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RESUMEN

Aproximadamente unos 12 millones de nifios menores de cinco afios mueren cada afno a
causa de la desnutricion, la mayoria de ellos se hallan en paises en vias de desarrollo. En
particular, en México entre el 1 y 4% de los nifios menores de cinco anos se encuentran
gravemente desnutridos y en los lactantes en el momento del destete la prevalencia
aumenta hasta 10%. Por lo que se ha determinado que la lactancia es un periodo critico
en el crecimiento y desarrollo del organismo, en esta etapa los principales efectos de la
desnutricién en los niflos es retraso en el crecimiento y desarrollo fisico, ademas de

presentar una mayor susceptibilidad a enfermedades infecciosas.

En el tratamiento de las infecciones que se presentan en los nifios desnutridos, se recurre
frecuentemente a la administracion de antibidticos como Trimetoprim y Sulfametoxazol
(TMP-SMX) para combatir infecciones bacterianas de tipo gastrointestinal, respiratorio y
del tracto urinario; existen reportes controversiales del dafio cromosémico que pueden
causar estos farmacos. Por esta razon es importante continuar con las investigaciones del

efecto genotéxico de la combinacién de TMP-SMX.

Otro farmaco que generalmente acompana al TMP-SMX en el tratamiento de infecciones
es el Paracetamol (PC) empleado como analgésico y antipirético, de éste existen reportes
de su genotoxicidad ya que es un agente clastogénico. Sin embargo es importante
determinar la susceptibilidad de los organismos desnutridos a sufrir dafio cromosémico
por Trimetoprim-Sulfametoxazol y Paracetamol.

Dentro de los estudios realizados sobre la desnutricion, los modelos animales han sido
ampliamente utilizados desarrollandose principalmente en rata y ratén. Se ha estudiado el
efecto de la desnutricion en diferentes campos, en particular los estudios citogenéticos
han determinado: la frecuencia de aberraciones cromosémicas, intercambio de

cromatidas hermanas, adem@as la frecuencia de micronacleos (MN).

Los MN se expresan en células en divisibn que contiene algun fragmento acéntrico o
cromosomas completos que son excluidos del nucleo durante la division celular. Este

ensayo se realiza en diferentes tipos celulares como los eritrocitos, los cuales facilitan la



deteccion de MN por medio de sistemas de andlisis de imagen o por citometria de flujo,

porque no presentan nucleo.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la frecuencia y tipo de MN en los eritrocitos
de ratas desnutridas (DN) tratadas con Trimetoprim-Sulfametoxazol y Paracetamol. Para
ello se utilizaron ratas de la cepa Wistar a las que se les indujo la desnutricién por
competencia de alimento, a la edad de 21 dias fueron tratadas con PC, TMP-SMX y
PC+TMP-SMX vy posteriormente se extrajo sangre por puncion cardiaca y se fijo la
muestra. Para el analisis de las muestras se marcaron diferencialmente los reticulocitos
(Ret) de los eritrocitos normocromaticos (Nor) y para detectar la presencia de MN en
estos tipos celulares se utilizo yoduro de propidio. Finalmente las muestras se adquirieron
en un citémetro de flujo FACScan.

Se observé que la frecuencia de Ret y Nor micronucledos (Ret-MN y Nor-MN) fue mayor
en las ratas bien nutridas (BN) tratadas con los farmacos comparado con el grupo de
ratas BN sin tratamiento, es decir que los farmacos tienen efecto genotoxico. En el caso
de las ratas DN sin tratamiento la frecuencia de Ret-MN y Nor-MN fue mayor respecto al
grupo de ratas BN sin tratamiento, lo que indica que la desnutricién por si misma causa
dafio a nivel cromosdémico. También la frecuencia de Ret en ratas DN disminuye
drasticamente comparado con las ratas bien nutridas (BN), sin embargo la frecuencia de
Ret-MN en ratas DN tratadas con los farmacos es mayor a la observada en las ratas con
el mismo tratamiento; lo que indica que la desnutricién incrementa la susceptibilidad en
los organismos a sufrir dafio cromosémico a estos farmacos. En el caso de la frecuencia
de Nor-MN fue mayor en las ratas DN testigo y tratadas con COL, por lo tanto hay

acumulacion de dafno cromosémico causado por la DN.
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I. INTRODUCCION
1. DESNUTRICION

Aproximadamente el 39% de los nifos preescolares del mundo sufren algun grado de
desnutricién y esta patologia representa la principal causa de muerte en menores de 5 arfios,
en los paises en desarrollo la desnutricién infantil alcanza proporciones alarmantes. En el
ano 2000, la cifra de nifos con desnutricion y retraso del desarrollo fue del 33%, lo cual
indica que la desnutricion infantil sigue siendo un problema grave de salud publica, esto
supone en numeros absolutos que 206 millones de nifios menores de cinco anos sufren
retraso en el crecimiento. Asia es el continente que presenta la prevalencia mas elevada de
retardo de crecimiento, Africa muestra una situacién intermedia, que varia segun las
subregiones y Latinoamérica la mas baja (Onis, 2001). Aproximadamente 12 millones de
nifos menores de cinco anos mueren cada afo, la mayoria de ellos viven en paises en vias
de desarrollo; mas del 50% de esas defunciones se deben a la desnutricion que
frecuentemente esta asociada a diarrea, enfermedades respiratorias agudas, paludismo o
sarampion (Rice y col., 2000).

Desnutricion en México

En nuestro pais las deficiencias en la nutricién ocupan el 5° lugar como causa de muerte en
la poblacion infantil, sin embargo estas cifras deben ser consideradas con reserva debido al
registro incompleto existente, por lo que el Banco Mundial de Desarrollo y la UNICEF
calculan en forma conservadora, que la mortalidad secundaria a desnutricion puede ser de
casi el doble de lo que se reporta (Margen y col., 1994).

En Meéxico, la desnutricibn aguda tiene mayor prevalencia en las Zonas del Golfo, del
Pacifico Sur y del Sureste (Chavez y col., 2003; Parra-Gamez, 2003; Reyes y col., 2004), en
estas poblaciones los indices de mortalidad en menores de un afo son de cinco a 15 veces
mas altos y 10 a 30 veces mas elevados en el grupo de edad de uno a cuatro anos cuando
se comparan con poblaciones en donde la desnutricion es menos frecuente (Thompson,
2000). Ademas se tiene conocido que la prevalencia de nifios con desnutricion o que alguna
vez la padecieron es de 46.4%; distribuidos en 36.1% en primer grado, 9.0% en segundo y
1.3% en tercer grado (Avila-Curiel y col., 1998).



De acuerdo con estudios realizados se estima que sélo el 22% de los nifilos que viven en
areas rurales y el 40% de los que habitan areas urbanas cursan con un peso normal para su
edad (Thompson, 2000). También se encontré6 que entre 1 y 4% de los nifios menores de
cinco afnos se encuentran gravemente desnutridos y en los lactantes en el momento del
destete la prevalencia aumenté hasta 10% (Najera y col., 2000). Esto ha permitido establecer
que la lactancia es un periodo critico en el crecimiento y desarrollo del organismo, las
alteraciones por falta de nutrimentos en esta etapa son mas graves en relacion con las
observadas en adultos (Winick y Noble, 1966; Flé y col., 1991). Incluso se ha observado que
los dafnos causados por la desnutricion durante el periodo de lactancia son irreversibles (Alu
y Murthy, 1993; Veena y Murthy, 1994).

Clasificacion de la desnutricion

El desarrollo del individuo depende de manera directa, de las condiciones nutricionales
durante la gestacion y el periodo postnatal, ya que la baja o deficiente calidad de la dieta en
estas etapas criticas del desarrollo infantil puede provocar alteraciones tanto en la
organizacion del sistema nervioso como en la constitucion de diversos érganos, por lo tanto

las alteraciones causadas por la desnutricion pueden persistir hasta la edad adulta.

Conviene definir como una adecuada nutricién aquella que contiene un balance entre lo que
el organismo requiere y lo que gasta por sus actividades dicho en otras palabras, un balance
entre los macronutrientes (proteinas, carbohidratos y lipidos) y micronutrientes (minerales y
vitaminas) contenidos en la dieta y la energia invertida en el desarrollo de sus actividades.
De no cumplirse con esta regla basica, el organismo desarrolla “ajustes” que le permiten
continuar por algun tiempo en un estado de equilibrio tanto funcional, metabdlico como

conductual (Parra-Gamez, 2003).

Los problemas de exceso o deficiencia de nutrimentos han acompafiado al hombre en su
proceso evolutivo (Vega-Franco, 1999). Aunque los nifios son los que con mayor frecuencia
se ven afectados por la desnutriciéon, en quienes sus efectos pueden ser particularmente
devastadores, debido a que en los primeros cinco afios de vida el crecimiento corporal es
rapido y los requerimientos de nutrientes son mayores (Cravioto y Vega-Franco, 1995; Reyes
y col., 2004).



En Meéxico, Federico Gémez publicé en 1946 un ensayo que titul6 “Desnutricion”, en el
denomind la desnutricion como la asimilacién deficiente de alimentos por el organismo lo que
conduce a un estado patologico de distintos grados de gravedad y diversas manifestaciones
clinicas, es decir, este padecimiento se presenta como consecuencia de una deficiente
ingestién y/o utilizacién de dietas con bajo contenido, principalmente de proteinas.

Asimismo, definié las causas de la desnutricion, senalando que el 90% de los casos se debe
a subalimentacion del sujeto, bien sea por la calidad o por la cantidad de los alimentos
consumidos donde la pobreza, la ignorancia y el hambre juegan un papel importante y se
disputan la primacia de la causalidad (Jelliffe, 1985; Reyes y col., 2004). El 10% restante de
los casos de desnutricibn son causados por las infecciones enterales o parenterales,
defectos congénitos de los nifios o bien nacimiento prematuro (Gémez, 1946).

Ademas, Gomez clasificd la desnutricion en tres grados dependiendo del porcentaje de
pérdida de peso corporal:

¢ Desnutricion de primer grado (o leve): desnutricion moderada o que ha actuado por
poco tiempo y se tiene un déficit corporal del 10% y menos de 25% del promedio
correspondiente a la edad.

¢ Desnutricién de segundo grado (o moderada): mas marcada que la anterior y el
déficit de peso es mayor de 25% y menor de 40% del promedio correspondiente para
la edad, frecuentemente requiere hospitalizacion.

¢ Desnutricion de tercer grado o desnutricion calérico proteica (DCP): en ella el
organismo ha agotado casi todas las reservas para su sobrevivencia, el déficit de
peso es mayor del 40% del promedio correspondiente a la edad cronoldgica del
individuo (Gémez, 1946).

Esta clasificacion es muy util actualmente para fines clinicos y de investigacion.



1.1 Tipos clinicos de la desnutricidon grave

El término desnutricién calérico proteica se refiere a un conjunto de sintomas que aparecen
en los ninos que sufren una subalimentacién crénica, y por lo tanto, de carencia prolongada
de todos los elementos del complejo nutricio (lcaza y Béhar, 1981; Jelliffe, 1985; Gémez y
col., 1999).

La DCP se puede clasificar en dos tipos principales basandose en el factor que esta ausente

en la dieta, aunque existe un tercer tipo que es poco frecuente.

Un tipo se llama kwashiorkor, (hipoalbuminemia o sindrome pluricarencial de la infancia,
SPI), es producido por una dieta desequilibrada, constituida principalmente de carbohidratos
y muy baja cantidad en proteinas, usualmente es mas comun en los nifios entre 1 y 3 afos.
Los signos que se presentan en kwashiorkor pueden dividirse convencionalmente en tres
grupos:

a) Los signos siempre presentes: edema del abdomen
(signo primordial), falta de crecimiento, musculos débiles
y atrofiados, con algo de grasa subcuténea (Figura 1).

b) Signos que suelen presentarse: aunque no son
indispensables para el diagnéstico, pelo de color claro,
lacio y escaso; se rompe con facilidad, piel seca e
hiperpigmentada, anemia y evacuaciones liquidas.

c) Signos ocasionalmente presentes: hepatomegalia,

Ulceras y llagas en la piel (Icaza y Béhar 1981; Fechner

Figura 1. Nifio con desnutricion y COl., 2001, GOlden, 2002, Krawinkel, 2003)

grave tipo kwashiorkor,
caracterizado por  presentar . _
edema en el abdomen y El otro tipo de DCP es el denominado marasmo, este se
miembros inferiores. - . . . .
origina por una ingesta baja tanto en contenido proteico
como de calorias, ocurre comunmente en el primer ano
de vida, debido al fracaso de la lactancia materna y de dietas pobres en nutrientes. Sus
caracteristicas se pueden clasificar en dos grupos:
a) Signos siempre presentes: falta extrema de crecimiento, déficit de peso, atrofia muy

marcada de los musculos, la grasa subcutanea la ha perdido totalmente, piel seca,



Figura 2. Nifio con
desnutricibn grave tipo
marasmo, caracterizado
por marcada reduccion de
masa muscular y la

pérdida de grasa
subcutanea.

pelo delgado y opaco, la cara es delgada tiene una
apariencia de “ancianito” o de calavera, comparado con
la redonda “cara de luna” que a menudo caracteriza al
kwashiorkor (Figura 2).
b) Signos ocasionalmente presentes: anemia y diarreas,
algunas veces con signos de deshidratacion.
Los nifios con marasmo viven de las reservas de proteinas y de
calorias de su propio cuerpo, ademas, se desarrolla presentando
cuadros de infecciones, diarreas, traumas y enfermedades
criticas. Se presenta en el 2% de individuos desnutridos; es
prevalente en Africa, Sureste de Asia, América central y del Sur
(lcaza y Béhar 1981; Tortora y Anagnostakos, 1993; Vasquez,
1998; Manary y col., 1998; Golden, 2002; Parra-Gamez, 2003).

Una tercera forma de desnutricién , es
marasmo-kwashiorkor, esta forma mixta
de la DCP combina las caracteristicas
clinicas de las dos anteriores, las
principales manifestaciones son el

edema del kwashiorkor con o sin lesiones

Figura 3. Nifio con desnutricion grave, forma mixta i oo
marasmo-kwashiorkor, caracterizado por presentar ~ Cutaneas, pérdida de masa muscular y

reduccién extrema de grasa subcutanea y edema

en los miembros inferiores.

reduccion de grasa subcutdanea del

marasmo; la mayoria de los nifios con la

forma mixta tienen alrededor de un afno de edad y su pronéstico es malo ya que se trata

generalmente de una forma crénico agudizada mas grave y descompensada (Vasquez,

1998).



