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RESUMEN

Introduccién: Los biomarcadores de efecto, como los micronucleos (MN) no incorporados
en los nucleos de las células hijas, se emplean para evaluar dafio genotéxico. En muestras
de sangre humana se evalian linfocitos y, recientemente, reticulocitos, para determinar
las frecuencias de MN. Objetivo: Explorar si estos dos sistemas para evaluar microntcleos
in vivo son comparables en su capacidad para detectar los eventos de genotoxicidad en
muestras humanas. Materiales y métodos: Se emplearon muestras de sangre periférica de
32 nifios de entre 8 y 12 afios de una comunidad en Tlaxcala. Se evaluaron MN en
linfocitos de sangre periférica, mediante el ensayo del citoma con citocinesis bloqueada
(CBMN) para determinar las frecuencias de dafio genotdxico, a través del conteo de
células binucleadas con MN o con dafio total (que incluye células con sélo 1 MN o con
mas de un evento: puentes nucleopldsmicos (PNP), gemaciones nucleares (GN) y MN).
También se realizd la evaluacién de MN en reticulocitos circulantes en sangre periférica,
empleando la técnica de citometria de flujo. Se determind si existia relacién entre ambos
sistemas, con la prueba estadistica de correlaciéon de Spearman. Resultados: No se
encontro correlacion entre los sistemas en su capacidad de detectar dafio genotoxico en
muestras humanas. Discusién: Los reticulocitos son utiles para caracterizar dafio reciente
al DNA a diferencia de linfocitos cuya utilidad seria en exposiciones de mayor duracion.
Conclusién: Estudios con personas altamente expuestas podrian revelar correlacion entre

estos parémetros a corto plazo.

Palabras clave. Dafio genotéxico, biomarcador citogenético, microntcleos, reticulocitos,

linfocitos.



INTRODUCCION

SISTEMA DE MICRONUCLEOS PARA EVALUAR DANO GENOTOXICO

Desde hace varias décadas, las actividades antropogénicas han aumentado de manera
considerable y con ello se ha incrementado la produccién y la exposicién a sustancias
téxicas (Klaassen y col., 2005), que pueden afectar negativamente a los seres vivos, entre
ellos al propio hombre (Alvarez, 2001). La exposicién puede provenir de fuentes emisoras
fijas (fabricas), mdviles (autos) o difusas (actividades agricolas), a través de distintos
medios (aire, agua, alimentos) y por diferentes vias (inhalacién, ingestién, absorcion
dérmica) (Programa de gestién ambiental de sustancias téxicas de atencién prioritaria,
1957).

Entre las multiples afectaciones que ejercen las sustancias téxicas sobre los organismos, se
encuentra el efecto genotoxico, es decir, las alteraciones en el DNA, ya sea de manera
directa o indirecta) (Cedano y cols., 2011). Este efecto puede ser expresado en diversas
formas. Por ejemplo: teratogénica (defectos congénitos durante el desarrollo
embrionario), mutagénica (alteraciones en las cadenas de DNA, que generan mutaciones)
y carcinogénica (expresion y alteracion de componentes involucrados en el desarrollo del
cancer) (Cedano y cols., 2011).

Ademas de las sustancias tdxicas, existen agentes fisicos o bioldgicos capaces de afectar al
material genético, y al conjunto de éstos se les conoce como genotdxicos y sus efectos
pueden ser evaluados con ayuda de biomarcadores, que son parametros bioldgicos que
permiten la observacién y/o la cuantificacién de las alteraciones en componentes,
estructuras, procesos o conductas de los organismos debido a la exposicién a
determinado(s) agente(s) (Manahan, 2003). Dentro de éstos estan los de efecto biolégico
como los citogenéticos, que proporcionan informacién de las alteraciones en la estructura,
funcién y comportamiento de los cromosomas observables en células o componentes de

sangre periférica, por ejemplo, la presencia de micronucleos (MN), que es uno de los



marcadores mas sensibles de dafio al DNA y se usa en la investigacién de la genotoxicidad
producida por varios compuestos quimicos (Suarez, 2008).

Los MN, también conocidos como cuerpos de Howell-Jolly en hematologia, son restos
lisos y redondos de naturaleza nuclear localizados en el citoplasma y que no fueron
incorporados correctamente en los ntcleos de las células hijas durante la anafase/telofase
del ciclo celular (Fenech y cols., 2011). Los MN pueden originarse de manera espontanea
0, como se menciond anteriormente, en respuesta a la accién de determinados agentes
presentes en el ambiente (Fenech, 1985), que pueden romper el DNA (clastogénicos) o
que provocan un mal funcionamiento de la maquinaria de segregacién (aneugénicos)
(Zalacain y cols., 2005). Estos a su vez, pueden conducir a una inestabilidad genética
(Fenech y cols., 2011), observada en personas con cancer, como resultado de aberraciones
cromosémicas acumulables (Bonassi y cols., 2007).

Originalmente, los MN fueron identificados y descritos en eritrocitos de médula dsea de
roedores por los hematélogos William Howell y Justin Jolly, que posteriormente
encontraron que estaban asociados con la deficiencia vitaminica de 4cido félico y de
vitamina B12 (Dawson, 1961 en Fenech y cols., 2011). A partir de entonces, se ha buscado
la presencia y la relacién de MN con otros factores en distintos tipos celulares de diversos
organismos. Por ejemplo, la asociacién entre la expresion de MN y la exposicidn a agentes
ambientales se report6 por primera vez en células de raices de plantas expuestas a
radiacion ionizante (Evans, 1959 en Fenech y cols., 2011). Siete afios mas tarde se reporto
la induccién de MN por compuestos quimicos en células tumorales asciticas de Ehrlich
tratadas con colchicina (Klein, 1952 en Fenech y cols., 2011). Actualmente, se conocen
diversos factores como edad, género, vitaminas, tratamientos médicos, exposicién diaria
a agentes genotdxicos, etc. capaces de influir o modificar el numero de MN presentes en
las células (Zalacain y cols., 2005).

En mamiferos, la evaluacién de MN se realiza generalmente en células exfoliadas de

epitelios (oral, nasal o urotelial), en linfocitos de sangre periférica (PBL, por sus siglas en



inglés: peripheral blood Iymphocytes) (Moore y cols., 1993) y en eritrocitos (ERYT) y su
poblacién mas joven, los reticulocitos (RET), ya sea de médula désea o de sangre periférica.
Estos tipos celulares son de utilidad para realizar estudios tanto in vitro como in vivo.
En seres humanos, la evaluacién de MN ha sido restringida a células exfoliadas de epitelios
o a PBL, ya que los métodos empleados para su obtencién resultan poco invasivos y por
otras caracteristicas tanto de las técnicas como de las células, que se mencionan mas
adelante. En cuanto al empleo de ERYT y de RET para cuantificar MN, ha resultado dificil
para seres humanos, primero, porque no es posible realizar aspirados de médula 6sea pues
es una técnica altamente invasiva y se usa exclusivamente para donadores de médula dsea,
en individuos que tengan afectaciones en ésta o que padezcan enfermedades particulares,
y en individuos que sin saberlo, se sometieron a drogas potencialmente dafiinas
(Morishima y cols., 1976), segundo, porque la frecuencia de micronucleos en eritrocitos
(MN-ERYT) es extremadamente baja, debido a la eficiencia con la que el bazo secuestra
y destruye a estas células, fendmeno que no ocurre en modelos experimentales como el
ratén, pues el dafio permanece ya que el bazo no filtra estas células (Dertinger y cols.,
2003) y, tercero, porque en sangre periférica de seres humanos, los reticulocitos estan
presentes del 0.5-3%, un porcentaje muy bajo comparado con el de ratas, que presentan
un porcentaje del 4-11% (Montero-Montoya y cols., 2016). Sin embargo, mas adelante se
mencionan algunas ventajas de emplear este tipo celular para evaluar MN en muestras
humanas.

Las células epiteliales, especificamente de la cavidad oral, son empleadas debido a
presentan una elevada capacidad proliferativa, lo que las vuelve mas vulnerables de sufrir
dafio al DNA vy, ademas, ésta cavidad es un punto de contacto con agentes potencialmente
peligrosos (Torres-Bugarin, 2013). También resulta importante este compartimento ya
que se calcula que el 90% de todos los tipos de céncer tienen origen epitelial, entonces
emplearlo para monitorear eventos genotéxicos tempranos causados por agentes

cancerigenos inhalados o ingeridos podria brindar informacién sobre el estado de los



organismos (Torres-Bugarin, 2013). En este sistema, es posible realizar la evaluacién
simultanea de eventos genotdxicos (como MN, gemaciones nucleares (GN) y puentes
nucleopldsmicos (PNP)), asi como eventos de citotoxicidad (por ejemplo, apoptosis,
necrosis, cariorrexis, etc.), sin necesidad de hacer cultivos ya que la poblacién celular se
encuentra en una proliferacion constante, lo que facilita y disminuye el costo de la técnica
(Bonassi y cols., 2011), solamente se emplean colorantes que penetren al interior de las
células, como la tincién de Wright (Torres-Bugarin y cols.,, 2013) o la de Feulgen
contratefiida con Light Green en su mas reciente modificacién en microscopia para campo
claro o fluorescencia (Thomas y cols., 2009), para poder observar los eventos.

Los PBL se emplean para la evaluacién de MN porque son una poblacion celular facil de
estimular (Pastor, 2002). Inicialmente en estas células se estudiaban aberraciones
cromosémicas (AC), es decir, roturas de la doble cadena o de cadena sencilla de DNA
observables en los cromosomas de células metafasicas, correspondientes a una respuesta
frecuente y significativa a la exposicién de agentes mutagénicos (Countryman y cols.,
1976). Sin embargo, a pesar de que las AC pueden proporcionar informacién sobre el
efecto especifico de un compuesto quimico particular, es decir, qué cromosomas y qué
regiones fueron afectadas (Sudrez, 2008), dicha prueba resulta muy lenta para estudios
epidemioldgicos y con bajo poder estadistico debido a las pocas células en metafase que
pueden ser evaluadas (Heddle y cols., 1983). Ademas, con sustento en diversos estudios,
se ha demostrado que existe una fuerte correlacion entre la induccién de AC y MN
(Shelby, 1995). Por lo tanto, la técnica de MN es aceptada como alternativa en lugar de la
evaluacién de AC, pues es mucho mas sencillo y rapido el reconocimiento de MN que
observar directamente a los cromosomas mitoticos, por lo que se pueden analizar mas
células en menos tiempo, ddndole al estudio mayor poder estadistico (Countryman y cols.,
1976). De la misma manera que las AC pueden ser estructurales o numéricas, los MN
pueden derivar de la pérdida de cromosomas completos o de fragmentos cromosémicos,

asi, para que su estudio resulte mas completo, se puede emplear la técnica de hibridacion



In situ con sondas pancentroméricas, para diferenciar si los MN corresponden a
fragmentos cromosémicos, que derivan de la exposicién a agentes clastogénicos (que
rompen las cadenas de DNA), o a cromosomas enteros, debido a la exposicién a agentes
aneugénicos (que causan defectos en la maquinaria de segregacién) (IARC, 2004).

Para evaluar MN en linfocitos de sangre periférica, existen tres metodologias que pueden
usarse (Montero-Montoya y cols., 2001): 1) el “método tradicional”, que consiste en
realizar cultivos celulares de linfocitos y luego preparar laminillas para teiirlas con el
colorante Giemsa-Wright y observar los MN, 2) el ensayo del citoma de micronucleos
con bloqueo de la citocinesis (CBMN, por sus siglas en inglés: cytokinesis-block
micronucleus), en el que, ademas de proliferar linfocitos en cultivo, se emplea un
compuesto quimico capaz de inhibir la citocinesis celular, conocido como citocalasina-B,
que produce células con apariencia binucleada, las cuales ya han completado una divisién
celular y en las que es posible ver expresados MN y otros eventos de dafio al DNA y 3) el
método de incorporacién de bromodesoxiuridina (BrdU) combinado con una tincién
inmunohistoquimica. Este ultimo método permite identificar a las células que
proliferaron en el tiempo de cultivo en presencia del marcador BrDU, tanto in vivo como
In vitro, obteniendo asi, la frecuencia de MN s6lo de la fraccion celular capaz de dividirse
(Montero y cols., 1991).

