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RESUMEN

La desnutricion infantil y las infecciones graves constituyen dos problemas de
Salud Publica en México. Ambos padecimientos interactuan frecuentemente debido a que
los organismos desnutridos presentan una respuesta inmune disminuida, lo que los hace
mas susceptibles a las infecciones y trae como consecuencia que deban ser tratados con
diferentes tipos de medicamentos. En algunos estudios se ha establecido que tanto la
desnutricién, como algunos tipos de infecciones, al igual que algunos medicamentos
pueden inducir dafio al ADN. Esto sirvié como base para plantear el presente estudio, en
el que se tuvo como objetivo general: Evaluar en linfocitos de nifios, por medio de la
técnica de electroforesis unicelular, el dafno producido en el ADN por la desnutricion
calérico-proteica severa, las infecciones graves y los medicamentos mas comunmente
empleados en el tratamiento de éstas, y analizar el efecto de la desnutricién calérico-
proteica severa y de las infecciones graves sobre la capacidad de reparacion, del dafo

inducido a esta molécula por el peroxido de hidrégeno.

La técnica de electroforesis unicelular o ensayo cometa ha mostrado ser muy
sensible para evaluar el dafio al ADN, ademas de tener ventajas tales como que: requiere
una cantidad pequefia de muestra para realizarse, puede evaluar el dafio al ADN en
células no proliferantes, el analisis se efectia en células individuales y es ademas
relativamente simple y rapida. Sus caracteristicas han permitido se le utilice también en

estudios de reparacion del dafio al ADN.

Para Ia realizacién del estudio se obtuvieron muestras de sangre de nifios de entre
uno y cinco afios de edad, que fueron incluidos en alguno de los siguientes grupos: Nifios
Bien Nutridos (BN) - (Testigo) Integrado por nifios sanos con peso y talla adecuados
para su edad cronolégica. Nifios Bien Nutridos Infectados (BN-I) - Integrado por nifios
con infeccién grave de vias respiratorias o gastrointestinal grave, que no se encontraban
tomando medicamentos al momento de la toma de la muestra, con peso y talla
adecuados para su edad cronolégica. Niftos Bien Nutridos Infectados con tratamiento
(BN-IT) - Integrado por los mismos nifios del grupo anterior, después de un periodo de

hospitalizacién durante el cual fueron tratados con medicamentos. Nifios Desnutridos



Infectados (DES-l) - Integrado por nifios con desnutricion severa e infeccion grave de
vias respiratorias o gastrointestinal, que no se encontraban tomando medicamentos al
momento de la toma de la muestra. Nifios Desnutridos Infectados con tratamiento
(DES-IT) - Integrado por los mismos nifios del grupo anterior después de un periodo de
hospitalizacién y de tratamiento con medicamentos. Las muestras se obtuvieron en los

hospitales Infantiles Xochimilco e Iztapalapa del D.D.F.

El trabajo experimental se dividié en tres partes:
l.- Evaluacién del dafio al ADN en los grupos BN, BN-l y DES-l. Para establecer la
influencia de las infecciones y de la desnutricién sobre el dafio al ADN. '
[l.- Evaluaciéon del dafio al ADN asociado a los medicamentos en los linfocitos de los
nifios infectados (BN-IT y DES-IT).
lll.- Evaluacién de la reparacién del dafio inducido al ADN por perdxido de hidrégeno en
los nifios BN, BN-1 y DES-I.

De las muestras de sangre se aislaron los linfocitos, se hicieron los geles, se
realizd la electroforesis unicelular y se analizaron las preparaciones en un microscopio de
fluorescencia, 50 células por muestra (25 revisadas en dos preparaciones diferentes del

mismo nifio).

Para establecer la influencia de la desnutriciéon y de las infecciones sobre el dafio
al ADN, se estudiaron 12 nifios BN, 16 BN-l y 11 DES-I. Para establecer la influencia de
los medicamentos sobre el dafio al ADN, se tomé una muestra a seis nifios bien nutridos
y a seis nifios desnutridos, ambos infectados, a los que no se les habian administrado
medicamentos. A estos mismos 12 nifios se les tomd una segunda muestra después de
un periodo de tratamiento con medicamentos en el hospital. Para evaluar la reparacién
del ADN se utilizaron seis nifios BN, seis BN-l y siete nifos DES-l. En los linfocitos

aislados se indujo dafio al ADN utilizando perdxido de hidrégeno.

