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ReStAifMen 

La prueba de micronúcleos (MN), sirve para detectar daño al DNA y se realiza en 

tejidos en proliferación. Los MN son fragmentos de cromosomas o cromosomas 

completos que se pierden durante la mitosis y se incrementan cuando los organismos 

se exponen a agentes genotóXicos. Previamente ha sido demostrada la presencia de 

eritrocitos micronucleados (EMN) espontáneos en humanos recién nacidos prematuros, 

no así en neonatos nacidos a ténmino o en adultos. En algunas enfermedades los EMN 

se encuentran incrementados, como consecuencia del aumento en la producción de 

radicales libres, lo que a su vez incrementa el daño al DNA con esto surge la duda de 

si diversas patologías, que involucren la fonmación de radicales libres durante el 

embarazo, son condicionantes de teratogénesis potencial para el producto. El objetivo 

del presente trabajo de tesis fue comparar los valores de EMN en recién nacidos 

prematuros de madres con diabetes mellitus (OM), hipertensión arterial (HTA) e infección 

vaginal (MJ) con los valores de hijos de madres sin patología 

Se tomaron 75 muestras de sangre de recién nacidos prematuros y se agruparon de 

acuerdo a la enfermedad de la madre. Grupo ( 1 ): hijos de madres sin pato logia, (2): 

con IW, (3): con HTA (4): con DM. Se realizaron frotis y se contaron los EMN en 

1 0,000 eritrocitos totales mediante microscopia de fluorescencia Los resultados fueron 

analizados con prueba t de Student 

Comparativamente con el grupo de madres sin patología, el número de EMN en los 

grupos de madres con MJ y HTA estuvo incrementado, si bien las diferencias no fueron 

significativas, mientras que el grupo de madres con DM mostró diferencia 

estadísticamente significativa (p<O.OS), esto pudiera ser una de las causas de la alta 

frecuencia de malfonmaciones en hijos de madres con DM. Por otro lado, también se 

hicieron comparaciones por género y por administración o no de ácido fólfco durante la 

gestación, con lo cual se observó menor número de EMN en las niñas y en los hijos 

de madres con ácido fálico, pero sin llegar a ser estadísticamente significativa dicha 

diferencia. 



Todos los organismos vivos están expuestos constantemente a elementos que por sus 

propiedades fisicas, quimicas o biológicas al ser ingeridos, inhalados, aplicados 

tópicamente o inyectados, son capaces de provocar alteraciones orgánicas, funcionales y 

aún la muerte (1 ,2). Tal exposición puede ser inadvertida, accidental o incluso inevitable 

o intencional. Algunos de estos elementos son 'inocuos', pero una parte de ellos 

pueden provocar reacciones biológicas de naturaleza fanmacológica o tóxica. A menudo 

estas reacciones dependen de la conversión de sustancias absorbidas en un metabolito 

activo, que puede provocar con ello fenómenos de mutagenicidad, teratogenicidad o 

carcinogenicidad (3-6). 

• Pruebas de genotoxicidad 

Las pruebas para la detección de agentes que dañan al DNA" son de gran importancia, 

ya que los compuestos genotóxicos tienen la capacidad de alterar el material genético 

en Jos organismos, incluido el /ser humano (7), además pueden tener efectos 

teratogénicos (8), mutaciones en células genminales (7), inducir enfermedades cardiacas 

(7,9), influir en procesos de envejecimiento (7), e inducir mutaciones en células 

somáticas que pueden contribuir al desarrollo del cáncer ( 1 0-12). 

Una alternatiVa para detenminar daño citogenético es la prueba de eritrocitos 

micronucleados CEMN) en sangre periférica. ( 13, 14). Esta prueba ofrece resultados claros 

y contundentes, la posibilidad de trabajarla in iiMJ y la necesidad de sólo una gota de 

sangre para el estudio, lo que la hace una prueba sencilla, rápida y económica 

• Micronúcleos 

Los micronúdeos CMN) son cromosomas completos o fragmentos de cromosomas que 

quedan fuera del núdeo en mitosis ( 14, 15). En hematologia, los MN se conocen como 

.cuerpos de Howeii-Jolly, su fonma es. generalmente redonda o almendrada, con un 

diámetro que varia generalmente desde 1/20 a 1/5 (0.4 a 1.6 micras) del tamaño nonmal 



de un eritrocito (14,16). Los MN se presentan de manera espontánea en sangre 

periférica en algunas· especies ( 17, 18, 19) y se incrementan cuando el organismo se 

expone a genotóxicos (20,21 ). Su formación se basa en el siguiente principio: en 

anafase, cualquier fragmento cromosómico que no posea centrómero no podrá 

integrarse a un núcleo, por carecer del elemento indispensable para orientarse en el 

huso acromático, situación que sucederá también en los cromosomas completos en Jos 

que el huso mitótico se dañe. Después de la telofase, Jos cromosomas normales darán 

origen a los núcleos de las células hijas. Los elementos rezagados quedan incluidos en 

el citoplasma de las células hijas y una proporción de éstos es transformada en uno o 

varios núcleos secundarios, mucho más pequeños que el núcleo principal, por lo que 

son llamados MN (Figura 1) (22). 

Clastógeno Aneuploidógeno 

Figura l. Formación de micronúcleos 

• Agentes micronucleogénicos 

Los agentes micronucleogénicos se clasifican en dos tipos de acuerdo a su mecanismo 

de acción: 



Aneuploidogenos: Los cuales bloquean la formación del huso mitótico, lo que origina 

rezagos de cromosomas completos, que no serán incluidos en el nucleo de las células 

hijas (22,23), como colchicina, taxol, vinblastina y vincristina. 