1.2 Modelos experimentales para el estudio de la desnutricidon

Los estudios en nifos desnutridos son indispensables debido a la necesidad de conocer los
efectos causados por la DCP; sin embargo, por razones éticas diversos estudios no es
posible realizarlos en humanos. Ademas la existencia de otros factores que generalmente
acompanan a la desnutricién, como las infecciones, pueden alterar o enmascarar los efectos
causados por el padecimiento. Por lo anterior, es necesario proponer y realizar estudios en
modelos animales desnutridos experimentalmente, ya que de esta manera es posible
controlar diversas variables (Cortés, 1997).

Dentro de los estudios realizados sobre la desnutricién, los modelos animales han sido
ampliamente utilizados desarrollandose principalmente en rata y raton (Ortiz y col., 1999). Si
bien los estudios del efecto de la desnutricion 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 nifos.

Béasicamente dos métodos son utilizados para inducir desnutricién en animales de laboratorio
durante la lactancia (Ortiz y col., 1996): uno de ellos esta basado en la deficiente calidad del
alimento ingerido, en este las crias son alimentadas por una nodriza desnutrida que produce
leche de calidad deficiente (Resnick y col., 1982; Marin y col., 1995). El otro método, implica
la disminucion 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 col., 1992; Ortiz y col., 1996).

Los estudios sobre este padecimiento, particularmente realizados en rata, han aportado
informacion valiosa con relacion a las posibles secuelas producidas por la desnutricion 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; permitir utilizar diversos érganos, tejidos y tipos celulares,
asi como el poder determinar la susceptibilidad y el posible efecto sobre la funcionalidad
celular (Ortiz y col., 1996). Otro punto importante es el corto promedio de vida de las ratas,



asi como el relativo bajo costo de mantenimiento lo cual ha hecho atractiva la
experimentacion con esta especie (Galler y Kanis, 1987; Senor, 1995).

1.3 Efectos de la desnutricion

Se ha estudiado el efecto de la DCP en diferentes campos como son: el conductual (Yoshino
y col., 1994), el neuroldgico (Cintra y col., 1994), el hematolégico (Fondu y col., 1978;
Wickramasinghe y col., 1985), el inmunoldgico (Feledi y col., 1993), el celular (Betancourt y
col., 1992), el citogenético (Veena y Murthy, 1994; Ortiz y Betancourt, 1990; Ortiz y col.,
1995), y el bioquimico (Skulmany col., 1994).

Diversos estudios confirman que la desnutriciébn en los primeros anos de vida afecta el
crecimiento del cerebro y desarrollo intelectual. Stoch y Smythe (1963), fueron los primeros
en formular la hipotesis de que la desnutricién en los primeros dos afios de vida, podria
inhibir el crecimiento del cerebro y esto produciria una reduccién permanente de su tamafo y
un bajo desarrollo intelectual; los dos primeros afos de vida no sélo corresponden al periodo
de maximo crecimiento del cerebro, sino que al final del primer afio de vida se alcanza el
70% del peso del cerebro adulto, constituyendo también casi el periodo total de crecimiento
de este 6rgano (lvanovic, 1996). Por otro lado, Leiva y col., (2001) determinaron que un alto
porcentaje de los escolares que obtienen muy bajo rendimiento escolar presentan
circunferencia craneana subdptima y menor volumen encefalico. También se ha observado
que la desnutricion a edad temprana reduce la tasa de divisién celular en el cerebro,
disminuyendo la mielinizacion, observandose una estrecha correlacién entre la circunferencia
craneana y el crecimiento cerebral. La desnutricion no sélo afecta el periodo de crecimiento
cerebral, sino que también afecta los procesos organizacionales tempranos, tales como

neurogénesis, migracion celular y diferenciacién (Herrera y col., 2000).

El sistema inmunolégico también es afectado por la DCP. Se ha encontrado en nifios con
DCP el timo atrofiado, con reduccién de tamafo, peso y contenido celular, asi como la
morfologia de los nodos linfaticos, bazo y amigdalas, asimismo la inmunidad mediada por
células es dafnada reduciendo la sintesis de varias citocinas, tales como interleucina-1,

interleucina-2 e interferon gama (Chandra, 1996; Grunfeld, 2002).



Otro trabajo relacionado a los anteriores es el de Ortiz y col. (1999), quienes observaron en
ratas desnutridas una disminucién en el porcentaje de linfocitos totales, ademas, de
alteracion en el porcentaje de linfocitos T y linfocitos B.

Por otro lado Reichimayr-Lais y Kirchgessner (1981) en sus experimentos con ratas en
crecimiento determinaron que existen alteraciones hematoldgicas inducidos por una
alimentacion deficiente, mostrando un valor bajo de hematdcrito respecto a los valores

normales.



1.3.1 Efecto de la DCP a nivel citogenético

En 1971 Armendares y col., encontraron incremento en la frecuencia de aberraciones
cromosomicas en linfocitos de nifios con DCP; por el contrario Betancourt (1979) no encontré
diferencia entre su grupo experimental y 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 aberraciones cromosémicas que los organismos bien nutridos
(Betancourt y Ortiz, 1991).

Posteriormente se incorporaron metodologias mas sensibles para medir el dafo
cromosémico y celular, tal como la deteccién de intercambios de cromatidas hermanas
(ICH), este proceso involucra ruptura, intercambio y reparacion entre moléculas de ADN en
loci homdlogos de las cromatidas de cromosomas en duplicacion.

Mutchinick y col. (1979) realizaron estudios con cultivos de linfocitos de nifos severamente
desnutridos, no encontraron aumento en la frecuencia promedio de ICH, mientras que otros
trabajos si mostraron aumento en el promedio de las frecuencias de ICH en el grupo con
DCP (Murthy y col., 1980; Ortiz y col., 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 Betancourt y col. (1986)

observaron incremento en esta frecuencia en ratas desnutridas durante la lactancia.

Cortés y col. (2001) detectaron el dafio en el ADN por medio de electroforesis unicelular, de
diferentes tipos celulares (bazo, sangre periférica y médula ésea) de ratas desnutridas
experimentalmente durante la lactancia, observaron que la desnutricién estd asociada con el
incremento de dafno al ADN en los tipos celulares estudiados, ademas de que encontraron
que algunos tipos celulares fueron mas susceptibles que otros.

Un ensayo complementario a los anteriores es la frecuencia de micronucleos (MN), se ha
evaluado in vitro la frecuencia de MN en linfocitos de sangre periférica de nifios con
desnutricion (Ortiz y col.,, 1997) y en linfocitos de bazo de ratas desnutridas
experimentalmente (Ortiz y col., 1995). Recientemente, en nuestro laboratorio iniciamos el
estudio in vivo en reticulocitos de sangre periférica de ratas desnutridas experimentalmente



durante la lactancia, en estos estudios se observo que la frecuencia de MN es mayor en las
células de las ratas desnutridas en relacion a la observada en las células de las ratas bien
nutridas. Estos resultados indican que la DCP produce dano celular in vivo, y este dano
puede producir efectos negativos para el desarrollo del organismo (Ortiz y col., 2004).

2. Agentes que afectan al ADN

El estudio de dafio en el ADN a nivel cromosomico es parte esencial de la genética
toxicolégica, ya que el dafo cromosomico puede ser causado por exposicién a radiacion
ionizante o quimicos carcinogénicos, dentro de los agentes quimicos se encuentra el

Paracetamol y Trimetoprim-Sulfametoxazol.

2.1 Paracetamol (PC)

El paracetamol (acetaminofén; N-acetil-p-aminofenol) es ampliamente utilizado como
analgésico y antipirético (Hardman y col., 1996; Ruepp y col., 2002; Lewerenz y col., 2003),
el PC es el metabolito activo de la fenacetina, un analgésico derivado de la anilina (alquitran
de hulla); el efecto colateral mas grave de la sobredosis aguda de PC es la necrosis hepatica
que depende de la dosis, el cual puede ser mortal en el humano y en animales
experimentales (Dybing y col., 1984; Hardman y col., 1996).

Ensayos in vitro en linfocitos humanos y lineas celulares de roedores, muestran efecto
clastogénico del PC, el cual depende de la concentracién, tiempo de exposicion y de los
sistemas de metabolismo. En particular en humanos, el citocromo P450 determina la
bioactivacion y la formacién de intermediarios electréfilos como NAPQI (N-acetil-p-
benzoquinona imine) que actia como toxico hepatico, puede causar arilacion y oxidaciéon de
grupos SH esenciales de macromoléculas y directa o indirectamente inicia la
lipoperoxidacion, también se une covalentemente al ADN e inhibe a la ribonucle6tido
reductasa (Hongslo y col., 1990 y 1991; Muller y col., 1991, Giri y col., 1992; Giri, 1993;
Gujral y col., 2002; Lewerenz y col., 2003).
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2.2 Trimetoprim-Sulfametoxazol (TMP-SMX)

La introduccién de la combinacién de TMP-SMX constituyé un progreso importante en la
obtencién de antimicrobianos eficaces contra una amplia variedad de especies bacterianas,
actua contra bacterias aerdbicas gram-positivas y gram-negativas. Las sulfonamidas son
andlogos estructurales y antagonistas competitivos del acido para-aminobenzoico (PABA), y
por tal razén impiden que la bacteria utilice de manera normal el PABA en la sintesis de
acido félico (acido pteroilglutdmico). De modo mas especifico las sulfonamidas son
inhibidores competitivos de la dihidropteroato sintetasa, la enzima bacteriana que incorpora
PABA en el acido dihidropteroico, precursor del &cido folico (Hardman y col., 1996).

El TMP es un potencial inhibidor de la enzima, dihidrofolato reductasa, la cual es
responsable de la reduccion del dihidrofolato a tetrahidrofolato, este Ultmo se necesita para
reacciones de transferencia de un solo carbono en la biosintesis de ADN, ARN y proteinas.
Por esa razén, la administracion simultanea de SMX y de TMP induce bloqueos seriados en
la via por la que los microorganismos sintetizan tetrahidrofolato a partir de moléculas
precursoras, resultando la detencién del ciclo celular o muerte celular (Golde y col., 1978;
Abou-Eisha y col., 1999).
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3. ENSAYO DE MICRONUCLEOS

El ensayo de Micronucleo (MN) fue propuesto por Heddle (1973) y Schmid (1975), este
estudio es una alternativa para evaluar el dafio cromosdmico in vivo. Se considera que este
ensayo debe incluirse en los estudios citogenéticos, para obtener informacién adicional,
complementaria a la obtenida en el analisis de aberraciones cromosémicas y de frecuencia

de intercambios de crométidas hermanas (Ortiz y col., 1995).
3.1 Principio del ensayo

Los MN se presentan en células en divisién que contiene algun cromosoma fragmentado
carente de centrémero (fragmento acéntrico) 0 cromosomas enteros que son incapaces de
desplazarse hacia los polos durante la mitosis (Heddle y col., 1983; Kirsch-Volders y col.,
2000) y son excluidos del nucleo durante la division celular (He y Baker, 1989; Mavournin y
col., 1990). Durante la telofase, se forma una envoltura nuclear alrededor de los cromosomas
rezagados o fragmentos cromosdmicos, asimismo se desenrollan y gradualmente asumen la
morfologia de un nucleo en interfase con la excepcidén de que ellos son mas pequenos que el
nucleo principal de la célula, de aqui el término "micronucleo" (Figura 4). También son
conocidos por los hematélogos como cuerpos de Howell-Jolly (Albertini y col., 2000; Fenech,
2000).

Figura 4. Origen del Micronucleo,

E) E> E> a partir de un cromosoma entero
rezagado y de un fragmento
acéntrico. (Tomado de Fenech,
2000).
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3.2 Origen del MN

El ensayo de MN in vivo es utilizado para detectar potencialmente la accién de agentes
quimicos, fisicos y bioldgicos, asi como determinar su mecanismo de accién.
Un agente clastogénico, origina MN compuestos de fragmentos cromosémicos debido a:
a) ruptura directa del ADN;
b) replicacion sobre un templete de ADN dafado; o
c) inhibicién de sintesis de ADN (Albertini y col., 2000; Fenech, 2000).
Los agentes aneugénicos, originan MN con al menos un cromosoma completo o una
crométida; debido a alteraciones en:
a) el huso mitético,
) el cinetocoro,
c) centriolo,
) centrosoma (Vanparys y col., 1990; Sullivan y col., 2001, Goshima y col., 2003).

Para determinar el mecanismo por el cual se originé el MN, se han desarrollado dos métodos
citogenéticos moleculares, estos identifican la presencia del complejo centrémero-cinetocoro
en el MN y de este modo esclarecer el origen del MN. Una técnica es utilizando anticuerpos
anticinetocoro (suero de pacientes con una variante de escleroderma) conjugados con un
fluorocromo, es decir, tincidon con inmunofluorescencia (CREST). En el otro método se usan
secuencias de ADN del centromero y se identifican mediante Hibridacién in situ con
fluorescencia (FISH) (Krishna y col., 1993, 1994; Norppa y col., 1993; Ding y col., 2003).
Cuando se observa un MN con cinetocoro-positivo/centromero-positivo; el MN esta formado
por un cromosoma completo o fragmentos céntricos, aunque estos son raros pueden ser
identificados por una hibridacién adicional con secuencias de ADN teloméricas. Si el MN es
cinetocoro-negativo/centrémero-negativo; se interpreta que el MN esta formado por
fragmentos cromos6micos acéntricos (Hayashi y col., 2000; Krishna y Hayashi, 2000).
Aunqgue también se han utilizado otros métodos tales como: Tamano del MN (Yamamoto y
Kikuchi, 1980), por bandeo C (Verschaeve y col., 1988) o por medicién del contenido de ADN
(Vanderkerker y col., 1989; Nusse y col., 1996).

Entre los agentes clastogénicos se encuentra la Mitomicina C (MMC), se conoce que
interactia covalentemente con el ADN in vitro e in vivo, es un agente alquilante del ADN
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(Younghwa y col., 2001), inhibe la sintesis de ADN ocasionando ruptura del ADN y
cromosomicas (Dorr, 1988; Tomasz y col., 1986), e induce la formacién de ICH y MN (Gupta
y Sharma, 1981, Ortiz y col., 2004).

Dentro de los agentes con actividad aneugénica se encuentra la colchicina (COL), actua
inhibiendo la polimerizacién de la tubulina en los microtubulos (MT), también afecta
centriolos y centrosomas (Grawé y col., 1993; Parry y col., 2002; Attia y col., 2003).

3.3 Criterios para detectar un MN

Para identificar los MN por microscopia hay que considerar los siguientes puntos:

e Los MN son morfolégicamente idénticos al nicleo principal pero méas pequefios,

e El diametro de MN normalmente varia entre 1/16 y 1/3 del diametro medio del nucleo
principal,

e Los MN no son refractivos y ellos pueden ser distinguidos rapidamente de artefactos
como manchas o particulas de la tincion,

e EIMN no se une o se conecta al nucleo principal,

e EI MN puede tocar pero no puede enmascarar los nucleos principales y el limite del
MN debe ser distinguible del limite nuclear,

e EI MN normalmente tienen la misma intensidad de tincién que los nucleos principales,
no obstante esta puede ser mas intensa (Fenech, 2000; Kirsch-Volders y col., 2000).

