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RESUMEN

La asimilaciéon deficiente de alimentos por el organismo conduce a un estado patolégico con distintos grados
y manifestaciones clinicas, conocido como desnutricion.

En los Ultimos anos ha surgido un nuevo ensayo in vivo de deteccidon de mutacidon somdtica basado en el
gen glucosilfosfatidilinositol de clase A (Pig-a). Este gen es necesario para la sintesis de glicosilfosfatidilinositol
(GPI) que une proteinas especificas a la superficie de la célula. Cuando ocurre una mutacién en Pig-a, no
se puede sintetizar el GPI, ya que, las proteinas no se encuentran en la membrana celular, dando origen all
fenotipo GPI negativo, el cual es de facil deteccidon por medio del andlisis con citometria de flujo. En este
estudio se utilizd el ensayo Pig-a para examinar el daio génico en ratas desnutridas expuestas al mutdgeno
N-etil-N-nitrosourea (ENU). Se efectud el marcaje diferencial de reticulocitos (RET) y eritrocitos (E) de sangre
periférica de rata de la cepa Wistar. Se tomdé como indicador de daio al material genético de las células, el
incremento en las frecuencias de mutantes (FM) Pig-a, que fueron analizadas en un 1 X 10¢ células, durante
8 semanas. Los resultados muestran que la desnutricion grave por si misma tiene un efecto danino sobre la
integridad del material genético. La frecuencia de mutantes se incrementd con base en la dosis de ENU y
el fiempo de exposicidn en los grupos con desnutricién (DN).

Palabras clave: desnutricion, reticulocitos, eritrocitos, ensayo Pig-a, mutacion génica, citometria de flujo.

Effect of severe malnutrition on mutation frequencies
in the Pig-a gene in rat reticulocytes and erythrocytes

ABSTRACT

Poor assimilation of food in the body leads to malnutrition or undernutrition (UN), a pathological condition
with varying degrees and clinical manifestations.

Inrecent years, a new test using in vivo somatic mutation detection based on the gene glycosylphosphatidy-
linositol Class A (Pig-a) has been developed.

This gene is essential for the synthesis of glycosylphosphatidylinositol anchor (GPI) that aftaches specific
proteins to the cell surface. When a Pig-a mutation takes place, GPI synthesis is blocked; hence, proteins
are not found on the cell membrane generating a negative GPI phenotype, which can be easily detected
using flow cytometry. The Pig-a assay was used in this study to analyze gene damage in a malnutrition model
exposed to mutagen N-ethyl-N-nitrosourea (ENU). The assay was based on a differential staining of reticulocytes
(RET) and erythrocytes (E) from peripheral blood of Wistar strain rats. Increased frequencies of mutant (MF)
Pig-a, which were analyzed by 1 X 106 cells for 8 weeks, indicated damage to the genetic material of cells.
The results demonstrate that UN itself has a deleterious effect on the integrity of genetic material. The MF
increased depending on the dose and the time rats were exposed fo UN.

Keywords: malnutrition, undernutrition, ENU, reticulocytes, erythrocytes, Pig-a assay, mutation, flow cytometry.

Nota: Articulo recibido el 01 de febrero del 2018 y aceptado
el 11 de octubre del 2018.
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INTRODUCCION
a desnutricion (DN) es un problema de salud publica

L que afecta principalmente a la poblacion menor de

5 afios; se presenta como un sindrome nutricional
caracterizado por la asimilacion deficiente de
alimentos; es considerada como un estado multifactorial
donde predomina el déficit energético y proteico, resultado
del desbalance negativo de la cantidad y calidad de macro y
micronutrientes necesarios para el apropiado desarrollo y salud
del organismo (Gomez, 2016; Rodriguez, Cervantes & Ortiz,
2011; Sahu et al., 2015). Gomez, la clasifico en tres grados con
base en diferentes indicadores como el déficit de peso, de talla
y la relacion peso/talla con respecto a lo esperado para la edad
cronologica del organismo: de primer grado o leve (DN1°)
con un déficit de peso entre el 10 y 24%, de segundo grado o
moderada (DN2°) donde el déficit de peso esta entre el 25 y
39% y de tercer grado o grave (DN3°) en este grado el déficit
de peso es mayor al 40%.