En todos los casos se determiné el promedio de la longitud de las estelas, el error
estandar, el coeficiente de dispersion (coeficiente H) y el nimero de células danadas.
Adicionalmente para evaluar la reparacion del dafo inducido al ADN se calculd la lamada

capacidad reparativa {CR), que se refiere a la disminucién relativa del promedio de la
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longitud de las estelas o del porcentaje de células con dafio, con respecto al tiempo de
reparacion. Los resultados obtenidos se compararon utilizando la prueba no paramétrica
de Wilcoxon y la prueba de X* para proporciones. Se considerd diferencia estadistica

cuando p<0.05.

Los resultados permitieron apreciar que la desnutricidn y las infecciones graves
son dos factores que estan relacionados con un incremento del dafio en el ADN, lo que se
vio reflejado en un incremento en la longitud de las estelas, las que en promedio fueron 7
veces mas largas en los nifios BN-I, y 14 veces mas largas en los nifios DES-|, en
relacién con la longitud promedio observada en los nifios BN. En los nifios BN-I el
incremento en la longitud de las estelas estaria relacionado con las infecciones que
presentaron asociadas, ya que se ha propuesto que algunas bacterias patégenas pueden
inducir dafio al material genético. Otro factor que podria incrementar el dafio al ADN es
estos nifios es la liberacidon de radicales libres que ocurre como parte de la respuesta
inmune normal. En los niflos desnutridos ademas de los dos factores antes sefalados, la
falta de antioxidantes que inactiven a los radicales libres y la deficiencia de proteinas
necesarias para la duplicacién y/o reparacion del ADN podrian contribuir a incrementar el
dafio observado en esta molécula. También el porcentaje de células con dafio se vio

aumentado por efecto de las infecciones y de la desnutricién.

En cuanto al efecto de los medicamentos, se observé que después del tratamiento
el dafio al ADN incrementé tanto en los nifios BN-I como en los DES-I. La migracion del
ADN antes del tratamiento con medicamentos fue dos veces mayor en los nifios DES-I
(32.6 um) que en los BN-I (16.5 um). Después del tratamiento con medicamentos el
promedio de las longitudes de las estelas fue nuevamente dos veces mayor en los DES-
IT (59.8 um) al observado en los BN-IT (28.8 um). De la misma manera el porcentaje de
células con dafio se vio incrementado en las muestras tomadas después del tratamiento
con respecto a lo observado antes del mismo. Los resultados parecen indicar que las
células de los nifics DES-| fueron mas susceptibles a presentar dafo inducido por los

medicamentos.

El tratamiento con perodxido de hidrogeno afectd mayormente a las células de los

nifos BN-i y a las de los DES-I. Al colocar las células a 37°C para permitir la reparacion

3



del dafio inducido, y al evaluar las longitudes de las estelas y el porcentaje de células con
dafo a 5, 15, 30 y 60 minutos de incubacion, se observd una disminucién progresiva en
ambos parametros, lo que se vio reflejado en la CR que incremento conforme al tiempo
de reparacion. No obstante, los resultados mostraron que los nifilos DES-| presentaron

una capacidad de reparacidn inferior a la observada en los dos grupos de nifios BN.

Las conclusiones obtenidas del trabajo, son las siguientes:

a) Las infecciones y la desnutricién son dos factores que estan relacionados con niveles

altos de dafio en el ADN.

b) Los medicamentos, aunque necesarios para el tratamiento de las infecciones, pueden

inducir efectos colaterales no deseados, tales como aumentar el dafio en el ADN.