Clastogenos: Los cuales rompen las hebras de DNA, estos pueden ser analogos de base 

y actuar por intercalarse en las hebras de DNA, lo que inhibe su síntesis y ocasionan 

posteriormente un debilitamiento de enlaces, lo cual puede producir fracturas 

cromosómicas (24), como las radiaciones y medicamentos antineoplasicos como 

ciclofosfamida, arabinosa-C, metotrexate, entre otros. 

• Prueba de micronúcleos 

La prueba de MN in VIVo detecta agentes clastogénicos que rompen cromosomas, así 

como aneuploidogénicos que dañan el huso mitótico, mediante la identificación de 

fragmentos acéntricos o cromosomas rezagados, que al quedar fuera del nucleo fonman 

estas estructuras (22,23). Ambos efectos se diferencian por el tamaño de los MN o por 

ausencia o presencia de centrómero ( 13,22,23,25). 

Dentro de las ventajas de la prueba de MN se incluyen la facilidad y la rapidez del 

estudio, la posibilidad de contar con abundantes células analizables en diferentes 

períodos del ciclo celular, la posibilidad de probar un químico sin otros compuestos, y 

el hecho de que los MN fonmados durante la división celular persisten al menos durante 

la siguiente interfase ( 14,22,26). El examen se realiza en tejidos con rápida proliferación 

celular (27,28), sin embargo, la manera mas sencilla es utilizar una gota de sangre, 

cuando esto es factible. 

La prueba de MN se puede realizar en diferentes tejidos, como eritrocitos 

policromaticos (EPC) de medula ósea, eritrocitos de sangre periférica (14,19,29,30) 

linfocitos ( 15,31 ), hepatocitos (27), células genminales (32) y en células de mucosa bucal, 

entre otros (Figura 2) (33). 
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Médula ósea de ratón 

• 
T•nc1ón wnght y g~emso/1 OOx/Mvtagépes•s, CIBO, 

Mucosa bucal de humano 

Figura 2 Células micronucleadas en diferentes tejidos. 

Dado que la presencia de MN se traduce en el ámbito celular como pérdida de DNA, 

esta técnica es entonces una alternativa muy eficaz para el monitoreo de genotóxicos 

de una manera fácil, sencilla, rápida y con resultados contundentes. AdemáS, la prueba 

de MN no deja lugar a duda del daño producido en el DNA, ya que es claro que los 

MN incrementan cuando los organismos son expuestos a agentes con acción 

micronucleogénica 

Eritrocitos 

Los eritrocitos (glóbulos rojos) son uno de los elementos de la sangre periférica de los 

organismos (34). En el humano la forma madura del eritrocito adulto normal es un 

disco bicóncavo, con diámetro promedio de 8 I.J, espesor de 2 1.J y volumen de 90 I.J3. 

En frotis teñidos, se observan en forma de corpúsculos circulares con borde neto y liso 

(35,36). 



El glóbulo rojo esta formado de 60 a 70% por agua, una matriz de sustancias organicas 

e inorganicas (hasta 5% del volumen del eritrocito), y aproximadamente 33% de su 

volumen consiste en hemoglobina, la cual realiza la función de transporte de gases C02 

y C02). El eritrocito normal tiene una longevidad limitada en circulación, de 120 ± 20 

dias (35,36). 

Es normal encontrar variaciones en el tamaño del eritrocito ya que los mas jóvenes son 

un poco mas grandes y disminuyen ligeramente con su edad. El EPC o eritrocito con 

basofilia difusa que recién ha perdido el núcleo, es ligeramente mayor que el eritrocito 

maduro ( 16). 

Por otro lado, la cantidad de EPC presentes en la circulación sanguinea se utiliza como 

parametro para determinar citotoxicidad, ya que esta proporción de células es constante 

pero suele alterarse si el indMduo recibe compuestos citotóxicos (valor que puede 

disminuir hasta quedar en cero), lo que indica mielodepresión. 

Es importante tomar en cuenta que debido a que los EPC no pierden los ribosomas 

por aproximadamente 24 horas después de la enucleación, estos se tiñen de color rojo 

o naranja con el colorante naranja de acridina, debido a su gran contenido de RNA 

(37,38), (Figura 3), lo que facilita su identificación cuando se pretende contarlos en 

pruebas de periodos cortos de exposición, ya que estos eritrocitos después de 24 

horas se transforman en eritrocitos normocromaticos (ENC), por lo que una de las 

maneras de utilizar la prueba de MN es mediante el conteo de eritrocitos 

policromaticos micronucleados (EPCMN), ya que estos reftejan el daño producido pocas 

horas antes por un compuesto (Figura 3) ( 14, 18). 
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Figura 3. Eritrocitos micronucleados en sangre periférica. 

En la formación del glóbulo rojo, después de que el eritroblasto expulsa su núcleo para 

convertirse en eritrocito (en mamíferos, aproximadamente cinco horas después de 

completar la última mitosis), por razones no conocidas los MN permanecen en el 

citoplasma de los eritrocitos jóvenes y es entonces cuando es posible visualizarlos 

(14,22). 

Sistema reticu/oendote/ia/ 

El sistema reticuloendotelial es el encargado de retirar a los eritrocitos con alteraciones, 

incluidos los EMN, entre otras anormalidades presentes (5). El bazo, como parte del 

sistema reticuloendotelial, filtra la sangre, elimina partículas extrañas mediante células 

fagociticas, y destruye a los eritrocitos viejos o sus fragmentos. Cuando los eritrocitos 

envejecen, ocurren ciertos cambios que reducen su flexibilidad, esto dificulta su paso 

por la microcirculación y en algún momento se produce lisis celular o fagocitosis y 

eliminación por el sistema reticuloendotelial. Aunque todas las células reticuloendoteliales 

participan en la destrucción de los eritrocitos viejos, las del bazo están situadas 

anatómicamente, de tal modo que son los detectores más sensibles de cualquier 

anormalidad eritrocitica (35,39). 

