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RESUMEN 

La  desnutrición es  un síndrome  que  se  encuentra  ampliamente  distribuido por el mundo 
que  además,  existe con una alta prevalencia en los países pobres. Se presenta  como  consecuencia 
de una deficiente ingestión o utilización de dietas con bajo contenido  proteico, y es en los niños 
en donde los efectos de la desnutrición pueden ser  devastadores. 

Los  modelos  experimentales en animales  son una herramienta  muy poderosa para el 
estudio  de  diferentes padecimientos y permiten además  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 desnutrición.  Además. los modelos animales han sido iltiles para estudiar los efectos  de la 
desnutrición en diferentes  grupos  de edades, desde los prenatales hasta edades  avanzadas. 

El ensayo de la electroforesis unicelular alcalina es una  metodología  muy  sensible para 
detectar  rompimientos  de una sola hebra o sitios sensibles al medio  alcalino,  manteniendo l a  

individualidad de la célula. Al realizar la electroforesis  unicelular, las moléculas  con 
rompimientos  son las que migran hacia el ánodo y se pueden observar  como  una  estela que  sale 
del nucleoide. Se ha encontrado  que la estela formada  tiene relación con la cantidad de  daño 
producido en  el ADN. 

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el daño al ADN por medio  de  electroforesis 
unicelular, en células de la médula ósea, del bazo, y de  sangre  periférica de ratas desnutridas 
experimentalmente  durante la lactancia. 

A ratas de la cepa  Wistar se les indujo desnutrición durante la lactancia. Al final  del 
periodo  de la lactancia, se obtuvieron la sangre, bazo y mkdula ósea; se hizo la separación de 
linfocitos  de  sangre y bazo y la serie  linfoide  de la médula ósea, por medio  de  un  gradiente de 
densidad. Se midió la viabilidad celular y se la electroforesis unicelular alcalina. Se analizaron 
100 nucleoides por muestra, se obtuvieron los promedios de  migración y los coeficientes de 
dispersión. Además, se clasificaron los nucleoides en diferentes  categorías. 

Las ratas bien nutridas tuvieron un peso en promedio de 50.1 k 7 .2  g, mientras que en las 
ratas desnutridas fue  de 25.0 & 3 g, mostrando diferencia estadística 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  daño en el ADN muestran un  claro 
incremento, en todos los tipos celulares provenientes de las ratas desnutridas en todos los casos 
las diferencias  fueron  estadísticamente  significativas. Tamb:ién se  observó  que el coeficiente  de 
dispersión H no fue diferente  entre las ratas BN y las DN. 

Los resultados obtenidos  en  este trabajo muestran claramente  un  incremento  en  el  daño en 
el ADN  en las células provenientes de  organismos desnutri.dos, afectando  a los tipos celulares 
estudiados  en  este  trabajo. La variabilidad intercelular no se vio afectado por la desnutrición. 

Este  daño es posible que  se produzca por que no se  lleve a cabo una  duplicación  adecuada 
el ADN  durante la fase  de síntesis; otra posibilidad es que: los mecanismos de reparación  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 protección  contra  agentes 
causantes  de  daño  oxidativo. 



1. Desnutrición 

Los  procesos biológicos críticos tales como  diferenciación,  desarrollo, crecimiento Y 
adaptación  metabólica dependen de la expresión gen'ética, 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 regulación de la expresión genética, la 
transcripción y duplicación, así  como  también en las maldificaciones postranscripcionales y 

postransduccionales  (Castro,  1987). 

La  desnutrición  es  un  síndrome  que se encuentra  ampliamente  distribuido  por  el mundo y 
existe con una  alta  prevalencia en los países pobres, en los que  la  frecuencia se está 
incrementando  rápidamente, ya que la pobreza, el desempleo  y la ignorancia  están  presentes  (De 
Mello,  1994). La desnutrición se presenta como  consecuencia de una  deficiente  ingestión ylo 
utilización  de dietas con bajo contenido  principalmente  proteico. Se presenta  principalmente en 
los niños, y es en quienes los efectos de la desnutrición pueden ser  particularmente  devastadores, 
debido  a  que en los primeros  años  de la vida el crecimiento  corporal es rápido y los 
requerimientos de nutrientes  son mayores (Cravioto y Arrieta, 1985). En 1975, Cravioto 
consideró  a la desnutrición  como  un  trastorno causado por el hombre,  quien  al  permitir  el 
mantenimiento de un  sistema  social inadecuado, consciente o inconscientemente  permite que  se 
produzcan  individuos  desnutridos. 

A pesar de  que  la  desnutrición  no es padecimienito reciente,  su  reconocimiento  y 
caracterización  comenzó hasta hace  relativamente poco tiempo. La descripción de  la DCP 
comenzó  de el siglo pasado, cuando  Hinojosa  en 1865 hizo una de las primeras  descripciones de 
la desnutrición,  al  igual  que  Coindet en el mismo año (Cit,ados en  Cravioto  y Vega-Franco, 
1995). A partir de entonces se hicieron numerosas descripciones  del  síndrome,  recibiendo  en 
cada  una de ellas  diferentes  nombres.  Fue hasta 1946 cuando Grómez definitivamente la identificó 
y le asignó el nombre  de  desnutrición, describiendo los diferentes  grados de intensidad del 
desorden y dando  como una causa común un aporte o asimilación deficiente de alimento por el 
organismo  (Cravioto y Vega-Franco, 1995). Gómez c1asific:ó la desnutrición en tres grados, 
dependiendo del porcentaje  de pérdida de peso corporal, esta clasificación es muy útil 
actualmente  para  fines clínicos y de  investigación. 
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Desnutrición  de  primer  grado (o leve).-Desnutrición molderada o que ha actuado por poco 
tiempo. Dentro de esta clase se clasifica a los niños que tienen un déficit corporal del 10% al 
24% del promedio  correspondiente para su edad. 

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

Desnutrición  de  tercer  grado, conocida también  como  Desnutrición  calórico  proteica  (DCP) o 
severa: En ella el organismo ha agotado casi todas las resemas, 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 niño con DCP tipo kwarshiorkor,  el  déficit  de peso es menor, debido  a que presenta  edema. 
Los daños  causados a nivel somático,  funcional  e inclluso psicológicos  suelen  ser  serios, 
requieren  hospitalización.  Estos niños tienen una  alta tasa de mortalidad. 

Actualmente se considera  que  otros  indices  antropométricos  son  útiles  para  medir  el 
estado  nutricional y crecimiento  del niño (Suskind y col., 1.990). La altura  para la edad  provee 
información  en  términos  del  crecimiento lineal, mientras que el peso por altura  refleja la armonía 
del  crecimiento y es particularmente  sensible  a  disturbios  del  crecimiento  (Onís y coi.,  1993). 

Antes de  1950, la proporción de muertes  entre los niños que ingresaban a los hospitales 
con desnutrición  severa era  seis  de  cada  diez.  Para 1960 la proporción  descendió  drásticamente  a 
cinco de cada  cien;  sin  embargo no se puede  decir lo mismo con respecto al número de casos que 
presentaron  este  síndrome.  Cravioto  consideró  que "La medicina actual  reduce la mortalidad 
causada por la desnutrición , pero no la morbilidad" (Watts, 1976; Cravioto y DeLicardie, 1976). 
En 1982, estudios  sobre la mortalidad infantil en América Latina, revelaron  que la desnutrición 
es responsable  directa o indirectamente  de más de un tercio dle las muertes de niños de O a 5 años 
(Arrieta y Cravioto,  1982).  En 1988 se había  calculado  que en México existía un  16.3 % de niños 
menores de cinco años, 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 más en Asia que en &rica, y 2.3 veces  más  en 
África  que en América  Latina  (Onís y col., 1993). En general  cerca de 195 millones de niños en 
el mundo  son  desnutridos.  En  América  Latina se ha estimado  que 12 millones de niños  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). 
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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  además  probar  diferentes  tratamientos  potenciales  (Senior,  1995). 

Los estudios en niños 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,  además la existencia  de  otros  factores  que 
generalmente  acompañan  a la desnutrición,  como  son las infecciones,  pueden  alterar o 
enmascarar los efectos  causados por el padecimiento.  Por las razones  anteriormente  expuestas,  es 
necesario  proponer y realizar  estudios en animales  desnutrid'os  experimentalmente  como  modelos 
ya que  de  esta  manera es  posib4e controlar  diversas  variables. 

Para el estudio  de los efectos  causados por la des'nutrición, 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  último,  el  corto 
promedio  de  vida  de los animales y el menor  costo han hecho atractiva  la  experimentación  en 
animales  para los investigadores  (Galler y Kanis,  1987). 

Para el estudio  de los efectos  causados por la  desnutrición, 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). 

Además, los modelos  animales han sido  útiles  para  estudiar los efectos  de la desnutrición 
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 desnutrición  (Winick y Noble,  1966;  Lebenthal y 
Rossi, 1983); los efectos  específicos en cada  periodo puede:n 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 crítico en los procesos  de  crecimiento y desarrollo,  puesto  que los efectos  de 
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la desnutrición  durante  este periodo son más severos  que los observados  en  adultos  (Winnick y 
Noble, 1966; FIó y col.,  1991). 
periodo 

Se han aplicado una variedad de métodos para inducir la desnutrición  en  animales fetales 
o lactantes. Los métodos usados más frecuentemente incluyen: 

1) alimentación  de la madre  con una dieta  baja en proteínas durante la gestación o la lactancia 
2) alimentación  adecuada en composición pero baja en cantidlad 
3) reducción del número de glándulas mamarias disponibles para l a s  crías  lactantes 
4)  incremento del tamaño  de la camada  (inducción por competencia de alimento) 
5) rotación de las crías  entre nodrizas lactantes y no lactantes o entre  nodrizas  lactantes y una 
incubadora 
6) alimentación artificial de las crías en un  ambiente  controlado. 

Básicamente son'dos los métodos utilizados para inducir desnutrición  durante la lactancia 
en animales  experimentales.  Uno está basado en la baja calidad de la leche, donde las crías son 

alimentadas por una  madre  desnutrida  (Marín y col., 1995). El  otro  método  está  basado eE la 
reducción de la cantidad de alimento, la desnutrición es inducida por incremento  del  número de 
crías por nodriza.  Por lo tanto, la cantidad de leche  que  cada  cría  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: bioquímico  (Skullman y 

col.,  1994),  celular  (Betancourt  y  col.,  1992),  inmunológico ( Feledi y col., 1993), citogenético 
( A h  y Murthy, 1994; Ortiz  y  col 1995), conductual ( Yoshino y col., 1994) y desarrollo 
neurológico  (Cintra y col., 1994), crecimiento  y desarrollo, mutaciones  génicas (Cortés, 1993). 

3. Estudios de los efectos  causados por la  desnutrición 

3.1. Efectos  a  nivel  fisiológico y bioquímico 

Parte del gran  número de investigaciones que  se han realizado sobre los efectos de la 
desnutrición, se han llevado a cabo a nivel bioquímico, ya que  éstos  son  reflejados a nivel 
fisiológico  en los niños o en los organismos  desnutridos. 