Sin embargo, el analisis por microscopia es un proceso tedioso y consume demasiado
tiempo, debido a que hay que analizar por lo menos 1000 eritrocitos en médula 6sea y 2000
en sangre periférica (Schmid, 1975; Hayashi y col., 1992 a y b, 2000; Krishna y Hayashi,
2000), ademas de que se deben enumerar e identificar claramente las células.

Por lo anterior, se han implementado ensayos que emplean instrumentos de andlisis
automatizado, estos tienen el propésito de mejorar la capacidad, objetividad y sensibilidad
del ensayo de MN, tal es el caso del citbmetro de flujo (Grawé y col., 1992; Torous y col.,
2000; Hamada y col., 2001).
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3.4 Tipos celulares para el ensayo de MN

Los ratones y ratas son las especies mas frecuentemente utilizadas en diversos trabajos de
investigacion, de los cuales se emplean principalmente células de médula 6sea y de sangre
periférica (Mavournin y col., 1990). Esta ultima ha sido utilizada ampliamente en trabajos de
toxicologia y bioensayos de carcinogénesis de largo tiempo (Schlegel y MacGregor, 1982;
Kirsch-Volders y col., 2000).

El ensayo de MN se ha realizado con diferentes tipos celulares como son: células germinales
(Lahdetie y Parvinen, 1981), hepatocitos (Cliet y col., 1989), células de higado fetal (Cole y
col., 1981), linfocitos (Fenech y Morley, 1985; Ortiz y col., 1995); células de bazo (Shindo y
col., 1983), células de colon (Heddle y col., 1983), ademas de exfoliados de células que son
obtenidos de la mucosa bucal, bronquio, vejiga; uréter y estbmago, entre otros. Actualmente
para realizar el ensayo de MN en rata, a partir de médula ésea y/o sangre periférica, el
principal tipo celular utilizado son los eritrocitos inmaduros (Hayashi y col., 1992; 2000).

4. ERITROPOYESIS

Las células de la sangre circulante tienen una vida corta y se renuevan constantemente por
la proliferaciébn mitética de las células madre o "stem cell” localizadas en los 6rganos

hemopoyéticos (Smith, 1996).

En la vida postnatal, los hematies, los granulocitos, los monocitos y las plaquetas derivan de
las células madre localizadas en la médula 6sea roja. El origen y maduracién de estas
células se denomina, respectivamente, eritropoyesis, granulocitopoyesis, monocitopoyesis y
megacariocitopoyesis. Todas las células de la sangre derivan de un unico tipo celular de la
médula désea roja, llamado por ello célula madre totipotencial. Estas células proliferan y
forman dos linajes: el de las células linfoides, que van a formar linfocitos, y el de las células
mieloides, que originan en la propia médula los granulocitos, eritrocitos, monocitos y
plaquetas. Las células madre linfoides y mieloides se llaman células madre pluripotenciales
(Fawcett, 1995).
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Las células madre son células que se dividen continuamente y sus células hijas siguen dos
destinos: unas permanecen como células madre, manteniendo esta poblacién, y otras se
diferencian en otros tipos celulares con caracteristicas especificas (Junqueira y Carneiro,
1996).

La proliferacion de las células madre pluripotenciales origina células hijas con menor
potencialidad. Estas células hijas son las células progenitoras uni o bipotenciales, que
producen las células precursoras (Blastos). Por tanto, la hemopoyesis es el resultado de la
proliferacion y diferenciacion simultaneas de células madre que a medida que se diferencian,
van reduciendo su potencialidad. Las células que forman colonias de tipos especificos de
células se denominan células formadoras de colonias (CFC).

El desarrollo de las células sanguineas depende de factores que influyen en su proliferacion
y diferenciacion, estos factores son sustancias denominadas factores de crecimiento,
factores estimuladores de colonias (CSF) o hemopoyetinas (Fawcett, 1995; Smith, 1996).

Dependiendo de su grado de madurez, las células eritrociticas se denominan
proeritroblastos, eritroblastos baséfilos, eritroblastos  policromatéfilos, eritroblastos
ortocromaticos (o aciddfilos), reticulocitos (eritrocito joven) y eritrocitos normocromaticos

(eritrocitos maduros o hematies).

Durante la maduracién de las células de linaje eritrocitico tiene lugar lo siguiente: el volumen
de las células disminuye; la cromatina se vuelve mas densa hasta que el nucleo aparece
picnoético y finalmente es expulsado de la células; los nucléolos disminuyen de tamano; se
produce una disminucion de los poliribosomas y un aumento de hemoglobina en el

citoplasma; y la cantidad de mitocondrias disminuye (Junqueira y Carneiro, 1996).

En los roedores la médula 6sea y el bazo son 6rganos hemopoyéticos, en los cuales se lleva
a cabo la eritropoyesis, en estos las células madre se encuentran en constante proliferacion,
pasan por diversas fases de diferenciacion y maduracién para dar origen a las células de la
sangre (Krishna y col., 1994; Hayashi y col., 2000). Durante la etapa de maduracién el
eritroblasto pierde su nucleo, esto ocurre alrededor de 6 h después de la ultima mitosis
dando origen a los reticulocitos (Ret), estos permanecen en la médula ésea entre 12y 24 h,
se caracterizan por contener ARN, ademas de alto nivel de receptores a transferrina
expresado en la superficie de su membrana (Serke y Hund, 1992; Torous y col., 2000). Estos
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Ret se mantienen un tiempo similar en sangre periférica, donde se desarrollan a eritrocitos
maduros (Nor). Estos ultimos persisten en la circulacion alrededor de 1 mes (Dertinger y col.,
1996; Hayashi y col., 2000).

En los Reticulocitos la visualizacion del MN es facilitada debido a que carecen de nucleo. El
proceso de eritropoyesis y el mecanismo de formacién de MN in vivo se muestra en la Figura
5 (Krishna y Hayashi,. 2000).

Células Estado de Estado ~  de
madre — proliferacion —————F #— maduracién —F

©
o
2

Médula ésea
Bazo

Profase Metafase  Anafase  Telofase  Expulsiondel  Sangre
nucleo

F-igura 5. Proceso de eritropoyesis in vivo. Los MN se forman en células que se dividen rdpidamente,
como sucede durante la eritropoyesis en las células madre o en el eritroblasto. Los eritrocitos que se
estan originando, pierden su nicleo y contienen ARN ribosomal y son llamados eritrocitos
policromaticos (Ret) hasta convertirse en los eritrocitos maduros (Nor), que ya han perdido los
ribosomas. Soélo los Ret que podrian tener MN inducidos por un reciente tratamiento, lo mantienen en
el citoplasma, ya sea por dafio en la estructura del cromosoma o del huso mitético (Tomada de
Krishna y Hayashi, 2000).

El incremento en la frecuencia de reticulocitos microntcleados (Ret-MN) en animales

expuestos a agentes quimicos o fisicos, es indicativo de dafio cromosémico. Con el tiempo,
los reticulocitos pierden el ARN y los receptores a transferrina y llegan al estado de
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eritrocitos maduros o normocromaticos (Nor), los cuales contienen mayoritariamente
hemoglobina, se encuentran principalmente en la sangre y son un poco mas pequenos que
los reticulocitos (Hamada y col., 2001; Torous y col., 2000).

Estos dos tipos de eritrocitos tefidos diferencialmente se distinguen claramente en médula

0sea, bazo y en sangre periférica (Krishna y Hayashi, 2000), ya sea microscépicamente, por
sistemas de analisis de imagen y/o por citometria de flujo (Hamada y col., 2001).
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Il. JUSTIFICACION

La desnutricion es un padecimiento que se encuentra ampliamente distribuido en nuestro
pais y se manifiesta principalmente en los nifios en quienes sus efectos pueden ser
devastadores, especificamente se han observado alteraciones en el sistema inmunoldgico
de los ninos con DCP lo que provoca en estos nifos alta susceptibilidad a padecer
enfermedades infecciosas.

Estas infecciones actian de manera sinérgica con la desnutricién, deteriorando ain mas la
salud de los nifos. En el tratamiento que reciben los nifios desnutridos para combatir
infecciones gastrointestinales, del tracto respiratorio e infecciones del tracto urinario
causadas por bacterias, se recurre frecuentemente a la administracion de antibiéticos como
Trimetoprim y Sulfametoxazol (TMP-SMX). Otro farmaco que generalmente acompana al
TMP-SMX en el tratamiento de infecciones es el Paracetamol (PC) empleado para evitar
efectos secundarios de las infecciones; actia como analgésico y antipirético.

Existen reportes controversiales del dafo cromosémico que pueden causar el TMP-SMX, por
esta razdn es importante continuar con las investigaciones del efecto genotéxico de la
combinacion de TMP-SMX, asi como determinar su mecanismo de accion ya sea
clastogénico o aneugénico.

Con relacion al PC existen varios reportes de su genotoxicidad, se ha establecido que actia
como un agente clastogénico, pero es importante determinar la susceptibilidad de los
organismos desnutridos a sufrir dafno cromosomico por PC. Ademas de evaluar el efecto de
la administracion simultdnea de ambos farmacos (TMP-SMX y PC).

La rata se considera un modelo experimental adecuado para evaluar la citotoxidad de estos
farmacos, debido a que el metabolismo de ambos compuestos en estos organismos es
equivalente y similar al humano. Ademas de ser considerada un modelo adecuado para
estudiar los efectos asociados a la desnutricion, debido a que se ha establecido el método de
induccién de la desnutricién experimental por competencia de alimento durante la lactancia,

el cual es confiable y reproducible.
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lll. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de micronUcleos en los eritrocitos de ratas desnutridas tratadas con

Paracetamol y Trimetoprim-Sulfametoxazol.

OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la curva dosis respuesta a la induccién de micronucleos en eritrocitos de
ratas bien nutridas de una dosis Unica de PC de 160, 400 y 600 mg/ kg de peso en 24
y 48 h.

Determinar la curva dosis respuesta a la induccién de micronucleos en eritrocitos de
ratas bien nutridas de una dosis Unica de TMP-SMX de 8-40, 80-400 y 160-800 mg/
kg de peso en 24 y 48 h.

Determinar la frecuencia de MN en eritrocitos de ratas bien nutridas y desnutridas.
Determinar la frecuencia de MN en eritrocitos de ratas bien nutridas y desnutridas
tratadas con Paracetamol.

Determinar la frecuencia de MN en eritrocitos de ratas bien nutridas y desnutridas
tratadas con Trimetoprim-Sulfametoxazol.

Determinar la frecuencia de MN en eritrocitos de ratas bien nutridas y desnutridas

tratadas simultaneamente con los dos farmacos mencionados.

IV. HIPOTESIS

Si la DCP tiene efecto a nivel cromosoémico induciendo la formacién de MN; entonces
aumentara la frecuencia de MN en las ratas desnutridas.

Si los farmacos tienen efecto genotéxico induciendo la formacion de MN, entonces
aumentara la frecuencia de MN en las ratas bien nutridas y desnutridas tratadas con

los farmacos.
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V. MATERIAL Y METODO

5.1 Desnutricion experimental

Se emplearon ratas de la cepa Wistar del Bioterio de la UAM-I, con luz controlada 12 / 12
horas de luz/oscuridad, temperatura entre 22 y 25°C y humedad relativa de 45%.

La desnutricion se indujo por el método de competencia de alimento durante la lactancia,
para esto las ratas al dia siguiente de su nacimiento se distribuyeron en dos lotes: lote
experimental (desnutridas) en el que se colocaron 16 crias con una nodriza y lote testigo
(bien nutridas) con ocho crias por nodriza. Las crias fueron pesadas cada dos dias, desde el
dia uno hasta la edad de 21 dias (destete) (Ortiz y col., 1996). Las ratas del lote experimental
que mostraron un déficit de peso mayor al 40%, con relacion a las ratas del lote testigo a los
21 dias de edad, se emplearon para realizar los ensayos.

5.2 Curva dosis-respuesta de PC y TMP-SMX

Para determinar la dosis a emplear de PC y TMP-SMX se realizo la curva dosis-respuesta
con base a la dosis maxima terapéutica. En el caso del PC la dosis maxima terapéutica es
de 160 mg/kg de peso en nifos y 4000 mg/dia/persona adulta (Giri y col., 1992; Hardman y
col., 1996), para TMP-SMX es de 8-40 mg/kg de peso en nifio de tres a seis afios y en adulto
la dosis es de 160-800 mg/kg de peso (Hardman y col., 1996). Los tratamientos con los
diferentes farmacos se realizaron a 24 y 48h de exposicion, en ratas bien nutridas de 21 dias
de edad, se utilizaron dos ratas para cada dosis y tiempo de exposicion.

Una vez determinadas las dosis de PC y TMP-SMX, se procedié a determinar el tiempo de
exposicién de las ratas a la administracion simultanea de ambos farmacos (PC [400 mg/kg] +
TMP-SMX [80-400 mg/kg]), para lo cual se expusieron durante 24 y 48 h y se utilizaron tres
ratas para cada tiempo.
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5.3 Curva dosis-respuesta de COL y MMC

Para determinar la curva dosis-respuesta de la Mitomicina C (MMC) y Colchicina (COL), se
utilizaron las dosis de 0.75 y 1.00 mg/kg de peso a 24 y 48 h de exposiciéon. Las ratas con
estos tratamientos fueron el control positivo de la formacion de MN sin cinetocoro y el control
positivo de la formaciéon de MN con cinetocoro, respectivamente. Para la curva de COL se
utilizaron tres ratas para cada dosis y tiempo de exposicion al agente y en el caso de la MMC
a las dos dosis antes mencionadas se trataron dos y tres ratas para cada tiempo de
exposicion (24 y 48 h).

5.4 Administracion de farmacos

Las ratas se agruparon de la siguiente forma:

» Grupo 1: ratas bien nutridas (BN, n=7) y desnutridas (DN, n=5) sin ningun
tratamiento.

» Grupo 2: ratas bien nutridas (BN PC, n=5) y desnutridas (DN PC, n=5) tratadas con
Paracetamol con una dosis Unica de 400 mg/kg de peso durante 24h.

» Grupo 3: ratas bien nutridas (BN TMP-SMX, n=5) y desnutridas (DN TMP-SMX; n=5)
tratadas con Trimetoprim-Sulfametoxazol, con una dosis Unica de 80-400 mg/kg de
peso por 48h.

» Grupo 4: ratas bien nutridas (BN PC+TMP-SMX, n=5) tratadas con Paracetamol y
Trimetoprim-Sulfametoxazol con las dosis mencionadas en los grupos anteriores.

» Grupo 5: ratas bien nutridas (BN COL, n=4) y desnutridas (DN COL, n=2) tratadas
con Colchicina a una dosis Unica de 0.75 mg/kg a 48 h. Son el control positivo de la
formaciéon de MN con cinetocoro.

