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RESUMEN

La desnutricion es un sindrome que se encuentra ampliamente distribuido por el mundo
que ademas, existe con una alta prevalencia en los paises pobres. Se presenta como consecuencia
de una deficiente ingestion o utilizacion de dietas con bajo contenido proteico, y es en los nifios

en donde los efectos de la desnutricion pueden ser devastadores.

Los modelos experimentales en animales son una herramienta muy poderosa para el
estudio de diferentes padecimientos y permiten ademas probar diferentes tratamientos
potenciales. Los estudios que se realizan en los modelos animales tienen la ventaja de controlar
diferentes variables, como son las infecciones, que pudieran enmascarar los efectos causados por
la desnutricion. Ademas. los modelos animales han sido utiles para estudiar los efectos de la

desnutricion en diferentes grupos de edades, desde los prenatales hasta edades avanzadas.

El ensayo de la electroforesis unicelular alcalina es una metodologia muy sensible para
detectar rompimientos de una sola hebra o sitios sensibles al medio alcalino, manteniendo la
individualidad de la célula. Al realizar la electroforesis unicelular, las moléculas con
rompimientos son las que migran hacia el anodo y se pueden observar como una estela que sale
del nucleoide. Se ha encontrado que la estela formada tiene relacidon con la cantidad de dafio
producido en el ADN.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el dafio al ADN por medio de electroforesis
unicelular, en células de la médula dsea, del bazo, y de sangre periférica de ratas desnutridas

experimentalmente durante la lactancia.

A ratas de la cepa Wistar se les indujo desnutricion durante la lactancia. Al final del
periodo de la lactancia, se obtuvieron la sangre, bazo y médula osea; se hizo la separacion de
linfocitos de sangre y bazo y la serie linfoide de la médula 0sea, por medio de un gradiente de
densidad. Se midio la viabilidad celular y se la electroforesis unicelular alcalina. Se analizaron
100 nucleoides por muestra, se obtuvieron los promedios de migracidén y los coeficientes de
dispersion. Ademas, se clasificaron los nucleoides en diferentes categorias.

Las ratas bien nutridas tuvieron un peso en promedio de 50.1 + 7.2 g, mientras que en las
ratas desnutridas fue de 25.0 + 3 g, mostrando diferencia estadistica entre ambos grupos. La
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viabilidad en las células fue igual o mayor al 90 % de células vivas en todos los tipos celulares,
tanto en ambos grupos de ratas. Los resultados en cuanto al dafio en el ADN muestran un claro
incremento, en todos los tipos celulares provenientes de las ratas desnutridas en todos los casos
las diferencias fueron estadisticamente significativas. También se observo que el coeficiente de

dispersion H no fue diferente entre las ratas BN y las DN.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran claramente un incremento en el dafio en
el ADN en las células provenientes de organismos desnutridos, afectando a los tipos celulares

estudiados en este trabajo. La variabilidad intercelular no se vio afectado por la desnutricion.

Este dafio es posible que se produzca por que no se lleve a cabo una duplicacion adecuada
el ADN durante la fase de sintesis; otra posibilidad es que los mecanismos de reparacion del
ADN no estén funcionando adecuadamente; también cabe la posibilidad que la falta de nutrientes
provoque que no se puedan tener las moléculas necesarias en la proteccion contra agentes

causantes de dafio oxidativo.




INTRODUCCION

1. Desnutricion

Los procesos biologicos criticos tales como diferenciacion, desarrollo, crecimiento y
adaptacion metabolica dependen de la expresion genética, la cual a su vez depende
principalmente de los componentes del ambiente nutricional. Los efectos de los nutrientes se
reflejan en la estructura del ADN y la cromatina, la regulacion de la expresion genética, la
transcripcion y duplicacion, asi como también en las modificaciones postranscripcionales y

postransduccionales (Castro, 1987).

La desnutricion es un sindrome que se encuentra ampliamente distribuido por el mundo y
existe con una alta prevalencia en los paises pobres, en los que la frecuencia se esta
incrementando rapidamente, ya que la pobreza, el desempleo y la ignorancia estan presentes (De
Mello, 1994). La desnutricion se presenta como consecuencia de una deficiente ingestion y/o
utilizacion de dietas con bajo contenido principalmente proteico. Se presenta principalmente en
los nifios, y es en quienes los efectos de la desnutricidon pueden ser particularmente devastadores,
debido a que en los primeros afios de la vida el crecimiento corporal es rapido y los
requerimientos de nutrientes son mayores (Cravioto y Arrieta, 1985). En 1975, Cravioto
considerd a la desnutricién como un trastorno causado por el hombre, quien al permitir el
mantenimiento de un sistema social inadecuado, consciente ¢ inconscientemente permite que se

produzcan individuos desnutridos.

A pesar de que la desnutricion no es padecimiento reciente, su reconocimiento y
caracterizacion comenzd hasta hace relativamente poco tiempo. La descripcion de la DCP
comenzo de el siglo pasado, cuando Hinojosa en 1865 hizo una de las primeras descripciones de
la desnutricion, al igual que Coindet en el mismo afio (Citados en Cravioto y Vega-Franco,
1995). A partir de entonces se hicieron numerosas descripciones del sindrome, recibiendo en
cada una de ellas diferentes nombres. Fue hasta 1946 cuando Gomez definitivamente la identifico
y le asigno el nombre de desnutricion, describiendo los diferentes grados de intensidad del
desorden y dando como una causa comun un aporte o asimilacion deficiente de alimento por el
organismo (Cravioto y Vega-Franco, 1995). Gomez clasifico la desnutricién en tres grados,
dependiendo del porcentaje de pérdida de peso corporal, esta clasificacion es muy util
actualmente para fines clinicos y de investigacion.




Desnutricion de primer grado (o leve).-Desnutricion moderada o que ha actuado por poco
tiempo. Dentro de esta clase se clasifica a los nifios que tienen un déficit corporal del 10% al
24% del promedio correspondiente para su edad.

Desnutricion de segundo grado (o moderada).- Es mas marcada que la anterior y el déficit de
peso es del 25% al 39% del promedio correspondiente para la edad, frecuentemente requiere

hospitalizacion.

Desnutricion de tercer grado, conocida también como Desnutricidon calérico proteica (DCP) o
severa: En ella el organismo ha agotado casi todas las reservas, para su sobrevivencia, el déficit
de peso es mayor al 40% del promedio correspondiente a su edad, en el caso del tipo marasmo.
En el nifio con DCP tipo kwarshiorkor, el déficit de peso es menor, debido a que presenta edema.
Los dafios causados a nivel somatico, funcional e incluso psicologicos suelen ser serios,

requieren hospitalizacion. Estos nifios tienen una alta tasa de mortalidad.

Actualmente se considera que otros indices antropométricos son utiles para medir el
estado nutricional y crecimiento del nifio (Suskind y col.,, 1990). La altura para la edad provee
informacion en términos del crecimiento lineal, mientras que el peso por altura refleja la armonia
del crecimiento y es particularmente sensible a disturbios del crecimiento (Onis y col., 1993).

Antes de 1950, la proporcion de muertes entre los nifios que ingresaban a los hospitales
con desnutricion severa era seis de cada diez. Para 1960 la proporcion descendi6 drasticamente a
cinco de cada cien; sin embargo no se puede decir lo mismo con respecto al nimero de casos que
presentaron este sindrome. Cravioto consider6 que “La medicina actual reduce la mortalidad
causada por la desnutricion , pero no la morbilidad” (Watts, 1976; Cravioto y DeLicardie, 1976).
En 1982, estudios sobre la mortalidad infantil en América Latina, revelaron que la desnutricion
es responsable directa o indirectamente de mas de un tercio de las muertes de nifios de 0 a 5 afios
(Arrieta y Cravioto, 1982). En 1988 se habia calculado que en México existia un 16.3 % de nifios
menores de cinco afios, con peso bajo y, un 27 % con baja estatura. De acuerdo a lo estimado en
1993, el riesgo de tener bajo peso es 1.5 veces mas en Asia que en Africa, y 2.3 veces mas en
Africa que en América Latina (Onis y col., 1993). En general cerca de 195 millones de nifios en
el mundo son desnutridos. En América Latina se ha estimado que 12 millones de nifios consumen
dietas, con una cantidad de nutrientes significativamente menor a la recomendada por la
Academia Nacional de Ciencias de los E.U.A. (Brown y Pollit, 1996).




2. Estudios en modelos animales

Las investigaciones realizadas con animales de laboratorio han sido de gran importancia
para el conocimiento y el tratamiento de muchas enfermedades, se considera incluso que un alto
porcentaje (alrededor del 80%) de los principales avances médicos realizados en este siglo se han
logrado gracias a los experimentos realizados en animales. Aunque los modelos experimentales
no son perfectos, son una herramienta muy poderosa para el estudio de diferentes padecimientos

y permiten ademas probar diferentes tratamientos potenciales (Senior, 1995).

Los estudios en nifios desnutridos son indispensables, pues es en ellos en los que es
necesario conocer los efectos causados por la DCP. Sin embargo, por razones éticas, diversos
estudios, no es posible realizarlos en humanos, ademas la existencia de otros factores que
generalmente acompafian a la desnutricion, como son las infecciones, pueden alterar o
enmascarar los efectos causados por el padecimiento. Por las razones anteriormente expuestas, €s
necesario proponer y realizar estudios en animales desnutridos experimentalmente como modelos

ya que de esta manera es posible controlar diversas variables.

Para el estudio de los efectos causados por la desnutricion, los modelos animales de
laboratorio han sido ampliamente usados, ya que ofrecen la facilidad de controlar varios factores
extranutricionales, los cuales afectan al humano. Una ventaja relacionada de los modelos
animales es la posibilidad de realizar estudios tanto in vivo como in vitro. Por uitimo, el corto

promedio de vida de los animales y el menor costo han hecho atractiva la experimentacion en
animales para los investigadores (Galler y Kanis, 1987).

Para el estudio de los efectos causados por la desnutricion, los modelos en animales de
laboratorio han sido ampliamente usados, se han desarrollado trabajos principalmente en ratas y
ratones. Otros animales estudiados son: conejo, cerdo y mono (Ortiz, 1987). '

Ademas, los modelos animales han sido utiles para estudiar los efectos de la desnutricion
en diferentes grupos de edades, desde los estados prenatales hasta edades avanzadas ya que la
edad es otro factor que modula el efecto de la desnutricion (Winick y Noble, 1966; Lebenthal y
Rossi, 1983); los efectos especificos en cada periodo pueden o no ser similares y/o reversibles
(Lebenthal y Rossi, 1983). Varios estudios han demostrado la importancia del periodo de la
lactancia, el cual es critico en los procesos de crecimiento y desarrollo, puesto que los efectos de




la desnutricion durante este periodo son mas severos que los observados en adultos (Winnick y
Noble, 1966; Fl6 y col., 1991).
periodo

Se han aplicado una variedad de métodos para inducir la desnutricion en animales fetales

o lactantes. Los métodos usados mas frecuentemente incluyen:

1) alimentacion de la madre con una dieta baja en proteinas durante la gestacion o la lactancia

2) alimentacion adecuada en composicion pero baja en cantidad

3) reduccion del numero de glandulas mamarias disponibies para las crias lactantes

4) incremento del tamafio de la camada (induccion por competencia de alimento)

5) rotacion de las crias entre nodrizas lactantes y no lactantes o entre nodrizas lactantes y una
incubadora

6) alimentacion artificial de las crias en un ambiente controlado.

Basicamente son dos los métodos utilizados para inducir desnutricion durante la lactancia
en animales experimentales. Uno esta basado en la baja calidad de la leche, donde las crias son
alimentadas por una madre desnutrida (Marin y col., 1995). El otro método esta basado en la
reduccion de la cantidad de alimento, la desnutricion es inducida por incremento del niimero de
crias por nodriza. Por lo tanto, la cantidad de leche que cada cria puede consumir es menor
(Widowson y McCance, 1960; Benedetti y col., 1992; Ortiz y col., 1996).

Se han estudiado los efectos en diferentes campos como son: bioquimico (Skullman y
col., 1994), celular (Betancourt y col., 1992), inmunoloégico ( Feledi y col., 1993), citogenético
(Alu y Murthy, 1994; Ortiz y col 1995), conductual ( Yoshino y col.,, 1994) y desarrollo
neurolégico (Cintra y col., 1994), crecimiento y desarrollo, mutaciones génicas (Cortés, 1993).