En Meéxico entre 1988 y 2012, las prevalencias de los tres
grados de DN han tenido disminuciones notables (Rivera,
Irizarry & Gonzalez-de Cossio, 2009). Sin embargo, la DN3°,
sigue siendo elevada con 13.6% lo que representa cerca de 1.5
millones de nifios menores de 5 afios con este padecimiento
y tiene prevalencia heterogénea en las regiones norte, centro,
sur y, en las zonas urbanas y rurales del pais (Gutiérrez ef al.,
2012). Se estima que anualmente, este grado de DN se presenta
en el 35% de las 7.5 millones de muertes en niflos menores de
5 afios (Black ef al., 2008; Chang ef al., 2013).

Los ensayos genotoxicos de electroforesis unicelular y de
micronticleos (MN) han aportado valiosa informacion para el
entendimiento de los efectos de la DN. Se ha observado que
la DN causa dafio al DNA, mismo que puede estar asociado
con lapresenciade infecciones y tratamientos farmacologicos
a los que se someten los nifios que presentan DN, también
diferentes estudios indican que la DN produce dafio celular
in vivo y este dafio puede producir efectos negativos para el
desarrollo del organismo (Betancourt ef al., 1995; Ortiz et
al., 1997; Ortiz, Medina, Rodriguez, Gonzalez-Marquez &
Cortés, 2004).

Larelacion entre la DN y el dafio genético ha sido ampliamente
estudiada en humanos y en modelos animales (Ortiz, Medina,
Rodriguez, Gonzalez-Marquez & Cortés, 2004; Padula &
Seoane, 2008; Ortiz, Medina, Cortés, Cervantes & Rodriguez,
2011). Recientemente se ha implementado un método a nivel
génico, para estudiar los efectos de la DN tomando como
indicador de daiio las frecuencias de mutacion (FM) somaticas
en el gen Pig-a usando como controles positivos mutagenos y
agentes potencialmente mutagénicos (Pacheco-Martinez et al.,
2016). El ensayo se realiza por medio de citometria de flujo.
Pig-aesun gen que codificalasubunidad catalitica de la primera

enzima de la biosintesis de glicosil fosfatidilinositol (GPI) que
esunamolécula cuya funcion es anclar proteinas, estas proteinas
dependientes del GPI aparecen en la superficie celular, y pueden
ser detectadas por los anticuerpos apropiados conjugados con
fluorocromos (Bryce, Bemis & Dertinger, 2008). 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. Las células Pig-a mutantes pueden
ser reconocidas por el hecho de que seran negativas cuando
se hacen reaccionar con uno o mas anticuerpos especificos
para proteinas dependientes de GPI (Peruzzi, Araten, Notaro
& Luzzatto, 2010). El ensayo Pig-a in vivo no requiere el uso
de animales transgénicos y se realiza en tiempos cortos de
procesamiento de muestra de sangre periférica de rata para la
obtencion de resultados de la frecuencia de mutacion en RET
(eritrocitos inmaduros) y E (eritrocitos maduros) (Pacheco-
Martinez, Cervantes-Rios, Garcia-Rodriguez & Ortiz-Muiliz,
2014). En México se ha reportado el ensayo Pig-a en el modelo
de induccion de DN2° por competencia de alimento durante
la lactancia y después del destete (Pacheco-Martinez et al.,
2016). El objetivo de este estudio es evaluar las frecuencias de
mutacion en Pig-a en ratas con DN3° asi como a la exposicion
al mutageno ENU en RET y E provenientes de organismos con
desnutricion grave o severa.

