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RESUMEN

La asimilacion deficiente de alimentos por el organismo conduce a un estado
patoldgico con distintos grados y manifestaciones clinicas, conocido como
Desnutricion (Gomez, 1946).

Los estudios en el area de la toxicologia genética han generado un numero
importante de procedimientos in vivo e in vitro, los cuales han sido disefiados para
monitorear los efectos que diversos agentes fisicos y quimicos tienen sobre la
integridad genética de las células, asi como los posibles riesgos que estos
representan para los organismos (Abramsson y cols., 2000; Krishna y Hayashi,
2000). Entre estos procedimientos se incluyen: la medicion de proteinas asociadas al
ADN, localizacion de mutaciones puntuales o eventos genéticos que afectan a un
gen especifico (Abramsson y cols., 2000).

El gen glucosilfosfatidilinositol de clase A (Pig-a) se localiza en el brazo corto del
cromosoma X (Takahaski y cols., 1993; Rosee, 1997; Tomita, 1999; Phonethepswath
y cols., 2008). Este gen codifica para la subunidad catalitica que participa en la
primera etapa de la sintesis de de glucosilfosfatidilinositol (GPI) (Takahaski y cols.,
1993; Hernandez y cols., 2008). GPI es esencial para el anclaje de una gran
variedad de proteinas de la membrana citoplasmatica (Hernandez y cols., 2008).

En los ultimos afios ha surgido un nuevo ensayo in vivo de deteccion de mutacion
somatica basado en el gen Pig-a (Pig-a en los roedores, PIG-A en los seres
humanos). El ensayo consiste en detectar mutaciones sométicas por medio de

citometria de flujo. En una célula normal un nimero de proteinas sintetizadas en el



reticulo endoplasmico llegan a unirse covalentemente a la molécula de GPI. Estas
proteinas dependientes de GPI aparecen en la superficie celular, y pueden ser
detectadas por los anticuerpos apropiados conjugados con fluorocromos
(Karadimitris y Luzzatto, 2001).

En este estudio se utilizo el ensayo Pig-a como una herramienta para analizar el
dafio génico en un modelo de desnutricion grave expuesto a un potente mutageno. El
ensayo se baso en realizar un marcaje diferencial de reticulocitos y eritrocitos usando
un anticuerpo conjugado con un fluorocromo (antiCD59-PE). Se tom6 como indicador
de dafio al material genético de las células, el incremento en las frecuencias de
mutantes Pig-a, que fueron analizadas en un millon de células, procedentes de

sangre periférica de ratas cepa Wistar expuestas a un mutageno durante 8 semanas.

Los resultados muestran que la desnutricidbn grave por si misma tiene un efecto
dafiino sobre la integridad del material genético. Las frecuencias de mutantes se
incrementaron en el tiempo. El ensayo Pig-a es de reciente introduccion como
meétodo génico de evaluacion genotoxica. De acuerdo a los resultados obtenidos, es
necesario continuar el estudio del efecto de la desnutricion sobre el material

genético, apoyandose en estudios complementarios.



ABSTRAC

The deficient assimilation of nutrients by the body leads to a pathological condition
with varying degrees and manifestations, known as malnutrition (Gomez, 1946).
Studies in the area of genetic toxicology have generated a large number of
procedures in vivo and in vitro, which are designed to monitor the effects of various
physical and chemical agents have on the genetic integrity of cells and the possible
risks they pose for the organisms (Abramsson et al., 2000, Krishna and Hayashi,
2000). These procedures include measurement of DNA-associated proteins, location

of mutations or genetic events affecting a specific gene (Abramsson et al., 2000).

The gene glycosylphosphatidylinositol of class A (Pig-a) is located on the short arm of
chromosome X (Takahaski et al., 1993; Rosee, 1997; Tomita, 1999; Phonethepswath
et al., 2008). This gene encodes the catalytic subunit involved in the first stage of the
synthesis of glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Takahaski et al., 1993, Hernandez et
al., 2008). GPI anchor is essential for a variety of cytoplasmic membrane proteins

(Hernandez et al., 2008).

In recent years a new in vivo assay for detection of somatic mutation in the gene
based Pig-a (Pig-a in rodents, PIG-A in humans). The assay involves the detection of
somatic mutations by flow cytometry. In a normal cell a number of proteins
synthesized in the endoplasmic reticulum become covalently bound to the GPI

molecule. These proteins appear GPI dependent on the cell surface and can be

Vi



detected by appropriate antibodies conjugated with fluorochromes (Karadimitris and

Luzzatto, 2001).

In this study we used the Pig-a test as a tool for analyzing gene damage in a model of
severe malnutrition exposed to a potent mutagen. The assay was based on post a
differential staining of reticulocytes and erythrocytes using a fluorochrome-conjugated
antibody (antiCD59-PE). Was taken as an indicator of damage to the genetic material
of cells, increases in mutant frequencies Pig-a, which were analyzed in a million cells

from peripheral blood of rats Wistar exposed to a mutagen for 8 weeks.

The results show that severe malnutrition alone has a harmful effect on the integrity of
genetic material. The frequencies of mutants increased over time. The trial Pig-a is
newly introduced as a method of evaluating genotoxic gene. According to the results
obtained, it is necessary to continue the study of the effect of malnutrition on the

genetic material, based on studies.
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1. Introduccion

Durante la infancia ocurren cambios importantes en el crecimiento y desarrollo
humano. Durante ésta, se logra el nifio logra la madurez inmunoldgica, se adquieren
habilidades y destrezas en el desarrollo psicomotor, por lo que es un periodo
importante para la formacion del individuo. La nutricion ocupa un lugar central al
proporcionar la energia y los sustentos necesarios para las exigencias del
crecimiento y propiciar las condiciones adecuadas para un desarrollo éptimo
(Romero, 2005).

La asimilacion deficiente de alimentos por el organismo puede conducir a un estado
patolégico conocido como DES, con distintos grados y manifestaciones. Este término
simplificé extraordinariamente la confusion y variedad de nombres que existian en las
distintas escuelas de pediatria y que se usaban para denominar padecimientos
semejantes: las entidades clinicas llamadas hipotrepsia, hipotrofia, distrofia, atrepsia,
atrofia de Parrott, descomposicidon, consuncién, malnutricion y otras mas, son
distintas manifestaciones de un mismo padecimiento de etiologia variada (Gémez,
1946).

Los estudios sobre DES en humanos son indispensables, sin embargo, para el
entendimiento de los efectos de la DES en drganos o tejidos diferentes a una
muestra de sangre, no son factibles. Por este motivo, se proponen modelos de
estudio en animales desnutridos experimentalmente ya que, de esta manera se
controlan diversas variables que se puedan presentar en los nifios debido a que la

viene acompafnada de otros padecimientos, principalmente infecciones (Ortiz, 1987).



Los estudios citogenéticos sobre los efectos de la DES en modelos de
experimentacion, brindan informacién basica que permite obtener un mejor
entendimiento acerca de este padecimiento. Dentro de ellos se encuentran los de
nivel génico que se basan en establecer si existe una relacion entre la DES vy la

frecuencia de mutaciones en un organismo.

1.1 Desnutricion

La deficiencia de macronutrientes como las proteinas, carbohidratos y grasa, provoca
desnutricion calorico-proteinica (DCP) y combinada con la deficiencia de
micronutrientes, representa uno de los principales problemas nutricionales que afecta
a millones de mujeres embarazadas, ancianos y nifios (Rodriguez y cols., 2011).

Este padecimiento dafia las funciones celulares de manera progresiva, afectandose
el depdsito de nutrientes, el crecimiento, la capacidad de respuesta al estrés, el
metabolismo energético, los mecanismos de comunicacion y de regulacion celular,
por lo que, de no controlarse a tiempo, puede provocar la muerte del organismo que
la padece (Calzada, 1998).

Diversos estudios han demostrado que la DES aumenta el riesgo de infecciones y
muerte (Pelletier y cols., 1993). Las causas mas frecuentes de muerte en nifios
menores de 5 afios son diarrea aguda e infeccidn respiratoria aguda. Varios estudios
han demostrado que la DES esta frecuentemente asociada causalmente con estas
muertes. Sin embargo, rara vez aparece como causa de muerte en los certificados
de defuncion, por lo que su impacto es en gran medida subestimado (Rodriguez y

cols., 2011).



1.1.1 Clasificacion de la desnutricion

Gomez en 1946 hizo una descripcion de este padecimiento y lo clasificé en tres
grados:

DES de primer grado o leve: cuando el déficit de peso se encuentra entre el 10% y
24%.

DES de segundo grado o moderada: el déficit de peso es mayor de 25% y menor de
39%.

DES de tercer grado o grave: cuando existe un déficit de peso mayor al 40%. En este
grado, el organismo ha agotado casi todas las reservas para su sobrevivencia.

Esta clasificacion se basa en diferentes indicadores, dentro de los que se considera
principalmente el déficit de peso, de talla y la relacion peso/talla con respecto a lo
esperado para la edad cronolégica del organismo (Cravioto y Vega-Franco, 1995;

Ortiz y cols., 1999).

1.1.2 Tipos de desnutricion grave

La DES grave a su vez, tiene dos manifestaciones clinicas: el marasmo y el
kwashiorkor (Gomez, 1946; Golden, 2002). El marasmo se presenta en nifios
menores de un afio de edad y es producto de una dieta pobre en proteinas y
calorias; se caracteriza por un importante retraso del crecimiento.

El nifio con marasmo presenta cuadros de infecciones, diarreas, pérdida de grasa
corporal, inflamaciéon estomacal, ojos hundidos, pérdida de peso, cambios en el color

del cabello y una apariencia fisica de inanicion severa (Parra y cols., 2003).



Por otro lado, kwashiorkor es un término aplicado a un nifio cuya ingesta de
carbohidratos es variable pero no tiene proteinas en su dieta, generalmente se
registra en nifios de 1 a 5 afios de edad (Behrman y cols., 1986; Frenk, 1989;
Golden, 2002). Se caracteriza por edema en abdomen y extremidades (Sauerwein y
cols., 1997; Krawinkel, 2003) ademas de la presencia de otros sintomas como son:
cambio en el color del cabello el cual cae con facilidad al tocarlo, piel deshidratada y
descamacion. (Sauerwein y cols., 1997; Vega, 1999).

