfica 7. Linfocitos T en bazo P53t/P53-pSer15 ........................................... 60 

Gráfica 8. Linfocitos B en bazo P53t/P53-pSer15 ........................................... 61 

Gráfica 9. Comparación del porcentaje de linfocitos T en sangre pATM/gH2AX 

por sexo .................................................................................................................... 62 



 

iv 
 

Gráfica 10. Comparación del porcentaje de linfocitos B en sangre 

pATM/gH2AX por sexo .............................................................................................. 63 

Gráfica 11. Comparación del porcentaje de linfocitos T en bazo pATM/gH2AX 

por sexo .................................................................................................................... 65 

Gráfica 12. Comparación del porcentaje de linfocitos B en bazo pATM/gH2AX 

por sexo .................................................................................................................... 66 

Gráfica 13. Comparación del porcentaje de linfocitos T en sangre P53t/P53-

pSer15 por sexo ........................................................................................................ 67 

Gráfica 14. Comparación del porcentaje de linfocitos B en sangre P53t/P53-

pSer15 por sexo ........................................................................................................ 68 

Gráfica 15. Comparación del porcentaje de linfocitos T en bazo P53t/P53-

pSer15 por sexo ........................................................................................................ 70 

Gráfica 16. Comparación del porcentaje de linfocitos B en bazo P53t/P53-

pSer15 por sexo ........................................................................................................ 71 

 

  



 

v 
 

RESUMEN 

La desnutrición calórico-proteica (DCP) ocurre cuando se consumen nutrientes 

insuficientes para satisfacer las necesidades biológicas de un organismo. Se ha 

documentado una relación entre la desnutrición y el daño al ADN, de donde las 

rupturas de doble cadena de ADN (DSBs) son las más peligrosas. El presente 

trabajo tuvo como objetivo analizar el efecto derivado de la desnutrición moderada y 

grave sobre las proteínas gH2AX, pATM, P53t+ y P53-pSer15+, que participan en la 

señalización del daño al ADN, en linfocitos T y B de ratas lactantes. Se utilizaron 

ratas de la cepa Wistar, y se indujo la desnutrición experimental por el método de 

competencia de alimento durante la lactancia al aumentar el número de crías por 

nodriza, trabajando con las que presentaron desnutrición moderada (DNM) y grave 

(DNG). Debido a su alta especificidad, el ensayo de la histona variante H2AX 

fosforilada asociada con pATM (Ser1981), seguido por el marcaje de P53 sin 

fosforilar (P53t+) y fosforilada (P53-pSer15+), combinado con citometría de flujo se 

utilizó en este trabajo para demostrar el impacto de la desnutrición en la respuesta al 

daño del ADN. Se observó que los linfocitos esplénicos T y B de ratas DNM y DNG 

tienen la capacidad de detectar daño al material genético al incrementarse el 

porcentaje de células pATM+; así mismo se observó un incremento en los linfocitos 

esplénicos T y B dobles positivos (pATM+/gH2AX+) en el grupo DNM. Las ratas con 

DNM y DNG mostraron un incremento en el porcentaje de linfocitos B gH2AX+ de 

bazo y sangre periférica. Mientras que, en las ratas DNG se observó un incremento 

en el porcentaje de linfocitos B esplénicos dobles positivos (P53t+/P53-pSer15+) y 



 

vi 
 

P53-pSer15+; lo que podría indicar que la ruta de señalización se encuentra alterada. 

Los hallazgos del presente estudio nos permiten sugerir que la DNG compromete la 

respuesta celular del daño al ADN. 
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ABSTRACT 

Protein-calorie malnutrition (PCM) occurs when insufficient nutrients are 

consumed to satisfy the biological needs of an organism. A relationship between 

malnutrition and DNA damage has been documented, of which DNA double-strand 

breaks (DSBs) are the most dangerous. The present work had as objective to analyze 

the effect derived from moderate and severe malnutrition on gH2AX, pATM, P53t+ 

and P53-pSer15+ proteins, which are involved in signaling DNA damage, in T and B 

lymphocytes from lactating rats. Wistar strain rats were used, and experimental 

malnutrition was induced by creating food competition during lactation by increasing 

the number of offspring per wet nurse, working with those who presented moderate 

(DNM) and severe (DNG) malnutrition. Due to its high specificity, the phosphorylated 

H2AX variant histone assay associated with pATM (Ser1981), followed by labeling of 

P53 unphosphorylated (P53t+) and phosphorylated (P53-pSer15+), combined with 

flow cytometry was herein used to demonstrate the impact of malnutrition on the DNA 

damage response. It was observed that splenic T and B lymphocytes from rats with 

severe PCM have the capacity to detect genetic material damage, to the increased 

number of pATM+, likewise an increase in the double-positive T and B splenic 

lymphocytes (pATM+/gH2AX+) was observed in the DNM group. DNM and DNG rats 

showed an increase in the percentage of spleen and peripheral blood gH2AX+ B 

lymphocytes. While, an increase in the percentage of double positive splenic B 

lymphocytes (P53t+/P53-pSer15+) and P53-pSer15+ was observed in DNG rats; this 
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could indicate alterations in the signaling pathway. The findings of the present study 

allow us to suggest that DNG compromises the cell DNA damage response. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Desnutrición 

A partir de julio del 2016 la Organización Mundial de la Salud (OMS), define la 

malnutrición como “las deficiencias, excesos o desequilibrios en la ingesta de 

nutrientes”; dentro de las que se encuentran la obesidad y la desnutrición (OMS, 

2016). Así, la desnutrición calórico-proteica (DCP) es el estado patológico 

caracterizado por la disponibilidad reducida de nutrientes, provocando alteraciones 

en la composición y funciones del cuerpo (Gangadharan y cols., 2017). Dentro de los 

principales factores que promueven la generación de este padecimiento se 

encuentran la ingesta deficiente de nutrientes, su mala absorción, anormalidades 

metabólicas y el aumento de los requerimientos de energía (Pashayee-khamene y 

cols., 2019). 

Clínicamente como resultado de la DCP se encuentran alteraciones en 

diversos procesos metabólicos, cambios estructurales en los órganos linfoides que 

desembocan en su atrofia, modificación del ritmo idóneo de la hematopoyesis, 

disminución en la generación de células hematopoyéticas, alteración del sistema 

inmunológico innato y adaptativo generando inmunodepresión, así como leucopenia 

con procesos deteriorados (Santos y cols., 2017). 

Anualmente, la desnutrición es la causa de por lo menos el 50% de todos los 

decesos en menores de 5 años a escala global (Khan y cols., 2019). Datos recientes 

indican que el número de personas que padecen hambre es de 820 millones y sigue 
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aumentando. El área geográfica más afectada incluye Asia, África, el Caribe y 

América Latina; cabe señalar que la prevalencia de la inseguridad alimentaria es más 

elevada en mujeres, lo anterior se observa marcadamente en América Latina (FAO y 

cols., 2019). Es importante agregar que el 90% de los estados de desnutrición son 

resultado de la subalimentación, ya sea por deficiencia en la cantidad o calidad de 

los alimentos (Gómez, 1946). 

En México, el Instituto Nacional de Salud Pública (INSP) en conjunto con el 

Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI) están por publicar los 

resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT). En los 

resultados preliminares difundidos se indica que en nuestro país el 7.4% de niños 

menores de cinco años presentan peso bajo, el 16.8% talla baja y el 2.2% mostraron 

emaciación (peso inferior al correspondiente con su estatura) (INSP, 2018). En 

conjunto, otro reporte resalta que la prevalencia de la desnutrición entre menores de 

cinco años no se ha reducido desde el año 2012 a la fecha (FAO, 2019). 

Las tasas más altas de población carente de acceso a la alimentación en 

nuestro país se encuentran en Chiapas, Estado de México, Oaxaca, Puebla y 

Veracruz (FAO, 2019). Esta información, concuerda con el hecho de que las zonas 

rurales presentan el mayor porcentaje de inseguridad alimentaria leve, moderada y 

severa, dadas sus condiciones de vulnerabilidad (INEGI y cols., 2019). 

Si bien la DCP tiene la capacidad de perjudicar a todos los órganos y sistemas 

del organismo que la padece, ejerce particular daño sobre los que presentan una alta 

tasa de renovación celular, como el linfohematopoyético (Hastreiter y cols., 2019). Lo 
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anterior, está relacionado con la atrofia de los órganos linfoides, así como con un 

menor recuento total linfocitario (Koethe y von Reyn, 2016). 

Este padecimiento tiene un impacto deletéreo en el sistema inmunológico, que 

constituye de manera general, una respuesta inadecuada para el control de los 

patógenos. Si bien existen diversos reportes que sustentan el daño que la 

desnutrición le provoca a este sistema, aún falta información referente a los 

mecanismos moleculares que participan en torno a esto (Ibrahim y cols., 2017). 

En nuestro país, la primera clasificación de la desnutrición fue establecida en 

1946 por el pediatra mexicano Federico Gómez, desde entonces a dicha 

categorización se le asignó su nombre y es conocida como “Clasificación de Gómez”. 

Como indicador utilizó la relación peso para la edad y consta de tres grados que 

varían de acuerdo con la severidad de la falta de peso, tomando como peso ideal la 

mediana de una población de referencia (Gómez, 1946), el cual sigue vigente debido 

a que resulta muy útil para fines clínicos y de investigación: 

⧫ Primer grado o desnutrición leve: se presenta un déficit del 10 al 25.9% 

del peso con relación a la edad. 

⧫ Segundo grado o desnutrición moderada: déficit del 26 al 39.9%. 

⧫ Tercer grado o desnutrición grave: déficit a partir del 40%. 

La desnutrición es un síndrome generado por el ser humano, que resulta 

importante estudiar, debido a la cantidad de individuos que la padecen y las secuelas 

que trae consigo (Batrouni y cols., 2016). 



 

4 
 

Las etapas tempranas del desarrollo (gestación y lactancia) son periodos 

críticos de plasticidad fisiológica, por lo que se identifican como vulnerables ante las 

lesiones provocadas por el entorno. Si la condición adversa se implementa durante 

estas etapas, el estado epigenético puede verse afectado y alterar las modificaciones 

covalentes del ADN y las histonas (de Morais y cols., 2019). 

 

1.2 Modelos experimentales para su estudio 

Los modelos animales proporcionan un entorno altamente controlado para 

probar hipótesis, imitando síntomas o aspectos particulares de alguna enfermedad o 

estado objetivo (Arakawa y Iguchi, 2018). Para estudiar los efectos de la desnutrición 

se han empleado animales como monos, cerdos y roedores, más específicamente 

ratones y ratas (Salameh y cols., 2019). El uso preferente de estos animales es 

debido a que presentan varias ventajas, por ejemplo, la posibilidad de realizar 

estudios in vivo e in vitro, la obtención de células provenientes de diferentes órganos, 

su ciclo de vida relativamente corto, además de su utilidad en diferentes etapas de la 

vida (prenatal, posnatal y adulta) (Arakawa, 2019). 

Dentro de los métodos para inducir desnutrición a través de la dieta se 

encuentran la restricción calórica, una dieta deficiente de proteína y las dietas 

regionales. Por su parte, para inducir desnutrición durante la lactancia en modelos 

experimentales se utilizan principalmente dos métodos: en el primero una nodriza 

desnutrida alimenta a la camada con leche de baja calidad; el segundo método 

radica en incrementar el número de crías por nodriza, reduciendo así la cantidad de 



 

5 
 

alimento disponible y el consumo de leche por parte de las crías (Ortiz y cols., 1996; 

Salameh y cols., 2019). 

Al generar la desnutrición experimental durante la lactancia por competencia 

de alimento, se está trabajando con un buen modelo de estudio para abordar los 

efectos de este padecimiento, puesto que esta etapa es crítica en el crecimiento y 

desarrollo del organismo, y sus efectos son más graves que los observados en 

adultos. Aunado a lo anterior, presenta ventajas: es un método altamente eficaz y 

reproducible al proveer de grandes cantidades de ratas desnutridas de segundo y 

tercer grado con un mínimo efecto en el índice de mortandad (Cortés y cols., 2001; 

Ortiz y cols., 1996). 

 

1.3 Daño al ADN 

Constantemente, la integridad genética de los organismos está expuesta a 

agentes genotóxicos capaces de provocar alteraciones orgánicas y/o funcionales. 

Los factores que principalmente se han identificado como capaces de inducir daño al 

material genético son el estilo de vida, los medicamentos, y el medio ambiente 

(Gómez-Meda y cols., 2016). 

Miles de eventos dañinos hacia el ADN ocurren diariamente en cada célula del 

organismo, dichos sucesos genotóxicos pueden ser causados extrínsecamente por la 

radiación ionizante (IR), rayos UV, agentes alquilantes o productos químicos. Por 

otro lado, este daño puede tener un origen endógeno como la desaminación o 

depurinación, resultado inevitable de la hidrólisis, así como subproductos 
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metabólicos o especies reactivas de oxígeno (ERO). La respuesta al daño del ADN 

(DDR) la pueden desencadenar diferentes tipos de lesiones, dentro de las más 

frecuentes se encuentran las modificaciones oxidativas, las rupturas de cadena 

sencilla (SSBs), los enlaces cruzados entre cadenas, y las rupturas de doble cadena 

(DSBs), que son altamente citotóxicas y peligrosas, debido a que provocan una 

distorsión funcional de los programas genéticos de la célula, ya que pueden bloquear 

la transcripción y la duplicación, causar mutaciones, además se les ha relacionado 

con enfermedades neurológicas, envejecimiento, cáncer e inmunodeficiencia 

(Niedernhofer y cols., 2018; Ou y Schumacher, 2018; Zhu y cols., 2020). Para 

retomar el estado saludable, el sistema DDR actúa a través de las interacciones intra 

e intercelulares, permitiendo la detección del daño al ADN y su reparación (Situ y 

cols., 2019). 

Posterior al daño en el ADN y la DDR, continúa la activación de los puntos de 

control de daño en el ADN que participan en las fases G1 y G2 (G1/S, S y G2/M), de 

manera que la segregación cromosómica se restringe hasta que el daño pueda 

repararse por medio de los sistemas de reparación propios para cada lesión (Di Sotto 

y cols., 2020). El sistema de reparación por escisión de nucelótidos (NER) elimina las 

lesiones voluminosas del ADN; la reparación por escisión de base (BER) se encarga 

de las lesiones que causan distorsiones en la estructura de la hélice de ADN; la 

reparación por mal apareamiento (MMR) corrige las bases desapareadas (Campos y 

Clemente-Blanco, 2020). Por otro lado, debido a las consecuencias que traen 

consigo las DSBs, resulta importante su reparación con el fin de mantener la 
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estabilidad genómica y la homeostasis celular; para lo cual las células han 

desarrollado dos mecanismos principales: la unión de extremos no homólogos 

(NHEJ) y la recombinación homóloga (RH). El primer mecanismo, NHEJ, puede unir 

dos extremos rotos en ausencia de homología de secuencia y está activo durante la 

interfase; por su parte, la RH utiliza secuencias homólogas como plantilla para 

reparar el ADN roto y principalmente actúa durante las fases S y G2, cuando hay 

apareamiento de cromátidas hermanas (Anand y cols., 2019; Batenburg y cols., 

2017). 

La relación existente entre la desnutrición y el daño genético ha sido objeto de 

estudio en modelos animales y seres humanos (Elsayh y cols., 2013). 

Implementando diferentes dietas como alta en grasas, baja en proteínas y restricción 

calórica, se ha demostrado que las condiciones dietéticas extremas afectan múltiples 

vías de detección de nutrientes y pueden causar cambios globales en la modificación 

de las histonas. Específicamente en ratas, se ha observado un decremento en la 

metilación de las histonas H3 y H4, resultado de la restricción calórica; por otro lado, 

la dieta baja en proteínas durante la gestación ha mostrado disminución en la 

acetilación de la histona H3, con resultados por el momento contradictorios en la 

metilación (Molina-Serrano y cols., 2019). 
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1.4 ANTECEDENTES 

1.4.1 Un tejido móvil: la sangre 

Se designa hematopoyesis, al proceso por el cual se producen las células de 

la sangre en la médula ósea, y está modulada por factores que influyen en el 

metabolismo celular, como las señales inflamatorias y la disponibilidad de nutrientes 

(Pernes y cols., 2019; Yumine y cols., 2017). La producción de las células 

sanguíneas inicia con la inactividad de las células madre hematopoyéticas (HSCs), 

continúa con su compromiso de linaje y adquisición gradual especifica de identidades 

mieloides o linfoides. En el transcurso se suscitan cambios graduales en los patrones 

de proteínas, teniendo en cuenta los reguladores del ciclo celular y los factores de 

transcripción, la mayoría objetivos de miRNA (Rasko y Wong, 2017). 