Por otro lado, aunque los eritrocitos y reticulocitos no han sido ampliamente usados para
evaluar daflo cromosémico en muestras humanas, en roedores se ha determinado que son
de utilidad en el test de MN in vivo porque facilitan la detecciéon del dafio de una
exposicion sistémica a diversos agentes toxicos, ya que muchos de éstos son capaces de
llegar y afectar la médula 6sea (Mavournin y cols., 1990). Ademas, gracias a que estas
células expulsan el nucleo principal (enucleacién) durante el proceso de maduracién de
eritroblasto a eritrocito policromatico (PCE, por sus siglas en inglés: polychromatic
erythrocyte) cualquier MN que se haya formado puede permanecer en el citoplasma de

la célula enucleada (sin ntucleo) y ser identificado facilmente (Krishna y col., 2000). Estos



PCE son eritrocitos jévenes con contenido de RNA, basdfilos, se tifien de azul claro o azul
grisaceo con Giemsa y con el tiempo pierden algo de dicho contenido, convirtiéndose en
eritrocitos normocromdticos (NCE, por sus siglas en inglés: normochromatic
erythrocytes), de menor tamafio que los PCE, acidéfilos, que se tifien de naranja claro o
naranja/rosa con Giemsa (Krishna y col., 2000). Estos dos tipos de eritrocitos, que se tifien
diferencialmente, pueden observarse en los compartimentos de médula dsea, bazo o en
sangre y pueden diferenciarse de los eritrocitos maduros, ya que éstos tltimos no
contienen RNA en su citoplasma (Krishna y col., 2000). También, la relaciéon de PCE y
NCE, entre animales tratados con un agente de prueba y otros con control de vehiculo,
proporciona un indice de citotoxicidad (Krishna y col., 2000). Este ensayo tiene varias
ventajas importantes sobre el analisis de las células en médula 6sea, por ejemplo, es
técnicamente simple, el punto final (criterio de valoracién de un acontecimiento clinico,
que estima y determina cudn peligrosa es una sustancia (Lehman, 2017) evaluado es mas
objetivo y susceptible de automatizacién, requiere menos tiempo, el ensayo puede
detectar eventos tanto clastogénicos como aneugénicos y puede integrarse ficilmente en
estudios toxicolégicos generales (Krishna y col., 2000), como el test de MN en linfocitos.
Por esta razén se busc6 hacer mas practica la evaluacién para modelos experimentales,
primero con tinciones supravitales (Hayashi y cols., 1990) que mejoraron la sensibilidad
y permitieron una evaluaciéon mas rapida, y después se buscé la automatizaciéon mediante
el uso citometria de flujo (CF) (Abramsson-Zetterberg y cols., 1995).

La citometria de flujo contribuyo a mejorar el test de MN in vivo, ya que, en lugar de
utilizar muestras de médula dsea de roedores, se extraen muestras de sangre periférica,
evitando el sacrificio de los animales, posibilitando la repeticién del muestreo y
determinacién de microntcleos en reticulocitos (MN-RET) espontdneos de los mismos a
lo largo de toda su vida (Sato y cols., 1995), se requiere menor cantidad de muestra para
realizar el analisis, se evalian mads células y disminuye el tiempo de la evaluacion

(Mavournin y cols., 1990). Se propusé que la subpoblacién mas joven de reticulocitos, que



portan aun el receptor de transferrina CD71 (RET-CD71), podrian ser las células en las
que se determinaran las frecuencias de MN porque son células que recientemente han
salido de médula 6sea hacia el torrente sanguineo y en organismos, como la rata o el
humano, en los cuales sus bazos filtran a los eritrocitos micronucleados, ayudarian a no
perder los eventos genotdxicos (Dertinger y cols., 1996). Entonces, esta subpoblacién se
usé para estandarizar el método de microntcleos in vivo en roedores, rata y ratén
(Dertinger y cols., 1996). A partir de este método se pretendié estandarizar la prueba para
su aplicacién en muestras de sangre periférica humanas en estudios de epidemiologia
molecular, con el fin de tener una prueba que proporcione resultados con mayor rapidez
de lo que se logra con cultivos de linfocitos de sangre periférica. Sin embargo, a la fecha,
en seres humanos los resultados hacen el método costoso y muy variable (Abramsson-
Zetterberg y cols., 2006), por lo que Montero y cols. (2016) propusieron limitar el andlisis
en reticulocitos con alto contenido de RNA en su citoplasma, pero no a la poblacién que
porta el receptor CD71, como inicialmente se propuso para estandarizar la técnica en
modelos experimentales roedores, pues este marcador se pierde antes en el tiempo (horas)
y la degradacién del RNA tarda poco mas (hasta dias) (Woolley y cols., 2005).

Como se mencion6 antes, los MN presentes en el linaje eritroide de sangre periférica
pueden reflejar el dafio genético en médula dsea, sin necesidad de extraer células de este
compartimento (Dertinger y cols., 2011), por lo que es de interés determinar en
poblaciones sanas las frecuencias basales de MN en este tipo celular y posteriormente
establecer los niveles que reflejen el dafio como consecuencia de la exposicion a agentes
genotdxicos, ya que es sabido que algunos compuestos afectan en especial a la médula,
causando problemas como anemias y leucemia, como es el caso del benceno, un

contaminante presente en todos los ambientes donde vive el ser humano (ATSDR, 2016).

En general los biomarcadores de efecto bioldgico, como los MN, son aceptados como mas
relevantes para el estudio del cancer que los de exposicidn (por ejemplo, aductos en el

DNA), ya que representan efectos irreversibles y estin mecdnicamente implicados en la



cadena de eventos que conducen a la formacién de tumores (Abramsson-Zetterberg y
cols., 2000). Asimismo, el test de MN es ampliamente usado en la bateria de pruebas de
genotoxicidad y las agencias de todo el mundo recomiendan que se utilice como parte de
la evaluacién de seguridad de los productos (Krishna y cols., 2000).

Hasta ahora, el ensayo del citoma CBMN es la metodologia mas usada para monitoreo
humano y, a través de diversos estudios, ha demostrado que tiene gran relevancia en la
capacidad de prediccién de cdncer en personas (Kirsch-Volders y cols., 2014). Sin
embargo, recientemente se tiene como objetivo emplear reticulocitos de sangre periférica
para evaluar MN, empleando citometria de flujo, ya que, como se ha mencionado, es
posible evaluar mayor nimero de células con menor cantidad de muestra y el tiempo
empleado es menor. Pero para poder corroborar si son equiparables en su sensibilidad de
detectar dafio al DNA, Costa y cols. (2011) son el primer equipo de investigacién que han
comparado estos dos tipos celulares. En su trabajo evaluaron y compararon las frecuencias
de microntcleos en linfocitos binucleados (MN-LINFBN) y de MN-RET en muestras de
sangre periférica de una poblacién expuesta a plaguicidas en Portugal, reportando que
existe una correlacién positiva y significativa entre ambos indicadores, pero que, dentro
del grupo expuesto, los datos mostraron que habia una correlacién significativa entre las
frecuencias de MN-RET y una exposicion reciente (exposicién en los 10 dias previos) la
cual no se encontré cuando se consider6 CBMN. Aun asi, con los dos métodos
determinaron el efecto genotdxico por la exposicion a plaguicidas, siendo este estudio el
que abrié camino para indagar si ambos sistemas son realmente equiparables en su
capacidad de detectar dafio genotdxico, o en qué casos lo son. Por lo anterior, el objetivo
de esta tesis serd determinar si hay correlacidn entre las frecuencias de MN en linfocitos

y en reticulocitos de sangre periférica.



ENSAYO DEL CITOMA DE MICRONUCLEOS CON BLOQUEO DE LA
CITOCINESIS COMO MEDIDA DE INESTABILIDAD GENETICA

La técnica de evaluacion de MN como medida de dafio cromosémico en cultivos de
linfocitos humanos fue desarrollada por primera vez por Countryman y Heddle en 1976,
quienes eligieron estas células por su gran actividad mitdtica (Zalacain y cols., 2005). Afios
mas tarde, Fenech, empled este ensayo para verificar las frecuencias de MN expresadas
como consecuencia de la exposicion a radiacion ionizante (Zalacain y cols., 2005). Sin
embargo, pronto se hizo evidente que los resultados obtenidos variaban dependiendo del
tiempo de cosecha, ademas de que la proporcién de linfocitos que responden al mitégeno
(permite que las células entren a ciclo celular, como la fitohemaglutinina) en sujetos
jovenes suele ser mayor que en individuos mayores y que se podian generar falsos
negativos en condiciones en las que se llegara a una fuerte inhibicién de la mitosis, como
ocurre a menudo con la exposicién a agentes quimicos (Heddle y cols., 2011). Por lo que
se plante6 la hipdtesis de que el ensayo en su forma actual tenia una gran falla debido a
que las frecuencias de MN observadas dependian de la proporcién de linfocitos que
respondian al mitégeno, asi como del numero de divisiones que pudieron haber ocurrido
durante el periodo de cultivo anterior a la cosecha celular. Entonces, se propuso que el
ensayo sdlo seria robusto si lograban desarrollar y establecer un método para acumular e
identificar células con una divisién (monodivididas), basados en el marcaje de sintesis de
DNA o en cultivos celulares paralelos con bloqueo de la mitosis para corregir la
proporcion de células en division (Heddle y cols., 2011). Fue asi que, después de un arduo
trabajo, en 1985, la técnica fue modificada por Fenech y Morley, quienes emplearon un
compuesto quimico capaz de inhibir la citocinesis celular al impedir la creacion del anillo
contréctil (constituido por microfilamentos de actina y miosina) necesario para la
particion celular en telofase mitética, denominado citocalasina-B (Zalacain y cols., 2005),
molécula aislada del hongo He/minthosporum dematoideum y que no afecta a las fibras

del huso ni a la division del ntcleo, con la intencién de observar células especificamente
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binucleadas (con dos nucleos), correspondientes a las que ya han completado una divisién
celular, desarrollando asi la técnica CBMN (Savage, 1988).

Para el afio de 1999, la técnica de CBMN fue validada, empleando la metodologia
propuesta por Fenech y Morley en 1985, y posteriormente fue considerada a nivel
mundial como efectiva para detectar biomarcadores de dafio al DNA, gracias a los datos
recabados en el Proyecto Internacional de Microntcleos Humanos (HUMN, por sus siglas
en inglés: HUman MicroNucleus project), disefiado e implementado por Michael Fenech
y Stefano Bonassi, con el fin de recopilar las frecuencias basales de MN obtenidas en
diferentes laboratorios y poblaciones del mundo, y teniendo como principal objetivo
identificar las fuentes y los niveles de variabilidad capaces de influir en la frecuencia basal
de MN en linfocitos humanos (Zalacain y cols., 2005), y también comparar las distintas
técnicas utilizadas para definir un protocolo estindar y poder realizar un estudio
prospectivo por parte de todos los laboratorios implicados e incluso intentar establecer
una asociacién entre la frecuencia de MN y enfermedades como el cancer (Fenech y cols.,
2011), que de hecho este tipo de estudios demostraron que un nivel intermedio o alto de
las frecuencias de MN predicen un aumento en el riesgo de desarrollar cancer (Bonassi y
cols., 2007). Por ejemplo, valores de la mediana de MN en linfocitos de 6.5% pueden
considerarse dentro del rango de una poblacién no expuesta y los mayores a dicho valor,
podrian reflejar un riesgo de desarrollar cancer (Bonassi y cols., 2001).

Aunque se habia logrado estandarizar un método para evaluar MN en linfocitos, los
reportes de otros tipos de dafio observados en el sistema (Lindholm y cols., 1991; Montero
y cols., 2001), llevaron a la propuesta del ensayo de CBMN utilizando un enfoque del
“citoma”, es decir, evaluar dafio al DNA, citostasis y citotoxicidad (Fenech, 2006). Con
éste es posible observar no solamente MN sino también otros eventos genotdxicos como
PNP y GN y dafio citotdxico en células que experimentan muerte celular por necrosis y

apoptosis (Fig. 1). Asi como, es posible medir el grado de proliferacién celular entre
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células viables usando las relaciones de células mono-, bi- y multinucleadas,

determinando asi el indice de nucleacién (IN) o de divisién nuclear (Heddle y cols., 2011).

Figura 1. Eventos genotdxicos y citotéxicos observados en el ensayo del citoma CBMN en linfocitos humanos de sangre
periférica. (A-C) células binucleadas con MN; (D) célula binucleada con GN en cada ntcleo; (E) célula binucleada con
PNP; (F) célula apoptotica; (G) célula necrética. Tincién de Giemsa; microscopia 6ptica con enfoque de 1000X. Imagenes
tomadas durante la realizacién en este trabajo.

Este método fue validado a través de los estudios de diferentes grupos de investigacién,
que utilizaron modelos de estrés oxidante y/o deficiencia de folato, en los que se
encontraron fuertes correlaciones positivas entre los MN, PNP y GN (Heddle y cols.,
2011). Entonces, se establecid que estos biomarcadores de inestabilidad gendmica estan
mecanicamente relacionados entre si, y que podrian explicarse por el modelo del ciclo de
rotura-fusiéon-puente (BFB, del inglés: breakage-firsion-bridge) cuando las condiciones
nutricionales o de exposicién generan roturas de la doble cadena del DNA y conducen a

la formacion de cromosomas dicéntricos (Heddle y cols., 2011).
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Y finalmente, en 2007, Fenech publicé el protocolo del ensayo del citoma de
micronucleos con bloqueo de la citocinesis, el cual, gracias a su confiabilidad, se usa en
diversos campos de investigacién, como en estudios de monitoreo de poblaciones
(Bolognesi y cols., 2004), en nutrigendmica y en farmacogenémica, (El-Zein y cols., 2008;
Fenech, 2007; Kirsch-Volders y cols., 2014), por ejemplo.