I 

Algunos estudios han demostrado  que  durante la desnutrición,  baja la síntesis  de  albúmina 
y otras  proteínas  (Dramaix y col.,  1993).  También  se ha observado  que la disposición  de 
proteínas  está  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 disposición  de  proteínas.  Sin 
embargo hay evidencias  de  que,  individuos en los cuales hay pobre  disposición  de  proteínas 
(como  pérdida  de  nitrógeno) y pobre  ganancia  de  peso,  son $capaces de  mantener un crecimiento 
lineal. Si el crecimiento  esquelético  normal es dependiente dse la disposición  de  proteínas,  ¿cómo 
se  mantiene el crecimiento en  la presencia  de  una  inadecuada  deposición  de  proteínas? Una de las 
posibilidades  propuestas  es  que, las proteínas se  redistribuyan  (es  decir los aminoácidos  para 
sintetizarlas)  de  órganos  viscerales o el músculo  hacia el esqueleto  (Baur y col.,  1991). 

I 

En otros  trabajos, han encontrado  relación  de la desnutrición  con las siguientes 
alteraciones:  baja  concentración  de  vitamina E, zinc,  selenio y glutatión;  una  proporción  reducida 
de NADPH/NADP+; baja  actividad  de  glutatión  peroxidasa y baja  actividad  inducible  de ' 

glutatión-S-tranferasa.  Se han reportado altas concentraciones  de  ferritina  circulante y hierro 
hepático  como  fuentes  de  estrés  oxidativo. El glutatión  participa  en  la  síntesis  de  cisteinil 
leucotrieno, y se ha observado.  que  a pesar de las bajas  concentraciones  de  glutatión,  puede el . 
organismo  seguir  sintetizando el cisteinil leucotrieno. El glutatión  también  participa  en otras ' 

funciones  metabólicas  como  son:  mantenimiento del estado  azufrado  de las proteínas,  protección I ,  

de las células  a los agentes  oxidantes y a los xenobióticos  electrofilicos,  locomoción de 
neutrófilos y modulación  de  receptor  neuronal.  Se ha encontrado  que los niños con  desnutrición , 

tipo  kwarshiorkor y con  tipo  marasmo  tienen  niveles  bajos  de  glutatión  en  forma  reducida  en  los , 'I, 

eritrocitos.  Becker y colaboradores  (1995)  encontraron  que 1.0s pacientes  no  tenían  mecanismos -8 .. L : 

compensatorios  tales  como un incremento en  las actividades  de las enzimas  antioxidantes 
glutatión  reductasa y glucosa-6-fosfato  deshidrogenasa..  Consideran, además, que el 
desplazamiento  de  glutatión  en  la DCP puede  estar  directamente  involucrado en la  fisiopatología. 
Sin  embargo,  para  evitar  daño,  se  propone  que  se  debe  conocer más en  relación  a las funciones 
metabólicas  que son influenciadas  positivamente o negativamente por el glutatión. 

4 

, .  

1 

El  ácido  linoleico y a-linoleic0 son  ácidos  grasos  esenciales (AGE), el humano debe 
consumirlos  de  otras  fuentes,  ya  que  de ellos se  derivan los ikidos grasos  que  tienen  cadenas de 
18, 20 y 22 carbonos y que  presenten dos y seis  enlaces  dobles.  Se ha demostrado  una  relación 
directa  entre  una  dieta  adecuada  de  proteínas y el metabolismo  de los ácidos  grasos  esenciales. 
Las alteraciones  en el metabolismo  de los ácidos  grasos  poliinsaturados  derivados  de AGE podría 
modificar la estructura y función  de la membrana  celular,  provocando un daño  permanente, 
especialmente  durante el periodo  vulnerable  de  rápido  crecimiento  celular  en el cerebro  (antes  de 
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18 meses) (Marín y col.,  1991).  Cedelhorm y d . ,  por otro lado  hicieron un estudio  en  niños 
desnutridos  en  donde  encontraron  que  existe  correlación en te  l a s  bajas  concentraciones  de  AGE 
y la alteración  en la hipersensibilidad  cutánea  (Cedelhorm y col.,  1994). 

- 

Varios  estudios han demostrado  que la producción y concentración  de  hormonas  están 
alteradas en los niños desnutridos.  La  hormona tiroidea, glucagón y la somatomedina  se 
encuentran  disminuidas,  mientras  que la hormona  del  crecirniento  aumenta  en  concentración. La 
insulina y los glucocorticoides  se han encontrado en concentraciones  normales,  reducidas o 
elevadas  con  una  reducción  significativa en  la afinidad por su  receptor  (Brown y Brasel,  1990). 
Picarel-Blanchort y col. encontraron  que en  las ratas  con  una  alimentación  deficiente  en  calorías 
y proteínas  tenían  niveles  de  insulina  significativamente  menores  a las ratas  alimentadas 
adecuadamente, y presentaron  una  pobre  respuesta  de  insulina  a  la  glucosa.  Además  observaron 
que la velocidad del metabolismo  de la glucosa  fue más alto, por lo cual  sugieren  un  incremento 
de la sensibilidad  a la insulina.  (Picarel-Blanchot y col., 1995). 

L a  presencia  del  hígado  graso  observado en pacientes  desnutridos,  puede  explicarse  por 
medio  de los siguientes  mecanismos:  incremento  en la liberación de  ácidos grasos hacia el 
hígado;  alteración  en la P-oxidación,  expresión alterada. de  lipoproteinas;  toxicidad  en el 
hepatocito  (Suskind y col.,  1990). 

Otros  grupos  de  investigación  se han interesado por las deficiencias  de  vitaminas y 
minerales  encontradas  durante la DCP  ya  que  contribuyen  a  la  alteración  de  la  homeostasis así 
como  también  a los procesos  metabólicos,  inmunes y endtkrinos  (Albrecht y Pélissier, 1995). 
Velázquez y colaboradores,  en  su  reporte  de 1.995, se  enfccan  en la biotina,  una  vitamina  que 
funciona  como  cofactor  de las carboxilasas,  como la pinwato  carboxilasa, la propionil  COA 
carboxilasa y otras. Las implicaciones  de  la  deficiencia de esta  vitamina  son  obvias,  pues 
afectaría  directamente  a  la  obtención  de  energía en  el niño  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  existió  gran  variabilidad en los pacientes,  observaron  que un buen  porcentaje  de 
niños  con  desnutrición  severa  tuvieron  actividades  de prolpionil 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  carbox.ilasas y que  además,  recibieron el 
suplemento  de  biotina  (Velázquez y col., 1995). 



3.2. Efectos  sobre la proliferación  celular 

Algunos  estudios  a  nivel  celular  se han enfocado  hacia el análisis  de la proliferación 
celular.  En  estos  trabajos, el ADN es  la molécula  que ha  dardo mayor  información  acerca  de  los 
cambios  que  ocurren  durante el ciclo  de  vida  de las células y ha sido  útil  para  determinar la 
cinética  de la proliferación  celular y el tiempo  de  duración  del  ciclo  celular.  Se  ha  podido  obtener 
esta  información por medio  de la 5-bromo-2-desoxiuridina  ((BrdU), un análogo  de  la  timina  que 
al añadirse al cultivo  se  incorporó  a las cadenas  de ADN durante su duplicación.  Cuando  se 
tiñeron los cromosomas  con  Giemsa, se logró la tinción  diferencial  de las cromátidas  hermanas 
en  relación  a la cantidad  de  BrdU  incorporada.  Con  esta  metodología se ha  analizado,  la  duración 
del ciclo  celular  en  células  de  médula  ósea  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  duración 
del  ciclo  celular  en  los  organismos  desnutridos. 

Por otro  lado,  en  cultivos  de  linfocitos  de  niños  desnutridos, se  observaron  periodos más 
cortos del ciclo  celular, en comparación con los niños bien1 nutridos  (Mutchinick y col., 1979; 
González y col., 1990). Sin embargo, en  un trabajo  llevado 'a cabo  por  Ortiz y col., en 1995 (a), 
se  demostró  que  este  aparente  acortamiento del ciclo  se  debe  a  que  una  fracción de linfocitos 
tiene  una  respuesta  a la fitohemaglutinina más rápida,  que se  relaciona con  un  periodo de  latencia 
menor,  esto  es , un  tiempo  de  transición  de la fase Go a GI más corto.  En  ese  mismo  trabajo se 
observó  además,  que la fracción  de  células en activa  prolifer(aci6n  es  menor y que el incremento 
en  la duración  del  ciclo  celular y el  menor  porcentaje  de  linfocitos  que  responden al rnitógeno 
persisten  en los cultivos  de  niños  desnutridos  aún  después  de un periodo  de  recuperación 
nutricional  de  dos  a  seis  meses. 

Recientemente,  Gómez y col. (1996) con la metodología  de  porcentaje  de  mitosis 
marcadas, por incorporación  de  timidina  tritiada,  determinaron en células  de la médula  ósea  de 
ratas  desnutridas  durante  la  lactancia , que el incremento en  la duración  del  ciclo  celular es 
debido al incremento  en  la  duración  de la fase G1+1/2M, lo que  indica  alteraciones  en  la  síntesis 
de  proteínas  requeridas  en  actividades  específicas  para el desarrollo  de  esta  fase  del  ciclo  celular 
y la transición  a la fase  de  síntesis del ADN. Una observacith  interesante  en  este  trabajo es que 
no se  observaron  deferencias en la  duración  de la fase S (dle síntesis de ADN) e  inclusive  ésta 
parece  ser más breve en las células  de las  ratas desnutridas. 

7 



3.3. Estudios  del  efecto a nivel cromosómico 

También se han realizado estudios con métodos citog;enéticos como  son: la frecuencia  de 
aberraciones  cromosómicas, intercambio de cromátidas hermanas, y recientemente se ha 
estudiado la frecuencia  de  micronúcleos. 

Las aberraciones cromosómicas son  anormalidades  encontradas en los cromosomas de 
una célula, las cuales pueden ser numéricas o estructurales. Con los estudios de aberraciones 
cromosómicas se han obtenido  diferentes resultados. Algu~~os 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  cromátidas  hermanas (ICH) es  complementario al 
estudio de las aberraciones, pues implica la aparición de daño en el material  genético  y  su 
reparación por medio de ruptura y reunión del ADN. En un trabajo  realizado in vivo, en células 
de médula  ósea de ratas desnutridas  durante la lactancia. se observó  un  incremento  en la 
frecuencia  de  ICH  (Betancourt y col.,  1986). Un comportamiento  similar fue  observado por 
Murthy y Srikantia en 198 1, pero el estudio fue realizado en ratones adultos. En  un estudio 
realizado por González en 1984, los linfocitos de niños 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 sí observaron  aumento en la frecuencia de ICH en los linfocitos de niños 
desnutridos  (Murthy y col., 1980; Ortiz y col.,  1994). 

Otro  ensayo  a nivel citogenétido es el estudio  de la frecuencia de micronúcleos, los cuales 
son  fragmentos  cromosómicos o cromosomas  completos  que no son integrados  en  el núcleo 
principal  durante la división,  por lo tanto son considerados; como un buen  indicador de daño 
cromosómico.  La  eficiencia  en la detección de los micronúclelos se ha incrementado  con el uso de 
la metodología de inhibición de la citocinesis. En linfocitos de bazo de ratas  desnutridas 
experimentalmente  durante la lactancia, se ha evaluado la. frecuencia de micronúcleos y se 
observó una mayor  frecuencia en las células de las ratas desnutridas en relación  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 
niños desnutridos, en el cual se observó,  además  del  efecto c.ausado por la desnutrición, el efecto 
producido por las enfermedades infecciosas y los medicamentos  administrados.  Para  este fin el 
trabajo se realizó por medio del ensayo de  electroforesis unic;elular o del  cometa,  el  cual revela el 
daño al ADN. Los resultados mostraron que las infecciones y la administración de medicamentos 
son factores  importantes  que pueden causar daño  al  ADN de niños desnutridos,  en  este  trabajo se 
propone  profundizar  sobre el efecto  de las diferentes infecciones, medicamentos y grados y tipos 
de desnutrición. Además, se considera importante, tomando en consideración las ventajas de los 
estudios  en  modelos animales, realizar investigaciones complementarios  en  ellos, se sugieren  en 
particular, ratas desnutridas  experimentalmente  durante la ladancia, para  evaluar  el  efecto  de la 
desnutrición por sí misma. 