¢) Los linfocitos de los niflos DES-| parecen ser mas susceptibles al dafio inducido al ADN

por los medicamentos.

d) Los datos parecen indicar que las infecciones, la desnutriciéon y los medicamentos,

tienen entre si un efecto sumatorio, que incrementa el darfio al ADN.

e) El ADN de los linfocitos de los nifios DES-I no presenta una mayor susceptibilidad a ser

dafiado por el peréxido de hidrégeno.

f) Las infecciones no interfieren con la capacidad de reparacion del dafio en el ADN de las

células de los nifios bien nutridos infectados.

g) La capacidad de reparacion del dafio inducido al ADN en los linfocitos de nifios

desnutridos esta disminuida.



ABSTRACT

Infectious disease and malnutrition in children are public health problems in developing
countries. Since malnutrition is associated with an impaired immune response, malnourished
children are more susceptible to infection, and therefore must receive ant‘imicrobial therapy.
Mainutrition, infections and some agents used for antimicrobial therapy may cause DNA
damage. The aim of this study was to assess DNA damage produced by protein-calorie
malnutrition, severe infectious disease and by the more used antimicrobial agents in
lymphocytes of children. in addition, DNA repair capacity was evaluated by way of the single-

cell gel electrophoresis (comet assay) (SCGE).

The comet assay or SCGE is in widespread use in genotoxicity testing. It detects DNA
damage derived from DNA double and singie strand breaks, DNA interstrand cross-linking, alkali
labile sites and completely repaired excision sites. The comet assay is sensitive and simple,
requires a small number of cells, can evaluate DNA damage in non proliferating cells, and since
the DNA migration data are obtained on a cell by cell basis, it be able to measure the

intracellular distribution of DNA damage. Moreover SCGE has been used to assess DNA repair.

Heparinised peripheral blood samples were obtained in the "Hospital Infantil 1ztapalapa"
and "Hospital Infantil Xochimilco", from children between one and five years old. Children were
included in one of the next groups: Well-nourished children (WN) — This group included
children with no evidence of infection. All had adequate height and weight according to age.
Well-nourished infected children (WN-I) — In this group were included children hospitalized
because of respiratory, gastrointestinal, or urinary bacterial infections, without drug treatment.
All had adequate weight/height ratios according to age. Well-nourished infected children,
after a period with drug treatment (WN-IT) — After a period with drug treatment, a second
blood sample was obtained from six children of the preceding group. Malnourished infected
children (MN-I) — In this group were included children with severe malnutrition, all severely
infected. Malnourished infected children, after a period with drug treatment (MN-IT) - After
a period with drug treatment, a second blood sample was obtained from six children of the

preceding group.



Experimental design was divided in three sections:

I. - Assessment of DNA damage in WN, WN-I and MN-I| children, this allowed to evaluate DNA
damage related to infections and malnutrition.

II. - Assessment of DNA damage related to drugs used in WN-IT and MN-IT children.

[If. - Assessment of DNA repair capacity in lymphocytes from WN, WN-l and MN-|, after

treatment with hydrogen peroxide.

Lymphocytes were isolated from blood samples, and then used to prepare slides. SCGE
was carried out, and fifteen cells per sample were analyzed (25 cells per slide, two slides for
each child). Mean tail length, H dispersion coefficient and percentage of damaged cells were
determined in each sample. In addition, repair capacity at 5, 15, 30 and 60 minutes was
estimated, this parameter is defined as the relative decrease (%) of the DNA migration length
after the incubation period. The Wilcoxon's matched-pairs rank and the chi-square tests were

used to compare data. Statistical significance was considered when P<0.05.

Malnutrition and severe infections are two factors related to higher levels of DNA
damage. Mean tail lengths were 7-fold longer in WN-I children and 14-fold longer in MN-I, than
in WN children. In WN-I children, this increased damage is related to several factors: free radical
increase associated with immune response triggered by bacterial infections, or to toxins
released by pathogens. Additionally, in MN-I children, deficiency of free radical scavenging
molecules and/or protein deficiency that may alter DNA duplication or DNA repair, may
contribute to increase DNA damage. Besides, an increase in the percentage of damaged cells

related to infection and malnutrition was observed.

