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Efecto de la desnutrición grave en las frecuencias de mutación 
en el gen Pig-a en reticulocitos y eritrocitos de rata

Nota: Artículo recibido el 01 de febrero del 2018 y aceptado 
el 11 de octubre del 2018.��

ARTÍCULO  ORIGINAL

Resumen
La asimilación deficiente de alimentos por el organismo conduce a un estado patológico con distintos grados 
y manifestaciones clínicas, conocido como desnutrición. 
En los últimos años ha surgido un nuevo ensayo in vivo de detección de mutación somática basado en el 
gen glucosilfosfatidilinositol de clase A (Pig-a). Este gen es necesario para la síntesis de glicosilfosfatidilinositol 
(GPI) que une proteínas específicas a la superficie de la célula. Cuando ocurre una mutación en Pig-a, no 
se puede sintetizar el GPI, ya que, las proteínas no se encuentran en la membrana celular, dando origen al 
fenotipo GPI negativo, el cual es de fácil detección por medio del análisis con citometría de flujo. En este 
estudio se utilizó el ensayo Pig-a para examinar el daño génico en ratas desnutridas expuestas al mutágeno 
N-etil-N-nitrosourea (ENU). Se efectuó el marcaje diferencial de reticulocitos (RET) y eritrocitos (E) de sangre 
periférica de rata de la cepa Wistar. Se tomó como indicador de daño al material genético de las células, el 
incremento en las frecuencias de mutantes (FM) Pig-a, que fueron analizadas en un 1 X 106 células, durante 
8 semanas. Los resultados muestran que la desnutrición grave por sí misma tiene un efecto dañino sobre la 
integridad del material genético. La frecuencia de mutantes se incrementó con base en la dosis de ENU y 
el tiempo de exposición en los grupos con desnutrición (DN). 
Palabras clave: desnutrición, reticulocitos, eritrocitos, ensayo Pig-a, mutación génica, citometría 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.
In recent 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 attaches 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 to UN.
Keywords: malnutrition, undernutrition, ENU, reticulocytes, erythrocytes, Pig-a assay, mutation, flow cytometry. 
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a desnutrición (DN) es un problema de salud pública 
que afecta principalmente a la población menor de 
5 años; se presenta como un síndrome nutricional 
caracterizado por la asimilación deficiente de 

Introducción

L
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 (Gómez, 2016; Rodríguez, Cervantes & Ortiz, 
2011; Sahu et al., 2015). Gómez, la clasificó en tres grados con 
base en diferentes indicadores como el déficit de peso, de talla 
y la relación peso/talla con respecto a lo esperado para la edad 
cronológica 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 está entre el 25 y 
39% y de tercer grado o grave (DN3°) en este grado el déficit 
de peso es mayor al 40%. 

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

Los ensayos genotóxicos de electroforesis unicelular y de 
micronúcleos (MN) han aportado valiosa información para el 
entendimiento de los efectos de la DN. Se ha observado que 
la DN causa daño al DNA, mismo que puede estar asociado 
con la presencia de infecciones y tratamientos farmacológicos 
a los que se someten los niños que presentan DN, también 
diferentes estudios indican que la DN produce daño celular 
in vivo y este daño puede producir efectos negativos para el 
desarrollo del organismo (Betancourt et al., 1995; Ortiz et 
al., 1997; Ortiz, Medina, Rodríguez, González-Márquez & 
Cortés, 2004).

La relación entre la DN y el daño genético ha sido ampliamente 
estudiada en humanos y en modelos animales (Ortiz, Medina, 
Rodríguez, González-Márquez & Cortés, 2004; Padula & 
Seoane, 2008; Ortiz, Medina, Cortés, Cervantes & Rodríguez, 
2011). Recientemente se ha implementado un método a nivel 
génico, para estudiar los efectos de la DN tomando como 
indicador de daño las frecuencias de mutación (FM) somáticas 
en el gen Pig-a usando como controles positivos mutágenos y 
agentes potencialmente mutagénicos (Pacheco-Martínez et al., 
2016). El ensayo se realiza por medio de citometría de flujo. 
Pig-a es un gen que codifica la subunidad catalítica de la primera 

enzima de la biosíntesis de glicosil fosfatidilinositol (GPI) que 
es una molécula cuya función es anclar proteínas, estas proteínas 
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 mutación Pig-a, el ancla GPI no se sintetiza, por lo 
tanto, las proteínas que requieren este anclaje permanecen o se 
degradarán en el citoplasma. Las células Pig-a mutantes pueden 
ser reconocidas por el hecho de que serán negativas cuando 
se hacen reaccionar con uno o más anticuerpos específicos 
para proteínas 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 
obtención de resultados de la frecuencia de mutación en RET 
(eritrocitos inmaduros) y E (eritrocitos maduros) (Pacheco-
Martínez, Cervantes-Ríos, García-Rodríguez & Ortiz-Muñiz, 
2014). En México se ha reportado el ensayo Pig-a en el modelo 
de inducción de DN20 por competencia de alimento durante 
la lactancia y después del destete (Pacheco-Martínez et al., 
2016). El objetivo de este estudio es evaluar las frecuencias de 
mutación en Pig-a en ratas con DN3° así como a la exposición 
al mutágeno ENU en RET y E provenientes de organismos con 
desnutrición grave o severa.