4. Detección  de  daño al ADN  por  medio  de  electroforesis  unicelular. 

4.1. Desarrollo de la metodología 

El  desarrollo de técnicas  que permitan la detección de una  manera  sensible  el daño al 

ADN es muy importante en diversos campos. En los últimos  años se han  desarrollado 
metodologías 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  metodología para 
cuantificar  directamente  el  daño al ADN manteniendo la individualidad de las  células.  Este 
ensayo  requería 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 teñía  al ADN con  naranja de 
acridina. Usando un fotómetro,  observaban y medían 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  daño en células individuales, (3stling y Johanson  (citado  en  Tice 
1995)  desarrollaron  en 1984 una técnica de electroforesis en microgel. En esta técnica, conocida 
comúnmente  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  solución  que  contenía 
detergente y altas concentraciones de sales, después de esto fileron puestas en  un  campo  eléctrico 
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(electroforesis)  bajo  condiciones  neutras. Las células  con un aumento  en  el  daño  mostraron  un 
incremento  en la migración del ADN hacia el ánodo.  La  migración  fue  cuantificada por medio de 
un intercalante  fluorescente,  bromuro  de  etidio.  Sin  embargo, por medio  de  este  ensayo  sólo 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  última  modificación,  permite  que nnigre también el ADN  que  contiene 
la ruptura  de sólo una de  sus  hebras.  La  electroforesis  unicelular  alcalina  en  gel (o ensayo del 
cometa) es relativamente  rápida,  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  adaptación  de  otros  métodos, como la 
sedimentación del nucleoide, y ensayo del halo.  Durante el desarrollo  del  ensayo,  se  aprovechan 
algunas  características  de la molécula para hacer  visibles los rompimientos. Las moléculas  del 
ADN de las células  eucariontes  están  superenrolladas y empalquetadas, lo cual  permite  que  estén 
contenidas en  el núcleo.  Los  rompimientos  de una sola hebra, liberan el superenrollamiento e 
inducen a una  estructura  relajada. Si las células  son  perrneabilizadas  con  detergente, y las 
proteínas  son  extraídas con gran  cantidad  de sales, el ADN queda  en  una  estructura  parecida al 
núcleo,  denominada  nucleoide,  pero al existir un rompimiento, la estructura  alterada  del ADN, 
forma un halo alrededor  del  nucleoide.  Además,  si  el  nucleoide  se  coloca  en  un  campo  eléctrico, 
y se  tiñe  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  incrementlo en la frecuencia  de  rompimientos 
(McKelvey-Martin y col.,  1993). 

La metodología  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 dectan  la.  sensibilidad  se  encuentran: 
concentración  de la agarosa,  composición  de la solución  de his, composición y pH del 
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amortiguador  de  electroforesis y condiciones  de  electroforesis  (voltaje,  corriente y duración) 
(Tice,  1995). En el cuadro 1 se  señalan  algunas  características y variables  que  afectan el ensayo 
del cometa. 

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

Características 

Las células  se  mezclan  con  agarosa  de 

bajo  punto  de  fusión. 

La mezcla  se  coloca  en un portaobjetos 

totalmente  esmerilado. 

Las células son lisadas por detergentes y 

altas  concentraciones  de  sales. 

El ADN liberado  se  corre  en  electroforesis 

por corta tiempo  bajo  condiciones  neutras 

o alcal inas. 

Variables  que  afectan la sensibilidad 

La concentración  de  agarosa  de  bajo 

punto  de  fusi6n. 

Composición  de la solución de lisis. 

La composickón y pH del  amortiguador 

de  electroforesis. 

Condiciones  de  electroforesis  (voltaje, 

amperaje y duración) 

El ensayo es ampliamente  usado  en  estudios in vitro  e in vivo para  detectar  daño y medir 
la capacidad de reparación en el ADN inducido por varios  agentes,  teniendo  como  modelo 
células  de  mamíferos. Las células  provenientes del humano,  como los linfocitos y fibroblastos, 
son las más 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 ratón, y en diferentes  tipos  celulares  como  son:  fibroblastos, linfocitos, células  de 
la mucosa  gástrica,  de  cerebro,  hígado, 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. 



Cuadro 2.- Ventajas  presentadas  por la electroforesis  unicelular. 

- Alta  sensibilidad 

- Datos de células individuales 

- Requiere de cantidades  mínimas de muestra 

- Relativamente fácil de realizar 

- Se obtienen resultados en poco tiempo 

- Se puede realizar en cualquier tipo celular, en cualquier 
especie  animal. 
- Posible  identificación de tipos  celulares 

- Posible análisis automatizado 

Una de las ventajas más importantes es la capacidad para detectar  daño  en  cada célula, 
haciendo posible identificar  subpoblaciones resistentes ¿ sensibles  a  agentes  dañinos  para  el 
ADN; además la sensibilidad para detectar  daño al nivel de la célL:ia individual  es  comparable a 
la obtenida en otros  métodos los cuales miden el daño prornedio ara una  población de células 
(Olive y col., 1992; Tice,  1995). 

Otra  ventaja  que  presenta  es la facilidad para aplicar en combinación  otras  técnicas, y así 
obtener  una  mayor  información  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  separación 
inmunomagnética para distinguir  en  una  electroforesis,  a  nucleoides  correspondientes  a los 
linfocitos T.  En la metodología  ellos mencionan un paso de marcaje de l a s  células por medio de 
microesferas  cubiertas con anticuerpos  fluorescentes  contra  el  antigen0 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; además, se comprobó  que no afectan a la migración 
del ADN en la electroforesis.  Las ventajas que representa esta  modificación  son  obvias, pues al 
mismo  tiempo  que se detecta el daño al ADN, se pueden identificar  subpoblaciones celulares, y 
esto  ayudaría  a  detectar si una  subpoblación  tiene  sensibilidad  diferente a agentes  causantes de 
daño, o si  tienen  diferente capacidad de reparación del mismo. 
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Olive y Banáth en 1992 lograron establecer una metodología 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 incorpor4ación de  bromodesoxiuridina  (BrdU) 
en  el ADN y tratamiento de los cometas con anticuerpos  anti-BrdU  conjugados con isotiocianato 
de  fluoresceína (FITC), con una posterior tinción 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 

Reparación-unión  del ADN 

Suspensión  de  células 

Preparación  de  las  laminillas 

Desenrotlarniento  del ADN 

Lisis  neutra 

I 
Lavado 
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4. 3. Estudios de  daño  inducido por radiación 

La radiación 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, unión cruzada  ADN-ADN y ADN-proteínas, y daño  a las bases púricas y 
pirimídicas.  Mientras varias de estas lesiones pueden estar iinvolucradas en la muerte  celular por 
radiación,  rompimientos sin reparar comúnmente  dirigen hacia una  muerte  celular  (Olive y col., 
1992). La evaluación  de estas lesiones es un paso esencial para examinar la secuencia de eventos 
que  desembocarían en efectos mutagénicos, carcinogénicos y letales de la radiación.  Además, la 
radiación ionizante ha sido muy útil para buscar metodologías  más  sensibles para detectar  daños 
pequeños al ADN, evitando así complicaciones  de  metabolismo implícitas en los fármacos,  como 
son permeabilidad de la membrana,  distribución  intracelular y flujo de la droga,  siendo ideal 
también porque permite dar  rápidamente 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 radiación ionizante como  agente  inductor  de  daño. 

Cuando  Singh y colaboradores  (1988), propusieron la técnica de electroforesis unicelular 
alcalina,  lograron  correlacionar la longitud de la migración. del ADN  con la magnitud  del  daño 
presente en cada célula, expuesta  a radiación X, en unal exposición de 0.25 Gy. En 1992, 
Vijayalaxmi y colaboradores hicieron algunas  modificaciones  a esta metodología,  permitiendo 
que la longitud del cometa así como  también la distribución del daño  entre la células, mostraran 
una respuesta en función de la dosis de la radiación y la du.ración del tratamiento  del  álcali. Con 
estas últimas modificaciones  lograron  detectar  daño en dosis tan bajas de radiación  ionizante 
como 0.05 Gy. 

La  detección del daño al ADN producida por radiacilón ionizante ha permitido  estudiar los 

mecanismos de reparación ya sea en células con algunas alteraciones, o probando  diferentes 
agentes  protectores o inductores  de  daño  (Rosselli y col.,  1995;  Nocentini, 1995; Müller 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 protección al agente, o tal vez  tienen  mecanismos de reparación más 
eficientes (Fenech y col., 1991). 



4. 4. Estudios  de  daño  inducido por agentes  químicos 

Existe  considerable interés acerca de los efectos potencialmente  genotóxicos  que resulten 
de la exposición a substancias existentes en la naturaleza o hechos por el hombre, ya que la 
acumulación  de  daño  genético involucrado en procesos celulares tales como  división, reparación 
del ADN y muerte  celular,  tiene un reflejo en la aparición  de  cáncer o en la vejez (Fenech y 

Rinaldi, 1994). 

El ensayo del cometa ha sido  de  gran utilidad en el área  de la genetica  toxicológica, y 
gran  número de investigadores han utilizado la versión  alcalina para evaluar  el  efecto  genotóxico 
in vivo y/o in vitro  de  substancias químicas, permitiendo evaluar  también la reparación.  Como el 
ensayo del cometa se puede llevar a cabo usando técnicas de microcultivo,  resulta ser muy 
valioso  cuando sólo se  dispone de cantidades muy limitadas del químico  en  prueba  (Tice, 1995; 
Monteith y Vanstone, 1995). 

4.4.1. Agentes  alquilantes 

Desde 1962, cuando la 7-metilguanina se encontrcb como un producto in vivo, de la 
dimetilnitrosamina  administrada  a ratas, la identificación de sitios modificados por agentes 
alquilantes ha incrementado  que ahora se  conoce  que todos los oxígenos y nitrógenos de los 

nucleósidos en el ADN y ARN pueden ser  modificados.  Sin  embargo,  cada  reactivo  produce 
patrones característicos de alquilación, 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 
combinación  de  algunos agentes alquilantes  sobre  linfocitos tie sangre  periférica en pacientes  con 
cáncer  mamario, por medio del ensayo del cometa; de este  modo  trataron de hacer una 
evaluación 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 daño al 
ADN en pacientes tratados con agentes genotóxicos. Además, se ha reconocido  que la 
heterogeneidad  en la respuesta del medicamento  representa un gran  obstáculo para el efecto 
curativo  de la quimioterapia  (Schober y col., 1994). 

Otros  autores han recalcado la importancia  de la evaluación de la exposición  ocupacional, 
ya que  muchos  agentes  alquilantes se encuentran en el ambiente  de  trabajo  en  numerosas 



industrias (Oesch y col.,  1995). Las modificaciones prodlucidas por este tipo de substancias 
pueden resultar en mutaciones y eventualmente la carcinogknesis. Las  células  contrarrestan estas 
lesiones por  un grupo de enzimas  de reparación que reconocen las bases modificadas, lo cual 
puede producir sitios sin bases púricas o pirimídicas (Fortini y col., 1996). 