Se conoce que el humano, tanto adulto como en la niñez, presenta un número basal 

de EMN en sangre periférica cercano a cero y que aún recibiendo drogas genotóxicas 

antineoplásicas de conocida micronudeogenicidad, este valor no se eleva de manera 

importante debido a la eficiencia del bazo ( 16,17,40), por lo que sólo se pueden 
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observar cuando la persona tiene mal funcionamiento del bazo (14, 16,41 ,42), o cuando a 

sido esplenectomizado (43). Esta ultima condición es como se pueden tener los datos 

precisos cuando se quiere conocer la genotoxicidad de los fármacos administrados a los 

pacientes (43,44). 

El sistema reticuloendotelial en personas adultas es tan eficiente como para retirar a los 

EMN de la circulacion; por otro lado, los organismos con mayor numero de EMN 

espontáneos tienen menor control sobre éstos, tal que se pueden observar variaciones 

en su frecuencia como resultado de su acumulacion. En niños prematuros, dada su 

inmadurez, el sistema reticuloendotelial no es tan eficiente, de manera que no puede 

retirar estas estructuras de la circulacion, por lo cual es posible observar EMN en su 

sangre periférica, no asi en niños nacidos a término. Esto ultimo fue descrito en un 

estudio previo en el que se demostró la presencia de EMN espontáneos en recién 

nacidos prematuros y en animales jovenes de varias especies ( 18) y con esta base se 

considero la posibilidad de utilizar esta' característica para estudios de genotoxicidad, 

desde el punto de vista del potencial teratógeno en el medio ambiente intrauterino (45), 

así como del efecto que podrían ocasionar algunas patologias maternas a sus productos. 

Por tanto, en el presente estudio se pretende identificar si la condición de que la 

madre tenga alguna patología durante el embarazo, influye en el aumento de EMN del 

recién nacido prematuro. 

• Enfermedad y micronúcleos 

Se ha descrito que en algunas enfermedades el numero de MN espontáneos está 

incrementado, por ejemplo, en el lupus eritematoso sistémico, enfenmedad caracterizada 

por la presencia de auto-anticuerpos en el plasma, en el cual factores clastógenos 

pueden inducir rompimientos cromosomicos (46). Los pacientes con artritis reumatoide 

son máS propensos a desarrollar leucemia comparados con otras poblaciones y 

presentan significativamente mayor numero de MN que el resto de la población (47). 



Esto mismo se ha observado en pacientes con diferentes tipos de cancer (48), 

posiblemente debido a sustancias que son liberadas por el tumor a la circulación (49). 

Por otro lado, la diabetes mellitus (DM) es una de las causas mas frecuentes de muerte 

por enfermedad cardiovascular prematura, enfermedad cerebro vascular y falla renal (50). 

Se caracteriza por hiperglucemia, la cual resulta de defectos en la secreción de insulina, 

acción de la insulina o ambos. Esta hiperglucemia crónica es la responsable del daño, 

falla y disfunción de varios órganos y sistemas. 

Se han hecho estudios en los que se plantea que la incidencia de malformaciones 

congénitas en recién nacidos prematuros hijos de madres diabéticas es mayor que en 

recién nacidos prematuros del resto de la población (51). Estas malformaciones incluyen 

síndrome de regresión caudal, anencefalia, espina bífida, hidrocefalia y anormalidades 

cardíacas (52). Como resultado de estudios con animales de experimentación, se ha 

sugerido que estas malformaciones congénitas resultan de las alteraciones de factores del 

suero, asociadas a la diabetes, en el medio ambiente :intrauterino (52). El mecanismo 

biológico exacto de teratogenicidad no se conoce, pero varios factores teratogénicos 

han sido identificados en las malformaciones de hiperglicemia-inducida, en las que se 

incluye la acumulación de sorbitol, deficiencia de mio-inositol, deficiencia de acido 

araquídónico y metabolismo alterado de prostaglandinas, y aumento en la producción de 

radicales libres C02, H2~. OH), lo que a su vez, se conoce, incrementa el daño al DNA 

de linfocitos de sangre periférica (53). 

La diabetes mellitus gestacional CDMG) o pregestacional (DMP) afecta al 5% de los 

embarazos aproximadamente, la DMG representa el 90% de la diabetes en el embarazo 

y tiene prevalencia del 6% en población mexicana. La DMP se ha asociado a riesgo 

incrementado de abortos espontaneos y malformaciones congénitas durante el primer 

trimestre del embarazo. La frecuencia de defectos al nacimiento se ha calculado entre el 

6 y el 10%, que es 2 a 4 veces mayor que en la población general. Por otro lado, 



aunque no se ha demostrado asociación de la DMG con incremento en la prevalencia 

de malformaciones congénitas, algunos estudios clinicos y epidemiológicos han descrito la 

presencia de DMG en madres de niños con malformaciones congénitas o en mayor 

cantidad que en la de madres sin patologia (54). 

• Radicales libres y micronúcleos 

Si bien, se sugirió que los radicales libres están relacionados con dismorfogénesis 

embrionarias en embarazos de madres diabéticas, los mecanismos biológicos exactos no 

se conocen, pero se ha propuesto que el incremento en radicales ejerce efecto 

teratogénico, en presencia de un sistema inmaduro 'depurador' de radicales libres (52). 

Ya que los radicales libres incluyen, por ejemplo, radicales superóxido e hidroxilo, 

peróxido de hidrógeno. ozono, peroxinitrito, cetoaldehídos y cetoaminas, entre otros, el 

daño oxidativo al DNA puede ocurrir por muchas rutas, incluidas modificaciones 

oxidativas de las bases de los nucleótidos, azúcares o por la formación de ligaduras. 

Tales modificaciones pueden producir mutaciones, patologías, muerte celular y 

envejecimiento. Además, la oxidación de proteínas parece jugar un papel causal en 

muchas enfermedades crónicas de la edad como cataratogénesis, artritis reumatoide y 

enfermedades neurodegenerativas (55). 