Cada tipo celular presente en la sangre cuenta con funciones particulares. Las 

plaquetas colaboran en el mantenimiento de la hemostasia; los eritrocitos, también 

llamados glóbulos rojos, se encargan de transportar el oxígeno desde los pulmones a 

los tejidos, así como de eliminar el dióxido de carbono. Los leucocitos, o glóbulos 

blancos, participan en la reacción inflamatoria y la generación de respuestas 

inmunológicas e incluyen granulocitos (este grupo reúne neutrófilos, basófilos, 

eosinófilos y mastocitos), macrófagos, células dendríticas y linfocitos (que 

comprende células asesinas naturales, células T y B) (Figura 1) (Antoniani y cols., 

2017).  
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Figura 1. Diversas poblaciones generadas durante la hematopoyesis. La célula madre 

hematopoyética (HSC), posterior a su activación, diverge en progenitores con la facultad de proseguir 

la diferenciación (Modificado de Nobili y cols., 2016). 
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1.4.2 Órganos hematolinfoides 

En conjunto, se encargan de producir y mantener las células sanguíneas, 

realizar la vigilancia y montar reacciones inmunológicas utilizando la sangre y la linfa 

para el transporte. Estas funciones se distribuyen entre los órganos clasificados 

como primarios o centrales, dentro de los que se encuentran la médula ósea y el 

timo, y los secundarios o periféricos, que integran el bazo, los ganglios linfáticos, los 

tejidos linfoides asociados a mucosa (MALT) y los grupos linfoides asociados a la 

serosa (SALC) (Willard-Mack y cols., 2019). 

Para hacer frente a las infecciones los órganos secundarios cumplen con tres 

funciones: capturan patógenos con el fin de reducir su propagación, promueven el 

contacto de las células presentadoras de antígeno (APCs) con linfocitos específicos 

para inducir una respuesta inmunológica adecuada y proporcionan los factores 

necesarios para la diferenciación y supervivencia de los linfocitos (Junt y cols., 2008). 

 

1.4.2.1 Bazo 

Este órgano se encuentra ubicado en el abdomen debajo del diafragma, y es 

la mayor fuente secundaria de tejido linfoide, al contener aproximadamente el 25% 

del número total de linfocitos. Sus principales funciones son filtrar la sangre mediante 

la eliminación de glóbulos rojos senescentes, reciclar el hierro, además de ser un 

sitio importante para la generación de respuesta inmunológica innata y adaptativa. 

Principalmente lo componen dos zonas funcionalmente distintas: la pulpa roja y la 
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pulpa blanca; por su parte al límite entre estas dos regiones se le conoce como zona 

marginal (Figura 2) (Fujinami y cols., 2018; Khairallah y cols., 2017; Thomson y cols., 

2017). 

La pulpa roja actúa como el sistema de filtración de la sangre del cuerpo; 

digiere los eritrocitos y recicla el hierro de la población de macrófagos. (Khairallah y 

cols., 2017). Presenta circulación abierta y está constituida por sinusoides, canales 

vasculares revestidos por células endoteliales y macrófagos que detectan y eliminan 

patógenos y antígenos solubles de la circulación sistémica (Duarte-Neto y cols., 

2019). Por su parte, la pulpa blanca es el componente linfoide del bazo, está 

compuesta por la vaina linfoide periarteriolar (PALS, zona de células T alrededor de 

una arteriola central) y los folículos circundantes (zonas de células B) (Khairallah y 

cols., 2017). Mientras que, las quimiocinas específicas controlan la organización y el 

mantenimiento correcto de la pulpa blanca, atrayendo a las células T y B a sus 

espacios específicos. En PALS las células T interactúan con células dendríticas (DC) 

y las células B que pasan, mientras que en los folículos circundantes puede tener 

lugar la expansión clonal de las células B, generando el cambio de isotipo y la 

hipermutación somática (Mebius y Kraal, 2005). 

La zona marginal es un área discreta que funciona como un filtro inmunológico 

donde quedan atrapados los antígenos transportados por la sangre, podemos 

encontrar principalmente una población de linfocitos B, macrófagos, células 

dendríticas en roedores y en seres humanos células T (Hendricks y cols., 2019; 

Satoh y cols., 2019). 
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Figura 2. Principales estructuras del bazo. Se muestran las principales zonas del bazo en 

a) ratas y ratones: los linfocitos y las células dendríticas dejan el torrente sanguíneo desde el seno 

marginal, que se encuentra entre la pulpa blanca y la zona marginal. Los canales puente de la zona 

marginal promueven un mayor tránsito hacia la pulpa blanca; las células B de la zona marginal se 

desplazan entre esta zona y los folículos circundantes (zonas de células B). Si las células B foliculares 

quieren abandonar el folículo, lo hacen a través de la zona marginal. Por su parte, las células T 

efectoras recién generadas migran desde la vaina linfoide periarteriolar (PALS, o zona de células T) a 

la pulpa roja a través de canales puente. b) seres humanos: El compartimiento adicional en los seres 

humanos es la zona perifolicular, que se encuentra entre la zona marginal y la pulpa roja; contiene 

espacios llenos de sangre sin un revestimiento endotelial, al igual que la pulpa roja. Por lo tanto, es de 

suponer que los linfocitos entran a la zona marginal desde la circulación abierta de la zona perifolicular 

y luego transmigran a la pulpa blanca. El bazo en el ser humano carece de senos marginales 

(Modificado de Schulz y cols., 2016). 

 

1.4.3 Inmunidad 

Los organismos vivos han desarrollado sistemas de defensa con la capacidad 

de reconocer, controlar y/o eliminar la mayoría de patógenos con los que tienen 

contacto durante su vida, lo anterior se lleva a cabo por una red multifacética de 

órganos, tejidos, células, proteínas y productos químicos especializados 

responsables de defender al organismo; esta compleja red es llamada sistema 

inmunológico y se clasifica en inmunidad innata (o no específica) y adaptativa, 

también llamada específica o adquirida (Carr y Maggini, 2017; Gourbal y cols., 2018). 

Esta última resalta debido a su especificidad, dada por la recombinación 

genética, y la capacidad de acumular memoria inmunológica; dentro de este tipo de 
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inmunidad se encuentran los linfocitos T y B. Estas células cumplen funciones muy 

importantes, lo cual implica una interacción multidireccional fuertemente regulada con 

las células dendríticas (u otras APCs); lo anterior, activa, induce y promueve vías 

efectoras inmunológicas específicas, con el fin de responder más rápido y fuerte ante 

la presencia de algún patógeno (Müller y cols., 2019; Netea y van der Meer, 2017). 

Existen múltiples factores endógenos y exógenos que pueden influir sobre el 

sistema inmunológico y afectar su función, dentro de los que se encuentran el sexo, 

la edad, el estrés, la exposición a compuestos tóxicos, el ejercicio, el tabaquismo y la 

nutrición (Claus y cols., 2016). 

 

1.4.3.1 Linfocitos T 

Las células T se originan en la médula ósea y se transportan al timo para su 

desarrollo (Xu H. y cols., 2016); la vía Notch es crítica para que se lleve a cabo este 

proceso (Lazare y cols., 2014). Las células T vírgenes al salir del ciclo celular activo, 

existen en un estado quiescente (G0) caracterizado por su tamaño celular pequeño; 

los circuitos moleculares por los cuales estas células salen de la quiescencia siguen 

siendo poco conocidos (H. Tan y cols., 2017). El metabolismo de las células T está 

determinado por varios factores: el estado metabólico interno de la célula, el 

equilibrio entre los metabolitos internos, el estado de energía y la disponibilidad de 

nutrientes (Kumar, 2018). 

Para que se lleve a cabo adecuadamente la diferenciación y maduración de 

las células T se requiere vitamina C. Particularmente para regular su maduración, 
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esta vitamina actúa a través de mecanismos epigenéticos, como la desmetilación de 

histonas (Carr y Maggini, 2017). Las células T ayudan a los linfocitos B para que 

puedan llevar a cabo siete funciones distintas que son: proliferación, supervivencia, 

diferenciación de células plasmáticas, hipermutación somática, recombinación de 

cambio de clase, adhesión y atracción (Crotty, 2015). 

Se ha reportado que la falta de nutrientes disminuye la función y producción 

de las células T (Chinen y Shearer, 2010). Así mismo, su activación y diferenciación 

adecuadas requieren de la integridad de los genes que codifican los principales 

factores clave, lo que a su vez puede depender de diferentes factores ambientales, 

que pueden influir cambiando el perfil epigenético de las células T, afectar su 

expresión génica y modificar estos procesos celulares (Müller y cols., 2019). 

 

1.4.3.2 Linfocitos B 

Dentro de esta población se pueden diferenciar dos linajes principales: células 

B1, que se localizan en el bazo, el peritoneo y los sitios de la mucosa; se generan 

principalmente en el hígado fetal y se mantienen mediante la autorrenovación. Por 

otro lado, las células B2 se generan en la médula ósea durante toda la vida y se 

encargan de formar la mayor parte del grupo de células B. Lo que sucede 

brevemente es lo siguiente: las HSCs proliferan generando células pro-B que se 

desarrollan en células pre-B sometiéndose a la recombinación VDJ en el locus de la 

cadena pesada y ligera de Ig. Las células B inmaduras salen de la médula ósea 

como células B de transición que viajan a través del sistema circulatorio al bazo y a 
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través de la zona de células T. Es aquí donde se comunican con las células T 

activadas, para completar su maduración (Burrows y Maxwell, 2017; Thomson y 

cols., 2017). 

 

1.4.4 Epigenética 

El ADN es el molde para que se lleven a cabo procesos como la duplicación y 

la transcripción, por lo que mantener la integridad de esta información resulta 

fundamental para la salud celular y del organismo (Tubbs y Nussenzweig, 2017). 

Para garantizar la estabilidad de la secuencia y la estructura del ADN, las células 

detectan, señalan y reparan las lesiones utilizando mecanismos específicos, 

coordinándose con la progresión del ciclo celular, la transcripción y la duplicación 

(Stingele y cols., 2017). 

Con todo y que el ADN codifica nuestros genes, estos no siempre se 

expresan, el ADN no siempre se transcribe en ácido ribonucleico (ARN) y el ARN no 

siempre se traduce en proteínas; lo anterior es debido en parte a la epigenética. La 

epigenética incluye las “marcas” químicas heredables que se encuentran en y 

alrededor del genoma, influyendo en la expresión génica de manera controlada y 

selectiva. Los principales mecanismos epigenéticos que participan en la regulación 

de la expresión génica son la metilación del ADN, los pequeños ARN no codificantes 

y las modificaciones post-traduccionales (MPTs) de histonas; colaboran en diversos 

procesos biológicos al intervenir en la estructura y organización de la cromatina. 
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Pueden ser afectados por factores ambientales como la dieta, el estrés, la 

contaminación, entre otros (Franzago y cols., 2019; Liyanage y cols., 2014). 

 

1.4.5 Desnutrición y daño citogenético 

En la literatura, varios reportes en modelos experimentales y humanos 

evidencian el vínculo existente entre la DCP, resultado del consumo escaso de 

nutrientes para satisfacer las necesidades biológicas del organismo, y el daño al 

material genético (Ortiz y cols., 2004). Como ejemplo, Betancourt y colaboradores 

observaron en células de médula ósea provenientes de ratas con DCP grave, alta 

frecuencia de intercambios entre cromátidas hermanas, comparada con el grupo 

testigo BN (Betancourt y cols., 1986). Posteriormente, detectaron el daño al ADN en 

linfocitos y leucocitos totales de niños con desnutrición de 2º y 3er grado, efecto de 

infecciones graves y su tratamiento farmacológico (Betancourt y cols., 1995); en el 

mismo año Ortiz y cols. evidenciaron el aumento en la frecuencia de MN en linfocitos 

de bazo de ratas con desnutrición grave, comparado con el grupo BN (Ortiz y cols., 

1995). 

Posteriormente, se observó la frecuencia alta de MN en linfocitos (que 

aumenta al adicionar mitomicina C, MMC) de niños con DCP moderada y grave, en 

comparación con niños sanos bien nutridos (Ortiz y cols., 1997). Además, se 

demostró que la DCP grave, en ratas, está asociada con daño al material genético en 

bazo, médula ósea y sangre periférica utilizando ensayo cometa (Cortés y cols., 

2001). Utilizando esta misma técnica, en 2002 se detectó el daño al ADN inducido 
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con peróxido de hidrógeno (H2O2) a diferentes tiempos de tratamiento (0, 5, 15, 30 y 

60 min.) en linfocitos de infantes bien nutridos y desnutridos, observando un 

decremento en la capacidad de reparación del ADN en el grupo con desnutrición 

(González y cols., 2002a). El mismo grupo de trabajo, utilizando electroforesis 

unicelular analizó muestras de niños desnutridos y bien nutridos, previa y 

posteriormente al tratamiento con diferentes antibióticos. Los resultados indican que 

los niños desnutridos tienen daño al material genético antes de la medicación y 

ambos grupos después del tratamiento con los fármacos, siendo mayor en el grupo 

desnutrido (González y cols., 2002b). 

En 2004, Ortiz y cols. observaron un aumento en la frecuencia de reticulocitos 

(RET) micronucleados (RET-MN) en ratas con desnutrición grave (Ortiz y cols., 

2004). Para evaluar el daño al ADN, otros órganos de ratas desnutridas utilizados 

han sido cerebro, hígado, riñón y testículo; los datos muestran niveles de daño 

cercanos al grupo testigo en riñón y cerebro, mientras que en hígado y testículo 

existe un incremento utilizando ensayo cometa (Betancourt y cols., 2005). Por otro 

lado, se observó que la frecuencia alta de MN en RET de sangre periférica derivada 

de la desnutrición grave en ratas, aumenta al administrar un medicamento utilizado 

en infantes para el tratamiento de infecciones respiratorias: trimetroprim-

sulfametoxazol (TMP-SMX) (Ortiz y cols., 2011); otro reporte indica una frecuencia 

alta de MN en RET de niños con DCP moderada y grave, sugiriendo que las 

infecciones bacterianas y la desnutrición inducen daño al ADN (Cervantes-Ríos y 

cols., 2012). Así mismo, en 2014 muestran que niños con desnutrición moderada y 
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grave presentan una alta frecuencia de MN en RET, siendo en su mayoría de tipo 

clastogénico; este tipo de MN surgen como resultado de DSBs (Cervantes-Ríos y 

cols., 2014). 

MacFarlane y cols. indican que, en ratones alimentados con una dieta 

deficiente de ácido fólico, existe una frecuencia mayor de MN en RET y eritrocitos 

normocromáticos (NCE) (MacFarlane y cols., 2015). Así mismo, se muestra daño 

mayor en el ADN, en los grupos de ratones desnutridos y bien alimentados 

infectados con L. loboi, utilizando ensayo cometa (Sierra y cols., 2015). 

 

1.4.6 El dinámico nucleosoma 

En el núcleo celular la información genética se encuentra “empaquetada” a 

través de la asociación del ácido desoxirribonucleico (ADN) con proteínas globulares 

denominadas histonas. A la unidad estructural básica de empaquetamiento, se le 

conoce como nucleosoma, sin embargo, cuando fue descubierto se le nombró 

“cuerpo ν” (Koyama y Kurumizaka, 2018). Está compuesto por un par de cada una de 

las histonas canónicas o centrales H2A, H2B, H3 y H4, que forman el “octámero” 

alrededor del cual se enrolla 1.7 veces el ADN, el equivalente a 147 pb. La histona 

H1 se encarga de estabilizar la estructura de la cromatina, uniéndose al nucleosoma 

y al ADN extranucleosómico (Corujo y Buschbeck, 2018). 