3. Estudios de los efectos causados por la desnutricion
3.1. Efectos a nivel fisiolégico y bioquimico
Parte del gran namero de investigaciones que se han realizado sobre los efectos de la

desnutricion, se han llevado a cabo a nivel bioquimico, ya que éstos son reflejados a nivel
fisiolégico en los nifios o en los organismos desnutridos. '




Algunos estudios han demostrado que durante la desnutricion, baja la sintesis de albumina

y otras proteinas (Dramaix y col, 1993). También se ha observado que la disposicion de

proteinas esta relacionada con la ganancia de peso y el crecimiento, cuando baja la tasa de

crecimiento, baja la ganancia de peso y por lo tanto hay pobre disposicion de proteinas. Sin
embargo hay evidencias de que, individuos en los cuales hay pobre disposicion de proteinas
(como pérdida de nitrogeno) y pobre ganancia de peso, son capaces de mantener un crecimiento
lineal. Si el crecimiento esquelético normal es dependiente de la disposicion de proteinas, ;co6mo
se mantiene el crecimiento en la presencia de una inadecuada deposicion de proteinas? Una de las
posibilidades propuestas es que, las proteinas se redistribuyan (es decir los aminoacidos para
sintetizarlas) de 6rganos viscerales o el musculo hacia el esqueleto (Baur y col., 1991).

En otros trabajos, han encontrado relacion de la desnutricion con las siguientes

alteraciones: baja concentracion de vitamina E, zinc, selenio y glutation; una proporcion reducida

de NADPH/NADP+; baja actividad de glutation peroxidasa y baja actividad inducible de
glutation-S-tranferasa. Se han reportado altas concentraciones de ferritina circulante y hierro
hepatico como fuentes de estrés oxidativo. El glutation participa en la sintesis de cisteinil
leucotrieno, y se ha observado.que a pesar de las bajas concentraciones de glutation, puede el
organismo- seguir sintetizando el cisteinil leucotrieno. El glutation también participa en otras
funciones metabolicas como son: mantenimiento del estado azufrado de las proteinas, proteccion
de las células a los agentes oxidantes y a los xenobidticos electrofilicos, locomocién de

neutrofilos y modulacion de receptor neuronal. Se ha encontrado que los nifios con desnutriciéon

tipo kwarshiorkor y con tipo marasmo tienen niveles bajos de glutation en forma reducida en los

eritrocitos. Becker y colaboradores (1995) encontraron que los pacientes no tenian mecanismos :-

compensatorios tales como un incremento en las actividades de las enzimas antioxidantes
glutation reductasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Consideran, ademas, que el
desplazamiento de glutation en la DCP puede estar directamente involucrado en la fisiopatologia.
Sin embargo, para evitar dafio, se propone que se debe conocer mas en relacion a las funciones
metabolicas que son influenciadas positivamente o negativamente por el glutation.

El acido linoleico y a-linoleico son acidos grasos esenciales (AGE), el humano debe
consumirlos de otras fuentes, ya que de ellos se derivan los acidos grasos que tienen cadenas de
18, 20 y 22 carbonos y que presenten dos y seis enlaces dobles. Se ha demostrado una relacion
directa entre una dieta adecuada de proteinas y el metabolismo de los acidos grasos esenciales.
Las alteraciones en el metabolismo de los acidos grasos poliinsaturados derivados de AGE podria
modificar la estructura y funciéon de la membrana celular, provocando un dafio permanente,
especialmente durante el periodo vulnerable de rapido crecimiento celular en el cerebro (antes de
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18 meses) (Marin y col,, 1991). Cedelhorm y col., por otro lado hicieron un estudio en nifios
desnutridos en donde encontraron que existe correlacion entre las bajas concentraciones de AGE

y la alteracion en la hipersensibilidad cutanea (Cedelhorm y col., 1994).

Varios estudios han demostrado que la produccion y concentracion de hormonas estan
alteradas en los nifios desnutridos. La hormona tiroidea, glucagén y la somatomedina se
encuentran disminuidas, mientras que la hormona del crecimiento aumenta en concentracion. La
insulina y los glucocorticoides se han encontrado en concentraciones normales, reducidas o
elevadas con una reduccion significativa en la afinidad por su receptor (Brown y Brasel, 1990).
Picarel-Blanchort y col. encontraron que en las ratas con una alimentacion deficiente en calorias
y proteinas tenian niveles de insulina significativamente menores a las ratas alimentadas
adecuadamente, y presentaron una pobre respuesta de insulina a la glucosa. Ademas observaron
que la velocidad del metabolismo de la glucosa fue mas alto, por lo cual sugieren un incremento
de la sensibilidad a la insulina. (Picarel-Blanchot y col., 1995).

La presencia del higado graso observado en pacientes desnutridos, puede explicarse por
medio de los siguientes mecanismos: incremento en la liberacion de acidos grasos hacia el
higado; alteracion en la B-oxidacion, expresion alterada de lipoproteinas; toxicidad en el
hepatocito (Suskind y col., 1990).

Otros grupos de investigacion se han interesado por las deficiencias de vitaminas y
minerales encontradas durante la DCP ya que contribuyen a la alteracion de la homeostasis asi
como también a los procesos metabodlicos, inmunes y endocrinos (Albrecht y Pélissier, 1995).
Velazquez y colaboradores, en su reporte de 1995, se enfocan en la biotina, una vitamina que
funciona como cofactor de las carboxilasas, como la piruvato carboxilasa, la propionil CoA
carboxilasa y otras. Las implicaciones de la deficiencia de esta vitamina son obvias, pues
afectaria directamente a la obtencion de energia en el nifio desnutrido. Este grupo de trabajo ha
encontrado evidencia de deficiencia de biotina en el plasma de algunos pacientes con DCP, por lo
cual estudiaron las actividades de carboxilasas en linfocitos y sus respuesta al suplemento de
biotina. Aunque existio gran variabilidad en los pacientes, observaron que un buen porcentaje de
nifios con desnutricion severa tuvieron actividades de propionil CoA carboxilasa deficientes.
También encontraron que el mayor incremento relativo en la actividad de las carboxilasas fue
visto en los individuos con menor actividades de carboxilasas y que ademas, recibieron el
suplemento de biotina (Veldzquez y col., 1995).




3.2. Efectos sobre la proliferacién celular

Algunos estudios a nivel celular se han enfocado hacia el analisis de la proliferacion
celular. En estos trabajos, el ADN es la molécula que ha dado mayor informacién acerca de los
cambios que ocurren durante el ciclo de vida de las células y ha sido util para determinar la
cinética de la proliferacion celular y el tiempo de duracion del ciclo celular. Se ha podido obtener
esta informacion por medio de la 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU), un analogo de la timina que
al afiadirse al cultivo se incorpord a las cadenas de ADN durante su duplicacion. Cuando se
tifieron los cromosomas con Giemsa, se logro la tincion diferencial de las cromatidas hermanas
en relacion a la cantidad de BrdU incorporada. Con esta metodologia se ha analizado, la duracion
del ciclo celular en células de médula 6sea de ratas desnutridas, tanto in vivo (Ortiz y Betancourt,
1984), como in vitro (Betancourt y col., 1992), y se ha encontrado un incremento de la duracion

del ciclo celular en los organismos desnutridos.

Por otro lado, en cultivos de linfocitos de nifios desnutridos, se observaron periodos mas
cortos del ciclo celular, en comparacion con los nifios bien nutridos (Mutchinick y col., 1979;
Gonzalez y col., 1990). Sin embargo, en un trabajo llevado a cabo por Ortiz y col., en 1995 (a),
se demostrd que este aparente acortamiento del ciclo se debe a que una fraccion de linfocitos
tiene una respuesta a la fitohemaglutinina més rapida, que se relaciona con un periodo de latencia
menor, esto es , un tiempo de transicion de la fase Go a G, mas corto. En ese mismo trabajo se
observé ademas, que la fraccion de células en activa proliferacion es menor y que el incremento
en la duracion del ciclo celular y el menor porcentaje de linfocitos que responden al mitogeno
persisten en los cultivos de nifios desnutridos aun después de un periodo de recuperacién

nutricional de dos a seis meses.

Recientemente, Gomez y col. (1996) con la metodologia de porcentaje de mitosis
marcadas, por incorporacion de timidina tritiada, determinaron en células de la médula 6sea de
ratas desnutridas durante la lactancia , que el incremento en la duracién del ciclo celular es
debido al incremento en la duracion de la fase G,+1/2M, lo que indica alteraciones en la sintesis
de proteinas requeridas en actividades especificas para el desarrollo de esta fase del ciclo celular
y la transicion a la fase de sintesis del ADN. Una observacion interesante en este trabajo es que
no se observaron deferencias en la duracion de la fase S (de sintesis de ADN) e inclusive ésta
parece ser mas breve en las células de las ratas desnutridas.




3.3. Estudios del efecto a nivel cromosomico

También se han realizado estudios con métodos citogenéticos como son: la frecuencia de
aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas, y recientemente se ha

estudiado la frecuencia de micronucleos.

Las aberraciones cromosomicas son anormalidades encontradas en los cromosomas de
una célula, las cuales pueden ser numéricas o estructurales. Con los estudios de aberraciones
cromosomicas se han obtenido diferentes resultados. Algunos autores encontraron diferencias
significativas entre los organismos desnutridos y los testigos (Vijayalaxmi, 1975; Alu y Murthy,
1993), pero en otros estudios no se observaron diferencias en las aberraciones presentes entre

ambos grupos (Thorburn y col,, 1972).

El estudio de los intercambios de cromatidas hermanas (ICH) es complementario al
estudio de las aberraciones, pues implica la aparicion de dafio en el material genético y su
reparacion por medio de ruptura y reuniéon del ADN. En un trabajo realizado in vivo, en células
de médula Osea de ratas desnutridas durante la lactancia se observd un incremento en la
frecuencia de ICH (Betancourt y col,, 1986). Un comportamiento similar fue observado por
Murthy y Srikantia en 1981, pero el estudio fue realizado en ratones adultos. En un estudio
realizado por Gonzalez en 1984, los linfocitos de nifios desnutridos no mostraron aumento en la
frecuencia de ICH por célula, al igual que en otro trabajo de Mutchinick en 1979. Mientras que,
otros autores si observaron aumento en la frecuencia de ICH en los linfocitos de nifios
desnutridos (Murthy y col., 1980; Ortiz y col., 1994).

Otro ensayo a nivel citogenético es el estudio de la frecuencia de micronicleos, los cuales
son fragmentos cromosémicos o cromosomas completos que no son integrados en el nucleo
principal durante la divisién, por lo tanto son considerados como un buen indicador de dafio
cromosomico. La eficiencia en la deteccion de los micronticleos se ha incrementado con el uso de
la metodologia de inhibicién de la citocinesis. En linfocitos de bazo de ratas desnutridas
experimentalmente durante la lactancia, se ha evaluado la frecuencia de micronicleos y se
observo una mayor frecuencia en las células de las ratas desnutridas en relacién a la observada en
ratas bien nutridas (Ortiz y col., 1995b).




3.4. Estudios del efecto a nivel del material genético

Recientemente, Betancourt y colaboradores (1995) realizaron un estudio en linfocitos de
nifios desnutridos, en el cual se observd, ademas del efecto causado por la desnutricion, el efecto
producido por las enfermedades infecciosas y los medicamentos administrados. Para este fin el
trabajo se realizé por medio del ensayo de electroforesis unicelular o del cometa, el cual revela el
dafio al ADN. Los resultados mostraron que las infecciones y la administracion de medicamentos
son factores importantes que pueden causar dafio al ADN de nifios desnutridos, en este trabajo se
propone profundizar sobre el efecto de las diferentes infecciones, medicamentos y grados y tipos
de desnutricion. Ademas, se considera importante, tomando en consideracion las ventajas de los
estudios en modelos animales, realizar investigaciones complementarios en ellos, se sugieren en
particular, ratas desnutridas experimentalmente durante la lactancia, para evaluar el efecto de la

desnutricion por si misma.

4. Deteccion de daiio al ADN por medio de electroforesis unicelular.
4.1. Desarrollo de la metodologia

El desarrollo de técnicas que permitan la deteccion de una manera sensible el dafio al
ADN es muy importante en diversos campos. En los ultimos afios se han desarrollado
metodologias para mostrar los rompimientos en la molécula del ADN, pero manteniendo la
individualidad de las células.