Por otro lado, el efecto micnonucleogénico de los radicales libres es conocido. Estos 

ocasionan rompimientos de la cadena de DNA y degradación de la desoxirribosa y se 

ha sugerido que los radicales oxigeno se encuentran involucrados en la acción de gran 

número de drogas y otros xenobióücos que dañan el DNA (55-59). 

• Ácido fálico y micronúcleos 

El ácido fálico es una Vitamina hidrosbluble (89). El folato exógeno es indispensable para 

la conservación de la eritnopoyesis normal y para la síntesis de nucleoproteinas, además, 

estimula la producción de eritrocitos, leucocitos y plaquetas de ciertas anemias 
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megaloblasticas. El acido fálico de la dieta esta presente en los alimentos, principalmente 

como poliglutamato reducido de folato. Esta vitamina sólo puede absorberse después de 

hidrólisis, reducción y metilación que ocurren en vias gastrointestinales (60,61 ). 

Por otro lado, existen factores de la dieta que afectan directamente el número de EMN 

en el humano. Se ha demostrado que deficiencias dietéticas de nutrientes requeridos 

para la síntesis de nucleótidos, tales como el acido fálico, pueden incrementar el daño 

cromosómico espontaneo y pueden influir fuertemente en la respuesta genotóxica de 

otros compuestos tanto in Vil>O (3) como en cultivos de linfocitos (62). la deficiencia de 

folatos produce incorporación masiva de uracilo dentro del DNA humano y 

rompimientos cromosómicos, sin embargo, los niveles de uracilo y la elevada frecuencia 

de MN se revierten con la administración de folatos (63). Ademas, es conocido que 

mediante la suplementación de acido fálico a mujeres pre y periconcepcionalmente, se 

disminuye la recurrencia de defectos de cierre del tubo neural en los bebés, lo cual ha 

sido establecido como tratamiento preventivo y muestra la inocuidad y las ventajas 

producidas por dicha vitamina (64). 
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Se han hecho estudios en los que se plantea incremento en la incidencia de 

malformaciones congénitas, en neonatos de madres con patologías relacionadas con 

aumento en la producción de radicales libres (51). Como resultado de estudios con 

animales de experimentación, se ha sugerido que estas malformaciones congénitas 

resultan de las alteraciones de factores del suero, asociadas a la enfermedad, en el 

medio ambiente intrauterino (52). 

La DM, hipertensión arterial sistémica (l-ITA), asi como otras patologias, frecuentemente 

muestran aumento en producción de radicales libres (~. H2~. OH), lo que a su vez, 

se conoce, incrementa el daño al DNA de linfocitos de sangre periférica (53). Con esto 

surge la duda de si diVersas patologías que involucren la formación de radicales libres 

durante el embarazo son condicionantes de teratogénesis potencial para el producto. 

Por otro lado, se ha propuesto que el incremento de radicales libres ejerce efecto 

teratogénico, en presencia de un sistema inmaduro 'depurador' de radicales libres (52). 

Además, es conocido el efecto micronucleogénico de los radicales libres, los cuales 

ocasionan rompimientos de la cadena de DNA y degradación de la desoxirribosa y se 

ha sugerido que los radicales oxigeno se encuentran involucrados en la acción de gran 

número de drogas y otros xenobióticos que dañan el DNA (55-59). 

Por lo anterior, se hace necesario contar con mayor conocimiento acerca de los efectos 

de las enfermedades per se y de los medicamentos administrados durante el embarazo, 

a fin de reducir los costos del tratamiento causados por éstos, además de tener la 

posibilidad de determinar el posible daño al producto, en forma sencilla y económica 

mediante el uso de sólo una gota de sangre y la prueba de MN, ya que la presencia 

de MN se traduce en el ámbito celular como pérdida de DNA, con las consecuencias 

que esto genera (28). 
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Pre!J"'"tA áe ir.vedijAeión 

¿Presentan mayor número de EMN los recién nacidos prematuros de madres con DM, 

HTA o infección vagina-uterina (\W) en comparación con los de madres sin patologia? 
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' ·' 

Los recién nacidos prematuros de madres con DM, f-ITA o IVU presentan mayor 

número de EMN que los de madres sin patologia. 
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General 

Comparar el numero de EMN de recién nacidos prematuros de madres con DM, KTA 

o IVU con relación a los valores de hijos de madres sin patologia 

Específicos 

• Cuantiñcar los valores de EMN de recién nacidos prematuros. 

• Comparar los valores de EMN de recién nacidos prematuros con respecto a las 

semanas de gestación. 

• Comparar los valores de EMN de recién nacidos prematuros con respecto al 

género. 

• Cuantificar los valores de EPC, EMN y EPCMN de recién nacidos prematuros 

agrupándolos de acuerdo a la patologia matema, incluidos sin patología 

• Comparar los valores de EPC, EMN y EPCMN de los diferentes grupos patológicos 

contra los valores del grupo sin patología 

• Comparar los valores de EMN de recién nacidos · prematuros de los diferentes 

grupos, de acuerdo a la administración de ácido fálico a la madre durante el 

embarazo. 
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Sede 

Este trabajo se realizó en el Laboratorio de Mutagénesis, División de Medicina Molecular 

del Centro de Investigación Biomédica de Occidente, lnstiMo Mexicano del Seguro 

Social, con la colaboración del Servicio de Pediatria del Hospital CMI juan l. Menchaca' 

de la Universidad de Guadalajara. 

Diseño 

* Tlpo de estudio: observacional 

• Por el tipo de captación de la información: transversal 

• Por la medición de fenómeno en el tiempo: prospectivo 

* Por la presencia de un grupo control: comparativo 

pefinición de variables 

* Independientes: Patología materna (DM, HTA, M.J, sin patología) 

* Dependientes: Número de EMN. 