En los paises en desarrollo, aproximadamente el 3.5% de los nifios menores de 5
afios de edad, sufren DES grave. Aunque los tipos leves y moderados de DES
infantil son aun mas frecuentes, su importancia en la morbilidad y mortalidad infantil
es menos reconocida (Ahmed y cols., 2009). La magnitud del problema de la DES
varia de un pais a otro y en las diferentes areas geograficas de un mismo pais. En
México, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006, refiere que 472
890 (5 %) niflos menores de cinco afos tuvieron peso bajo; 1194 805 (12.7 %), talla
baja y alrededor de 153 000 (1.6 %), presentaban marasmo (Olaiz-Fernandez y cols.,

2006).

1.2 Modelos experimentales para la induccion de des  nutricion
Desde hace algunas décadas, se ha mostrado interés por estudiar los efectos
causados por la DES vy las posibles secuelas en la salud y desarrollo posterior del

organismo (Chandra, 1996; Ortiz y cols., 2006).



Los estudios sobre DES en humanos son indispensables, sin embargo, para
entender sus efectos en diferentes 6rganos, este tipo de estudios no son factibles.
Por lo anterior, es necesario proponer y realizar estudios en modelos con organismos
desnutridos experimentalmente, ya que de esta manera es posible controlar diversas
variables (Cortés, 1997).

Dentro de los estudios realizados sobre DES, los modelos animales han sido
ampliamente utilizados desarrollandose principalmente en rata y raton (Ortiz y cols.,
1999). Si bien los estudios del efecto de la DES en diferentes etapas de la vida son
relevantes, los estudios durante la lactancia podrian considerarse prioritarios, dada la
importancia de este periodo, el cual, en la rata corresponde a la infancia temprana de
los nifios (Medina, 2005).

Basicamente dos métodos son utilizados para inducir DES en animales de
laboratorio durante la lactancia (Ortiz y cols., 1996): uno de ellos esta basado en la
deficiente calidad del alimento ingerido, en éste, las crias son alimentadas por una
nodriza desnutrida que produce leche de calidad deficiente (Resnick y cols., 1982;
Marin y cols., 1995).

El otro método, implica la disminucién de la cantidad de la leche disponible para cada
cria al establecerse la competencia por el alimento, el método consiste en
incrementar el nUmero de crias por nodriza, lo que tiene como consecuencia que la
cantidad de alimento que puede ingerir cada una de ellas sea baja (Benedetti y cols.,

1992; Ortiz y cols., 1996).



Los estudios sobre DES, particularmente realizados en rata, han aportado
informacion valiosa con relacion a las posibles secuelas producidas por la DES en
diversos niveles y en diferentes etapas de la vida.

Ademas, los estudios en modelos animales presentan diversas ventajas, como son:
mayor control de variables, la posibilidad de realizar estudios in vivo, in vitro o ex
vivo, ademas de permitir utilizar diversos érganos, tejidos y tipos celulares, asi como
poder determinar la susceptibilidad y el posibles efecto sobre la funcionalidad celular

(Ortiz y cols., 1996).

1.3 Estudios de DCP y dafio citogenético

En 1971, en la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, se inicié un
programa de investigacion con el objetivo de estudiar los efectos producidos por la
DCP en los niveles citogenético y celular (Betancourt y Ortiz, 1991). Para obtener
informacion basica sobre los efectos de la DCP se han empleado diversos ensayos,
técnicas y herramientas. En particular, este grupo de investigacion ha realizado
estudios con meétodos citogenéticos, como son: aberraciones cromosémicas (AC),
electroforesis unicelular, también denominado ensayo cometa, intercambio de

crométidas hermanas (ICH) y el ensayo de micronucleos (MN).



En 1971, Armendares y cols., observaron un incremento en la frecuencia de AC en
linfocitos de nifios con DCP, por el contrario Betancourt (1979) no encontro diferencia
entre su grupo experimental y el testigo. A pesar de la variabilidad mostrada entre
estos estudios, se puede afirmar que existe una tendencia de los organismos
desnutridos a presentar mayor frecuencia de AC que los organismos bien nutridos
(Betancourt y Ortiz, 1991).

En 1979 Mutchinick y cols., realizaron estudios con cultivos de linfocitos de nifios con
DES grave donde no encontraron aumento en la frecuencia promedio de ICH,
mientras que otros trabajos si mostraron aumento en el promedio al analizar este
parametro en los nifios con DES de tercer grado (Murthy y cols., 1980; Ortiz y cols.,
1994).

Un estudio con células de médula 6sea de ratones adultos desnutridos, demostro
diferencias significativas en la frecuencia de ICH entre el grupo experimental y testigo
(Murthy y Srikantia, 1981), asimismo en 1986 Betancourt y cols., observaron
incremento en esta frecuencia en ratas desnutridas durante la lactancia.

El analisis de ICH ha revelado resultados controversiales, se ha reportado que la
frecuencia de ICH era similar en nifios bien nutridos y desnutridos, mientras que
otros autores han reportado una alta frecuencia de ICH en nifios desnutridos (Murthy

y Rahiman, 1994 y Ortiz y cols., 1994).



Cortés y cols., (2001) detectaron dafio en el acido desoxirribonucleico (ADN) por
medio de electroforesis unicelular, de diferentes tipos celulares (bazo, sangre
periféerica y meédula 6sea) de ratas desnutridas experimentalmente durante la
lactancia, observaron que la DES esta asociada con el incremento de dafio al ADN
en los tipos celulares estudiados.

Ortiz y cols. (1997) encontraron que la frecuencia de MN en linfocitos de nifios con
DCP era mayor comparada con la de los nifios bien nutridos.

De igual forma, por medio del ensayo cometa se ha detectado que la DES causa
dafio al ADN, aunque este dafio también se ha asociado con la presencia de
infecciones y tratamientos farmacoldgicos al que se somete a los nifios que
presentan estas patologias (Betancourt y cols., 1995).

Ortiz y cols., (2004) evaluaron la frecuencia de MN en reticulocitos (Ret) de sangre
periférica de ratas desnutridas experimentalmente durante la lactancia, observaron
gue la frecuencia de MN es mayor en las células de ratas desnutridas en relaciéon a la
observada en las células de ratas bien nutridas. Estos estudios indican que la DCP
produce dafio celular in vivo y este dafio puede producir efectos negativos para el

desarrollo del organismo.

1.4 Estudios de DCP a nivel génico
Las mutaciones cromosOmicas son las mas estudiadas y algunas de ellas ya han
sido observadas en la DCP, sin embargo, no se sabe como la DES afecta o influye

en la frecuencia de mutaciones génicas.



Como se mencion6 previamente, dentro de los estudios citogenéticos reportados por
Betancourt y Ortiz en (1991) acerca de AC e ICH en organismos desnutridos, se
observé que la DES provoca dafio al ADN. Sin embargo, dentro de los estudios
génicos, no se ha reportado si se presenta una alteracion en las frecuencias de
mutacion de un gen en organismos desnutridos y bien nutridos.

El gen de la enzima hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HPRT) fue
estudiado en ratas con DCP, no se encontro un resultado positivo con respecto a la
frecuencia de mutantes, debido a que no se presentaron diferencias significativas
entre las frecuencias del grupo de ratas desnutridas en comparacion con el grupo
testigo (Cortés, 1993). El gen HPRT ha sido el unico gen con el que se ha ensayado.
Los estudios en el area de la toxicologia genética han generado un numero
importante de procedimientos in vivo e in vitro, los cuales han sido disefiados para
monitorear los efectos que diversos agentes fisicos y quimicos tienen sobre la
integridad genética de las células, asi como los posibles riesgos que estos
representan para los organismos (Abramsson y cols., 2000; Krishna y Hayashi,
2000). Entre estos procedimientos se incluyen: la medicion de proteinas asociadas al
ADN, localizacion de mutaciones puntuales o eventos genéticos que afectan a un
gen especifico, ensayos para detectar ICH, deteccién de AC, ensayo de MN vy
deteccion de mutaciones en mini satélites (Abramsson y cols., 2000).

Las mutaciones somaticas se pueden detectar utilizando genes centinelas; el gen
glucosilfosfatidilinositol de clase A (Pig-a) es uno de esos genes (Hernandez y cols.,

2008; Peruzzi y cols., 2010).



1.5 Gen glucosilfosfatidilinositol de clase A (Pig-a)

El gen Pig-a se localiza en el brazo corto del cromosoma X (Takahaski y cols., 1993;
Rosee, 1997; Tomita, 1999; Phonethepswath y cols., 2008). Este gen codifica para la
subunidad catalitica del complejo N-acetilglucosamina tranferasa que participa en la
primera etapa de la sintesis de de glucosilfosfatidilinositol (GPI) (Takahaski y cols.,
1993; Hernandez y cols., 2008).

La molécula de GPI es esencial para el anclaje de una gran variedad de proteinas de
la membrana citoplasmatica; tiene una estructura altamente conservada a lo largo de
la evolucion. Consta de una molécula de fosfatidilinositol, un nacleo glucano formado
por una molécula de N-glucosamina y 3 manosas, y una molécula de
fosfoetanolamina (Hernandez y cols., 2008).

Las proteinas ancladas a través de GPIl a la membrana citoplasmética tienen un
papel importante en diferentes funciones celulares, prueba de ello es que una
sintesis deficiente de GPI en el raton, resulta letal durante el desarrollo embrionario.
El hecho de que el ndcleo estructural de esta molécula se haya conservado a lo largo
de la evolucién, evidencia también su importancia biolégica. En este sentido, hoy se
reconoce que la funcién fundamental del anclaje GPI consiste en permitir una
asociacion estable entre las proteinas y la membrana celular (Phonethepswath vy

cols., 2008).