MECANISMOS DE FORMACION DE MICRONUCLEOS, PUENTES
NUCLEOPLASMATICOS Y GEMACIONES NUCLEARES

Desde el conocimiento de la existencia de los MN, se han buscado y tratado de explicar
los mecanismos que dan su origen, estableciéndose que se forman, principalmente, de
fragmentos cromosémicos y/o cromatidicos acéntricos o de cromosomas enteros, que no
se incluyeron en los nucleos de las células hijas al momento de completar la
anafase/telofase durante la division celular ya que, no fueron alineados correctamente en
el huso mitético durante el proceso de segregacion en anafase (Fenech, 2007). Estos
cromosomas o fragmentos cromosdmicos eventualmente son cubiertos por una
membrana nuclear y, a excepcion de los de tamafio mas pequefio, son morfolégicamente
similares a los nicleos después de la tincién nuclear convencional (Fenech y cols., 2011).
Los fragmentos de cromadtidas o cromosomas acéntricos se originan de rupturas de las
cadenas de DNA no reparadas o por la mala reparaciéon de éstas conduciendo a la
formacién de fragmentos acéntricos, que a menudo ocurren en conjuncién con la
formacién de cromosomas dicéntricos (Kirsch-Volders y cols., 2014). Por lo tanto, los MN
también pueden originarse cuando ocurren rupturas en mas de un sitio en cromosomas
dicéntricos, cuando los cromosomas se separan hacia los polos opuestos de una célula
(Kirsch-Volders y cols., 2014). Por otro lado, la mala segregacién de cromosomas enteros
puede ser inducida si un compuesto quimico causa un mal funcionamiento tanto del
centrémero como del cinetocoro, o si interrumpe la funcién del huso mitético o del

centrosoma, lo que conlleva a que una célula porte un cromosoma extra, que no puede
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ser incorporado dentro del nucleo de la célula hija, formando asi un MN (Kirsch-Volders
y cols., 2014).

En cuanto al origen de los puentes nucleopldsmicos se sabe que se evidencian durante
anafase, cuando los centrémeros de cromosomas dicéntricos son separados hacia los polos
opuestos (Fenech y cols., 2011). En ausencia de rotura del puente en anafase, la membrana
nuclear finalmente rodea los nucleos de las células hijas y al puente de anafase y de esta
manera, se forma un PNP (Fenech y cols., 2011), los cuales, generalmente, se rompen
durante la citocinesis, pero pueden ser acumulados en células con citocinesis bloqueada
(Fenech, 2007).

Las GN, también conocidas como brotes nucleares, son una anormalidad nuclear y en las
ultimas décadas se han asociado con eventos de inestabilidad cromosémica (Fenech y
cols., 2011), ademads se ha observado que las células cultivadas bajo condiciones de
deficiencia moderada de 4cido félico (valores menores a 3 mg/ mL (Secretaria de Salud,
2003)), inducen amplificacién génica (Shimizu y cols., 2005), es decir, que produce
muchas copias de uno o mas genes, o de algunas regiones de éste; las células entonces, se
deshacen de las copias adicionales, expulsandolas del ntcleo en forma de una “gemacién”
de ese material. En cuanto a sus caracteristicas, este tipo de anomalias nucleares se
caracterizan por tener una morfologia similar a la de los MN con la excepcién de que estan
conectadas a los nucleos por un tallo estrecho o ancho de material nucleopldsmico
dependiendo de la etapa del proceso de gemacién (Fenech y cols., 2011). Otra teoria de
su formacién explica que cuando un PNP presente entre dos nucleos se rompe, los
remanentes se contraen hacia los nucleos y cuando ocurre la divisién celular éstos
quedaran unidos al nticleo principal, pero tendran aspecto de un brote (Pampalona y cols.,
2010 en Fenech y cols., 2011). También, Shimizu (2000) ofrecié evidencia de que las GN

pueden contener material cromosémico amplificado.
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Figura 2. Mecanismos conocidos por los cuales los compuestos genotéxicos pueden inducir microntcleos y puentes
nucleopldsmicos en el ensayo del citoma CBMN. ROS, especies reactivas de oxigeno; RNS, especies reactivas de
nitrégeno. El signo de interrogacién (?) indica conocimiento insuficiente sobre el mecanismo y/o cierta incertidumbre
sobre la conexién entre los dos eventos relacionados (imagen tomada de Kirsch-Volders y cols., 2014, traducida y
modificada por Beltrdn-Portugal, 2018).

Usando sondas de centrémeros y telémeros, Lindbergh y cols. (2007) investigaron los
mecanismos de formacion de MN y de GN en células deficientes en acido fdlico,
obteniendo que las GN y los MN tienen un origen mecanicista parcialmente diferente,
pues el DNA intersticial sin centromeros o sin marcaje de telémeros fue claramente mas
prevalente en GN (43%) que en MN (13%), mientras que el DNA solamente telomérico o
el DNA centromérico y telomérico fue mas frecuente en MN (62 y 22%, respectivamente)
que en GN (44 y 10%, respectivamente) (Fenech y cols., 2011). De esta manera y de
acuerdo con el modelo que propuso Lindbergh (2007), los MN derivan principalmente de
cromosomas retrasados y de fragmentos acéntricos terminales, durante la mitosis;
mientras que la mayoria de GN se originan a partir de fragmentos acéntricos intersticiales
o terminales y también se cree que es mas plausible que estas anormalidades puedan

ocurrir transitoriamente después de la rotura de un PNP (Fenech y cols., 2011). En la
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figura 2 se muestra un esquema indicando los agentes y los mecanismos mediante los

cuales se induce la formaciéon de MN, PNP y GN.

CITOMETR{A DE FLUJO

La citometria de flujo es una técnica usada para caracterizar células, usualmente en
muestras extraidas de sangre periférica o de médula ésea y es un método que permite la
deteccién de antigenos especificos en la superficie celular o dentro de las células que son
permeables en su citoplasma o en su nucleo, ya que es posible medir la fluorescencia y la
dispersién de luz de las células a medida que fluyen en una corriente coaxial a través de
un haz de luz intensa (Hatton y cols., 2013). Las células por si mismas pueden generar
fluorescencia, debido a los citocromos o a otros componentes intracelulares que poseen o
pueden ser pre-marcadas con fluorocromos conjugados a anticuerpos que se unen a
antigenos especificos o pueden ser tefiidas con colorantes fluorescentes; el espectro de
emision de cada fluorocromo es diferente, y los equipos de citometria de flujo tienen la
capacidad de distinguir las diversas longitudes de onda, aunque también pueden
diferenciar tipos celulares gracias a la deflexién del haz de luz de las células, y de esta
manera es posible obtener informacién sobre el tamafio y complejidad o granularidad de

las células (Hatton y cols., 2013).

EVALUACION DE MICRONUCLEOS EN RETICULOCITOS DE SANGRE
PERIFERICA, EMPLEANDO LA CITOMETRIA DE FLUJO

En modelos experimentales, el método tradicional para la deteccién de MN in vivo
involucra el aislamiento de células de médula 6sea para hacer frotis y posteriormente
evaluarlas en el microscopio, y durante décadas este fue el método mayormente empleado
en la bateria de pruebas de genotoxicidad (Bemis y cols., 2008). Para esta técnica se
empleaba la tincién con Giemsa, pues era posible distinguir a los eritrocitos recién
formados (PCE: eritrocitos policromaticos) de los eritrocitos maduros (NCE: eritrocitos

normocromaticos) por el color, es decir, los PCE mostraban un color azulado y los NCE
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un color rosado; sin embargo, la clasificacién de las células requeria una decisién subjetiva
por parte del investigador, lo que hacia dificil el andlisis, y ademas, en algunas ocasiones
habia artefactos dificilmente discernibles de los MN, como los granulos de mastocitos
presentes en la medula 6sea, por lo que posteriormente, MacGregor y cols. (1983)
introdujeron dos métodos de tincién fluorescente mas especificos, uno usaba los
colorantes pironina Y (tifie RNA) y Hoechst 33258 (tifie DNA) y el otro, naranja de
acridina (tiie RNA y DNA, pero la emision de su fluorescencia es diferente; el primero
emite en el espectro rojo y el segundo, en el verde amarillento), decidiendo emplear el
método de un solo colorante, pues facilita la técnica ya que con un solo colorante pueden
identificarse dos marcadores, por lo que se convirtié en el método estandar (Heddle y
cols., 2011).

Otra ventaja de usar naranja de acridina es que, como tifie RNA y DNA, hace posible
distinguir facilmente a los eritrocitos inmaduros, que contienen RNA en su citoplasma,
de los eritrocitos maduros, que no fluorescen porque carecen de RNA, y como los MN son
los tnicos elementos que contienen DNA en el eritrocito circulante, pueden ser
identificados de manera clara y especifica, lo que permitié resolver el problema de
distincién de MN verdaderos de cualquier artefacto presente en el citoplasma (Heddle y
cols., 2011).

Afios mds tarde, se empled el mismo colorante como fluorocromo de tincién supravital
en el ensayo de MN, utilizando muestras de sangre periférica y de médula ésea de
roedores, ya que este colorante penetra al interior de las células no fijadas y, en el caso de
los reticulocitos (eritrocitos inmaduros) emiten fluorescencias rojas y los MN
fluorescencias en el espectro de verde amarillento; ademads solo se requiere poca muestra
de sangre periférica para realizar el andlisis y proporciona informacién del estado en que
se encuentran los reticulocitos, es decir, un mayor contenido de RNA refleja que son
reticulocitos mds jéovenes y conforme va disminuyendo, son reticulocitos mds maduros

(Hayashi y cols., 1990; Heddle y cols., 2011).
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A partir de entonces, Hayashi y cols. (2000) hicieron estudios para implementar y
estandarizar esta técnica y entre los que se emplearon muestras de sangre periférica de
ratas expuestas a 40 productos quimicos para evaluar las frecuencias de MN con este
método. Inicialmente se sabia que muchas especies, incluida la rata, el perro Beagle y el
ser humano, eliminaban activamente las células micronucleadas de la circulaciéon y se
creia que esto impediria el uso de muestras de sangre periférica (Heddle y cols., 2011),
debido a que sus bazos eliminan eficazmente a los eritrocitos micronucleados de la
circulacién (Wakata y cols.,1998 en Heddle y cols., 2011). Sin embargo, gracias a muchos
estudios se encontré6 que habia una concordancia entre las células de ambos
compartimentos, médula dsea y sangre periférica, en los animales empleados, en el caso
de las ratas fue de 92% y en ratén de 88%, por lo que se concluyd que la sangre periférica
de rata puede ser empleada para el ensayo de MN (Hayashi y cols., 2000; Heddle y cols.,
2011), y ademas se demostré que la evaluacién microscépica de MN-RET y MN-ERYT de
sangre periférica de individuos esplenectomizados podria usarse como un indice de dafio
a la médula ésea (Heddle y cols., 2011). Entonces, investigadores como Hayashi y cols.
(2000), Abramsson-Zetterberg y cols. (2000), Dertinger y cols. (2003), Bemis y cols. (2008)
y Montero-Montoya y cols. (2016), propusieron evaluar los reticulocitos de sangre
periférica, a través de diversas metodologias para determinar la frecuencia de dafio
genotoxico en muestras humanas.

Gracias al desarrollo de técnicas automatizadas como la citometria de flujo, ha resultado
util evaluar las frecuencias de MN-ERYT y de MN-RET de sangre periférica en animales
experimentales, pues tiene un gran potencial para mejorar la sensibilidad,
reproducibilidad y rendimiento del ensayo tradicional i vivode MN, que utiliza métodos
basados en microscopia para la recopilacién de datos (Bemis y cols., 2008). Ademas, con
este ensayo se utilizan microlitros de sangre periférica en lugar de sacrificar a los animales
para obtener la médula 6sea, y se demostr6 que gracias a la uniformidad de los eritrocitos

en sangre periférica y a la falta relativa de granulos de mastocitos y otras particulas que
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podrian ser factores de confusion en el estudio, la determinacién de MN seria mas
especifica pues se eliminan los artefactos (MacGregor y cols., 1980). Por ejemplo, Grawé
y cols. (1992) determinaron que los MN pueden ser ficilmente cuantificados usando CF
y con colorantes especificos para tefiir cada tipo de dcido nucleico. Su equipo de
investigacién empleé Hoechst 33342 para tefiir DNA vy asi identificar a los MN y naranja
de tiazol (NT) que tifie RNA, permitiendo identificar a los reticulocitos jévenes en sangre
periférica, en muestras de ratéon. Ademas, determinaron que para este método se requiere
un equipo con dos laseres, que proporcionan un rango de longitudes de onda en las
regiones violeta a azul del espectro visible (450 a 640 nm), dando resultados confiables
con alta correlacién con las determinaciones microscépicas de MN, con la ventaja de
poder evaluar 10,00 células en pocos minutos, en comparacién con las 2,000 que tomaron
mucho mads tiempo para ser evaluadas bajo el microscopio (Montero y cols., 2016).