MATERIALES Y METODOS

Animales e induccién de la DN

Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo a las guias
aprobadas institucionalmente por la Universidad Autonoma
Metropolitana y la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-
Z00-1999). Ratas de la cepa Han-Wistar se obtuvieron del
Bioterio de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa, Ciudad de México. Los animales se mantuvieron
bajo condiciones controladas de bioterio. Se utiliz6 el método
de induccion de la DN por competencia de alimento durante la
lactancia (Ortiz, Cortés, Pérez, Gonzalez & Betancourt, 1996).
Al dia siguiente de su nacimiento, las ratas se distribuyeron en
dos lotes: lote experimental (Desnutridas o DN) en los cuales se
colocaron 16 crias con unanodrizay lote testigo (Bien Nutridas
0 BN), en el que se colocaron 6 crias con una nodriza. Durante
los experimentos, las crias se pesaron cada dos dias. Los datos
registrados se utilizaron para calcular el déficit de peso de cada
animal y asi determinar el grado de DN que presentaron las
crias. Bajo este criterio, se clasificaron con DN3° las ratas con
un déficit de peso mayor de 40%.

A partir de la edad de 21 dias (destete) se controld la ingesta de
alimento de las crias para mantener la DN3°, para conseguirlo,
se colocd 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 del peso y grado de DN del
lote experimental.
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Tratamiento con el mutdgeno N-etil-N-nitrosourea
(ENU)

Se administré ENU diluido en amortiguador de fosfatos (PBS,
pH 6.0-6.1), via oral de la siguiente forma:

Al dia 14 de edad que fue anotado como dia -1 con base en la
administracién de ENU, se administraron dos dosis, una de 10
mg y otra de 20 mg/kg de peso/3 dias en intervalos de 24 horas
(Phonethepswath et al., 2010). Teniendo como dosis finales
30 mg y 60 mg. Con base en el estado nutricional y la dosis
administrada, se conformaron los siguientes grupos de estudio:

Grupo 1 ratas BN sin ENU (BN testigo n=8).
Grupo 2 ratas DN sin ENU (DN testigo n=5).
Grupo 3 ratas BN con ENU, dosis 30 mg/kg/3 dias (n=8).
Grupo 4 ratas BN con ENU, dosis 60 mg/kg/3 dias (n=8).
Grupo 5 ratas DN con ENU, dosis 30 mg/kg/3 dias (n=5).
Grupo 6 ratas DN con ENU, dosis 60 mg/kg/3 dias (n=5).

En general se analizé una rata BN y una DN por grupo en
cada experimento (una sin ENU, una con dosis 30 y una con
dosis 60), pero en 3 ocasiones se estudiaron dos ratas BN en
los diferentes grupos de estudio, por ello, en el grupo BN
se incluyeron 8 ratas por grupo (24 en total) y en los DN se
incluyeron 5 ratas (15 en total).

Toma de muestra de sangre periférica

Después de la tltima dosis de ENU se procedié a muestrear
a los animales cada semana, los animales fueron manipulados
alos 14, 23, 30, 37, 44, 51, 58 y 65 dias de edad, como ya se
menciond, cada semana serealizé el muestreo que correspondio
con la siguiente anotacion de dias después de la administracion
de ENU -1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, la muestra fue obtenida
de la vena caudal con ayuda de un bisturi. Se obtuvieron de
30-60 pL de sangre, la cual fue colocada en tubos previamente
heparinizados que se mantuvieron a 4°C hasta proceder al
marcaje de las muestras (Phonethepswath et al., 2010).

Deteccién de la mutacién Pig-a (marcaje de las
muestras)

Después de la colecta de sangre periférica, se tomaron 30 uLb
de éstay se transfirid a tubos que contenian 100 pL de solucion
de heparina y 500 U/mL de amortiguador de fosfatos, (PBS,
por sus siglas en inglés de “phosphate buffered saline”). A
cada muestra (130 pL) se le adicionaron 155 uL de PBS y se
resuspendid por pipeteo suave, después se centrifugd a 800 g
durante 5 minutos, se retird el sobrenadante y se adicionaron
155 uL de PBS que se mezclaron suavemente.