DNA migration length before drug treatment was two times higher in WN-I children than
in WN-I. After drug treatment, mean tail length was also two times greater in MN-IT children
than in WN-IT. As well, the percentage of cdamaged cells was increased in samples observed
after drug treatment. The data obtained seems to indicate that malnourished children are more

susceptible to DNA damage induced by drugs.

After hydrogen peroxide treatment WN-I and MN-I showed higher DNA damage levels, in

contrast with WN children. The mean tail lengths and the percentage of damaged cells



decreased progressively as the period of DNA repair at 37°C coursed, this determined that

repair capacity increased in all groups studied. Moreover, it was clear that MN-I children showed

an impaired DNA repair capacity.

a)

b)

9)

Following conclusions were obtained from this study:

Severe infections and malnutrition are two factors associated with increased DNA
damage.

Drugs used for antimicrobial treatment, although necessary may result in undesirable
side effects such as increased DNA damage.

Infections, malnutrition and drugs may have an accumulative effect that increases DNA
damage.

Lymphocytes from MN-I children seem to be more susceptible to DNA damage induced
by drugs.

MN-I children not showed a greater susceptibility to DNA damage induced by hydrogen
peroxide.

Infections did not interfere with DNA repair capacity in WN-I children.

Repair capacity was clearly decreased in MN-| children, who showed delayed damage

repair.



1. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

La desnutricion infantii y las infecciones graves constituyen dos problemas
importantes de salud publica en nuestro pais. Diversas observaciones y estudios
epidemiolégicos indican que existe una estrecha relacion entre ambos padecimientos, lo
que se demuestra en el hecho de que las enfermedades infecciosas son el factor principal
gue se asacia con un incremento tanto en la gravedad de la desnutricién, como con la
frecuencia de fallecimientos de nifios (Kumar et al., 1994). La alta incidencia de ambos
padecimientos hace necesario el estudio de los efectos causados por ellos y el tratar de
establecer la interaccién entre ambos. A estos dos factores se tendria que anadir un
tercero, que son los medicamentos mas frecuentemente utilizados en el tratamiento de

las infecciones, ya que podrian generar efectos adicionales.

1.1 Desnutricion

La desnutricion es una enfermedad que afecta a aproximadamente un tercio de la
poblacion infantil del mundo, principalmente de los paises subdesarrollados de Africa,
Asia, América Latina y Oceania (De Onis et al.,, 1993). Las causas que la originan son
dos condiciones sociales: la pobreza y la ignorancia, por lo que la desnutricion se
considera una enfermedad de tipo social, que se presenta en las poblaciones que viven
en las condiciones mas deplorables, con altas tasas de nacimientos y en las que los nifios

presentan una alta incidencia de enfermedades infecciosas (Vega, 1998).

Se conoce con el nombre de desnutricion cal6rico-proteica al conjunto de
sintomas y signos clinicos y bioquimicos que se observan principalmente en nifios
lactantes y preescolares como consecuencia de una ingestién deficiente de nutrientes, o
por la utilizacion de dietas de variados contenidos caldricos, con bajos contenidos de
proteinas (Jellife, 1981; Cravioto et al., 1990).

La severidad del padecimiento se establece evaluando el peso y la talla, en

comparacion con los valores de referencia obtenidos en nifios de la misma edad y del



mismo género. Tomando en consideracion el peso de los nifios, se han delimitado tres
grados de desnutricion (Gémez et al., 1956), con caracteristicas particulares que se

describen a continuacion:

Desnutricion de Primer Grado (Leve) - Desnutricién que ha afectado por poco
tiempo al organismo; el individuo que |la padece presenta un déficit de peso corporal de

entre el 10 y el 24% del correspondiente para su edad cronolégica.

Desnutricion de Segundo Grado (Moderada) - Desnutricion mas marcada que
la anterior. Déficit de peso del 25 al 39% del promedio correspondiente para la edad del

paciente, el cual frecuentemente requiere hospitalizacion.

Desnutricion de Tercer Grado (Severa) - Las reservas nutricionales del
organismo estan practicamente agotadas, el déficit de peso es de mas del 40% del
promedio correspondiente para la edad. Se presentan serios cambios a nivel somatico y
funcional e inclusive psicoldgicos. Los pacientes requieren hospitalizacién y la tasa de

mortalidad para estos, es mucho mas elevada que para las dos categorias anteriores.