La administracion de los diferentes agentes se realizd por via intraperitoneal.
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5.5 Extraccion y fijacion de la muestra

Después de la exposicién a los diferentes farmacos, con una jeringa heparinazada se extrajo
sangre por puncién cardiaca y se realiz6 una dilucién 1:2 de la sangre con la solucién
amortiguadora salina de bicarbonato (BBS, 0.9% NaCl y 5.3 mM NaHCO; a pH 7.5) a 4°C.
De la dilucién, 100 pyL de sangre se fijo en metanol a —70°C, las muestras se almacenaron a
—70°C por lo menos 24 h.

5.6 Marcaje de Reticulocitos con MN (Ret-MN)

Al momento del andlisis las muestras se lavaron con 7 mL de BBS frio para eliminar el
exceso de fijador y se centrifugo a 600 g por cinco minutos, posteriormente se recuperé el
botén celular y se tomaron 20 pL del boton celular para tratar a las células simultaneamente
con 1 mg de RNasa/mL y 5 pL de anti-lgG1-FITC como control de isotipo o anti-CD71 FITC
(utilizado para marcar diferencialmente las células con alto contenido del receptor a
transferrina).

Las células fueron incubadas a 4° C por 40 min y después a 22° C durante 90 min para
asegurar la degradacién completa del ARN celular. Se adicionaron 500 uL de BBS y se
mantuvieron a 4° C, al momento del analisis se agrego la solucién de yoduro de propidio frio
(YP 75.0 ug/mL de BBS), para identificar a los Ret-MN.

5.7 Deteccion del cinetocoro en eritrocitos

Para determinar la presencia o ausencia de cinetocoro en los MN, después de marcar las
células con CD71-FITC, estas se lavaron con 2 mL de BBS a 600 g/ 5 min a 4°C y se
recupero el boton celular. Posteriormente se incub6 con 1 mL de tween al 0.1% por 5 min, se
mezcld y se centrifugd a 600 g/ 5 min a 4° C. Al boton celular se le adicionaron 20 pL del
anticuerpo anticinetocoro, diluido 1:20 con PBS al 0.2% de tween, se dej6 1 hora a
temperatura ambiente.

Se realiz6 otro lavado con 1 mL de PBS, se recuperé el boton celular y se adiciond 50 uL de
anticuerpo secundario (diluido 1:50 con agua) conjugado con el fluorocromo Cyt 5, este
anticuerpo reconoce el anticuerpo anticinetocoro. Después de 1h de incubacion, las
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muestras se lavaron nuevamente con PBS, se adicionaron 500 uL de BBS y se mantuvieron
a 4°C hasta el andlisis.

5.8 Deteccion del cinetocoro en linfocitos

Debido a que la técnica de deteccion del cinetocoro no ha sido utilizada para analisis con
citometria de flujo, era importante verificar si los anticuerpos utilizados se estaban uniendo al
cinetocoro y si realmente eran detectados por el citometro de flujo. Para comprobar esto se
realizd un ensayo en el cual se utilizaron células nucleadas, que obviamente contienen
cromosomas con el complejo centrémero-precinetocoro.

Se utiliz6 100 uL de sangre completa y se incub6 con 5 L de anticuerpo CD3 conjugado con
FITC (contra los receptores expresados en los linfocitos T) durante 30 min a temperatura
ambiente, posteriormente se agregd 1 mL de solucién de lisis para eliminar a los eritrocitos y
se incubd por 10 min, posteriormente se centrifugd a 200 g durante 5 min.

Se procedi6 a realizar la misma metodologia de marcaje de cinetocoro descrita para
eritrocitos y finalmente se fijaron las células en 0.5 mL de paraformaldehido al 1 %.

5.9 Analisis de las muestras por CMF

Para la adquisicion y analisis de las células, se utiliz6 un citometro de flujo modelo
FACSCalibur (Becton Dickinson) equipado con un laser de argon de 488 nm de excitacion, y
el software Cell Quest para la adquisicién y andlisis de los datos.

Las células fueron adquiridas en un promedio de 8000 células por segundo, la frecuencia de
reticulocitos fue determinado por el analisis de 500 000 células totales.

1) Informacién obtenida por la dispersién de la luz.

Se desplegaron gréficas de punto de Side Scatter (SSC, luz dispersada a 90 grados, la cual
esta relacionada con la estructura interna y la complejidad citoplasmatica de la célula) contra
“Forward Scatter” (FSC, es la luz dispersada a cero grados y esta relacionado con el tamarfo
de la célula) (Figura 6). En estas graficas se seleccion6 la regién de analisis (eritrocitos

totales).
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2) Informacioén relacionada con la emision de luz por los fluorocromos.

Para poder distinguir las diferentes poblaciones de eritrocitos se analizaron: reticulocitos sin
y con MN (Ret y Ret-MN), eritrocitos normocromaticos sin y con MN (Nor y Nor-MN). Para lo
anterior se desplegaron graficas de punto de la fluorescencia emitida por el anticuerpo CD71
conjugado con FITC contra la fluorescencia del YP (Figura 7).
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Figura 6. Grafica de punto para seleccionar la
region de eritrocitos. R1 es la regién donde se
localizan los eritrocitos, graficando
granulosidad (SSC) contra tamafo (FSC).
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Figura 7. Grafica de punto, donde se identificaron los
diferentes tipos de eritrocitos. En la ventana superior
izquierda se encuentran los eritrocitos inmaduros
(reticulocitos, Ret), en la ventana superior derecha se
encuentran los reticulocitos con Micronucleo (Ret-MN),
en la ventana inferior izquierda se encuentran los
eritrocitos maduros (Normocromdticos, Nor) y en la
ventana inferior derecha se encuentran los eritrocitos
e maduros con MN (Nor-MN).
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De cada uno de los organismos estudiados se calcularon los porcentajes de reticulocitos
(Ret), reticulocitos con micronucleos (Ret-MN) y eritrocitos normocromaticos (maduros) con
micronucleo (Nor-MN), de acuerdo a la forma propuesta por los laboratorios “Litron”
(Rochester, NY; Ortiz y col., 2004).

3) Evaluacién del método realizado para marcar cinetocoro.

Se desplegaron gréaficas de punto FSC contra SSC (Figura 8), en estas graficas se
selecciond la region de analisis de las células nucledas (linfocitos T), se desplegaron
histogramas graficando el numero de células contra la intensidad de fluorescencia de CD3-
FITC (Figura 9). Finalmente para determinar la frecuencia de células nucleadas positivas al
anticinetocoro, también se desplegaron histogramas, graficando el nimero de células contra

la intensidad de fluorescencia de Cyt 5 (Figura 10).
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Figura 8. Grafica de punto para seleccionar la
region de linfocitos T. R1 es la regi6on donde se
localizan los linfocitos T, graficando
granulosidad (SSC) contra Fluorescencia de
CDS-FITC.
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Figura 9. Histograma de fluorescencia, para
determinar el porcentaje de linfocitos T en R1,
graficando nimero de células contra intensidad de
fluorescencia de CD3-FITC. En la marca 1 (M1) es
la region donde se localizan células nucleadas
negativas a CD3-FITC, y la M2 es la region de

células CD3-FITC positivas.

Figura 10. Histograma de fluorescencia, para
determinar el porcentaje de linfocitos T con
cinetocoro. Se grafico numero de células contra
intensidad de fluorescencia de anti-cinetocoro-
Cyt5. En la marca 1 (M1) es la region donde se
localizan células nucleadas negativas a Cyt5, y M2
es la regién de células Cyt5 positivas.
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5.10 Analisis estadistico de los resultados

a) Analisis estadistico de las curvas dosis respuesta.

Para cada curva dosis-respuesta se calculé la media y desviacion estandar de la frecuencia
de reticulocitos micronucleados (Ret-MN).

Se compardé la frecuencia de Ret-MN obtenida con las diferentes dosis, con el mismo tiempo
de exposicion por medio del andlisis de varianza (ANOVA) y con la prueba de la diferencia
significativa minima de Fisher (DSM).

Posteriormente se comparé la frecuencia de Ret-MN producidos en los diferentes tiempos de
exposicién (24 y 48 h), con la misma dosis mediante una t-Student para 2 muestras
independientes.

b) Analisis estadistico de los diferentes grupos tratados con los farmacos.

Para cada grupo de estudio se calculé la media y la desviacion estandar de la frecuencia de
reticulocitos (Ret), reticulocitos con micronucleos (Ret-MN) vy eritrocitos maduros con
micronucleos (Nor-MN).

Se comparo la frecuencia de Ret, Ret-MN y Nor-MN entre los grupos de ratas BN tratadas
con los diferentes farmacos con una prueba de ANOVA y con la prueba de DSM. Esté
analisis también se realiz6 para los diferentes grupos de ratas DN tratadas con los farmacos.
Finalmente se realizé la prueba de t-Student para comparar la frecuencia de Ret entre el
grupo de ratas BN y de ratas DN con el mismo tratamiento, asimismo para la frecuencia de
Ret-MN y Nor-MN. Esto se efectu6 para cada uno de los diferentes tratamientos con los
farmacos.
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VI. RESULTADOS

6.1 Peso de las ratas

Se utilizaron 26 ratas bien nutridas (BN) y 17 desnutridas (DN) de 21 dias de edad, las
cuales fueron distribuidas en los diferentes grupos tratados con los farmacos. El peso
promedio de las ratas BN y DN de un dia de edad fue de 7.72+0.25g, al inducir la
desnutricién experimentalmente por competencia de alimento; el peso promedio a los 21
dias de edad de las ratas BN fue de 50.52+2.87g y el de las ratas DN que presentaron
desnutricién de tercer grado fue 25.49+2.57g. El peso de las ratas DN fue significantemente
menor que el de las ratas BN (P<0.05).

6.2 Curva dosis-respuesta con el tratamiento con PC

El peso de las ratas utilizadas para determinar la curva dosis-repuesta de PC fue de
51.8+3.51 g. En la Tabla | se muestra el porcentaje de Ret-MN en ratas tratadas con PC
durante 24 y 48 h, con las dosis de 160, 400 y 600 mg/kg de peso. La frecuencia promedio
de Ret-MN basal fue de 0.025 % a las 24 h y de las diferentes dosis fueron: 0.145, 0.17 y
0.22% respectivamente; se determind que existe diferencia significativa entre la frecuencia
de Ret-MN producida con la diferentes dosis de PC (160, 400 y 600 mg/kg) en comparacion
con la frecuencia de Ret-MN basal (P<0.05). La frecuencia de Ret-MN producida con las
dosis de 160 y 400 mg/kg no present6 diferencia significativa. Sin embargo, ambas dosis
fueron significativamente diferentes a la frecuencia de Ret-MN provocada con la dosis de
600 mg/kg de peso durante la exposiciéon de 24 h (P<0.05).

La frecuencia promedio de Ret-MN basal a las 48 h fue de 0.03% y para las diferentes dosis
fue: 0.085, 0.125 y 0.135% respectivamente, se determind que existe diferencia significativa
entre la frecuencia de Ret-MN basal comparado con los producidos por las diferentes dosis
de 160, 400 y 600 mg/kg de peso (P<0.05). La frecuencia de Ret-MN de la dosis de 160
mg/kg presento diferencia significativa con el porcentaje de Ret-MN inducidos por las dosis
de 400 y 600 mg/kg (P<0.05), mientras que la frecuencia de Ret-MN producidos por las dosis
de 400 y 600 mg/kg no fueron significativamente diferentes.

Al comparar las medias de Ret-MN producidos por una misma dosis, pero con diferente
tiempo de exposicion (24 o 48 h), se determiné que no existe diferencia significativa en la
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produccion de Ret-MN basal, asi como con la dosis de 400 mg/kg. Sin embargo la dosis de

400 mg/kg muestra una tendencia a incrementar la frecuencia de Ret-MN a 24 h.

Las dosis de 160 y 600 mg/kg mostraron diferencia significativa entre las frecuencias de Ret-

MN a 24 y 48 h, en ambos casos la frecuencia de Ret-MN fue mayor a 24 h (P<0.05).

Tabla I. Curva dosis-respuesta del PC en la frecuencia de Ret-MN.

% Ret-MN 48h

PC Dosis (mg/kg)

0

Media
160

Media
400

Media
600

Media

% Ret-MN 24h

0.03
0.02

0.025 £ 0.007

0.15
0.14

0.145 £ 0.007

0.18
0.16

0.17 £ 0.014

0.21
0.23

0.22 + 0.014

0.02
0.04

0.03 £ 0.014

0.08
0.09

0.085 = 0.007

0.11
0.14

0.125 + 0.021

0.13
0.14

0.135 = 0.007

En la Grafica | se observa que el comportamiento en la produccién de Ret-MN es dosis

dependiente en ambos tiempos de exposicién y que la produccion de Ret-MN tiende a ser

mayor a 24 h. Por lo que se eligié la dosis de 400 mg/kg de peso durante 24 h para el

tratamiento posterior de ratas BN y DN. Ademds, esta dosis estd dentro del intervalo de

dosis terapéutica de PC.
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Grafica I. Efecto de PC sobre la frecuencia de Ret-MN, en sangre periférica de ratas BN de 21
dias de edad tratadas con diferentes dosis y tiempos de exposicion.

? P<0.05 vs. Frecuencia basal de Ret-MN a 24 h;

® P<0.05 vs. Frecuencia de Ret-MN inducida con la dosis de 160 mg/kg a 24 h;

® P<0.05 vs. Frecuencia de Ret-MN inducida con 400 mg/kg a 24 h

AP<0.05 vs. Frecuencia basal de Ret-MN a 48 h

B P<0.05 vs. Frecuencia de Ret-MN inducida con 160 mg/kg a 48 h

* P<0.05 vs. Frecuencia de Ret-MN inducida a 24 h

6.3 Curva dosis-respuesta con el tratamiento con TMP-SMX

El peso promedio de las ratas BN utilizadas para determinar la curva dosis respuesta de
TMP-SMX fue de 56.63+5.89¢, el porcentaje de MN producido por las diferentes dosis y en
ambos tiempos de exposicion se muestran en la Tabla Il y Grafica Il.

En la Tabla Il se indica la frecuencia de Ret-MN de ratas BN tratadas con TMP-SMX a 8-40,
80-400 y 160-800 mg/kg con 24 h de exposicion. La frecuencia basal de Ret-MN fue 0.015%,
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mientras que las frecuencias obtenidas por las diferentes dosis fueron: 0.03, 0.055 y 0.015%
respectivamente. La dosis de 80-400 mg/kg indujo mayor frecuencia de Ret-MN a 24 h y
mostré diferencia significativa con la frecuencia de Ret-MN basal y con la dosis de 160-800
mg/kg de peso (P<0.05 en ambos casos).

Tabla Il. Curva dosis-respuesta del TMP-SMX en la frecuencia de Ret-MN.