5. Tejidos hematopoyéticos y sangre 

Las células de la sangre tienen una vida media cortal y deben  sustituirse  continuamente  a 
partir de  fuentes  situadas  fuera  de la circulación. El proceso de formación de las  células  de la 
sangre  se llama hematopoyesis, y los órganos  donde .tiene lugar se  denominan  órganos 
hematopoyéticos. Los órganos hematopoyéticos principales de los mamíferos  adultos  son la 
médula  ósea,  el  bazo, los Qanglios linfáticos 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 mayoría  de los 
leucocitos, el cual corresponde  a la médula ósea roja. El tejido linfoide  está  representado por el 
timo,  folículos linfáticos, ganglios linfáticos y bazo. Una característica de los tejidos  linfoides  es 
que presentan poblaciones numerosas de linfocitos, puesto que son tejidos que participan  en la 
producción de tales  células o en las respuestas inmunitarias, o en ambos  procesos.  Esta 
subdivisión no es tan estricta, pues una clase importante  de  linfocitos  son  producidos en la 
médula  ósea. Por otro lado, prenatalmente en el hombre  (y tanto postnatalmente y prenatalmente 
en ratón y rata), el bazo sirve  como  asiento  de una activa Ihematopoyesis mieloide, aunque se 
considera  como  órgano  linfoide  (Cormack, 1988; Fawcett,  1992). 

5.1. Médula ósea 

La médula  ósea es el tejido más importante de los órganos  hematopoyéticos, pues es el 
lugar principal de la hematopoyesis.  Esta  ocupa las  cavidadles cilíndricas de los huesos largos y 
los intersticios de la esponjosa  de los cuerpos vertebrales, las costillas, el esternón  y los huesos 
planos del cráneo y de la pelvis (Fawcett, 1992). 

Dentro  de los confines  de los huesos, la médula  ósea  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 célullas hematopoyéticas  que  comprenden 
la mayoría de los elementos  celulares y un componente  de  estroma  altamente  organizado  que 
apoya la proliferación  de las células hematopoyéticas. Las células  hematopoyéticas están 
transitoriamente en  la médula y cuando maduran van hacia e:l torrente  sanguíneo.  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 interrelación  entre  estos 
dos componentes  (Tavassoli y Mendel-Yoffey,  1983). 

Las  células  hematopoyéticas tienen una alta radiosensibilidad en comparación  a  otros 
tejidos  (Kreja y col.,  1996),  sin  embargo las células de la mCdula ósea  son  capaces  de  reconstruir 
por completo el sistema  hematopoyético  de un animal  letalmente  irradiado  (Golub, 1982). 
Además  todas las células  sanguíneas son derivadas  de una. sola  célula  común, la célula  basal 
hematopoyética  (Tavassoli y Mendel-Yoffey,  1983). 

5.2. Bazo 

El bazo  es un órgano  abdominal  situado err el hipocondrio  izquierdo,  por  debajo  del 
diafragma;  está  revestido en gran  extensión por el peritoneo visceral; está  unido  al  estómago,  al 
diafragma y al riñón izquierdo por medio de pliegues peritoneales, llamados  ligamentos 
gastroesplénico,  frenicoesplénico y esplenorrenal (Fawcett,  1992).  Este órgano está  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 folículos  linfoides 
que  contienen gran cantidad de linfocitos (Cormack, 1988). 

El bazo tiene  función  hematopoyética  mieloide durant.e los últimos  días de gestación  y l a s  
primeras  semanas  de la vida postnatal en  el  ratón. En el  hombre la hematopoyésis es detectable 
en  aproximadamente  a las 12 semanas  de  gestación.  (Tavassoli y Mendel-Yoffey, 1983). La 
capacidad de regenerar  células hemáticas del  linaje  mieloide se conserva  durante  toda la vida 
adulta,  pero solo se expresa  en  condiciones  anormales, par ejemplo,  una  anemia hemolítica 
severa  (Cormack,  1988).  Durante  la  edad adulta, se convierte  en  el  principal  sitio de destrucción 
de las células  rojas.  (Fawcett, 1992; Krishna, 1990). Además., el bazo  es  el  órgano  linfático  cuya 
estructura  facilita las respuestas inmunitarias  a  antígenos  que han llegado  a la sangre  circulante y 
participa  principalmente en la formación  de  anticuerpos  (Cormack, 1988). 
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5.3. Sangre 

La  sangre es considerada  como un tejido líquido constituido por eritrocitos  (células 

sanguíneas rojas) y leucocitos (células  sanguíneas blancas), suspendida en el plasma sanguíneo. 
Circula por el sistema vascular, transportando oxígeno  desde los pulmones y sustancias nutritivas 
desde el tracto digestivo, hacia los otro tejidos del cuerpo; y transportando, para su excreción, 
CO,! a los pulmones y productos de desecho nitrogenados a los riñones. La  sangre  lleva  a cabo un 
constante  intercambio  de  sustancias  entre los componentes  líquidos  de la sangre y el líquido 
tisular, el cual es esencial para la supervivencia de las células en todos los órganos (Fawcett, 
1992). 

Aunque  antes se pensaba que todas las células  de la sangre  llevaban  a  cabo sus funciones 
en el torrente  circulatorio,  pronto se demostró  que no es así. Las  plaquetas  y los eritrocitos, 
células  sin núcleo, llevan a cabo todas sus  funciones  en la sangre. Los leucocitos,  células 
nucleadas, están  transitoriamente en la sangre, pues emigra.n de modo constante  a  través de las 
paredes de los capilares y de las vénulas hacia el tejido conjuntivo,  en  donde  desempeñan su 

función  (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  ósea y bazo, para evaluar  genotoxicidad bajo condiciones in vivo o in vitro, 
debido  a las ventajas  que  ofrecen.  Como  ejemplo  se ]mencionarán aquí algunos trabajos 
realizados en estos tipos de células. 

Una  prueba  citogenética  que  ha  sido muy útil para evaluar el potencial  mutagénico  de 
diversos  agentes  es la evaluación de aberraciones  cromosómicas.  Gollapudi  y  col  en 1986, 
utilizaron  este  ensayo para evaluar la falta  de  ácido  fólico en linfocitos de ratas. Algunos autores 
han estudiado las aberraciones cromosómicas en células de  médula  ósea 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  sanguíneas de rata son  un  buen  sistema  de 



prueba, pues son de relativamente fácil acceso.  Algunos estudios se han llevado a cabo para ver 
el efecto  citogenético producido in vivo por radiación gama  (Morales-Ramírez y col., 1984), 

agua  tritiada  (Ikushima y col., 1984), o carcinógenos  químicos (Shelby y col.,  1989) en células 
de médula ósea  de  ratón. Krishna, en su reporte de 1986, recalcó la utilidad de hacer estudios en 
ensayos de ICH, tanto in vivo  como in vitro, en células de mkdula ósea y bazo  de ratón y hámster 
Chino  como una herramienta  sensible para la detección de ,agentes genotóxico  (Krishna y col., 
1986). Vian y col.  (1993) llevó a cabo un trabajo en donde  probó el efecto  genotóxico 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  fácilmente  estimuladas para dividirse. 

Krishna y colaboradores  (1990)  estudiaron la genotoxicidad de la dimetilnitrosamina, 
utilizando el ensayo  de micronúcleos, tanto en células de  mldula ósea  como  en  células  de bazo, 
para obtener  información  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 
radiación en el cuerpo  entero  de ratón, en donde propusieron a los linfocitos de  sangre periférica 
y células  de  bazo de ratón como un buen modelo para estudiar la inducción de micronúcleos. 
Benning  mencionó  que la principal ventaja del bazo en estudios in vivo, es su ubicación  dentro 
del cuerpo  (Benning y col.,. 1992). Fenech y Rinaldi hicieron un trabajo en 1994, en  donde  ven la 
relación de  micronúcleos en linfocitos humanos y los niveles de  vitamina C, E, B,* y ácido 
fólico. 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En la línea de investigación "Efectos 'a nivel celular y genético  causados por  la 
desnutrición", se han realizado varios estudios en diferentes  tipos  celulares  a nivel celular y 
citogenético  como son la proliferación celular, la frecuencia  de ICH y la frecuencia de 
micronúcleos 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 desnutrición,  ofrece la ventaja  de  controlar  variables  que  pudieran  enmascarar o 
alterar los efectos de la desnutrición,  como  puede  ser el caso de la presencia de una  infección; 
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 daño en el ADN producido por la 
desnutrición y evaluar si éste se presenta en diferentes tipos celulares, en ratas  desnutridas 
experimentalmente  durante la lactancia. Para este  fin se readiza  el estudio en células de médula 
ósea,  debido  a su importancia en la función hematopoyética, en células de bazo, por su 
importancia en  la maduración de los linfocitos y en cClulas de  sangre  periférica, por su 
importancia en el funcionamiento del sistema  inmune. Debido a la heterogeneidad celular  de los 
tejidos seleccionados, se hace la separación  de los linfocitos de bazo y sangre y de la serie 
linfoide  de  médula  ósea, para observar  su  respuesta  a la DCP'. 



OBJETIVO 2 2 2 4 7 9  

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

H I P ~ T E S I S  

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

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

Si la DCP  causa el daño, las células pueden tener  sensibilidad  diferente,  dependiendo  del 
tipo celular y del tejido del cual  provengan. 



;MATERIAL Y METODOS 

L 

1. Desnutrición  Experimental  Durante  la  Lactancia 

Se emplearon ratas de la cepa  Wistar  de la colonia  del  Bioterio de la UAM-1. Las ratas, al 
día  siguiente  de su nacimiento,  se distribuyen en dos lotes:  lote  experimental  (desnutridas) y lote 
testigo ( bien nutridas).  La desnutrición se indujo por competencia de alimento  durante la 
lactancia, y para lograrlo se colocaron 15 crías con una nodriza (lote  experimental)  y el lote 
testigo cinco crías con su nodriza. Se determinó el incremento  en peso cada  dos  días  hasta los 21 
días de edad  (día  del  destete).  (Ortiz y Betancourt, 1984). 

Se consideraron ratas con desnutrición severa aquellas que  tuvieron  un  déficit  mayor al c) 

40% en relación a ratas bien nutridas de la misma  edad. El número de ratas en este  estudio fue  de ;; 8 
G X  

al menos diez bien nutridas y diez desnutridas. ZD z 5  

2. Obtención  de  células 

2.1. Extracción de  Sangre 

Las ratas de 21 días de edad, se anestesiaron con éter, y con una  jeringa  heparinizada se 
les extrajo la sangre por punción cardiaca. 

2.2. Extracción de  Médula  Ósea 

Las ratas se  sacrificaron con una  sobredosis  de  éter.  Posteriormente se disectó el fémur,  se 
cortaron las dos cabezas del fémur, y se introdujo la aguja de una jeringa con 3 m1 de solución 
amortiguadora de fosfatos (PBS, libre de Ca" y Mg", Microlab)  libre de  calcio y magnesio y se 
extrajo la médula  ósea. Se resuspendió suavemente con una pipeta Pasteur. Se extrajo la médula 
ósea  de 10 ratas bien nutridas y 10 ratas desnutridas. 



2.3. Extracción de  Bazo 

I 

Se  disectó el bazo y se colocó en  una caja con PBS con 20 mM de  EDTA  (Sigma). El 
tejido se  cortó con tijeras de disección, hasta lograr cortarlo  en  trozos muy pequeños, 
permitiendo así que las células se resuspendieran en PBS.  Se  extrajo el bazo  de 12 ratas bien 
nutridas y 11 desnutridas. 