La desnutricion de tercer grado se puede manifestar en varias formas clinicas: el
marasmo, el kwashiorkor (llamado por algunos autores Sindrome Pluricarencial de la
Infancia) y el kwashiorkor-marasmatico (Behar e Icaza, 1972). Estas variantes presentan
en comun la detencidén de la tasa de crecimiento corporal, aunque cada una exhibe

caracteristicas propias (Cravioto et al., 1390).

El marasmo se caracteriza por un desgaste muscular muy marcado y por una
actividad fisica disminuida. El kwashiorkor, incluyendo al kwashiorkor-marasmatico, se
caracteriza por la presencia de edema masivo en manos y pies, musculos débiles y
atrofiados con algo de grasa subcutanea, profunda irritabilidad, anorexia, descamacion de

la piel, decoloracion del pelo e higado graso.

La desnutricion de tipo marasmo se debe fundamentalmente a una dieta baja,

tanto en contenido proteico como en calorias y se presenta cominmente durante el



primer afio de vida (marasmo incipiente), aun cuando llega a observarse incluso en
adultos (marasmo tardio) a causa del hambre (Jelliffe, 1981). En general el marasmo
predomina en las areas urbanas en tanto que el kwashiorkor prevalece en las areas
rurales, con tendencia a ser desplazado por el marasmo a medida que disminuye la

alimentacion al seno materno (Cravioto et al., 1990).

El marasmo se ha descrito como una adaptacion metabdlica ante una ingesta
inadecuada de calorias y proteinas, lo que en primera instancia repercute en la detencion
del crecimiento del nifio y se asocia con pérdida de peso corporal. Una vez que ocurre
esta pérdida de peso, los requerimientos nutricionales absolutos en estos nifios se
reducen, teniendo como base la disminucidén de la masa corporal total. Adicionalmente los
tejidos del cuerpo se adaptan a las carencias nutricionales de manera que utilizan menos
energia. En los marasmaticos se ha observado una utilizacién muy eficiente de los
alimentos ingeridos y por otro lado una disminucién generalizada de la actividad, tanto a

nivel de érganos, tejidos, células, organelos y maquinaria enzimatica (Golden, 1988).

Dentro de las disminuciones adaptativas mas importantes, que se han observado
en los niflos con marasmo, se pueden sefalar a las siguientes: disminucién en la
actividad de la bomba de sodio; reduccién en la actividad cardiaca, gastrica y renal total;
los pacientes no pueden responder a los cambios de temperatura del ambiente; hay una
disminucién en la respuesta inmunolégica; la disminucién en la masa corporal se da de
manera diferencial, mientras que en algunos nifios la grasa subcutanea al igual que la
masa muscular practicamente desaparecen, el sistema nervioso central se mantiene

relativamente bien preservado (Golden, 1988).

El kwashiorkor, palabra de origen africano que significa "enfermedad que aparece
cuando se reemplaza a un nifio por otro en el pecho materno”, es producto por una dieta
muy baja en proteinas, pero rica en carbohidratos. Usualmente se presenta entre el
primer y tercer ano de vida del nifio (Jelliffe, 1981). El término kwashiorkor continta
actualmente siendo usado por los clinicos para describir casos con edema, higado graso
y lesiones cutaneas, porque es clinicamente diferente del marasmo, que no presenta

estos signos.



Con respecto a la formacion del edema en los niffos con kwashiorkor se han
propuesto dos teorias: La teoria clasica explica que una ingesta inadecuada de proteinas
en estos nifios conduce a una disminucion en la sintesis de albumina. Se considera que
esta hipoalbuminemia es la principal causa del edema, aunque al parecer la deficiencia en
potasio, que es comun en estos nifios, también podria estar relacionada. Una evidencia
epidemioldgica que apoya la posibilidad de que el edema se genere por una dieta baja en
proteinas, es el hecho que el kwashiorkor se presenta en poblaciones en que los
productos de consumo general son bajos en proteinas o contienen proteinas de pobre
calidad, como el maiz. La otra teoria de la presencia del edema en los kwashiorkor, indica
que se forma como consecuencia del dafio inducido por radicales libres a las paredes de

los capilares o a las membranas celulares (Lenhartz et al., 1998).