1.6 Proteinas dependientes de GPI

Las proteinas dependientes de GPI, no tienen una distribucion uniforme en la
membrana citoplasmica, sino que se sitian en microdominios ricos en esfingolipidos
y colesterol denominadas “balsas” y el anclaje GPI confiere a las proteinas asociadas
a él una elevada movilidad lateral sobre la superficie celular. En términos generales,
hoy se sabe que las “balsas”, donde estan implicadas en procesos de sefalizacion
celular, circulacion de proteinas intracelulares y endocitosis independiente de clatrina
(Hernandez y cols., 2008).

A pesar de no disponer de dominios intracelulares o de dominios transmembranales,
las proteinas dependientes de GPI son capaces de inducir sefiales intracelulares en
las que intervienen segundos mensajeros en el citoplasma, los cuales pueden inducir
la activacion e incluso la proliferacion de células hematopoyéticas (Rosti, 2000).
Hasta la fecha se han identificado numerosas proteinas de membrana que se anclan
a la superficie de células hematopoyéticas a través de GPI. La sintesis de GPI es un
proceso complejo en el que intervienen numerosos genes, sin embargo no se han
identificado mutaciones en ningun gen diferente del Pig-a; esto se debe a que los
demas genes implicados en la ruta de biosintesis de GPI se localizan en
cromosomas autosdmicos y se necesita que la mutacion se presente en ambos
alelos, este evento es poco probable y raro (Hernandez y cols., 2008; Rosti, 2000).
La protectina también conocida como CD59 es una proteina dependiente de GPI y

ha sido ampliamente usada en el ensayo Pig-a.



1.6.1 Protectina (CD59)

La proteina CD59 también es llamada MIRL (inhibidor de la lisis reactiva de
membrana) o protectina, es una proteina de 18kD que inhibe la formacion del
complejo de proteinas del sistema del complemento C5b-9 de ataque a la membrana
(Sugita y cols., 1989).

Ante la falta de expresion de CD59 en la superficie de la célula, C5b se une a
alrededor de 16 moléculas de C9 para constituir el complejo de ataque a la
membrana. Como consecuencia de este evento, se forman poros en la membrana, lo
cual, a su vez, favorece la entrada de fluidos extracelulares. Estos eventos
desembocan en la muerte de la célula (Ninomiya y Sims 1992).

CD59 se expresa en todos los subtipos de leucocitos, ademas de plaquetas y

eritrocitos (E) (Hernandez y cols., 2008).

1.7 Ensayo Pig-a

En los ultimos afios ha surgido un nuevo ensayo in vivo de deteccion de mutacion
somatica basado en el gen Pig-a (Pig-a en los roedores, PIG-A en los seres
humanos).

Miyata y cols., (1993) estudiaron la enfermedad conocida como Hemoglobinuria
Paroxistica Nocturna (HPN), y encontraron que esta enfermedad estaba asociada
con mutaciones sométicas del gen PIG-A (Bessler y cols., 1994). De igual modo
determinaron que las células madre hematopoyéticas mutantes podrian experimentar
una expansion clonal, y que esto, requeria de un mecanismo de seleccion especifica

(Luzzatto y cols., 1997).



Estas ideas llevaron a la formulacion de la hipétesis de que las células portadoras de
la mutacién PIG-A podrian estar presentes en muy bajas frecuencias en individuos
normales. Para probarlo se disefié una metodologia que por medio de la citometria
de flujo, permitiera detectar las células mutantes PIG-A (Peruzzi y cols., 2010).

La mayor parte de la informacién que se tiene acerca de la mutacion deriva de la
investigacion realizada en pacientes con HPN. En esta enfermedad, una fraccion
importante de células de la médula 6sea son mutantes PIG-A. Se tiene la hipétesis
de que la alta frecuencia de mutaciones PIG-A es resultado de la expansion clonal de
las células mutantes PI1G-A pre-existentes (Young, 2002).

El método de rutina para el diagnéstico de HPN es la tincion de sangre periférica con
anticuerpos conjugados con fluorocromos contra proteinas dependientes de GPI,
seguido por la medicién de la frecuencia de las células mutantes por citometria de
flujo (Hall y Rosse, 1996). Uno de los sintomas caracteristicos de la HPN (y el origen
del nombre de la enfermedad) es la hemoglobina en la orina, causada por la lisis
mediada por complemento C5b-9 (Hernandez y cols., 2008; Wilcox y cols., 1991).

Si bien el proceso de lisis de las células mutantes puede representar un factor que
complica el estudio de las mutaciones Pig-a en E, los datos sugieren que en los
roedores la lisis intravascular no es tan elevada como para evitar la deteccion de la
mutacion por deficiencia de anclaje GPI (Miura y cols., 2009; Phonethepswath y

cols., 2010).



1.7.1 Principio del ensayo Pig-a

El ensayo consiste en detectar mutaciones somaticas por medio de citometria de
flujo. En una célula normal un numero de proteinas sintetizadas en el reticulo
endoplasmico llegan a unirse covalentemente a la molécula de GPI. Estas proteinas
dependientes de GPI aparecen en la superficie celular, y pueden ser detectadas por
los anticuerpos apropiados conjugados con fluorocromos. En una célula con una
mutacion Pig-a, el ancla GPI no se sintetiza, por lo tanto, las proteinas que requieren
este anclaje permanecen o se degradaran en el citoplasma.

Al realizar el analisis por citometria de flujo, el linaje de células puede ser identificado
mediante el uso de anticuerpos contra la estirpe de células especificas y de la
proteina dependiente de GPI; las células Pig-a mutantes pueden ser reconocidas por
el hecho de que seran negativas cuando se hacen reaccionar con uno 0 Mas
anticuerpos especificos para proteinas dependientes de GPI, en la Figura 1 se
representa una célula normal y una célula mutante Pig-a (Karadimitris y Luzzatto,
2001).

La inactivacion por mutacion de una sola copia del gen, ocasiona la aparicion del
fenotipo de superficie "GPI-negativo”, esto es, la ausencia de las proteinas que

necesitan de GPI para unirse a la membrana celular (Peruzzi y cols., 2010).
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Figura 1. Célula normal y célula mutante Pig-a. A la izquierda se representa una célula que muestra la expresiéon
de CD59 y GPI. El producto del gen Pig-a es s6lo uno de varios genes necesarios para formar GPI, sin
embargo, Pig-a es el Gnico que se encuentra en el cromosoma X. A la derecha se observa que un Unico evento
mutacional en el gen Pig-a (cromosoma X) tiene el potencial para interferir con la expresion de la superficie
celular de todas las proteinas dependiente de GPI, incluyendo CD59. Este evento es raro, pero se ha sugerido
que puede ser medido utilizando la citometria de flujo (Modificado de Bryce y cols., 2008).

Hoy se sabe que la mutacion en el gen Pig-a tiene lugar en la célula madre
hematopoyética después de la inactivacion del cromosoma X, por consiguiente las
mutaciones producidas en el alelo inactivo, son fenotipicamente silenciosas
(Hernandez y cols., 2008).

El ensayo de Pig-a ha sido descrito en E y Ret de ratén y rata; linfocitos T de rata; en
E del mono Rhesus y en granulocitos humanos (Araten y cols., 1999; Bryce y cols.,
2008; Dobrovolsky y cols. 2008; Miura y cols., 2008a, b; Phonethepswath y
cols.2008). El modelo animal que se ha elegido para el ensayo ha sido la rata

(Pfuhlery cols., 2009).



1.8 Mutagenos y Mutagénesis

Los mutdgenos son agentes fisicos o quimicos capaces de inducir un cambio
heredable en la secuencia del genoma de los organismos, este cambio es hereditario
se denomina mutacion (Griffiths y cols., 2000). ElI material genético es estable; sin
embargo, las mutaciones ocurren espontaneamente, con frecuencias muy bajas en
las células que aparentemente no estan expuestas a agentes mutagénicos externos.
La exposicion a mutagenos incrementa las frecuencias de mutacion por arriba de las
frecuencias “de fondo”. Por lo general, la frecuencia de mutacion esta en proporcion
directa a la dosis del mutageno aplicado, aunque en la relacion dosis-respuesta
pueden presentarse patrones mas complejos (De la Rosa y Ruiz, 1997).
N-etil-N-nitroso urea (ENU) es un mutageno que inicialmente fue usado con una alta
eficiencia en fagos T2 tratados (Loveless y Hampton, 1969). Desde entonces ENU ha
sido utilizado en una amplia variedad de sistemas de pruebas de mutacion como un
control positivo de las sustancias de estudio de genotoxicidad y como un medio de
induccién de mutaciones nuevas (Shibuya y Morimoto, 1993).

ENU posee doble accion, una de etilacion y otra de carbamilacion. A su vez, es un
agente alquilante directo y se ha demostrado esta accion. Cuando el ADN se tratd in
vitro o in vivo con ENU, se identificaron los sitios reactivos tal como se muestran en
la Cuadro | (Goth y Rajewsky, 1974; Singer y cols., 1981; Pegg, 1983; Zielenska y

cols., 1988; Singer y Dosanjh, 1990; van Zeeland y cols., 1990).



Cuadro | . Productos del ADN después de la exposicion a ENU.

Porcentajg total Porcentaj,e total

Producto de etilacion del Producto de etilacion del
ADN ADN

Adenina Citosina

N-1 ~01 o2 2

N-3 4 N-3 ~03

N-7 06

Guanina Timina

N-3 1.5 o2 7

ol 8 N-3 0.4

N-7 12 o 2.5

N total 20% Fosfatos 58

O total 80%

Tomado de Singer y Dosanjh {(1990)

ENU también causa mutaciones de pares de bases al azar (Justice y cols., 1999).
Durante la replicacion del ADN, los pares de bases etiladas provocan un error de
identidad y la introduccion de mutaciones puntuales. Ocasionalmente pueden ocurrir
pequeias deleciones (Shibuya y Morimoto, 1993). En el testiculo del ratébn, ENU
actia con mas eficacia en espermatogonias. En ratones, las mutaciones mas
comunes son A-T a T-A, transversiones o transiciones A-T a G-C (Justice y cols.,

1999).