Rydberg y Johanson en 1978 (Citado en Tice, 1995) desarrollaron una metodologia para
cuantificar directamente el dafio al ADN manteniendo la individualidad de las células. Este
ensayo requeria que las células embebidas en agarosa, fueran puestas en un portaobjetos, se les
diera un tratamiento de lisis para romper membranas y un tratamiento alcalino para permitir el
desenrollamiento del ADN; posteriormente, se neutralizaba y se tefiia al ADN con naranja de
acridina. Usando un fotometro, observaban y median el radio de la fluorescencia verde
(indicando ADN de doble hebra) a la roja (indicando ADN de una sola hebra). Para probar la
sensibilidad para detectar el daiio en células individuales, Ostling y Johanson (citado en Tice
1995) desarrollaron en 1984 una técnica de electroforesis en microgel. En esta técnica, conocida
comunmente como el ensayo del cometa, las células embebidas en un gel de agarosa fueron
colocadas en un portaobjetos y se les dio un tratamiento de lisis con una soluciéon que contenia
detergente y altas concentraciones de sales, después de esto fueron puestas en un campo eléctrico




(electroforesis) bajo condiciones neutras. Las células con un aumento en el dafio mostraron un
incremento en la migracion del ADN hacia el anodo. La migracion fue cuantificada por medio de
un intercalante fluorescente, bromuro de etidio. Sin embargo, por medio de este ensayo sélo se
pueden ver las rupturas de doble hebra en la cadena de ADN, por tanto su utilidad se ha limitado

(Tice, 1995).

En 1988, Singh y colaboradores propusieron otra técnica de electroforesis unicelular, en
la cual se da un tratamiento alcalino antes de la electroforesis, para permitir que la molécula de
ADN se desenrolle. Esta ultima modificacion, permite que migre también el ADN que contiene
la ruptura de solo una de sus hebras. La electroforesis unicelular alcalina en gel (o ensayo del
cometa) es relativamente rapida, simple y altamente sensible, para medir y analizar
principalmente rompimientos de una sola hebra de ADN, aunque también se pueden detectar
rompimientos de dos hebras (Singh y col., 1988, Tice, 1995).

4.2. Principios de la electroforesis unicelular alcalina

La electroforesis unicelular alcalina es una adaptacion de otros métodos, como la
sedimentacion del nucleoide, y ensayo del halo. Durante el desarrollo del ensayo, se aprovechan
algunas caracteristicas de la molécula para hacer visibles los rompimientos. Las moléculas del
ADN de las células eucariontes estan superenrolladas y empaquetadas, lo cual permite que estén
contenidas en el nicleo. Los rompimientos de una sola hebra, liberan el superenrollamiento e
inducen a una estructura relajada. Si las células son permeabilizadas con detergente, y las
proteinas son extraidas con gran cantidad de sales, el ADN queda en una estructura parecida al
nucleo, denominada nucleoide, pero al existir un rompimiento, la estructura alterada del ADN,
forma un halo alrededor del nucleoide. Ademas, si el nucleoide se coloca en un campo eléctrico,
y se tifie posteriormente con bromuro de etidio, en lugar de observarse el halo, se forma una
estela, lo cual da una apariencia de cometa. Se ha encontrado que la longitud de la estela refleja
la cantidad de rompimientos en una célula. También se ha encontrado que la intensidad de la
fluorescencia se incrementa marcadamente con el incremento en la frecuencia de rompimientos
(McKelvey-Martin y col., 1993).

La metodologia propuesta por Singh ha tenido varias modificaciones, para aumentar la
sensibilidad, ya sea para detectar mejor los rompimientos de una sola hebra, o los sitios sensibles
a un medio alcalino. Dentro de las variables que afectan la sensibilidad se encuentran:

concentracion de la agarosa, composicion de la solucion de lisis, composiciéon y pH del
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amortiguador de electroforesis y condiciones de electroforesis (voltaje, corriente y duracion)
(Tice, 1995). En el cuadro | se sefialan algunas caracteristicas y variables que afectan el ensayo

del cometa.

Cuadro 1.- Caracteristicas y variables que presenta la electroforesis unicelular

Caracteristicas Variables que afectan la sensibilidad
Las células se mezclan con agarosa de La concentracion de agarosa de bajo
bajo punto de fusion. punto de fusion.

La mezcla se coloca en un portaobjetos Composicion de la solucidn de lisis.
totalmente esmerilado. La composicion y pH del amortiguador
Las células son lisadas por detergentes y de electroforesis.

altas concentraciones de sales. Condiciones de electroforesis (voltaje,
El ADN liberado se corre en electroforesis |amperaje y duracion)

por corto tiempo bajo condiciones neutras

o alcalinas.

El ensayo es ampliamente usado en estudios in vitro e in vivo para detectar dafio y medir

la capacidad de reparacion en el ADN inducido por varios agentes, teniendo como modelo
células de mamiferos. Las células provenientes del humano, como los linfocitos y fibroblastos,
son las mas estudiadas por medio de este ensayo (Singh y col.,,1990; Vijayalaxmi y col., 1992,
McKelvey-Martin y col., 1993; Betti y col.,1994). Sin embargo, algunos investigadores han
encontrado de gran utilidad la electroforesis unicelular, para realizar estudios en animales, como
son la rata y el raton, y en diferentes tipos celulares como son: fibroblastos, linfocitos, células de
la mucosa gastrica, de cerebro, higado, bazo y de la mucosa intestinal (McKelvey-Martin y col.,

1993). Las ventajas que presenta el ensayo del cometa se pueden resumir en el cuadro 2.
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Cuadro 2.- Ventajas presentadas por la electroforesis unicelular.

- Alta sensibilidad i
- Datos de células individuales

- Requiere de cantidades minimas de muestra ¢

i

-y

rod
E

- Relativamente facil de realizar ”«»‘

b
o

fe

- Se obtienen resultados en poco tiempo

i

[t B

‘i L.
. . . . ﬂ‘
- Se puede realizar en cualquier tipo celular, en cualquier T
Tim
. . [
especie animal. Q =
- Posible identificacion de tipos celulares 1 %l
) e

- Posible analisis automatizado

Una de las ventajas mas importantes es la capacidad para detectar dafio en cada celula,
haciendo posible identificar subpoblaciones resistentes o sensibles a agentes dafiinos para el
ADN; ademas la sensibilidad para detectar dafio al nivel de la célu:ia individual es comparable a

la obtenida en otros métodos los cuales miden el dafio promedio ara una poblacion de células
(Olive y col., 1992; Tice, 1995).

Otra ventaja que presenta es la facilidad para aplicar en combinacién otras técnicas, y asi
obtener una mayor informacion de las células. Un ejemplo de lo anteriormente dicho es el trabajo
de Strauss y col. (1994). En su estudio aplicaron principios de la técnica de separacion
inmunomagnética para distinguir en una electroforesis, a nucleoides correspondientes a los
linfocitos T. En la metodologia ellos mencionan un paso de marcaje de las células por medio de
microesferas cubiertas con anticuerpos fluorescentes contra el antigeno de linfocitos T, para
posteriormente hacer el ensayo del cometa, como lo describe Singh y col. (1988) con algunas
modificaciones (Singh y col.,1990; Vijayalaxmi y col., 1992). El uso de las microesferas permite
que se mantenga la marca debido a que quedan atrapadas en el gel, y por lo tanto no se pierden
en los pasos de lisis y tratamiento alcalino; ademas, se comprob6 que no afectan a la migracién
del ADN en la electroforesis. Las ventajas que representa esta modificacion son obvias, pues al
mismo tiempo que se detecta el dafio al ADN, se pueden identificar subpoblaciones celulares, y

esto ayudaria a detectar si una subpoblacion tiene sensibilidad diferente a agentes causantes de
dafio, o si tienen diferente capacidad de reparacion del mismo.
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Olive y Banath en 1992 lograron establecer una metodologia de electroforesis unicelular,
en la cual es posible distinguir a los nucleoides pertenecientes a células proliferantes de las no
proliferantes. Esto lo lograron directamente por la incorporacion de bromodesoxiuridina (BrdU)
en el ADN y tratamiento de los cometas con anticuerpos anti-BrdU conjugados con isotiocianato
de fluoresceina (FITC), con una posterior tincion de los cometas con yoduro de propidio (PI).
Los cometas que contuvieran al anti-BrdU y PI tuvieron un color amarillo, a diferencia de las

células no proliferantes (por lo tanto sin la marca de anti-BrdU) que tuvieron un color rojo.

Esquema General del protocolo del ensayo del cometa

Tratamiento

Reparacion-union del ADN

!

Suspension de células

l

Preparacion de las laminillas

/ | \\.

Lisis alcalina Lisis neutra
Desenro lamiento del ADN Lavado
Electrofore51s alcalina Electrofore51s neutra

Analisis de la imagen

13




4. 3. Estudios de daiio inducido por radiacién

La radiacion ionizante es un agente ambiental ubicuo, que al interaccionar con el ADN
celular produce una variedad de lesiones primarias, tales como rompimiento de una sola hebra,
de doble hebra, union cruzada ADN-ADN y ADN-proteinas, y dafio a las bases puricas y
pirimidicas. Mientras varias de estas lesiones pueden estar involucradas en la muerte celular por
radiacion, rompimientos sin reparar comunmente dirigen hacia una muerte celular (Olive y col.,
1992). La evaluacion de estas lesiones es un paso esencial para examinar la secuencia de eventos
que desembocarian en efectos mutagénicos, carcinogénicos y letales de la radiacion. Ademas, la
radiacion ionizante ha sido muy util para buscar metodologias mas sensibles para detectar dafios
pequeiios al ADN, evitando asi complicaciones de metabolismo implicitas en los farmacos, como
son permeabilidad de la membrana, distribucion intracelular y flujo de la droga, siendo ideal
también porque permite dar rapidamente una dosis exacta a todas las células de una poblacion
(Fairbain y col., 1995). Es por estas razones que los primeros trabajos en donde se aplica la

técnica del cometa se realizaron con radiacion ionizante como agente inductor de dafio.

Cuando Singh y colaboradores (1988), propusieron la técnica de electroforesis unicelular
alcalina, lograron correlacionar la longitud de la migracion del ADN con la magnitud del dafio
presente en cada célula, expuesta a radiacion X, en una exposicion de 0.25 Gy. En 1992
Vijayalaxmi y colaboradores hicieron algunas modificaciones a esta metodologia, permitiendo
que la longitud del cometa asi como también la distribucion del dafio entre la células, mostraran
una respuesta en funcion de la dosis de la radiacion y la duracion del tratamiento del alcali. Con
estas ultimas modificaciones lograron detectar dafio en dosis tan bajas de radiacion ionizante
como 0.05 Gy.

La deteccion del daiio al ADN producida por radiacion ionizante ha permitido estudiar los
mecanismos de reparacién ya sea en células con algunas alteraciones, o probando diferentes
agentes protectores o inductores de dafio (Rosselli y col., 1995; Nocentini, 1995; Miiller y col.,
1996). Otros trabajos han permitido observar que los tejidos responden de manera diferente a
una dosis determinada, deduciendo de esta manera, que las células provenientes de diferentes
tejidos pueden tener mayor proteccion al agente, o tal vez tienen mecanismos de reparacidn mas
eficientes (Fenech y col., 1991).
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4. 4. Estudios de dafio inducido por agentes quimicos

Existe considerable interés acerca de los efectos potencialmente genotoxicos que resulten
de la exposicion a substancias existentes en la naturaleza o hechos por el hombre, ya que la
acumulacion de dafio genético involucrado en procesos celulares tales como division, reparacion
del ADN y muerte celular, tiene un reflejo en la aparicion de cancer o en la vejez (Fenech'y
Rinaldi, 1994).

El ensayo del cometa ha sido de gran utilidad en el area de la genetica toxicologica, y
gran nimero de investigadores han utilizado la version alcalina para evaluar el efecto genotdxico

in vivo y/o in vitro de substancias quimicas, permitiendo evaluar también la reparacion. Como el

ensayo del cometa se puede llevar a cabo usando técnicas de microcultivo, resulta ser muy
valioso cuando solo se dispone de cantidades muy limitadas del quimico en prueba (Tice, 1995,
Monteith y Vanstone, 1995).

4.4.1. Agentes alquilantes

Desde 1962, cuando la 7-metilguanina se encontré como un producto in vivo, de la
dimetilnitrosamina administrada a ratas, la identificacion de sitios modificados por agentes
alquilantes ha incrementado que ahora se conoce que todos los oxigenos y nitrogenos de los
nucledsidos en el ADN y ARN pueden ser modificados. Sin embargo, cada reactivo produce

patrones caracteristicos de alquilacion, tanto in vitro como in_vivo. (Singer, 1989).