Como ya se menciond, asociado con la presencia del edema se ha encontrado en
estos nifios al higado graso, el que se forma como resultado de una faila en el transporte
de grasas hacia fuera del érgano, lo que se atribuye a una reduccién en la sintesis de
apolipoproteina paralela a la de albumina. Por otra parte, se ha propuesto que el higado
graso puede ser producto de dafio inducido por radicales libres (Albrecht y Pelissier,
1995).

Se considera al kwashiorkor como una respuesta metabdlica inadecuada ante una
ingesta inapropiada de calorias y proteinas. Para que el kwashiorkor se presente, ademas
de las deficiencias nutricionales, se considera necesaria la presencia de otros factores
como las infecciones y las toxinas contenidas en alimentos contaminados (Golden, 1988).
Se propone que algunas de las manifestaciones clinicas observadas en los nifios con
kwashiorkor pueden deberse a una elevada concentracion de radicales libres en
asociacién con una disminucién en las cantidades de los diferentes antioxidantes (Becker
et al., 1995; Albrecht y Pelissier, 1995; Lenhartz et al., 1998).

La relacion entre desnutricion y mortalidad infanti ha sido ampliamente
investigada (Pelletier et al., 1993). Se ha establecido que la primera es la causa que
determina la muerte de aproximadamente el 55% de los nifios que mueren entre 1 y 4

aflos de edad, lo que parece estar relacionado con el hecho de que la desnutricion
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deprime la respuesta inmune (Chandra, 1980). Esta inmunodeficiencia aumenta la
susceptibilidad de los nifios a las infecciones, las que potencialmente pueden agravar la
severidad de la desnutricién, ya que promueven un mayor consumo de energia
metabdlica y a su vez este desgaste nutricional puede contribuir al agravamiento de las
infecciones, propiciandose asi el establecimiento de un circulo en el que la probabilidad
de que los niflos mueran se incrementa claramente (Pelletier et al., 1993; Schroeder y
Brown, 1994; Yoon et al., 1997). De esta manera, la desnutricién al alterar la respuesta
inmune contribuye a que las infecciones tengan una mayor prevalencia y gravedad en los
nifios desnutridos (Chandra, 1980).

Es importante sefalar que las infecciones tienen un papel preponderante en el
desencadenamiento de los casos de desnutricion de tercer grado, ya que los individuos
con desnutricién de segundo grado e infectados pueden pasar rapidamente a ser casos
severos con alto riesgo de mortalidad. Los factores que determinan que la infeccién
agrave a la desnutricion incluyen, la reduccidn en el consumo de nutrientes debido a la
anorexia, la pérdida de nutrientes debido a una absorcidn intestinal inadecuada o a
pérdidas a través de la orina y finalmente a la utilizaciéon de las reservas de proteinas en

los requerimientos inmunolégicos (Albrecht y Pelissier, 1995).

Algunos estudios han mostrado que existe un incremento en el riesgo de muerte
de los nifios desnutridos al presentar asociada alguna infeccién de tipo respiratoria o
diarrea, o por la coincidencia de ambas en determinado momento. El riesgo de muerte
calculado fue de 1.7 veces cuando se presentd infeccion respiratoria y también de 1.7
para la infeccion gastrointestinal, mientras que para la combinacién de ambas fue de 2.0
veces (Yoon et al., 1997). Otro autor muestra que las infecciones respiratorias son las
causantes de una mayor tasa de mortalidad en casos de desnutricion severa,
comparativamente con la tasa de mortalidad asociada con las infecciones
gastrointestinales (Renaudin,1997). Sin duda, las infecciones bacterianas son uno de los
factores mas importantes que incrementan la posibilidad de muerte en nifios con DCP
(Ekanem et al., 1997).