Noveroske y cols. (2000) determinaron que el 63% fueron mutaciones puntuales que
dieron lugar a cambios en los aminoacidos, 26% causaron un “splicing” (corte y
empalme) anormal, 10% dio lugar a un prematuro codon de terminacion, y ~1%
causaron mutaciones en las que un codon de parada se convirtio a un codoén de
aminoacido.

Los experimentos descritos por Bryce y cols. (2008), fueron disefiados para evaluar
si la falta de anclajes GPI, especialmente en las proteinas CD59 y CD55, podria
constituir la base de un ensayo de mutacion in vivo, basado en medir la frecuencia de
estas proteinas dependientes de GPI por medio de la citometria de flujo. Estos
experimentos se realizaron en poblaciones de E de ratas; las frecuencias observadas
para los animales expuestos a ENU eran, por lo general, mayores que en los
testigos. Estudios posteriores describieron los procedimientos simplificados de
manejo de sangre y pruebas de ensayo para el analisis de las frecuencias de

mutacion presentes en el gen Pig-a (Phonethepswath y cols., 2008).

1.9 Eritropoyesis

La médula ésea es el sitio donde se producen las células sanguineas. A partir de la
célula totipotencial, llamada célula madre hematopoyética o progenitora, se originan
todas las células sanguineas: E, leucocitos (que incluyen los distintos linfocitos) y

plaguetas.



En los roedores la médula 6sea y el bazo son los principales tejidos
hematopoyéticos, en los cuales se lleva a cabo la eritropoyesis, en éstos las células
madre se encuentran en constante proliferacion y pasan por fases de diferenciacion y
maduracion para dar origen a las células de la sangre (Hayashi y cols., 2000).

Los E son células altamente especializadas, que se dedican al transporte de la
hemoglobina y el intercambio gaseoso en los pulmones y los tejidos periféricos.
Maduran a partir de los Ret que contienen acido ribonucleico (ARN) residual. Los
Ret, a su vez se generan en la médula ésea a partir de los eritroblastos que pasan
por una etapa de enucleacion. Después de un breve periodo de tiempo en la médula
0sea, los Ret se liberan en la circulacion, donde se elimina su ARN residual y
maduran a E (Kaushansky, 2006).

En condiciones homeostaticas, la maduracion de Ret de roedores tarda de 2 a 3
dias, desde su estancia en la médula 6sea y su liberacidn a la circulacion (Gronowicz
y cols., 1984; Wiczling y Krzyzanski, 2008), en la Figura 2 se muestra el modelo de
eritropoyesis en rata y formacion de mutantes Pig-a.

En comparacién con el promedio de vida de un E (120 dias en los seres humanos),
la fase de desarrollo de los Ret es breve, sin embargo, se trata de un periodo de
cambios rapidos. Los Ret se someten a una amplia remodelacién de su membrana,
cambios de volumen, y eliminacion de los organulos y ribosomas.

Estos procesos de transformacion garantizan que las funciones celulares criticas,
tales como la produccién de hemoglobina, el transporte de oxigeno, y flexibilidad,

sean Optimas en los E (Ney, 2011).



(A)

Eritropoyesis Normal

e ~N Sangre periférica
®->®->0--> O
Eritroblasto Reticulocito Reticulocito Eritrocito
Célula Madre
\ 4.5 dias 1dia J
2 dias

6-7 dias

e D
Reticulocitos v Eritrocitos

ENU {.;3 CD39-
>G> 00 —-> o
3¢ o
Células Madre  Eritroblastos Reticulocitos . .
O O 0O
® O

\ Proliferacion/Diferenciacion /

Figura 2. Eritropoyesis normal y formacion de mutantes Pig-a en sangre periférica de rata. (A) Se muestra el
tiempo que tarda la maduracion de eritrocitos. La eritropoyesis normal se representa como la generacion de E
inmaduros a partir de células madre en la médula 6sea (la parte superior izquierda de la figura) y el transito de las
células (flecha punteada) en la periferia, donde la maduracion culmina en E maduros. (B). Los E derivados de los
precursores eritroides o células madre con mutaciones Pig-a se suministran de forma continua de la médula 6sea
a la sangre periférica. La induccion de mutantes con ENU inicia en las células madre o células progenitoras
tempranas, éstas proliferan en la médula 6sea y generan Ret mutantes (abajo a la izquierda de la figura), que
también transitan hacia la periferia (Modificado de Miura y cols., 2009).



2. Pregunta de Investigacion
¢La desnutricion grave esta asociada con el incremento de mutaciones somaéticas,

tomando como marcador al gen Pig-a?

3. Justificacion

La DES ha sido objeto de varios estudios tanto a nivel celular, bioquimico y
citogenético. Se han realizado estudios con métodos citogenéticos como son las AC,
ICH, MN y por medio del ensayo cometa, todos ellos in vivo e in vitro. Asi mismo, se
ha demostrado que la DES induce un dafio al material genético de las células; sin
embargo, la informacion que se tiene acerca del dafio génico asociado a la DES es
minima. Por lo que el estudio de las mutaciones somaticas resulta esencial para
analizar la posible inestabilidad génica que puede surgir de la deficiencia de
nutrientes.

En las dltimas décadas se ha considerado que el estudio de las mutaciones
somaticas es tan importante como el analisis de las mutaciones en la linea germinal
(que se heredan a la descendencia), principalmente porque las mutaciones
somaticas son puntos clave en la patogenia de diversas enfermedades, dentro de
ellas el cancer. Por lo tanto, es importante evaluar los efectos genotéxicos de
mutagenos en células de organismos desnutridos, que podrian provocar alteraciones
en su funcién y conducir posiblemente a la carcinogénesis (Peruzzi y cols., 2010).

Si bien, hasta ahora, determinar la frecuencia de mutantes en células de humanos y
de otros animales, ha sido sumamente dificil de medir, ahora se plantea que

utilizando como centinela al gen Pig-a, se puede lograr su cuantificacion.



Se propone que en el analisis con citometria de flujo, las células mutantes Pig-a
pueden ser identificadas facilmente, por medio del uso de un anticuerpo contra una

proteina integral de membrana especifica del tipo celular (Peruzzi y cols., 2010).

4. Hipotesis
Si la desnutricion origina dafo al material genético a nivel de mutaciones, entonces
se observara incremento en la frecuencia de mutantes en el gen Pig-a, en eritrocitos

de ratas desnutridas administradas y no administradas con un mutageno.

5. Objetivos
Objetivo General
Determinar si la desnutricion produce mayor susceptibilidad a mutaciones en

reticulocitos y eritrocitos de ratas desnutridas mediante el analisis de mutantes Pig-a.

Objetivos Particulares
1. Evaluar por medio del andlisis de la mutacién somética de Pig-a, la frecuencia
de mutantes en eritrocitos maduros (normocromaticos, E) y en eritrocitos
jovenes (reticulocitos, Ret) provenientes de ratas bien nutridas.
2. Determinar la frecuencia de mutantes en E y Ret de sangre periférica de ratas
con DES grave por medio del analisis de la mutacion somatica de Pig-a.
3. Evaluar por medio del andlisis de la mutacion somatica de Pig-a, la frecuencia

de Ret y E mutantes en ratas bien nutridas.



4. Determinar la frecuencia de Ret y E mutantes en ratas con DES grave por
medio del andlisis de la mutacion somética de Pig-a.
5. Comparar las frecuencias de mutacién en el gen a Pig-a, en ratas bien

nutridas y ratas con DES grave, expuestas a ENU.

6. Método
6.1 Induccion de desnutricion durante la lactancia
Este estudio se realizé de acuerdo a las guias aprobadas institucionalmente por la
Universidad Autébnoma Metropolitana lztapalapa, que estan de acuerdo con las
pautas internacionales para el manejo de animales de experimentacion. Se
emplearon ratas macho de la cepa Wistar producidas en el Bioterio de la misma
Universidad, en donde se conté con un lugar para mantener esta especie en
condiciones controladas. Se utilizé el método por competencia de alimento durante la
lactancia (Ortiz y cols., 1996) para inducir la DES. Al dia siguiente de su nacimiento,
las ratas se distribuyeron en dos lotes:

* Lotes experimentales (Desnutridas o DN) en los cuales se colocaron 16 crias

con una nodriza.
» Lote testigo (Bien Nutridas o BN), en el que se colocaron 6 crias con una

nodriza.



Las crias se pesaron cada dos dias, durante el experimento. Los datos registrados
se utilizaron para calcular el déficit de peso de cada individuo y asi determinar el
grado de DE que presentaron las crias. Bajo este criterio, se consideraron que las
ratas con un déficit de peso mayor de 40% presentaron DES de tercer grado.

A partir de la edad de 21 dias (destete) se control6 la ingesta de alimento de las crias
para mantener la DES grave, para lo cual se colocé la mitad de alimento al lote
experimental con base al alimento colocado al lote testigo, se dio seguimiento de la
cantidad de alimento consumido desde el dia 21 hasta el dia 65 de edad de las ratas,

asi como el peso y grado de DES del lote experimental.

6.1.1 Estandarizacion del modelo de induccion de De  snutricion

Se realizé la estandarizacion del método de induccion de DES por competencia de
alimento en ratas de la cepa Wistar, debido a que en el laboratorio de Biologia celular
y citometria de Flujo no se tenia estandarizado el modelo después del destete (21
dias de edad); por lo que la induccién de la DES se mantuvo hasta los 65 dias de
edad, realizando la restriccion de alimento al 50% correspondiente al alimento
colocado al lote de ratas testigo. Se realizé el registro de los pesos de los lotes
testigo y experimental y se estimo el grado de DES con base al déficit del 40% de

peso en comparacion al peso promedio del lote testigo.