Numerosos medicamentos utilizados en la quimioterapia son agentes alquilantes, por lo
que también son muy estudiados. En 1992, Tice y colaboradores estudiaron el efecto de la
combinacion de algunos agentes alquilantes sobre linfocitos de sangre periférica en pacientes con
cancer mamario, por medio del ensayo del cometa, de este modo trataron de hacer una
evaluacion de la quimioterapia aplicada a los pacientes. Los autores propusieron la electroforesis
unicelular alcalina como una posibilidad para hacer un seguimiento de los niveles de dafio al
ADN en pacientes tratados con agentes genotoxicos. Ademas, se ha reconocido que la
heterogeneidad en la respuesta del medicamento representa un gran obstaculo para el efecto
curativo de la quimioterapia (Schober y col., 1994).

Otros autores han recalcado la importancia de la evaluacién de la exposicion ocupacional,

ya que muchos agentes alquilantes se encuentran en el ambiente de trabajo en numerosas
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industrias (Oesch y col., 1995). Las modificaciones producidas por este tipo de substancias
pueden resultar en mutaciones y eventualmente la carcinogénesis. Las células contrarrestan estas
lesiones por un grupo de enzimas de reparacion que reconocen las bases modificadas, lo cual

puede producir sitios sin bases puricas o pirimidicas (Fortini y col., 1996).

5. Tejidos hematopoyéticos y sangre

Las células de la sangre tienen una vida media corta y deben sustituirse continuamente a
partir de fuentes situadas fuera de la circulacion. El proceso de formacion de las células de la
sangre se llama hematopoyesis, y los organos donde tiene lugar se denominan Organos
hematopoyéticos. Los érganos hematopoyéticos principales de los mamiferos adultos son la

médula osea, el bazo, los ganglios linfaticos y el timo (Cormack, 1988).

Las dos subdivisiones principales de los tejidos hematopoyéticos son: tejido mieloide y
tejido linfoide. El tejido mieloide produce los eritrocitos, plaquetas y la mayoria de los
leucocitos, el cual corresponde a la médula osea roja. El tejido linfoide esta representado por el
timo, foliculos linfaticos, ganglios linfaticos y bazo. Una caracteristica de los tejidos linfoides es
que presentan poblaciones numerosas de linfocitos, puesto que son tejidos que participan en la
produccion de tales células o en las respuestas inmunitarias, o en ambos procesos. Esta
subdivisién no es tan estricta, pues una clase importante de linfocitos son producidos en la
medula 0sea. Por otro lado, prenatalmente en el hombre (y tanto postnatalmente y prenatalmente
en raton y rata), el bazo sirve como asiento de una activa hematopoyesis mieloide, aunque se
considera como organo linfoide (Cormack, 1988; Fawcett, 1992).

5.1. Médula ésea

La médula osea es el tejido mas importante de los o6rganos hematopoyéticos, pues es el
lugar principal de la hematopoyesis. Esta ocupa las cavidades cilindricas de los huesos largos y
los intersticios de la esponjosa de los cuerpos vertebrales, las costillas, el esternon y los huesos

planos del craneo y de la pelvis (Fawcett, 1992).

Dentro de los confines de los huesos, la médula dsea existe como un tejido ricamente
celular y con sistema muy desarrollado de senos venosos de pared muy delgada (Fawcett, 1992).
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Dos componentes pueden reconocerse en la médula: las células hematopoyéticas que comprenden
la mayoria de los elementos celulares y un componente de estroma altamente organizado que
apoya la proliferacion de las células hematopoyéticas. Las celulas hematopoyeéticas estan
transitoriamente en la médula y cuando maduran van hacia el torrente sanguineo. El estroma, sin
embargo permanece y sirve como andamiaje sobre el cual las células hematopoyéticas pueden
diferenciarse y madurar. La hematopoyesis efectiva es el producto de la interrelacion entre estos

dos componentes (Tavassoli y Mendel-Yoffey, 1983).

Las células hematopoyéticas tienen una alta radiosensibilidad en comparacion a otros
tejidos (Kreja y col., 1996), sin embargo las células de la médula 6sea son capaces de reconstruir
por completo el sistema hematopoyético de un animal letalmente irradiado (Golub, 1982).
Ademas todas las células sanguineas son derivadas de una sola célula comun, la célula basal
hematopoyética (Tavassoli y Mendel-Yoffey, 1983).

S.2. Bazo

El bazo es un organo abdominal situado en el hipocondrio izquierdo, por debajo del
diafragma; esta revestido en gran extension por el peritoneo visceral; esta unido al estdmago, al
diafragma y al rifidon izquierdo por medio de pliegues peritoneales, llamados ligamentos
gastroes‘pl‘énico, frenicoesplénico y esplenorrenal (Fawcett, 1992). Este 6rgano esta constituido
por dos componentes, la pulpa roja y .la pulpa blanca, las cuales deben su color a la que la
primera contiene gran cantidad de eritrocitos y la segunda por presencia de los foliculos linfoides
que contienen gran cantidad de linfocitos (Cormack, 1988).

El bazo tiene funcion hematopoyética mieloide durante los ultimos dias de gestacion y las
primeras semanas de la vida postnatal en el raton. En el hombre la hematopoyésis es detectable
en aproximadamente a las 12 semanas de gestacion. (Tavassoli y Mendel-Yoffey, 1983). La
capacidad de regenerar células hematicas del linaje mieloide se conserva durante toda la vida
adulta, pero solo se expresa en condiciones anormales, por ejemplo, una anemia hemolitica
severa (Cormack, 1988). Durante la edad adulta, se convierte en el principal sitio de destruccion
de las células rojas. (Fawcett, 1992; Krishna, 1990). Ademas, el bazo es el 6rgano linfatico cuya
estructura facilita las respuestas inmunitarias a antigenos que han llegado a la sangre circulante y
participa principalmente en la formacion de anticuerpos (Cormack, 1988).
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5.3. Sangre

La sangre es considerada como un tejido liquido constituido por eritrocitos (células
sanguineas rojas) y leucocitos (células sanguineas blancas), suspendida en el plasma sanguineo.
Circula por el sistema vascular, transportando oxigeno desde los pulmones y sustancias nutritivas
desde el tracto digestivo, hacia los otro tejidos del cuerpo; y transportando, para su excrecion,
CO, a los pulmones y productos de desecho nitrogenados a los rifiones. La sangre lleva a cabo un
constante intercambio de sustancias entre los componentes liquidos de la sangre y el liquido
tisular, el cual es esencial para la supervivencia de las células en todos los organos (Fawcett,
1992).

Aunque antes se pensaba que todas las células de la sangre llevaban a cabo sus funciones
en el torrente circulatorio, pronto se demostré que no es asi. Las plaquetas y los eritrocitos,
células sin ntcleo, llevan a cabo todas sus funciones en la sangre. Los leucocitos, células
nucleadas, estan transitoriamente en la sangre, pues emigran de modo constante a través de las
paredes de los capilares y de las vénulas hacia el tejido conjuntivo, en donde desempefian su
funcion (Fawcett, 1992, Cormack, 1988).

5.4. Estudios citogenéticos en tejidos hematopoyéticos y en sangre

Numerosos estudios citogenéticos se han llevado a cabo en células provenientes de sangre
periférica, médula 0sea y bazo, para evaluar genotoxicidad bajo condiciones in vivo o in vitro,
debido a las ventajas que ofrecen. Como ejemplo se mencionaran aqui algunos trabajos
realizados en estos tipos de células. '

Una prueba citogenética que ha sido muy util para evaluar el potencial mutagénico de
diversos agentes es la evaluacion de aberraciones cromosomicas. Gollapudi y col en 198'6,
utilizaron este ensayo para evaluar la falta de acido folico en linfocitos de ratas. Algunos autores
han estudiado las aberraciones cromosomicas en células de médula dsea de ratas (Sinha y col.,
1989). Otros han estudiado el efecto de algunas substancias, utilizando este ensayo en cultivos de
linfocitos humanos (Khalil y col., 1990).

En 1988 Sinha y colaboradores llevaron a cabo un trabajo en donde evaluaron la

frecuencia de ICH basales en linfocitos de sangre periférica humana y de rata en diferentes

medios de cultivo, en donde propone que las células sanguineas de rata son un buen sistema de
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prueba, pues son de relativamente facil acceso. Algunos estudios se han llevado a cabo para ver
el efecto citogenético producido in vivo por radiacion gama (Morales-Ramirez y col., 1984),
agua tritiada (Ikushima y col., 1984), o carcinogenos quimicos (Shelby y col., 1989) en células
de médula osea de raton. Krishna, en su reporte de 1986, recalco la utilidad de hacer estudios en

ensayos de ICH, tanto in vivo como in vitro, en células de médula 6sea y bazo de raton y hamster

Chino como una herramienta sensible para la deteccion de agentes genotoxico (Krishna y col,,
1986). Vian y col. (1993) llevo a cabo un trabajo en donde probd el efecto genotoxico de
diferentes substancias sobre linfocitos humanos; este autor hace hincapié en las ventajas que
ofrecen los linfocitos humanos como sistema de prueba como son: en principio provienen de

humanos, son células semisincronizadas y que pueden ser faciimente estimuladas para dividirse.

Krishna y colaboradores (1990) estudiaron la genotoxicidad de la dimetilnitrosamina,
utilizando el ensayo de micronucleos, tanto en células de médula 6sea como en células de bazo,
para obtener informacion complementaria entre ambos tejidos e investigar diferencias entre
ambos tejidos. Fenech y colaboradores, en 1991, llevaron a cabo un trabajo sobre el efecto de la
radiacion en el cuerpo entero de raton, en donde propusieron a los linfocitos de sangre periférica
y células de bazo de raton como un buen modelo para estudiar la induccién de microntcleos.

Benning menciond que la principal ventaja del bazo en estudios in vivo, es su ubicacién dentro

del cuerpo (Benning y col., 1992). Fenech y Rinaldi hicieron un trabajo en 1994, en donde ven la
relacion de micronucleos en linfocitos humanos y los niveles de vitamina C, E, By, y acido
tolico.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la linea de investigacion "Efectos a nivel celular y genético causados por la
desnutricion", se han realizado varios estudios en diferentes tipos celulares a nivel celular y
citogenético como son la proliferacion celular, la frecuencia de ICH y la frecuencia de
micronticleos en donde se han observado diferencias entre las ratas desnutridas
experimentalmente y las bien nutridas. Para entender los efectos causados por la DCP, ha sido de
gran utilidad realizar estudios en un modelo animal. El modelo experimental en ratas, en el cual
se induce la desnutricion, ofrece la ventaja de controlar variables que pudieran enmascarar o
alterar los efectos de la desnutricion, como puede ser el caso de la presencia de una infeccion,
también ofrece la ventaja de poder hacer estudios que desde el punto de vista ético tienen

limitaciones para realizarse en humanos.

Actualmente, es de interés estudiar el probable dafio en el ADN producido por la
desnutricion y evaluar si éste se presenta en diferentes tipos celulares, en ratas desnutridas
experimentalmente durante la lactancia. Para este fin se realiza el estudio en células de médula
Osea, debido a su importancia en la funcidn hematopovética, en células de bazo, por su
importancia en la maduracion de los linfocitos y en células de sangre periférica, por su
importancia en el funcionamiento del sistema inmune. Debido a la heterogeneidad celular de los
tejidos seleccionados, se hace la separacion de los linfocitos de bazo y sangre y de la serie

linfoide de médula Osea, para observar su respuesta a la DCP.
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OBJETIVO 2224783

El presente trabajo tiene como objetivo estudiar el dafio en el ADN por medio de
electroforesis unicelular, en diferentes células, de ratas desnutridas experimentalmente durante la

lactancia.

HIPOTESIS

Si la DCP es capaz de causar dafio a nivel de ADN en células provenientes de ratas

desnutridas experimentalmente, es posible detectarlo por medio de la electroforesis unicelular.

Si la DCP causa el dafio, las células pueden tener sensibilidad diferente, dependiendo del
tipo celular y del tejido del cual provengan.
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MATERIAL Y METODOS
1. Desnutricion Experimental Durante la Lactancia

Se emplearon ratas de la cepa Wistar de la colonia del Bioterio de la UAM-I. Las ratas, al
dia siguiente de su nacimiento, se distribuyen en dos lotes: lote experimental (desnutridas) y lote
testigo ( bien nutridas). La desnutricion se indujo por competencia de alimento durante la
lactancia, y para lograrlo se colocaron 15 crias con una nodriza (lote experimental) y el lote
testigo cinco crias con su nodriza. Se determiné el incremento en peso cada dos dias hasta los 21
dias de edad (dia del destete). (Ortiz y Betancourt, 1984). '

Se consideraron ratas con desnutricion severa aquellas que tuvieron un déficit mayor al
40% en relacion a ratas bien nutridas de la misma edad. El nimero de ratas en este estudio fue de

al menos diez bien nutridas y diez desnutridas.