El método mencionado anteriormente, resulté eficaz para sustituir la evaluacion
microscopica, pero como requiere de un dispositivo citométrico con laser dual, no todos
los laboratorios cuentan con éste, por esta razén Dertinger y cols. (1996) sugirieron una
alternativa para determinar MN-RET con dispositivos de un solo laser y con un tnico
colorante, naranja de acridina, pero surgieron problemas técnicos debido a la dificultad
de diferenciar con precision la emision de fluorescencia del DNA (525 nm) y RNA (650
nm), imposibilitando la reproducibilidad de la técnica (Montero y cols., 2016). Por lo que
se plante6 que el método de usar NT para tefiir RNA, propuesto por primera vez por
Grawé y cols. (1992), resulta mas atractivo para delimitar a la poblacién de RET y en ellos
evaluar MN y para hacer mas robusto el método hicieron algunas modificaciones a su
método, aislando inmunolégicamente a los RET-CD71, subpoblacién de reticulocitos, y
luego enumerar MN mediante el uso de su citoflurométrico estdndar (Montero y cols.,
2016). Sin embargo, éste no solo implica el uso de campos y dispositivos magnéticos para
aislar las células, sino también hace que el procesamiento de muestras sea mas largo y

aumenta el riesgo de variaciones durante el aislamiento (Montero y cols., 2016).
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Finalmente, Montero y cols. (2016) desarrollaron una manera mas simple para enumerar
MN en RET humanos, teniendo como guia el método de Bemis y cols. (2008), debido a su
accesibilidad y porque ofrece la posibilidad de determinar la frecuencia de MN en
cantidades de microlitros de sangre, realizando algunas modificaciones con base en los
protocolos de Abramsson-Zetterberg y cols. (2000) y de Dertinger y cols. (2003) (Montero
y cols., 2016).

ALCANCES Y LIMITACIONES DE LOS SISTEMAS DE MN EN
RETICULOCITOS Y EN LINFOCITOS DE SANGRE PERIFERICA

En esta seccién se muestra una tabla (1) donde se comparan los alcances y las limitaciones
de emplear un sistema u otro para evaluar eventos genotéxicos, respecto a la forma en que

pueden ser evaluados.

Tabla 1. Alcances y limitaciones de los sistemas de MN en los tipos celulares empleados en este

estudio.
Determinacién de MIN-LINBN Evaluacién de MIN-RET de sangre
con el ensayo del citoma CBMN peritérica con CF
Alcances Poco invasivo Poco invasivo
Validado universalmente Requerimiento menor de muestra para
Préctico y accesible tecnolégicamente llevarlo a cabo
Observacién microscopica de la exposicién Facil, confiable y rapido (1 mes)
sistémica in vivo (eventos: MIN, PNP, GN, Andlisis de un gran nfimero de células
apoptosis y necrosis) (>10,000) en modelos experimentales
Util para determinar inestabilidad genética Alto poder estadistico
inducida por agentes genotéxicos
Limitaciones Ocupa mas tiempo para la preparacién y No estandarizado en seres humanos,
evaluacién (mas de un afio) debido a la baja frecuencia de reticulocitos
Requiere cultivos celulares y un ciclo de en sangre periférica y a la accién del bazo
proliferacién

Evaluacién de hasta 2,000 células

El ensayo del citoma CBMN permite evaluar dafio citogenético en linfocitos, mientras que la técnica de evaluacién
de MN-RET con citometria flujo, evalua dafio en el linaje eritroide, especificamente en los reticulocitos.
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JUSTIFICACION

En la actualidad se producen sustancias y compuestos quimicos para distintos usos y a los
que se esta expuesto. Por lo que resulta importante considerar el riesgo que implican sobre
la salud humana. Es asi, urgente emplear sistemas que permitan evaluar biomarcadores
de manera répida, sencilla y confiable para estimar el riesgo o el efecto que pueden causar
dichos compuestos, y asi tomar las medidas necesarias de proteccién a la poblacién
humana.

Los micronucleos representan un biomarcador sensible de dafio al DNA, reflejando los
efectos de la exposicién a diversos agentes genotdxicos y su evaluacién se realiza en
linfocitos de sangre periférica mediante el ensayo del citoma CBMN, pues es una técnica
estandarizada, validada y empleada a nivel mundial para estudios de monitoreo humano.
Sin embargo, su preparacién y evaluacién requieren gran tiempo y aunque se emplea un
volumen considerable de sangre solamente se evaltan 2,000 células. E1 mismo sistema
aplicado al estudio de microntcleos en células de descamacién de mucosas, resulta
igualmente laborioso, por lo que se propuso el uso de la citometria de flujo para evaluar
micronucleos en reticulocitos de sangre periférica, técnica que ya esta bien estandarizada
en roedores, en los que se ha demostrado que es sensible y especifica a los efectos de la
mayoria de los genotdxicos, es repetible y reproducible, ademads de que permite analizar
un gran nimero de células con poca cantidad de muestra, ddndole al estudio un alto poder
estadistico. Por ello, el sistema de MN en reticulocitos en muestras de sangre periférica
humanas puede reducir el tiempo empleado en el andlisis, ademas no se requieren cultivos
celulares para realizarlo y podrian evaluarse mas células que con microscopia dptica, pero
aun es necesario analizar si éste puede ser equiparable al sistema de MN en linfocitos, que
serfia el ensayo de referencia para su validacién, en su capacidad de detectar dafio

genotoxico.
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HIPOTESIS
La frecuencia de dafio genotdxico por micronucleos en linfocitos de sangre periférica de
donadores mostrard una correlacidén con la frecuencia de microntcleos evaluados en

reticulocitos de sangre periférica.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
e Explorar si dos sistemas utilizados para la evaluacién de dafio citogenético in vivo son
comparables en su capacidad para detectar los eventos de genotoxicidad en muestras

humanas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar por el método de CBMN la frecuencia de MN en linfocitos de sangre
periférica.

e Cuantificar por citometria de flujo la frecuencia de MN en reticulocitos de sangre

periférica.

e Comparar las frecuencias de MN obtenidas en los sistemas estudiados.

22



MATERIALES Y METODOS
CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA DE ESTUDIO
Se utilizaron muestras de una localidad control tomadas durante otro estudio de
monitoreo humano. Su uso fue aprobado por el comité de ética del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Auténoma de México, basado en
el Cédigo de FEtica para Personal Académico y regulaciones nacionales e internacionales.
El informe de consentimiento fue obtenido de los padres de los nifios que participaron en
este estudio. Se contd con un tamafio de muestra de 32 individuos, de 8 a 12 afios, de
ambos sexos, sanos sin desnutricion ni infecciones, pertenecientes a una comunidad rural-
agricola de Ixtenco, en Tlaxcala. Y aunque, este estudio no es propiamente de exposicién,
es importante mencionar que la zona donde habitan es una de transicién, pues hay
carreteras cercanas por lo que hay flujo constante de automdviles y se realizan actividades
como quema de lefla, por lo que los individuos estdn expuestos de manera “basal”
(contaminacion presente en practicamente todos los ambientes humanos). Las muestras
de sangre fueron tomadas por una enfermera especializada, con material nuevo y estéril.
Como referencia para el trabajo con citometria de flujo se usaron células de rata, que
también fue aprobado por el comité de ética.
EVALUACION DE MICRONUCLEOS EN LINFOCITOS DE SANGRE
PERIFERICA MEDIANTE EL ENSAYO DEL CITOMA CBMN
El ensayo del citoma CBMN o método de citocalasina-B se empleé para evaluar MN en
linfocitos de sangre periférica, de acuerdo con el protocolo propuesto por Fenech (2007),

como se indica a continuacidn:

SIEMBRA DE LINFOCITOS
Se sembraron 2 cultivos por cada donador. Cada cultivo contenia 4.3 mL de RPMI con
aminodcidos no esenciales y L-glutamina, al 1% cada uno, 0.5 mL de sangre periférica

enteray 200 uL de fitohemaglutinina, que estimula a las células para entren a ciclo celular.
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La sangre se resuspendié cuidando que no se formaran burbujas. Posteriormente, los
cultivos fueron incubados a 37 °C.

BLOQUEO DE CITOCINESIS
Transcurridas 44 horas, después de realizar la siembra de linfocitos, se afiadieron 4.5 pL
de la solucién stock de citocalasina-B (5 pug / pL, de la marca Sigma) por cada mililitro de
cultivo para arrestar la citocinesis del ciclo celular, impidiendo la separacién fisica del
citoplasma en dos células hijas durante la divisién celular, y los cultivos fueron colocados

de nuevo en incubacién a 37 °C por 28 horas mas.

COSECHA DE LINFOCITOS
Setenta y dos horas, desde el inicio de la siembra, se realizé la cosecha de linfocitos,
mediante centrifugaciéon a 298.2 g durante 10 min, se retiro el sobrenadante dejando 0.3
ml, se agit6 con vértex y enseguida a cada muestra se le afladieron 3 mL de fijador (etanol
y acido acético glacial (3:1)) sin dejar de agitar hasta que las muestras se mezclaron bien,
cuidando que no se formaran precipitados o coagulos y a continuacién se volvieron a
afadir 2 mL de fijador y se resuspendieron las muestras, que se volvieron a centrifugar y
se les retird el sobrenadante. Este procedimiento fue realizado 3 veces o hasta que el botén
quedd de color blanco y sin impurezas. En la tercera ocasion, después de retirar el
sobrenadante, se afiadieron 5 mL de fijador a cada una de las muestras y se guardaron en

refrigeracién hasta su uso.

PREPARACION, TINCION Y MONTAJE DE LAMINILLAS
Las muestras fueron retiradas de refrigeracién y se centrifugaron a 298.2 g a temperatura
ambiente durante cinco minutos, enseguida se retir6 el sobrenadante, dejando un poco de
éste para resuspender el paquete celular. Después se colocaron 5 gotas de cada muestra
sobre portaobjetos limpios y se dejaron secar para posteriormente observarlas al
microscopio. Se realiz6 la observacién de las laminillas, para asegurar la presencia de
células y que estuvieran bien distribuidas en la preparacién, con dos microscopios épticos
en contraste de fases, de las marcas Zeiss y Nikon. Las laminillas fueron etiquetadas con
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un codigo y guardadas en refrigeracion. Dos dias después las laminillas fueron tefiidas con
el colorante Giemsa-Wright (de la marca Sigma) al 4% en una caja de coplin, durante 5
minutos. Enseguida se enjuagaron con agua de la llave y se dejaron secar con el aire
ambiental. Transcurrido el tiempo, se observaron al microscopio 6ptico para corroborar
que se habian tefiido los nticleos y el citoplasma de las células y cuando esto ocurri6 fueron
guardadas en refrigeraciéon durante dos dias. Posteriormente, se realiz6 el montaje de las
laminillas, para esto se afladieron dos gotas de resina sintética (de la marca Entellan
Merck) sobre los portaobjetos y enseguida se colocaron los cubreobjetos, procurando que
no se formaran burbujas y se dejaron secar durante tres dfas. Finalmente, las laminillas

fueron guardadas hasta su analisis.

EVALUACION DE LAMINILLAS CON MICROSCOPIA OPTICA

Con microscopia 6ptica, en un aumento de 200X, primero se realiz6 el conteo de 500
células viables, en el que se registré el nimero de células mono-, bi-, tri- o multinucleadas
(mads de 4 nucleos) para cada cultivo celular, de acuerdo con el método de Eastmond y
Tucker (1989), y a continuacién, con un aumento de 1000X, se procedi6 a realizar la
evaluaciéon de 2,000 células binucleadas, en las cuales se determind algiin evento
genotoxico como MN, PNP, GN o citotéxico, como apoptosis y/o necrosis, con base en los
criterios establecidos por Fenech (2007), mencionados a continuacién:
A) Criterios de inclusién de células viables mono-, bi- y multinucleadas
Es importante medir la frecuencia de células viables mono-, bi- y multinucleadas para
determinar los efectos citostaticos y la tasa de divisién mitética, que son calculados usando
el indice de divisién nuclear (IN). Las células deben tener las siguientes caracteristicas:
a) Células con citoplasma intacto y con morfologia normal del nicleo; dichas células
pueden contener uno, dos, tres o mas nucleos.
b) Pueden o no contener uno o mas MN, GN y en el caso de células bi- y

multinucleadas pueden o no contener uno o mas PNP.
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B) Criterios de inclusién de células binucleadas

Para delimitar las células binucleadas con citocinesis bloqueada, deben cumplir con las

siguientes caracteristicas:

a)
b)

Las células deben ser binucleadas.