Posteriormente 150 pL de esta suspension se transfirieron a un
tubo de polipropileno en el que previamente se colocaron 100
pL delasiguiente 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 afiadio 1 mL de
solucion SYTO 13, que es intercalante de acidos nucleicos, auna
concentracion de 157 nM, preparado en PBS (para diferenciar
entre RET y E, con base al contenido de RNA), se incubo a
37°C por 30 minutos. Después de la incubacion, las muestras
se colocaron en hielo hasta su analisis por citometria de flujo
(Phonethepswath et al., 2010).

Andlisis por citometria de Flujo

Se utilizo el citometro de flujo modelo FACSCalibur (Becton
Dickinson) con laser de argon a488 nm de excitacion. Se prepard
una muestra de calibracion del equipo para cada dia de toma de
una muestra. Se adquirieron 1 X 10° células y se desplegaron
en graficas de punto (dot plof) siguiendo una estrategia de
seleccion de la region de analisis.

Seleccidn de la regién de andlisis en las muestras
de citometria de flujo

Se realizo la primera region con “Forward Scatter” (tamafio)
contra “Side Scatter” (complejidad celular interna) para delimitar
la region de células a analizar. Una segunda region se delimitd
con FSC-Height contra SYTO 13 paraexcluir células nucleadas.
La tercera region se hizo con FL2-Area contra FL2-Width para
excluirdobletes y agregados celulares. Lamuestra de calibracion
se realiz6 cada dia de toma de una muestra para identificar las
poblaciones negativas y positivas del ensayo Pig-a.

Se utilizé el software CellQuest (version 3.0.1, Becton
Dickinson) para la adquisicion de los datos en el citometro de
flujo y el software WinMDI 2.9 para el analisis de los datos.
La frecuencia de mutacion en RET fue determinada al analizar
3 X 10° RET totales y la frecuencia de mutacion en E fue
determinada por el anélisis de 1 X 10° de las células totales.

Andlisis estadistico de los resultados

Para cada grupo se calcul6 la frecuencia de RET CD59- y E
CD59- 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 U de Mann-Whitney
con una p<0.05. Los célculos se efectuaron usando el paquete
estadistico Graph Pad Prism 6.0.

ResuLtADOS

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. El peso
promedio de las ratas BN y DN de un dia de edad fue de 8.4+0.5
g, alinducirladesnutricion experimentalmente; el peso promedio
al inicio de los experimentos de las ratas BN fue de 31.7£2.1 g
y el de las ratas con DN3° de tercer grado fue 17.2+6.3 g. En
el Cuadro I se muestran los pesos promedio de las ratas BN
y DN3° asi como el porcentaje de déficit de peso, desde los
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Dias Dias
después de Bien . % Déficit

de . . . Desnutridas

edad administrar | Nutridas de peso

ENU

14 -1 31.742.1 17.2+6.3 45.7
23 7 55.943.0 32.1£13.5 42.5
30 14 83.1+4.3 44.2+.18.3 46.9
37 21 108.3+7.1 45.5+16.6 57.9
44 28 141.9+8.3 58.4£18.4 58.9
51 35 180.2+5.6 64.0£11.3 64.5
58 42 216.2+7.4 84.3£16.8 61.0
65 49 252.8+16.1| 117.4+13.5 53.6

Se presenta media * error estandar del peso corporal en ratas BN y con
DN3°, asi como el porcentaje del déficit de peso, demostrando que el grado
de desnutricion se mantuvo durante el estudio.

Cuadro I. Peso corporal y déficit de
peso de ratas BN y con DN3°.