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

A partir de la edad de 21 días (destete) se controló la ingesta de 
alimento de las crías para mantener la DN3°, para conseguirlo, 
se colocó 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 día 21 hasta el día 
65 de edad de las ratas, así como del peso y grado de DN del 
lote experimental.

http://tip.zaragoza.unam.mx/index.php/tip/article/view/156
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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 retiró el sobrenadante y se añadió 1 mL de 
solución SYTO 13, que es intercalante de ácidos nucleicos, a una 
concentración de 157 nM, preparado en PBS (para diferenciar 
entre RET y E, con base al contenido de RNA), se incubó a 
37°C por 30 minutos. Después de la incubación, las muestras 
se colocaron en hielo hasta su análisis por citometría de flujo 
(Phonethepswath et al., 2010). 

Análisis por citometría de Flujo
Se utilizó el citómetro de flujo modelo FACSCalibur (Becton 
Dickinson) con láser de argón a 488 nm de excitación. Se preparó 
una muestra de calibración del equipo para cada día de toma de 
una muestra. Se adquirieron 1 X 106 células y se desplegaron 
en gráficas de punto (dot plot) siguiendo una estrategia de 
selección de la región de análisis.

Selección de la región de análisis en las muestras 
de citometría de flujo
Se realizó la primera región con “Forward Scatter” (tamaño) 
contra “Side Scatter” (complejidad celular interna) para delimitar 
la región de células a analizar. Una segunda región se delimitó 
con FSC-Height contra SYTO 13 para excluir células nucleadas. 
La tercera región se hizo con FL2-Área contra FL2-Width para 
excluir dobletes y agregados celulares. La muestra de calibración 
se realizó cada día de toma de una muestra para identificar las 
poblaciones negativas y positivas del ensayo Pig-a.

Se utilizó el software CellQuest (versión 3.0.1, Becton 
Dickinson) para la adquisición de los datos en el citómetro de 
flujo y el software WinMDI 2.9 para el análisis de los datos. 
La frecuencia de mutación en RET fue determinada al analizar 
3 X 105 RET totales y la frecuencia de mutación en E fue 
determinada por el análisis de 1 X 106 de las células totales.

Análisis estadístico de los resultados 
Para cada grupo se calculó la frecuencia de RET CD59- y E 
CD59- por tiempo, con la finalidad de conocer la diferencia 
estadística entre los grupos no tratados con respecto a los grupos 
tratados con ENU, se utilizó una prueba de U de Mann-Whitney 
con una p≤0.05. Los cálculos se efectuaron usando el paquete 
estadístico Graph Pad Prism 6.0.

Resultados
Se utilizaron 24 ratas bien nutridas (BN) y 15 ratas desnutridas 
(DN) de 14 días 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 día de edad fue de 8.4±0.5 
g, al inducir la desnutrición 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° así como el porcentaje de déficit de peso, desde los 

Tratamiento con el mutágeno N-etil-N-nitrosourea 
(ENU)
Se administró ENU diluido en amortiguador de fosfatos (PBS, 
pH 6.0-6.1), vía oral de la siguiente forma:

Al día 14 de edad que fue anotado como día -1 con base en la 
administración de ENU, se administraron dos dosis, una de 10 
mg y otra de 20 mg/kg de peso/3 días 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 días (n=8).
Grupo 4 ratas BN con ENU, dosis 60 mg/kg/3 días (n=8).
Grupo 5 ratas DN con ENU, dosis 30 mg/kg/3 días (n=5).
Grupo 6 ratas DN con ENU, dosis 60 mg/kg/3 días (n=5).

En general se analizó 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 última dosis de ENU se procedió a muestrear 
a los animales cada semana, los animales fueron manipulados 
a los 14, 23, 30, 37, 44, 51, 58 y 65 días de edad, como ya se 
mencionó, cada semana se realizó el muestreo que correspondió 
con la siguiente anotación de días después de la administración 
de ENU -1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, la muestra fue obtenida 
de la vena caudal con ayuda de un bisturí. Se obtuvieron de 
30-60 µL 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).