Los dos ntcleos de la célula binucleada deben presentar membranas nucleares
intactas y estar situados dentro del mismo limite citoplasmatico.

Los dos nucleos deben ser aproximadamente del mismo tamafio y el mismo patrén
e intensidad de color.

Los dos ntcleos pueden estar conectados por un delgado puente nucleoplasmico,
que no sea mas grueso que % del diametro nuclear.

Los dos ntcleos pueden estar juntos, pero no traslapados.

La membrana citoplasmatica de la célula binucleada debe estar intacta y
distinguible del citoplasma de células adyacentes.

C) Criterios para considerar y contar micronucleos

Los MN son morfolégicamente similares al nicleo principal, pero son de menor tamafo

y deben tener las siguientes caracteristicas:

a)

b)

El didmetro del MN en los linfocitos humanos suele variar entre 1/16 y 1/3 del
didmetro promedio de los nucleos principales, que corresponde a 1/256 y 1/9 de la
superficie de uno de los nticleos principales de una célula BN, respectivamente.
Los MN no refractan la luz, por lo tanto, pueden distinguirse facilmente de
artefactos tales como particulas de tincidn.

Los MN no estan vinculados o conectados a los nucleos principales.

Los MN pueden tocar, pero no se superponen con los nucleos principales y el
limite micronuclear debe distinguirse de la frontera nuclear.

Los MN normalmente tienen la misma intensidad de tincién que los nucleos
principales, pero ocasionalmente la tincién puede ser de diferente intensidad.
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DETERMINACION DE LOS EVENTOS REGISTRADOS EN LA
EVALUACION MICROSCOPICA

Para obtener el indice de nucleacion (IN), se empled la siguiente ecuacidn, considerando

las 500 células viables contadas inicialmente:

IN = M1 + (2M2) + (3M3) + 4M4

N

Donde, M1 = nimero de células con 1 nicleo (mononucleadas), M2 = niumero de células
con 2 nucleos (binucleadas), Ms = nimero de células con 3 nucleos (trinucleadas), M4 =
numero de células con 4 o mds nucleos (multinucleadas) y N = nimero total de células
viables contadas.
Y finalmente, para determinar la frecuencia de cada uno de los eventos (MN, PNP, GN,
apoptosis, necrosis y dafio combinado) se empled la siguiente férmula, tomando en cuenta
un minimo de 2000 células binucleadas:

Frecuencia X= (Numero de X encontrados/2000) x 1000
En donde Xes el evento evaluado.
EVALUACION DE MICRONUCLEOS EN RETICULOCITOS DE SANGRE
PERIFERICA EMPLEANDO CITOMETRIA DE FLUJO
El proceso de fijacion y parte de la tincién de las muestras se realizd con base en el
protocolo de Dertinger y cols. (2003) y la tincién con Naranja de tiazol (NT) y Hoechst
33342 se basé en el trabajo de Abramsson-Zetterbeg y cols. (2000) con modificaciones
propuestas por Montero y cols. (2016), para evaluar la presencia de reticulocitos
micronucleados (RET-MN) presentes en sangre periférica, empleando citometria de flujo,
en las mismas 32 muestras sanguineas provenientes de nifios en edad escolar evaluadas
con el ensayo del citoma CBMN. Como estdndar para esta técnica se usaron reticulocitos

de sangre periférica de rata.
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FIJACION DE MUESTRAS SANGUINEAS

La fijacién de las muestras se realizé en una habitacién a temperatura de 4 °C.
Previamente se diluy6 heparina con amortiguador de solucién salina de bicarbonato
(BBS) (0.9 g de NaCl (J. T. Baker, Lot. M47C56), 0.0444 g de NaHCOs (Sigma, Lot. 107F-
0568), 584 mg EDTA (Invitrogen, Lot. 1137951), y 200 mg de NaNs (Gibco BRL, Lot.
1068434)/ 100 mL de agua desionizada), pues se requirié para este punto.

Se tomaron y colocaron 100 pL de sangre de rata en 320 pL de solucién heparinizada (500
U/mL de amortiguador BBS) en frio y de sangre humana se tomaron 250 pL en 1.25 mL
de solucion heparinizada, mezcldndose con cuidado para homogeneizar. Posteriormente,
se tomaron y colocaron 180 de sangre diluida de rata en un criotubo que contenia 2 mL
de metanol (refrigerado a -80 °C, 48 h antes) y 400 pL de sangre de personas en 4 mL de
metanol, cuidando que la punta de la pipeta estuviera 1 cm por encima del metanol y que
la muestra cayera en el centro, en un sélo impulso y que no escurriera por las paredes,
durante este proceso se mantuvo la agitacién con un vortex, se tapd y se volvid a mezclar
con vortex durante 5 seg y después manualmente. Inmediatamente, las muestras fueron

guardadas a -80 °C en un ultracongelador hasta su uso (Dertinger y cols., 2003).

TINCION DE LAS MUESTRAS
Las muestras fijadas anteriormente fueron retiradas del ultracongelador y transportadas a
un ambiente a 4 °C. Posteriormente, se tom6 1 mL de muestra de humano y se agregd en
11 mL de amortiguador BBS (9 g de NaCl, 444 mg de NaHCOs3, 584 mg de EDTA, 200 mg
azida de sodio en 1 L de agua destilada) con 1% de suero fetal bovino (SFB) (ByProductos,
Lot. FB515001) frio y de la muestra de rata se tomaron 0.5 mL y se colocaron en 11.5 mL
soluciéon amortiguadora BBS con 1% de SFB y se mezclaron con vértex por 5 seg.
Enseguida, se realiz6 la centrifugacion de las muestras a 466 g durante 10 min, a 4 °C, para
lavarlas. Pasado el tiempo de centrifugacion, se aspir6 el sobrenadante y se dejaron
aproximadamente 100 pL de buffer para resuspender el botén. Durante este paso, se

prepar6 la mezcla para marcar a las células con los anticuerpos conjugados con
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fluorocromos, Anti-CD71-PE-Cy7 (BioLegend®, Lot. B198700) y Anti-CD61-PE
(BioLegend®, Lot. B197459), en tubos de citometria, como se indica en la tabla 2.

Después, de cada muestra de humano y de rata se tomaron 25 pL del botén resuspendido
y se colocaron en los tubos para citometria, que contenian la mezcla anteriormente
preparada, de acuerdo con la tabla 2, obteniendo un volumen final de 100 pL. Enseguida
fueron incubados en frio (2.5 °C) durante 30 minutos y luego a temperatura ambiente por

60 minutos, en condiciones de oscuridad.

Tabla 2. Concentraciones empleadas de fluorocromos conjugados con anticuerpos para el marcaje
de las células de intereés.

Anti-CD61-PE Anti-CD71-PE-Cy7 Amortiguador BBS + SFB
Tubo (marcaje plaquetario) (marcaje de reticulocitos (1%)
jovenes)
Control negativo humano - - 75 puL
Muestras de interés 1L 5uL 69 pL
(humano) (1:100) (5:100)
Control negativo (rata) - - 75 pL
Control positivo (rata) 1L 1uL 73 uL
(1:100) (1:100)
Control CD61 (rata) 1L - -
(1:100)
Control CD71 (rata) - 1pL 74 uL
(1:100)
Control Hoechst 33342 (rata) - - 75 uL
Control Naranja de tiazol = = 75 puL
(rata)

Se muestran las concentraciones empleadas de los anticuerpos conjugados con fluorocromos para un volumen final de
100 pL en cada muestra; en los estandares de rata se emplearon anticuerpos contra antigenos (receptores CD61 y CD71)
de este organismo, y en el caso de las muestras de interés (de humano) se emplearon anticuerpos contra los antigenos
CD61 y CD71 de humano.

Tabla 3. Fluorocromos empleados para marcaje celular de RNA y DNA.

Naranja de tiazol Hoechst 33342
Tubo (2,000,000 nM en etanol) (500 nM en agua destilada) Amortiguador BBS
(tifie RNA) (tifie DNA)
Controles negativos - - 2 mL
Muestras de interés y 2 mL 1.5 uL -
control positivo rata (1:5000) (1:1333)
Control Hoechst 33342 - 1.5 uL 2mL
rata (1:1333)
Control Naranja de tiazol 2 mL - -
rata (1:5000)

Indica las cantidades empleadas de los fluorocromos para cada muestra. Los controles negativos para la tincién con
naranja de tiazol y con Hoechst 33342, son controles negativos para humano y para rata, es decir, que no contienen

ningun tipo de fluorocromo y, los controles para los anticuerpos CD61 y CD71 de rata.
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Finalizado el tiempo de la segunda incubacioén, se realizé la tincién con los colorantes
Naranja de tiazol (Sigma, Lot. MRBL5381V) y Hoechst 33342 (Sigma, Lot. 074M4008V),
como se indica en la tabla 3.

En esta ocasion, las muestras fueron incubadas a 37 °C durante 1 hora, y al finalizar se
dejaron reposar 15 minutos a temperatura ambiente y luego fueron guardadas en
refrigeracién y oscuridad hasta su analisis (mdximo 16 horas después para evitar perder la

fluorescencia de los colorantes y de los fluorocromos, debido a la degradacién de éstos).

ADQUISICION DE EVENTOS EN EL CITOMETRO DE FLUJO

Las muestras fueron analizadas con el citometro de flujo Attune® Azul-Violeta, que
cuenta con un sistema hidrodindmico-acustico para alinear las células suspendidas en un
fluido que atraviesan un finisimo tubo transparente, lo que permite la evaluacién de
células individuales ( “singles’). Cuenta con un sistema de dos laseres, los cuales excitan a
los fluorocromos a longitudes de onda de 488 nm (azul) y a 405 nm (violeta), y con seis
canales (BL1, BL2, BL3, VL1, VL2, VL3; los tres primeros pertenecientes al laser azul y
los otros al laser violeta) que detectan las diferentes longitudes de onda emitidas por los

fluorocromos; ver tabla 4.

Tabla 4. Marcadores celulares identificados y fluorocromos usados para cada canal detector y

Idser.
Canal Léser Fluorocromo Espectro de emisién Marcador celular
detector (nm)
BL1-H Azul Naranja de tiazol (NT) 533 RNA
BL2-H Azul Ficoeritrina (PE) 570 CD61 (plaquetas)
BL3-H Azul PE-Cy7 780 CD71 (receptor de
transferrina)

VL1-H Violeta Hoechst 33342 460 DNA

Tomada de Montero y cols. (2016).

Como los eritrocitos, tanto inmaduros como maduros, tienden a aglutinarse, se empled

una segunda grafica de densidad, a partir de la region 1, que se puso en escala lineal y se
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eligieron los pardmetros de FSC-A (tamafio en drea, en el eje X) y FSC-H (tamafio en la
altura, en el eje Y), para tener células que concordaran en ambos pardmetros y asi
identificar inicamente a las células individuales, y luego se delimité una segunda regién
(R2) con una compuerta poligonal o ‘polygon gate’; a 45° de inclinacién, como se observa
en la figura 3.

Para distinguir los parametros de interés, se emplearon histogramas, usando la poblacién
celular en la regién 2, representando los canales BL1-H, BL2-H, BLE3-H y VL1-H para
detectar las fluorescencias de naranja de tiazol (533nm), ficoeritrina (570nm), ficoeritrina
Cy7 (780nm) y Hoechst 33342 (460 nm), respectivamente, ver tabla 4. Luego se
delimitaron las regiones o compuertas R3-R6 con la opcién “histogram gate”en cada uno
de ellos, para obtener las zonas donde la fluorescencia fue positiva para los diferentes
fluorocromos. En el primer histograma (Fig. 3), en la regién positiva para naranja de tiazol
(R3) se localizan las células con contenido de RNA, es decir, reticulocitos. En la regién
positiva del segundo histograma (R4) (Fig. 4) se encontraron células positivas para
ficoeritrina-Cy7, que estaba conjugado con el anticuerpo anti-CD71, por lo tanto se
obtuvieron reticulocitos que aun portaban el receptor de transferrina; en el tercer
histograma (R5) se encontraron las células positivas para ficoeritrina, que en este caso
correspondian a las plaquetas pues el fluorocromo empleado estaba conjugado con el
anticuerpo anti-CD61, marcaje plaquetario y en el cuarto histograma se delimito la region
positiva (R6), correspondiente a células nucleadas.

Para realizar la evaluacion, primeramente, se siguid el protocolo de encendido del equipo
y se verific6 que estuvieran en funcionamiento correcto. Se formé una carpeta para cada
experimento y se acondiciond un area de trabajo, previo al inicio de cada adquisicién en
el citometro.