El nucleosoma juega un papel importante en actividades moleculares como la 

transcripción, duplicación y reparación del ADN, así como en el corte y empalme 

alternativo del ARN. Dentro de los factores que pueden influenciar la posición del 
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nucleosoma en la secuencia del genoma se encuentran las preferencias del 

nucleosoma por ciertas secuencias de ADN, factores de remodelación de la 

cromatina, metilación del ADN, factores de transcripción (TF), modificación de 

histonas, contenido de nucleótidos, propiedades fisicoquímicas, variantes de 

histonas, entre otras (Cai y cols., 2015). 

 

1.4.7 Complejo proteico MRN 

Consiste en un heterotrímero altamente conservado formado por la proteína 

de recombinación meiótica 11 (MRE11), la proteína de reparación del ADN RAD50 

(RAD50) y la proteína del síndrome de ruptura de Nijmegen 1 (NBS1) (Figura 3). Es 

el principal complejo catalítico que participa en la detección y el inicio de la vía de 

respuesta ante el daño al ADN por DSBs (Situ y cols., 2019). El complejo MRN 

participa en el mecanismo de reparación NHEJ, así como en la RH; puede unir 

físicamente los extremos del ADN y tiene un papel enzimático importante en la 

reparación debido a la actividad nucleasa de Mre11, razón por la cual es uno de los 

primeros factores para detectar las DSBs. MRN se requiere para señalar la presencia 

de este tipo de lesiones a través de la cinasa ATM, lo cual es posible mediante la 

interacción conservada entre NBS1 y esta cinasa; lo anterior, permite que ATM se 

reclute y active para trabajar en este tipo de lesiones en el ADN (Anand y cols., 2019; 

Ho y cols., 2018). 

Comenzando a partir del extremo amino N-terminal, MRE11 contiene un 

motivo nucleasa, dentro del cual se encuentra el sitio de unión a NBS1, 
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posteriormente dos dominios de unión al ADN (DBDs) cercanos al extremo carboxilo 

C-terminal y en medio de ellos, un motivo de unión a RAD50. Los DBDs y el motivo 

nucleasa permiten que la actividad exonucleasa 3’-5’ y endonucleasa 5’-3’ que cortan 

los extremos del ADN generen ADN monocatenario 3’ para reparación adicional 

(Bian y cols., 2019). 

Perteneciente a la familia de las proteínas del mantenimiento estructural de 

cromosomas (SMC) y a la familia de las ATPasas del tipo ABC, RAD50 es la 

subunidad más grande del complejo MRN con 1312 aminoácidos. Posterior a la 

unión de ATP, RAD50 se cierra en una conformación rígida y única donde ambos 

extremos de la proteína, amino y carboxilo están interactuando entre sí, formando un 

dominio ABC ATPasa principal, formando un surco central donde se puede 

acomodar ADN bicatenario, impidiendo su acceso al sitio activo de la nucleasa 

MRE11. Sin embargo, lo anterior se puede revertir a través de la hidrólisis del ATP, 

pues se genera un estado estructural más abierto que hace que el ADN sea 

accesible para MRE11 (Lafrance-Vanasse y cols., 2015; Syed y Tainer, 2018). 

Por su parte, NBS1 es específico de eucariotas, actúa como regulador y 

sección de reclutamiento de proteínas. Está constituido por 754 aminoácidos, 

cercanos al extremo NH2 se encuentran un dominio asociado a cabeza de horquilla 

(FHA) y dos dominios BRCA1 C-terminal (BRCT), que forman el núcleo de unión a 

proteínas fosforiladas. Cercanos al C-terminal NBS1 presenta dos sitios de 

interacción, uno para MRE11 y otro para ATM (Anand y cols., 2019; Bian y cols., 

2019). Cabe mencionar que realiza interacciones físicas y funcionales con la enzima 
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modificadora de histonas RNF20, así como con el factor de remodelación de la 

cromatina, nucleolina; en las vías de control del ciclo celular dependientes de ATM y 

la reparación de DSBs, estas interacciones son clave (Saito y cols., 2015). 

 

Figura 3. Estructura de las proteínas que forman el complejo MRN. El complejo MRN está 

formado por tres proteínas: MRE11 (proteína de recombinación meiótica 11) que presenta un sitio de 

unión para la proteína del síndrome de ruptura de Nijmegen 1 (NBS1) y otro para la proteína de 

reparación del ADN (RAD50); también cuenta con dos sitios de unión al ADN (DBDs). RAD50 tiene 

dos dominios ATPasa y dos sitios de unión para MRE11; y NBS1 que tiene un dominio asociado a 
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cabeza de horquilla (FHA), dos dominios BRCT y dos sitios de unión, uno para MRE11 y otro para la 

proteína ataxia telangiectasia mutada (ATM) (Modificado de Situ y cols., 2019). 

 

1.4.8 Proteína Ataxia Telangiectasia Mutada 

El síndrome de Louis-Bar es una enfermedad caracterizada principalmente por 

degeneración cerebelosa que deriva en falta de coordinación voluntaria del 

movimiento, vasos sanguíneos dilatados, sensibilidad a la IR e inmunodeficiencias 

variables. Es causada por mutaciones en el gen ATM (del acrónimo ataxia 

telangiectasia mutada), localizado en el brazo largo del cromosoma 11 en la región 

q23 (Guleria y Chandna, 2016). 

En la superfamilia de las proteínas similares a fosfatidilinositol 3 cinasa, PI3K 

(PIKK) se encuentran ataxia telangiectasia relacionada con RAD3 (ATR), la proteína 

cinasa dependiente del ADN (ADN PKcs), blanco de rapamicina en mamíferos 

(mTOR), la proteína asociada al dominio de transformación/transcripción (TRRAP), la 

proteína supresora con efecto morfológico en genitales 1 (SMG1) y ATM. Estos 

miembros comparten cierta homología en el dominio PI3K cinasa, específicamente 

en la región que contiene los residuos indispensables para coordinar el ATP y 

estabilizar la reacción de fosforilación (Adamowicz, 2018; Paull, 2015). 

Individualmente ATM es una proteína cinasa serina/treonina que consta de 

3056 aminoácidos y un peso molecular de 350 kDa. Su estructura a partir del 

extremo NH2 inicia con la región de repeticiones HEAT (Huntington, factor de 

Elongación 3, subunidad de la proteína fosfatasa 2A y TOR1), y continúa con tres 
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dominios que se pueden diferenciar: FAT (FRAP-ATM-TRAPP), dominio cinasa y 

FATC (FAT carboxilo terminal) (Figura 4) (Adamowicz, 2018). La razón por la cual los 

dominios FAT y FATC se encuentran “protegiendo” la región correspondiente al 

dominio cinasa, es debido a que se encargan de modular la actividad y función 

cinasa de ATM (Stagni y cols., 2014). 

 

Figura 4. Estructura de ATM con dominios. De izquierda a derecha, comienza con la región 

de repeticiones HEAT (Huntington, factor de Elongación 3, subunidad de la proteína fosfatasa 2A y 

TOR1), y 3 dominios que se pueden distinguir: FAT (FRAP-ATM-TRAPP), dominio cinasa y FATC 

(FAT carboxilo terminal). Nótese que el dominio cinasa se encuentra en medio de FAT y FATC, que se 

encargan de modular su actividad (Modificado de Adamowicz, 2018). 

 

La existencia catalíticamente inactiva de esta proteína, es como un 

homodímero no covalente en la mayoría de los tipos celulares y su ubicación es 

predominantemente nuclear; se requiere del complejo MRN para una activación 

óptima de ATM posterior a la inducción de DSBs (Paull, 2015). Una vez activa, tiene 

la capacidad de fosforilar una gran cantidad de proteínas en diversas vías de DDR 
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(Gavish-Izakson y cols., 2018). Se cree que la autofosforilación de ATM tiene lugar 

en el nucleoplasma (Falck y cols., 2005). 

Dentro de los sitios importantes de autofosforilación en ATM se encuentran 

Ser367, Thr1885, Ser1893, Ser1981 y Ser2996; los tres primeros se encuentran en 

la región de repeticiones HEAT, el cuarto en el dominio FAT y el quinto en el dominio 

FATC. Particularmente los residuos Ser367 y Ser1893 contribuyen a la activación de 

ATM y para mejorarla, TIP60 la acetila en Lys3016. Por otra parte, en Cys2991 se 

lleva a cabo la formación de puentes disulfuro para su activación posterior al estrés 

oxidante (Shibata y Jeggo, 2018). 

Cada cinasa precisa una proteína de unión accesoria específica para el 

reclutamiento estable en los sitios de daño al ADN; para ATM es NBS1, ATRIP para 

ATR y KU80 para DNA-PKcs (Blackford y Jackson, 2017). Aunque varias cinasas 

parecen estar implicadas en la fosforilación de gH2AX, numerosos estudios han 

demostrado que ATM es el principal responsable de este proceso, lo que permite la 

coordinación precisa del reclutamiento de muchos componentes de la maquinaria de 

reparación a los DSBs (Moeglin y cols., 2019). 

 

1.4.9 Histona variante H2AX 

También existen histonas variantes (llamadas de reemplazo) además de las 

histonas centrales, que presentan estructuras y funciones particulares y comparten 

homología en la secuencia de aminoácidos con sus histonas canónicas (Koyama y 

Kurumizaka, 2018). La presencia de formas variantes de histonas y su extensa 
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variedad de MPTs generan alteraciones en el arreglo del nucleosoma y establecen 

un nivel adicional para la regulación de la expresión y reparación del ADN (Govaert y 

cols., 2016). 

Perteneciente a la familia de las histonas H2A, la histona variante H2AX está 

presente en el 2-25% de los nucleosomas en el genoma de mamíferos, dependiendo 

del organismo y tipo celular. La fosforilación de esta histona variante en la serina 139 

es uno de los primeros eventos como respuesta a DSBs en el ADN. Este proceso de 

fosforilación de H2AX se considera, por lo tanto, como un jugador central en DDR 

(Moeglin y cols., 2019). Brevemente, lo que sucede es lo siguiente: la interacción 

entre RAD50 de MRN y los dominios BRCT de la proteína 53BP1 promueven el 

reclutamiento de complejos MRN en las DSBs, lo que conduce a la formación de 

monómeros activos (pSer1981) de ATM y esto a su vez promueve la propagación de 

modificaciones de histonas a distancias crecientes de las DSBs, generando la 

fosforilación de la histona variante H2AX en la serina 139 (identificada como γH2AX 

o gH2AX, indistintamente); cabe señalar que el complejo MRN actúa como sensor 

significativo para las DSBs inducidas por agentes como IR (Shibata y Jeggo, 2018). 

Una de las características que hacen al gen que codifica H2AX único entre los 

otros genes de histonas, es que contiene regiones de ambas especies de histonas: 

dependientes e independientes de duplicación; es con este mecanismo de regulación 

que se asegura la presencia suficiente de moléculas de H2AX en G0 y G1 del ciclo 

celular. Dentro de las principales técnicas que se utilizan para medir los niveles y la 

cinética de H2AX se encuentran inmunotinción, citometría de flujo, western blot y el 
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ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), los más utilizados son los dos 

primeros (Palla y cols., 2017). 

La citometría de flujo es una metodología clave utilizada para evaluar la DDR 

en células individuales. Dentro de sus principales ventajas se puede mencionar que 

permite un análisis multiparamétrico y la detección rápida de la señal de gH2AX, que 

permite asociar eventos DDR particulares con estados funcionales en la célula (Palla 

y cols., 2017; Zhao y cols., 2017). 

La gH2AX se forma en ambas vías de reparación: RH y NHEJ. Actualmente, 

está bien establecido que gH2AX recluta otros factores para facilitar los mecanismos 

de amplificación de señales en respuesta al daño por DSBs; cabe indicar que 

posterior al reclutamiento y activación de ATM, H2AX es uno de los primeros 

sustratos de esta proteína y es fosforilada en segundos (Georgoulis y cols., 2017). 
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Figura 5. Modificaciones postraduccionales en histonas. Se muestran algunos ejemplos 

de los sitios donde ocurren modificaciones postraduccionales (MPTs) en las histonas centrales (H2A, 

H2B, H3, H4). En la sección central derecha, se indican las diferentes MPTs (acetilación, ADP 

ribosilación, biotinilación, citrulinación, fosforilación, isomerización de prolina, metilación, 

propionilación y ubiquitinación) que se distinguen fácilmente con círculos de colores diferentes. 

Algunos residuos pueden sufrir diversas formas de MPTs, idénticas o diferentes, incrementando la 

complejidad del código de histonas. Además de las histonas centrales, se muestra la histona variante 

H2AX, que difiere de H2A en la secuencia primaria de aminoácidos, con una cola COOH terminal 

única y más larga, donde se lleva a cabo su fosforilación en la Ser139 (Modificado de Redon y cols., 

2012). 
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1.4.10 Guardián del genoma: proteína P53 

Esta proteína es la principal responsable del mantenimiento de la homeostasis 

celular y la integridad del genoma, a través de su función como factor de 

transcripción lábil, por medio del control de la expresión de genes diana esenciales 

codificantes y no codificantes de proteínas. P53 se encuentra en el centro de varias 

vías fundamentales de señalización celular como la detención del ciclo celular, la 

apoptosis, la autofagia, el metabolismo celular y la reparación del ADN; por lo 

anterior, se le ha denominado “guardián del genoma”. Cabe indicar que estas 

actividades las realiza gracias a su interacción con el ADN y otras proteínas, 

incluidos los miembros de su familia como P63 y P73 (Engeland, 2018; Napoli y 

Flores, 2020; Sabapathy y Lane, 2019). 

Si bien aún existe debate al respecto, se estima que P53 activa la 

transcripción de aproximadamente 500 genes diana; el número se eleva 

considerablemente cuando se habla de los genes diana indirectos, que pueden llegar 

a miles (Lieschke y cols., 2019). Cabe agregar, que es una proteína importante para 

la estabilidad de la red de interacción proteína-proteína en un organismo, permitiendo 

que funcione normalmente (Y. S. Tan y cols., 2019). P53 se estabiliza y se activa en 

respuesta a tensiones celulares como el daño al ADN y las señales 

hiperproliferativas, sin embargo, en condiciones celulares normales se mantiene a 

niveles bajos en la célula (Bowen y Attardi, 2019). Dentro de las características que 

se han tomado en cuenta para determinar la respuesta celular al activarse P53, se 

encuentran el tipo celular y los niveles de proteína (Lieschke y cols., 2019). 
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Previamente se ha demostrado que las actividades de P53 están 

estrictamente controladas por MDM2 (murine double minute 2), su principal regulador 

negativo; sin embargo, recientemente se ha observado que la proteína MDM4 

(murine double minute 4) también puede modular su actividad, pues es responsable 

de incapacitar a P53 para permitir el crecimiento en condiciones normales y del 

mantenimiento de la viabilidad celular (Haupt y cols., 2019). 

Estructuralmente, P53 contiene un dominio de transactivación en el extremo 

NH2 terminal de forma nativa, que a su vez puede dividirse en dos subdominios; 

posteriormente en la región central se encuentra el DBD y más cercano a la región 

C-terminal, presenta el dominio de oligomerización (Figura 6) (Sabapathy y Lane, 

2019). En la Figura 6, se muestran los sitios de fosforilación identificados hasta el 

momento en la proteína P53. 

La fosforilación de la proteína P53 en la serina 15 dada por ATM, está 

involucrada en su activación y estabilidad (Ozaki y cols., 2015). Se piensa que la 

fosforilación de P53 se realiza en el nucleoplasma (Falck y cols., 2005). Esta proteína 

guardiana participa en las dos vías de reparación para las DSBs. Si bien en la vía de 

reparación NHEJ las funciones de P53 siguen siendo desconocidas en su mayoría, 

se sabe que minimiza la inestabilidad genómica causada por NHEJ de baja fidelidad. 