Contrariamente a lo que se podria pensar, la desnutricion leve y moderada estan
también asociadas con un riesgo alto de mortalidad (Yoon et al., 1997), ésta asociacién
tiene gran relevancia considerando que una alta proporciéon de nifios caen en estas

categorias (Chen et al., 1980; Trowbridge y Sommer, 1981).

En México, la estimacion mas reciente indica que 12.6 millones de nifilcs menores
de cinco afos son desnutridos, lo que corresponde al 30% de los nifios de esta edad
(Sepulveda et al., 1990). En las zonas rurales de México, en 1998 se establecié que el
19.3% de la poblacién de nifios menores de cinco afios, presentaban desnutricion
moderada o severa, lo que ia ubica como un problema grave a nivel nacional (Avila-Curiel
et al., 1998). Tan solo en el Estado de Tabasco se aprecié que el 46% de los nifos entre
1y 4 afos de edad presentan algun grado de desnutricion (29.8% bajo, 12.8% moderado
y 3.4 % severa) (Hernandez-Martinez y Roldan-Fernandez, 1995). Por otro lado, se ha
establecido que las causas mas frecuentes de muerte en nifios mexicanos menores de

cinco arnos son la diarrea y las infecciones respiratorias agudas (INEGI, 1993).

Se debe mencionar que debido a que raramente en los certificados de defuncién
de los nifios se reporta a la desnutricidén como la causa de la muerte, el impacto que ésta
tiene sobre la tasa de mortalidad infantil estd subestimado. Esto ha causado que la
desnutricion tenga un menor impacto en las estadisticas de mortalidad infantil (Orozco et
al., 1998).

Para evaluar los efectos causados por la desnutricidn se han realizado
investigaciones a nivel fisiologico, bioquimico, neurolégico e inmunoldgico, por citar sélo
algunos aspectos. Otro de los campos de interés ha sido el genético, en el que se han
evaluado las alteraciones del material genético inducidas por la desnutricién, utilizando
diversas metodologias. En primer lugar €l analisis de aberraciones cromosdmicas (AC) en
linfocitos de sangre periférica mostré6 una mayor frecuencia de AC en los nifios
desnutridos que en los controles eutréficos (Armendares et al., 1971; Betancourt et al.,
1972). Sin embargo, en otro estudio similar no se encontré diferencia entre ambos grupos
(Khouri y McLaren, 1973).



Posteriormente se estudié el dafo genético producido por la DCP, por medio de la
evaluacion de la frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas (ICH), en linfocitos
de nifios desnutridos. Mutchinick et al. (1979) y Gonzalez-Torres et al. (1983) no
encontraron diferencias entre los nifios desnutridos y sus testigos bien nutridos. Pero
Murthy et al. (1980) y Ortiz et al. (1994) observaron una frecuencia de ICH

significativamente mayor en los linfocitos de los nifios desnutridos.

En otro estudio, utilizando la técnica de micronucleos se observé que la frecuencia
basal fue mayor en los nifios con DCP en comparacion con lo observado en los nifios
bien nutridos y ademas los linfocitos de los nifios desnutridos mostraron tener una mayor

susceptibilidad a ser dafiados por la Mitomicina C (Ortiz et al., 1997).

Empleando la metodologia de electroforesis unicelular para detectar dafio al ADN,
se observé que la desnutricion probablemente también esta asociada con un incremento
en la ruptura de cadenas simples de esta molécula, aunque en el dafio detectado también
parecieron estar relacionadas las infecciones y los medicamentos (Betancourt et al.,
1995).

Para el estudio de los efectos causados por la desnutricidn se han utilizado
también modelos experimentales con animales de laboratorio, los que tienen como
ventajas, el que en ellos es facil controlar factores extranutricionales tales como las
infecciones, que son tan comunes en los niflos desnutridos y que podrian enmascarar o
alterar los efectos causados por la misma desnutricidn. Otra ventaja de los modelos

animales es que los estudios pueden realizarse in vivo, in vitro o ex vivo.