Detección de la mutación Pig-a (marcaje de las 
muestras)
Después de la colecta de sangre periférica, se tomaron 30 µL 
de ésta y se transfirió a tubos que contenían 100 µL de solución 
de heparina y 500 U/mL de amortiguador de fosfatos, (PBS, 
por sus siglas en inglés de “phosphate buffered saline”). A 
cada muestra (130 µL) se le adicionaron 155 µL de PBS y se 
resuspendió por pipeteo suave, después se centrifugó a 800 g 
durante 5 minutos, se retiró el sobrenadante y se adicionaron 
155 µL de PBS que se mezclaron suavemente. 

Posteriormente 150 µL de esta suspensión se transfirieron a un 
tubo de polipropileno en el que previamente se colocaron 100 
µL de la siguiente mezcla: 3 partes de anti CD59-PE (anticuerpo 
contra CD59 conjugado con Ficoeritrina, para detectar la 
mutación por deficiencia en la expresión de esta proteína) + 
17 partes de PBS con 2% de suero fetal bovino.

http://tip.zaragoza.unam.mx/index.php/tip/article/view/156
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14 hasta los 65 días de edad. Los datos muestran que, desde el 
inicio de los tratamientos hasta el final de los mismos, el método 
de inducción de DN por competencia de alimento y restricción 
del 50% de alimento funcionó y se mantuvo el déficit de peso 
mayor al 40%, característico de la desnutrición grave.

Frecuencia de RET CD59- (FM-RET)
La FM Pig-a fue monitoreada durante un periodo de 49 días 
(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 categorías de tratamiento: 
testigo y 30 ó 60 mg/kg/día ENU. En las ratas DN3° testigo, las 
FMs de RET CD59- (FM-RET) fueron consistentemente más 
altas que el grupo BN testigo. Durante el período de estudio, el 
promedio de la FM-RET en el grupo BN testigo se mantuvo en 
0.9-1.5 X 106, en el grupo con DN3° la frecuencia varió desde 
15.3 a 32.7 X 106 (Figura 1, panel A). 

Se observó aumento en la FM-RET dependiente de la dosis y 
tiempo tanto en las ratas BN como en las ratas DN3° expuestas 
a ENU. La exposición a la dosis de 30 mg ENU aumentó la FM 
en el gen Pig-a en RET de BN y DN3° con una FM mayor en 
los días 21, 28, 35 y 49 en el grupo desnutrido, la FM máxima 
en el grupo con DN3° fue de 98.2 X 106 y de 79.5 X 106 en el 
grupo BN en el día 49 (Figura 1, panel B). Con la dosis de 60 
mg ENU el aumento se presentó en los días 14, 21, 28, 35, 42 
y 49 en el grupo con DN; la FM-RET máxima se identificó el 
día 49 con 117.7 X 106 en el grupo BN y 195.3 X 106 para el 
grupo con DN3° (Figura 1, panel C).

Frecuencia de E CD59- (FM-E)
La FM en el 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 mencionó, los datos están distribuidos en tres 

Días 
de 

edad

Días 
después de 

administrar 
ENU

Bien 
Nutridas Desnutridas % Déficit 

de peso

14 -1 31.7±2.1 17.2±6.3 45.7
23 7 55.9±3.0 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 estándar del peso corporal en ratas BN y con 
DN3°, así como el porcentaje del déficit de peso, demostrando que el grado 
de desnutrición se mantuvo durante el estudio.

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

Figura 1. Frecuencia de mutación en RET de sangre periférica 
de ratas BN y con DN3°, testigo (sin tratamiento) y con 30 ó 60 
mg/kg/ ENU. Todos los resultados están expresados como la 
media y el error estándar. Panel A muestra los grupos testigos 
BN y con DN3°, en el Panel B están los grupos BN y con DN3° 
con 30 mg/kg/ENU y en el Panel C se presenta a los grupos 
BN y 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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categorías de tratamiento: testigo y 30 ó 60 mg/kg/día ENU. 
En las ratas DN3° testigo, la FM en E CD59- fue consistente 
y se mantuvo incrementada en comparación con la observada 
en las ratas BN testigo (Figura 2, Panel A). Durante el período 
de estudio, el promedio de la FM de E CD59- (FM-E) en el 
grupo BN testigo fue de 0.3-0.4 X 106, en el grupo con DN3° 
la frecuencia varió desde 6.2-13.9 X 106.