2. Obtencion de células
2.1. Extraccion de Sangre

Las ratas de 21 dias de edad, se anestesiaron con éter, y con una jeringa heparinizada se

les extrajo la sangre por puncion cardiaca.

2.2. Extraccion de Médula Osea

Las ratas se sacrificaron con una sobredosis de éter. Posteriormente se disecto el fémur, se
cortaron las dos cabezas del fémur, y se introdujo la aguja de una jeringa con 3 ml de solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS, libre de Ca™ y Mg™", Microlab) libre de calcio y magnesio y se
extrajo la médula Osea. Se resuspendio suavemente con una pipeta pasteur. Se extrajo la médula

osea de 10 ratas bien nutridas y 10 ratas desnutridas.
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2.3. Extraccion de Bazo

Se disecto el bazo y se coloco en una caja con PBS con 20 mM de EDTA (Sigma). El
tejido se cortd con tijeras de diseccion, hasta lograr cortarlo en trozos muy pequefios,
permitiendo asi que las células se resuspendieran en PBS. Se extrajo el bazo de 12 ratas bien

nutridas y 11 desnutridas.

2.4. Separacion de Linfocitos

En un tubo de centrifuga se afiaden 2 mi de linfograd (Microlab), después se aiiadi6 la
suspension celular en PBS, cuidando de que no se mezclaran las dos soluciones. Se centrifugo a
3000 rpm durante 20 minutos. Los linfocitos separados quedaron en la interfase de las dos
soluciones. Los linfocitos se resuspendieron en PBS vy se centrifugaron a 1000 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante se retiro y el paquete celular se resuspendi6é en PBS. La separaracion de
linfocitos se hizo para la sangre (9 ratas BN y 9 DN), el bazo (10 ratas BN y 10 DN), y con el
mismo método se separd la serie linfoide de la medula 6sea (10 ratas BN y 10 DN).

Se tratd que de una misma rata se obtuvieran todas las células antes mencionadas, sin

embargo por diferentes razones, esto no fue posible.
2.5. Congelamiento de las células sanguineas

Las células se colectaron, centrifugando a 1000 rpm durante 10 minutos. Se retiro el
sobrenadante y se resuspendi6 el boton celular en una solucion de 90% de suero fetal de ternera
inactivado por calor (60°C durante 30 minutos) y 10% de dimetil sulfoxido (DMSO, Sigma). Se
coloco la suspension celular en un criotubo y se guardé en un ultracongelador a -40°C.
2.6. Descongelamiento

El criotubo con las células congeladas se descongelo y fue centrifugado inmediatamente a

1200 rpm durante 10 minutos. Se quito el sobrenadante y el boton celular se resuspendio en 3 ml
de PBS libre de Ca™" y Mg y se centrifugd por 10 min a 1200 rpm. ‘
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2.6. Viabilidad

La viabilidad se midio en todas las muestras por medio del método de incorporacion de
azul tripano (Microlab). Las células vivas se observaron al microscopio sin tefiir, mientras que las

muertas se tifleron completamente.

3. Ensayo de Electroforesis Unicelular
3.1. Preparacién de geles

El ensayo se baso en la descripcion de Singh y col. (1988), con algunas modificaciones.

Se prepararon agarosa de bajo punto de fusion y agarosa regular al 0.5% y 0.75%
respectivamente, en amortiguador de sales de fosfatos (PBS, Microlab) libre de calcio y
magnesio, se calentaron en horno de microondas para disolver (30 segundos aproximadamente).

Se colocaron 120 pl de agarosa regular en un portaobjetos completamente esmerilado
(marca Fisher finest) y se coloco un cubreobjetos, cuidando de no formar burbujas y se dejo
solidificar por aproximadamente 10 minutos. Después de que solidifico la capa de agarosa, se
removio el cubreobjetos y se agregaron sobre el portaobjetos 75 pl de agarosa de bajo punto de
fusion conteniendo aproximadamente 105 células. Se colocd un cubreobjetos y se dejo enfriar
sobre hielo, para que se solidificara rapidamente, aproximadamente 5 minutos. Se removio el
cubreobjetos y se afiadieron 75 ul de agarosa de bajo punto de fusion, se dejé solidificar sobre
hielo por 5 minutos aproximadamente. El cubreobjetos se quitd y la preparacidn se dejo inmerso
en una solucion de lisis que fue preparado como sigue: NaCl 2.5 M (Técnica Quimica), EDTA
(Sigma) 100 mM, sarcosinato de sodio al 1% (Sigma) y Tris 10 mM (Sigma), a un pH de 10.0, y
se agrego Triton X-100 al 1% (v/v)(Sigma) y DMSO al 10%.

Después de una hora a 4°C, las preparaciones se retiraron de la solucion de lisis y se
colocaron en una caja de electroforesis horizontal (Biorad). Los reservorios se llenaron con
amortiguador de electroforesis preparado con NaOH 300 mM (Técnica Quimica) y EDTA 1 mM
en agua desionizada, la solucidén cubrid a las preparaciones y se permitio el desenrollamiento del
ADN por exposicion a un medio alcalino durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo, se conecto
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la fuente de poder, se ajustd a 25 volts y 300 miliamperes, y se dejo correr la electroforesis
durante 15 minutos. Después del tiempo de electroforesis, las preparaciones se retiraron de la
camara, se colocaron en una superficie y se gotearon hasta que se cubrieron con amortiguador de
neutralizacion (Tris 0.4 M, se ajusto el pH con HCl a 7.5), dejandolos por 5 minutos. Se repitio

el proceso dos veces mas.

Las preparaciones se hicieron por triplicado en cada muestra de células. Todas fueron

codificadas en el momento de elaborarlas para ser analizadas en ciego.

3.2. Tincion de las Células y Observacion

Para la tincion de las electroforesis se utilizaron 50 pl de una solucion de bromuro de
etidio en una concentracion de 2 pg/ml en agua destilada, . Las observacionés se hicieron con un
objetivo 40x en un microscopio de epifluorescencia (Olympus), equipado con un filtro de
excitacion de 515-560 nm y un filtro barrera de 590 nm. Se contaron 100 células por tejido, 50
células en dos preparaciones, y se conto una tercera cuando se observo disparidad en alguna de
las dos preparaciones contadas. La longitud de la cola se midi6 a partir de del limite del
nucleoide hasta el final de la cola. La longitud fue medida por medio de un analizador de
imagenes marca Synoptics, por medio del programa VIDS.

Los siguientes esquemas resumen la metodologia que se realizo en el presente trabajo.
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Desnutricion y obtencion de células

Desnutricion experimental durante la lactancia

1

Obtencion de sangre Obtencion de médula osea Extraccion de bazo

|
N ]

Sangre Separacion de Células de  Serie Células de  Linfocitos
completa linfocitos meédula 6sea linfoide bazo de bazo
completa

Suspension de células para realizar el ensayo del cometa
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Esquema General del protocolo del ensayo del cometa

Suspension de células

U

Preparacion de las laminillas

J

Lisis alcalina

U

Desenrollamiento del ADN -

J

Electroforesis alcalina

Tincion

U

Analisis de la imagen y obtencion de resultados

Analisis de resultados
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4. Analisis de Resultados

Se obtuvo el promedio de migracion de ADN por rata, para determinar diferencias entre
los grupos en la longitud de la estela, la cual se relaciona con el nivel de dafo. El analisis
estadistico se realizd por medio de las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y la U de
Mann-Withney, comparandose el efecto de la desnutricion sobre el dafio al ADN vy la sensibilidad
diferencial de cada tipo celular. Ademas, los nucleoides fueron clasificados por intervalos, segun
el grado de migracion que presentaron y fueron comparados por medio de la prueba de X,

También se obtuvo el coeficiente H, que se calcula dividiendo la varianza sobre el
promedio. El coeficiente H es una medida de dispersion, en relacion a la variabilidad intercelular,
que indica la homogeneidad en los datos cuando el valor de H es bajo o la heterogeneidad en los
datos cuando es alto. Se hizo el analisis estadistico por medio de las pruebas no paramétricas de
Kruskal-Wallis y la U de Mann-Withney.
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RESULTADOS

1. Peso de las ratas

Se estudiaron 16 ratas bien nutridas (BN) y 16 ratas desnutridas (DN). Los pesos de las
ratas de ambos grupos, a los 21 dias de edad, se muestran en el Cuadro 1; el promedio para ratas
testigo fue de SO.1 + 7.2 g, mientras que en las DN fue de 25.0 £3.0 g, siendo estadisticamente
diferentes. También en este cuadro se muestra el déficit de peso en la ratas DN, el cual es en
promedio de 50.7 % + 5.7 y varia dentro de un intervalo de 40.1 a 59.1%, considerandolas de

esta manera como ratas con desnutricion grave.

Al momento de hacer las camadas experimentales (DN) y las camadas testigo (BN), el
peso de las ratas a un dia de nacidas no mostraron diferencia estadistica, sin embargo, durante el
periodo de la lactancia y al final de ella (21 dias), se observa que el incremento de peso fue

mucho menor en el grupo experimental, en comparacion al grupo testigo.

2. Viabilidad

La viabilidad se midié en todas las muestras de los diferentes tipos celulares, tanto en
ratas bien nutridas como en las desnutridas. En todos los casos se observo una alta viabilidad, con

un porcentaje mayor o igual al 90 % de células vivas.
3. Daiio al ADN

El cuadro 2 muestra el promedio de migracion del ADN en las células de bazo en 12 ratas
BN y 11 ratas DN, asi como también el error estandar (E.E.) y el coeficiente de dispersion H. El
promedio de migracion en 12 ratas BN fue de 12.30 um con un E.E. de 1.18, con un intervalo de
5.18 a 18.80 um, mientras que en las DN el promedio fue de 18.25 um, con un intervalo de 9.63
a 3633 um, y un EE. de 2.29. Los grupos se compararon por medio de la prueba no
paramétrica, U de Mann- Withney. Al comparar ambos grupos se encontré6 que diferencia
estadistica, siendo mayor la migracion en el grupo DN (p<0.05). Al hacer la comparacion del
coeficiente H, no se observo diferencia, por lo cual se puede decir que en ambos grupo existe la
misma variabilidad.
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El cuadro 3 muestra que el grupo de ratas BN (n= 10) tuvo una migracion de 5.81 um,
dentro de un intervalo de 1.41 a 11.14 um, en células de medula osea, y un E.E. = 0.98, mientras
que el grupo DN (n= 10) tuvo una migracion de 13.41 um, mas del doble con respecto al grupo
BN, con valores desde 7.50 2 35.93 um y un E.E. = 2.67. El grupo de las DN (n= 10) mostré
tener mayor migracion del ADN que en el grupo de BN (p<0.05). Al comparar el coeficiente H,

no se encontro diferencia estadistica entre ambos grupos.

CUADRO 1. Peso de las ratas bien nutridas y desnutridas a los 21 dias de edad.

Bien nutridas Desnutridas
Rata Pesoeng Pesoen g Déficit (%)
1 453 27.2 45.7
2 62.5 225 551
3 471 23.1 53.9
4 56.1 214 57.3
5 50.6 22.7 54.7
6 473 28.0 44 1
7 402 209 58.3
8 57.8 253 49.5
9 57.8 30.0 40.1
10 47.2 20.5 59.1
11 512 26.1 479
12 493 251 499
13 441 24.0 521
14 62.1 28.1 439
15 52.3 26.6 53.1
16 44 4 27.0 46.1
Prom.= 50.1 25.0 50.7
D.E. 7.2 3.0 5.7
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CUADRO 2. Promedios de migracion del ADN en células de bazo de ratas bien nutridas y
desnutridas a los 21 dias de edad.

f Bien nutridas Desnutridas
Rata migracion E.E. H Rata migracion EE. H
n=12 (Lm) n=11 (1vm)
l 5.18 1.72 56.95 1 9.63 153  36.63
2 6.85 1.46 30.98 2 12.99 246  46.57
3 9.27 2.13 49.03 3 13.68 253  70.64
4 9.52 1.90 38.03 4 13-79 1.93 37.41
5 11.90 2.03 34.93 5 13.89 2.20 51.26
6 12.32 2.71 5949 6 14.11 2.16 33.22
7 12.75 2.40 45.09 7 18.07 334 61.22
8 13.68 1.92 27.09 8 21.48 2.83 38.43
9 14.12 2.56 47.64 9 21.57 2.58 30.76
10 15.88 1.92 23.66 10 25.27 376  72.03
11 17.31 3.45 68.65 11 36.33 276 21.47
12 18.80 3.27 56.82
Prom=1] 12.30 1.18 44.86 18.25 229 4542
EE= 4.08 5.39
222473

CUADRO 3. Promedios de migracion del ADN en células de médula 6sea de ratas bien
nutridas y desnutridas a los 21 dias de edad.