El drea de trabajo para adquirir siempre consistié en: poner la primera grafica de densidad
o ‘density plot” en escala logaritmica para ambos ejes, elegir los pardmetros de tamafo

(FSC-H, del inglés: forward scatter o dispersién de frente, en el eje X) y de granularidad
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o complejidad (SSC-H, del inglés: side scatter o de dispersién de lado, en el eje Y) y
ademas se delimitd la regién 1 (R1) con una compuerta oval (oval gate), en donde
aparecen las células rojas de la sangre (eritrocitos totales) (figura 3).

Ya elaborado el espacio de trabajo, se prosiguié a realizar la compensacion, que es
importante porque a veces las fluorescencias emitidas por los distintos fluorocromos se
pueden traslapar. Para ello se ocuparon los controles de tincién preparados con muestra
de rata y en este punto se ajustaron los voltajes para posicionar a las poblaciones de la

primera grafica de densidad y de los histogramas.
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Figura 3. Espacio de trabajo para adquirir datos: En las graficas superiores se muestra la adquisicién con una muestra de rata y
en las gréficas inferiores se observa la adquisicién con una muestra humana. La primera grafica fue empleada para delimitar la
regién en la que se encuentran los eritrocitos totales (R1) y excluir otros tipos celulares; la segunda grafica se empled para
obtener células individuales, a partir de la regién R1 y delimitada como R2; el histograma corresponde al canal BL1-H, que
detecta la emisi6n del naranja de tiazol: si las células contenian RNA entonces daban positivo para este colorante, delimitando
asi la region positiva (R3). Se observa que el nimero de estas células en sangre de rata es mayor que en la sangre humana.
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Finalmente se analizaron las muestras de interés, pero primero se adquirieron el control
negativo de la muestra de humano, para visualizar las regiones negativas y el control
positivo de rata, para asegurar que la tincién fuera correcta, ya que en sangre hay mayor
frecuencia de reticulocitos en ratas que en humanos. En el histograma del canal BL1, por
cada adquisicion se obtuvieron aproximadamente 3,000 y 10,000 reticulocitos positivos a
naranja de tiazol en R3, en muestras de personas y de rata, respectivamente, realizando 6
adquisiciones por cada muestra humana, cada una de 300 pL. Y al final, los datos
recopilados se almacenaron junto con la configuracién y la matriz de compensacién en
un archivo que se ocup6 después para analizar la informacién en otra computadora, con

el software Attune® versién 2.1.
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Figura 4. Histogramas para delimitar las regiones positivas de los distintos fluorocromos. En la parte superior se observa la
adquisicién con muestra de rata y la parte inferior corresponde a la adquisicién con muestra humana. a) histogramas
correspondientes al canal BL2-H, que detecta le emisién de ficoeritrina, identificando y delimitando la regién positiva (R5),
perteneciente a las plaquetas; b) histogramas del canal BL3-H, que detecta la emisién de ficoeritrina-Cy7, correspondiente a
células portadoras del receptor de transferrina, delimitadas en la regién R4, observar que hay mayor fluorescencia en la muestra
de rata que en humano, corroborando asi que es mds bajo el porcentaje de reticulocitos CD71+ en humanos; y ¢) histogramas
del canal VL1-H, que detecta la emisién de Hoechst 33342, obteniendo la regién positiva R6, que delimita a células nucleadas.
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DETERMINACION DE REGIONES PARA OBTENER EVENTOS
El andlisis se realizd con el software citométrico Attune® version 2.1. Primero, con las
compuertas ya realizadas previamente, en el momento de la adquisicidn, se generaron
compuertas derivadas (derived gates) de la siguiente manera: NOT-R5 (para excluir a las
plaquetas) y NOT-R6 (para excluir a las células nucleadas), luego se seleccionaron en
conjunto estas dos compuertas (NOT-R5 AND NOT-R6) para excluirlas del estudio y
finalmente se selecciond la compuerta R2 como la poblacién en la cual se evaluaron los
MN, que corresponde solamente a los eritrocitos (NOT-R5 AND NOT-R6 AND R2). Esta
compuerta derivada fue empleada en las graficas que se muestran en la figura 5 para
obtener los siguientes datos: células naranja de tiazol positivas (reticulocitos) que
corresponden a R7, células positivas a naranja de tiazol y a Hoechst 33342 (reticulocitos
con micronucleos) que corresponden a R8, células negativas para ambos fluorocromos
(eritrocitos maduros) que corresponden a la region R9, en el cuadrante inferior izquierdo,
y células positivas a Hoechst y negativas a naranja de tiazol (eritrocitos maduros con
micronucleos) localizados en la regién R10. Se establecié un umbral de valor de 10 en la
grafica de VL1-H (canal de deteccién de la emisién de Hoechst 33342) vs BL1-H (canal
detector de la fluorescencia de naranja de tiazol) para separar claramente células negativas
o débilmente positivas de las mds brillantes en el canal BL1-H, para contar solo los
reticulocitos mas jovenes con mas RNA en el citoplasma y usar este parametro para
calcular la frecuencia de micronucleos en los reticulocitos (Fig. 5a). Para determinar la
cantidad de células CD71+ con y sin microntucleos, se utilizé6 un segundo grafico de
densidad que muestra los canales VL1-H vs BL3-H (canal detector de la fluorescencia de
ficoeritrina Cy7) (Fig. 5b), en la cual se usaron las regiones R11 y R12 para la evaluacion

de células positivas a CD71, y negativo (R13) o positivo (R14) a Hoechst.
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Figura 5. Gréficos de densidad correspondientes a muestras de humano (inferiores) y de rata (superioriores).

CUANTIFICACION DE EVENTOS

Como se menciond anteriormente, de cada muestra se realizaron seis adquisiciones en el

citémetro de flujo. Por lo tanto, la informacién correspondiente a cada region de las

graficas fue registrada en una hoja de Excel para realizar el analisis. Primero se sumaron

los datos obtenidos en las seis adquisiciones de cada muestra y luego se calcularon las

frecuencias de microntcleos como se presenta en la tabla 5.

Tabla 5. Pardmetros determinados usando la informacion obtenida de las regiones especificas.

Pardmetros determinados

Regiones especificas / subpoblacién evaluada*

Frec. Reticulocitos NT+

[ (R7+R8) / (NOT-R5 AND NOT-R6 AND R2) | x 100

Frec. Ret. CD71+

[ (R11+R12) / (NOT-R5 AND NOT-R6 AND R2) ] x 100

Frec. MN-RETNT+

[ R8/ (R7+R8) ] x 100 (solo reticulocitos NT+)

Frec. MN-ERYT

[R10/(R9 + R10) ] X 100 (sblo eritrocitos maduros)

Frec. MN-RETCD71+

[R12/ (R11+R12) ] X 100 (s6lo reticulocitos CD71+)

*Se refiere a la subpoblacién determinada para identificar las compuertas o las regiones. “Reticulocitos NT+” indica
toda la poblacidén de reticulocitos positiva a naranja de tiazol, en donde esta incluida toda la subpoblacién positiva

a CD71.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los programas estadisticos empleados para este trabajo fueron STATA® version 12 y
SPSS® versién 20.0. Con el primer programa se obtuvieron histogramas de distribucién
de los datos y se determind si correspondian a una normal mediante la prueba estadistica
de normalidad Shapiro-Wilk porque el tamafio de la muestra fue de n=32, considerando
valores de P<0.05 como significativos, cada una de las variables de estudio. Con el segundo
programa se realizé el andlisis estadistico para determinar si habia relacién entre los dos
sistemas evaluados, empleando la prueba estadistica de correlacién de Spearman, para
datos sin distribucién normal. Se compararon las frecuencias de MN de ambos sistemas;
del primer sistema se emplearon las variables de MN-RET, MN-RETCD71 y MN-ERYT y
del segundo MN-LINFBN y dafio total (que incluyé MN-LINFBN mas los eventos de dafio
combinado, es decir, mds de dos eventos genotdxicos (MN, PNP o GN) encontrados en
una célula, ya que los dos ultimos pueden contribuir a la formacién de MN (Kirsch-
Volders y cols., 2014)). Se consider6 un intervalo de confianza del 95% en las pruebas

estadisticas empleadas.
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RESULTADOS

Las 32 muestras utilizadas para este estudio correspondieron a nifios, de entre 8 a 12 afios,
de una comunidad rural-agricola del Estado de Tlaxcala y los resultados fueron
organizados de acuerdo con los dos sistemas evaluados para determinar las frecuencias de
MN.

DETERMINACION DE MICRONUCLEOS EN LINFOCITOS DE SANGRE
PERIFERICA

El indice de nucleacién (IN), para los diversos cultivos celulares de cada individuo, se
obtuvo del conteo de 500 células para determinar la frecuencia de éstas con 1, 2, 3 6 4
nucleos, con base en el método de Eastmond y Tucker (1989). El valor promedio de este
parametro fue de 1.92.

Para obtener la frecuencia de MN y otros eventos de genotoxicidad, como gemaciones
nucleares y puentes nucleoplasmicos en linfocitos, se evaluaron 2,000 células binucleadas
por individuo, estableciendo los eventos de acuerdo con la metodologia establecida por
Fenech (2007); las frecuencias obtenidas se observan en la tabla 6.

Se observa que para cada evento el valor minimo fue cero y en el caso de MN-LINFBN el
valor maximo fue de 6.50%o, es decir, que en algin(os) individuo(s) se encontraron hasta
7 MN por cada mil células evaluadas. En cuanto a las GN el valor maximo fue de 4.5%o, y
en el caso de dafio combinado y PNP fue de 5%o, indicando que por cada mil células
evaluadas en algtin(os) individuo(s) se encontraron hasta maximo 5 GN, 5 PNP y 5 eventos
de dafo combinado. Los valores de citotoxicidad, determinados por la proporcién de
células que expresan muerte celular, por apoptosis o necrosis, tiene valores maximos de 2
y 1, respectivamente. También se observa que el valor de la mediana de MN-LINFBN es

de 1.5%o.
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Tabla 6. Medidas de tendencia central en el ensayo del citoma CBMN, en células binucleadas.

MN GN PNP DC Apoptosis Necrosis
(%o0) (%o0) (%o0) (%o0) (%o0) (%o0)
Promedio 1.67 1.37 1.33 091 0.19 0.08
Desviacion 1.32 1.23 1.34 1.31 0.44 0.18
estandar
Mediana 1.50 1 1 0.50 0 0
Minimo 0 0 0 0 0 0
Maximo 6.50 450 5 5 2 0.50

MN (micronucleos); GN (gemaciones nucleares); PNP (puentes nucleopldsmicos); y DC (dafio combinado, més de dos
eventos de genotoxicidad encontrados en una célula). Se evaluaron 2,000 células binucleadas por individuo. %o -
eventos por cada mil células binucleadas.

CUANTIFICACION DE MICRONUCLEOS EN RETICULOCITOS DE SANGRE
PERIFERICA

Para realizar esta técnica se emplearon los protocolos propuestos por Dertinger y cols.
(2003) y por Abramsson-Zetterbeg y cols. (2000), con modificaciones de Montero y cols.
(2016), utilizando la citometria de flujo.

Primero se obtuvieron los valores de tendencia central de los datos sin procesar (Tabla 7)
y también los valores de las frecuencias de MN (marcados e identificados con el colorante
Hoechst 33342) en células rojas de la sangre, es decir, en eritrocitos maduros que por si
solos no expresaron fluorescencia, a menos que hubieran contenido MN (denominados
como MN-ERYT), y en sus precursores, tales como RET (marcados e identificados por su
contenido de RNA, gracias a la fluorescencia emitida de células que fueron positivas a
naranja de tiazol; los que contenian MN fueron positivos también para Hoechst 33342;
denominados MN-RET) y la fraccién mds joven de éstos, que son los reticulocitos
portadores del receptor de transferrina (RETCD71) (marcados e identificados con el
anticuerpo anti-CD71-PE-Cy7, ademas del colorante Hoechst 33342 si contenian MN,
denominados MN-RETCD71), asi como los porcentajes de RETNT y de RETCD71

presentes en sangre periférica; los valores se reportan en la tabla 8, y en la figura 6 se
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muestra un esquema que ejemplifica el tipo de células que se evaluaron en este estudio
con citometria de flujo y se indican sus respectivos porcentajes.

Las células portadoras del receptor de transferrina son una subpoblacién de los
reticulocitos por lo que su porcentaje equivale solamente a la fraccion de reticulocitos que
lo portan del total de los reticulocitos identificados con naranja de tiazol. En el esquema
también se observan los compartimentos de médula dsea y sangre periférica, pues el dafio
genotoxico ocurre durante la hematopoyesis en la médula, y el dafio se evalud en las
células que han entrado al torrente sanguineo.