La exposición a la dosis de 30 mg de ENU aumentó la FM 
Pig-a en los E de BN y DN3° con una FM significativamente 
mayor en el grupo desnutrido en el día 49, la FM-E máxima 
en el grupo con DN3° fue de 64.8 X 106 y de 56.1 X 106 en el 
grupo BN el día 49 (Figura 2, panel B). Con la dosis de 60 
mg ENU el aumento se presentó en los días 14, 21, 28, 35, 42 
y 49 en el grupo con DN; la mayor FM se registró en el día 49 
con 88.7 X 106 en el grupo BN y 126.4 X 106 para el grupo 
con DN3° (Figura 2, panel C). 

Discusión
En el laboratorio de Biología Celular y Citometría de Flujo, de 
la Universidad Autónoma Metropolitana, Ciudad de México, se 
ha utilizado el método de inducción de la DN por competencia 
de alimento durante la lactancia. En este trabajo se realizó 
una modificación después de los 21 días de edad (destete) que 
consistió en restringir el 50% de alimento al grupo experimental, 
con base al alimento colocado al lote testigo, para comprobar 
que se mantiene el grado de desnutrición se registró el peso de 
los grupos DN hasta los 65 días de edad.

Las frecuencias espontáneas o basales de mutantes Pig-a han 
sido reportadas para ratas Wistar de 35-42 días de edad. En 
el presente estudio las ratas empleadas en los experimentos 
fueron de 14 días 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 106 y Dobrovolsky, Miura, Heflich & Dertinger, 2010., 
de 5 X 106. Estos resultados indican que no hay diferencia 
asociada con la edad (35-42 en estudios previos y 14 días en 
este estudio). También sugieren que los controles del ensayo 
fueron adecuados.

La comparación entre las frecuencias espontáneas de mutantes en 
RET indica que éstas son aproximadamente 15 veces más en los 
organismos con DN que las frecuencias reportadas en organismos 
BN (15.3 a 32.7 X 106 vs 0.9 a 1.5 X 106, respectivamente).

Con la dosis de 60 mg ENU se presentaron diferencias 
significativas a partir del día 14 y hasta el día 49, siendo el grupo 
DN3° el que presentó 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 
más afectados con una dosis alta del mutágeno, a su vez, el grupo 
DN testigo muestra las frecuencias de mutantes espontáneos 
más altas; esto demuestra que el daño en el material genético 
se encuentra asociado a la deficiencia de nutrientes.

Figura 2. Frecuencia de mutación en E de sangre periférica 
de ratas BN y con DN3° testigo y con 30 ó 60 mg/kg/ ENU. 
Todos los resultados están expresados como la media y el 
error estándar. Panel A muestra los grupos testigos BN y con 
DN3°, en el Panel B están los grupos BN y con DN3° con 30 
mg/kg/ENU y en el Panel C se presenta a los grupos BN y 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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Las frecuencias espontáneas FM-E es decir, las frecuencias 
previas a la administración de ENU en el (día -1) en las ratas 
BN, son de 0.3-0.4 X 106, estos datos son similares a los 
reportados por Bhalli et al., 2011 donde se identificaron menos 
de 5 X 106 mutantes y Phonethepswath et al.,  2010 reportaron 
1.3 X 106 espontáneos. 

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

Por otra parte, se sugiere que los organismos con DN responden 
de manera tardía, por lo que con la dosis de 30 mg ENU la FM 
fue significativa hasta después de los 21 días en el caso de FM-
RET y sólo a los 49 días para FM-E. Esta demora probablemente 
se relaciona con alteraciones en la proliferación y diferenciación 
de las células madre eritropoyéticas y retraso en la estancia 
de los reticulocitos en la médula ósea. Además, previamente 
se han reportado cambios en los porcentajes de progenitores 
eritroides, incremento en los tiempos de diferenciación 
celular y alteraciones en el ciclo celular de las células de la 
médula ósea de ratones desnutridos (Borelli et al., 2009). Sin 
embargo, se requieren estudios de proliferación y diferenciación 
complementarios para comprobar los mecanismos por los 
cuales la DN propicia un retraso en la respuesta a la inducción 
de mutantes.

Se han realizado numerosos estudios sobre el efecto de la DN 
a nivel citogenético en humanos y en modelos animales de 
experimentación, éstos últimos han sido usados para estudios 
in vivo e in vitro y en diferentes tipos de células (Ortiz, Medina, 
Cortés, Cervantes & Rodríguez, 2011). Se ha analizado la 
frecuencia de micronúcleos en RET de sangre periférica de ratas 
DN expuestas a la Mitomicina C (Ortiz, Medina, Rodríguez, 
González-Márquez & Cortés, 2004), y en ratas con DN3° 
tratadas con fármacos (Ortiz, Medina, Cortés, Cervantes & 
Rodríguez, 2011). En ellos se evidenció una elevada frecuencia 
de micronúcleos que refleja un importante daño al DNA. 