14 hasta los 65 dias de edad. Los datos muestran que, desde el
inicio de los tratamientos hasta el final de los mismos, el método
de induccion de DN por competencia de alimento y restriccion
del 50% de alimento funciono y se mantuvo el déficit de peso
mayor al 40%, caracteristico de la desnutricion grave.

Frecuencia de RET CD59- (FM-RET)

La FM Pig-a fue monitoreada durante un periodo de 49 dias
(8 semanas) en RET (Figura 1) de ratas BN y con DN3°, los
resultados se muestran como el promedio + E.E. La figura
muestra los datos distribuidos en tres categorias de tratamiento:
testigo y 30 6 60 mg/kg/dia ENU. En las ratas DN3° testigo, las
FMs de RET CD59- (FM-RET) fueron consistentemente mas
altas que el grupo BN testigo. Durante el periodo de estudio, el
promedio de la FM-RET en el grupo BN testigo se mantuvo en
0.9-1.5 X 10°, en el grupo con DN3° la frecuencia varié desde
15.3232.7 X 10° (Figura 1, panel A).

Se observé aumento en la FM-RET dependiente de la dosis y
tiempo tanto en las ratas BN como en las ratas DN3° expuestas
aENU. La exposicion a la dosis de 30 mg ENU aumento la FM
en el gen Pig-a en RET de BN y DN3° con una FM mayor en
los dias 21, 28, 35 y 49 en el grupo desnutrido, la FM maxima
en el grupo con DN3° fue de 98.2 X 10°y de 79.5 X 10° en el
grupo BN en el dia 49 (Figura 1, panel B). Con la dosis de 60
mg ENU el aumento se presento6 en los dias 14, 21, 28, 35, 42
y 49 en el grupo con DN; la FM-RET maxima se identifico el
dia 49 con 117.7 X 10° en el grupo BN y 195.3 X 10° para el
grupo con DN3° (Figura 1, panel C).

Frecuencia de E CD59- (FM-E)

LaFM enel gen Pig-a en E de ratas BN y con DN3° se presenta
en la Figura 2, los resultados se muestran como el promedio +
E.E. Como ya se menciond, los datos estan distribuidos en tres

A g - .
Frecuencia de mutacion en grupos testigo
250+ = BN testigo
== DN3° testigo
200
@ 1504
[=]
3}
o
o 100
1 7 14 21 28 35 42 49
Tiempo (dias después de la adm. de ENU)
B
250 Frecuencia de mutacién en grupos con 30 mg ENU
= BN 30mg
DN3° 30mg
200+
@ 150+
a
o
o
B 100+
50+
ol 2 % = & 4 % &
-1 7 14 21 28 35 42 49
Tiempo (dias después de la adm. de ENU)
c Frecuencia de mutacién en grupos con 60 mg ENU
250+ mm BN 60mg
DN3° 60mg
200+
@ 1504
a
(&)
I
o 100
50+

Tiempo (dias después de la adm. de ENU)

Figura 1. Frecuencia de mutacion en RET de sangre periférica
de ratas BN y con DN3?, testigo (sin tratamiento) y con 30 6 60
mg/kg/ ENU. Todos los resultados estdn expresados como la
mediay el error estdndar. Panel A muestra los grupos testigos
BN y con DN3°, en el Panel B estdn los grupos BN y con DN3°
con 30 mg/kg/ENU y en el Panel C se presenta a los grupos
BNy con DN3° con 60 mg/kg/ENU. * Diferencias significativas
entre los grupos BN y con DN3°; p<0.05, n= 6.
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Figura 2. Frecuencia de mutacién en E de sangre periférica
de ratas BN y con DN3° testigo y con 30 6 60 mg/kg/ ENU.
Todos los resultados estdn expresados como la media y el
error estandar. Panel A muestra los grupos testigos BN y con
DN3°, en el Panel B estdn los grupos BN y con DN3° con 30
mg/kg/ENUy en el Panel C se presenta alos grupos BNy con
DN3° con 60 mg/kg/ENU. * Diferencias significativas entre los
grupos BN y con DN3°; p<0.05, n= é.