Criterios 

* Inclusión: Muestras de sangre de recién nacidos prematuros de cualquier edad 

gestacional, hijos de madres sin patología, madres con DM, HTA o IVU. 

• No inclusión: Niños prematuros que se encuentren extremadamente delicados de 

salud, de los cuales no se pueda obtener muestra. 

• Exclusión: Todas aquellas muestras que por cuestiones metodológicas estén 

incompletas (mala realización del frotis, mal teñidas o con recopilación de la 

información incompleta). 
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Formación de grupos 

Se tomaron muestras de sangre periférica de recién nacidos prematuros y se agruparon 

de acuerdo a la patología matema Grupo 1: hijos de madres sin patología, 2: hijos de 

madres con IW, 3: hijos de madres con HTA 4: hijos de madres con DM. 

Preparación y análisis de las muestras 

Se recuperó una gota de sangre periférica de los recién nacidos prematuros de la 

muestra que rutlnariamente les es tomada, para realizar con ésta dos frotis. Las 

muestras fueron extendidas sobre portaobjetos y se fijaron en etanol al 80% por 1 O 

min, y se tiñeron con naranja de acrldina (65). Las muestras fueron analizadas mediante 

microscopio de fluorescencia con el objetivo 1 OOx. De cada muestra se contó el 

número de EMN en 1 0,000 eritrocitos totales (ET), y EPCMN en 1 ,000 EPC, para 

determinar daño acumulado y a corto plazo, respectivamente; asimismo, se consideró la 

proporción de EPC en 1 ,000 ET como control del sistema. 

Tinción con naranja de acridina 

La tinción de las laminillas se realizó con naranja de acridina, colorante especifico para 

ácidos nucleicos. El naranja de acridina emite fluorescencia y dado que el núcleo y los 

MN están formados por DNA ésta propiedad se aprovecha para la visualización de MN, 

los cuales, al igual que el núdeo se tiñen de color amarillo brillante, mientras que el 

RNA se tiñe de color rojo cuando son observados por microscopia de fluorescencia, 

por otra parte el <;itoplasma es teñido de color verde opaco semitransparente. 

Se debe de considerar que el naranja de acridina es un compuesto que se intercala 

entre las bases del DNA y por tanto, se deben de tomar en cuenta' las medidas de 

seguridad necesarias como son uso de guantes, cubrebocas y bata, para evitar el 

contacto y aspiración por el manejo. 
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Procedimiento: 

a. Se prepara la solución amortiguadora de fosfatos, para lo cual se pesan 21.6 g de 

fosfato de sodio dibasico anhidro (Na2HP04) y .1 1.49 g de fosfato de sodio 

monobasico monohidrato (NaH2P04 H¡O). Estas cantidades se disuelven en 1 ,000 mi 

de agua desmineralizada. 

b. Se recomienda separar en una jeringa ( 1 O mi) aproximadamente S mi de solución 

amortiguadora para emplearlo posteriormente en las lecturas de las laminillas. 

c. En dos cajas de tinción con capacidad para SO laminillas se vacian SOO mi de la 

solución en cada una. 

d. En oscuridad, en una de las cajas se agregan 0.02 g de naranja de acridina y se 

mezcla con abatelenguas para disolver completamente. 

e. Posterionmente, se sumerge una gradilla con las laminillas a teñir en el naranja de 

acridina y se deja ahi por 1 O m in, se mueve de vez en cuando para que el 

colorante llegue a todas las laminillas. 

f. Una vez transcurrido el tiempo, se saca la gradilla y se elimina el exceso de liquido 

al sacudir suavemente la gradilla sobre papel absorbente para posterionmente 

colocarla por 1 O m in en la caja que contiene únicamente de solución ~mortiguadora, 

con la finalidad de lavar los excesos del colorante. 

g. Pasado este tiempo se saca la gradilla, se sacude para eliminar excesos, se pasan las 

laminillas a una caja con tapa y se dejan secar en la estufa a 45•c con la tapa 

abierta, en oscuridad. 

h. Una vez secas las laminillas, se tapa bien la caja y se guardan en oscuridad hasta su 

lectura. 

Se recomienda leer las laminillas en un plazo no mayor a 5 semanas posterior a la 

tínción, ya que la ftuorescenda se pierde con el tiempo. 

Lectura de las laminillas 

Para la lectura de las laminillas, se toma una de la caja tapada, se le agregan unas gotas 

de la solución amortiguadora que se separó en una jeringa, se cubre la laminilla con un 
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cubreobjetos, se eliminan excesos de solución amortiguadora con presión suave por 

ambos lados con una gasa y se coloca la laminilla en la platina del microscopio para su 

lectura con lampara de fluorescencia, mediante observación con el objetivo 1 OOx, para 

contar los EMN en un total de 1 0,000 células. 

Criterios para el análisis de las muestras 

Las características tomadas en cuenta para considerar una célula como normal fueron 

que presentara el citoplasma intacto y relatiVamente homogéneo, poco o ningún 

empalmo con células adyacentes; mientras que en el caso de los EMN se tomó en 

cuenta que tuvieran las características de una célula normal, ademas ·de que el MN 

twiera una forma redonda o almendrada, con tamaño menor a un tercio del eritrocito, 

que presentaran perímetro liso y redondo que sugiriera membrana, asi como intensidad 

de tinción, textura y plano focal similar al del núcleo de un leucocito. 

Consideraciones éticas 

A todos los Mores de los participantes se les informó el objetivo del estudio (66), 

asimismo, se obtuvieron datos del expediente, que fueron recopilados en un 

cuestionario. En el caso de la sangre de los recién nacidos prematuros, ésta fue 

recuperada a partir de la muestra que rutinariamente les es tomada (67), de acuerdo 

con las disposiciones de la Ley General de Salud (68). 

Análisis estadístico. 