2.4. Separación  de  Linfocitos 

En un  tubo  de  centrífuga  se añaden 2 m1 de  linfograd  (Microlab),  después se añadió la 
suspensión  celular en PBS,  cuidando  de  que no se mezclaran las dos  soluciones. Se centrifugó a 
3000 rpm durante 20 minutos. Los linfocitos separados  quedaron  en la interfase de las dos 
soluciones. Los linfocitos  se resuspendieron en PBS y se centrifugaron  a 1000 rpm  durante 10 

minutos. El sobrenadante  se retiró y el paquete celular  se resuspendió en PBS. La separaración 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 separó la serie linfoide de la médula ósea (10 ratas BN y 10 DN). 

- 

Se trató  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  sanguíneas 

Las células se colectaron,  centrifugando  a 1000 rpm durante  10  minutos. Se retiró el 
sobrenadante y se resuspendió el botón celular en una solución  de 90% de suero  fetal de ternera 
inactivado por calor (60°C durante 30 minutos) y 10% de dimetil sulfóxido (DMSO, Sigma). Se 
colocó la suspensión  celular en  un criotubo y se guardó en  un ultracongelador  a -40°C. 

2.6. Descongelamiento 

El criotubo con las células congeladas se descongeló y fue centrifugado  inmediatamente  a 
1200 rpm durante 10 minutos. Se quitó el sobrenadante y el botón  celular se resuspendió en 3 m1 
de PBS libre  de  Car' y Mg++ y  se  centrifugó por 10 min a 1200 rpm. 
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2.6. Viabilidad 

La viabilidad se midió en todas las muestras por medio del método de incorporación  de 
azul tripano (Microlab). Las células vivas se  observaron al microscopio  sin  teñir,  mientras  que las 
muertas se tiñeron completamente. 

3. Ensayo de Electroforesis  Unicelular 

3.1. Preparación  de  geles 

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

Se prepararon  agarosa de bajo punto de  fusión 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 colocó un cubreobjetos,  cuidando de no formar  burbujas y se  dejó 
Solidificar por aproximadamente 10 minutos. Después  de  que  solidificó la capa de agarosa, se 
removió el cubreobjetos y se agregaron sobre el portaobjetos 75 pl de  agarosa de bajo punto de 
fusión  conteniendo  aproximadamente IO5 células.  Se  colocó un cubreobjetos y se dejó  enfriar 
sobre hielo, para que  se solidificara rápidamente, aproximadamente  5  minutos.  Se removió el 
cubreobjetos y se añadieron 75 pl de  agarosa  de bajo punto de  fusión, se  dejó solidificar  sobre 
hielo por 5 minutos  aproximadamente. El cubreobjetos  se  quitó y la preparación  se  dejó inmerso 
en una  solución de lisis que fue preparado como  sigue: NaCl 2.5 M (Técnica Química), EDTA 
(Sigma) 100 mM, sarcosinato  de  sodio al 1% (Sigma) y Tris 10 mM  (Sigma),  a un  pH de 10.0, y 
se  agregó  Tritón X-I00 al 1% (v/v)(Sigma) y DMSO al 10%. 

Después de una hora a 4OC, las preparaciones se retiraron de la solución  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  Química) y EDTA 1 mM 
en agua  desionizada, la solución  cubrió a las preparaciones y se permitió el desenrollamiento del 
ADN por exposición  a un medio alcalino durante 15 minutos.  Transcurrido el tiempo, se conectó 



la fuente de poder, se ajustó a 25 volts y 300 miliamperes, y se dejó  correr la electroforesis 
durante 15 minutos.  Después del tiempo de electroforesis, las preparaciones se retiraron de la 
cámara, se colocaron  en  una  superficie y se gotearon hasta que  se  cubrieron con amortiguador  de 
neutralización  (Tris 0.4 M, se ajustó el  pH con HCI a 7.5), dejándolos por 5 minutos. Se repitió 
el proceso  dos  veces  más. 

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. Tinción de las Células y Observación 

Para ia tinción de las electroforesis se utilizaron 50 p1 de una  solución  de  bromuro  de 
etidio  en una concentración  de 2 pg/ml  en  agua destilada, . Las  observaciones se hicieron  con un 
objetivo- 40x en  un microscopio de epifluorescencia  (Olympus),  equipado  con  un  filtro de 
excitación de 5 15-560 nm y un  filtro  barrera de 590 nm.  Se contaron 100 células  por  tejido, 50 
células  en  dos  preparaciones, y se contó  una  tercera  cuando se  observó disparidad  en  alguna de 
las dos  preparaciones  contadas. La longitud de la cola se midió a partir de del  límite  del 
nucleoide  hasta el final de la cola. La longitud fue medida por medio  de  un  analizador  de 
imágenes  marca  Synoptics, por medio del programa VIDS. 

Los  siguientes  esquemas  resumen la metodología  que se realizó  en el presente  trabajo. 
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Desnutrición y obtención de  células 

Desnutrición experimental  durante la lactancia 

I 
1 

Obtención  de  sangre Obtención de médula  ósea  Extracción de  bazo 

A 
Sangre  Separación de Células de Serie 

A 
1 1 

Células de Linfocitos 
completa  linfocitos  médula  ósea  linfoide  bazo de bazo 

completa 

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

Suspensión de células 

U 
Preparación de las laminillas 

U 
Lisis alcalina 

U 
Desenrollamiento del ADN 

U 
Electroforesis alcalina 

U 
Tinción 

U 
Análisis de  la imagen y obtención de resultados 

U 
Análisis de resultados 



4. Análisis  de  Resultados 

Se  obtuvo el promedio  de migración de ADN por rata, para determinar  diferencias  entre 
los grupos en la longitud de la estela, la cual se relaciona con el nivel de daño. El análisis 
estadístico se realizó por medio de las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis  y la U de 
Mann-Withney,  comparándose el efecto de la desnutrición  sobre el daño a l  ADN y la sensibilidad 
diferencial de  cada tipo celular. Además, los nucleoides fueron  clasificados por intervalos,  según 
el grado de migración 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 dispersión, en relación 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 análisis estadístico por medio de las pruebas  no  paramétricas  de 
Kruskal-Wallis y la U de  Mann-Withney. 



RESULTADOS 

1. Peso de las ratas 

Se estudiaron 16 ratas bien nutric 16 ratas desnutridas (DN). Los pesos de las 

ratas de  ambos  grupos,  a los 21 días de edad, se muestran en el Cuadro 1; el promedio para ratas 
testigo fue de 50.1 i: 7.2 g, mientras que en las DN fue  de  25.0 f. 3.0 g, siendo estadísticamente 
diferentes.  También en este cuadro se muestra el déficit  de peso en la ratas  DN, el cual es en 
promedio de  50.7 % i- 5.7 y varía dentro de  un intervalo de 40.1 a 59.1%, considerándolas  de 
esta manera como ratas con desnutrición  grave. 

AI momento  de hacer las camadas experimentales  (DN) y l a s  camadas  testigo  (BN), el 
peso de las ratas a un día  de nacidas no mostraron  diferencia  estadística;  sin  embargo,  durante el 
periodo  de la lactancia y al final  de  ella (21 días), se  observa  que el incremento de peso fue 
mucho menor en el grupo experimental, en comparación al  grupo  testigo. . 

2. Viabilidad 

La viabilidad  se midió en todas las muestras de los diferentes  tipos  celulares,  tanto  en 
ratas bien nutridas como  en las desnutridas. En todos los casos se observó  una  alta  viabilidad,  con 
un porcentaje mayor o igual al 90 % de celulas vivas. 

3. Daño al ADN 

El cuadro  2  muestra el promedio de migración del ADN en las células de bazo en 12 ratas 
BN y 11 ratas DN, así como  también  el  error  estándar (E.E.) y el coeficiente de dispersión H. El 
promedio de migración en 12 ratas BN fue  de  12.30 pm con un E.E. de  1.18,  con un intervalo de 
5.18 a  18.80  pm,  mientras  que  en las DN el  promedio fue  de 18.25  pm,  con un intervalo de  9.63 
a 36.33  pm, y  un E.E. de  2.29. Los grupos  se  compararon por medio de la prueba  no 
paramétrica, U de Mann-  Withney. Al comparar  ambos  grupos  se  encontró  que  diferencia 
estadística, siendo  mayor la migración en el grupo DN (p<0.05). Al hacer la comparación del 
coeficiente H, no se  observó diferencia, por  lo cual se puede decir  que  en  ambos  grupo  existe la 
misma variabilidad. 

29 



El cuadro 3 muestra  que  el  grupo de ratas BN (n= 10) tuvo  una  migración  de 5 .S 1 pm, 
dentro de un  intervalo de  1.41 a 11.14 pm, en células de  médula  ósea, y un E.E. = 0.98, mientras 
que el gupo  DN  (n= 10) tuvo  una  migración de  13.41 pm: más del  doble con respecto al grupo 
BN, con valores  desde 7.50 a 35.93 prn y un E.E. = 2.67. El srupo  de las DN (n=  10) mostró 
tener  mayor  migración del ADN que  en el grupo  de  BN (p<O.OS). AI comparar el coeficiente H, 
no se encontró  diferencia estadística entre  ambos  grupos. 

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

Bien  nutridas I Desnutridas I 
Rata 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
1 1  
12 
13 
14 
15 
16 

%-om. = 

3.E. 

Peso en g 

45.3 
62.5 
47.1 
56.1 
50.6 
47.3 
40.2 
57.8 
57.8 
47.2 
51.2 
49.3 
44.1 
62.1 
52.3 
44.4 

50.1 
7.2 

Peso  en g 

27.2 
22.5 
23.1 
21.4 
22.7 
28.0 
20.9 
25.3 
30.0 
20.5 
26.1 
25.1 
24. O 
28.1 
26.6 
27.0 

25.0 
3.0 

Déficit (%) 

45.7 
55.1 
53.9 
57.3 
54.7 
44.1 
58.3 
49.5 
40.1 
59.1 
47.9 
49.9 
52.1 
43.9 
53.1 
46.1 

50.7 
5.7 



CUADRO 2. Promedios  de  migración del ADN en  células  de  bazo  de  ratas bien nutridas y 
desnutridas  a los 21 días de edad. 

L Bien nutridas  Desnutridas 1 
Rata 
n=12 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 

- 
Prom.= 
E.E.= 

migración E.E. H 
m )  
5 . 1 8  1.72 56.95 
6.85 1.46 30.98 
9.27 2.13 49.03 
9.52 1.90 38.03 

1 1.90 2.03 34.93 
12.32 2.71 59:49 
12.75 2.40 45.09 
13.68 1.92 27.09 
14.12 2.56 47.64 
15.88 1.92 23.66 
17.3 1 3.45 68.65 
18.80 3.27 56.82 

12.30  1.18  44.86 
4.08 

Rata 
n=l1 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
1 1  

migración E.E. H 
( P )  
9.63 1.53 36.63 

12.99 2.46 46.57 
13.68 2.53 70.64 
13-79 1.93 37.41 
13.89 2.20 51.26 
14.11 2.16 33.22 
18.07 3.34 61.22 
21.48 2.83 38.43 
21.57 2.58 30.76 
25.27 3.76 72.03 
36.33 2.76 21.47 

18.25  2.29  45.42 
5.39 

CUADRO 3. Promedios  de migración del ADN en  células  de  médula ósea de  ratas  bien 
nutridas y desnutridas  a los 21 días de edad. 