6.2 Tratamiento con ENU

Se administr6 ENU, diluido en amortiguador de fosfatos (PBS, pH 6), via oral de la
siguiente forma:

Al dia 14 de edad, se administraron dos dosis, una de 9.88 mg y otra de 19.87 mg/kg
de peso/3 dias en intervalos de 24 horas (Phonethepswath y cols., 2010). Teniendo
como dosis finales 29.64 mg y 59.61 mg. Se redondearon las cifras de las dosis para
fines de comunicacion de los resultados (30 y 60 mg). Con base a la dosis
administrada, se conformaron los siguientes grupos de estudio:

Grupo 1 ratas BN sin ENU (BN control n=8)

Grupo 2 ratas DN sin ENU (DN control n=5)

Grupo 3 ratas BN con ENU, dosis 10 mg/kg/3dias (BN30mgENU n=8)

Grupo 4 ratas BN con ENU, dosis 20 mg/kg/3dias (BN60mgENU n=8)

Grupo 5 ratas DN con ENU, dosis 10 mg/kg/3dias (DN30mgENU n=5)

Grupo 6 ratas DN con ENU, dosis 20mg/kg/3dias (DN60mgENU n=5)

6.3 Toma de muestra de sangre periférica

A los 14, 23, 30, 37, 44, 51, 58 y 65 dias de edad se tom0 una muestra de sangre
periférica de la vena caudal con ayuda de un bisturi. Se obtuvieron de 30 a 60 uL de
sangre, esta fue colocada en tubos previamente heparinizados que se mantuvieron a

4% hasta proceder al marcaje de las muestras (Pho nethepswath y cols., 2010).



6.3.1 Deteccion de la mutaciéon Pig-a (Marcaje de las muestras)

Después de la colecta de sangre periférica, se tomé 30 uL de ésta y se transfirié a
tubos que contenian 100 pL de solucion de heparina (500 U/mL PBS). A cada
muestra (130 pL) se le adicion6 155 pL de PBS y se resuspendié por pipeteo suave,
después se centrifugd a 800 g durante 5 minutos, se retir6 el sobrenadante y se
adicionaron 155 pL de PBS, se mezcl6 suavemente. Posteriormente 150 pL de esta
suspension se transfirid a un tubo de polipropileno en el que previamente se
colocaron 100 pL de la siguiente mezcla: 3 partes de anti CD59-PE (anticuerpo
contra CD59 conjugado con Ficoeritrina, para detectar la mutacion por deficiencia en
la expresion de esta proteina) + 17 partes de PBS con 2% de suero fetal bovino.

Las muestras se incubaron en hielo por 30 minutos, después se hicieron 2 lavados
con 1 mL de PBS a 800 g durante 5 minutos en cada lavado, se retird el
sobrenadante y se afiadid6 1 mL de solucion de intercalante de &cidos nucleicos
SYTO 13 a una concentracion de 157 nM, preparado en PBS (para diferenciar entre
Ret y E, con base al contenido de ARN), se incub6 a 37C por 30 minutos. Después
de la incubacion, las muestras se colocaron en hielo hasta su andlisis por citometria

de flujo (Phonethepswath y cols., 2010).



6.3.2 Muestra de calibracion (muestra “Pseudomutant  €”)

Se prepard una muestra de calibracidon para cada dia de toma de muestra y analisis,
de la siguiente forma: se coloco el 50% de células de la muestra de la rata que fue
administrada con el vehiculo PBS sin marcaje de CD59 PE y 50% de células de la
muestra marcada con CD59 PE de la misma rata, el objetivo de esta muestra fue
para la calibracion de los fotomultiplicadores y para ubicar las gréficas de punto los
cuadrantes las diferentes poblaciones mutantes de las de tipo salvaje

(Phonethepswath y cols., 2010).

6.3.3 Analisis por citometria de Flujo

Se utilizé el citometro de flujo modelo FACSCalibur (Becton Dickinson) con laser de
argbn a 488 nm de excitacién, asi como el paquete computacional Cell Quest
(version 3.0.1, Becton Dickinson) para la adquisicion de los datos obtenidos. Se
adquirié 1X10° células y se desplegaron en graficas de punto (dot plot) siguiendo una

estrategia de seleccion de la region de analisis.

6.4 Seleccion del andlisis de las muestras por cito  metria de flujo
Debido a que el ensayo Pig-a no se encontraba estandarizado a las condiciones del
laboratorio de Biologia celular y citometria de Flujo, se realizaron distintas estrategias
de marcaje de las células, asi como diferentes métodos de analisis.
De las pruebas realizadas con el anti CD59-PE, la concentracion de 10 pL fue
adecuada, asi como la concentracion de 157nM de SYTO 13 para el ensayo por

tener correspondencia con el trabajo reportado por Phonethepswath y cols. (2010).



Con base a la previa seleccidon del andlisis de las muestras, se realizé la primera
region con “Forward Scatter” (tamafio) contra “Side Scatter” (complejidad interna
celular) para delimitar la region de células a analizar. Una segunda region se delimito
con FSC-Height contra SYTO 13 para excluir células nucleadas. La tercera region se
hizo con FL2-Area contra FL2-Width para excluir dobletes y agregados celulares las

gréficas de punto de la estrategia de analisis de muestran en la Figura 8.

A . B Cc

=] o

¥
1023

10°
10°

SSC-H
o?
FL2-Area

10"
10

T — 1t 0 1023
FSC-Height FL2-Width

10° 10" 10° 10* 10° 10"

10
FSC-Height

Figura 8. Estrategia de analisis. Se muestra las graficas de punto (dot plot) en A la region de andlisis de las
células de interés, en B la segunda regién para separar los E de leucocitos y en C la tercera region fue para
eliminar los dobletes y agregados.

La muestra de calibracion se realiz6 cada dia de toma de muestra y en la Figura 9
se muestra la gréfica de punto donde se pueden identificar las poblaciones negativas

y positivas del ensayo Pig-a.
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Figura 9. Muestra de calibracién. Se muestra la gréafica de punto (dot plot) en el cuadrante superior izquierdo se
presenta la poblaciéon de Ret-Mut, en el cuadrante superior derecho se muestran Ret positivos a CD59. En los
cuadrantes inferior izquierdo se ubican os E-Mut y en el cuadrante derecho los E positivos a CD59 (no mutantes).

Para la adquisicion y analisis de las células, se utilizé un citometro de flujo modelo
FACSCalibur (Becton Dickinson) equipado con un laser de argdén de 488 nm de
excitacion, el software Cell Quest para la adquisicion y el software WinMDI 2.9 para
el andlisis de los datos.

Las células fueron adquiridas en un promedio de 2000 células por segundo, la

frecuencia de Ret y E fue determinada por el analisis de 1 millén de células totales.

6.5 Andlisis estadistico de los resultados

Para cada grupo se calculd la frecuencia de reticulocitos Mutantes (Ret-Mut) y
eritrocitos mutantes (E-Mut) por tiempo, con la finalidad de conocer la diferencia
estadistica entre los grupos no tratados con respecto a los grupos tratados con ENU,
se utilizé una prueba de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba U de Mann-Whitney
con una p<0.05. Los célculos se efectuaron usando el paquete estadistico Graph Pad

Prism 5.04.



7. Resultados

7.1 Peso de las ratas

Se utilizaron 24 ratas bien nutridas (BN) y 15 ratas desnutridas (DN) de 14 dias de
edad, las cuales fueron distribuidas en los diferentes grupos tratados y no tratados
con ENU. En la Gréfica 1 se muestran los pesos de las ratas BN y DN por dia de
edad.

El peso promedio de las ratas BN y DN de un dia de edad fue de 8.4+0.5g, al inducir
la desnutricion experimentalmente; el peso promedio a los 14 dias de edad de las

ratas BN fue de 31.7£2.1g y el de las ratas con DN de tercer grado fue 17.2+6.39.
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Gréfica 1. Pesos de las ratas. Se muestra el promedio de los pesos de los lotes testigo (BN) y experimental (DN)
por dia de edad. El peso de las ratas DN fue significativamente menor que el de las ratas BN (p<0.05).

En el Cuadro Il se muestra los pesos promedio de las ratas BN y DN asi como el
porcentaje de déficit de peso. Después de los 14 dias de edad (semana 0) hasta los
65 dias de edad (semana 7) Durante todo el experimento, las ratas DN se

mantuvieron con DES de tercer grado.



Cuadro Il. Peso (gramos) de las ratas Bien Nutridas y Desnutridas

Dias de edad Bien Nutridas Desnutridas % Déficit de peso
14 (semana 0) 31.7£2.1 17.246.3 45.7
23 (semana 1) 55.9£3.0 32.1£13.5 425
30 (semana 2) 83.1+4.3 44.2+18.3 46.9
37 (semana 3) 108.3£7.1 45.5116.6 57.9
44 (semana 4) 141.948.3 58.4£18.4 58.9
51 (semana 5) 180.245.6 64.0£11.3 64.5
58 (semana 6) 216.217.4 84.3%16.8 61.0
65 (semana 7) 252.8416.1 117.4213.5 53.6

Los datos muestran que desde el inicio de los tratamientos hasta el final de los
mismos, el método de induccion de DES por competencia de alimento y restriccion
del 50% de alimento funciond en las ratas DN, manteniéndolas con un déficit de peso

mayor al 40%.

7.2 Frecuencia de Reticulocitos mutantes

El andlisis por citometria de flujo de un millén de células (1/10°%), determiné la
frecuencia de Ret-Mut de cada uno de los grupos. En el Cuadro Il se muestran los
valores minimos y maximos de su frecuencia, asi como la media y mediana para

cada uno de los grupos en cada uno de los tiempos (semana) de toma de muestra.



A los datos se les resté el nUmero basal de mutantes para cada semana de toma de

muestra y en las gréficas se presentan las medianas, asi como la prueba estadistica.