Los resultados fueron expresados como promedio ± desviación estandar y se evaluaron 

mediante la prueba t de Student, y se consideraron estadisticamente diferentes cuando 

el valor de P fue menor a 0.05. 
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El promedio de los valores obtenidos en los 75 niños prematuros estudiados en 

el presente fue de EPC: 33.2 ± 26.4, EMN: 4.3 ± 4.4, EPCMN: 1.00 ± 1 .5. 

Cuando los datos se analizaron acorde con las semanas de gestación, no se observó 

relación con el número de EMN. 

Al clasificar los datos de acuerdo al género del recién nacido (niñas ~ niños), no se 

consideraron 3 muestras para el análisis (pues no se contó con la información respecto 

a su género), y se observó que el gnupo de las niñas presentó valores menores de 

EMN y EPCMN en comparación con el gnupo de los niños, pero estas diferencias por 

género no fueron estadísticamente significativas (Cuadro 1). 

Cuadro l. EPC/1,000 ET, EMN/10,000 ET y EPCMN/1,000 EPC en nil'las 115 nlnos 

Niñas Niños 
n= 25 n= 47 

EPC 36.7-±26.7 29.7±24.8 

NS NS 

EMN 3.6±3.5 4.7±4.9 

NS NS 

EPCMN 0.8± 1.2 1.2± 1.7 

NS NS 

Los resultados están expresados como promedio ± desv!aciOn estandar. EPC: Eritrocitos 
policromaocos; EMN: Er~roc~os micronucleados; EPCMN: Elitrocltos polieromátlcos micronucleados; 
ET: Erttrocitos totales: n: tamaM de muestra; NS: no slgniflcaoo. 

Al agnupar los datos respecto al estado de salud de la madre durante el embarazo (con 

o sin patología) se observó que los valores de EMN y EPCMN del gnupo de recién 

nacidos prematuros de madres sin patología siempre estuvieron por debajo, en 

comparación con los del gnupo de recién nacidos prematuros de madres con alguna 

patología, aunque no se encontraron diferencias significativas (Cuadro 11). 
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Cuadro 11. EPC/1 ,000 ET, EMN/1 0,000 ET y EPCMN/1 ,000 EPC en madres con y sin 

patología 

Sin patología Con patología 
n: 37 n= 38 

EPC 34.4±27.7 32.5±25.5 

NS NS 

EMN 3.5±4.1 5.1 ±4.7 

NS NS 

EPCMN 0.7± 1.4 1.2± 1.6 

NS NS 

Los resultados estan expresados como promedio :!: desviaciOn estandar. EPC: Eritrocitos 
policromiiticos; EMN: Eritrocitos micronucleados; EPCMN: Eritrocitos policromiiticos micronucleados; 
ET: Elitrocitos totales; n: tamano de muestra; NS: no significatM:l. 

Al comparar los datos por el tipo especifico de patología de la madre durante el 

embarazo, se observó que los valores de EMN y EPCMN del grupo de recién nacidos 

prematuros de madres con alguna patología siempre presentaron números mayores que 

los de madres sin patología y se observó incremento significativo respecto a los valores 

de los EMN de hijos prematuros de madres con DM (Cuadro 111). 

Cuadro 111. EPC/ 1 ,000 ET, EMN/1 0,000 ET y EPCMN/1 ,000 EPC en los diferentes grupos 

de estudio 

Patología n EPC EMN EPCMN 

Sin patología 37 34.4±27.7 3.5±4.1 0.7± 1.4 

NS NS NS 

IVU 24 31.8±27.3 4.7±3.2 1.1 ± 1.3 

NS NS NS 

HTA 10 20.8± 14.9 4.6±6.9 1.5±2.2 

NS NS NS 

DM 4 61.0±6.2 8.3±5.0 1.5± 1.7 

NS •p <0.05 NS 

Los resultados estan expresados como promedio :!: desviaciOn estiindar. EPC: Eritrocitos 
policromáticos; EMN: EritrocitOS micronucleados; EPCMN: Eritrocitos polieromáticos micronucleados; 
ET: Eritrocitos totales; n: tamaño de muestra; • Prueba t de Student; NS: no significatiVO; IVU: 
lnfecciOn vagina-uterina; HTA: HipertensiOn arterial; DM: Diabetes mellltUs. 
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Cuando se consideraron los datos de acuerdo con la administracion de ácido folico a la 

madre durante el embarazo, se observó que los valores de EMN y EPCMN del grupo 

de recién nacidos prematuros de madres con ácido fálico fue menor, en comparación 

con los del grupo de recién nacidos prematuros de madres sin ácido fólico, aunque no 

se encontraron diferencias estadísticamente significativas (Cuadro M. 

Cuadro IV. EPa 1 ,000 ET, EMN! 1 0,000 ET y EPCMN/ 1 ,000 EPC en relación con la 

administración de ácido fólico 

Ácido folico No ácido folico 
n= 8 n= 67 

EPC 40.3±34.0 32.3±25.6 

NS NS 

EMN 2.5±2.5 4.5±4.6 

NS NS 

EPCMN 0.9± 1.1 1.0± 1.6 

NS NS 

Los resultados estan expresados como promedio ± deSViaciOn estindar. EPC: Erltrocrros 

policromatlcos; EMN: Errrrocitos micronucleados; EPCMN: Eritrocitos policrom9t1cos micronucleados; 

ET: Errrrocitos totales n: tamano de muestra; NS: no significatMJ. ' 
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Oisev.sión 