categorias de tratamiento: testigo y 30 6 60 mg/kg/dia ENU.
En las ratas DN3° testigo, la FM en E CD59- fue consistente
y se mantuvo incrementada en comparacion con la observada
en las ratas BN testigo (Figura 2, Panel A). Durante el periodo
de estudio, el promedio de la FM de E CD59- (FM-E) en el
grupo BN testigo fue de 0.3-0.4 X 10, en el grupo con DN3°
la frecuencia vari6 desde 6.2-13.9 X 10°.

La exposicion a la dosis de 30 mg de ENU aument6 la FM
Pig-a en los E de BN y DN3° con una FM significativamente
mayor en el grupo desnutrido en el dia 49, la FM-E maxima
en el grupo con DN3° fue de 64.8 X 10°y de 56.1 X 10° en el
grupo BN el dia 49 (Figura 2, panel B). Con la dosis de 60
mg ENU el aumento se presento en los dias 14, 21, 28, 35, 42
y 49 en el grupo con DN; la mayor FM se registr6 en el dia 49
con 88.7 X 10° en el grupo BN y 126.4 X 10° para el grupo
con DN3° (Figura 2, panel C).

Discusion

En el laboratorio de Biologia Celular y Citometria de Flujo, de
la Universidad Auténoma Metropolitana, Ciudad de México, se
ha utilizado el método de induccién de la DN por competencia
de alimento durante la lactancia. En este trabajo se realizo
una modificacion después de los 21 dias de edad (destete) que
consistio enrestringir el 50% de alimento al grupo experimental,
con base al alimento colocado al lote testigo, para comprobar
que se mantiene el grado de desnutricion se registro el peso de
los grupos DN hasta los 65 dias de edad.

Las frecuencias espontaneas o basales de mutantes Pig-a han
sido reportadas para ratas Wistar de 35-42 dias de edad. En
el presente estudio las ratas empleadas en los experimentos
fueron de 14 dias de edad. A pesar de ello, los resultados de
FM-RET son similares a los reportados por Bhalli et al., 2011
de 3-6 X 10y Dobrovolsky, Miura, Heflich & Dertinger, 2010.,
de 5 X 10°. Estos resultados indican que no hay diferencia
asociada con la edad (35-42 en estudios previos y 14 dias en
este estudio). También sugieren que los controles del ensayo
fueron adecuados.

Lacomparacion entre las frecuencias espontaneas de mutantes en
RET indica que éstas son aproximadamente 15 veces mas en los
organismos con DN que las frecuencias reportadas en organismos
BN (15.3232.7 X 10%vs 0.9 a 1.5 X 109, respectivamente).

Con la dosis de 60 mg ENU se presentaron diferencias
significativas a partir del dia 14 y hasta el dia49, siendo el grupo
DN3° el que present6 la mayor FM. Estos datos sugieren que
la dosis de 60mg de ENU, es lo suficientemente potente para
inducir mutantes Pig-a y que son los animales con DN3° los
mas afectados conuna dosis altadel mutageno, asu vez, el grupo
DN testigo muestra las frecuencias de mutantes espontaneos
mas altas; esto demuestra que el dafio en el material genético
se encuentra asociado a la deficiencia de nutrientes.
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Las frecuencias espontaneas FM-E es decir, las frecuencias
previas a la administracion de ENU en el (dia -1) en las ratas
BN, son de 0.3-0.4 X 105, estos datos son similares a los
reportados por Bhalli et al., 2011 donde se identificaron menos
de 5 X 10% mutantes y Phonethepswath et al., 2010 reportaron
1.3 X 10% espontaneos.

Los datos muestran que en organismos con DN3° las frecuencias
espontaneas FM-E son aproximadamente 34 veces mas que las
frecuencias reportadas en el grupo BN testigo, no expuesto a
mutageno (0.4 vs. 13.9).