[ Bien nutridas 1 Desnutridas

Rata migracion E.E. H Rata |migracion EE. H

n=10 (um) n=10 (um)

10 1.41 6.63 35.12 l 7.50 1.76 41.13
6 3.12 1.05 43.28 6 7.73 1.45 41.15
1 3.38 1.21 23.56 10 8.15 1.70 35.58

11 4.12 0.98 36.72 3 9.17 1.72 4833
3 5.16 1.79 31.12 4 994 1.96 38284
5 5.70 1.45 35.66 9 12.53 1.62 21.76
2 5.84 1.17 62.10 7 12.84 2.53 5032

12 8.89 2.05 47.64 2 13.64 2.01 2975
8 938 1.84 36.20 11 16.64 2.17 2831
9 11.14 1.75 41.17 8 35.93 2.82 22.13

Prom.= 5.18 0.98 3926 13.41 2.67 3573

EE.= 324 3.18

31




El promedio de migracion de los leucocitos de sangre se muestran en el cuadro 4. El
promedio de migracion en el grupo BN (n=10) fue de 1939 um y E.E. = 1.98, con valores que
van de 11.82 a 29.31 um. El grupo DN (n=10) tuvo en promedio, una migracion del ADN de
4435 um (mas del doble), con valores desde 12.80 hasta 88.80 um, y E.E. de 7.70. Los
coeficientes H fueron de 38.19 con un E.E. en ratas bien nutridas, y 30.89 con un E.E. de 3.48 en
ratas desnutridas. Los datos de este cuadro muestran que las ratas DN tienen significativamente
mayor migracion que la observada en las ratas BN (p< 0.05). Al comparar el coeficiente H, se

observa que no hay diferencia estadistica.

CUADRO 4. Promedios de migracion del ADN en leucocitos de sangre de ratas bien
nutridas y desnutridas a los 21 dias de edad.

Bien nutridas | Desnutridas
Rata migracion E.E. H Rata |[migracion EE. H
(pm) (um)

6 11.82 238  47.88 7 12.80 1.57 28.63
7 11.89 1.87  46.02 6 14.59 1.96 39.16
12 16.63 1.74 18.13 1 23.34 420 4630
2 16.87 235 32.63 10 36.76 3.05 2575
11 17.39. 236 3195 5 42.61 410 4261
13 17.53 296  49.08 12 45.90 3.60 28.80
3 19.77 2,12 34385 4 46.52 3.50  26.17
14 22.97 286 3641 13 62.20 220 1190

5 2977 422  37.69 14 70.00 3.10  19.10
15 2931 4,96 47.22 3 88.80 8.50 40.50
Prom.=1] 1939 1.98 38.19 44 35 7.70  30.89
EE= 3.05 3.48

Los datos de la migracion en nucleoides de linfocitos de bazo se muestran en el cuadro 5.
Aqui se puede observar que las ratas BN tuvieron 10.57 pm de dafio en promedio (n=10), con un
intervalo de 1.39 a 37.90 um, y un EEE= 3.66. Las ratas DN mostraron un promedio de
migracion de 20.94 um (n= 10), y un E.E.= 5.67, con un intervalo de 2.40 a 49.90 um. Los
valores del coeficiente H fueron de 30.23 con un E.E. = 2.80 en el grupo BN, y 30.84 con un
E.E= 347 en el grupo DN. El dafio mostrado por las ratas desnutridas, fue casi el doble en
comparacion con las ratas bien nutridas, lo cual di6 una diferencia estadisticamente significativa

(p<0.05). El coeficiente de dispersion no fue significativamente diferente entre ambos grupos.
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CUADRO 5. Promedios de migracion del ADN en linfocitos de bazo de ratas bien nutridas
y desnutridas a los 21 dias de edad.

Bien nutridas | Desnutridas 1
Rata migracion E.E. H Rata [migracion EE. H
(um) (um)

2 1.39 0.68 17.29 15 2.40 1.57 28.63

1 1.69 0.69 28.20 4 501 196 39.16

6 3.38 1.10 35.96 1 6.13 420 46.30
16 4.84 1.49 46.05 6 9.12 3.05 2575

5 5.08 1.27 31.74 9 11.44 410 4261
10 5.43 183 30.82 16 14.77 3.60 28.80

8 8.22 1.44 25.17 7 26.71 3.50 26.17
12 16.70 2.61 40.85 11 36.63 220 11.90
11 21.12 3.34 25.35 2 47.26 3.10 19.10

9 37.90 2.81 20.92 8 49.90 8.50 40.05
Prom.=| 1057 3.66 30.23 20.94 567 30.84
EE= 2.80 3.47

Los datos del cuadro 6 muestra el dafio al ADN en médula 6sea separada. El grupo BN
tuvo una migracion de 8.83 um, con valores desde 2.78 pm hasta 26.02 um y un EEE.= 2.18. El
grupo DN muestra una migracion de 16.23 pum, con un valor minimo de 3.21 pm y un maximo
de 47.27 pum, y un E.E.= 4.28. En este cuadro se puede ver que las ratas desnutridas tienen
mucho mayor dafio (casi el doble) en promedio que el grupo de ratas bien nutridas (p<0.05). Con
respecto al coeficiente H, no se encontré diferencia significativa entre el grupo BN (Promedio de
38.17, E.E. = 5.48) y el grupo DN (40.59 en promedio, E.E.= 5.05)

El cuadro 7 muestra la migracion en los linfocitos de sangre, tanto en ratas BN como ratas
DN. En el grupo BN se observa un valor minimo de 21.35 um y un maximo de 54.90 um, con un
promedio de 38.22 um y un E.E.=4.21. El grupo DN tuvo como minimo 31.66 pm y un maximo
de 70.77 um, con un promedio de 55.08 y un E.E. = 5.38. Con estos datos se puede observar que
las células de las ratas desnutridas tienen mayor dafio al ADN que las ratas bien nutridas (p<
0.05). El coeficiente H no fue diferente estadisticamente eﬂtre el grupo BN y (promedio= 15.27,
E.E=3.74) y el grupo DN ( promedio= 10.95, E.E.= 3.04). El valor menor de coeficiente H
indica una mayor homogeneidad en dafio entre las células con mayor dafio.
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CUADRO 6. Promedios de migracion del ADN en médula dsea separada de ratas bien
nutridas y desnutridas a los 21 dias de edad.

Bien nutridas Desnutridas
Rata migracion E.E. H Rata |migracton EE. H
(m) (im)

6 2.78 1.48 78.70 9 321 1.43 63.83
1 3.72 1.34 46.62 15 410 1.43 49.93
6 4.80 1.36 38.36 7 8.34 1.65 4163

10 6.11 1.62 42.96 1 8.82 1.73 50.99
2 6.20 1.00 17.32 4 10.96 2.10 41.63
5 7.39 1.38 25.76 11 13.85 1.88 26.69
8 7.49 1.60 34.20 10 14.61 209 2971

11 11.63 1.57 32.02 6 1 21.03 4.15 45381

12 12.17 1.90 44.58 8 30.12 528 4901

26.02 2.35 21.19 16 47.27 1.78 6.69

Prom.= 8.37 1.99 38.17 20.94 5.67 40.59

EE= 5.48 5.05

CUADRO 7. Promedios de migracion del ADN en linfocitos de sangre ratas bien nutridas y
desnutridas a los 21 dias de edad.

Bien nutridas Desnutridas
Rata migracion E.E. H Rata |migracion EE. H
(pm) (um)

2 2135 279  36.63 7 31.66 222 1557
12 22.45 2.19 21.41 1 36.28 334 3078

5 30.69 2.40 18.77 6 39.62 219 1150

6 34.09 1.66 8.09 3 55.48 1.46 3.87
11 34.41 2.78 22.45 10 55.50 274 13.50

9 45.79 1.76 6.76 9 61.01 292 1397

8 45.89 2.87 17.95 16 68.10 1.51 3.33
16 54.38 1.24 2.85 4 77.28 1.33 2.29
17 54 90 1.18 2.54 2 70.77 1.62 3.74
Prom.=| 3822 4.21 15.27 55.08 538 1095
EE= 3.74 3.04
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Cuando se compararon todos los grupos se encontro diferencia estadistica significativa en
la migracion de ADN (p<0.05). Esta diferencia se observo que es debido a la desnutricion, como
se considera en los parrafos anteriores. Sin embargo, también se observo que el tipo celular
contribuye, es decir que un tejido muestra mas dafio que otro. Se encontrd que tanto en ratas bien
nutridas como en ratas desnutridas, el tejido que muestra menos dafio es la médula o6sea
completa, mientras que en los leucocitos de sangre es mayor (Cuadro 8). Ademas, se compard
entre tejido completo y células separadas, observandose que las células de médula 6sea separada
y los linfocitos de bazo y sangre tienen mayor migracion en comparacion a las células no
separadas (p<0.05).

CUADRO 8. Promedio de migracion (um) del ADN en los diferentes tipos celulares de

ratas bien nutridas y desnutridas

Tipo celular Bien nutridas Desnutridas

~ Prom. EE. Prom. EE.
Bazo 12.30 1.18 1825 229
Meédula osea 581 0.98 13 .41 2.67
Leucocitos de sangre 19.39 1.98 4435 7.70
Linfocitos de bazo 10.57 3.66 20.94 5.67
Serie linfoide de médula 6sea 8.83 2.14 16.23 428
Linfocitos de sangre 38.22 420 55.08 538

Cuando se compararon los coeficientes de dispersion entre los diferentes tejidos, se
encontro que los leucocitos de sangre tienen menor dispersion que las células de bazo en ratas
desnutridas (p< 0,05). También se encontré que los linfocitos de sangre tienen un valor H
significativamente menor que los linfocitos de bazo y la serie linfoide de médula dsea en ratas
DN (p < 0.05). En el caso de las ratas bien nutridas, se encuentra que los leucocitos de sangre
tienen menor dispersidn que en bazo (p < 0.05), ademas esta diferencia se mantiene en los
linfocitos aislados de ambos (p < 0.05).




Las Figuras del 1 al 6 muestran la distribucion en porcentaje, de la migracion del ADN en
células de cada tipo celular. Se puede observar que en el caso del bazo y la médula Osea, el
porcentaje de nucleoides con una migracion menor a 20 um es cercana al 80 % en casi todas las
ratas bien nutridas, mientras que en las ratas desnutridas disminuye este porcentaje en algunas.
En el caso de los leucocitos de sangre, se puede ver que el porcentaje de nuceloides con una
migracion menor o igual a 20 um varia en las ratas bien nutridas, aproximadamente desde un
40% hasta cerca del 80 %. Sin embargo, en el caso de las ratas desnutridas se observa que este
porcentaje disminuye a menos del 40 % en varias de ellas. Ademas se puede ver que en casi todas

las ratas existen dos picos en la distribucion.

En el caso de los linfocitos de bazo y la serie linfoide de médula dsea también se observa
el mismo comportamiento mostrado por las células sin separar. En el caso de los linfocitos de
sangre se observa que el porcentaje de nucleoide con migracion menor a 20 um disminuye en las
ratas bien nutridas en comparacion a los leucocitos de sangre. Ademas es evidente que en las
ratas desnutridas se desplaza la distribucion en cuanto a la migracion, indicando que aumenta el
porcentaje de nucleoides con una mayor migracion del ADN, y se observa que desaparece uno de

los picos observados en las leucocitos.
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Figura 1a. Distribucion (%) de la migracion en células de bazo en ratas bien nutridas
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Figura 1b. Distribucion (%) de la migracion en células de bazo en ratas desnutridas
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Figura 2b. Distribucion (%) de la migracion en células de médula 6sea en ratas desnutridas
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Figura 3a. Distribucion (%) de la migracion en leucocitos de sangre en ratas bien nutridas
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Fi o . . .
gura 4b. Dsitribucion (%) en la migracion en linfocitos de bazo de ratas desnutrida
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Figura 5a. Distribucion (%) de la migracion en células de médula dsea separada en ratas bien

nutridas
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Figura 6a. Distribucién (%) de la migracion en linfocitos de sangre en ratas bien nutridas
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Los linfocitos de sangre periférica mostraron una distribucion mucho mas amplia en la
migracion del ADN, en comparacion a los tipos celulares anteriores. Esto se ve reflejado en los
.datos graficados de las Figuras 6a y 6b. En ambos grupos se puede observar que ninguna rata
alcanza porcentajes mayores al 60 % de nucleoides con migracion de 0 a 20 um. En las ratas
desnutridas se puede observar que cinco de nueve muestran un nimero mayor de nucleoides con
estela entre 61 y 80 um, mientras que las ratas bien nutridas se observa que la tendencia es a
tener migraciones menores a 61 um. El porcentaje de nucleoides con migracion mayor a 60 um
fue de 17.3 % en el grupo BN y 44.7 % en el grupo DN.