Cuadro Ill . Frecuencia de Ret-Mut por millon de células analizadas
BIEN NUTRIDAS DESNUTRIDAS
Semana BNcontrol BN 30mgENU BNGOmgENU  DNcontrol  DN30mgENU DN 60mg ENU
T Min-Max 6-8 6-9 >10 87-92 82-100 82107
Mediana 73 11 6.8 916 978 96.0
Media 7.6:0.4 71403 1.0:0.5 921422 93.8:35 96.0¢4.4
2 Min-Max 610 93-204 294-312 50-55 27-64 316-341
Mediana 83 103.2 301.0 524 60.4 3270
Media 8.445.0 139130 3011424 524408 525:6.7 328.3+4.8
3 Min-Max 510 176-204 412-439 63-87 17143 533-591
Mediana 8.0 183.7 4270 67.1 139.8 558.8
Media 7.8£06 184.9+3.3 425.03.0 70.9+42 1344:45  563.5+10.1
4 Min-Méx 57 198-203 442-472 7093 244-271 617-645
Mediana 6.2 2198 465.5 718 249.9 6325
Media 6.2¢0.3 20824111 463.0£34 80.7+4.0 2031850 633147
5 Min-Max 89 293-330 476-514 79-98 281-301 846-876
Mediana 93 3075 4958 826 29%.6 8736
Media 9.40.1 307.8+4.1 494 352 876443 2926+4.0 865.4:6
6 Min-Max >8 320-350 546-567 81101 375-401 892-928
Mediana 79 3343 960.9 89.1 3622 9r7.0
Media 74805 333842 5602424 90.844.0 3649450  908.96.0
7 Min-Méx 49 448-469 585-649 76-102 428460  1,028-1055
Mediana 71 4638 99%.1 101.4 4520 10440
Media 72407 461824 6020472 94 4451 A47:63  1,041.0:47
8 Min-Max 47 458-526 668-721 95-115 526519 10521101
Mediana 59 909.5 696.0 103.2 961.6 10750
Media 5803 5042477 695556  104.3:38 557792 1076081




La frecuencia basal de Ret-Mut a los 14 dias de edad (semana 0), de la primera
toma de muestra, previa a la administracion de ENU en los grupos BN no se
encontraron diferencias significativas. En la Grafica 2 se muestran las medianas
para cada uno de los grupos; la frecuencia basal de Ret-Mut en los grupos DN fue

mayor en comparacion con los BN.
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Gréfica 2 . Frecuencias individuales de Ret-Mut a los 14 dias de edad. Se presenta la mediana y se indican las
diferencias significativas (p<0.05) entre BN vs DN previa a la administracién de ENU.



En la semana 2 en el incremento de la frecuencia en BN 30mg y BN 60mg fue
significativo en comparacion con BN control. En la Grafica 3 se muestran las

medianas para cada uno de los grupos correspondientes a la semana 2.
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Gréfica 3. Frecuencias individuales de Ret-Mut en la semana 2. Se presenta la mediana y las diferencias
significativas entre BN control vs DN: control; 30 mg y 60 mg. BN control vs BN: 30mg y 60 mg. BN 60mg vs DN
60mg. DN control vs DN 60mg.

La frecuencia en DN control y DN 30mg no present6 diferencias significativas. El

grupo DN 60mg si present6 diferencias significativas al compararlo con DN control.



En los tres grupos DN fue significativamente mayor que en el grupo BN control, entre
los grupos BN y DN 30mg no se presentaron diferencias significativas. En BN y DN
60mg se presentaron diferencias significativas con una p<0.05.

Para la semana 3 los Ret-Mut en BN control fue de 6.2+0.3, en el BN 30mg fue de
268.2+11.1 y en el BN de 60mg fue de 463.0+3.4. Se presentaron diferencias
significativas entre las frecuencias del grupo BN 30mg y BN 60mg con relacion al
grupo control. En la Gréfica 4 se muestran las medianas para cada uno de los

grupos.
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Gréfica 4. Frecuencias individuales de Ret-Mut en la semana 3. Se presenta la mediana y se indican las
diferencias significativas entre BN control vs DN: control; 30 mg y 60 mg. BN control vs BN: 30mg y 60 mg. BN
60mg vs DN 60mg. DN control vs DN 30mg.

Las frecuencias de Ret-Mut en DN control fue de 80.7+4.0, para el DN 30mg fue de
253.145.0 y la frecuencia de Ret-Mut en el DN 60mg fue de 633.1+4.7. Se
presentaron diferencias significativas con una p<0.05 entre las frecuencias de DN
30mg y DN 60mg contra DN control. Asimismo, se encontraron diferencias
significativas entre BN 60mg y DN 60mg con una p<0.05. No se encontraron

diferencias entre BN y DN de 30mg.



La frecuencia de Ret-Mut a los 65 dias de edad (semana 7), es decir, la frecuencia
final, en los grupos BN con los tratamientos fue de BN control 5.8+0.3 y de los grupos
BN 30mg y 60 mg fue de 504.2+7.7 y 695.545.6, respectivamente. En la Grafica5 se

muestran las medianas para cada uno de los grupos.
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Gréfica 5. Frecuencias individuales de Ret-Mut en la semana 7. Se presenta la mediana y se muestran las
diferencias significativas entre BN control vs DN: control; 30 mg y 60 mg. BN control vs BN: 30mg y 60 mg. BN
60mg vs DN 60mg. DN control vs DN 30mg.



La frecuencia de Ret-Mut en los grupos DN fue de 104.3+3.8 para el grupo DN
control, 557.7+9.2 para el grupo DN 30mg y 1,076.0£8.1 para el grupo DN 60mg. La
frecuencia final de Ret-Mut presenta diferencia significativa entre los grupos BN
contra los grupos DN con una p<0.05, siendo los grupos DN los que presentan la
mayor frecuencia de Ret-Mut finales.

En la grafica 6 se muestra la cinética de los Ret-Mut para cada uno de los grupos de

estudio. Se presentan las medianas para cada semana (0 a 7).
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Gréfica 6 . Cinética de Ret-Mut en las 7 semanas de muestreo. Se observaron diferencias significativas entre las
medianas de BN y DN control; y entre BN y DN 60 mg con una p<0.05. Las medianas de los BN y DN 30 mg no
presentaron diferencias significativas.



7.3 Frecuencia de Eritrocitos mutantes

Para determinar la frecuencia de E-Mut por medio de la citometria de de flujo de 1
millon de células, se calculd la frecuencia de E con fenotipo negativo a CD59 de cada
uno de los grupos en el Cuadro IV se muestran los valores de la media, mediana y
rango para cada uno de los grupos en cada uno de los tiempos (semana) de toma de
muestra. Todos los resultados se presentan como la frecuencia promedio de
mutantes. En las gréficas los datos se presentan como el numero de eritrocitos
mutantes, a los dos se les rest6é el nUmero basal de mutantes para cada semana de

toma de muestra y se presentan las medianas, asi como la prueba estadistica.



Cuadro IV . Frecuencia de E-Mut por millén de células analizadas

BIENNUTRIDAS DESNUTRIDAS

Semana BNcontrol ~ BN30mg ENU BN60mgENU ~ DNcontrol DN 30mg ENU DN 60mg ENU
1 Min-Méx 1-4 1-4 1-3 33-38 30-32 337
Mediana 28 28 13 349 09 5.3

Media 27104 27104 18403 356411 2405 7410
2 Min-Méx 2-3 3342 80-91 30-37 30-38 54-75
Mediana 30 379 89.8 33.45 N9 619

Media 29103 37412 874117 34,0411 3.0¢18 64.3t1.2

3 Min-Méx 1-4 54-67 122-145 17-26 4859 166-189
Mediana 34 616 1336 184 50.2 178.2

Media 34105 6124142 1336:27 207415 511120 1791141

4 Min-Max 14 90-119 202-223 24-31 88-99 255-283
Mediana 25 M1 2093 30.31 96.59 276.1

Media 25404 109932 211.2¢24 28,613 95.682.2 2135453

5 Min-Méx 25 139185 220-288 29-38 150-161 350-375
Mediana 42 1591 2795 3.9 1573 368.2

Media 37405 1502462 2687:0.0 3560415 1562420 364445

6 Min-Max 25 249-269 341-388 3742 210-253 479-493
Mediana 33 2614 M9 41.03 2232 486.1

Media 36105 26114268 369.7¢5.8 40.240.1 261474 486.2£26

T Min-Max 24 290-308 420-471 40-44 283-266 567577
Mediana 3474 3109 4458 4191 2843 569.9

Media 32403 308134 4475445 4227108 2851106 571319

8 Min-Méx 2-5 319-353 500-555 45-48 349-359 716-733
Mediana 3741 37 532 46.69 350 7245

Media 3.840.3 330.4t30 5201477 470306 3545416 124429




La frecuencia basal de E-Mut presenta diferencia significativa entre los grupos BN
contra los grupos DN con una p<0.05, siendo los grupos DN los que presentan la

mayor frecuencia de E-Mut basales (Grafica 7).
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Gréfica 7. Frecuencias individuales de E-Mut a los 14 dias de edad. Se muestra la mediana y las diferencias
significativas entre BN control vs DN: control; 30 mg y 60 mg. BN 30mg vs DN 30mg. BN 60mg vs DN 60mg.



En la semana 1 la frecuencia para BN control fue de 2.9£0.3, para el grupo BN 30mg
fue de 37.7£1.2, para el grupo BN 60mg fue de 87.4+1.7. El incremento de la
frecuencia promedio del grupo BN 30mg presentd diferencias significativas con
relacion al grupo BN control y el grupo BN 60mg fue significativamente mayor en

comparacion con el grupo BN control con una p<0.05 (Grafica 8).
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Gréfica 8. Frecuencias individuales de E-Mut en la semana 1. Se presenta la mediana y se muestran las
diferencias significativas entre BN control vs DN: control; 30 mg y 60 mg. BN control vs BN: 30mg y 60 mg. BN
60mg vs DN 60mg.



En los grupos DN la frecuencia de DN control y DN 30mg no presentd diferencias
significativas, DN 60mg no presento diferencias significativa en comparacion con DN
control.

En los tres grupos DN se observd una frecuencia significativamente mayor
comparados con BN control, no se presentaron diferencias significativas entre los
grupo BN y DN 30mg, de igual modo en los grupos BN y DN 60mg. En cuanto a los
controles, si hubo diferencias significativas entre BN y DN, siendo el DN el que
presento la mayor frecuencia.