I Bien nutridas I Desnutridas I 
Rata 
n=10 
10 
6 
1 

11 
3 
5 
2 

12 
8 
9 

Prom. = 

E.E.= 

migración E.E. H 
( w - 4  
1.41 6.63  35.12 
3.12 1.05  43.28 
3 .38  1.21  23.56 
4.12  0.98  36.72 
5.16  1.79 31.12 
5.70  1.45 35.66 
5.84 1.17  62.10 
8.89 2.05 47.64 
9.38  1.84  36.20 

11.14 1.75 41.17 

5 .18  0.98  39.26 
3.24 

Rata 
n=10 

migración E.E. H 
(pm) 

1 

10 
7.73 1.45 41.15 6 
7.50  1.76  41.13 

13.64  2.01  29.75 2 
12.84  2.53 50.32 7 
12.53  1.62  21.76 9 
9.94 1.96  38.84 4 
9.17 1.72  48.33 3 
8.15 1.70 35.58 

11 16.64  2.17  28.31 
8 35.93  2.82 22.13 

13.41  2.67  35.73 
3.18 



El promedio  de migración de los leucocitos de  sangre se muestran en el cuadro  4. El 
promedio de  migración en el grupo  BN (n=lO) fue  de  19.39 pm y E.E. = 1.98, con valores que 
van de 1 1.82 a 29.3 1 pm. El grupo DN (n=lO) tuvo en promedio, una migración del ADN  de 
44.35 pm (más del doble), con valores desde 12.80 hasta 88.80 pm, 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 migración que la observada en  las ratas BN  (p< 0.05). Al comparar el coeficiente H, se 
observa  que no  hay diferencia  estadística. 

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

I Bien nutridas Desnutridas I 
Rata 

6 
I 7  
I l 2  

2 
11 
13 
3 

14 
5 

I 15 

Prom.= 
E.E.= 

I 

migración E.E. H 
(elm) 
11.82 
1 1.89 
16.63 
16.87 
17.39 
17.53 
19.77 
22.97 
29.77 
29.3 1 

2.38 
1.87 
1.74 
2.35 
2.36 
2.96 
2.12 
2.86 
4.22 
4.96 

47.88 
46.02 
18.13 
32.63 
3 1.95 
49.08 
34.85 
36.41 
37.69 
47.22 

Rata 

7 
6 
1 

10 
5 

12 
4 

13 
14 
3 

19.39 1.98 38.19 
3 .O5 

migración E.E.. H 
(P-4 
12.80  1.57  28.63 
14.59  1.96  39.16 
23.34  4.20  46.30 . 

36.76  3.05  25.75 
42.61  4.10  42.61 
45.90  3.60  28.80 
46.52  3.50  26.17 
62.20  2.20  11.90 
70.00  3.10  19.10 
88.80 8.50 40.50 

44.35  7.70  30.89 
3 48 

Los datos de la migración en nucleoides de linfocitos de bazo se muestran en el cuadro 5. 
Aquí se puede  observar  que las ratas BN tuvieron 10.57 pm de  daño en promedio (n=lO), con un 
intervalo  de 1.39 a 37.90 pm, y un E.E.=  3.66. Las ratas DN  mostraron un promedio de 
migración de  20.94 pm (n= lo), y un E.E.=  5.67, con un intervalo de  2.40 a 49.90  pm. 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.= 3.47 en el grupo  DN. El daño mostrado por las ratas desnutridas, fue casi el doble en 
comparación con las ratas bien nutridas, lo cual dió una diferencia  estadísticamente  significativa 
(p<0.05). El coeficiente de dispersión no fue significativamente  diferente  entre  ambos  grupos. 
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CUADRO 5. Promedios  de  migración del ADN en  linfocitos  de  bazo de ratas  bien  nutridas 
y desnutridas  a los 21 días  de  edad. 

I Bien nutridas Desnutridas I 
Rata 

2 
1 
6 

16 
5 

10 
8 

12 
1 1  
9 

Prom.= 
E.E.= 

nigración E.E. H 
(pm> 
1.39 0.68 17.29 
1.69 0.69 28.20 
3.38 1.10 35.96 
4.84 1.49 46.05 
5.08 1.27 31.74 
5.43 1.83 30.82 
8.22 1.44 25.17 

16.70 2.61 40.85 
21.12 3.34 25.35 
37.90 2.81 20.92 

10.57  3.66  30.23 
2.80 

Rata 

15 
4 
1 
6 
9 

16 
7 

11 
2 
8 

c 

I 

" 

I- 

C 

nigración  E.E. H 
(pm) 
2.40 1.57 28.63 
5.01 1.96 39.16 
6.13 4.20 46.30 
9.12 3.05 25.75 

11.44 4.10 42.61 
14.77 3.60 28.80 
26.71 3.50 26.17 
36.63 2.20 11.90 
47.26 3.10 19.10 
49.90 8.50 40.05 

20.94  5.67  30.84 
3.47 

Los datos del cuadro 6 muestra el daño al ADN en médula  ósea  separada. El grupo BN 
tuvo una migración de  8.83 pm, con valores desde 2.78 pm hasta 26.02 pm y un E.E.= 2.18. El 
grupo  DN  muestra una migración de 16.23 pm, con  un  valor  mínimo de  3.21 pm y un máximo 
de  47.27 pm, y un E.E.=  4.28.  En este cuadro se  puede ver que las ratas desnutridas tienen 
mucho  mayor  daño (casi el doble) en promedio que el grupo  de ratas bien  nutridas  (p<0.05). Con 
respecto al coeficiente H, no se encontró diferencia significativa  entre  el  grupo BN (Promedio  de 
3 8.17,  E.E. = 5.48) y el grupo DN (40.59 en promedio, E.E.=  5.05) 

El  cuadro 7 muestra la migración  en los linfocitos de sangre,  tanto  en  ratas  BN  como ratas 
DN.  En el grupo  BN  se observa  un  valor  mínimo de  21.35 pm y un máximo de  54.90  pm, con un 
promedio de  38.22 pm y un E.E.=  4.21. El grupo DN tuvo como  mínimo 3  1.66 pm y un máximo 
de  70.77 pm, 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 daño al ADN que las ratas bien nutridas (p< 
0.05). El Coeficiente H no fue diferente  estadísticamente  entre  el  grupo BN y (promedio= 15.2.7, 
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 daño entre las células con mayor daño. 
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CUADRO 6. Promedios  de  migración del ADN en  médula  ósea  separada  de  ratas  bien 
nutridas y desnutridas  a los 21  días  de  edad. 

I Bien  nutridas  Desnutridas 1 
- 
Rata 

16 
1 
6 

10 
2 
5 
8 

1 1  
12 
9 

Prom.= 
-.E.= - 

migración E.E. H 
@m) 
2.78 1.48 78.70 
3.72 1.34 46.62 
4.80 1.36 38.36 
6.11 1.62 42.96 
6.20 1.00 17.32 
7.39 1.38 25.76 
7.49 1.60 34.20 

11.63 1.57 32.02 
12.17 1.90 44.58 
26.02 2.35 21.19 

8.37 ,1.99 38.17 
5.48 

Rata 

9 
15 
7 
1 
4 

11 
10 
6 
8 

16 

migración E.E. H 
(Pm) 
3.21 1.43 63.83 
4.10 1.43 49.93 
8.34 1.65 41.63 
8.82 1.73 50.99 

10.96 2.10 41.63 
13.85 1.88 26.69 
14.61 2.09 29.71 
2 1 .O3 4.15 45.81 
30.12 5.28 49.01 
47.27 1.78 6.69 

20.94  5.67  40.59 
5 .O5 

CUADRO 7. Promedios  de.  migración del ADN  en  linfocitos  de  sangre  ratas bien nutridas y ' 

desnutridas a los 21  días  de  edad. - 

I Bien  nutridas Desnutridas I 
Rata 

2 
12 
5 
6 

11 
9 
8 

16 
17 

Prom. = 
E.E.= 

migración E.E. H 
( w d  

21.35 
22.45 
30.69 
34.09 
34.4 1 
45.79 
45.89 
54.38 
54.90 

2.79 36.63 
2.19 21.41 
2.40 18.77 
1.66 8.09 
2.78 22.45 
1.76 6.76 
2.87 17.95 
1.24 2.85 
1.18 2.54 

38.22  4.21  15.27 
3 74 

Rata 

7 
1 
6 
3 

10 
9 

16 
4 
2 

~ migración E.E. H 
(Pm) 

3 1.66 2.22 15.57 
36.28 3.34 30.78 
39.62 2.19 11.50 
55.48 1.46 3.87 
55.40 2.74 13.50 
61.01 2.92 13.97 
68.10 1.51 3.33 
77.28 1.33 2.29 
70.77 1.62 3.74 

55.08  5.38  10.95 
3 .O4 



Cuando  se  compararon  todos los grupos  se encontró  diferencia  estadística  significativa en 
la migración de ADN (p<0.05). Esta  diferencia se observó  que  es  debido a la desnutrición, como 
se considera  en los párrafos  anteriores.  Sin  embargo, también se  observó  que el tipo celular 
contribuye, es decir  que  un  tejido  muestra más daño  que  otro. Se encontró que tanto en ratas bien 
nutridas como en ratas desnutridas, el tejido que  muestra  menos  daño  es la médula  ósea 
completa,  mientras  que  en los leucocitos de  sangre  es  mayor  (Cuadro  8).  Además,  se  comparó 
entre  tejido  completo y células separadas,  observándose  que las células de  médula  ósea  separada 
y los linfocitos de bazo y sangre tienen mayor  migración en comparación a las células no 
separadas (p<O.O5). 

CUADRO 8. Promedio  de  migración  (pm) del ADN en los diferentes  tipos  celulares  de 
ratas  bien  nutridas y desnutridas 

Tipo  celular I Bien nutridas I Desnutridas I 
Prom. 

Bazo 

38.22 Linfocitos de  sangre 
8.83 Serie  linfoide de médula  ósea 

10.57 Linfocitos de bazo 
19.39 Leucocitos de  sangre 
5.81 Médula  ósea 

12.30 
E.E. 
1.18 
0.98 
1.98 
3.66 
2.14 
4.20 

7 

Prom. 

5.38 55.08 

4.28 16.23 
5.67  20.94 
7.70 44.35 
2.67 13.41 
2.29 18.25 
E.E. 

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



Las Figuras del 1 al 6 muestran la distribución en porcentaje, de la migración  del ADN en 
células  de  cada tipo celular. Se puede  observar  que  en el caso del bazo y la médula  ósea, el 
porcentaje  de  nucleoides  con  una  migración  menor a 20 pm es cercana al 80 ?/'o 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 
migración  menor o igual a 20 pm  varía 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 YO en varias de ellas. Además se puede  ver  que  en  casi todas 
las ratas existen  dos picos en  la distribución. 

En  el caso de los linfocitos de bazo y la serie  linfoide de  médula  ósea  también se obserya 
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  migración  menor a 20 pm disminuye  en las 
ratas bien nutridas en comparación a los leucocitos de  sangre. Además es evidente que  en las 
ratas desnutridas se desplaza la distribución en cuanto a la migración,  indicando que  aumenta el 
porcentaje de nucleoides  con una mayor  migración del ADN, y se observa que desaparece  uno de 
los picos  observados en  las leucocitos. 
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Los linfocitos de  sangre periférica mostraron una distribución mucho más amplia en  la 
migración del ADN, en  comparación  a los tipos celulares anteriores. Esto se ve  reflejado en los 

 datos grafícados de las Figuras  6a y 6b. En ambos  grupos se puede  observar  que  ninguna rata 
alcanza  porcentajes  mayores al 60 % de nucleoides con  migración de O a 20 pm.  En las ratas 
desnutridas se puede  observar  que  cinco  de  nueve muestran un número  mayor de nucleoides  con 
estela entre  61 y 80 pm, mientras que las ratas bien nutridas se observa  que la tendencia  es  a 
tener  migraciones  menores  a 61 pm. El  porcentaje de nucleoides  con  migración  mayor  a 60 pm 
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  según el 
grado  de  daño y comparando  entre el grupo  BN y DN.  En el caso de las células de bazo (Figura 
7), se puede  observar  que la proporción de células  sin  daño y daño  bajo  es  menor  en las ratas 
desnutridas  que en  las bien nutridas, pero en  daño  moderado  y  alto esta tendencia  cambia, pues es 
mayor la proporción de nucleoides en  el grupo  DN  que en el BN. 