La presencia de EMN en la sangre del recién nacido prematuro permite tener una 

henramienta pára estudiar el potencial teratogénico de padecimientos de la madre o de 

medicamentos que haya ingerido durante el embarazo, como fue demostrado 

preViamente en un modelo experimental (45). En el presente trabajo se pudieron 

observar diferencias significativas al comparar los EMN de los hijos prematuros de madres 

sin patología comparados con los de madres diabéticas, y posiblemente dentro de las 

patologias maternas aqui estudiadas esta sea la más micronucleogénica, ya que es 

conocido el incremento de radicales libres en esta enfermedad y su relación con 

malformaciones del embrión, lo mismo que la relación directa que tienen los radicales 

libres en la inducción de EMN. Por lo que es muy conveniente seguir con el estudio de 

la micronucleogenicidad de este padecimiento e incrementar el tamaño de la muestra 

con el fin de tener resultados más contundentes, que permitan obtener mayores 

conclusiones. En particular, las diferencias se observan respecto al conteo de EMN, y la 

razón de esto es probablemente por que este parámetro indica el daño acumulado en 

el tiempo (a diferencia de los EPCMN, que muestran el daño producido e!"! les últimas 

24 a 48 horas) y ya que la diabetes está presente durante todo el desarrollo del niño y 

no solo durante un pequeño período del mismo, la diferencia observada en este 

parámetro resulto concordante con lo esperado. 

Se sabe que varias patologías incrementan per se el número de MN, como es el caso 

de la artritis reumatoide (46), asi como es conocido que otras incrementan la produccion 

de radicales libres (como en el caso de la diabetes) y como consecuencia éstas deberían 

incrementar los MN. Por esta razón, en el presente se esperaba incremento también en 

los valores de los hijos de madres con HT A incremento que si fue notorio, si bien no 

alcanzo significancia Por otro lado, como se mencionó en los antecedentes, se ha 

descrito que las diferencias de folatos afectan el número de EMN en el humano (61 ,62), 

pues son requeridos para la síntesis de nucleotidos y su deficiencia produce 
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incorporación masiva de uracilo dentro de DNA y rompimientos cromosómicos, lo que 

puede incrementar el daño cromosómico espontáneo e inftuir en la respuesta genotóxica 

de otros compuestos, tanto en cultivos de linfocitos (62), como en estudios in vivo (3), 

como es el caso del presente. Sin embargo, los niveles de uracilo y la elevada frecuencia 

de MN se revierten con la administración de folatos (63), asi como se ha observado 

efecto protector de esta vitamina cuando es administrado a mujeres durante el embarazo 

para disminuir los problemas de cierre del tubo neural (63), lo que lleva a pensar que el 

grupo de madres que recibieron ácido fálico durante el embarazo presentarían 

disminución de EMN, lo cual también fue observado, si bien, como en el . caso anterior 

esto no fue estadísticamente significativo. Es posible que las diferencias se pudieran hacer 

más evidentes si para estudios futuros se tuviera, por un lado, la posibilidad de contar 

con mayor tamano de muestr~ o por otro lado, obtener el trotis lo más cercano 

posible al momento del nacimi~nto, ya que en el presente estudio esta fue una variable 

no controlada y las recuperaciones de sangre en el menor de los casos fueron de 

muestras tomadas pocas horas después del nacimiento y mayormente con diferencias 

que llegaron a ser de hasta varios dias posteriores al nacimiento. Poder contar con· estos 

dos parámetros, permitiría tener desviaciones estándar más pequeñas y con esto, que las 

diferencias posiblemente se manifiesten significativas. De cualquier manera, aun asi se tuvo 

diferencia significativa en uno de los grupos, lo cual hace prometedora esta opción para 

futuros estudios. 

El presente trabajo plantea entonces la posibilidad de estudiar el potencial teratógeno de 

padecimientos de la madre durante el embarazo, al mismo tiempo deja abierta la opción 

de valorar de la misma manera drogas administradas a mujeres gestantes durante el 

mismo periodo, al aprovechar la característica que tienen los niños prematuros de 

presentar EMN espontáneos debido a su inmadurez. Asimismo, se muestra evidencia del 

incremento de EMN en recién nacidos de madres diabéticas. 
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• La presencia de EMN en recién nacidos prematuros plantea la posibilidad de estudiar 

por medio de la prueba de MN el potencial teratógeno de padecimientos de las 

mujeres gestantes, así como de las drogas que les tengan que ser administradas en 

el mismo periodo. 

• Al analizar los datos de acuerdo al género del recién nacido, así como de acuerdo 

a la presencia o no de patología, se observó que las niñas, así como los hijos de 

madres sin patología, presentaron valores menores de EMN y EPOjN en 

comparación con el grupo de los niños o de .hijos de madres con patología, 

respectivamente, pero sin ser diferentes estadísticamente lo que indica una tendencia 

a que las niñas sean menos susceptibles a daño genotóxíco, así como que el 

presentar patología materna puede ser condicionante de incrementar los valores de 

EMN. 

• Al comparar los datos por el tipo especifico de patología de la madre durante el 

embarazo, se observó incremento estadísticamente significatiVO en los valores de 

EMN de recién nacidos hijos de madres con DM, con lo que concluimos que la DM 

per se promueve la formación de MN. 

• Se observó ligera disminución en el número de EMN en los recién nacidos 

prematuros cuya madre recibió ácido fólico respecto al grupo sin ácido fólico, 

aunque la diferencia no fue significativa, la disminudón de la frecuencia de EMN por 

administración de ácido fólico demuestra el efecto protector de este tipo de 

compuestos, asi como lo adecuado de su administración para prevenir daño al DNA 
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GlcsA.ric 

• Anafase. Tercera etapa de la mitosis o de la meiosis (1 o 11) durante la cual los 

cromosomas o cromátides emigran hacia los polos opuestos de la célula. 

• Aneuploidógeno. Agente capaz de producir en la célula que uno o más 

cromosomas completos de un conjunto normal falten o se presenten más de una 

vez. 

Antineop/ásico. Inhibe o impide la evolución de neoplasia, mediante la restricción 

de la maduración y la proliferación de células malignas. 