TMP-SMX Dosis (mg/kg)

% Ret-MN 24h

% Ret-MN 48h

0 0.01 0.02

0.02 0.01
Media 0.015 £ 0.007 0.015 £ 0.007

0.02 0.03

8-40 0.04 0.04
Media 0.030 £ 0.014 0.035 £ 0.007

0.05 0.09

80-400 0.06 0.08
Media 0.055 £ 0.007 0.085 £ 0.007

0.02 0.12

160-300 0.01 0.13
Media 0.015 £ 0.007 0.125 £ 0.007

La frecuencia promedio de Ret-MN basal a las 48 h fue 0.015% y de las diferentes dosis de
TMP-SMX fue: 0.035, 0.085 y 0.125%. La frecuencia basal de Ret-MN presenta diferencia
significativa con las otras tres dosis (P<0.05), del mismo modo la dosis de 8-40 mg/kg es
significativamente diferente a las dosis de 80-400 y 160-800 mg/kg (P<0.05). Asi mismo la
dosis de 80-400 presenta diferencia significativa con la de 160-800 mg/kg (P<0.05).

Al comparar las frecuencias de Ret-MN producida con la misma dosis pero a diferente
tiempo de exposicion, se observd que la dosis de 80-400 mg/kg presenta diferencia
significativa entre 24 y 48h (P<0.05), siendo mayor a 48 h. También se encontr6 mayor
frecuencia de Ret-MN a 48h a la dosis de 160-800 mg/kg de peso que es significativamente
mayor que la frecuencia de Ret-MN a las 24h.
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En la Grafica Il se observa que la induccion de Ret-MN es dependiente de la exposicion al
farmaco y en el caso de 48 h también se observa que es dosis dependiente. La dosis que se
eligio para los posteriores tratamientos de ratas BN y DN fue 80-400 mg/kg de peso durante
48 h, esta dosis se encuentra en el intervalo de dosis terapéutica.

Porcentaje de Ret-MN inducido por TMP-SMX
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§ 0.2 4 ;‘
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—24h —48h

Grafica Il. Efecto de TMP-SMX sobre la frecuencia de Ret-MN, de sangre periférica de ratas BN
de 21 dias de edad tratadas con diferentes dosis y tiempos de exposicidn.

2 P<0.05 vs. Frecuencia basal de Ret-MN a 24 h;

® P<0.05 vs. Frecuencia de Ret-MN inducida con 80-400 mg/kg a 24 h;

AP<0.05 vs. Frecuencia basal de Ret-MN a 48 h;

B P<0.05 vs. Frecuencia de Ret-MN inducida con 8-40 mg/kg a 48 h;

€ P<0.05 vs. Frecuencia de Ret-MN inducida con 80-400 mg/kg a 48 h;

* P<0.05 vs. 24 h; es menor la frecuencia de Ret-MN a 24h (P<0.05).
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6.4 Curva dosis-respuesta con el tratamiento con PC + TMP-SMX

El peso promedio de las ratas BN utilizadas para determinar la curva dosis respuesta de PC
+ TMP-SMX fue de 51.55+1.35¢g. El porcentaje de MN producido por las diferentes dosis y en
ambos tiempos de exposicién se muestra en la Tabla Il y Gréfica lll.

Tabla lll. Efecto de PC + TMP-SMX sobre la frecuencia de Ret-MN en diferentes
tiempos.

PC+TMP-SMX %Ret-MNOh | % Ret-MN24h = % Ret-MN 48h
Dosis (mg/kg)
8;‘? 1.65 1.67
400 + 80-400 oo 0.42 7.47
o 0.36 0.45
Media | 0.41%0.21 1.48 £ 1.04 3.20 + 4.96

Con las dosis seleccionadas en las curvas dosis respuesta de PC y TMP-SMX (400 y 80-400
mg/kg, respectivamente) se administraron ambos farmacos a 24 y 48 h de exposicion. La
frecuencia de Ret-MN basal fue 0.41%, para las 24 y 48 h de exposicién fue de 1.48 y 3.2%
respectivamente. Con el andlisis estadistico no se encontré diferencia significativa entre los
diferentes tiempos de exposicion. En la Gréfica Ill se observa que la frecuencia de Ret-MN
tiende a ser mayor a 48 h de exposicion, por lo que este tiempo de exposicién se selecciono
para los ensayos con ratas BN y DN tratadas con PC + TMP-SMX.
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Grafica lll. Efecto de PC + TMP-SMX (dosis 400 + 80 — 400 mg/kg) sobre la frecuencia de Ret-MN,
de sangre periférica de ratas BN de 21 dias de edad, durante 24 y 48 h de exposicién. No hubo
diferencia significativa entre los tiempos de exposicion a los farmacos.

6.5 Curva dosis-respuesta con el tratamiento con COL

El peso promedio de las ratas BN utilizadas para determinar la curva dosis respuesta de
COL fue de 50.25+3.02q, el porcentaje de MN producido por las diferentes dosis y en ambos
tiempos de exposicién se muestra en la Tabla IV y Gréfica IV.

Para determinar la curva dosis-respuesta de COL se utilizaron dosis de 0.75 y 1.00 mg/kg,
sin embargo, las ratas tratadas con 1.00 mg/kg murieron. La frecuencia basal de Ret-MN fue
significativamente menor (0.07%, P<0.05) que la inducida por la dosis de 0.75 mg/kg (1.53%)
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a 24h de exposicion. También a 48h de exposicion la frecuencia de Ret-MN basal fue menor
(0.063%, P<0.05) en comparacion con la dosis de 0.75 mg/kg (2.66%).

Al comparar la frecuencia promedio de Ret-MN inducidos a 0.75 mg/kg durante 24 y 48 h no
hubo diferencia significativa entre la frecuencia de Ret-MN en ambos tiempos. Sin embargo
como puede observarse en la Gréfica IV, hay una tendencia de incrementar los Ret-MN a 48
h, lo que indica que la induccion de Ret-MN es dependiente del tiempo de exposicion, por lo
tanto se eligio la dosis de 0.75 mg/kg de peso durante 48 h de exposicion para los ensayos
de ratas BN y DN. Este agente se utiliz6 como control positivo en la evaluacion de la
produccion de MN de origen aneugénico.

Tabla IV. Curva dosis-respuesta de COL en la frecuencia de Ret-MN

COL Dosis (mg/kg) % Ret-MN 24h % Ret-MN 48h
0.08 0.06
0 0.08 0.08
0.05 0.05
Media 0.070 £ 0.017 0.063 + 0.015
e 2.49
0.75 ’ 4.20
1.92 131
0.72 :
Media 1.53 £ 0.70 2.66 + 1.45
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Grafica IV. Efecto de la COL sobre la frecuencia de Ret-MN, de sangre periférica de ratas BN de
21 dias de edad tratadas con 0.75 mg/kg de peso durante 24 y 48 h de exposicién.

# P<0.05 vs. Frecuencia de Ret-MN basal a 24 h;

AP<0.05 vs. Frecuencia de Ret-MN basal a 48 h.

6.6 Curva dosis-respuesta con el tratamiento con MMC

El peso promedio de las ratas BN utilizadas para determinar la curva dosis respuesta de
MMC fue de 49.95+3.79q, el porcentaje de MN producido por las diferentes dosis y en
ambos tiempos de exposicion se muestra en la Tabla V y Gréfica V.

Las dosis que se utilizaron fueron 0.75 y 1.0 mg/kg de peso durante 24 y 48 h de exposicion
al agente. La frecuencia basal promedio de Ret-MN fue 0.07% y para las diferentes dosis
durante 24 h de exposicion fue 0.18 y 0.93% respectivamente, existié diferencia significativa
entre el porcentaje basal de reticulocitos con MN y el observado a la dosis de 1.00 mg/kg de
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peso (P<0.05). Con respecto a la exposicion durante 48 h, se observé diferencia significativa
entre la frecuencia de Ret-MN basal (0.06%) y el tratamiento con MMC a 0.75mg/kg (2.04%)

y 1.0mg/kg (2.52%).

Al comparar las frecuencias promedio de Ret-MN producidas por la misma dosis de MMC a

diferente tiempo de exposicion, se determino que la dosis de 0.75 mg/kg presenta diferencia

significativa entre ambos tiempos de exposicion (P<0.05). En la Gréfica V se observa que la

frecuencia de Ret-MN es mayor a 48 h, la cual es dependiente de la dosis y tiempo de

exposicién al farmaco; por lo que se eligié la dosis de 0.75 mg/kg por 48 h para los ensayos

con ratas BN y DN. Este agente fue utilizado como control positivo en la induccion de MN de

origen clastogénico.

Tabla V. Curva dosis-respuesta de MMC en la frecuencia de Ret-MN
% Ret-MN 24h

MMC Dosis (mg/kg)

0
Media
0.75
Media
1.00
Media

0.08
0.08
0.05

0.07 + 0.017

0.21
0.15

0.18 £ 0.04

0.95
0.91

0.93 £ 0.03

% Ret-MN 48h

0.06
0.08
0.05

0.06 £ 0.015

2.02
2.86
1.24

2.04 + 0.81

414
2.16
1.27

2.52 +1.47
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Grafica V. Efecto de MMC sobre la frecuencia de Ret-MN de sangre periférica de ratas BN

de 21 dias de edad tratadas con 0.0, 0.75 y 1.0 mg/kg de peso durante 24 y 48 h de

exposicion.

? P<0.05 vs. Frecuencia de Ret-MN inducidos con 1.0 mg/kg a 24 h;

AP<0.05 vs. Frecuencia de Ret-MN inducidos con 1.0 mg/kg a 48 h;

* P<0.05 vs. Frecuencia de Ret-MN inducidos a 24 h; es menor la frecuencia de Ret-MN a
24h.

6.7 Evaluacion de la frecuencia de Ret, Ret-MN y Nor-MN con los diferentes

tratamientos en ratas bien nutridas y desnutridas

En el Tabla VI se muestran los pesos de las ratas BN y en la VIl los de las DN a los 21 dias
de edad distribuidas en los diferentes grupos de tratamiento.
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Mediante el analisis con citometria de flujo de 500 000 eritrocitos de sangre periférica, se
determiné el porcentaje de reticulocitos (Ret), reticulocitos micronucleados (Ret-MN) y de
eritrocitos normocromaticos micronucleados (Nor-MN) de cada uno de los grupos. En la
Tabla VIII se presenta el porcentaje de Ret, Ret-MN y Nor-MN de ratas BN y DN.

Tabla VI. Peso de las ratas Bien Nutridas a los 21 dias de edad.
Peso (g) de los diferentes tratamientos
BN TMP- BN PC+

RATA BN BN PC SMX TMP-SMX BN COL

1 53.8 53.7 51.8 51.4 52.5

2 52.8 52.3 49.5 51.9 50.3
3 52.8 51.5 51.4 49.4 49.7

4 59.6 53.0 52.3 47.0 52.3

S 51.2 48.6 50.0 46.4

6 48.3

7 49.6

Media | 52.5+3.6 | 51.8+19 | 51.0+1.2 | 49.2+24 51.2+1.4

BN: bien nutridas BN TMP-SMX: bien nutridas tratadas con Trimetoprim-Sulfametoxazol
BN PC: bien nutridas tratadas con Paracetamol

BN PC+TMP-SMX: bien nutridas tratadas con Paracetamol y Trimetoprim-Sulfametoxazol

BN COL.: bien nutridas tratadas con Colchicina BN MMC: bien nutridas tratadas con Mitomicina C

Tabla VII. Peso de las ratas Desnutridas a los 21 dias de edad.
Peso (g) de los diferentes tratamientos

DN TMP-
RATA DN DN PC SMX DN COL
1 22.3 22.9 23.3 26.2
2 27.6 28.2 28.1 22.6
3 26.6 27.7 27.9
4 28.4 24.6 27.3
5 22.7 20.5 22.5

Media @ 25.5+2.8 24.8 + 3.2 25.8 2.7 24.4+25

DN: desnutridas DN TMP-SMX: desnutridas tratadas con Trimetoprim-Sulfametoxazol
DN PC: desnutridas tratadas con Paracetamol

DN PC+TMP-SMX: desnutridas tratadas con Paracetamol y Trimetoprim-Sulfametoxazol

DN COL.: desnutridas tratadas con Colchicina DN MMC: desnutridas tratadas con Mitomicina C
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Tabla VIII. Efecto de PC, TMP-SMX y COL sobre la frecuencia de reticulocitos (Ret),
reticulocitos micronucleados (Ret-MN) y eritrocitos normocromaticos micronucleados (Nor-
MN), en sangre periférica de ratas bien nutridas y desnutridas

TRATAMIENTO
Dosis mg/kg

Media

PC
400

Media

TMP-SMX
80-400

Media

PC + TMP-SMX
400 + 80-400

Media

COL 0.75

Media

ND: No determinado

%Ret

19.07
18.68
16.42
11.19
15.31
14.50
15.28

15.78
+2.6

19.42
10.87
9.13
15.72
9.99

13.03
+4.39

19.64
18.89
18.96
16.20
7.20

16.18
+5.19

14.63
15.56
12.63
18.74
12.51

14.82
+2.55

7.83
4.54
4.24
3.03

4.91
+2.05

Bien Nutridas

%Ret-MN

0.33
0.26
0.36
0.36
0.46
0.35
0.19

0.33+0.09

0.65
0.47
0.86
0.85
0.47

0.6610.19

1.09
1.50
1.19
1.37
1.24

1.2810.16

1.1810.13

1.65
1.96
1.44
1.89

1.74+0.24

%Nor-MN

0.08
0.06
0.06
0.16
0.25
0.09
0.25

0.14£0.09

0.39
0.70
0.50
0.68
0.71

0.60+0.14

0.82
0.58
1.00
0.78
0.97

0.83+0.17

1.54
0.77
1.59
1.36
1.67

1.39£0.36

0.14
0.25
0.18
0.33

0.23+0.08

%Ret

13.05
8.37
8.56
8.30
8.17

9.29+2.1

22.6
15.21
18.36
16.05

9.18

16.28
+4.90

15.23
18.27
17.98
4.52
6.30

12.46
+6.57

ND

11.05
9.54

10.30
+1.07

Desnutridas

%Ret-MN

0.91
0.45
1.37
1.04
0.73

0.90+0.34

0.86
1.17
0.97
1.10
1.04

1.0310.12
2.03
1.76
1.65
1.73
1.78

1.7910.14

ND

4.71
1.04

2.8812.60

%Nor-MN-

0.44
0.48
0.64
0.48
0.40

0.49+0.09

0.80
0.96
0.84
0.56
0.56

0.74+0.18
0.91
1.07
0.96
0.74
0.92

0.92+0.12

ND

1.50
3.77

2.6411.60
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La frecuencia promedio de Ret basal, es decir en las ratas BN sin tratamiento, fue de
15.781£2.67%, para las ratas BN tratadas con PC, TMP-SMX, PC + TMP-SMX y COL fue de
13.031£4.39%, 16.181£5.19%, 14.82+2.55% y 4.91+£2.05%, respectivamente. Como se observa
en la Grafica VI la frecuencia de Ret es significativamente menor en el grupo de ratas BN
tratadas con COL, comparada con los diferentes grupos de ratas BN (p<0.05).
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Grafica VI. Porcentaje de Reticulocitos (Ret) en sangre periférica de ratas BN de 21 dias de
edad sin tratamiento y tratadas con PC, TMP-SMX, PC +TMP-SMX 'y COL.