Por su parte, en la reparación por RH P53 puede regular la reparación de DSBs 

transcripcionalmente, a través de su interacción directa con RAD51 (Williams y 

Schumacher, 2016). 
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Figura 6. Sitios de fosforilación de P53. A partir del extremo amino terminal, inicia con el 

dominio de transactivación (TA), dentro del cual se encuentra la fosforilación es Ser15. Después, en la 

región central de esta proteína, se encuentra el dominio de unión al ADN (DBD), y más cercano al 

extremo carboxilo terminal, el dominio de oligomerización (OD) (Modificado de Sabapathy y Lane, 

2019). 

 

Las MPTs dirigen la especificidad del interactoma P53, su estado 

intrínsecamente desordenado permite que pueda interactuar con más de 300 

factores celulares para lograr esta multifuncionalidad. ATM controla la actividad de 

P53 a través de su fosforilación en Ser15 (Karakostis y cols., 2019).  
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1.4.11 Vía de reconocimiento del daño al ADN por rupturas de doble 

cadena 

Para llevar a cabo el reconocimiento y respuesta adecuados ante la presencia 

de las DSBs, se requiere de una amplia variedad de MPTs. Posterior a la inducción 

de este tipo de lesiones, el complejo MRN, que participa como sensor, las detecta y 

promueve la monomerización, autofosforilación y activación de ATM (serina 1981, 

pATM). La proteína ATM es una cinasa homeostática con funciones en muchos 

circuitos celulares, que actúa como transductor principal en la vía de reconocimiento 

y respuesta en presencia de DSBs. ATM se encarga de fosforilar a la histona 

variante H2AX (serina 139), que participa como mediador en esta vía, para 

transformarla en gH2AX; así mismo, fosforila a la proteína P53, que actúa como 

efector. Cabe resaltar, que esta vía ha sido denominada canónica para el 

reconocimiento y reparación ante DSBs (Berger y cols., 2017; Gavish-Izakson y cols., 

2018; Pateras y cols., 2015). 
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Figura 7. Vía canónica de reconocimiento del daño al ADN por rupturas de doble 

cadena. Se ilustra brevemente lo que sucede en la vía de señalización debido al daño por DSBs. El 

complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) que actúa como sensor, se encarga de detectar este tipo de 

lesiones y promover la monomerización, autofosforilación (serina 1981, pATM) y activación de la 

cinasa ATM, que participa como transductor. Al estar activa, ATM se encarga de fosforilar a la histona 

variante H2AX en la serina 139 (que actúa como mediador), para transformarla en gH2AX; también 

fosforila a la proteína P53, que participa como efector (Basado en Pateras y cols., 2015). 
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2. JUSTIFICACIÓN 

La DCP continúa siendo un problema de salud pública a nivel mundial y 

nacional, ya que representa un desafío para la salud, el desarrollo y crecimiento 

adecuado. De ahí que actualmente la DCP es objeto de estudio a distintos niveles 

(bioquímico, inmunológico, conductual, celular y citogenético) ya que provoca 

múltiples alteraciones en los organismos que la padecen. 

A nivel citogenético, se ha observado que la desnutrición genera intercambio 

de cromátidas hermanas, aberraciones cromosómicas, alta frecuencia de MNs y 

daño al ADN. Estos eventos pueden comprometer la adecuada formación, desarrollo 

y funcionalidad de células, tejidos, órganos y, por lo tanto, del organismo. 

Si bien, estos estudios describen alteraciones a distintos niveles en las 

células, tejidos y órganos provenientes de humanos y modelos animales con 

desnutrición, el mecanismo exacto de cómo ocurren y las alteraciones particulares en 

las vías de señalización requieren atención para su estudio. 

Lo anterior, sustenta la necesidad de generar conocimiento y contribuir con 

información que permita abrir camino y dilucidar de manera precisa, lo que está 

ocurriendo a este nivel. Por consiguiente, el propósito de esta investigación es 

realizar el estudio de la señalización que participa en el daño al ADN por DSBs 

generados por la desnutrición. 
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Cuál es el efecto de la DCP moderada y grave sobre gH2AX, pATM, P53t y 

P53-pSer15 (sin fosforilar y fosforilada en Ser15), que participan en el 

reconocimiento del daño al ADN por rupturas de doble cadena (DSBs) en linfocitos T 

y B de ratas lactantes? 

4. HIPÓTESIS 

Se ha observado que la DCP genera daño al material genético por DSBs, por 

lo tanto, observaremos alteraciones en el porcentaje de linfocitos T y B positivos a las 

proteínas gH2AX, pATM, P53t y P53-pSer15, que participan en el reconocimiento de 

este tipo de lesiones. 

5. OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto derivado de la desnutrición moderada y grave sobre las 

proteínas gH2AX, pATM, P53t y P53-pSer15, que participan en la señalización del 

daño al ADN por DSBs, en linfocitos T y B de ratas lactantes. 

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

➢ Determinar el porcentaje de células viables por conteo en sangre periférica y 

bazo de ratas bien nutridas y con desnutrición experimental durante la 

lactancia de 2º y 3er grado. 
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➢ Cuantificar linfocitos de sangre periférica y bazo en las diferentes fases del 

ciclo celular, de ratas bien nutridas y con desnutrición experimental durante la 

lactancia de 2º y 3er grado, utilizando citometría de flujo. 

➢ Analizar el porcentaje de linfocitos T y B gH2AX+/pATM+ en sangre periférica 

de ratas bien nutridas y con desnutrición experimental durante la lactancia de 

2º y 3er grado, utilizando citometría de flujo. 

➢ Analizar el porcentaje de linfocitos T y B gH2AX+/pATM+ en bazo de ratas 

bien nutridas y con desnutrición experimental durante la lactancia de 2º y 3er 

grado, mediante citometría de flujo. 

➢ Analizar el porcentaje de linfocitos T y B P53t+/P53-pSer15+ en sangre 

periférica de ratas bien nutridas y con desnutrición experimental durante la 

lactancia de 2º y 3er grado, utilizando citometría de flujo. 

➢ Analizar el porcentaje de linfocitos T y P53t+/P53-pSer15+ en bazo de ratas 

bien nutridas y con desnutrición experimental durante la lactancia de 2º y 3er 

grado, mediante citometría de flujo. 

➢ Analizar el porcentaje positivo a las proteínas fosforiladas de acuerdo con el 

sexo en sangre periférica y bazo de ratas bien nutridas y con desnutrición 

experimental durante la lactancia de 2º y 3er grado. 
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6. DISEÑO EXPERIMENTAL 
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Figura 8. Planeación del trabajo experimental. Se ilustra cada uno de los pasos para la 
realización del presente trabajo, indicando a que sección pertenecen. DNM: desnutrición moderada; 
DNG: desnutrición grave; IP: yoduro de propidio. Anticuerpos CD3: linfocitos T; CD45RA: linfocitos 
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38 
 

7. MATERIAL Y MÉTODOS 

7.1 Desnutrición experimental 

El presente trabajo se efectuó siguiendo las guías certificadas por la 

Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, de acuerdo con las normas 

internacionales para el uso de ejemplares para experimentación. 

Se emplearon ratas de la cepa Wistar, mantenidas en el bioterio de la UAM-I, 

bajo condiciones de ciclo luz-obscuridad L12/O12, temperatura de 22-25°C y 

humedad relativa de 45%. Las madres fueron criadas con alimento balanceado para 

roedores (Abene Bio-Dieta-Lab BDL-7100 con 23% de proteína), y se les proporcionó 

agua filtrada ad libitum. 

La desnutrición se indujo por el método de competencia de alimento durante la 

lactancia, aumentando el número de crías por madre; este método se basa en la 

disminución de la cantidad de leche por cría (Ortiz y cols., 1996). 

Se repartieron aleatoriamente a las crías al día siguiente de su nacimiento (al 

que se denomina día 1), en 2 lotes: Bien nutridas (BN, lote testigo), con 6 crías y 

Desnutridas (DN, lote experimental) con 16 crías, conservando la relación hembra-

macho 1:1. 

 

7.2 Grado de desnutrición 

Los valores referentes al peso corporal de las ratas DN y BN se obtuvieron 

desde el día 1 hasta el día 21 (destete), pesando las crías cada tercer día durante el 
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experimento; los valores registrados se utilizaron para realizar el cálculo del déficit de 

peso de cada animal. Este se calculó comparando el peso de cada ejemplar del 

grupo experimental con el promedio del peso de las ratas pertenecientes al lote 

testigo de la misma edad, para establecer el grado de desnutrición. En el presente 

trabajo se utilizaron ratas de 2º (DNM) y 3er grado (DNG). 

 

7.3 Extracción de sangre y bazo 

Las ratas de 21 días de edad se sacrificaron por dislocación cervical. 

Utilizando jeringas previamente heparinizadas, se colocaron en posición dorsal, 

limpiando el área sobre el corazón con un desinfectante y palpando el lugar donde el 

latido es más fuerte. A continuación, se introdujo la aguja en el segundo o tercer 

espacio intercostal del lado izquierdo. 

Posteriormente, se realizó una incisión abdominal para obtener el bazo, que 

se encuentra también del lado izquierdo, debajo del hígado. 

 

7.4 Viabilidad celular 

Esta prueba se basa en el principio de que las células vivas tienen membranas 

celulares intactas, de tal manera que excluyen ciertos colorantes como el yoduro de 

propidio (IP) y el azul tripano. 

Para determinar la viabilidad de los linfocitos se utilizó azul tripano al 0.4% y 

cámara de Neubauer para contar las células. El azul tripano ingresa al citoplasma de 



 

40 
 

las células cuando están dañadas y se observan teñidas; por su parte las células 

vivas se observan con el citoplasma sin teñir (transparentes). 

El porcentaje de células viables se obtuvo utilizando la siguiente fórmula: 

% 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑣𝑎𝑠 =
𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑐𝑜𝑙𝑜𝑟𝑎𝑠

𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠
(100) 

 

7.5 Ciclo celular 

Con la intención de asegurar que las células con las que trabajamos no están 

ciclando, realizamos esta prueba. Se utilizó el contenido de ADN como marcador, 

basado en la fluorescencia del IP. 

Para iniciar, en ambos tejidos se realizó la separación de linfocitos utilizando 

Lymphoprep®, siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Una vez que se tienen las células en suspensión, se centrifugan a 500 g por 5 

min., se añaden 2 ml de PBS, se repite la centrifugación y se retira el sobrenadante. 

Después, se agregan 200 μl de PBS y las células se gotean en un tubo que contiene 

alcohol al 70% frío, en constante agitación (utilizando vórtex). Se deja reposar 10 

min. a 4 °C. 

Posteriormente, se centrifugan las muestras a la misma velocidad, ahora por 

10 min., se retira el sobrenadante y se resuspende el paquete celular en 1.5 ml de 

PBS. Se centrifugan las muestras, esta vez durante 5 min., se retira sobrenadante y 

se añaden 500 μl de PBS. Luego, las células se incuban con 50 μl de RNAsa 
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(1mg/ml) durante 30 min. a temperatura ambiente. Si después de este paso, se 

observan aglomerados de restos celulares, las muestras deben filtrarse. 

A continuación, se agregan 250 μl de PAF al 1% y se añade IP para una 

concentración final de 5 µg/ml. 

 

7.6 Marcaje de linfocitos T y B en sangre 

1.- Una vez obtenida la sangre de los ejemplares, se toman 130 μl de la 

muestra, añadiendo 2 μl de anticuerpos CD3 APC y CD45RA PE, para distinguir 

linfocitos T y B respectivamente. Se mezcla suavemente con ayuda de un agitador 

tipo vórtex y se deja incubar 30 min. en obscuridad y frío (4 °C). 

2.- Se añaden 2 ml de solución de lisis y se deja reposar 10 min., 

posteriormente se realiza lavado con PBS. Este paso se repitió las veces necesarias 

(aprox. 3) hasta que la muestra pierde la coloración roja. 

3.- Posteriormente se adicionan 500 μl de solución de permeabilización 1X 

(BD FACS Permeabilizing Solution 2 ®), se mezcla con vortéx y se deja incubar por 

10 min. 

 

7.7 Marcaje de linfocitos T y B en bazo 

1.- El bazo se coloca en una caja de Petri con PBS y se homogeneiza con la 

ayuda de un pistilo de vidrio en un colador pequeño. 
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2.- Las células se resuspenden en PBS y se centrifugan a 1300 rpm durante 5 

min. Se elimina el sobrenadante, se filtra con 3 ml de PBS, y se repite la etapa de 

centrifugación. 

3.-Se desecha el sobrenadante y las células se resuspenden en 1 ml de PBS. 

De la muestra resultante, se mezclan 100 μl con 2 μl del anticuerpo CD3 APC y 

CD45RA PE y se incuban durante 30 minutos en obscuridad y frío. A continuación, 

se sigue el procedimiento de permeabilización de la sangre mencionado 

anteriormente. 

4.- Se adiciona 1 ml de solución al 1% de albúmina sérica de bovino en PBS 

para centrifugar a 1300 rpm durante 5 min., desechando el sobrenadante. 

 

7.8 Marcaje de gamma H2AX y ATM fosforilada en Ser 1981 

Se agregan los anticuerpos para gH2AX y pATM siguiendo las indicaciones 

del fabricante; a continuación, se añade 1 ml de solución al 1% de albúmina-PBS 

para centrifugar y retirar sobrenadante. El paquete celular se resuspende en 500 μl 

de PBS y se fija en 500 μl de paraformaldehído (PAF) al 1%, refrigerándolo a 4°C de 

2-24 hrs. 

 

7.9 Marcaje de P53 sin fosforilar y fosforilada en Ser 15 

Se adiciona anti-p53 sin fosforilar y el anticuerpo primario para p53 fosforilada 

en serina 15 de acuerdo con las indicaciones del proveedor. El siguiente paso es 
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adicionar 1 ml de solución al 1% de albúmina-PBS, centrifugar y retirar 

sobrenadante. Posteriormente, se añade el anticuerpo secundario para p53 

fosforilada en serina 15 FITC, mezclando suavemente, dejando reposar en frío y 

obscuridad durante 30 min. Se realiza otro lavado y los paquetes celulares se sitúan 

en 500 μl de PBS, se fijan con 500 μl de PAF al 1% y se refrigeran hasta su 

adquisición. 

 

7.10 ANÁLISIS POR CITOMETRÍA DE FLUJO 

Se empleó el citómetro de flujo modelo FACSCalibur (Becton Dickinson®) con 

un láser azul de argón (488 nm), un láser de diodo rojo (635 nm), y el paquete 

computacional CellQuest (versión 6.1, BD®) para la adquisición de los datos. Se 

adquirieron 2x104 células, desplegando gráficas de punto (dot plot). Para analizar los 

datos obtenidos, se ocupó el programa Flowing Software 2, detectando las 

fluorescencias en los diferentes canales como indica el Cuadro 1. 
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Detectores 

FL1 

Verde 

FL2 

Amarillo 

FL3 

Naranja-Rojo 

FL4 

Rojo lejano 

gamma-H2AX 
FITC 

CD45RA 
PE 

ATM 
(pSer1981) 

PerCP 

CD3 
APC 

p53 
(pSer15) 

FITC 

CD45RA 
PE 

p53 
PerCP 

CD3 
APC 

 

Cuadro 1. Detectores para cada fluorescencia. En FL1 se detecta la fluorescencia verde, 

en FL2 amarilla, en FL3 naranja-rojo y en FL4 rojo lejano. 

 

7.10.1 Selección de la región de análisis 

La primera gráfica se realizó con CD45RA contra complejidad interna, dada 

por la dispersión lateral de la luz (Side Scatter, SSC) para establecer la región de 

células por analizar (Figura 9 letra A). 
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Figura 9. Estrategia de análisis pATM y gH2AX. Se muestran las gráficas de puntos (dot 

plot). A: muestra de sangre periférica de una rata BN en la que se enmarca la región para el análisis 

de las células de interés (linfocitos B, CD45RA+); B: muestra de sangre periférica de una rata BN, que 

indica la integración del cuadrante para establecer la región de corte; C:muestra de sangre periférica 

de una rata DN. Región superior derecha, células dobles-positivas pATM+/gH2AX+; región inferior 

derecha, células positivas a la histona H2AX fosforilada en la serina 139 (gH2AX+); y células de la 

región superior izquierda positivas para ATM fosforilada en la serina 1981 (pATM+).  