Se ha propuesto que diversos mecanismos están relacionados con 
el daño en el DNA observado en los organismos desnutridos. Se 
opina que puede estar asociado con la deficiencia de proteínas 
esenciales para la integridad del DNA y también carencia de 
las requeridas para la reparación del daño al DNA (Betancourt 
et al., 1995). Asimismo, se ha reportado que en los organismos 
con desnutrición, los sistemas antioxidantes son poco eficientes 
y presentan deficiencia de zinc. Por otro lado, el rompimiento de 
la cadena de DNA podría estar relacionado con un incremento en 
la presencia de algunas Especies Reactivas de Oxígeno (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).

Además, se ha evidenciado el importante papel de vitaminas y 
minerales para prevenir la inestabilidad genómica. Así, diversos 
estudios han demostrado que la deficiencia en las vitaminas C, E 
y D causa oxidación del DNA, daño cromosómico y rompimiento 
de doble cadena de DNA; también se ha demostrado que el 
folato y la vitamina B12 son necesarios para prevenir el daño 
en el DNA (Fenech, 2002).

El presente trabajo apoya y complementa las observaciones 
anteriores. En un estudio reciente (Pacheco-Martínez et al., 
2016) observaron un incremento en la frecuencia espontánea de 
mutantes en el gen Pig-a en ratas con desnutrición moderada, 
datos que coinciden con los aquí presentados. Sin embargo, se 
observó que al ser expuestas a ENU las FM fueron menores en 
las ratas DN20, con respecto a las BN, aunque esas diferencias no 
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 desnutrición de tercer grado (DN3°) tiene efectos mayores 
que la DN moderada, incluyendo una mayor susceptibilidad a 
los mutágenos.

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) 
presentó mayor frecuencia de mutantes en los análisis de RET y 
E, esto demuestra que la DN3° más una dosis alta de ENU, dan 
como resultado incrementos considerables en las frecuencias 
de mutantes.

La dosis de 30 mg (dosis baja) mostró diferencias, aunque 
significativas, no muy pronunciadas entre los días 21-35 
y 49, esto sugiere que, a dosis bajas se están presentando 
mecanismos de reparación del material genético y se está 
contrarrestando el daño inducido por ENU. Esto podría 
relacionarse con la mayor capacidad que tiene la rata de 
reparación de aductos en el DNA, mediante la actividad de la 
proteína O (6)-metilguanina-DNA metiltransferasa (MGMT) 
(Gerson, Trey, Miller & Berger, 1986), la cual ofrece protección 
contra la formación de mutaciones de transición como GC 
→ AT inducidas por agentes alquilantes, se sugiere que este 
mecanismo sea el que esté reduciendo los daños 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° está 
asociada con un aumento de mutaciones somáticas, tomando 
como indicador el ensayo Pig-a.

Cabe señalar que éste es el primer trabajo que reporta el efecto 
de la DN3° mediante el ensayo Pig-a  en un modelo de inducción 
de DN que abarcó la etapa de lactancia y juventud de ratas que 
fueron expuestas a un mutágeno.
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El ensayo Pig-a es de reciente introducción en México y ha 
permitido realizar la detección de los fenotipos mutantes y el 
análisis de los mismos en dos poblaciones celulares de manera 
simultánea en todas las semanas de los experimentos aquí 
descritos. Los reportes iniciales de los ensayos en roedores, 
utilizando el gen Pig-a como reportero de mutación somática 
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 
mutágenos. Asimismo, se evidenció que el ensayo presenta 
diversas ventajas, dentro de ellas se mencionan: es relativamente 
rápido, de bajo costo, requiere muestras extremadamente 
pequeñas de sangre y tiene una extraordinaria sensibilidad 
al conjunto de mutágenos probados. La incorporación de un 
colorante de ácidos nucleicos en el procedimiento de marcaje, ha 
proporcionado la posibilidad de medir por separado la incidencia 
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 demostró 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 investigación básica y clínica de las probables alteraciones 
relacionadas con alimentación y nutrición.

Conclusiones
El modelo de inducción de DN hasta los 65 días de edad 
mediante restricción de alimento fue adecuado para los 
experimentos. 

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

La DN3° genera daño al DNA evidenciado en la alta FM presente 
en el grupo con DN no expuesto al mutágeno. 

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

El ensayo Pig-a es un buen indicador de mutaciones en este gen 
en modelos de inducción de DN y tiene diversas aplicaciones 
de índole genotoxicológico y clínico.
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