? P<0.05 vs. grupos sin tratamiento, PC, TMP-SMX, PC + TMP-SMX;

A P<0.05 vs. grupo de ratas DN sin tratamiento, menor %Ret en ratas DN;

B P<0.05 vs. grupo de ratas DN COL, mayor %Ret en ratas DN.

La frecuencia promedio de Ret-MN en las ratas BN: testigo, PC, TMP-SMX, PC + TMP-SMX
y COL fue de 0.33+0.09%, 0.66+0.19%, 1.2810.16%, 1.18+0.13% y 1.74+0.24%,
respectivamente. En la Grafica VII, se observa que existe diferencia significativa entre el
grupo de ratas BN testigo y las ratas BN tratadas con PC, TMP-SMX, PC + TMP-SMX y COL
(P<0.05). Asi como las ratas BN PC presentaron diferencia significativa con las ratas BN
tratadas con TMP-SMX, PC + TMP-SMX y COL (P<0.05). De igual forma los porcentajes de
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Ret-MN en el grupo de las ratas BN tratadas con TMP-SMX y PC + TMP-SMX son
significativamente menores que en el grupo de ratas BN tratadas con COL (P<0.05).
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Grafica VII. Porcentaje de reticulocitos micronucleados (Ret-MN) en sangre periférica de ratas BN de 21
dias de edad sin tratamiento y tratadas con PC, TMP-SMX, PC +TMP-SMX y COL.

4 P<0.05 vs. grupos PC, TMP-SMX, PC + TMP-SMX y COL;

® P<0.05 vs. grupos TMP-SMX, PC + TMP-SMX y COL;

°P<0.05 vs. grupo COL;

A P<0.05 vs. ratas DN sin tratamiento, mayor %Ret-MN en ratas DN;

B P<0.05 vs. ratas DN PC, mayor %Ret-MN en ratas DN;

€ P<0.05 vs. ratas DN TMP-SMX, mayor %Ret-MN en ratas DN.

La frecuencia de Nor-MN fue de 0.14+0.09% para las ratas BN testigo, 0.60+0.14% en ratas
BN tratadas con PC, 0.83+0.17% tratadas con TMP-SMX, 1.39+0.36% tratadas con PC +
TMP-SMX 'y 0.231£0.08% para las expuestas a COL. En la Gréfica VIl se observa que existe
diferencia significativa en la poblacion de Nor-MN del grupo de ratas BN testigo comparada
con las ratas BN tratadas con PC, TMP-SMX y PC + TMP-SMX (P<0.05). También hay
diferencia significativa entre las ratas BN tratadas con PC y las tratadas con TMP-SMX, PC +
TMP-SMX y COL (P<0.05). Asimismo el grupo de ratas BN TMP-SMX presentan diferencia
significativa con los grupo de ratas BN tratadas con PC + TMP-SMX y COL (P<0.05), por
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otra parte el grupo de ratas BN PC + TMP-SMX presenta diferencia significativa con el grupo
de ratas BN tratadas con COL (P<0.05).
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Grafica VIIl. Porcentaje de eritrocitos normocromaticos micronucleados (Nor-MN) en sangre
periférica de ratas BN de 21 dias de edad sin tratamiento y tratadas con PC, TMP-SMX, PC +TMP-
SMX 'y COL.

? P<0.05 vs. grupos PC, TMP-SMX, PC + TMP-SMX,

®P<0.05 vs. grupos TMP-SMX, PC + TMP-SMX y COL,

° P<0.05 vs. grupos de PC + TMP-SMX y COL,

4 P<0.05 vs. grupo de COL,

AP<0.05 vs. ratas DN sin tratamiento, mayor %Nor-MN en ratas DN,

B P<0.05 vs. ratas DN COL, mayor %Nor-MN en ratas DN.

Cuando se analizaron las poblaciones de Ret, Ret-MN y Nor-MN en las ratas DN con los
diferentes tratamientos, el porcentaje basal de Ret en las ratas DN sin tratamiento fue de
9.29+2.11%, en las tratadas con PC fue de 16.281+4.9%, en el caso de las ratas tratadas con
TMP-SMX fue 12.46+6.57% y en las expuestas a COL fue de 10.30£1.07%. En la Grafica IX
se representa los valores obtenidos para cada tratamiento en ratas DN, se observa que la
frecuencia de Ret fue significativamente mayor en las ratas DN tratadas con PC con respecto
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al grupo de ratas DN testigo (p<0.05). No hubo diferencia significativa entre los demas

grupos.
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Grafica IX. Porcentaje de Reticulocitos (Ret) en sangre periférica de ratas DN de 21 dias de edad, sin
tratamiento y tratadas con PC, TMP-SMX y COL.
? P<0.05 vs. grupo sin tratamiento o basal.
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El porcentaje de Ret-MN en ratas DN testigo fue de 0.90+0.34%, para las tratadas con PC
fue de 1.03+0.12%, con TMP-SMX 1.79+0.14% y con COL fue 2.88+2.60%. Existe diferencia
significativa entre la frecuencia de Ret-MN de las ratas DN testigos y DN tratadas con TMP-
SMX 'y COL (P<0.05), las ratas tratadas con PC presentaron diferencia significativa con las
ratas tratadas con TMP-SMX y COL (P<0.05). A pesar de que en el grupo de ratas DN
tratadas con PC se observé mayor porcentaje de Ret-MN que en el grupo de ratas DN
testigo, no existe diferencia significativa (Grafica X).
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Grafica X. Porcentaje de reticulocitos micronucleados (Ret-MN) en sangre periférica de ratas

DN de 21 dias de edad sin tratamiento o basal y tratadas con PC, TMP-SMX y COL.

? P<0.05 vs. grupo sin tratamiento y grupo con PC.
Con respecto al porcentaje de Nor-MN en ratas DN, se observ6 que las ratas sin tratamiento
presentaron 0.4910.09%, las tratadas con PC 0.74+0.18%, TMP-SMX 0.92+0.12% vy las

expuestas a COL 2.64+1.60%. El grupo de las ratas tratadas con COL presentaron diferencia
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significativa con los grupos de ratas DN testigo, PC y TMP-SMX (P<0.05), como se observa
en la Gréfica XI.
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Grafica XI. Porcentaje de eritrocitos normocromaticos micronucleados (Nor-MN) en sangre
periférica de ratas DN de 21 dias de edad, sin tratamiento y tratadas con PC, TMP-SMX; y
COL.

? P<0.05 vs. grupos sin tratamiento y grupos con PC y TMP-SMX.

Cuando se compara la frecuencia promedio de Ret, Ret-MN y Nor-MN entre ratas BN y DN
con el mismo tratamiento, se observa que el porcentaje de Ret en las ratas BN es
significativamente mayor (15.78+2.67%) con respecto a las DN (9.29+2.11%, P<0.05)
(Gréfica VI y IX). Del mismo modo la frecuencia Ret-MN es mayor en las ratas DN
(0.90+0.34%) que en las ratas BN (0.33+0.09%, P<0.05), como se observa en la Gréfica VI
y X. Finalmente al comparar la frecuencia de Nor-MN (Gréfica VIl y Xl), se observa que el
porcentaje de Nor-MN en las ratas DN (0.49+0.09%) es significativamente mayor que en el
grupo de ratas BN (0.14£0.09%, P<0.05).
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Al comparar los grupos de ratas BN y DN tratadas con PC se observa que la frecuencia de
Ret en el grupos de ratas BN es menor (13.03+4.39%) que en las DN (16.28£4.90%), sin
embargo no se observa diferencia significativa (Grafica VI y IX). En el caso de la frecuencia
de Ret-MN de las ratas BN (0.66+£0.19%) y DN (1.03+0.12%), se determin6 que existe
diferencia significativa (P<0.05) entre ambos (Gréficas VIl y X). Asimismo, la frecuencia de
Nor-MN en ratas BN (0.60£0.14%) es mayor que en las DN (0.74+0.18%) sin ser
estadisticamente diferentes, este comportamiento se muestra en la Gréfica VIl y XI.

Como se observa en la Grafica VI y IX, para los grupos de ratas BN y DN tratadas con TMP-
SMX, se observd que estas dUltimas mostraron menor porcentaje de reticulocitos
(16.18+£5.19% y 12.46+6.57% respectivamente). Al analizar la frecuencia media de Ret-MN
en las ratas BN (1.28+0.16%) y DN (1.79£0.14%) representadas en la Gréfica VIl y X, se
hallé diferencia significativa (p<0.05) entre ambos grupos, siendo mayor la frecuencia de Ret-
MN en las ratas DN tratadas con TMP-SMX. Pero al comparar la frecuencia de Nor-MN del
grupo BN (0.83+0.17%) y DN (0.92+£0.12%), no se encontré diferencia significativa (Gréfica
Vil y XI).

Las ratas BN y DN tratadas con COL presentaron una frecuencia media de Ret de 4.91+2.05
y 10.30£1.07% respectivamente, se determind que existe diferencia significativa (P<0.05)
entre ambos grupos (Grafica VI y 1X), siendo menor la poblacion de Ret en las ratas BN. En
la Gréfica VIl y X se observa la frecuencia de Ret-MN de los grupos de ratas BN
(1.74+0.20%) y ratas DN (2.88+2.60%) no presentan diferencia significativa. Por otra parte la
frecuencia de Nor-MN de las ratas BN (0.23£0.08%) y DN (2.64+1.60%) representadas en
las Graficas VIII y XI, presentan diferencia significativa (p<0.05) siendo mayor la frecuencia
en las ratas DN.
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6.8 Deteccion de cinetocoro en linfocitos T por CMF

Para valorar el método que se propone usar en los eritrocitos para detectar MN con
cinetocoro, se efectuaron ensayos previos con linfocitos T marcados con anti-CD3-FICT
(células nucleadas, con cromosomas y cinetocoro). Una vez obtenida esta poblacién celular
se procedi6 a marcar el cinetocoro, detectandolo por la fluorescencia del anticuerpo
secundario (anti-lgG conjugado con Cy5), el cual se une al anticuerpo anti-cinetocoro, asi es
factible observarlo por medio de citometria de flujo.

El analisis de este ensayo se efectué por medio de histogramas, donde se graficé el nimero
de células contra la intensidad de fluorescencia de Cyt 5. En la Figura 11 A se muestran
células nucleadas sin tratar con el anticuerpo anti-cinetocoro y Cy5, se observa que
practicamente toda la poblacion es negativa a cinetocoro. Al tratar la poblacién de linfocitos T
con anti-cinetocoro y Cy5, la poblacion de linfocitos T es positiva a cinetocoro (Figura 11 B).
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Figura 11. Histogramas de fluorescencia, para determinar el porcentaje de linfocitos T con
cinetocoro. A (control) y B (con anti-cinetocoro y Cy5). Se grafica la intensidad de fluorescencia
de anti-cinetocoro-Cyt5 contra numero de células, la marca 1 (M1) es la regién donde se
localizan células nucleadas negativas a Cyt5 (A), y la M2 es la region de células Cyt5 positivas,
indicando la presencia de cinetocoro (B).
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VII. DISCUSION

7.1 Modelo experimental-desnutricion

Los modelos animales han sido ampliamente utilizados para el estudio de los efectos de la
desnutricién, se tiene la ventaja de controlar diversos factores que generalmente acompafnan
a la desnutricion. Existen métodos bien establecidos para inducir la desnutricion en ratas
durante el periodo de lactancia, ya que los efectos de la desnutricion durante esta etapa son
mas graves que los observados en adultos (Boule y col., 2003).

En el laboratorio de Biologia Celular y Citometria de Flujo, hemos utilizado el método de
competencia de alimento durante la lactancia para el estudio de los efectos de la
desnutricién a nivel celular y citogenético por mas de 10 afnos. Con lo cual se ha
demostrando que este método es eficiente y reproducible para inducir desnutricion,
obteniendo alto porcentaje de ratas de segundo y tercer grado de desnutricion (Ortiz y col.,
1996). Ademas, es importante sefalar que las ratas desnutridas presentan varios sintomas
semejantes a las caracteristicas clinicas observadas en los niflos con desnutricion, tales

como: pelo escaso, fragilidad en los huesos y poca actividad motora (Ortiz y col., 1999).

En el presente trabajo se empleo el método de induccién de desnutricibn mencionado en el
parrafo anterior y se utilizaron las ratas desnutridas que presentaron un déficit de peso
mayor al 40% con respecto a las ratas bien nutridas a los 21 dias de edad (fecha del
destete). El déficit de peso ha sido tradicionalmente utilizado como un buen indicador de
desnutricién en ratas (Widdowson y McCance, 1975).

7.2 Desnutricion-Infecciones-Medicamentos

Los nifos desnutridos son mas susceptibles a las infecciones que los nifios bien nutridos
(Najera y col., 2004), ademas las infecciones actian de manera sinérgica con la desnutricion
deteriorando aun mas la salud de los nifos. Por ello en el tratamiento de las enfermedades
infecciosas que se presentan en los nifos desnutridos, se recurre frecuentemente a la
administracién de antibioticos como Trimetoprim y Sulfametoxazol (TMP-SMX) para atacar
infecciones gastrointestinales, del tracto respiratorio e infecciones del tracto urinario
causadas por bacterias. Otro farmaco que generalmente acompafa al TMP-SMX en el
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tratamiento de infecciones es el Paracetamol (PC) empleado para evitar efectos secundarios
de las infecciones; actia como analgésico y antipirético.

La prescripcién de antipiréticos, entre ellos el PC a los nifios con fiebre es una practica
comun, las dosis terapéuticas de paracetamol son por lo general seguras, aunque se han
dado casos de hepatotoxicidad en nifios aun con las dosis recomendadas. En los paises en
desarrollo donde la desnutricibn es comun, faltan datos sobre la genotoxicidad del PC
(Russell y col.,, 2003). Conjuntamente, se considera necesario esclarecer la accién
citogenética del paracetamol en los organismos que padecen desnutricién.