• RNA. ARN, ácido ribonudeico. Acido nudeico de cadena sencilla similar al DNA 

pero que contiene el azúcar ribosa en lugar de desoxirribosa y uracilo en lugar de 

timina como una de las bases nitrogenadas. 

• Cáncer. Tumor maligno formado por la multiplicación desordenada de las células 

de un tejido o de un órgano, cuyo curso natural suele conducir a la muerte. Los 

cánceres se clasifican en dos grandes grupos: carcinomas y sarcomas. 

• Cancerígeno. Cualquier agente que produce cáncer (carcinógeno). 

• Centrómero. Región constreñida de un cromosoma nuclear a la que se unen las 

fibras del huso durante la dMsión. El centrómero ocupa una posición característica 

en todo cromosoma. Es la última parte del cromosoma que se divide y por medio 

de la cual se fija al huso mitótico. 

• Clastógeno. Agente capaz de ocasionar rupturas en las hebras de DNA 

• Cromosoma. Cuerpo constituido por DNA y proteínas; son los portadores de la 

información genética. Se hallan en el núcleo de la célula y pueden observarse como 

estructuras intensamente teñidas en forma de bastón o de J durante la división 

celular. 

• DNA. ADN, ácido desoxirribonudeico. Doble cadena de nucleótidos enlazados (que 

contienen como aZúcar desoxirribosa); · materia fundamental de la que están 

compuestos los genes. 
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• Eritrocitos micronucleados (EMN). Eritrocitos que presentan micronúcleos. Se 

valora su numero en 1 0,000 eritrocitos totales (normocromáticos y pollcromáticos) 

para detenminar daño acumulado. 

• Eritrocitos policrofr!áticos (EPC). Eritrocitos que recién han salido a la 

circulación, Se observan de color rojo o naranja con la tinción de naranja de 

acridina. Se determina la proporción de EPC en 1 ,000 eritrocitos totales como 

control del sistema, para determinar si el compuesto se vuelve citotóxico. 

• Eritrocitos policromáticos micronucleados (EPCMN). Eritrocitos jóvenes que 

presentan micronúcleos. Se valora su numero en 1 ,000 EPC para observar el efecto 

del compuesto probado en las ultimas 24 a 48 horas. 

• Esplenectomizado. lndMduo que ha sufrido extirpación del bazo. 

• Exógeno. Que se desanrolla o se origina fuera del organismo. 

• Genético. Perteneciente o relativo a la reproducción, nacimiento u origen. 

Detenminado por genes. 

• Genotóxico. Agente que afecta al DNA 

• Micronúcleo. Fragmento de un cromosoma o cromosoma completo que por 

alguna causa no puede ser integrado al núcleo, por lo que penmanece en el 

citoplasma celular. 

• Micronucleogénico. Agente fonmador de micronúcleos. 

• Mitosis. Tipo de dMsión nuclear, que ocurre durante la división de la célula, que 

da lugar a dos núcleos idénticos al núcleo original. 

• Telofase. Período de la dMsión celular donde los cromosomas de las células hijas 

alcanzan los polos de la célula. Fase tardía de la dMsión nuclear en la que se 

vuelven a fonmar los núcleos 'hijos·. 

• Teratógeno. Agente o factor que produce defectos fisicos en el embrión en 

desanrollo. Cualquier agente que interfiere con el desanrollo nonmal. Agente que 
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produce una anomalía congénita o aumenta la frecuencia de una anomalía en la 

población. 

• Xenobiótico. Sustancias químicas extrañas, incluidas las fabricadas por el hombre o 

los productos naturales; se incluyen fármacos, sustancias industriales, plaguicidas, 

contaminantes, productos de pirólisis de alimentos cocinados, alcaloides, metabolitos 

secundarios de plantas y toxinas producidas por mohos, plantas y animales. Muchos 

xenobióticos deben someterse a biotransformación para ejercer su efecto tóxico o 

cancerígeno característico. 
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Había una vez un sabio y un académico que entablaron el siguiente diálogo: 

-Hay quienes piensan que son inteligentes porque han leído a los clásfcos y han 
sido educados en las grandes universidades o porque ostentan títulos académicos --<lecia 
el hombre sabio. 

-¿Cómo es que dices tantas barbaridades? -Protestó el académico-. 
Tal parece que estas en contra de la ciencia. 

-No estoy en contra de la ciencia, pero voy con todas mis fuerzas a favor de la 
verdadera sabiduría, la que está dentro de las plantas, de los animales, la que está a 
favor de la vida; la que se manifiesta en la contemplación callada de todo lo que 
sucede, a pesar de que sea a favor o en contra de las propias expectativas. 

-¡Ah!, maestro loco, entonces para ti es mejor no pensar que pensar -insistió el 
académico. 

-Estoy a favor de lo que te haga más sensible y te dé más vida Estoy en contra 
de lo que te aprisiona en visiones pesimistas de ti y de los demás. Para mí el único 
sentido de tener razón es mejorar la existencia y no echarla a perder. La mente es la 
vara mágica que puede crear nuevos cielos o construir antiguos infiernos. 

-No entiendo que quieres decir -<lijo el académico. 

-Mírate a ti mismo -insistió el sabio-. ¿De qué te sirve todo tu conocimiento, tus 
títulos, si te pasas el tiempo lamentando los mil sucesos que te han pasado, sufriendo y 
sufiriendo en el mar de tus absurdos, ni para ti ni para nadie? 

El tener conocimientos, Utulos académicos, no es malo -expresó la ¡.oz-. El mal 
esta en creer que ya se sabe todo sobre la Vida, porque eso no es cierto. La Vida es 
mucho más de lo que dicen los libros o los conocimientos acumulados a través de los 
siglos. La Vida es uno mismo, y el que no se da el tiempo para extraer de sí mismo la 
verdadera belleza para vMr a pesar de todo conocimiento es, en conclusión, un 
ignorante. 

Dr. Horacio jaramt/lo Laya. 