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

Las  proporciones de nucleoides  clasificados  en los diferentes  grados  de  daño,  en 
leucocitos de  sangre,  se muestran en  la  Figura 9. Aquí se  aprecia que la proporción de nucleoides 
sin  daño y daño  bajo  es  mayor  en las  ratas bien nutridas; sin embargo  en  daño  moderado  y  alto 
se  observa  que es mayor la proporción  en las ratas desnutridas,  apreciándose  que el grupo DN 
tiene un número mucho mayor de células  con  daño alto que en  el grupo  BN. 

La  Figura 10 muestra las proporciones de nucleoides clasificados  en diferentes grados de 
daño,  tanto del grupo BN como el DN, de linfocitos de bazo. Aquí se  puede apreciar que  sólo en 
el caso de células  sin  daño, el número  es  mayor  en las ratas bien nutridas, pues  en los otros 
grados de  daño  se invierte esta tendencia. 
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- Figura 9. Proporción  de  nucleoides  con  diferentes  grados  de  dafio en 
leucocitos  de  sangre 

sin daño bajo moderado 

Grado de daAo 

a It0 

2 2 2 4 7 9  

Figura 10. Proporción  de  nucleoides  con  diferentes  grados  de  dafios en 
linfocitos  de  bazo 

.- 
I 

sin daiio bajo moderado 

Grado de daño 

alto 

5 1  



Figura  11.  Proporci6n  de  nucleoides  con  diferentes  grados  de daAo en 
medula  6sea  separada 
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En la Figura 11 se observa  que en el caso de la médula ósea  separada, la proporción de 
nucleoides sin daño es mayor en las ratas BN, mientras que en daño bajo son muy similares  entre 
ambos  grupos.  También  se  observa que las ratas desnutridas muestran un mayor número de 
nucleoides en grado moderado y alto que las ratas bien nutridas. 

La  Figura 12 muestra los resultados de la clasificación de los  nucleoides,  según su 
migración, en linfocitos  de  sangre.  Esta  gráfica muestra que el número de nucleoides  sin  daño  es 
mucho menor tanto en el grupo  de ratas BN  como en el grupo  DN,  en  comparación  a todos los 
tipos celulares  anteriores.  También se observa  que  en las clases sin  daño,  daño  bajo y daño 
moderado, las proporciones mayores de nucleoides las muestra el grupo  BN,  mientras  que en 
daño  alto,  el  grupo DN muestra proporciones mayores en comparación  al BN. Además, si se 
observa con mayor  detenimiento,  se puede decir  que las proporciones  en l a s  ratas desnutridas se 
encuentran  desplazadas hacia la derecha, en comparación  a las ratas bien nutridas, y esto se ve 
más claro  cuando se observa  que las ratas BN tienen una mayor proporción de células  en  daño 
moderado, mientras  que las ratas DN tienen un mayor número en  daño  alto. 

En los Cuadros 9 y 10 se muestran las proporciones de nucleoides,  según  el  grado de 
daño, en cada tipo celular.  Cuando se realizó la comparación  tomando  en  cuenta la clasificación 
del grado  de  daño,  se  encontró  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  ósea, las ratas desnutridas  tienen  una  proporción de nucleoides  con 
daño alto aproximadamente  del  doble  que la observada en las ratas bien nutridas. En los 
leucocitos  de  sangre se observa  que la proporción de nucleoides con daño  alto casi se triplica  en 
las ratas desnutridas  en  comparación  a las  ratas bien nutridas. 

Por  otra parte, en l a s  células aisladas se observa que la proporción de nucleoides  con d@o 
en los linfocitos de bazo y la serie  linfoide  de la médula ósea 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 proporción  de estos nucleoides es aproximadamente de 2.5 veces al basal del grupo 
testigo. 



CUADRO 9. Proporción  de  nucleoides  con  diferentes  grados  de  daño  en  bazo,  médula  ósea 
y leucocitos  de  sangre  en  ratas bien  nutridas y desnutridas. 

l G r a d o  daño de 

sin  daño 
bajo 
moderado 

Bazo Leucocitos de sangre Médula ósea 

Valor en BN  DN BN  DN BN DN 

CLm 

0-20 757 679 8  66 699 608 385 
2 1-40 105 96 64 149 168 135 
4 1-60 73 103 48 103 113 169 
61-> 65 122 22 49 111 311 

CUADRO 10. Proporción  de  nucleoides  con  diferentes  grados  de  daño  en bazo, médula 
ósea y leucocitos de sangre  en  ratas bien  nutridas y desnutridas. 

Grado de 
daño 

sin daño 
bajo 
moderado 

Linfocitos de bazo I Médula  ósea  separada I Linfocitos de  sangre 

Valor en BN DN BN DN BN DN 

0-20 23 5 122 798 683 784  610 
2 1-40 

192 497 32 1 O0 41 117 6 1-> 
352 253 47  96 81 132 4 1-60 
22 1 128 123  121 94 141 
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DISCLJSI~N 

En México, la desnutrición afecta  principalmente  a los niños en edad preescolar, como 
consecuencia de la pobreza e ignorancia que  prevalece en algunos  sectores de la población. Esto 
da pauta a  que numerosos grupos  de investigación 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 inducción de la desnutrición  durante  la 
lactancia ofrece  un buen modelo para evaluar los efectos de la DCP por sí misma,  ya  que se 
controlan variables, como la presencia de algún proceso infeccioso, o la administración de 
antibióticos,  que  generalmente se presentan en asociación con la desnutrición. 

Este  trabajo se realizó con el propósito de demostrar  que  la  DCP  es  capaz por sí 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. 

AI 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 
migración 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 migración que las bien  nutridas, lo cual se 
comprueba con el análisis estadístico. Por lo tanto se puede afirmar  que la DCP  induce  un 
aumento en los rompimientos de l a s  moléculas de  ADN. 

Cabe  mencionar  que la metodología utilizada en este  estudio es muy sensible,  permitiendo 
detectar O. 1 rompimientos de ADN por lo9 dalton.  Otra  característica  muy  importante es su 
capacidad para detectar  diferencias intercelulares en el daño al ADN y su reparación  en 
virtualmente  cualquier población de células eucariontes  (McKelvey y col., 1993; Tice, 1995)). 

Estos  resultados están de  acuerdo con los datos obtenidos  en  trabajos  realizados 
anteriormente.  En 1972, Betancourt y colaboradores encontraron que los niños  desnutridos 
tuvieron  aberraciones  cromosómicas en mayor número  que en adultos sanos,  encontrando  un 
mayor  porcentaje de fragmentos; estos resultados estaban en contradicción con los resultados de 
Thorburn y colaboradores  (1972), pues ellos no observaron  una relación entre la desnutrición y 
las aberraciones  cromosómicas y sugirieron  que la discrepancia entre  sus resultados y los 

obtenidos por otros  autores se debía a la intervención de  otros factores , como son la presencia de 
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alguna infección o la ingestión de remedios caseros, capaces de  aumentar la proporción de 

aberraciones. En cuanto  a un modelo experimental, Vijayalaxmi en 1975, encontró un 
incremento en la proporción de aberraciones cromosómicas en células de ratas alimentadas con 
una dieta  baja  en proteínas, mostrando que  una  dieta baja en  proteínas  tiene  una influencia 
adversa sobre la integridad estructural de los cromosomas  de la médula  ósea de las ratas. 

Castro, en su artículo publicado en 1987, resalta la importancia de conocer la interacción 
del estado nutricional sobre la estructura del cromosoma.  Esta  autora  hace  mención  de trabajos 
en donde se observó el efecto de nutrientes específicos relacionados  en la condensación 
cromosómica (Ej., zinc y magnesio), sobre la estructura  de lcls cromosomas, los cuales revelaron 
que las deficiencias  de estos nutrientes están correlacionados  con  rompimientos  cromosómicos, 
deleciones o sitios  frágiles.  También menciona que  otros  trabajos  demostraron  cambios  en las 
configuración de  orden  superior  de la cromatina  en interfases causado por  alteraciones en el 
balance de  carbohidratos, grasa o componentes proteicos en la dieta.  Estos últirnos hallazgos los 
relaciona con posibles alteraciones en la expresión de los genes  afectados por las modificaciones 
de  configuración. 

Ortiz y col.  (1995)  observaron  que la desnutrición  severa  aumenta la frecuencia  de 
micronúcleos  en  linfocitos en ratas desnutridas de 21 días de edad. Estos  resultados  apoyan  que 
la DCP tiene un efecto  sobre la integridad del ADN, ya que los micronúcleos se  forman por 
fragmentos  cromosómicos o cromosomas completos que no SI: han integrado  al núcleo principal. 
Además, Betancourt y colaboradores en 1995, hicieron un estudio, utilizando la metodología de 
la electroforesis  unicelular alcalina, en niños bien nutridos y desnutridos,  en  donde  encontraron 
un incremento en  la migración en el ADN en leucocitos de  sangre  periférica, y que  este 
incremento  está  asociado  a la DCP. Sin embargo, se debe  tener en cuenta  que en sus resultados 
influyen  otros  factores  que  acompañan  a la desnutrición  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 
daño  asociado con la desnutrición puede estar relacionado a la deficiencia de varios nutrientes 
necesarios para la síntesis  de proteínas asociadas con la integridad del ADN y10 a una capacidad 
disminuida para reparar los niveles normales de  daño al ADN, permitiendo que el  organismo 
desnutrido  sea más susceptible al daño  ambiental. 

Diversos  estudios han encontrado  que el metabolismo de proteínas se  ve alterado  durante 
la desnutrición. En 1994, se realizó un  trabajo  en ratas desnutridas, en cual se estudió  la  síntesis 
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de proteínas durante la regeneración del hígado; este  estudio  muestra que la síntesis de proteínas 
durante la desnutrición no aumenta tanto como en los animales bien nutridos. En este caso los 
autores proponen que baja la síntesis de proteínas y otras moléculas de exportación, lo cual 
permitiría que en las ratas desnutridas se lleve a cabo la regeneración del hígado  (Skullman y 

col., 1994). 

Otro trabajo, se realizó para encontrar las posibles alteraciones de la desnutrición  sobre el 
transporte  de  aminoácidos, más específico, el transporte  de la alanina  en  hígado  (Gómez- 
Angelats y col, 1995). Los resultados mostraron que la desnutrición durante  la lactancia afectó 
visiblemente el transporte  de alanina mediado por sodio, por lo cual concluyen  que la 
desnutrición  calórico proteica puede substancialmente  afectar el metabolismo de aminoácidos, 
debido  a la alteración del transporte  dependiente  de  sodio. En otros  trabajos han encontrado 
niveles bajos de albúmina en niños con DCP, lo cual afecta.ría también el transporte de varias 

' moléculas a través del torrente  sanguíneo  (Dramaix y col., 1993 ). 