En las Figuras 7 a la 12, se grafican las proporciones de nucleoides clasificados segtin el
grado de dafio y comparando entre el grupo BN y DN. En el caso de las células de bazo (Figura
7), se puede observar que la proporcion de células sin dafio y dafio bajo es menor en las ratas
desnutridas que en las bien nutridas, pero en dafio moderado y alto esta tendencia cambia, pues es

mayor la proporcion de nucleoides en el grupo DN que en el BN.

La Figura 8 muestra las proporciones de nucleoides con diferente grado de dafio en
células de médula osea. Se puede observar que los nucleoides sin dafio es mayor en ratas bien
nutridas, mientras que en dafio bajo, moderado y alto, esta tendencia se invierte, pues es mayor el

numero de células en las ratas desnutridas.

Las proporciones de nucleoides clasificados en los diferentes grados de dafio, en
leucocitos de sangre, se muestran en la Figura 9. Aqui se aprecia que la proporcion de nucleoides
sin dafio y dafo bajo es mayor en las ratas bien nutridas; sin embargo en dafio moderado y alto
se observa que es mayor la proporcion en las ratas desnutridas, apreciandose que el grupo DN

tiene un numero mucho mayor de células con darfio alto que en el grupo BN.

La Figura 10 muestra las proporctones de nucleoides clasificados en diferentes grados de
dano, tanto del grupo BN como el DN, de linfocitos de bazo. Aqui se puede apreciar que solo en
el caso de ceélulas sin dafio, el nimero es mayor en las ratas bien nutridas, pues en los otros

grados de dafio se invierte esta tendencia.
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En la Figura 11 se observa que en el caso de la medula osea separada, la proporcion de
nucleoides sin dafio es mayor en las ratas BN, mientras que en dafio bajo son muy similares entre
ambos grupos. También se observa que las ratas desnutridas muestran un mayor numero de

nucleoides en grado moderado y alto que las ratas bien nutridas.

La Figura 12 muestra los resultados de la clasificacion de los nucleoides, segin su
migracion, en linfocitos de sangre. Esta grafica muestra que el nimero de nucleoides sin dafio es
mucho menor tanto en el grupo de ratas BN como en el grupo DN, en comparacion a todos fos
tipos celulares anteriores. También se observa que en las clases sin dafio, dafio bajo y dafio
moderado, las proporciones mayores de nucleoides las muestra el grupo BN, mientras que en
dafio alto, el grupo DN muestra proporciones mayores en comparacion al BN. Ademas, si se
observa con mayor detenimiento, se puede decir que las proporciones en las ratas desnutridas se
encuentran desplazadas hacia la derecha, en comparacion a las ratas bien nutridas, y esto se ve
mas claro cuando se observa que las ratas BN tienen una mayor proporcion de células en dafio

moderado, mientras que las ratas DN tienen un mayor nimero en dafio alto.

En los Cuadros 9 y 10 se muestran las proporciones de nucleoides, segin el grado de
dafio, en cada tipo celular. Cuando se realizo la comparacion tomando en cuenta la clasificacion
del grado de daiio, se encontrd que en todos los tipos celulares existe diferencia significativa
entre ratas bien nutridas y ratas desnutridas (p<0.05). Los datos muestran que en el caso de las
células de bazo y de médula 6sea, las ratas desnutridas tienen una proporcion de nucleoides con
dafio alto aproximadamente del doble que la observada en las ratas bien nutridas. En los
leucocitos de sangre se observa que la proporcion de nucleoides con dafio alto casi se triplica en

las ratas desnutridas en comparacion a las ratas bien nutridas.

Por otra parte, en las células aisladas se observa que la proporcion de nucleoides con dafio
en los linfocitos de bazo y la serie linfoide de la médula 6sea casi se triplican en las ratas
desnutridas, si se compara con las bien nutridas, mientras que en el caso de los linfocitos de
sangre la proporcion de estos nucleoides es aproximadamente de 2.5 veces al basal del grupo
testigo.
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CUADRO 9. Proporcion de nucleoides con diferentes grados de daiio en bazo, médula 4sea

y leucocitos de sangre en ratas bien nutridas y desnutridas.

Bazo M¢édula 6sea Leucocitos de sangre
Grado dejValor en] BN DN BN DN BN DN
daiio nm
sin dafio 0-20 757 679 866 699 608 385
bajo 21-40 105 96 64 149 168 135
moderado {41-60 73 103 48 103 113 169
alto 61-> 65 122 22 49 111 311

CUADRO 10. Proporcion de nucleoides con diferentes grados de daiio en bazo, médula

0sea y leucocitos de sangre en ratas bien nutridas y desnutridas.

Linfocitos de bazo Médula 6sea separada | Linfocitos de sangre
Grado de|Valor en| BN DN BN DN BN DN
darfio pnm
sin dafio 0-20 784 610 798 683 235 122
bajo 21-40 94 141 123 121 221 128
moderado |41-60 81 132 47 - 96 352 253
alto 61-> 41 117 32 100 192 497
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DISCUSION

En México, la desnutricion afecta principalmente a los nifios en edad preescolar, como
consecuencia de la pobreza e ignorancia que prevalece en algunos sectores de la poblacion. Esto
da pauta a que numerosos grupos de investigacion estudien los efectos de este padecimiento, ya
sea en un modelo humano (muestras que se obtienen en hospitales bajo vigilancia estricta), o en
un modelo animal como el utilizado en este trabajo. La induccion de la desnutricion durante la
lactancia ofrece un buen modelo para evaluar los efectos de la DCP por si misma, ya que se
controlan variables, como la presencia de algun proceso infeccioso, o la administracién de

antibioticos, que generalmente se presentan en asociacion con la desnutricion.

Este trabajo se realizé con el propodsito de demostrar que la DCP es capaz por si misma de
afectar la integridad al ADN, en forma de rompimientos de una hebra de la doble hélice, usando

como modelo experimental a ratas desnutridas durante la lactancia.

Al observar el grupo de ratas bien nutridas y el de ratas desnutridas se aprecia que existe
variabilidad dentro de cada grupo. La variabilidad presentada hace que algunos promedios de
migracion individuales se traslapen, es decir, tanto en el grupo de ratas BN y en el grupo de DN
se presentan algunos valores muy semejantes (Cuadros del 2 al 7). Sin embargo, se puede decir
que en general las ratas desnutridas tienen mayor migracion que las bien nutridas, lo cual se
comprueba con el analisis estadistico. Por lo tanto se puede afirmar que la DCP induce un

aumento en los rompimientos de las moléculas de ADN.

Cabe mencionar que la metodologia utilizada en este estudio es muy sensible, permitiendo
detectar 0.1 rompimientos de ADN por 10’ dalton. Otra caracteristica muy importante es su
capacidad para detectar diferencias intercelulares en el dafio al ADN y su reparacion en
virtualmente cualquier poblacion de células eucariontes (McKelvey y col., 1993; Tice, 1995)). .

Estos resultados estan de acuerdo con los datos obtenidos en trabajos realizados
anteriormente. En 1972, Betancourt y colaboradores encontraron que los nifios desnutridos
tuvieron aberraciones cromosomicas en mayor numero que en adultos sanos, encontrando un
mayor porcentaje de fragmentos; estos resultados estaban en contradiccion con los resultados de
Thorburn y colaboradores (1972), pues ellos no observaron una relacion entre la desnutricion y
las aberraciones cromosomicas y sugirieron que la discrepancia entre sus resultados y los
obtenidos por otros autores se debia a la intervencion de otros factores , como son la presencia de
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alguna infeccion o la ingestion de remedios caseros, capaces de aumentar la proporcion de
aberraciones. En cuanto a un modelo experimental, Vijayalaxmi en 1975, encontré un
incremento en la proporcion de aberraciones cromosomicas en células de ratas alimentadas con
una dieta baja en proteinas, mostrando que una dieta baja en proteinas tiene una influencia
adversa sobre la integridad estructural de los cromosomas de la médula 6sea de las ratas.

Castro, en su articulo publicado en 1987, resalta la importancia de conocer la interaccion
del estado nutricional sobre la estructura del cromosoma. Esta autora hace mencion de trabajos
en donde se observo el efecto de nutrientes especificos relacionados en la condensacion
cromosomica (Ej., zinc y magnesio), sobre la estructura de los cromosomas, los cuales revelaron
que las deficiencias de estos nutrientes estan correlacionados con rompimientos cromosomicos,
deleciones o sitios fragiles. También menciona que otros trabajos demostraron cambios en las
configuracion de orden superior de la cromatina en interfases causado por alteraciones en el
balance de carbohidratos, grasa o componentes proteicos en la dieta. Estos ultimos hallazgos los
relaciona con posibles alteraciones en la expresion de los genes afectados por las modificaciones

de configuracion.

Ortiz y col. (1995) observaron que la desnutricion severa aumenta la frecuencia de
microntcleos en linfocitos en ratas desnutridas de 21 dias de edad. Estos resultados apoyan que
la DCP tiene un efecto sobre la integridad del ADN, ya que los micronucleos se forman por
fragmentos cromosomicos o cromosomas completos que no se han integrado al nacleo principal.
Ademas, Betancourt y colaboradores en 1995, hicieron un estudio, utilizando la metodologia de
la electroforesis unicelular alcalina, en nifios bien nutridos y desnutridos, en donde encontraron
un incremento en la migraciéon en el ADN en leucocitos de sangre periférica, y que este
incremento esta asociado a la DCP. Sin embargo, se debe tener en cuenta que en sus resultados
influyen otros factores que acompafian a la desnutricion como son las infecciones y el
tratamiento con medicamentos de las mismas.

Betancourt y colaboradores, en su trabajo de 1995, propusieron que el incremento en el
dafio asociado con la desnutricion puede estar relacionado a la deficiencia de varios nutrientes
necesarios para la sintesis de proteinas asociadas con la integridad del ADN y/o a una capacidad
disminuida para reparar los niveles normales de dafio al ADN, permitiendo que el organismo
desnutrido sea mas susceptible al dafio ambiental.

Diversos estudios han encontrado que el metabolismo de proteinas se ve alterado durante
la desnutricion. En 1994, se realizé un trabajo en ratas desnutridas, en cual se estudi6 la sintesis

56




de proteinas durante la regeneracion del higado; este estudio muestra que la sintesis de proteinas
durante la desnutricion no aumenta tanto como en los animales bien nutridos. En este caso los
autores proponen que baja la sintesis de proteinas y otras moléculas de exportacion, lo cual
permitiria que en las ratas desnutridas se lleve a cabo la regeneracion del higado (Skullman vy
col., 1994).

Otro trabajo, se realizd para encontrar las posibles alteraciones de la desnutricion sobre el
transporte de aminoacidos, mas especifico, el transporte de la alanina en higado (Gomez-
Angelats y col, 1995). Los resultados mostraron que la desnutricion durante la lactancia afect6
visiblemente el transporte de alanina mediado por sodio, por lo cual concluyen que la
desnutricion caldrico proteica puede substancialmente afectar el metabolismo de aminoacidos,
debido a la alteracion del transporte dependiente de sodio. En otros trabajos han encontrado
niveles bajos de albumina en nifios con DCP, lo cual afectaria también el transporte de varias
moléculas a través del torrente sanguineo (Dramaix y col., 1993 ).

Los trabajos anteriormente mencionados apoyarian que durante la desnutricion no hay
suficientes nutrientes para mantener todas las funciones de un organo, como el higado, ademas de
que se afecta la disponibilidad de los mismos nutrientes. Si no hay los elementos suficientes para
mantener todas las funciones de una célula, como repercutiria en la integridad del ADN?. Una
posibilidad podria ser que no lleve a cabo una duplicacion adecuada del ADN durante la fase de
sintesis. Lo anterior tendria apoyo en el trabajo de Bansal-Rajbanshi y Mathur (1985), en donde
se encuentra que la fase S en células de ratas desnutridas es evidentemente mas larga. Otra
posibilidad es que durante la vida de la célula no sea posible reparar todos los dafios que pudiera
darse en el ADN, ya que los mecanismos de reparacion pueden ser deficientes por falta de

nutrientes.