Por otra parte, se sugiere que los organismos con DN responden
de manera tardia, por lo que con la dosis de 30 mg ENU la FM
fue significativa hasta después de los 21 dias en el caso de FM-
RETysobloalos49 dias para FM-E. Estademora probablemente
serelacionaconalteraciones en la proliferaciony diferenciacion
de las células madre eritropoyéticas y retraso en la estancia
de los reticulocitos en la médula dsea. Ademas, previamente
se han reportado cambios en los porcentajes de progenitores
eritroides, incremento en los tiempos de diferenciacion
celular y alteraciones en el ciclo celular de las células de la
médula osea de ratones desnutridos (Borelli et al., 2009). Sin
embargo, se requieren estudios de proliferacion y diferenciacion
complementarios para comprobar los mecanismos por los
cuales la DN propicia un retraso en la respuesta a la induccion
de mutantes.

Se han realizado numerosos estudios sobre el efecto de la DN
a nivel citogenético en humanos y en modelos animales de
experimentacion, éstos ultimos han sido usados para estudios
invivo e in vitro y en diferentes tipos de células (Ortiz, Medina,
Cortés, Cervantes & Rodriguez, 2011). Se ha analizado la
frecuencia de microntcleos en RET de sangre periférica de ratas
DN expuestas a la Mitomicina C (Ortiz, Medina, Rodriguez,
Gonzalez-Marquez & Cortés, 2004), y en ratas con DN3°
tratadas con farmacos (Ortiz, Medina, Cortés, Cervantes &
Rodriguez, 2011). En ellos se evidencio una elevada frecuencia
de microntucleos que refleja un importante dafio al DNA.

Sehapropuesto que diversos mecanismos estan relacionados con
el dafio en el DNA observado en los organismos desnutridos. Se
opina que puede estar asociado con la deficiencia de proteinas
esenciales para la integridad del DNA y también carencia de
las requeridas para la reparacion del dafio al DNA (Betancourt
etal., 1995). Asimismo, se ha reportado que en los organismos
condesnutricion, los sistemas antioxidantes son poco eficientes
y presentan deficiencia de zinc. Por otro lado, el rompimiento de
lacadena de DNA podria estar relacionado con un incremento en
la presencia de algunas Especies Reactivas de Oxigeno (ERO).
Cuando las ERO se encuentran por encima de ciertos niveles, el
balance oxidantes/antioxidantes se pierde y es entonces cuando
algunas ERO pueden provocar rupturas en el DNA (Jain, Varma,
Agrawal & Jadhav, 2008).

Ademas, se ha evidenciado el importante papel de vitaminas y
minerales para prevenir la inestabilidad genomica. Asi, diversos
estudios han demostrado que la deficiencia en las vitaminas C, E
y D causaoxidacion del DNA, dafio cromosomico y rompimiento
de doble cadena de DNA; también se ha demostrado que el
folato y la vitamina B12 son necesarios para prevenir el dafio
en el DNA (Fenech, 2002).

El presente trabajo apoya y complementa las observaciones
anteriores. En un estudio reciente (Pacheco-Martinez et al.,
2016) observaron un incremento en la frecuencia espontanea de
mutantes en el gen Pig-a en ratas con desnutricion moderada,
datos que coinciden con los aqui presentados. Sin embargo, se
observo que al ser expuestas a ENU las FM fueron menores en
lasratas DN2°, conrespecto alas BN, aunque esas diferenciasno
fueron significativas. Esos datos son diferentes a los obtenidos
en el presente estudio, ya que encontramos un incremento en las
FM en los organismos DN expuestos a ENU, lo que indica que
la desnutricion de tercer grado (DN3°) tiene efectos mayores
que la DN moderada, incluyendo una mayor susceptibilidad a
los mutagenos.