7.3 Dosis-Respuesta-Farmacos

La curva dosis-respuesta del PC se determind en ratas BN de 21 dias de edad.
Considerando que la concentracién plasmatica del farmaco llega a un maximo en 30 a 60
min y la vida media es de 2 h. El PC se distribuye de manera relativamente uniforme en casi
todos los liquidos corporales y su unién a proteinas plasmatica es muy baja, en la orina es
posible identificar desde 90 a 100% del farmaco, en las primeras 24 h, después de su
conjugacion con acido glucurdnico (60% en promedio) y acido sulfarico (35%
aproximadamente). Sin embargo, los ninos muestran menor capacidad de glucuronidacion
de PC que los adultos. La dosis maxima terapéutica para el PC es de 160 mg/kg de peso en
ninos y 4000 mg/dia/persona adulta (Giri y col., 1992; Hardman y col., 1996).

El andlisis del efecto del PC con relacién a la induccion de Ret-MN, evidencié que tiene un
comportamiento dosis dependiente, ya sea a 24 o 48 h de exposicién. Sin embargo, se
obtuvo mayor frecuencia de Ret-MN a las 24 h con las diferentes dosis de PC, en
comparacion a lo observado a las 48 h. Esta observacién coincide con lo reportado por Giri y
col. (1992), quienes determinaron la frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas
(ICH) y aberraciones cromosomicas (AC) inducidas por PC (50, 100, 200, y 400 mg/kg de
peso) en células de médula 6sea de ratén, y obtuvieron un efecto dosis dependiente en la
induccion de ICH y AC. Por otra parte, Kocisova y Sram (1990) determinaron la frecuencia
de MN inducida por PC en linfocitos de sangre periférica a 0, 24, 72 y 168 h de exposicién y
observaron que la frecuencia de células con MN, incrementaron 24 h después de la primera
dosis. Lo que concuerda con lo obtenido en este trabajo, ya que también hubo un incremento
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de Ret-MN a 24 h de exposicion con las diferentes dosis de PC, sin embargo se eligi6 la
dosis de 400 mg/Kg porque es la dosis que induce la frecuencia intermedia de Ret-MN.

La introduccién de la combinacién de TMP-SMX constituyé un progreso importante en la
obtencion de antimicrobianos eficaces, su sinergismo se debe a que actian en fases
seriadas en la via de la biosintesis del tetrafolato. Esta combinacion de farmacos es
ampliamente utilizada por su alta eficacia para combatir infecciones recurrentes de vias
urinarias, respiratorias y gastrointestinales causadas por microorganismos gram-negativos y
gram-positivos (Sorensen y Jensen, 1981; Hardman y col., 1996). Dichas infecciones se

presentan frecuentemente en ninos desnutridos.

La curva dosis respuesta de TMP-SMX, fue determinada en ratas BN de 21 dias de edad,
considerando que la vida media de TMP es de 10+2 h y de SMX es de 10£4.6 h. Por otra
parte la dosis terapéutica es de 8-40 mg/kg de peso en nifios entre 3 y 6 afnos, la dosis en
adultos es de 160-800 mg/kg de peso (Hardman y col., 1996).

El andlisis de la induccién de Ret-MN por TMP-SMX, mostré que tiene un comportamiento
dosis dependiente a las 48 h de exposicion. Esto coincide con lo reportado por Abou-Eisha y
col. (1999) quienes evaluaron la frecuencia de ICH y MN en cultivos de linfocitos humanos
expuestos a dosis entre 1 y 100 ug/mL de TMP, estos autores indicaron también que la
concentracion de ésta droga en el plasma después de administrar la dosis terapéutica es
alrededor de 1 a 3 pg/mL. Después de 48 h de exposicion al TMP, observaron un incremento
en la frecuencia de ICH y MN principalmente en las dosis altas (25-100 ug/mL), lo que indica
que la frecuencia de ICH y MN es dosis dependiente. En otro estudio, determinaron la
frecuencia de ICH y MN inducida por SMX en cultivos de linfocitos utilizando dosis de 10 a
500 ug/mL, observaron un incremento en la frecuencia de ICH y MN (Abou-Eisha y col.,
2004).

Sin embargo, en este trabajo a 24 h de tratamiento con las diferentes dosis de TMP-SMX, no
se observa el comportamiento dosis dependiente en la inducciéon de Ret-MN, probablemente
debido a que en las primeras horas el TMP se une a proteinas plasmaticas alrededor de
37t5% y SMX 62+5% (Hardman y col., 1996). Por lo cual se seleccion6 la dosis de TMP-
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SMX que indujera la frecuencia media de Ret-MN, es decir, la dosis de 80-400 mg/kg de
peso durante 48 h de exposicion.

Para determinar el tiempo de exposicién a PC + TMP-SMX se utilizaron las dosis de cada
uno de los farmacos previamente establecidas en las curvas dosis respuesta de PC (400
mg/kg) y TMP-SMX (80-400 mg/kg) en ratas BN expuestas a 24 y 48 h. Se encontr6 que la
produccion de Ret-MN en estos dos periodos de exposicibn no mostraron diferencia
significativa, probablemente debido a la vida media de los diferentes farmacos, los cuales
tendran su efecto de manera independiente uno del otro y en el caso de TMP-SMX se
relaciona con la unién a proteinas plasmaticas. Se observé que el PC tiene mayor efecto a
24 h y el TMP-SMX a 48h. No obstante, la frecuencia media de Ret-MN tiende a ser mayor
con PC + TMP-SMX a 48 h, por lo que se eligio este tiempo de exposicion a PC + TMP-SMX.
Es importante recalcar que no existen datos previos en los cuales se evalle el efecto
genotoxico de la combinacion de estos dos farmacos.

Otro agente quimico que causa la formacién de MN es la COL, este se liga a la tubulina e
interfiere en la funcién del huso mitético, ocasionando despolimeracion de los microtubulos,
por lo tanto afecta la migracion de los cromosomas, y origina MN que contienen al menos un
cromosoma y por lo tanto cinetocoro (Pacchierotti y col., 1991). Los datos mostrados en el
presente estudio demuestran que la induccién de Ret-MN es dependiente del tiempo de
exposicion a COL, ya que la frecuencia media de Ret-MN es mayor a las 48 h. Por lo que se
optd por el tratamiento a 48 h para las ratas BN y DN. Posteriormente, Grawé y col. (1993)
evaluaron la frecuencia de Ret y Ret-MN de médula 6sea y de sangre periférica inducidos
por COL (1mg/Kg) a 30 y 50 h de exposicion, los autores observaron un incremento de Ret-
MN en médula ésea a 30 h y en sangre a 50 h de exposicion.

En el presente trabajo no se pudo determinar si la frecuencia de Ret-MN inducida por COL
es dosis dependiente ya que las ratas expuestas a la dosis de 1 mg/kg de peso murieron
después de presentar diarrea, este sintoma es una manifestacion frecuente y temprana que
aparece por la sobredosificacion de COL (Hardman y col., 1996), lo que indica que esta
dosis es letal para las ratas BN de 21 dias de edad. Sin embargo existen reportes de que la
COL induce alteraciones cromosdmicas dosis dependiente, por ejemplo Parry y col. (2002)
determinaron que COL induce MN en fibroblastos humanos, observaron un incremento de
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los MN (de 0.08% de ceélulas binucleadas con MN hasta 7.8%) al incrementar la
concentracion de COL (0 a 9 ug/mL) en el medio de cultivo.

Por otra parte la MMC es un agente alquilante, se une covalentemente al ADN generando
fragmentos cromosdmicos, por esta accidén es considerado un agente clastogénico (Krishna
y col., 1989; Giri y Chatteriee, 1998), es utilizado como control positivo en la induccién de MN

sin cinetocoro.

En un trabajo previo realizado en nuestro laboratorio se evalu6 el efecto de la MMC sobre la
frecuencia de Ret-MN de sangre periférica de ratas BN y DN, utilizando las dosis de 0.5, 0.75
y 1 mg/kg de peso por 32 h. Se determind que la induccion de Ret-MN es dosis dependiente
y la dosis de 0.5 mg/kg es la dosis minima para encontrar diferencia significativa en la
frecuencia de Ret-MN inducidos en ratas BN (Ortiz y col., 2004). Por ello en este estudio se
consideraron las dosis de 0.75 y 1 mg/kg de peso a 24 y 48 h de exposicion. Se observd un
comportamiento dosis dependiente en la produccion de Ret-MN, asimismo, la frecuencia de
Ret-MN también es dependiente del tiempo de exposicion, en el caso de la dosis de 0.75
mg/kg se observa claramente el efecto del tiempo, siendo mayor la frecuencia de Ret-MN a
48h. Sin embargo, para la dosis de 1 mg/kg no hubo diferencia significativa entre las 24 y 48,
ademas se observa mayor variabilidad de los datos a 48 h, probablemente debido a la
respuesta que presenta cada organismo a este agente. La dosis que se eligié fue de 0.75
mg/kg de peso durante 48 h de exposicion.

7.4 Frecuencia de Reticulocitos (Ret) con los diferentes tratamientos en ratas bien
nutridas y desnutridas

Los datos de este estudio demuestran que la frecuencia de Ret en ratas BN expuestas a PC,
TMP-SMX 'y PC + TMP-SMX no es afectada comparada con la poblacion de Ret de las ratas
BN sin tratamiento. Sin embargo, en las ratas BN tratadas con COL la poblacion de Ret
experimenté una drastica disminucién, de alrededor del 70% en comparacion con la
frecuencia de Ret observada en el grupo de ratas BN testigo y en los diferentes grupos
tratados.
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Esto se relaciona con el mecanismo de accién de la COL, ya que detiene la division celular
en vegetales y animales in vivo y/o in vitro. La detencién del ciclo celular se presenta en la
metafase al no formarse el huso mitético. Ademas las primeras en ser afectadas son las
células con tasas maximas de division, tales como las células hemopoyéticas y entre ellas
los eritroblastos (Hardman y col., 1996). Asimismo Pacchierotti y col. (1991) observaron
disminucion en el porcentaje de Ret de médula 6sea de ratones tratados con COL, sobre el
total de células rojas, lo cual es un indicador de la toxicidad celular.

En el caso de las ratas DN la poblacién de Ret no se ve afectada con los tratamientos de
TMP-SMX y COL comparada con la poblacién de Ret obtenida en las ratas DN testigo. Sin
embargo, en las ratas DN tratadas con COL la poblaciéon de Ret es igual o incluso mayor a la
observada en DN sin tratamiento, hay que considerar que en este caso Unicamente se
trabajaron con 2 ratas, ya que 3 de las ratas DN tratadas con COL murieron, esto nos indica
qgue los organismos desnutridos son mas susceptibles a este agente y probablemente las
ratas que sobrevivieron de alguna manera responden para mantener la poblacion de Ret.

Como se observo en los resultados, la poblacion de Ret en las ratas desnutridas se
encuentra disminuida, aproximadamente en un 41% en relacién al porcentaje de Ret de las
ratas BN. Esto coincide con lo detectado por Reichlmayr-Lais y Kirchgessner (1981), ellos
demostraron que en ratas en crecimiento, existen alteraciones hematoldgicas inducidas por
una alimentacion deficiente, mostrando un valor bajo de hematocrito respecto a los valores
testigo. Del mismo modo, el grupo de Ortiz y col. (2004), observaron una tendencia en las
ratas DN a disminuir el porcentaje de Ret comparado con el obtenido en ratas BN. También
en otro estudio se evalué el efecto causado por la desnutricion de segundo y tercer grado en
la serie leucocitaria y eritrocitaria de sangre periférica de ratas DN, se observd una
disminucion significativa en el recuento de eritrocitos de ratas desnutridas comparado con el

grupo de ratas BN (Cervantes, 2003).

La frecuencia de Ret en el grupo de ratas DN tratadas con PC es mayor que en el grupo de
ratas DN testigo, este efecto fue observado por Dybing y col. (1984) quienes reportaron que
el PC es principalmente un agente citotéxico mas que genotéxico. También se ha
determinado que en hepatocitos este farmaco tiene efecto necrogénico, lo cual puede causar
una fuerte estimulacién de proliferacién en células de higado (Giri y col., 1992).
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La poblacion de Ret de ratas BN tratadas con COL es menor que la obtenida en las ratas DN
sin tratamiento, sin embargo en las ratas DN hay mayor variabilidad en la poblacién de Ret,
lo cual afecta para determinar un comportamiento de esta poblacion en ratas DN tratadas
con COL.

7.5 Reticulocitos-Micronucleados (Ret-MN) con los diferentes tratamientos en ratas
bien nutridas y desnutridas

La frecuencia de Ret-MN con los tratamientos PC, TMP-SMX, PC + TMP-SMX y COL fue
mayor (2, 3.8, 3.5, y 5.2 veces, respectivamente) comparado con la frecuencia de Ret-MN en
ratas BN sin tratamiento. Estos datos concuerdan con trabajos previos realizados por
diferentes grupos que han determinado que estos agentes tienen efecto citogenético. Por
ejemplo, Severin y Beleuta (1995) observaron dafio celular inducido por PC provocando
principalmente aberraciones cromosémicas y fragmentos &centricos en células de meédula
Osea de raton expuestos a 400 y 800 mg/kg. Resultados similares fueron publicados por Giri
y col. (1992) y Kocisova y Sram (1990).

Entre otros estudios realizados estdn los de Abou-Eisha y col. (1999, 2004), y el de
Sorensen y Jensen (1981), quienes hicieron analisis citogenéticos en células de médula
Osea de pacientes con infecciones del tracto urinario tratados con TMP-SMX. Los pacientes
presentaron un incremento de MN comparado con el grupo control, mientras que en la
determinacion de aberraciones cromosémicas no se observd un incremento, indicando que

el ensayo de MN es mas sensible que el andlisis de aberraciones cromosomicas.

Asimismo se determino que el TMP-SMX, PC + TMP-SMX y COL, a las concentraciones
utilizadas en este estudio, tienen mayor efecto genotdxico que el PC, debido a que estos tres
tratamientos indujeron mayor frecuencia de Ret-MN (1.93, 1.7 y 2.6 veces, respectivamente)
en relaciéon con el porcentaje de Ret-MN observado después del tratamiento con PC. El
grupo de las ratas BN tratadas con COL presenté 1.3 y 1.4 veces mayor frecuencia de Ret-
MN, en relacién con los grupos de ratas tratadas con TMP-SMX y PC + TMP-SMX,

respectivamente.
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En los grupos de las ratas DN tratadas con TMP-SMX y COL, se observd 1.98 y 3.2 veces
mayor frecuencia de Ret-MN comparados con el grupo de ratas DN sin tratamiento; por otra
parte el grupo DN TMP-SMX y DN COL presentaron 1.7 y 2.7 veces mayor frecuencia de
Ret-MN respecto al grupo DN PC, lo que indica que TMP-SMX es mas genotdxico que el PC,
finalmente entre el grupo de ratas DN TMP-SMX y COL no hay diferencia aunque este
resultado se debe tomar con prudencia, por la alta variabilidad y el reducido numero de ratas
en el grupo de DN COL.