CD45RA + 

B) 

A) 

C) 
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Figura 10. Estrategia de análisis P53 sin fosforilar y fosforilada en Ser 15. Se muestran 

las gráficas de puntos (dot plot). A: muestra de sangre periférica de una rata BN en la que se enmarca 

la región para el análisis de las células de interés (linfocitos B, CD45RA+); B: muestra de sangre 

periférica de una rata BN, que indica la integración del cuadrante para establecer la región de corte; C: 

muestra de sangre periférica de una rata DN. Región superior derecha, células dobles-positivas 

P53t+/P53-pSer15+; región inferior derecha, células positivas a P53 fosforilada en la serina 15 (P53-

pSer15+); y células de la región superior izquierda positivas para P53 sin fosforilar (P53t+).  

A) 

B) 

P53t + 

P53-pSer15 + 

P53t + 
P53-pSer15 + 

C) 

P53t + 

P53-pSer15 + 

P53t + 
P53-pSer15 + 
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Figura 11. Estrategia de análisis para ciclo celular. A: Se presenta la gráfica de puntos (dot 

plot) de una muestra de sangre periférica de una rata BN, en la que se grafica FL2-W, para eliminar 

agregados en el eje X y FL2-A en el eje Y, que se refiere a la cantidad de ADN. Se enmarca la región 

para el análisis de las células de interés (linfocitos); B: Se presenta un histograma de una muestra de 

sangre periférica de una rata BN, que indica la delimitación por secciones de las regiones específicas 

A) 

G0/G1 G2+M 

S B) 
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para cada fase del ciclo celular. De izquierda a derecha la primera región comprende las fases G0/G1, 

en el centro la fase S, y del lado derecho las fases G2+M. 

 

8. ANÁLISIS DE RESULTADOS 

Los pesos corporales y del bazo se expresan como el promedio ± desviación 

estándar (D.E.) obtenida para siete ratas en el grupo BN, ocho ratas en el grupo 

experimental DNM y nueve ratas en el grupo DNG. Las comparaciones entre los 

grupos se realizaron utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, en 

conjunto con la prueba de comparación múltiple de Dunn, seguida de la prueba U de 

Mann-Whitney. Así mismo, se realizaron las comparaciones por sexo mediante el 

análisis de dos vías de la varianza (ANOVA) seguido de la prueba de comparación 

múltiple de Šídák; el software GraphPad Prism® versión 6.0 para Windows® fue 

utilizado para realizar todas las pruebas estadísticas mencionadas. Los valores de 

P<0.05 indicaron diferencias estadísticamente significativas entre los grupos. 

9. RESULTADOS 

9.1 Desnutrición experimental 

El procedimiento para inducir la desnutrición experimental durante la lactancia 

con respecto al aumento del peso corporal el día 21 (destete), indica que los 

animales de los grupos DNM y DNG pesaron significativamente menos que los del 

grupo BN. El peso promedio de las ratas BN fue de 51.11±5.33; el de las ratas DNM 
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de 32.85±4.15 y las ratas con DNG presentaron un promedio de 26.05±1.68; lo 

anterior, indica un déficit promedio de 36.38±3.25 en ratas con DNM, con un intervalo 

de 31.31 a 39.50 %; en el caso de DNG, el déficit promedio fue de 45.33±2.83, con 

un intervalo de 41.10 a 51.20 % (indicado en la Tabla I). Estas cifras muestran que el 

método utilizado para inducir desnutrición permite obtener ratas con diferentes 

grados. 

La información referente al peso del bazo se presenta en la Tabla 1; el bajo 

peso del bazo se correlacionó con el grado de desnutrición, dado que el peso más 

bajo de este órgano se encontró en ratas del grupo DNG (0.08 g en promedio), 

seguido de ratas del grupo DNM (promedio, 0.15 g), ambos valores estadísticamente 

significativos. 

Es importante indicar que al momento de formar las camadas BN (testigo) y 

DN (experimental), el peso de las ratas no mostró diferencias significativas, contando 

con un día de nacimiento. 
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Tabla 1. Peso corporal y del bazo de ratas BN y ratas con desnutrición modera (DNM) y 

grave (DNG). Promedio ± D.E. Diferencias significativas: (P< 0.05) * vs BN y ** vs DNG. (P < 0.0001)  

^ vs BN. 

  
Peso 

corporal (g) 
BN 

Bazo 
(g) 

Peso 
corporal 

(g) 
DNM 

%  
Déficit 

Bazo  
(g) 

Peso 
corporal (g) 

DNG 

%  
Déficit 

Bazo  
(g) 

 46.10 0.36 27.60 39.50 0.09 25.20 44.80 0.07 

  44.70 0.44 30.90 32.30 0.16 25.10 45.00 0.08 

  45.10 0.35 27.70 39.30 0.15 26.90 41.10 0.09 

  46.70 0.49 27.60 39.50 0.19 25.70 43.70 0.09 

  58.80 0.38 38.90 34.27 0.19 24.00 47.40 0.05 

  56.50 0.35 35.90 39.33 0.17 25.30 44.60 0.08 

  54.50 0.24 34.40 36.41 0.16 29.80 44.91 0.12 

 55.50 0.43 33.10 38.81 0.13 26.40 51.20 0.08 

 
52.10 0.37 38.20 31.31 0.17    

  34.20 33.07 0.17    

Promedio 51.11 0.37 32.85* 36.38** 0.15* 26.05^ 45.33 0.08^ 

D.E. 5.33 0.06 4.15 3.25 0.02 1.68 2.83 0.01 

 

 

El déficit de peso en los bazos de ratas pertenecientes al grupo con 

desnutrición moderada (DNM), fue de 58.29 ± 7.63 y el déficit correspondiente para 

el grupo con desnutrición grave (DNG) fue de 78.22 ± 5.05, comparados con el grupo 

testigo BN. Por su parte, la relación existente entre el peso del bazo con el peso 

corporal en las ratas del grupo BN presentó un valor de 7.61 ± 1.79, el de las ratas 

con DNM de 4.95 ± 0.86 y las ratas con DNG presentaron un valor de 3.39 ± 0.46. 

Las diferencias significativas se encontraron en ambos grupos con desnutrición, el 
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grupo DNM comparado con el DNG, y el grupo DNG comparado con el grupo testigo 

BN. Estos datos se muestran en la Tabla 2. 

 

Tabla 2. Déficit de peso del bazo y la relación existente entre el peso del bazo con el 

peso corporal de ratas BN y ratas con desnutrición moderada (DNM) y grave (DNG). Promedio ± 

D.E. Diferencias significativas: (P< 0.05) * vs BN y ** vs DNG. (P< 0.0001): ^ vs BN. 

 BN DNM DNG 

Peso del bazo (g) 0.37±0.06 0.15*±0.02 0.08^±0.01 

% Déficit peso del bazo --- 58.29 ± 7.63 78.22 ± 5.05 

Relación peso del bazo 

(mg)/ peso corporal (g) 
7.61 ± 1.79 4.95** ± 0.86 3.39^ ± 0.46 

 

 

9.2 Porcentaje de células viables 

El mayor porcentaje de células viables lo presentó el grupo testigo BN, en 

sangre y bazo, con valores de 98.46 ± 0.37 y 98.43 ± 0.40, respectivamente; por su 

parte, en el grupo con desnutrición DNM el porcentaje fue de 90.38 ± 0.39 en sangre, 

y de 90.58 ± 0.61 en bazo. Por otro lado, el porcentaje de células viables en el grupo 

DNG fue de 90.60 ± 0.38 en sangre y de 90.51 ± 0.42 en bazo. Esta información se 

muestra en la tabla 3. 
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Tabla 3. Porcentaje celular viable en sangre periférica y bazo de ratas BN y ratas con 

desnutrición moderada (DNM) y grave (DNG). Promedio ± D.E. 

 
BN DNM DNG  

% células 

viables 

98.46 ± 0.37 90.38 ± 0.39  90.60 ± 0.38 
Sangre 

periférica 

98.43 ± 0.40 90.58 ± 0.61  90.51 ± 0.42  Bazo 

 

 

9.3 Citometría de Flujo 

9.3.1 Porcentaje celular en las fases del ciclo celular 

El porcentaje de linfocitos separados de sangre periférica en el grupo testigo 

BN, así como en el grupo con desnutrición DNM fue del 100% en las fases G0/G1. 

Por su parte, el porcentaje de linfocitos en las fases G0/G1 del grupo DNG fue de 

99.75 ± 0.28, y de 0.24 ± 0.28 en la fase S, como se muestra en la tabla 4. 

 

Tabla 4. Porcentaje de linfocitos de sangre periférica en las fases del ciclo celular de 

ratas BN y ratas con desnutrición moderada (DNM) y grave (DNG). Promedio ± D.E. 

 BN DNM DNG 

G0/G1 100 ± 0 100 ± 0 99.75 ± 0.28 

S --- --- 0.24 ± 0.28 

G2/M --- --- --- 
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Así mismo, el porcentaje de linfocitos de bazo en el grupo BN, y en ambos 

grupos con desnutrición (DNM y DNG) fue del 100% en las fases G0/G1, como se 

muestra en la tabla 5. 

 

Tabla 5. Porcentaje de linfocitos de bazo en las fases del ciclo celular de ratas BN y ratas 

con desnutrición moderada (DNM) y grave (DNG). Promedio ± D.E. 

 BN DNM DNG 

G0/G1 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 

S --- --- --- 

G2/M --- --- --- 
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9.3.2 Porcentaje celular pATM/gH2AX en sangre 

Aunque los porcentajes de linfocitos T pATM+ en sangre periférica de ambos 

grupos desnutridos (DNM y DNG) mostraron una tendencia al incremento 

comparados con el grupo testigo, las diferencias no fueron significativas (como se 

indica en la Gráfica 1); se observaron hallazgos similares para los porcentajes de 

linfocitos T dobles positivos (pATM+/gH2AX+) y gH2AX+. Estos datos se muestran 

en la Gráfica 1. 

 

Gráfica 1. Linfocitos T en sangre pATM/gH2AX. Porcentajes de linfocitos T en muestras de 

sangre del grupo testigo (BN, n=9), grupo con desnutrición moderada (DNM, n=10), y grupo con 

desnutrición grave (DNG, n=8) obtenidos por citometría de flujo. 

 

Aun cuando se observó una tendencia al incremento en los porcentajes de 

linfocitos B pATM+ y dobles positivos (pATM+/gH2AX+) en sangre periférica de 
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ambos grupos desnutridos (DNM y DNG) en comparación con el grupo testigo, las 

diferencias no fueron significativas. Por otro lado, los porcentajes de linfocitos B 

gH2AX+ en sangre periférica de ambos grupos desnutridos (DNM y DNG) fueron 

significativamente mayores que en el grupo BN, con incrementos de 3.5 y 3.3 veces, 

respectivamente. Esta información se indica en la Gráfica 2. 

 

Gráfica 2. Linfocitos B en sangre pATM/gH2AX. Porcentajes de linfocitos B en muestras de 

sangre del grupo testigo (BN, n=9), grupo con desnutrición moderada (DNM, n=10), y grupo con 

desnutrición grave (DNG, n=8) obtenidos por citometría de flujo. (P ≤ 0.05) indica diferencias 

significativas: * vs BN. 

 

9.3.3 Porcentaje celular pATM/gH2AX en bazo 

El porcentaje de linfocitos T pATM+ esplénicos en el grupo DNM fue 

significativamente mayor (9.6 veces) que en el grupo BN; un aumento similar en el 

porcentaje de células T dobles positivas (pATM+/gH2AX+) se observó en el grupo 
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DNM, que se incrementó significativamente 13.6 veces en comparación con el grupo 

testigo. Se observó un aumento similar en el porcentaje de células T pATM+ en el 

grupo DNG (14.9 veces) en comparación con el grupo testigo, como se indica en la 

Gráfica 3. 

 

Gráfica 3. Linfocitos T esplénicos pATM/gH2AX. Porcentajes de linfocitos T esplénicos en 

el grupo testigo (BN, n=9), grupo con desnutrición moderada (DNM, n=10), y grupo con desnutrición 

grave (DNG, n=8) obtenidos por citometría de flujo. (P ≤ 0.05) indica diferencias significativas: * vs BN. 

 

El porcentaje de linfocitos B pATM+ esplénicos en el grupo DNM aumentó 

significativamente 5.5 veces en comparación con el del grupo testigo. También se 

observó un aumento similar en el porcentaje de células B dobles positivas 

(pATM+/gH2AX+) en el grupo DNM mostrando un aumento estadísticamente 

significativo de 9.2 veces en comparación con el grupo BN; se observó un aumento 

similar en el porcentaje de linfocitos B gH2AX+ en el grupo DNM (3.3 veces en 

%
 c

é
lu

la
s

B
N

D
N

M

D
N

G

1 .2

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

p A T M +

p A T M + /g H 2 A X +

g H 2 A X +*

*

*



 

57 
 

comparación con el grupo BN). Además, el grupo DNG mostró un aumento 

significativo (11.1 veces) en el porcentaje de células B pATM+, y un aumento de 1.9 

veces en las células B gH2AX+ en comparación con el del grupo BN. Estos datos se 

muestran en la Gráfica 4. 

 

 

Gráfica 4. Linfocitos B esplénicos pATM/gH2AX. Porcentajes de linfocitos B esplénicos en 

el grupo testigo (BN, n=9), grupo con desnutrición moderada (DNM, n=10), y grupo con desnutrición 

grave (DNG, n=8) obtenidos por citometría de flujo. (P ≤ 0.05) indica diferencias significativas: * vs BN. 

(P< 0.0001): ^ vs BN. 

 

9.3.4 Porcentaje celular P53 en sangre 

El porcentaje de linfocitos T P53t+ de sangre periférica mostró una tendencia a 

disminuir en el grupo DNM, y a incrementar en el grupo DNG, en comparación con el 

grupo testigo. Por su parte, se observó una tendencia al incremento en los 
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porcentajes de células T dobles positivas (P53t+/P53-pSer15+) en ambos grupos 

desnutridos (DNM y DNG) comparados con el grupo testigo BN. Algo similar se 

observó en los porcentajes de linfocitos T P53-pSer15+, donde ambos grupos 

desnutridos, DNM y DNG, mostraron una tendencia al incremento en comparación al 

grupo testigo; sin embargo, ninguno de estos resultados fue estadísticamente 

significativo. Esta información se muestra en la Gráfica 5. 