Los trabajos  anteriormente mencionados apoyarían  qye  durante la desnutrición no hay 
suficientes  nutrientes para mantener todas las funciones  de un órgano,  como el hígado,  además de 
que se afecta la disponibilidad  de los mismos nutrientes. Si no  hay los elementos  suficientes  para 
mantener  todas las funciones  de una célula, ¿cómo repercutiría en la integridad  del  ADN?.  Una 
posibilidad podría  ser  que no lleve a cabo una duplicación adecuada del ADN  durante  la'fase  de 
síntesis. Lo anterior  tendría  apoyo en el trabajo de Bansal-Ragbanshi y Mathur  (1985),  en  donde 
se  encuentra  que la fase S en células de ratas desnutridas es evidentemente más larga.  Otra 
posibilidad es que  durante la vida de la célula no sea posible reparar todos los daños que pudiera 
darse en el ADN, ya que los mecanismos de reparación pueden ser  deficientes  por  falta  de 
nutrientes. 

También es posible  que  el  daño  sea causado por la ausencia de moléculas que  impidan  el 
daño  oxidativo . El daño  oxidativo puede ser  originado por radicales libres o especies  reactivas 
de oxígeno, los cuales  son producidos por: 1) metabolismo oxidativo, 2) la actividad de la 
citocromo P450 microsomal, la cual es inducible por compuestos extraños, y/o 3) por un 
incremento en la respiración  de  fagocitos  estimulados.  La ma:yoría de la superóxido  formada  por 
estas actividades  es  eliminado por la acción del superóxido dismutasa, la cual  produce peróxido 
de  hidrógeno, pero este  a su vez es metabolizado a productos finales no dañinos por la glutatión 
peroxidasa (Thurman, 1990). Algunos autores proponen que l a  DCP disminuya la actividad de la 
glutatión  peroxidasa por los bajos niveles de selenio, un elemento necesario para el 
funcionamiento  de esta enzima  (Thurman, 1990; Albrecht y Pélisser , 1995). Adem& 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 concentración de glutatión en la sangre  disminuye tanto en 
niños con desnutrición tipo marasmo como en niños con desnutrición tipo kwarshiorkor, 
encontrándose en éstos últimos una disminución más marcada. (Becker y col., 1995 Albrecht y 
Pélisser A,, 1995). Becker encontró además que no se observan  mecanismos  compensatorios 
tales como un incremento en  las actividades de las enzimas  antioxidantes  glutatión reductasa y 
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Hay que recordar que el glutatión,  además  de  mantener los 

sulfidrilos  de las proteínas, es  un tripéptido importante  en la protección de las células  contra 
agentes oxidantes. 

Se  sabe  que las especies reactivas de  oxígeno y las especies reactivas de nitrógeno 
(radicales  libres)  causan alteraciones en el ADN, por ejemplo  mutaciones  en un par de bases, 
rearreglos, deleciones, ' inserciones y amplificación de secuencia. El grupo  hidroxilo es 
especialmente  dañino ya que  genera una variedad de prod!uctos a  partir de las cuatro bases 
nitrogenadas  de los ácidos  nucleicos.  Por  otro  lado, el radical superóxido  ataca  selectivamente  a 
la guanina. El óxido nítrico o sus productos reactivos derivados de 11, son  agentes  mutágenos que 
tienen el potencial de producir reacciones de nitración, nitrosación y desaminación en l a s  bases 
del ADN. Aunque no queda muy claro como las especies reiactivas llegarían  a  las  cercanías del 
material genético nuclear y así ser capaces de  atacarlo (Wisernan y Halliwell,  1996),  es  evidente 
que al bajar los niveles de las moléculas capaces de evitar el daño  oxidativo  en la célula es más 
probable  que se produzca  daño en el ADN. Sin embargo  cabría  preguntarse  ¿sería posible 
disminuir el daño al ADN si  se  pone  a disposición de las células factores  antioxidantes? ¿la célula 
sería  capaz  de  reparar el daño?. 

La  electroforesis  unicelular  alcalina  permite una evaluación adecuada de los niveles de 
daño 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 mamíferos  difieren  marcadamente  en  su 
respuesta a una variedad de factores  como: radiación ionizante, agentes  alquilantes,  etcétera 
(Kreja y col., 1996; Vaghef y col.,  1996).  Para la realización de este  trabajo se consideró 
importante  observar si todos los tipos celulares presentaban daño o si alguno de ellos no lo 

presentaba.  Como se comprobó en los resultados, todos fueron afectados por la desnutrición, ya 



que en todos los casos, las células de las ratas desnutridas presentaron un daño mayor en 
comparación  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  daño  al ADN basal 
0 en la respuesta a diferentes factores. Fairbairn y colaboradiores (1994)  observaron que algunos 
tipos celulares presentan una mayor cantidad de  sitios  sensibles al álcali  (células de riñón 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 diferen.cias en las migración de nucleoides 
de médula  ósea, bazo y sangre. Es posible pensar que  exista un mayor número  de  sitios  sensibles 
al ambiente  alcalino en sangre  que en bazo y médula ósea, 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  número de rompimientos. 

Es conocido  que las células hematopoyéticas de la  mCdula ósea  son  mucho  más  sensibles 
a la radiación ionizante  que las pertenecientes a otros  tejidos, sin embargo  se  ha  encontrado que 

las células del estroma de la médula ósea son claramente más resistentes (Kreja y coi.,  1996). Lo 
anterior  apoya los resultados obtenidos, pues se encontró que: la serie  linfoide  tiene  mayor daño, 
tanto basal como  durante la desnutrición, que las células de la médula  ósea  completa.  Sin 
embargo no necesariamente estas células deben ser más sensibles  que las pertenecientes  a otros 
tejidos, ya que en un  trabajo realizado en células de ratón se demostró que el benzo(a)pireno 
induce rompimientos de una  sola  hebra en células de hígado pero no así en linfocitos  y  células de 
médula ósea  (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 dañinos de agentes  químicos y 
radiación  ionizante  sobre los cromosomas. Tucker y col., en 1986  observaron  que hay una  mayor 
sensibilidad  a la inducción  de intercambios de  cromátidas  hermanas en bazo en oposición  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 reparación comparados  con su contraparte en la 
sangre  periférica.  Por  otro lado, otro estudio mostró que los linfocitos de bazo tienen una mayor 
frecuencia de micronúcleos  que los linfocitos de  sangre periférica cuando los ratones son 
sometidos  a radiación X. La explicación 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 están en la fase S 
durante la radiación (Fenech, 199 1). 



En las células  de sangre, podemos decir  que existen dos  poblaciones celulares que 
responden de manera diferente al daño. Lo  anterior  se puede observar en la Figura 3a, en donde 

, hay una ligera  tendencia en  las ratas 13, 14 y mayor en Ila 15, en mostrar dos picos en 'la 
distribución  de la migración del ADN. La tendencia se muestra con mayor claridad  en l a s  ratas 
desnutridas, en donde  se puede observar que siete  de las 10 ratas tienen dos picos en la 
distribución  (Figura  3b). Esto indica que existen dos poblaciones que responden de  diferente 
manera  a la DCP, una mostrando mayor migración 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, además se  puede  decir que los  linfocitos de sangre 
tienen mayor  susceptibilidad, ya que tienen mayor migración que las células de sangre  completa 
(Cuadros 4 y 7). Esta  observación 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 observó  que los granulocitos 
muestran  diferente  susceptibilidad en comparación a los linfocitos  humanos,  cuando  reciben 
radiaciones  ultravioleta y gama, además  determinaron  que  tienen  diferente  respuesta  a la 
reparación (Lankinen y col., 1996). Por otro lado, la sensibilidad puede ser  diferente  entre  una  u 
otra población de  linfocitos, ya que en un trabajo efectuatdo en 1989, se encontró  que los 
linfocitos B muestran una mayor frecuencia  de micronúcleos (que los linfocitos T, en  cultivos con - 
peplomicina  (Slavutsky y Knuutila, 1989). 

La  electroforesis unicelular alcalina permite medir el daño al ADN en  células 
individuales, haciendo posible estimar  el  coeficiente  H  de  dispersión para probar  si la 
variabilidad intercelular fue o no similar  entre ratas bien nu.trida y desnutridas. Los resultados 
indican que la variabilidad  intercelular se mantiene  entre  ambos  grupos. La menor  dispersión 
encontrada en los leucocitos y linfocitos de sangre indica que el daño  mostrado se manifestó  en 
mayor  número  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 varían en el daño 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 l l a s  células de  sangre  completa  a los 

linfocitos aislados, tanto en ratas bien nutridas como en las  ratas desnutridas. 



También se efectuó el ar?álisis de los resultados por medio del grado  de daño, 
identificándose  cuatro:  sin daño, con daño bajo, moderado y alto.  Esta  forma  de  agrupar  a los 

nucleoides da información  acerca  de la extensión del daño elntre ellos y facilita la observación y 
análisis de las distribución del daño (Schober y col., 1994; Tice,  1995.) Los resultados mostraron 
que la proporción de células con mayor daño es más alto en las ratas desnutridas, en todos los 

tipos celulares. Esto concuerda con lo observado  tomando en cuenta  solo los promedios  de 
migración. Además los datos indican que los linfocitos de bazo y la serie  linfoide de médula 
ósea son más susceptibles  a presentar daño  que el total de las células componentes  de  ambos 
tejidos. 
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En la Figura 9 se aprecia  claramente  que los leucocitos de  sangre  tienen  menor  cantidad 

de nucleoides sin daño, tanto en ratas bien nutridas como en desnutridas,  en  comparación  a las 
células  de bazo y médula, y además tienen un número  mayor  de nucleoides con  daño  alto en ratas 
DN. Cuando  se  analiza  a los linfocitos de  sangre  se  observa  que  el  número de nucleoides  sin 
daño  disminuye  considerablemente, lo cual indica que  células  que no muestran  daño  están en los 

otros  tipos de leucocitos. 

Como  consideraciones  finales, se puede decir  que la desnutrición  favorece la aparición  del 
daño al ADN en todas las células estudiadas. Una forma en 1,a que  se  puede  afectar directamente 
es por la falta de nutrientes importantes en la condensación de los cromosomas,  afectando la 
integridad del ADN. La faita  de nutrientes también  podría  afectar  de  manera  indirecta  al  material 
genético, ya que la falta  de moléculas importantes para la duplicación  podría  reflejarse  en  una 
síntesis defectuosa de ADN. La deficiencia en la síntesis de proteínas podría  alterar  de una 
manera indirecta los mecanismos  de reparacih del material genético, lo cual  favorecería el 
incremento en  el daño.  También  puede considerarse que la falta de nutrientes  provocaría una 
deficiencia en los mecanismos protectores contra el daño  oxidativo. Es importante  mencionar que 
es necesario llevar  a  cabo  estudios en donde  sea posible observar  como se produce  el  daño 
genético en los organismos  desnutridos. 



CONCLUSIONES 

Los resultados  obtenidos en este  estudio  indican  que la desnutrición  calórico  proteica 
inducida  durante el periodo  de la lactancia  favorece el daño en el material  genético. 

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

También se  observó  que los linfocitos  de  bazo,  de  sangre y la serie  linfoide  de  la  médula 
ósea  muestran  una  mayor  migración, lo cual  se  puede  considerar  que son más  susceptibles  a 
presentar  daño al ADN durante la desnutrición. 

L a  sensibilidad  de la electroforesis  unicelular  alcalina  permitio  *determinar  el daño 
presenta en células  individuales y además,  apreciar  que  existe  variabilidad  individual  en las ratas 
de  ambos  grupos. 

El análisis  del  coeficiente H de  dispersión  mostró  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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