A la semana 2 la frecuencia de E-Mut en el grupo BN control fue de 3.4£0.5, en el
grupo BN 30mg fue de 61.2+1.42, para el grupo BN 60mg fue de 133.8+2.7. El
incremento de la frecuencia en el grupo BN 30mg y BN 60mg fue significativo en

comparacion con el grupo BN control con una p<0.05 (Grafica 9).
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Gréfica 9 . Frecuencias individuales de E-Mut en la semana 2. Se presenta la mediana y se indican las diferencias
significativas entre BN control vs DN: control; 30 mg y 60 mg. BN control vs BN: 30 mg y 60 mg. BN 60mg vs DN

60mg.

La frecuencia promedio del grupo DN control y DN 30mg no presenté diferencias
significativas, el grupo DN 60mg si presenté diferencias significativa en comparacion

con el grupo DN control.



La frecuencia a los 65 dias de edad (semana 7), fue de BN control 3.8+0.3 y de los
grupos BN 30mg y 60 mg fue de 336.4%£3.9 y 529.1+7.7, respectivamente (Gréafica

10).
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Gréfica 10. Frecuencias individuales de E-Mut en la semana 7. Se presenta la mediana y se indican las
diferencias significativas entre BN control vs DN: control; 30 mg y 60 mg. BN control vs BN: 30 mg y 60 mg. BN
60mg vs DN 60mg.



La frecuencia final de E-Mut presenta diferencias significativas entre los grupos BN

contra los DN, siendo los grupos DN los que presentan la mayor frecuencia de

mutantes E-Mut final.

En la Gréfica 11 se muestra la cinética de los E-Mut para cada uno de los grupos de

estudio. Se indican las medianas para cada uno de las semanas de tomas de

muestra.
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Gréfica 11 . Cinética de E-Mut en las 7 semanas de muestreo. Se obtuvieron diferencias significativas entre las
medianas de los grupos BN y DN control; y entre de los grupos BN y DN 60 mg con una p<0.05. Las medianas
de los grupos BN y DN 30 mg no presentaron diferencias significativas.



En el cuadro V se presenta un resumen del comportamiento de los mutantes Pig-a

en Ret y E analizados en las 7 semanas de seguimiento.

Cuadro V. Resumen del comportamiento de las frecuencias de mutantes

Semana *Diferencia significativa *Diferencia significativa
Ret-Mut E-Mut
0 * *
1 Mismo comportamiento *
2 * *
3 * Mismo comportamiento
4 Mismo comportamiento Mismo comportamiento
5 Mismo comportamiento Mismo comportamiento
6 Mismo comportamiento Mismo comportamiento
7 * *




8. Discusion

8.1 Modelo de induccion de desnutricion

Los modelos animales han sido ampliamente utilizados para el estudio de los efectos
de la DES, el uso de los modelo tiene la ventaja de poder controlar diversos factores
como son las infecciones que generalmente acompafnan a la DES y el tratamiento
farmacologico que implican. Existen métodos bien establecidos para la induccién de
la DES en ratas durante la lactancia, ya que sus efectos durante esta etapa son
determinantes para el desarrollo del individuo.

En el laboratorio de Biologia Celular y Citometria de Flujo, se ha utilizado el método
de induccion de la DES por medio del método de competencia de alimento durante la
lactancia. También se ha reportado ampliamente que este método es eficiente y
reproducible para inducir la DES (Medina, 2005). En este trabajo se realizé una
modificacion después de los 21 dias de edad (destete) que consistio en restringir el
50% de alimento al grupo experimental, con base al alimento colocado al lote testigo,
de esta forma se registro el peso de los grupos DES hasta los 65 dias de edad. Para
determinar el grado de Des, el déficit de peso ha sido tradicionalmente utilizado como

un buen indicador en ratas (Widdowson y McCance, 1975).



8.2 Ensayo Pig-a

El ensayo Pig-a es de reciente introduccion en el laboratorio de Biologia Celular y
Citometria de Flujo de la UAM-I, por lo que su estandarizacion se logré adecuar a las
condiciones del laboratorio, permitiendo realizar la deteccion de los fenotipos
mutantes y el andlisis de los mismos en dos poblaciones celulares de manera
simultanea en todas las semanas de los experimentos.

Los reportes iniciales de los ensayos en roedores, utilizando el gen Pig-a como
reportero de mutacién somética fueron de Bryce y cols., 2008; Miura y cols., 2008 a,
b y Phonethepswath y cols., 2008. Estos trabajos demostraron que el ensayo Pig-a
revelé un aumento significativo en los fenotipos mutantes de E de ratones expuestos
a potentes mutagenos. Asimismo, se evidencido que el ensayo presenta diversas
ventajas, dentro de ellas se mencionan: es un ensayo relativamente rapido, de bajo
costo, requiere muestras extremadamente pequefias de sangre y tiene una
extraordinaria sensibilidad al conjunto de mutagenos probados. La incorporacion de
un colorante de &acidos nucleicos en el procedimiento de marcaje, ha proporcionado
los medios para medir por separado la incidencia del fenotipo mutante en Ret y E
(Dertinger y Heflich, 2011).

Cabe mencionar que las ventajas de ensayo Pig-a fueron observadas en nuestro
laboratorio, dando por sentado que este ensayo es transferible y altamente
reproducible. Se ofrece asi, la posibilidad de su uso para diversas aplicaciones en la

investigacion basica y clinica.



8.3 Frecuencia de Reticulocitos mutantes (Ret-Mut)

Las frecuencias de mutantes Pig-a han sido reportadas para ratas Wistar de 35-42
dias de edad. Las frecuencias basales que se observaron no habian sido reportadas,
debido a que las ratas empleadas en los experimentos fueron de 14 dias de edad. A
pesar de ello, los resultados son similares a los reportados por Bhalli y cols. (2011)
de 3-6/10° y Dobrovolsky y cols. (2010) de 5/10° Las frecuencias de los autores
corresponden a ratas mayores de 14 dias de edad. Las frecuencias obtenidas en el
presente estudio no estan alejadas de las frecuencias basales reportadas, esto indica
gue no hay diferencia asociada con la edad (35-42 en estudios previos y 14 dias en
este estudio). También sugiere que los controles del ensayo fueron adecuados.

A la semana 3, después de la administracion de ENU en los grupos BN, las
frecuencias que reportamos son de 8.4/10° para el grupo control, de 113.9/10° para
el grupo de 30mg y de 301.1/10° para el grupo con 60mg de ENU. Estos resultados
muestran frecuencias aproximadas a las reportadas por Dertinger y cols. (2011),
quienes usaron la dosis de 60mg de ENU y reportaron 300/10° Ret-Mut con los
cuales concuerdan las frecuencias observadas.

En los grupos DN que se reportaron en la semana 0 92.1/10° en el control, 93.8/10°
en DN 30mg y 96.5/10° en DN 60mg. Estos datos muestran que en los organismos
DN las frecuencias espontaneas de mutantes son aproximadamente 13 veces mas

gue las frecuencias reportadas en organismos BN.



El que existan frecuencias elevadas en los organismos DN es indicativo de que
presentan dafio en el ADN, éste ha sido reportado con ensayos citogenéticos como
son los MN, sin embargo, un efecto positivo con base al aumento de frecuencias de
mutantes asociado a la deficiencia de nutrientes, no habia sido reportado en ensayos
de mutacion génica con base a la frecuencia de mutantes Pig-a, el dafio en el ADN
se ve reflejado en las frecuencias de mutantes reportadas.

Se ha reportado que ENU actua a nivel de células madre eritropoyéticas (Miura y
cols., 2009). En condiciones homeostaticas, la maduracion de Ret de roedores tarda
de 2 a 3 dias, desde su estancia en la médula 6sea y su liberacidon a la circulacion
(Gronowicz y cols., 1984; Wiczling y Krzyzanski, 2008), con base al tiempo de
maduracion se propone que en el grupo DN 30mg se esta retrasando su maduracion.
Se requieren estudios complementarios para comprobar este efecto.

Con la dosis de 60mg se presentaron diferencias significativas a partir de la semana
2 y hasta la semana 7, siendo el grupo DN el que present6 la mayor frecuencia de
Ret-Mut. Estos datos sugieren que la dosis de 60mg de ENU, es lo suficientemente
potente para inducir mutantes Pig-a y que son los DN los mas afectados con una
dosis alta del mutageno, a su vez, el grupo DN control muestra que las frecuencias
de mutantes espontaneos mas altas y esto demuestra que el dafio en el material

genético se encuentra asociado a la deficiencia de nutrientes.



8.4 Frecuencia de Eritrocitos mutantes

Las frecuencias de mutantes Pig-a han sido reportadas para ratas Wistar de 35-42
dias de edad, las frecuencias observadas no habian sido reportadas, debido a que
las ratas empleadas en los experimentos fueron de 14 dias de edad. Las frecuencias
de E-Mut espontaneos es decir, las frecuencias previas a la administracion de ENU
en la semana 0 en las ratas BN, son de 2.7/10°% estos datos son similares a los
reportados por Miura y cols. (2009) con 3.9/10° E-Mut, Dobrovolsky y cols. (2010)
reportaron menos de 5/10° mutantes y Phonethepswath y cols. (2010) reportaron
1.33/10° E-Mut espontaneos.

A la semana 1, después de la administracion de ENU en los grupos BN, las
frecuencias fueron de 2.9/10° para el grupo control, de 37.7/10° para el grupo de
30mg y de 87.4/10° para el grupo con 60mg de ENU. Estos resultados muestran
frecuencias aproximadas a las reportadas por Dertinger y cols. (2011) 80/10° E-Mut,
usaron la dosis de 60mg de ENU.

Las frecuencias de E-Mut en el grupo BN control se mantuvieron oscilando entre los
valores de 2-3/10°. En los grupos tratados con ENU las frecuencias se incrementaron
durante todas las semanas de muestreo, llegando a frecuencias finales, después de
7 semanas de tratamiento, fueron de 336.4/10° para el grupo BN 30mg y de
529.1/10° en el grupo BN 60mg. Estos incrementos en las frecuencias en el tiempo
son consistentes a lo reportado por otros autores.

Los datos muestran que en organismos DN las frecuencias espontaneas de
mutantes son aproximadamente 10 veces mas que las frecuencias reportadas en el

grupo BN control.