 

%
 c

é
lu

la
s

B
N

D
N

M

D
N

G

1

5

1 0

1 5

2 0
P 5 3 t+

P 5 3 t+ /P 5 3 -p S e r1 5 +

P 5 3 -p S e r1 5 +

 

Gráfica 5. Linfocitos T en sangre P53t/P53-pSer15. Porcentajes de linfocitos T en muestras 

de sangre del grupo testigo (BN, n=6), grupo con desnutrición moderada (DNM, n=8), y grupo con 

desnutrición grave (DNG, n=5) obtenidos por citometría de flujo.  
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El porcentaje de linfocitos B P53t+ en sangre periférica mostró una tendencia 

a disminuir en el grupo con DNM, y a incrementar en el grupo con DNG, en 

comparación con el grupo testigo. En el caso de los porcentajes de células B dobles 

positivas (P53t+/P53-pSer15+) de ambos grupos con desnutrición, DNM y DNG, 

mostraron una tendencia al incremento con respecto al grupo testigo BN. Por su 

parte, los porcentajes de linfocitos B P53-pSer15+ en ambos grupos con desnutrición 

(DNM y DNG), mostraron una tendencia al incremento en comparación con el grupo 

BN; estos resultados no fueron estadísticamente significativos, y se muestran en la 

Gráfica 6. 
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Gráfica 6. Linfocitos B en sangre P53t/P53-pSer15. Porcentajes de linfocitos T en muestras 

de sangre del grupo testigo (BN, n=6), grupo con desnutrición moderada (DNM, n=8), y grupo con 

desnutrición grave (DNG, n=5) obtenidos por citometría de flujo. 
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9.3.5 Porcentaje celular P53 en bazo 

Los porcentajes de linfocitos T P53t+ en bazo de ambos grupos con 

desnutrición (DNM y DNG) mostraron una tendencia al incremento en comparación 

con el grupo testigo. De manera similar, los porcentajes de células B dobles positivas 

(P53t+/P53-pSer15+) en ambos grupos con desnutrición, DNM y DNG, mostraron 

una tendencia al incremento comparados con el grupo testigo. En el caso del 

porcentaje de linfocitos T P53-pSer15+, ambos grupos con desnutrición, DNM y 

DNG, mostraron una tendencia al incremento con respecto al grupo BN; sin 

embargo, estos resultados no fueron estadísticamente significativos. Esta 

información se muestra en la Gráfica 7. 
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Gráfica 7. Linfocitos T en bazo P53t/P53-pSer15. Porcentajes de linfocitos T en muestras 

de bazo del grupo testigo (BN, n=6), grupo con desnutrición moderada (DNM, n=8), y grupo con 

desnutrición grave (DNG, n=5) obtenidos por citometría de flujo. 
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Se observaron porcentajes de linfocitos B P53t+ en bazo de ambos grupos 

desnutridos, DNM y DNG, muy cercanos al grupo testigo BN. En el caso del 

porcentaje de células B dobles positivas (P53t+/P53-pSer15+), el grupo DNM 

muestra un porcentaje similar al del grupo BN y el grupo con DNG un aumento de 3.2 

veces comparado con el grupo BN y de 1.6 veces, comparado con el grupo DNM; 

este aumento comparado con ambos grupos (BN y DNM) fue estadísticamente 

significativo. Por su parte, el porcentaje de linfocitos B P53-pSer15+ en el grupo DNM 

mostró una tendencia al incremento, sin embargo, el único aumento estadísticamente 

significativo, de 3.3 veces, se observó en el grupo DNG comparado con el BN. Estos 

resultados se muestran en la Grafica 8. 
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Gráfica 8. Linfocitos B en bazo P53t/P53-pSer15. Porcentajes de linfocitos T en muestras 

de bazo del grupo testigo (BN, n=6), grupo con desnutrición moderada (DNM, n=8), y grupo con 

desnutrición grave (DNG, n=5) obtenidos por citometría de flujo. (P ≤ 0.05) indica diferencias 

significativas: * vs BN y < vs DNM. 
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9.3.6 Porcentaje positivo a las proteínas fosforiladas de acuerdo con el 

sexo 

 

9.3.6.1 pATM/gH2AX en sangre 

Aunque se observó una tendencia al incremento en los porcentajes de 

linfocitos T pATM+, dobles positivos (pATM+/gH2AX+) y gH2AX+ en sangre 

periférica para ambos grupos desnutridos (DNM y DNG) comparados con el grupo 

testigo por parte de hembras (H) y machos (M), ninguno de estos resultados fue 

estadísticamente significativo. Esta información se muestra en la Gráfica 9. 

 

Gráfica 9. Comparación del porcentaje de linfocitos T en sangre pATM/gH2AX por sexo. 

Porcentajes de linfocitos T en muestras de sangre del grupo testigo (BN, n=9), grupo con desnutrición 

moderada (DNM, n=10), y grupo con desnutrición grave (DNG, n=8) obtenidos por citometría de flujo, 
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separados por sexo. Grupo BN hembras (H) n=4 y machos (M) n= 5; grupo DNM H=5 y M=5; grupo 

DNG H=4 y M=4. 

 

Los porcentajes de linfocitos B pATM+, dobles positivos (pATM+/gH2AX+) y 

gH2AX+ en sangre periférica mostraron una tendencia al incremento en ambos 

grupos desnutridos (DNM y DNG), comparados con el grupo testigo por parte de 

hembras y machos; estos resultados no fueron estadísticamente significativos, y se 

muestran en la Gráfica 10. 

 

Gráfica 10. Comparación del porcentaje de linfocitos B en sangre pATM/gH2AX por 

sexo. Porcentajes de linfocitos B en muestras de sangre del grupo testigo (BN, n=9), grupo con 

desnutrición moderada (DNM, n=10), y grupo con desnutrición grave (DNG, n=8) obtenidos por 
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citometría de flujo, separados por sexo. Grupo BN hembras (H) n=4 y machos (M) n= 5; grupo DNM 

H=5 y M=5; grupo DNG H=4 y M=4. 

 

9.3.6.2 pATM/gH2AX en bazo 

Observamos un aumento estadísticamente significativo en el porcentaje de 

linfocitos T pATM+ de bazo en el grupo DNG comparado con el BN de 8.8 veces 

(comparación entre machos) y 25.8 veces (comparación entre hembras). De manera 

similar, el porcentaje de linfocitos T dobles positivos (pATM+/gH2AX+) en el grupo 

con DNM mostró un aumento estadísticamente significativo comparado con el grupo 

BN, de 9 veces (comparación entre hembras) y 17.4 veces (comparación entre 

machos). Por otro lado, el porcentaje de linfocitos T dobles positivos en los machos 

del grupo DNG, mostraron una disminución estadísticamente significativa de 15.5 

veces, comparados con los machos del grupo DNM. Esta información se muestra en 

la Gráfica 11. 
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Gráfica 11. Comparación del porcentaje de linfocitos T en bazo pATM/gH2AX por sexo. 

Porcentajes de linfocitos T en muestras de bazo del grupo testigo (BN, n=9), grupo con desnutrición 

moderada (DNM, n=10), y grupo con desnutrición grave (DNG, n=8) obtenidos por citometría de flujo, 

separados por sexo. Grupo BN hembras (H) n=4 y machos (M) n= 5; grupo DNM H=5 y M=5; grupo 

DNG H=4 y M=4. (P ≤ 0.05) indica diferencias significativas: * vs BN y < vs DNM. 

 

El porcentaje de linfocitos B pATM+ de bazo mostró un aumento significativo 

en el grupo DNG comparado con el BN de 9.7 veces (comparación entre machos) y 

11.7 veces (comparación entre hembras). Así mismo, el porcentaje de linfocitos B 

dobles positivos (pATM+/gH2AX+) en el grupo con DNG mostró un aumento 

estadísticamente significativo comparado con el grupo BN, de 7.5 veces 

(comparación entre machos) y 39 veces (comparación entre hembras). Por otro lado, 

el grupo DNM mostró un aumento estadísticamente significativo en el porcentaje de 
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linfocitos B gH2AX+ de 2.2 veces (comparación entre hembras) y 5 veces 

(comparación entre machos), en comparación con el grupo BN; esta información se 

muestra en la Gráfica 12. 

 

 

Gráfica 12. Comparación del porcentaje de linfocitos B en bazo pATM/gH2AX por sexo. 

Porcentajes de linfocitos B en muestras de bazo del grupo testigo (BN, n=9), grupo con desnutrición 

moderada (DNM, n=10), y grupo con desnutrición grave (DNG, n=8) obtenidos por citometría de flujo, 

separados por sexo. Grupo BN hembras (H) n=4 y machos (M) n= 5; grupo DNM H=5 y M=5; grupo 

DNG H=4 y M=4. (P ≤ 0.05) indica diferencias significativas: * vs BN y < vs DNM. 
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9.3.6.3 P53 en sangre 

Los porcentajes de linfocitos T P53t+ de sangre periférica mostraron una 

tendencia a disminuir en hembras y machos del grupo DNM y aumentan en el grupo 

DNG, comparados con el grupo BN. En cuanto a los porcentajes de linfocitos T 

dobles positivos (P53t+/P53-pSer15+) y P53-pSer15+, presentaron una tendencia a 

incrementar en ambos grupos desnutridos, DNM y DNG, comparados con el grupo 

testigo en hembras y machos. Estos resultados no fueron estadísticamente 

significativos, y se muestran en la Gráfica 13. 
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Gráfica 13. Comparación del porcentaje de linfocitos T en sangre P53t/P53-pSer15 por 

sexo. Porcentajes de linfocitos T en muestras de sangre del grupo testigo (BN, n=6), grupo con 

desnutrición moderada (DNM, n=8), y grupo con desnutrición grave (DNG, n=5) obtenidos por 
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citometría de flujo, separados por sexo. Grupo BN hembras (H) n=2 y machos (M) n= 4; grupo DNM 

H=5 y M=3; grupo DNG H=2 y M=3. 

 

En los porcentajes de linfocitos B P53t+ de sangre periférica se observó una 

tendencia a disminuir en hembras y machos del grupo DNM y aumentan en el grupo 

DNG. Por su parte, los porcentajes de linfocitos B dobles positivos (P53t+/P53-

pSer15+) y P53-pSer15+ mostraron una tendencia a incrementar en hembras y 

machos de ambos grupos desnutridos, DNM y DNG, comparados con el grupo 

testigo; estos resultados no fueron estadísticamente significativos y se muestran en 

la Gráfica 14. 
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Gráfica 14. Comparación del porcentaje de linfocitos B en sangre P53t/P53-pSer15 por 

sexo. Porcentajes de linfocitos T en muestras de sangre del grupo testigo (BN, n=6), grupo con 
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desnutrición moderada (DNM, n=8), y grupo con desnutrición grave (DNG, n=5) obtenidos por 

citometría de flujo, separados por sexo. Grupo BN hembras (H) n=2 y machos (M) n= 4; grupo DNM 

H=5 y M=3; grupo DNG H=2 y M=3. 

 

9.3.6.4 P53 en bazo 

Los porcentajes de linfocitos T P53t+ de bazo mostraron una tendencia al 

incremento en hembras y machos de ambos grupos desnutridos, DNM y DNG, 

comparados con el grupo testigo. Por su parte, los porcentajes de dobles positivos 

(P53t+/P53-pSer15+) de ambos grupos desnutridos, presentaron valores cercanos al 

testigo en hembras y machos. Estos resultados no fueron estadísticamente 

significativos, y se muestran en la Gráfica 15.  
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Gráfica 15. Comparación del porcentaje de linfocitos T en bazo P53t/P53-pSer15 por 

sexo. Porcentajes de linfocitos T en muestras de bazo del grupo testigo (BN, n=6), grupo con 

desnutrición moderada (DNM, n=8), y grupo con desnutrición grave (DNG, n=5) obtenidos por 

citometría de flujo, separados por sexo. Grupo BN hembras (H) n=2 y machos (M) n= 4; grupo DNM 

H=5 y M=3; grupo DNG H=2 y M=3. 

 

En cuanto a los porcentajes de linfocitos B P53t+ de bazo se observaron 

valores cercanos al testigo en ambos grupos desnutridos, DNM y DNG; estos 

resultados no fueron estadísticamente significativos, y se muestran en la Gráfica 16. 
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Gráfica 16. Comparación del porcentaje de linfocitos B en bazo P53t/P53-pSer15 por 

sexo. Porcentajes de linfocitos T en muestras de bazo del grupo testigo (BN, n=6), grupo con 

desnutrición moderada (DNM, n=8), y grupo con desnutrición grave (DNG, n=5) obtenidos por 

citometría de flujo, separados por sexo. Grupo BN hembras (H) n=2 y machos (M) n= 4; grupo DNM 

H=5 y M=3; grupo DNG H=2 y M=3. 
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10. DISCUSIÓN 

10.1 Modelo para inducir desnutrición 

La desnutrición presenta efectos sobre el adecuado desarrollo de los 

organismos al privarlos de las vitaminas y los minerales esenciales. 

Aproximadamente el 50% de todas las muertes en niños menores de 5 años, se le 

puede atribuir a la desnutrición y su relación con una combinación de factores de 

riesgo, incluidos: cuidados y alimentación inadecuados; proteína, energía y 

micronutrientes insuficientes, infecciones frecuentes, servicios de salud, agua potable 

y saneamiento deficientes. Lo anterior, resalta el hecho de que la desnutrición es 

causa y consecuencia de la pobreza (Batis y cols., 2020; Carroll y cols., 2017). 

De acuerdo con información proporcionada por la OMS, la desnutrición 

moderada afecta a una gran cantidad de infantes menores de 5 años, que habitan en 

los países en vías de desarrollo. Esta situación es bastante preocupante si 

consideramos que, de no recibir el apoyo necesario, este grado de desnutrición 

puede progresar rápidamente hacia la desnutrición grave, poniendo en peligro la vida 

del infante (OMS, 2010). Es posible lograr una reducción evidente en los casos de 

menores que presentan desnutrición, comenzando por mejorar la nutrición materna, 

promover la práctica de la lactancia materna, así como su inicio temprano, y el 

abastecimiento oportuno de una alimentación completa y de buena calidad para 

bebés y niños en edad preescolar (Abdulahi y cols., 2017). 
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Para estudiar los efectos de la desnutrición a diferentes niveles, los modelos 

animales han sido muy útiles, teniendo en cuenta que pueden controlarse factores no 

nutricionales que afectan los estudios en humanos, como las infecciones y los 

medicamentos (Cortés-Barberena y cols., 2008). Si bien se han utilizado monos y 

cerdos para este fin, el modelo experimental de rata presenta varias ventajas, como 

su ciclo de vida relativamente corto, la posibilidad de realizar estudios in vivo e in 

vitro, la obtención de células provenientes de diferentes órganos y su utilidad en 

diferentes etapas de la vida, ya sea prenatal, posnatal y/o adulta (Arakawa, 2019). 

Se han realizado estudios en ratas de edad mediana y adulta para intentar 

responder lo que sucede ante una restricción de alimento desde la edad temprana; lo 

anterior, ha permitido descubrir que la dirección de las alteraciones observadas en 

cada etapa de las ratas, depende del momento, tipo y la gravedad de la desnutrición 

(Remmers y cols., 2008). Esta información concuerda con lo observado en el grupo 

de trabajo, ya que los efectos de la desnutrición durante la lactancia son más graves 

que los observados en adultos (Ortiz y cols., 1996). 

En nuestro laboratorio, utilizamos el modelo de desnutrición por el método de 

competencia de alimento en ratas lactantes, debido a que las primeras tres semanas 

de vida postnatal en ratas es un período crítico en su desarrollo; lo mismo sucede 

con la primera infancia en humanos, que es una etapa altamente vulnerable a la 

desnutrición debido al alto requerimiento de nutrientes (Ortiz y cols., 1996). La 

finalidad de este modelo es mostrar lo que podría estar sucediendo en los humanos 

con respecto a la disminución del acceso o la ausencia de una dieta completa. 
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En la búsqueda de descriptores de la DCP, se ha utilizado el índice de masa 

corporal (IMC) y el déficit de peso; sin embargo, este último es uno de los 

indicadores más utilizados en ratas para la evaluación del estado nutricional, debido 

a su simplicidad (Barbosa y cols., 2015; Molz y cols., 2016; Ortiz y cols., 2004). 

Durante la realización de este trabajo, también observamos en algunas ratas signos 

clínicos similares a los relacionados con la desnutrición en infantes, incluidos: ojos 

opacos, pérdida de pelo, hipotermia y respiración débil (Molz y cols., 2016). 

 

10.2 Efecto de la desnutrición en los tejidos analizados 

En etapas tempranas del desarrollo, la desnutrición genera cambios en el 

metabolismo, estructura y funcionalidad de los órganos, así como una reducción en 

su crecimiento (de Morais y cols., 2019). Lo anterior, concuerda con las 

observaciones obtenidas en este trabajo, donde el peso del bazo en ambos grupos 

desnutridos (DNM y DNG) es menor comparado con el grupo BN; la estadística 

mostró diferencias significativas en ambos grupos con desnutrición DNM y DNG, 

comparados con el grupo testigo. 