En este caso, los valores minimos para cada variable en este sistema tienen mucha
variacién. De los datos sin procesar, el valor minimo de MN-RET fue de 5, mientras que
MN-RETCD71 y MN-ERYT de cero y los valores maximos son mas elevados en MN-RET
(1051) que en MN-RETCD71 (197) o MN-ERYT (253). Sin embargo, también el valor
maximo de RET evaluados fue de 26,169 y RETCD71 de 3,349, siendo mads bajo éste
segundo. Por esta razon, también al determinar las frecuencias de MN en los dos tipos de
reticulocitos, se ve incrementado en RETCD71 a comparacién de los RET, siendo en
promedio de 7.22% y de 3.66%, respectivamente, y también sus medianas se van

desplazando hacia la derecha (6.33% y 3.65%).

Tabla 7. Medidas de tendencia central de los datos obtenidos antes de calcular las frecuencias.

MN-RET MN-EYRT MN-RETCD71 RET RETCD71
Promedio 440 104 81 12,119 1,178
Desviacion 283 67 56 6,124 751
estandar
Mediana 388 113 81 9968 1210
Minimo 5 0 0 3466 179
Maéximo 1051 253 197 26169 3349

Datos sin procesar.

Para obtener estos nimeros se hicieron seis adquisiciones en el citémetro por cada muestra.
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Tabla 8. Medidas de tendencia central en la evaluacion con citometria de flujo.

MN-RET MN-ERYT MN-RETCD71 RET? RETCD71b

(%) (%) (%) (%) (%)

Promedio 3.66 0.006 7.22 0.89 0.08

Desviacién 2.15 0.003 4.83 0.51 0.05
estandar

Mediana 3.65 0.005 6.33 0.80 0.07

Minimo 0.14 0 0 0.32 0.02

Maximo 11.20 0.02 20.41 2.92 0.22

Se reportan los porcentajes de RET y RETCD71, asi como las frecuencias de MN en RET (positivos a NT), en
RETCD71 (portadores del receptor de transferrina) y en ERYT (eritrocitos maduros). % - representa el porcentaje
de cada evento de interés respecto al total de células evaluadas en cada caso, segtin se explica en el texto. a. % de
RET con base en la poblacién total de eritrocitos. b. % de RETCD71 con base en la poblacién total de RET.

CORRELACION ENTRE LAS FRECUENCIAS DE MICRONUCLEOS EN

LOS DOS SISTEMAS
Primero se emple¢ la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para ver la distribucién de
los datos y determinar si presentaban una distribucién normal y, con una significancia de
P<0.05, se concluyd que los datos no corresponden a una normal, con excepcion de la
variable de MN-ERYT, como se observa en la tabla 9. Los valores de P delas otras variables
(MN-RET, MN-RETCD71, RET, RETCD71, MN-LINFBN y dafo total CBMN (que
incluyen células binucleadas con MN y células binucleadas con dafio combinado))

informan que no corresponden a una distribucién normal.

Tabla 9. Estadistico de normalidad (Shapiro- Wilk n<50).

Shapiro-Wilk

Estadistico de prueba gl Valor de P
MN-RET (%) 0.914 32 0.014*
MN-ERYT (%) 0.959 32 0.262
MN-RETCD71 (%) 0.915 32 0.015*
RET (%) 0.817 32 0.000*
RETCD71 (%) 0.902 32 0.007*
MN-LINFBN (%o) 0.870 32 0.001*
Daiio total CBMN (%o0) 0.876 32 0.002*

*Variables con valor de P<0.05, lo que significa que no presentan una distribucién normal. g.1= grados de libertad,
con n=32.
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Como el nivel de significancia, en la prueba de normalidad para determinar la
distribucién de los datos, no resultd significativo, mas que para la variable MN-ERYT, se
ocupd la prueba de correlacién no paramétrica de Spearman para obtener el coeficiente
de relacién entre las variables de evaluacién de dafio citogenético (MN-RET, MN-ERYT,
MN-RETCD71, MN-LINFBN, daiio total CBMN (MN-LINFBN + dafio combinado en una
célula binucleada). Valores de F<0.05 fueron considerados como estadisticamente
significativos para esta prueba estadistica.

La prueba estadistica de Spearman indicé que no existe relacion entre los dos sistemas de
evaluacién de dafio genotdxico, MN-RET y MN-LINBN, evaluados con CF y mediante el
ensayo del citoma CBMN, respectivamente. Este resultado se sustenta ya que los valores
de probabilidad no son estadisticamente significativos, como se observa en la tabla 10
(relacién numérica) y en la figura 7 (relaciones graficas entre algunas de las variables),
donde se observa una dispersion de los datos, alejindose de la linea de los valores
esperados. Por lo tanto, se concluyd que los sistemas no son equiparables en su capacidad

de detectar dafio genotdxico en muestras humanas de nifios sanos, siendo mayor la

frecuencia de MN-RET que MN-LINFBN.

Tabla 10. Relacion numérica (correlacion de Spearman).

Correlacion de Spearman
Estadistico de prueba n Valor de P
MN-RET vs MN-LINFBN 0.483 32 0.129
MN-RET vs dafio total CBMN -0.877 32 0.280
MN-RETCD71 vs MN-LINFBN 0.044 32 0.813
MN-RETCD?71 vs dafio total CBMN 0.203 32 0.265

Se observa la relacion numérica entre las variables obtenidas con los dos sistemas de evaluacién de dafio citogenético,
ensayo del citoma CBMN y RET-MN empleando citometria de flujo. Valores estadisticamente no significativos, por lo
tanto, no existe relacion entre las variables (P<0.05).
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Figura 7. Relacién grafica entre algunas variables obtenidas con los dos sistemas de evaluacién de dafio citogenético,
ensayo del citoma CBMN y RET-MN empleado citometria de flujo. La relacién entre las variables fue determinada con
el andlisis de correlacién de Spearman, considerando valores de P<0.05 como estadisticamente significativos. Las gréficas
de relacién representan lo siguiente: a) MN-RETNT+ vs MN-LINFBN, con valor de R?=0.0016 con valor “rho” =0.04 y b)
MN-RETNT+ vs dafio total CBMN, valor de R?=0.0394 con valor de “rho”=0.20; P<0.05 en los dos casos, indicando que
no existe relacion entre las variables.
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DISCUSION

Las muestras empleadas, para determinar la relacién de los dos sistemas de evaluacién de
dafio citogenético, fueron provenientes de nifios, de entre 8 y 12 afios, del Estado de
Tlaxcala, los cuales estdn expuestos ambientalmente de manera “basal”, contaminacion
presente en practicamente todos los ambientes que habita el ser humano, relacionandose,
principalmente, con el humo originado por la quema de combustibles.

Se evaluaron linfocitos de sangre periférica en el ensayo del citoma CBMN vy reticulocitos
de sangre periférica en la evaluacién automatica con citometria de flujo para determinar
las frecuencias de dafio genotdxico; numéricamente los valores obtenidos en este estudio
son equiparables con los reportados en otros estudios realizados en nifios, para ambas
metodologias; ver tablas 11 y 13. Sin embargo, no se encontré correlaciéon entre los dos
sistemas, siendo mayor la frecuencia de microntcleos en reticulocitos comparada con la
de linfocitos. Esto podria deberse a que presentan una vida divergente, es decir, primero
que la tasa de recambio es mayor en el linaje eritrocitario (intervalo mitético “IM” de 16
h) que en el linaje linfocitico (con IM de 24 h), segundo, que la produccién del linaje
eritrocitario se restringe a la médula dsea y maduran ahi mismo y posteriormente en la
sangre periférica, teniendo un tiempo de vida de 120 dias, mientras que el linaje
linfocitico, aunque puede ser originado en médula dsea, su tiempo de vida es muy corto
(3-5 dias), mientras que las que se producen en los ganglios linféticos tienen periodos de
vida mas prolongados (meses a afios), siendo estos linfocitos los que encontramos
mayormente en la sangre periférica. Por lo tanto, aunque se emplearon muestras de sangre
periférica para este trabajo, es muy probable que los dos tipos celulares evaluados hayan
sido originados en tejidos diferentes y con tasas de recambio mads altas para los eritrocitos,
lo que los haria mas susceptibles de sufrir dafio al DNA. Esta misma alta tasa de recambio
llevara a la rdpida eliminacién de las células dafiadas, por lo que se considera que la
presencia de MN en reticulocitos informa sobre dafio reciente en el organismo, mientras

que, en linfocitos el dafio podria ser mas antiguo (Costa y cols., 2011).
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EVALUACION DE DANO GENOTOXICO EN LINFOCITOS DE SANGRE
PERIFERICA

El ensayo del citoma CBMN se ha convertido en uno de los métodos mayormente
empleado para medir dafio cromosémico en linfocitos humanos (Fenech, 2006, 2007), ya
que ademads de evaluar la frecuencia de microntcleos en células binucleadas, un
biomarcador de ruptura cromosémica y/o pérdida cromosémica, también permite medir
otros importantes biomarcadores (Chen y cols., 2010; Fenech, 2010; Thierens y Vral,
2009) como son los PNP, un biomarcador de la reparacién errénea de DNA y/o fusién
terminal de los telémeros que representan cromosomas dicéntricos y en anillo, asi como
las GN, un biomarcador de eliminacién de DNA amplificado y/o complejos de reparaciéon
de DNA (Fenech, 2010; Fenech y cols., 2003; Umegaki y Fenech 2000).

Las frecuencias de MN (1.67%o), PNP (1.32%o0) y GN (1.37%0) obtenidas en este estudio
son numéricamente similares a las reportadas en otros trabajos realizados en nifios, de
entre 4 a 14 afios, especificamente con los resultados de nifios pertenecientes a los grupos
controles, como se indica en la tabla 11, presentando variaciones entre cada poblacidn.
Aunque los valores de este trabajo son numéricamente mas bajos que los que reportaron
en los estudios de Milosevic y cols. (2005) y de Gajski y cols. (2010), los rangos pueden
ser equiparables y las diferencias pueden deberse, posiblemente, a cambios poblacionales,
de estilos de vida, etc. de cada grupo de estudio.

Otro parametro que comparamos con los estudios que lo reportan (ver tabla 11), es el
indice de nucleacién (IN), que es una medida de la respuesta al mitégeno empleado,
fitohemaglutinina, que estimula a los linfocitos T en cultivo para que entren a divisién
celular; este valor puede ir de 1 hasta mas de 2, en las condiciones de cultivo, siendo 1 el
mas bajo posible (indicando que las células no se han podido dividir, por lo tanto, son
mononucleadas) y los valores cercanos a 2, indican que la mayoria de las células en los
diferentes cultivos completaron una divisién celular y, por lo tanto, casi todas son

binucleadas (Fenech, 2007). El valor en esta investigacion fue de 1.92 el cual, ademds de
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encontrarse en los rangos reportados por Fenech (2007), se asemeja al IN reportado en el

grupo de nifios controles en otros estudios, como se observa en la tabla 11.

Tabla 11. Frecuencias de MIN-LINFBN, en el ensayo del citoma CBMN, reportadas en otros estudios.

Exposiciéon Frec. MN Frec. MN Otros parametros Tipo celular; método de Referencias
Grupo Grupo expuesto (%o0; excepto IN) andlisis; caracteristicas del
control (%0) grupo de estudio
(%0)
Bifenilos policlorados Linfocitos de sangre periférica; | Milosevic y cols.,
y metales pesados 3.30 8.13 - método de citocalasina-B; un | 2005
n= 61 (n=25) (n=36) dia de nacidos
Radiaciéon X 3.10 6.10 IN (a: 2; d: 2.20) Linfocitos de sangre periférica; | Gajskiy cols.,
n=20 (antes: a) (después: d) PNP (a: 2.20; d: 5.25) | método de citocalasina-B; | 2010
GN (a: 1.75; d: 4.05) | nifios de 4 a 14 afos con
enfermedad pulmonar

Contaminacién 2 7.4 Linfocitos de sangre periférica; | Zotti-Martelli y
radioactiva (n=30) (afectados, n=16); - método de citocalasina-B; | cols., 1999
n=74 3.61 nifios de 9 a 14 afios (afectados

(no afectados, con tumor de la glindula

n=28) tiroides)

Contaminacién en 1.10 - Linfocitos de sangre periférica; | Datos no
zona urbana en IN (1.70) método de citocalasina-B; | publicados,
Ecatepec, Edo. de PNP (0.53) nifios en edad escolar obtenidos en el
México GN (3.02) laboratorio
n=62
Contaminacién basal 1.67 - Linfocitos de sangre periférica; | Este estudio
en zona rural del IN (1.92) método de citocalasina-B;
Edo. de Tlaxcala PNP (1.32) nifios de 8 a 12 afios
n=32 GN (1.37)

Se observan las frecuencias de microntcleos (MN) en linfocitos de sangre periférica en muestras de nifios de entre 4-14 afios, reportadas en
otros estudios que realizaron biomonitoreo humano, mediante el ensayo del citoma CBMN; indice de nucleacién (IN), gemaciones nucleares
(GN); puentes nucleopldsmicos (PNP).