La frecuencia espontanea de Ret-MN es 2.7 veces mayor en las ratas DN en relacién con las
ratas BN, esto indica que la DCP es capaz de causar dafo cromosémico. Del mismo modo
cuando las ratas desnutridas se trataron con PC estas presentaron mayor frecuencia de Ret-
MN, 1.5 veces mayor, a la observada en la ratas BN tratadas con el mismo farmaco.
Asimismo la frecuencia de Ret-MN en el grupo del ratas DN es 1.3 veces mayor que la
frecuencia del grupo BN cuando ambos grupos fueron tratados con TMP-SMX. Estos datos
indican que los organismos desnutridos son mas susceptibles al dafio genotdxico producido
por estos farmacos. Entre el grupo de BN y DN tratado con COL no se observa diferencia,
probablemente por la alta variabilidad del grupo DN.

Estos resultados estdn de acuerdo con los datos obtenidos en trabajos realizados
anteriormente. Se ha evaluado in vitro la frecuencia de MN en linfocitos de sangre periférica
de nifios con desnutricion (Ortiz y col., 1997) y en linfocitos de bazo de ratas desnutridas
experimentalmente (Ortiz y col.,, 1995). También recientemente en nuestro laboratorio
iniciamos el estudio in vivo en reticulocitos de sangre periférica de ratas desnutridas
experimentalmente durante la lactancia. En los tres estudios se observo que la frecuencia de
MN es mayor en las células de los organismos desnutridos en relacion a la observada en las
células de organismos bien nutridos. Estos resultados sefialan que la DCP produce dafo
celular in vivo, y este dano puede producir efectos negativos para el desarrollo del organismo
(Ortiz y col., 2004).
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7.6 Eritrocitos maduros-Micronucleados (Nor-MN) con los diferentes tratamientos en
ratas bien nutridas y desnutridas

Los datos de este trabajo demuestran que la frecuencia de Nor-MN en las ratas desnutridas
sin tratamiento (frecuencia espontanea) es 3.5 veces mayor a la observada en las ratas BN
testigo, lo que apoya la hipoétesis de que la desnutricion por si sola es capaz de inducir dafo
cromosomico. Al comparar los grupos de BN y DN tratados con PC y TMP-SMX, no hubo
diferencia significativa, sin embargo hay una tendencia de los organismos desnutridos a
presentar mayor frecuencia de Nor-MN. Estos resultados indican que los organismos
desnutridos presentan una acumulacién de dafio cromosomico causado por las condiciones
nutricionales, de estrés y ambientales; a las cuales han estado sometidas en al menos un
mes, ya que los Nor persisten en la circulacién alrededor de 1 mes (Mavournin y col., 1990;
Dertinger y col., 1996; Hayashi y col., 2000).

También se demostré que la poblacién de Nor-MN en las ratas BN fue 4.2, 5.9, 9.9 veces
mayor en las ratas tratadas con PC, TMP-SMX y PC +TMP-SMX, respectivamente
comparado con la frecuencia de Nor-MN en ratas BN testigo. Lo que indica dafio
cromosomico producido probablemente, por factores del medio donde se encuentran y por el
tratamiento con los farmacos (Mavournin y col., 1990; Dertinger y col., 1996; Hayashi y col.,
2000).

Los Nor-MN producidos en ratas BN tratadas con TMP-SMX y PC + TMP-SMX presentan 1.3
y 2.3 veces mayor frecuencia de Nor-MN comparados con la ratas tratadas con PC, lo que
indica nuevamente que TMP-SMX es mas genotdxico que PC. Como se mostr6 en los
resultados la frecuencia de Nor-MN es mayor en ratas BN tratadas con PC + TMP-SMX en
comparacion con las ratas BN TMP-SMX y las ratas BN PC, de lo que se deduce que el
dafio cromosémico producido por PC, es acumulado en Nor-MN. Esto indica que cuando se
administra la combinacién de PC + TMP-SMX, se tiene un efecto aditivo del dano
cromosémico causado por ambos farmacos. Al comparar el porcentaje de Nor-MN
producidos por PC (2.6 veces), TMP-SMX (3 veces) y PC +TMP-SMX (6 veces) es mayor
que el observado en ratas BN COL, esto puede deberse a que la COL tiene efecto citotoxico
y por lo tanto provoca disminucion en el porcentaje de Ret-MN que posteriormente daran
origen a los Nor-MN.
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Dentro de los grupos de ratas desnutridas, el grupo de las ratas tratadas con COL present6
la mayor frecuencia de Nor-MN, lo cual esta relacionado con el incrementé de la poblacién
de Ret-MN, los que posteriormente dan origen a los Nor-MN aunque, hay que recordar que
existe una alta variabilidad en este grupo de ratas DN COL.

Existen tres mecanismos por los cuales el PC tiene su efecto genotéxico: 1) inhibicién de la
ribonucledtido reductasa; 2) incremento de los niveles de Ca 2* en el espacio intranuclear y
citosol; 3) dafo al ADN causado por NAPQI después de la deplecién de glutation (Bergman y
col., 1996). Ademas se ha determinado que es un agente clastogénico (Giri, 1993).

En el caso de TMP-SMX no es conocido claramente el mecanismo de induccion de MN, sin
embargo, desde 1978 Golde y col. determinaron el efecto in vitro de TMP-SMX sobre la
hematopoyesis, en particular demostraron que el TMP inhibié 50 % de las colonias eritroide y
granulocitica. SMX también dafnd la hematopoyesis in vitro, ambos causan dafio por la
inhibicion de la sintesis de tetrahidrofolato. Posteriormente Steinberg y col. (1980) en cultivos
de celulas de nifnos con eritroleucemia tratados con TMP-SMX a dosis terapéuticas o
inferiores, observaron que el ciclo celular se altera, detectando detencién en la fase S, por lo
que se postul6é que se relaciona con una inhibicién en la sintesis del ADN.

Abou-Eisha y col. (1999, 2004) postularon que el TMP y SMX son drogas que inhiben a la
enzima, dihidrofolato reductasa y dihidropteroato sintetasa respectivamente. La primera
enzima es responsable de la reduccion del dihidrofolato a tetrafolato que promueve la
incorporacioén de timidina al ADN, por lo que la inhibicién de esta enzima impide la biosintesis
de ADN, ARN vy proteinas resultando en detencion del ciclo o muerte celular. La enzima
bacteriana dihidropteroato sintetasa incorpora el acido para-aminobenzoico en el acido
dihidropteroico, precursor de &cido félico en bacterias. Por lo que el efecto antifdlico de
ambos farmacos es el que estaria produciendo la induccién de MN.

Las drogas son generalmente metabolizadas a derivados més solubles en agua por enzimas
localizadas en el reticulo endoplasmico y citoplasma de células hepaticas. La tasa del
metabolismo de las drogas puede ser influenciado por varios factores tales como fisiologicos,
genéticos y ambientales (Shim y col., 2004). Debido a que la desnutricién es una condicion
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compleja en la cual muchas deficiencias ocurren simultaneamente, la patofisiologia de la

desnutricién puede alterar procesos farmacocinéticos, respuesta de las drogas y toxicidad.

Diversos autores determinaron que la disposicién de PC en nifios con DCP, se encuentra
alterada debido a que algunos parametros farmacocinéticos son perturbados tales como: la
constante de eliminacién, la cual fue significativamente menor, la vida media del PC se
incremento y el area bajo la curva también se observé aumentada comparado con el grupo
de nifos testigo (Krishnaswamy, 1989; Mehta y col. 1985 y 1990; Jung 1985).

Asimismo Lares-Asseff y col. (2003) determinaron en ratas desnutridas de 21 dias de edad,
que la vida media de TMP-SMX se incrementé comparada con el grupo de ratas BN testigo,
asi como la depuracibn es menor en las ratas DN y disminuye la capacidad de
biotransformacién del TMP-SMX, ademas la acumulacion de los farmacos en rifién, pulmon,
higado y bazo es mucho mayor en las ratas DN que las BN. Por otra parte Bravo y col.
(1984) determinaron que la vida media de SMX en nifios con marasmo fue prolongada, y el
area bajo la curva es mayor en los nifios DN comparado con el grupo control.

7.7 Deteccion de cinetocoro

Varios trabajos han determinado el origen de los MN, ya sea por inmunofluorescencia
marcando proteinas del complejo centrémero-precinetocoro utilizando anticuerpos anti-
cinetocoro (tincion con CREST) o por FISH; ambos métodos de marcaje se analizan por
microscopia de fluorescencia (Gudi y col., 1990; Krishna y col., 1994, Attia y col., 2003).

Ya se ha mencionado que el analisis de MN por microscopia es tedioso y consume
demasiado tiempo, por lo cual uno de los objetivos de este trabajo fue estandarizar la
deteccion de MN con cinetocoro por citometria de flujo.

Es importante considerar que el complejo centromero-cinetocoro esta formado por tres
placas, la interna, intermedia y externa. Dentro de la placa interna se encuentra la proteina
centromerica CENP-A, la cual es una histona tipo H3 especializada, es una proteina

constitutivamente, esta presente durante el ciclo celular y marca el dominio precinetocoro en
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el centrdmero destinado a ser el cinetocoro mitético (Shelby y col., 2000; Sullivan y col.,
2001).

La proteina CENP-A como siempre estd presente en el ciclo celular es marcada para
determinar la presencia de cinetocoro en los MN, cuando se utiliza anticuerpos anti-
cinetocoro (anticuerpo primario). Sin embargo la deteccion de cinetocoro se realiza por
inmunofluorescencia indirecta, debido a que se requiere de un anticuerpo secundario
conjugado con algun fluorocromo (en este caso Cy5) que se une al anticuerpo primario, la
fluorescencia del anticuerpo secundario es detectada por el citbmetro de flujo indicando la
presencia de cinetocoro.

Para la deteccién de cinetocoro en los MN de eritrocitos, ya sea en los Ret-MN o Nor-MN, se
utiliza Tween para permeabilizar la membrana celular y envoltura nuclear que rodea al MN,
para permitir que el anticuerpo anti-cinetocoro (anti-cinetocoro humano) reconozca proteinas
del complejo centrémero-precinetocoro (principalmente CENP-A) en el material cromosdmico
que forma el MN. Para advertir la presencia de cinetocoro se detecta por la fluorescencia del
anticuerpo secundario (anti-lgG conjugado con Cy5), éste se une al anticuerpo anti-
cinetocoro. Los resultados obtenidos en los andlisis efectuados con linfocitos apoyan que se
podra detectar la presencia del cinetocoro en eritrocitos micronucleados por citometria de

flujo.
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7.8 Eritrocitos un modelo celular para la deteccion de MN

Hay que considerar que los eritrocitos son un tipo celular que facilita la deteccién de MN por

CMF, ya que carecen de nucleo principal.

La eliminacién del nucleo se lleva a cabo porque los vasos especializados de la médula 6sea
(sinusoides de la médula) presentan un endotelio que se caracteriza por presentar poros (1-4
um) que solo permiten el paso de organelos citoplasmaticos, tales como mitocondrias,
ribosomas y pequenos fragmentos nucleares (cuerpos de Howell-Jolly o MN) que son
bastante pequenos y se ajustan al diametro de los poros del endotelio y pueden atravesarlo,
lo que no sucede con el nucleo. Entonces cuando el citoplasma de los eritroblastos
atraviesan el endotelio para salir de médula, es presionado y las células rojas pierden su
nucleo pero mantienen el MN y entran a la circulacién como reticulocitos, mientras tanto el

nucleo permanece en el compartimiento hematopoyetico de la médula, donde es degradado

por macréfagos (Tavassoli y Crosby, 1973, Figura 12)
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Figura 12. Eritroblasto en el proceso de eliminacion de su nucleo. Se observa una
célula roja nucleada en el proceso de atravesar la pared del endotelio; el nacleo del
eritroblasto se encuentra en la médula (izquierda) y el citoplasma de la célula esta
completamente dentro del lumen, penetrando a torrente sanguineo (derecha). Entre los
dos hay una delgada célula endotelial y el nicleo de las células rojas, no puede pasar a
través de la apertura y tiene que permanecer en el compartimiento hematopoyético de
la médula. X8500. (Tomada de Tavassoli y Crosby, 1973.)
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VIIl. CONCLUSIONES

A) La frecuencia de reticulocitos con micronulcleos (Ret-MN) en ratas bien nutridas en las
curvas dosis-respuesta; es dependiente de la dosis y del tiempo de exposicion. La mayor
frecuencia de Ret-MN, con los diferentes agentes en relacién al tiempo, fue la siguiente:

e PC a 24 h de exposicion.

e TMP-SMX a 48 h de exposicion.

e MMC a 48 h de exposicion.

B) Con relacién a la frecuencia de reticulocitos (Ret) en ratas de 21 dias de edad los datos
indican que:

e La desnutricion severa disminuye la poblacién de Ret, respecto al grupo de ratas bien
nutridas testigo.

e El PC incrementa la poblacion de Ret en las ratas desnutridas comparado con el
grupo de ratas desnutridas testigo, indicando un posible efecto de estimular la
proliferacion de Ret.

e La COL disminuye la poblaciéon de Ret en ratas bien nutridas, lo que indica que este

agente tiene un efecto citotodxico.

C) En cuanto a la frecuencia de Ret-MN en ratas de 21 dias de edad se detecto:

e La desnutricion severa aumenta la frecuencia de Ret-MN, es decir incrementa la
susceptibilidad de los organismos desnutridos gravemente a sufrir dafo
cromosémico.

e El tratamiento de ratas bien nutridas con PC, TMP-SMX, PC + TMP-SMX y COL
incrementaron la frecuencia de Ret-MN, respecto al grupo de ratas bien nutridas
testigo; lo cual indica que estos farmacos tienen efecto genotéxico.

e La frecuencia de Ret-MN fue mayor en ratas bien nutridas tratadas con TMP-SMX y
COL, lo que indica que estos farmacos tienen mayor efecto genotdxico que el
producido por el PC.

e Las ratas desnutridas tratadas con PC y TMP-SMX, presentaron mayor frecuencia de
Ret-MN que la obtenida en las ratas bien nutridas expuestas con los mismos
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farmacos, indicando que las ratas desnutridas son mas susceptibles a sufrir dano

cromosomico causado por los farmacos.

D) Con referencia a la frecuencia de eritrocitos normocromaticos micronucleados (Nor-MN)
en ratas de 21 dias de edad se registro:

e Las ratas desnutridas testigo presentan mayor frecuencia de Nor-MN respecto a las
ratas bien nutridas testigo, indicando nuevamente que la desnutricion causa dafo a
nivel cromosomico.

e La frecuencia de Nor-MN aumenté en las ratas bien nutridas tratadas con PC, TMP-
SMX'y PC + TMP-SMX con respecto a las ratas bien nutridas testigo. Sin embargo la
frecuencia de Nor-MN fue mayor en las ratas tratadas con PC + TMP-SMX,
observando un efecto aditivo sobre la frecuencia de Nor-MN por ambos farmacos.
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