Los órganos linfoides, incluido el bazo, son especialmente susceptibles a los 

cambios estructurales causados por la desnutrición, lo que afecta la funcionalidad del 

sistema inmunológico (Mello y cols., 2014). En ratones desnutridos, se obstruye la 

capacidad proliferativa del bazo, disminuye el número de células pluripotentes, y se 

daña el material genético (Borelli y cols., 2009). 
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Dentro del grupo de trabajo, se cuenta con información previa que indica que 

la desnutrición modifica el ritmo idóneo del ciclo celular, reduce la proliferación y el 

número de células en el bazo, así como la relación existente entre el peso del bazo 

con el peso corporal; lo anterior indica que el número de células determina el peso 

del bazo. Toda esta información puede estar relacionada con la deficiencia de 

nutrientes y el aumento de los niveles de daño en el ADN (Cortés-Barberena y cols., 

2013). Esta información concuerda con los datos que obtuvimos en el presente 

trabajo, donde se observó un mayor déficit de peso en los bazos de ratas 

pertenecientes al grupo DNG, seguido del grupo DNM, ambos comparados con el 

grupo testigo BN; estas diferencias fueron estadísticamente significativas. Así mismo, 

la relación existente entre el peso del bazo con el peso corporal mostró diferencia 

estadísticamente significativa en el grupo DNM comparado con el DNG y en el grupo 

con DNG, en comparación con el grupo testigo BN. Sobre esta misma línea, Ortiz y 

colaboradores evidenciaron el aumento en la frecuencia de MN en linfocitos de bazo 

de ratas con desnutrición grave, comparado con el grupo BN (Ortiz y cols., 1995). 

Así mismo, se observó frecuencia alta de MN en linfocitos, que aumenta al 

adicionar mitomicina C (MMC) en niños con desnutrición moderada y grave, en 

comparación con niños sanos bien nutridos (Ortiz y cols., 1997). Por otro lado, se 

demostró que la desnutrición grave en ratas está asociada con daño al material 

genético en bazo, médula ósea y sangre periférica utilizando ensayo cometa; lo 

anterior, podría estar relacionado con una menor capacidad para reparar el daño 

(Cortés y cols., 2001). 
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Por su parte, la importancia de analizar sangre periférica es que el oxígeno, 

los nutrientes, el agua, y los metabolitos se intercambian en este tejido; además, 

puede aportar información, como la condición física, metabólica e inmunológica del 

individuo (Huang y cols., 2017). Además, este tejido presenta ventajas, pues la toma 

de la muestra es relativamente fácil de obtener, por lo que de ser necesario, se 

pueden obtener varias muestras del mismo individuo (Hu y cols., 2018; Huang y 

cols., 2017). 

Debido a estas particularidades, la sangre periférica se utiliza ampliamente 

para diversos bioensayos, dentro de los que se encuentran el diseño, eficacia y 

estrategia de vacunación, efectos de agentes patógenos y/o estresores, así como el 

efecto de la dieta, por mencionar algunos (Lulijwa y cols., 2019). 

Al respecto, se observó que la frecuencia alta de MN en RET de sangre 

periférica derivada de la desnutrición grave en ratas, aumenta al administrar un 

medicamento utilizado en infantes para el tratamiento de infecciones respiratorias: 

trimetroprim-sulfametoxazol (TMP-SMX) (Ortiz y cols., 2011); otro reporte muestra 

una frecuencia alta de MN en RET de niños con DCP moderada y grave, sugiriendo 

que las infecciones bacterianas y la desnutrición inducen daño al ADN (Cervantes-

Ríos y cols., 2012). Así mismo, en 2014 muestran que niños con desnutrición 

moderada y grave presentan una alta frecuencia de MN en RET, siendo en su 

mayoría de tipo clastogénico; este tipo de MN surgen como resultado de DSBs 

(Cervantes-Ríos y cols., 2014). 
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10.3 Ataxia Telangiectasia Mutada, la histona H2AX y las rupturas de 

doble cadena 

Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que la DCP 

inicialmente permite el correcto reconocimiento del daño al ADN por rupturas de 

doble cadena, basados en el porcentaje linfocitario (T y B) que muestra las proteínas 

fosforiladas pATM y gH2AX, que participan en esta función, empleando citometría de 

flujo. Esta metodología es útil para la realización de un análisis multiparamétrico y la 

detección rápida de la señal de gH2AX, lo cual permite relacionar estados 

funcionales en la célula con eventos DDR particulares (Dezorella y cols., 2015; Palla 

y cols., 2017; Zhao y cols., 2017). 

ATM se ha denominado como una cinasa jerárquica, porque tiene la 

capacidad de iniciar muchas vías simultáneamente (Udayakumar y cols., 2015). La 

detección de H2AX fosforilada, asociada con ATM activa, proporciona un ensayo 

más sensible para detectar el material genético que se considera gravemente 

dañado por las DSBs (Tanaka y cols., 2007). Con respecto a las proteínas H2AX y 

ATM fosforiladas, nuestros datos muestran un aumento estadísticamente significativo 

en el porcentaje de linfocitos B pATM+ esplénicos de ambos grupos desnutridos en 

comparación con el del grupo testigo, con aumentos de 5.5 y 11.1 veces en los 

grupos DNM y DNG, respectivamente. 

Los porcentajes de células T pATM+ esplénicas en ambos grupos desnutridos 

aumentaron significativamente (9.6 veces para DNM y 14.9 veces para DNG) en 

comparación con el del grupo testigo. Con respecto al porcentaje de células B dobles 
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positivas (pATM+/gH2AX+), el grupo DNM mostró un aumento significativo de 9.2 

veces en comparación con el del grupo BN. Es importante destacar que ambas 

proteínas pueden verse afectadas en nuestro modelo experimental, porque en los 

mamíferos, la deficiencia de nutrientes afecta la tasa de síntesis de proteínas en las 

células y los tejidos (Márquez-Mota y cols., 2016), lo que afecta el crecimiento y la 

maduración del organismo. Estas alteraciones pueden extenderse a los órganos y 

sistemas y las alteraciones nutricionales tempranas se correlacionan con efectos 

más graves (Pereyra-Venegas y cols., 2015). 

El porcentaje de células T dobles positivas en el grupo DNM aumentó 

significativamente 13.6 veces en comparación con el del grupo BN. Además, el 

porcentaje de linfocitos B gH2AX+ esplénicos en el grupo DNM se incrementó 

significativamente en 3.3 veces, e igualmente el grupo DNG presentó un aumento de 

1.9 veces, estos valores comparados con el del grupo testigo. Por su parte, en 

sangre periférica los porcentajes de linfocitos B gH2AX+ de ambos grupos 

desnutridos (DNM y DNG) mostraron un aumento estadísticamente significativo de 

3.5 y 3.3 veces respectivamente, comparados con el grupo BN. Estas diferencias 

entre las poblaciones celulares (células T y B) en los tejidos analizados (sangre 

periférica y bazo) podrían indicar que ciertos linajes están protegidos en mayor 

medida (Carranza y cols., 2017). 

En un estudio de Abe y cols., se demostró que los linfocitos B son más 

sensibles a la deficiencia de folato que las células asesinas naturales (NK) y los 

linfocitos T (Abe y cols., 2013), lo anterior, puede estar relacionado con que los 
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linfocitos T tienen una mayor capacidad para la síntesis durante la reparación del 

daño del ADN que los linfocitos B, así como las diferencias en el tiempo de vida de 

los linfocitos (Lebailly y cols., 2015). Los linfocitos dependen más de ATM para la 

detección de DSBs y el reclutamiento de factores para la reparación de la lesión, 

debido a que son células que no se dividen (Horn y cols., 2015). 

Aquí, demostramos que DNM y DNG pueden aumentar los porcentajes de 

linfocitos T y B de rata que son positivos para pATM y gH2AX que indica un 

reconocimiento efectivo de daño en el ADN. Información previa relacionada, indica 

que las células B en reposo reparan el ADN dañado con menos eficacia que las 

células B estimuladas (Hyka-Nouspikel y cols., 2011). 

Previamente en nuestro laboratorio se observó una alta frecuencia de MN en 

linfocitos esplénicos (Ortiz y cols., 1995) y RET en sangre periférica procedentes de 

ratas con desnutrición grave (Ortiz y cols., 2011), que podrían estar relacionadas con 

deficiencias en varios nutrientes esenciales necesarios para la síntesis de proteínas 

asociadas con el ADN, como el folato, el magnesio, la vitamina B12 y el zinc (Ortiz y 

cols., 1995). Esta observación es importante porque los MNs se generan 

principalmente por DSBs sin reparar o mal reparados (Bajinskis y cols., 2013; 

Bonassi y cols., 2007), que probablemente se relacionan con los valores obtenidos 

en el presente estudio, como los porcentajes promedio de linfocitos T y B gH2AX+ en 

la sangre periférica y las muestras esplénicas de ambos grupos desnutridos (DNM y 

DNG) mostraron una tendencia a aumentar en comparación con las del grupo BN. 

Estos resultados sugieren que el daño en los grupos BN y DNM se reconoció y 
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reparó efectivamente, mientras que en el grupo DNG se reconoció, pero no se 

reparó, probablemente debido a una alteración en la continuidad de la ruta de 

señalización en el grupo DNG. 

Los anterior puede estar relacionado con el hecho de que las células 

inmunológicas dependen de la absorción de nutrientes de su entorno para satisfacer 

sus necesidades energéticas (Cohen y cols., 2017). La disfunción de las HSCs, la 

involución del timo y la consecuente disminución de células T generan la 

remodelación del sistema inmunológico, provocando una acumulación de células 

disfuncionales. Los defectos durante el desarrollo, maduración, migración y 

homeóstasis de las células inmunológicas agravan este panorama (Müller y cols., 

2019). 

Estos datos abren la posibilidad de realizar más investigaciones sobre este 

tema para dilucidar en qué punto de la vía de señalización existen las alteraciones 

que producen que este daño no se repare en ratas con desnutrición grave, lo que 

genera un aumento en el daño al ADN, según lo indica resultados que presentamos 

anteriormente (Cortés y cols., 2001; Ortiz y cols., 1995). Aunque la variante de 

histona H2AX está fosforilada, este evento puede no ser suficiente para activar la 

cascada de señalización posterior. Estos resultados están potencialmente 

relacionados con una deficiencia en la continuidad de DDR, o con alteraciones en la 

funcionalidad de los leucocitos, así como con la hipoplasia en órganos linfo-

hematopoyéticos en animales desnutridos (Fock y cols., 2012). 
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Al comparar el porcentaje positivo para las proteínas pATM y gH2AX de 

acuerdo con el sexo, observamos un aumento en el porcentaje de linfocitos T pATM+ 

en bazo, de 8.8 veces (comparación entre machos) y 25.8 veces (comparación entre 

hembras) por parte del grupo DNG comparado con el BN. Así mismo, observamos un 

aumento en el porcentaje de linfocitos T dobles positivos (pATM+/gH2AX+) de 9 

veces (comparación entre hembras) y 17.4 veces (comparación entre machos) por 

parte del grupo DNM comparado con el BN. Por otro lado, observamos una 

disminución en el porcentaje de linfocitos T dobles positivos en los machos de 15.5 

veces por parte del grupo DNG comparado con el DNM. En cuanto al porcentaje de 

linfocitos B pATM+ en bazo, observamos un aumento de 9.7 veces (comparación 

entre machos) y 11.7 veces (comparación entre hembras) por parte del grupo DNG 

comparado con el BN. De igual manera, observamos un aumento en el porcentaje de 

linfocitos B dobles positivos (pATM+/gH2AX+) de 7.5 veces (comparación entre 

machos) y 39 veces (comparación entre hembras), por parte del grupo DNG 

comparado con el grupo BN. Así mismo, respecto al porcentaje de linfocitos B 

gH2AX+, se observó un aumento de 2.2 veces (comparación entre hembras) y 5 

veces (comparación entre machos) por parte del grupo DNM en comparación con el 

grupo BN. 

Respecto a la información anterior, se ha reportado que las ratas macho son 

más susceptibles a la restricción de alimentos pre y postnatal que las ratas hembra 

(Pereyra-Venegas y cols., 2015). Adicionalmente, cabe indicar que, aunque se 

dispone de información limitada sobre los mecanismos exactos por los cuales las 
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vías de señalización modulan el sistema inmunológico en condiciones de 

desnutrición, de Oliveira y colaboradores (2014) proporciona un ejemplo. En este 

estudio, los ratones BALB/c de dos meses de edad se dividieron en dos grupos: los 

alimentados con una dieta baja en proteínas y los alimentados con una dieta control. 

Después de 28 días de consumir las dietas respectivas, los autores observaron que 

la expresión de NF-ĸB fosforilada (importante para el correcto funcionamiento de los 

macrófagos) en ratones desnutridos disminuyó en comparación con la de los ratones 

alimentados con la dieta control (de Oliveira y cols., 2014). 

Para llevar a cabo la modificación posterior a la traducción de la fosforilación, 

las proteínas cinasas utilizan el ATP como donante de fosfato y se unen a un grupo 

hidroxilo de los residuos de serina, treonina o tirosina de la proteína objetivo 

(Taehong Yang y Terman, 2017); de manera similar, la energía requerida para todos 

los procesos celulares se obtiene de ATP (Ledderose y cols., 2014). Los resultados 

obtenidos por de Oliveira y colaboradores, en conjunto con los que se encuentran en 

el presente estudio son probablemente el producto del consumo inadecuado de 

proteínas por parte de los grupos experimentales, ya que la ingesta de proteínas es 

vital para el suministro de ATP a todos los órganos del cuerpo y proporciona una 

carga de energía adecuada (Ahmed-Farid y cols., 2017). 

Este estudio es el primero en utilizar el ensayo gH2AX para detectar DSBs en 

el material genético como resultado de la desnutrición experimental moderada y 

grave en ratas Wistar inducida por el método de competencia de alimento. El ensayo 
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gH2AX proporciona evidencia de procesos relacionados con el reconocimiento del 

daño al ADN causado por los DSBs (Kurashige y cols., 2016). 

Hasta hace poco tiempo se consideraba que la vía canónica de 

reconocimiento para las DSBs era la misma a través de la cual la cinasa ATM 

respondía ante el estrés oxidante. Sin embargo, actualmente se conoce que hay una 

vía alternativa a través de la cual, la célula responde ante las DSBs causadas por 

estrés oxidante; en este otro mecanismo, los homodímeros ATM se activan 

directamente por oxidación del grupo tiol de su Cys2991, evitando la autofosforilación 

dependiente de MRN. Una vez activos, fosforilan sustratos distintos que participan en 

otros procesos celulares, como es el caso de la fosforilación de AKT en Ser473, que 

participa en el metabolismo de la glucosa (Berger y cols., 2017; Tang y cols., 2015). 

Es importante recalcar que ATM puede fosforilar a cientos de proteínas blanco 

(o diana), razón por la cual se estima que afecta miles de proteínas asociadas y 

regula muchas enzimas (Lee y Paull, 2020). Por lo anterior, se necesitan más 

estudios al respecto para dilucidar las funciones específicas de la autofosforilación de 

ATM en S1981 (Blackford y Jackson, 2017). 

 

10.4 La proteína P53 y las rupturas de doble cadena 

En el presente trabajo, el porcentaje de linfocitos T P53t+ en sangre periférica 

disminuye en el grupo DNM y aumenta en el grupo con DNG, en comparación con el 

grupo testigo. Por su parte, se observaron porcentajes mayores de células T dobles 
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positivas (P53t+/P53-pSer15+) en ambos grupos desnutridos (DNM y DNG) 

comparados con el grupo testigo BN. Con respecto al porcentaje de linfocitos T P53-

pSer15+, ambos grupos con desnutrición, DNM y DNG, muestran porcentajes 

mayores comparados con el grupo testigo; cabe indicar que estos resultados no 

fueron estadísticamente significativos. Algo similar sucede con el porcentaje de 

linfocitos B P53t+ en sangre periférica, donde en el grupo DNM disminuye y aumenta 

en el grupo con DNG, en comparación con el grupo testigo. En cuanto al porcentaje 

de células B dobles positivas (P53t+/P53-pSer15+), ambos grupos con desnutrición, 

DNM y DNG, mostraron un aumento con respecto al grupo testigo BN. A su vez, los 

porcentajes de linfocitos B P53-pSer15+ en ambos grupos con desnutrición (DNM y 

DNG), mostraron aumento en comparación con el grupo BN; estos resultados no 

fueron estadísticamente significativos. 