En cuanto a la respuesta ante ENU, los grupos de estudio
respondieron incrementando las frecuencias de mutantes para
ambas estirpes celulares. El grupo DN3° de 60 mg (dosis alta)
presentd mayor frecuencia de mutantes en los analisis de RET'y
E, esto demuestra que la DN3° més una dosis alta de ENU, dan
como resultado incrementos considerables en las frecuencias
de mutantes.

La dosis de 30 mg (dosis baja) mostrd diferencias, aunque
significativas, no muy pronunciadas entre los dias 21-35
y 49, esto sugiere que, a dosis bajas se estan presentando
mecanismos de reparacion del material genético y se esta
contrarrestando el dafio inducido por ENU. Esto podria
relacionarse con la mayor capacidad que tiene la rata de
reparacion de aductos en el DNA, mediante la actividad de la
proteina O (6)-metilguanina-DNA metiltransferasa (MGMT)
(Gerson, Trey, Miller & Berger, 1986), la cual ofrece proteccion
contra la formacion de mutaciones de transicion como GC
— AT inducidas por agentes alquilantes, se sugiere que este
mecanismo sea el que esté reduciendo los dafios inducidos
por la dosis de 30 mg ENU.

En este estudio se reportan incrementos en las FM en el gen
Pig-a tanto en RET como en E, lo cual sugiere que, a nivel
génico, la deficiencia de nutrientes presente en la DN3° esta
asociada con un aumento de mutaciones somaticas, tomando
como indicador el ensayo Pig-a.

Cabe sefialar que éste es el primer trabajo que reporta el efecto
delaDN3°mediante el ensayo Pig-a enun modelo de induccion
de DN que abarc6 la etapa de lactancia y juventud de ratas que
fueron expuestas a un mutageno.
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El ensayo Pig-a es de reciente introduccion en México y ha
permitido realizar la deteccion de los fenotipos mutantes y el
analisis de los mismos en dos poblaciones celulares de manera
simultdnea en todas las semanas de los experimentos aqui
descritos. Los reportes iniciales de los ensayos en roedores,
utilizando el gen Pig-a como reportero de mutacion somatica
fueron de (Bryce, Bemis & Dertinger, 2008; Miura, Dobrovolsky,
Kasahara, Katsuura & Heflich, 2008; Phonethepswath, Bryce,
Bemis & Dertinger, 2008). Estos trabajos demostraron que el
ensayo Pig-a es capaz de evidenciar incrementos significativos
en los fenotipos mutantes en ratones expuestos a potentes
mutagenos. Asimismo, se evidencid que el ensayo presenta
diversas ventajas, dentro de ellas se mencionan: es 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 la posibilidad de medir por separado laincidencia
del fenotipo mutante en dos tipos celulares: RET (eritrocitos
inmaduros) y E (eritrocitos maduros) de sangre periférica
(Phonethepswath et al., 2010). El ensayo Pig-a demostrd ser
transferible y altamente reproducible bajo las condiciones de
nuestro laboratorio, con base en la experiencia adquirida se
tiene la posibilidad de usarlo para diversas aplicaciones en
la investigacion basica y clinica de las probables alteraciones
relacionadas con alimentacion y nutricion.

CONCLUSIONES

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

El ensayo Pig-a detecta los fenotipos negativos a la proteina
dependiente de GPI CD59 y brinda informacion suficiente para
obtener las frecuencias de mutantes.

LaDN3° generadaifio al DNA evidenciado en laaltaFM presente
en el grupo con DN no expuesto al mutageno.

El consistente incremento en la FM en RET y E observado en
las ratas con desnutricion grave (DN3°) tratadas con 60 mg de
ENU demuestra que el dafio es mayor al observado en el grupo
BN con la misma dosis de ENU.

Elensayo Pig-a es un buen indicador de mutaciones en este gen
en modelos de induccién de DN y tiene diversas aplicaciones
de indole genotoxicologico y clinico.
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