EVALUACION DE DANO GENOTOXICO EN RETICULOCITOS DE SANGRE
PERIFERICA
En afios recientes se han desarrollado metodologias y técnicas automatizadas que

permiten la evaluacién de dafio citogenético en muestras humanas para obtener las
frecuencias de micronucleos en reticulocitos (MN-RET) de sangre periférica, como el uso
de la citometria de flujo, ya que de esta manera se reducen los tiempos de analisis, ademas
de obtenerse un alto poder estadistico debido a que se pueden evaluar mas células que con

microscopia éptica (Cervantes-Rios, 2014).
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Aunque esta técnica sigue en desarrollo para analizar muestras humanas, en este estudio
se evaluaron muestras de sangre periférica de nifios, de entre 8 a 12 afios habitantes de
una comunidad rural-agricola, obteniendo porcentajes similares a los que reportaron
otros autores (ver tabla 12) de RET de 0.89% y de la subpoblaciéon de éstos, los RET-CD71
(portadores del receptor de transferrina), de 0.08%. Como se observa, los valores de los
RET-CD71 son muy bajos comparados con el porcentaje de reticulocitos identificados por
su contenido de RNA en el citoplasma (ver tabla 7). Esto debido a que, de acuerdo con
Woolley y colaboradores (2005), el receptor de transferrina se pierde rdpidamente en la
maduracién de este tipo celular en sangre, mientras que el contenido de RNA, detectado
por el colorante naranja de tiazol, toma de 24-48 horas para ser metabolizado (Bessman,
1990; Hughes-Jones y Wickramasinghe, 1996), permitiendo que en estas ultimas células
se puedan detectar eventos de dafio genotéxico reciente (Montero y cols., 2016). Por lo
tanto, se considera pertinente enfocarse en el marcador de identificacién de RNA en

citoplasma en los reticulocitos para evaluar MN.

Tabla 12. Frecuencias reportadas de reticulocitos en sangre periférica en humanos.

Marcadores de identificaciéon Referencias
RNA en citoplasma Receptor de transferrina CD71*
(%) (%)
0.5-3 - Hatton y cols., 2013
- 0.05-0.5 Dertinger y cols., 2003; 2002
3.9 0.1 Montero y cols., 2016
0.89 0.08 Este estudio

Tomada y modificada de Montero y cols., 2016. *: Reticulocitos portadores del receptor de transferrina
(subpoblacién mas joven de este tipo de células). Este receptor se pierde rapidamente en la maduracién de estas
células en sangre.

En cuanto a las frecuencias de MN, los resultados de esta investigacién no son
numéricamente equiparables con los valores reportados en otros estudios (ver tabla 13),
tal vez porque aquellos se enfocaron s6lo en la identificacién de RETCD71 para evaluar
MN. En este trabajo se usé la poblacion celular mayor, reconocida por el contenido de

RNA en su citoplasma (Tablas 7 y 8), los RET.
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Las frecuencias promedio de MN en reticulocitos en este trabajo, identificados por su
contenido de RNA en citoplasma, fueron de 3.658%, y en cuanto a MN-RETCD71 de
7.219%, siendo mas elevada en esta subpoblacién que en la total de reticulocitos. Esto
puede explicarse porque el promedio de la suma total de los datos sin procesar de las 32
muestras analizadas, para reticulocitos identificados por su contenido de RNA fue de
12,119 y en éstos se identificaron 440 MN, en promedio (ver Tabla 7) y en la subpoblaciéon
de reticulocitos, los RET-CD71, el promedio fue de 1,178 y en éstos se identificaron 81
MN, corroborando que hay mas reticulocitos identificados por su contenido de RNA que
por el receptor de transferrina CD71, y por lo tanto, al momento de determinar las
frecuencias, se ve mas elevado el nimero de MN en RETCD71 que en RET. Estos nimeros
son superiores a los reportados anteriormente en nifios (Montero y cols., 2016) de la
misma comunidad, lo cual indica que la distribucién de estos datos es mayor a lo descrito
anteriormente y que al incrementar el numero de estudios se tendrd una mejor
determinacién de los valores basales. No obstante, es de esperar que la distribucion
probablemente varie entre poblaciones, de la misma manera que varia la frecuencia de
MN en el sistema de MN en linfocitos (Alvarado-Hernandez y cols., 2013), mostrado en
tabla 11.

Todo lo anterior, nos indica que se requiere seguir estandarizando y usando la evaluacion
de MN-RET para poder determinar las frecuencias basales de dafio genotdxico en este tipo
celular en poblaciones sanas y, posteriormente, emplear universal y ampliamente el

sistema en estudios de monitoreo humano.
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Tabla 13. Frecuencias de MIN-RET en nifios, reportadas en otros estudios que emplearon la citometria

de flujo.
Exposicién Frec. MN-RET | Frec. MN-RETCD71 Referencias
(%) (%)
Rayos X por tomografia computarizada o cateterismo 0.1 (STC, n=11)
cardfaco - a:0.17;d: 0.22 (HTC, | Khattaby cols., 2017 *
n=21 n=10)
Comunidad agricola en Tlaxcala 1.5 6.8 Montero y cols., 2016
n=20 nifios *t
Infeccién y desnutriciéon 0.44 (BN, n=18)
n=76 - 1.08 (BNI, n=23) Cervantes- Rios y cols.,
1.63 (DESMI, n=21) 2014~
2.02 (DESGI, n=14)
Infantes expuestos transplacentariamente a - 1.67 (CU) Witt y cols., 2007 *
zidovudina 1.55 (0-3 dias)
n=12 0.45 (4-6 semanas)
0.12 (4-6 meses%o)
Contaminacién basal en zona rural-agricola del Edo. 3.65 7.2 Este estudio *t°
De Tlaxcala
n=32

Estudios que reportan las frecuencias de microntcleos en poblacién de reticulocitos (MN-RETNT+ y MN-RETCD71+) en

muestras de sangre periférica de nifios y en muestras de cordén umbilical (CU), empleando citometria de flujo. STC, significa

nifios sin historial de tomografias computarizadas; HTC, nifios con historial de tomografias computarizadas; a, antes; d,

después; BN, nifios bien nutridos; BNI, nifios bien nutridos con infecciones; DESMI, nifios con desnutricién moderada e

infecciones; DESGI, nifios con desnutricién grave e infecciones. * Basados en el protocolo de Dertinger y cols. (2007; 2003;

2004); T con base en protocolo de Bemis y cols. (2008); ° con base en el protocolo de Abramsson y cols. (2000).

RELACION ENTRE LOS SISTEMAS DE EVALUACION DE DANO
CITOGENETICO, MN-LINFBN Y MN-RET, EN SU CAPACIDAD PARA
DETECTAR EVENTOS DE GENOTOXICIDAD EN MUESTRAS HUMANAS

Por un lado, el ensayo del citoma CBMN emplea linfocitos para realizar la evaluacién de
dafio genotdxico, mientras que la técnica de RET-MN emplea reticulocitos.

Aunque ambos tipos celulares se producen en la médula ésea y circulan en sangre
periférica, la poblacion eritroide es exclusiva de estos compartimentos, mientras que la
linfoide puede residir y/o madurar en otros érganos y tejidos como el bazo, el timo, los
ganglios y los nédulos linfaticos (Miale, 1985). Los linfocitos pueden diferenciarse en dos
tipos principales, los B y los T, que en sangre periférica corresponden al 20% y 80%,
respectivamente (Martinez y col., 2002). Asimismo, su tiempo de vida puede extenderse

de meses hasta afios, contrario a los reticulocitos que tienen una vida promedio de 120
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dias (Martinez y Sanmiguel, 2002). Estas diferencias sugieren que en linfocitos se evalia
un dafo mas duradero que en los reticulocitos, pues debido a que los linfocitos tienen
periodos de vida mads largos, el recambio es menor que en el linaje eritroide. Las células
linfocitarias iniciales que pueden dividirse corresponden a 2x10'!y las células del linaje
eritroide iniciales son 1.5x10!!, pero tienen intervalos mitéticos de 24 y 16 horas,
respectivamente (Miale, 1985), es decir, que en dicho tiempo alcanzan el doble de la
poblacion inicial, lo que hace mas susceptibles de sufrir dafio al DNA a los reticulocitos.
Sin embargo, cuando existe un factor ambiental constante, como la exposicién a
plaguicidas, pueden elevarse las frecuencias de MN en ambos sistemas y por lo tanto se
correlacionaria, como lo reporté Costa y cols. (2011), o por otro lado, en exposiciones
agudas a yodo radioactivo aplicado con fines médicos para combatir el cancer de tiroides,
Stopper y cols. (2005) vieron una fuerte correlaciéon en el incremento de dafio al DNA
inducido por el ultimo tratamiento en ambos tipos celulares, debido a que el yodo emite
radiacion, que es un agente capaz de dafar a todas las células. Asi, bajo un reto continuo
de exposicién, como en las exposiciones ocupaciones o con fines médicos, seria de esperar
que los MN incrementen en los dos sistemas. Sin embargo, en el presente trabajo se busco
la correlacién en muestras de nifios que no tienen exposiciéon ocupacional ni por causas
médicas, sino una exposicion ambiental “de fondo”, relacionada con humo de
combustibles y no se observo dicha correlacidon.

Finalmente, también es importante remarcar que con el ensayo del citoma CBMN se
evaluaron hasta 2,000 células binucleadas, mientras que con la técnica de conteo de MN-
RET empleando citometria de flujo, se analizaron en promedio hasta 12,119 células,
incrementando tanto el nimero de células evaluadas como la posibilidad de encontrar
mayor cantidad de MN. De hecho, con la técnica de citometria, la frecuencia de MN se
reporta en porcentaje, mientras que con la del ensayo del citoma CBMN, se describen los
eventos por mil células (%o), ademds de que, en la primera, no hay valor cero en la

frecuencia de MN, mientras que en MN-LINFBN si se tienen valores de cero posiblemente
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porque se evaluaron hasta 2,000 células, pero no quiere decir que no hay MN en dichas
células, sino que tendrian que evaluarse mas para encontrar al menos uno, pero no hay
certeza en cudntas células mas se podria encontrar. Respecto a los valores de la mediana
se localizan en puntos diferentes. Este valor en MN-RET es de 3.65%, mientras que MN-
LINFBN es de 1.5%o, observando que la distribucién se desplaza hacia la izquierda en

MN-LINF, como se observa en los graficos de la figura 8.
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Figura 8. Graficas de distribucién de las frecuencias de MN (8 categorias): a) microntcleos en linfocitos (MN-LINF)
binucleados y b) microntcleos en reticulocitos (MN-RET). El porcentaje corresponde a los individuos que entran en

cada una de las categorias de las frecuencias de MN en ambos sistemas.
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CONCLUSIONES
Aunque se analizaron muestras de sangre periférica para determinar las frecuencias
de MN, a través de los sistemas de MN en linfocitos binucleados y en reticulocitos, no
se encontrd correlacién entre ambos indicadores.
En condiciones de alta exposicién o de una exposicidn crénica se esperaria que hubiera
una clara correlacién entre el dafio genotéxico producido en uno y otro tipo celular,
como lo reportaron en otros estudios.
Valores de MN en el sistema de MN-LINF es similar a los reportados en otros estudios
realizados en nifios, de entre 4-14 afios, especificamente con los resultados de los
grupos control, aunque presentan variaciones, posiblemente debido a las diferencias
poblaciones, estilos de vida, etc.
Las diferencias entre las frecuencias de MN en ambos tipos celulares podrian ser
adjudicadas a las vidas divergentes que expresan, ya que los reticulocitos tienen tasas
de recambio mas rapidas y su periodo de vida es mas corto (120 dias) comparado con
los linfocitos (periodo de vida que puede llegar de meses hasta afios), y debido a que
los donadores no presentan una exposicién ocupacional ni con fines médicos, la
presién de la exposicién ambiental es baja y por lo tanto, no afecta por igual a ambos
tipos celulares, ejerciendo mayor presion en las células en constante proliferacion, que
son los reticulocitos.
El alto nimero de células evaluadas en el sistema de MN en reticulocitos permite
encontrar una frecuencia basal de MN en cada muestra porque permite analizar mayor

cantidad de células que con microscopia dptica.

PERSPECTIVAS
Continuar con la estandarizacién de la técnica de evaluacidon de MN en reticulocitos
de sangre periférica en muestras humanas, debido a las variaciones que se observan en

la frecuencia basal.
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e Aumentar el tamafio de la muestra de individuos control, y hacer otros estudios en

nifios, en jovenes y en adultos, hombres y mujeres.
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