Es probable que el comportamiento observado se deba al hecho de que 

posterior a la activación de P53, las respuestas celulares pueden verse afectadas por 

vías de señalización adicionales que están activas en las células, debido a que existe 

una extensa interacción entre ellas (Lieschke y cols., 2019). Sobre esta línea, cabe 

resaltar que la fosforilación en la serina 15 de P53 se ubica en el dominio TA de esta 

proteína, lo que la hace importante para su actividad transcripcional. Así mismo, esta 

modificación es la respuesta principal para la activación de P53, debido a que 

promueve su asociación con acetiltransferasas de histonas (HATs), lo cual, es 

primordial para la estabilización y activación de P53. Además, es una de las 

respuestas primarias al daño del ADN (Taewoo Yang y cols., 2019). 
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Dentro de los resultados de este trabajo, también se observaron porcentajes 

mayores de linfocitos T P53t+ de bazo, en ambos grupos desnutridos (DNM y DNG) 

comparados con el grupo testigo BN. Este comportamiento se mantiene para el 

porcentaje de linfocitos T dobles positivos (P53t+/P53-pSer15+) y P53-pSer15+, 

donde ambos grupos desnutridos, DNM y DNG, mostraron aumento en comparación 

con el grupo testigo; estos resultados no fueron significativos. Por su parte, se 

observaron porcentajes de linfocitos B P53t+ en bazo de ambos grupos desnutridos, 

DNM y DNG, muy cercanos al grupo testigo. En cuanto al porcentaje de células B 

dobles positivas (P53t+/P53-pSer15+), ambos grupos con desnutrición mostraron 

aumento en comparación con el grupo BN, siendo estadísticamente significativo el 

aumento por parte del grupo DNG de 3.2 veces comparado con el grupo BN y de 1.6 

veces, comparado con el grupo DNM. A su vez, los porcentajes de linfocitos B P53-

pSer15+ en ambos grupos con desnutrición (DNM y DNG), mostraron aumento en 

comparación con el grupo BN, siendo estadísticamente significativo el aumento por 

parte del grupo DNG de 3.3 veces, comparado con el testigo. 

Respecto a los valores obtenidos, es importante mencionar que no se ha 

reportado información en torno a las funciones de P53 en organismos desnutridos, 

sin embargo, dependiendo del contexto celular, P53 podría apoyar la adaptación y la 

supervivencia de las células en respuesta al agotamiento de nutrientes (Hashimoto y 

cols., 2019). 

Posterior al estrés celular, la mayoría de los sitios en la proteína P53 se 

fosforilan rápidamente; cabe mencionar, que para activarse completamente esta 
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proteína requiere abundantes MPTs, de manera que su combinación precisa 

funciona como una señal para activar vías específicas. Ejemplo de ello es la 

ubiquitinación, que puede regular diversas funciones en esta proteína, como su 

estabilidad y localización: la monoubiquitinación facilita la translocación 

citoplasmática de P53, y la poliubiquitinación la dirige a la degradación proteosómica. 

Por otro lado, la interacción exacta entre las MPTs metilación, sumoilación y 

neddylación en P53, pueden contribuir a su especificidad en las regiones promotoras 

(Wang y cols., 2020). 

Los principales mecanismos por medio de los cuales P53 orienta el destino 

celular en respuesta ante el daño al ADN, son: la modulación de la unión del ADN 

por P53 a través de la secuencia del ADN y la estructura de la cromatina, las 

interacciones con cofactores, la dinámica de expresión temporal de P53 y las MPTs. 

Así mismo, la proteína P53 debe tomar en cuenta varios aspectos para elegir la vía 

que activará, de acuerdo con el entorno y tipo celular, el momento y alcance de la 

ruta, así como la extensión y el tipo de daño (Hafner y cols., 2019; Pitolli y cols., 

2019). 

Al comparar el porcentaje celular positivo para la proteína P53 sin fosforilar y 

fosforilada en Ser 15, de acuerdo con el sexo, observamos una tendencia a disminuir 

el porcentaje de linfocitos T y B P53t+ de sangre periférica en ambos sexos (H y M) 

por parte del grupo DNM comparado con el grupo BN; contrariamente, el grupo DNG 

muestra una tendencia al incremento en el porcentaje de linfocitos T y B P53t+ 

primordialmente en hembras, comparado con el grupo BN. En el caso de los 
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linfocitos T y B dobles positivos (P53t+/P53-pSer15+) y P53-pSer15+ de sangre 

periférica, mostraron una tendencia a incrementar por parte de ambos grupos con 

desnutrición (DNM y DNG) y de ambos sexos (H y M), comparados con el grupo BN. 

Por su parte, el porcentaje de linfocitos T y B P53t+ de bazo, muestra una tendencia 

a incrementar por parte de ambos grupos DNM y DNG, primordialmente en hembras, 

comparado con el grupo BN. En el caso de los linfocitos T y B dobles positivos 

(P53t+/P53-pSer15+) y P53-pSer15+ de bazo, mostraron una tendencia a 

incrementar por parte de ambos grupos con desnutrición (DNM y DNG) y de ambos 

sexos (H y M), comparados con el grupo BN. Se necesita aumentar el número de 

ratas con el objetivo de observar si estas tendencias se mantienen y arrojan 

diferencias significativas. 

Es de llamar la atención la versatilidad con la que trabaja P53, pues con el 

objetivo de facilitar la reparación del daño al ADN, temporalmente aumenta la 

síntesis de nucleótidos; por otro lado, en condiciones normales puede suprimir la 

síntesis de nucleótidos para regular negativamente la proliferación celular (Liu y cols., 

2019). 

ATM controla la velocidad de síntesis de la proteína P53 y su estabilización 

por medio de la fosforilación directa de esta proteína en la serina 15, de esta manera, 

evita que MDM2 se una a P53, impidiendo su degradación a través de la vía 

proteosómica (Karakostis y cols., 2019). 

Se ha sugerido que el factor de remodelación y espaciado 1 (RSF1) participa 

como defensor clave contra el daño al ADN por DSBs, al influir en la señalización 
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dependiente de ATM, pues es necesario para la adecuada expansión de gH2AX y la 

reparación de este tipo de daño. Así mismo, es de suma importancia la participación 

de RSF1 en la determinación del destino celular dependiente de P53 ante el daño al 

ADN (Min y cols., 2018). 

Por otro lado, las proteínas RUNX son una familia de factores de transcripción 

heterodiméricos que tienen funciones importantes durante el desarrollo de muchos 

tejidos y del sistema inmunológico, además, existe una fuerte relación entre estas 

proteínas RUNX y P53 al interactuar entre sí en presencia de agentes que dañan al 

ADN. Específicamente, la proteína RUNX3 es esencial para el desarrollo de las 

células T; así mismo, al interactuar con P53, mejora su fosforilación en la serina 15 

en respuesta al daño en el ADN (Bae y cols., 2019). 

Por lo tanto, se deben realizar estudios adicionales sobre el daño en el ADN 

inducido por DSBs en organismos desnutridos, profundizando en los factores que 

participan en la continuidad de la vía de señalización para repararlos. 

 

10.5 Comentarios generales 

La detección, señalización y reparación del daño al ADN oportuna y eficiente 

son pasos críticos para que las células sobrevivan al estrés genotóxico. Este proceso 

de reparación requiere mucha energía, por lo que consume gran cantidad de ATP 

(Ho y cols., 2018; Qin y cols., 2015). Cabe mencionar, que resultan determinantes 

para el proceso de reparación y su resultado, la estructura y conformación de los 

extremos de ADN (Serrano-Benítez y cols., 2020). 
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Como se había mencionado previamente, las respuestas celulares pueden 

verse afectadas por vías de señalización adicionales que están activas en las 

células, debido a que existe una extensa interacción entre ellas. Actualmente se sabe 

poco respecto a los mecanismos por los cuales las células regulan e integran estas 

vías para mantener la variación de la secuencia bajo control, de manera que la DDR 

pueda llevarse a cabo adecuadamente (Lieschke y cols., 2019; Serrano-Benítez y 

cols., 2020). 

La señalización del daño al ADN por DSBs en organismos desnutridos no 

había sido investigada, hasta ahora. Respecto a los resultados obtenidos en el 

presente trabajo, podemos suponer que se gestan desde el inicio, debido a que 

dentro de los tipos de estrés que afectan directamente la función de las HSCs se 

encuentran el daño al ADN, la inflamación, infección aguda o crónica, estrés 

metabólico, obesidad y estrés psicosocial (Laurenti y Göttgens, 2018). Esta 

información resulta importante, puesto que la desnutrición por sí misma genera daño 

al ADN, como lo ha demostrado el intercambio de cromátidas hermanas, incremento 

en la frecuencia de MN y daño al ADN, observados en organismos con este 

padecimiento (Betancourt y cols., 1986; Cortés y cols., 2001; Ortiz y cols., 1994, 

1995, 2011). 

Esta susceptibilidad de los organismos desnutridos a presentar daño al ADN 

elevado puede deberse a varias causas. Por ejemplo, se ha observado que la 

restricción del aminoácido condicional glicina afecta varios procesos celulares debido 

a que participa como neurotransmisor en el sistema nervioso central, en la 
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citoprotección y conjugación de ácidos biliares, así como en la síntesis de purinas y 

proteínas. Cabe indicar que los aminoácidos participan como biomoléculas activas en 

el metabolismo nutricional, y son actualmente conocidos como “sustratos nutrientes” 

para la síntesis de proteínas (Nie y cols., 2018; Semba y cols., 2016). Dada la pobre 

ingesta de nutrientes en los organismos desnutridos, la cantidad de aminoácidos 

esenciales para producir proteínas en cantidad y calidad suficiente se ve disminuida 

(Semba y cols., 2016). 

Además de que el consumo inadecuado de alimento provoca alteraciones 

importantes a nivel morfológico, bioquímico y funcional de los organismos 

desnutridos, ocasiona una pérdida de ARN y reduce su tasa de síntesis (Ruiz-

Rosado y cols., 2013). Por otro lado, se ha observado que la vitamina C participa en 

la regulación epigenética, ejerciendo su acción de cofactor de las dioxigenasas que 

contienen hierro e hidroxilan al ADN y las histonas metiladas (Carr y Maggini, 2017). 

Actualmente, se ha reportado que la carencia de ciertas vitaminas del tipo B 

(B2, B6 y B9) puede traer consigo alteraciones en la respuesta inmunológica, debido 

a que repercute en la producción de ácidos nucleicos y la síntesis de proteínas; 

además, inhibe la actividad de las células inmunológicas e interfiere en procesos 

como los ciclos de metilación, el mantenimiento celular y la proliferación. Cabe 

resaltar, que la vitamina B2 está asociada con la producción de energía (Mikkelsen y 

cols., 2019). El ATP se considera como el factor de intercambio de energía, y 

participa en procesos celulares como la contracción móvil, el transporte activo y las 

fosforilaciones (Bonora y cols., 2012); con lo anterior, suponemos que dado el 
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consumo inadecuado de nutrientes por parte de los grupos experimentales, que trae 

consigo un suministro de energía bajo, le resultaría difícil a las células provenientes 

de estos organismos desnutridos generar las proteínas necesarias en cantidad y 

calidad, así como llevar a cabo su fosforilación para desencadenar la respuesta de 

reparación adecuada. Recientemente, se ha propuesto que la vitamina E puede 

mejorar la función de los linfocitos T al promover directamente la integridad de la 

membrana y modular positivamente los eventos de señalización en estas células (Wu 

y cols., 2019), lo cual, permite ver que aún queda mucho por investigar para 

proporcionar información respecto a lo que está sucediendo en las vías de 

señalización en organismos desnutridos. 
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10.6 Resumen gráfico de los hallazgos 

 

Figura 12. Resultados estadísticamente significativos obtenidos en el grupo de ratas 

con desnutrición moderada. Se ilustran los resultados con flechas ascendentes de color verde, para 

indicar que el tejido donde se observan estas diferencias es bazo, o de color rojo, para sangre 

periférica. Se ubican a un costado de la proteína fosforilada a la que se refieren: pATM (ATM 

fosforilada en serina 1981) o gH2AX (histona variante H2AX fosforilada en la serina 139); para indicar 

los dobles positivos (pATM+/gH2AX+), ambas proteínas se unen con un par de líneas diagonales. 

Dentro de la flecha se indica con la letra “T” si la diferencia se observó en los linfocitos T, o la letra “B” 

si se refiere a los linfocitos B. 

T 
B 

T 
B 

B B 
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Figura 13. Resultados estadísticamente significativos obtenidos en el grupo de ratas 

con desnutrición grave. Resultados significativos obtenidos en el grupo de ratas con desnutrición 

moderada. Se ilustran los resultados con flechas ascendentes de color verde, para indicar que el tejido 

donde se observan estas diferencias es bazo, o de color rojo, para sangre periférica. Se ubican a un 

costado de la proteína fosforilada a la que se refieren: pATM (ATM fosforilada en serina 1981), gH2AX 

(histona variante H2AX fosforilada en la serina 139), o P53-pSer15 (proteína P53 fosforilada en serina 

15). Para indicar los dobles positivos (P53t+/P53-pSer15+), la flecha tiene un par de signos de suma 

(++). Dentro de la flecha se indica con la letra “T” si la diferencia se observó en los linfocitos T, o la 

letra “B” si se refiere a los linfocitos B. 

  

B 

B B 

B B 

++ 
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11. CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados obtenidos, podemos concluir: 

 

1.- Se lograron detectar las rupturas de doble cadena mediante el ensayo de 

gH2AX asociado con pATM, evidenciando que la DN genera daño por este tipo de 

lesiones en linfocitos de sangre periférica y bazo. 

 

2.- Ambos grupos con desnutrición, DNM y DNG, presentaron incremento en 

el porcentaje de linfocitos T y B pATM+ de bazo, comparados con el grupo BN, lo 

cual sugiere que la proteína ATM se encuentra activa en el modelo de desnutrición. 

 

3.- Se observó un incremento en el porcentaje de linfocitos T y B dobles 

positivos (pATM+/gH2AX+) de bazo, en ambos grupos con desnutrición (DNM y 

DNG), comparados con el grupo BN; esta información sugiere que la desnutrición 

inicialmente permite el correcto reconocimiento del daño al ADN por rupturas de 

doble cadena. 

 

4.- El incremento en el porcentaje de linfocitos B gH2AX+ en sangre y bazo de 

ambos grupos desnutridos (DNM y DNG), comparados con el grupo BN, indica que la 

desnutrición induce daño al ADN por rupturas de doble cadena, y plantea una 

respuesta diferencial de acuerdo con el linaje celular. 
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5- Es importante aumentar el número de ratas analizadas, de tal manera que 

cada grupo cuente con la misma cantidad para pATM+/gH2AX+ y P53, con el 

objetivo de confirmar que dicho comportamiento se conserva, corroborar si las 

tendencias observadas se mantienen y presentan diferencias significativas. 

 

Como conclusión general, en las ratas expuestas a DCP mediante 

competencia de alimento se ve comprometida la respuesta celular ante el daño al 

ADN, incluida su reparación, de acuerdo con los resultados observados. 
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11.1 CONSIDERACIONES FINALES 

Es importante resaltar que la información que se aporta con el presente 

trabajo abarca sólo una parte de la vía de señalización del daño al ADN por DSBs y 

del entorno en donde se desarrolla, como lo muestra la Figura 14. 

 

Figura 14. Respuesta al daño del ADN por rupturas de doble cadena. A un costado de las 

proteínas analizadas en este trabajo, se ubica una estrella azul (Modificado de Fielder y cols., 2017). 
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11.2 PERSPECTIVAS 

• Seguramente continuará la identificación de nuevos tipos de MPTs, por lo 

que una comprensión completa de la regulación epigenética requerirá más 

estudios para conocer su función y la forma en que se relacionan, de 

manera sinérgica o antagónica, con las MPTs conocidas para regular las 

distintas funciones asociadas con ellas. 

• Resultará importante analizar cómo cada MPT de manera particular, y en 

conjunto, puede orientar hacia determinados resultados biológicos. 

• El contexto celular, así como los sucesos entre y dentro de las vías de 

señalización, se deberán tener muy presentes para dilucidar a detalle lo 

que está ocurriendo. 

• Se requerirán estudios posteriores que profundicen respecto a lo que está 

sucediendo con la proteína P53 en el entorno celular de la desnutrición 

experimental. 
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