Tambien es posible que el dafio sea causado por la ausencia de moléculas que impidan el
dafio oxidativo . El dafio oxidativo puede ser originado por radicales libres o especies reactivas
de oxigeno, los cuales son producidos por: 1) metabolismo oxidativo, 2) la actividad de la
citocromo P,so microsomal, la cual es inducible por compuestos extrafios, y/o 3) por un
incremento en la respiracion de fagocitos estimulados. La mayoria de la superoxido formada por
estas actividades es eliminado por la accion del superdxido dismutasa, la cual produce peroxido
de hidrogeno, pero este a su vez es metabolizado a productos finales no daiiinos por la glutation
peroxidasa (Thurman, 1990). Algunos autores proponen que la DCP disminuya la actividad de la
glutation peroxidasa por los bajos niveles de selenio, un elemento necesario para el
funcionamiento de esta enzima (Thurman, 1990; Albrecht y Pélisser , 1995). Ademas se reducen
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las concentraciones de vitamina E, la cual se sabe que es un buen agente antioxidante (Albrecht y

Pélisser, 1995).

Otros estudios que apoyan un posible aumento de radicales libres durante el
padecimiento, han encontrado que la concentracion de glutation en la sangre disminuye tanto en
niflos con desnutricion tipo marasmo como en nifios con desnutricion tipo kwarshiorkor,
encontrandose en éstos ultimos una disminucion mas marcada. (Becker y col, 1995 Albrecht y
Pélisser A., 1995). Becker encontrd ademas que no se observan mecanismos compensatorios
tales como un incremento en las actividades de las enzimas antioxidantes glutation reductasa y
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Hay que recordar que el glutation, ademas de mantener los
sulfidrilos de las proteinas, es un tripéptido importante en la proteccion de las células contra

agentes oxidantes.

Se sabe que las especies reactivas de oxigeno y las especies reactivas de nitrogeno
(radicales libres) causan alteraciones en el ADN, por ejemplo mutaciones en un par de bases,
rearreglos, deleciones, " inserciones y amplificacion de secuencia. El grupo hidroxilo es
especialmente dafiino ya que genera una variedad de productos a partir de las cuatro bases
nitrogenadas de los acidos nucleicos. Por otro lado, el radical superoxido ataca selectivamente a
la guanina. El oxido nitrico o sus productos reactivos derivados de él, son agentes mutagenos que
tienen el potencial de producir reacciones de nitracion, nitrosacion y desaminacion en las bases
del ADN. Aunque no queda muy claro como las especies reactivas llegarian a las cercanias del
material genético nuclear y asi ser capaces de atacarlo (Wiseman y Halliwell, 1996), es evidente
que al bajar los niveles de las moléculas capaces de evitar el dafio oxidativo en la célula es mas
probable que se produzca dafio en el ADN. Sin embargo cabria preguntarse ;seria posible
disminuir el dafio al ADN si se pone a disposicion de las células factores antioxidantes? (la célula
seria capaz de reparar el dafio?.

La electroforesis unicelular alcalina permite una evaluacién adecuada de los niveles de
dafio al ADN en varios subtipos de leucocitos en un individuo y en muestras celulares de otros
tejidos (Tice, 1995), debido a su sensibilidad y flexibilidad. En diversos estudios se ha
encontrado que los diferentes tipos celulares en mamiferos difieren marcadamente en su
respuesta a una variedad de factores como: radiacion ionizante, agentes alquilantes, etcétera
(Kreja y col, 1996, Vaghef y col., 1996). Para la realizacion de este trabajo se considero
importante observar si todos los tipos celulares presentaban dafio o si alguno de ellos no lo
presentaba. Como se comprobé en los resultados, todos fueron afectados por la desnutricion, ya
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que en todos los casos, las células de las ratas desnutridas presentaron un dafio mayor en

comparacion a las ratas bien nutridas.

En cuanto a la diferencia encontrada entre los diferentes tejidos, se puede mencionar que
algunos autores reportan que células de diferente tipo muestran diferencias al dafio al ADN basal
o en la respuesta a diferentes factores. Fairbairn y colaboradores (1994) observaron que algunos
tipos celulares presentan una mayor cantidad de sitios sensibles al alcali (células de rifion y
espermaticas) que otros (células de bazo y timocitos). Teniendo en cuenta lo anterior, se puede
explicar que en las ratas bien nutridas se encuentren diferencias en las migracion de nucleoides
de médula dsea, bazo y sangre. Es posible pensar que exista un mayor numero de sitios sensibles
al ambiente alcalino en sangre que en bazo y meédula Osea, y estos se expresen como
rompimientos de una sola hebra después de realizar la electroforesis, o bien que tengan una
mayor susceptibilidad y por lo tanto un mayor nimero de rompimientos.

Es conocido que las células hematopoyéticas de la médula 0sea son mucho mas sensibles
a la radiacion ionizante que las pertenecientes a otros tejidos, sin embargo se ha encontrado que
las células del estroma de la médula 6sea son claramente mas resistentes (Kreja y col., 1996). Lo
anterior apoya los resultados obtenidos, pues se encontré que la serie linfoide tiene mayor dafio,
tanto basal como durante la desnutricion, que las células de la médula Osea completa. Sin
embargo no necesariamente estas células deben ser mas sensibles que las pertenecientes a otros
tejidos, ya que en un trabajo realizado en células de raton se demostro que el benzo(a)pireno
induce rompimientos de una sola hebra en células de higado pero no asi en linfocitos y células de
médula 6sea (Vaghef y col., 1996).

Algunos estudios sugieren que los linfocitos de bazo tienden a mostrar una mayor
sensibilidad que los linfocitos de sangre periférica a los efectos dafiinos de agentes quimicos y
radiacion ionizante sobre los cromosomas. Tucker y col., en 1986 observaron que hay una mayor
sensibilidad a la induccién de intercambios de cromatidas hermanas en bazo en oposicion a
linfocitos de sangre periférica cuando se les expone a etilnitrosurea, por lo cual sugiere que los
linfocitos de bazo pueden ser deficientes en la reparacion comparados con su contraparte en la
sangre periférica. Por otro lado, otro estudio mostro que los linfocitos de bazo tienen una mayor
frecuencia de micronucleos que los linfocitos de sangre periférica cuando los ratones son
sometidos a radiacion X. La explicacion propuesta para este comportamiento la atribuyen a
factores tales como a) diferencias en el nivel de antioxidantes en el bazo y sangre periférica y b)
la radiosensibilidad aumentada de los linfocitos de bazo debido a que varios estan en la fase S

durante la radiacion (Fenech, 1991).

59




En las células de sangre, podemos decir que existen dos poblaciones celulares que
responden de manera diferente al dafio. Lo anterior se puede observar en la Figura 3a, en donde
hay una ligera tendencia en las ratas 13, 14 y mayor en la 15, en mostrar dos picos en la
distribucion de la migracion del ADN. La tendencia se muestra con mayor claridad en las ratas
desnutridas, en donde se puede observar que siete de las 10 ratas tienen dos picos en la
distribucion (Figura 3b). Esto indica que existen dos poblaciones que responden de diferente
manera a la DCP, una mostrando mayor migracion que la otra. Las Figuras de linfocitos de
sangre muestran que el comportamiento ya mencionado desaparece casi en todas la ratas, tanto
bien nutridas como desnutridas, lo cual muestra que existe una marcada diferencia en la respuesta
de los linfocitos del resto de los leucocitos, ademas se puede decir que los linfocitos de sangre
tienen mayor susceptibilidad, ya que tienen mayor migracion que las células de sangre completa
(Cuadros 4 y 7). Esta observacion es similar a la obtenida en el estudio de Holz y colaboradores
(1995), quienes encontraron menor cantidad basal de rompimientos de una sola hebra basales en
monocitos que en linfocitos humanos. También en otro estudio se observo que los granulocitos
muestran diferente susceptibilidad en comparacion a los linfocitos humanos, cuando reciben
radiaciones ultravioleta y gama, ademas determinaron que tienen diferente respuesta a la
reparacion (Lankinen y col., 1996). Por otro lado, la sensibilidad puede ser diferente entre una u
otra poblacion de linfocitos, ya que en un trabajo efectuado en 1989, se encontré que los
linfocitos B muestran una méyor frecuencia de microntcleos que los linfocitos T, en cultivos con -

peplomicina (Slavutsky y Knuutila, 1989).

La electroforesis unicelular alcalina permite medir el dafio al ADN en células
individuales, haciendo posible estimar el coeficiente H de dispersion para probar si la
variabilidad intercelular fue o no similar entre ratas bien nutrida y desnutridas. Los resultados
indican que la variabilidad intercelular se mantiene entre ambos grupos. La menor dispersion
encontrada en los leucocitos y linfocitos de sangre indica que el dafio mostrado se manifestd en
mayor numero de células. También se puede determinar la heterogeneidad en la respuesta de
diferentes tipos celulares presentes en una misma muestra. Se ha recalcado que las
subpoblaciones celulares que varian en el dafio al ADN inducido por diversos factores, aumentan
la heterogeneidad en los datos, por lo cual el coeficiente H es mayor que cuando se separan estas
subpoblaciones (Olive y col., 1992). Este comportamiento se observa claramente en las células
provenientes de sangre, ya que el coeficiente H es mayor en las células de sangre completa a los
linfocitos aislados, tanto en ratas bien nutridas como en las ratas desnutridas.
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También se efectud el analisis de los resultados por medio del grado de daiio,
identificandose cuatro: sin dafio, con dafio bajo, moderado y alto. Esta forma de agrupar a los
nucleoides da informacion acerca de la extension del dafio entre ellos y facilita la observacion y
analisis de las distribucion del dafio (Schober y col., 1994; Tice, 1995.) Los resultados mostraron
que la proporcion de células con mayor dafio es mas alto en las ratas desnutridas, en todos los
tipos celulares. Esto concuerda con lo observado tomando en cuenta solo los promedios de
migracion. Ademas los datos indican que los linfocitos de bazo y la serie linfoide de médula

dsea son mas susceptibles a presentar dafio que el total de las células componentes de ambos

222475

En la Figura 9 se aprecia claramente que los leucocitos de sangre tienen menor cantidad

tejidos.

de nucleoides sin dafio, tanto en ratas bien nutridas como en desnutridas, en comparacion a las
células de bazo y médula, y ademas tienen un nimero mayor de nucleoides con dafio alto en ratas
DN. Cuando se analiza a los linfocitos de sangre se observa que el numero de nucleoides sin
dafio disminuye considerablemente, lo cual indica que células que no muestran dafio estan en los

otros tipos de leucocitos.

Como consideraciones finales, se puede decir que la desnutricion favorece la aparicion del
dafio al ADN en todas las células estudiadas. Una forma en la que se puede afectar directamente
es por la falta de nutrientes importantes en la condensacion de los cromosomas, afectando la
integridad del ADN. La falta de nutrientes también podria afectar de manera indirecta al material
genético, ya que la falta de moléculas importantes para la duplicacion podria reflejarse en una
sintesis defectuosa de ADN. La deficiencia en la sintesis de proteinas podria alterar de una
manera indirecta los mecanismos de reparacion del material genético, lo cual favoreceria el
incremento en el dafio. También puede considerarse que la falta de nutrientes provocaria una
deficiencia en los mecanismos protectores contra el dafio oxidativo. Es importante mencionar que
es necesario llevar a cabo estudios en donde sea posible observar como se produce el dafio
genético en los organismos desnutridos.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio indican que la desnutricién calorico proteica

inducida durante el periodo de la lactancia favorece el dafio en el material genético.

Los datos de este trabajo muestran un incremento en el dafio al ADN en las células
provenientes de organismos desnutridos. Este dafio se presentd en todos los tipos celulares

analizados.

También se observo que los linfocitos de bazo, de sangre v la serie linfoide de la médula
Osea muestran una mayor migracion, lo cual se puede considerar que son mas susceptibles a

presentar dafio al ADN durante la desnutricion.

La sensibilidad de la electroforesis unicelular alcalina permitid determinar el dafio
presenta en células individuales y ademas, apreciar que existe variabilidad individual en las ratas

de ambos grupos.
El analisis del coeficiente H de dispersion mostro que al separar poblaciones celulares, la

heterogeneidad intercelular en general disminuye, lo cual refleja que existen subpoblaciones que

tienen una respuesta heterogénea.
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