En la semana 1 las frecuencias reportadas para los grupos DN fueron de 34.04/10°
para el grupo DN control, 33.9/10° para el grupo DN 30mg y de 64.3/10° para el
grupo DN 60mg. En esta semana, se advirtié un efecto diferente, ya que, el grupo BN
60mg presentd mayor frecuencia de mutantes en comparacion con el grupo DN
60mg.

La inversion de las frecuencias a la semana 1, con respecto a los grupos
administrados con 60mg, sugiere que DN presenta un retraso en la respuesta a la
induccién de mutantes. Se sugiere que probablemente este retraso sea producto del
desfase que se puede estar presentando en la proliferacién y diferenciacion de las
células madre eritropoyéticas, que es consistente con las frecuencias reportadas en
este trabajo. Sin embargo se requieren estudios de proliferacion y diferenciacion
para poder comprobarlo.

En la semana 2 se observaron frecuencias de 20.7/10° en el grupo DN control,
51.1/10° en el grupo DN 30mg y 179.1/10° en el grupo DN 60mg. En esta semana se
invirtio el comportamiento de las frecuencias de E-Mut siendo el grupo DN 60mg el
gue presento la mayor frecuencia de mutantes.

De la semana 2 a la semana 5 se mantuvo el mismo comportamiento de las
frecuencias entre los grupos BN y DN de 60mg, mientras que los grupos BN y DN de
30mg no presentaron diferencias significativas en la frecuencia promedio de E-Mut

durante los experimentos.



Por otro lado, se especula que ademas de un desfase en la respuesta a ENU,
también se puedan estar perdiendo mutantes de Ret y E debido a la eliminacién de
éstos por el propio organismo, en ambas estirpes celulares, al ser mutantes Pig-a,
carecen de proteinas dependientes de GPI. Este hecho puede favorecer su
depuracién y consecuente eliminacion del torrente sanguineo e impedir que los Ret-
Mut lleguen al final de su maduracion.

Pese a estos puntos, lo que es consistente es que los grupos DN controles,
presentan mayor frecuencia de mutantes en comparacion con los controles BN.
También se sugiere que los organismos DN responden de manera tardia, pero las
frecuencias de mutantes tanto en Ret como en E tienden a incrementarse durante las

7 semanas de seguimiento.

8.5 Susceptibilidad a dafio genético en desnutricion

Numerosos estudios del efecto de la DES a nivel citogenético han sido reportados en
humanos y en modelos animales de experimentaciéon, los animales de laboratorio
han sido usados para estudios in vivo e in vitro para el estudio de los efectos de la
DES (Ortiz y cols., 2011). Estudios citogenéticos han evidenciado el dafio presente
en el material genético asociado a DES. Estos estudios han establecido que durante
la lactancia, la DES ejerce efectos adversos en algunos tejidos (Cervantes, 2011).
Con respecto a esto, Cortés y cols. (2001), utilizando un modelo de DES en rata,
demostraron por medio del ensayo cometa que se presentaban altos indices de dafio

al ADN en bazo, sangre periférica y médula 6sea en ratas de 21 dias de edad.



Ortiz y cols. (2004), encontraron que en ratas DN tratadas con Mitomicina C, se
presentaba una elevada frecuencia de Ret micronucleados y que en comparacion
con las ratas testigo, el dafio en el ADN era evidente. De manera complementaria,
mediante citometria de flujo, se demostré que ratas con DES grave, habia una
frecuencia elevada de micronucleos en Ret, lo cual es consistente y refleja un
importante dafio al ADN (Ortiz y cols., 2011).

El presente trabajo apoya y complementa las observaciones anteriores. En este
estudio se reportan frecuencias elevadas de Ret-Mut y E-Mut, lo cual sugiere que a
nivel génico, la DES se encuentra asociada con un incremento de mutaciones
somaticas, tomando como indicador el ensayo Pig-a.

Cabe sefalar que éste es el primer trabajo que reporta el efecto de la DES grave
mediante el ensayo Pig-a en un modelo de induccién de DES que abarco la etapa de
lactancia y juventud de las ratas.

En cuanto a la respuesta ante ENU, los grupos de estudio respondieron
incrementando las frecuencias de mutantes para ambas estirpes celulares. El grupo
DN de 60 mg (dosis alta) presentdé mayor frecuencia de mutantes en los andlisis de
Ret y E, esto demuestra que la DES grave méas una dosis alta de ENU, dan como
resultado incrementos considerables en las frecuencias de mutantes.

La dosis de 30mg (dosis baja) no mostré diferencias significativas entre los grupos
DN y BN, esto sugiere que a dosis bajas, mecanismos de reparacion del material

genético puedan ser funcionales y contrarrestar el dafio inducido por ENU.



Se ha reportaron que la rata tiene mayor capacidad para reparar aductos del ADN
alquilados, mediante la actividad de la proteina O(6)-metilguanina-ADN
metiltransferasa (MGMT) (Gerson y cols., 1986; Dobo y cols., 2011). Esta proteina es
clave en la resistencia de células tumorales (Christmann y cols., 2010).

MGMT, ofrece proteccion contra la formacion de mutaciones de transicion como GC

— AT inducidas por agentes alquilantes (Lees y cols., 2004), se sugiere gque este

mecanismo sea el que esté reduciendo los dafos inducidos por ENU en dosis de

30mg.

9. Ensayos de mutacién génica en estudios de desnut  ricién

Hasta el momento solo dos genes han sido estudiados en modelos de DES, HPRT y
Pig-a. Ambos genes se localizan en el cromosoma X, sin embargo se encuentran
distantes ya que HPRT se ubica en el brazo largo en la posicion 26.1 y Pig-a esta en
el brazo corto en la posicién 22. Los ensayos de deteccion de mutantes basados en
estos genes tienen caracteristicas distintas, en el cuadro VI se presentan diferencias

asi como las ventajas del ensayo Pig-a comparado con el ensayo HPRT.



Cuadro VI . Fortalezas y debilidades del ensayo Pig-a vs HPRT

Fortalezas

Debilidades

1. Versatil en términos de especies y tipos de
células que se pueden ensayar y técnicas de
analisis que se pueden aplicar: tanto el flujo y
ensayos clonales son posibles.

1. Los andlisis de citometria de flujo requieren
equipos relativamente costosos y personal
capacitado.

2. El Ensayo con citometria de flujo requiere
so6lo horas para producir un resultado, no es
necesario el cultivo de células.

2. El empleo de clones de células T resistentes
a ProAER, asi como los mitégenos usados para
estimular el crecimiento de linfocitos para el
ensayo HPRT puede no ser adecuado para el
ensayo Pig-a.

3. Las bajas frecuencias de mutantes basales
son menores a 5 por millén de células
analizadas (en roedores), lo que beneficia a la
sensibilidad del ensayo.

3. El ensayo mide la mutacién en un Gnico gen
cuya sensibilidad a diversos tipos de dafio en el
ADN no ha sido bien definido.

4. Los ensayos de citometria de flujo en E y Ret
so6lo requieren un pequefio volumen de sangre,
lo que hace que el muestreo se pueda repetir
en los roedores.

4. Pocos datos se han generado tomando
como marcadores a las proteinas dependientes
de GPI para detectar las mutaciones en el gen
Pig-a.

5. La repeticién de la dosificacién con
mutagenos dan una respuesta aditiva en los
ensayos, por lo que los puntos finales son
especialmente adecuados para los protocolos
de tratamientos crénicos / subcronicos.

6. No se requieren animales transgénicos y se
combina con los bajos requisitos de volumen de
sangre para el ensayo por citometria de flujo,
esto hace que el ensayo se pueda integrar con
otras pruebas de toxicologia.

7. El seguimiento de mutantes se puede
realizar con los mismos animales.

8. La mayoria de los reactivos que requiere el
ensayo estan disponibles comercialmente,
recientemente se ha estandarizado un kit
estandarizado y protocolos.

9. Los ensayos han sido positivos en Rety E,
en HPRT no se obtuvieron resultados positivos
en los cultivos de linfocitos de organismos
desnutridos.

10. En los linfocitos existen una limitacion de la
dilucién de clonacién en los linfocitos para
resistencia a ProAER o0 6-thioguanina.




10. Conclusiones

1. El modelo de induccion de DES hasta los 65 dias de edad mediante restriccion de
alimento fue adecuado para los experimentos.

2. Los fenotipos negativos a la proteina dependiente de GPI CD59 fueron detectados
mediante citometria de flujo.

3. Las frecuencias espontaneas de mutantes en los grupos DN en comparacion con
los BN fueron 10 veces mas elevadas.

4. Las frecuencias de mutantes en los grupos DN vs BN con dosis de 60mg fueron
por lo menos 0.5 veces mas que en el grupo BN a partir de la semana 1.

5. Se observaron incrementos en la frecuencia de mutantes con la administracion de
ENU en ambas dosis de 30 y 60mg en los grupos de estudio.

6. El grupo DN 60mg presento la mayor frecuencia de Ret-Mut y E-Mut a partir de la
semana 2 y hasta la semana 7.

7. El ensayo Pig-a es prometedor como ensayo de dafio génico en modelos de

induccién de DES asi como diversas aplicaciones de indole genotoxico y clinico.

11. Perspectivas

1. Analizar si existe una disminucion en el porcentaje de los mutantes Ret vs E con
base a los porcentajes presentes en las muestras de los individuos sanos
administrados y no administrados con ENU.

2. Estudiar los procesos de maduracion de mutantes Ret en modelos de DES.

3. Realizar estudios de proliferacion celular en para comprobar si existe un desfase

en los ciclos celulares de individuos administrados con 30 mg de ENU.



4. Determinar la viabilidad de los Ret y E mutantes presentes en sangre periférica de
rata.

5. Observar y evaluar la morfologia de Ret y E mediante frotis de sangre periférica.

6. Proponer mecanismos de reparacion de ADN que puedan intervenir en la
disminucion de mutantes Pig-a.

7. Evaluar agentes protectores en el modelo de DES expuesto a ENU.
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