Algunos estudios del dafo inducido por la desnutricidn realizados en modelos
experimentales, han mostrado una mayor frecuencia de AC en células de médula 6sea de
ratas desnutridas experimentalmente (Sadasivan y Raghuram, 1973; Vijayalaxmi, 1975).
En contradiccién con esto, Betancourt et al. (1979) reportan que en el mismo tipo ceiular,
no observaron diferencia en la frecuencia de AC entre ratas bien nutridas y ratas

severamente desnutridas.
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En células de animales desnutridos Murthy y Srikantia (1981) y Betancourt et al.
(1986) observaron una mayor frecuencia de ICH. Posteriormente, se observd que este
dafio pudo ser revertido, ya que en ratas que primeramente fueron desnutridas durante la
lactancia y a las que después se les sometio a un periodo de recuperacion nutricional
durante 21 dias mas, se observaron valores semejantes a los que se obtuvieron en las

ratas bien nutridas (Betancourt et al., 1989).

En el laboratorio de Biologia Celular de la UAM-I también se han realizado
estudios para evaluar el efecto causado por la desnutricion a nivel de la proliferacion in
vitro de los linfocitos de nifios desnutridos. Primero se observé que los linfocitos de los
nifos desnutridos tuvieron un indice de duplicacién mayor a las 48 horas de cultivo, lo
cual podria deberse a una respuesta mas rapida al mitégeno o a una duracién menor del
ciclo celular (Gonzalez et al., 1990). Otro estudio, permiti6 determinar que este mayor
indice de duplicacién, observado en los linfocitos de los nifios desnutridos, sélo pudo
relacionarse con una respuesta mas rapida al mitégeno, ya que la duracién del ciclo
celular se encontré alterada, observandose un tiempo de generacién mayor. Este mismo
estudio mostré que la fraccién de células que respondieron al mitégeno y que proliferaron
activamente fue menor en los cultivos de los nifios desnutridos, es decir, solamente una
fraccion de los linfocitos T presentaron un periodo de latencia mas corto antes de entrar
al ciclo de proliferacion (transicion G0-G1) (Ortiz et al., 1994). Después de un periodo de
recuperacion nutricional, se observé que la fraccion de linfocitos que respondieron al
mitégeno se incrementd, pero no alcanzé los valores mostrados por los nifios sanos, 1o
que indicé que la recuperacion fue solamente parcial. Ademas se determiné que en los
nifilos en recuperacion nutricional persistio el retraso en la duracién del ciclo celular (Ortiz
et al., 1995).

En lo que se relaciona especificamente a las causas asociadas con el daho al
ADN observado en los niflos con desnutricion, se sefiala como muy probable al dafio
oxidativo, ya que como se sabe los radicales libres, generados por el metabolismo del
oxigeno son los agentes principales que provocan dafio a muchas estructuras celulares y
a componentes funcionales de la misma, enire los que destaca el ADN (Halliwell, 1991;

Higami et al., 1994). Se considera que entre las principales fuentes que incrementan la

15



presion oxidativa en los nifios con desnutricidn estan las infecciones, la proliferacion de
bacterias intestinales y la ingestién de toxinas, como las aflatoxinas presentes en granos

contaminados por hongos (Albretch y Pelissier, 1995).

Las reacciones oxidativas en condiciones normales, son neutralizadas por
sistemas antioxidantes endégenos, cuya disponibilidad esta directamente relacionada con
la dieta. Se ha establecido que relacionado con las carencias nutricionales en los nifios
con DCP se encuentran alterados algunos sistemas antioxidantes, principalmente por la
disminucién de la concentracién de glutation (Becker et al., 1995) y de otros compuestos
como el retinol, los B-carotenoides (Squali-Houssaini et al., 1997), el a-tocoferol (Squali-
Houssaini et al., 1997; Smit et al., 1997), el zinc y el selenio, teniendo este Ultimo un papel
fundamental en la funcidn de la enzima glutation peroxidasa (Albrecht y Pelissier, 1995).
Las concentraciones de los antioxidantes antes sefialados se han encontrado disminuidas
en los nifos con DCP, particularmente en los niflos con kwashiorkor (Becker et al., 1994;
Lenhartz et al., 1998). Adicionaimente se ha observado un exceso de hierro libre en la
médula ésea de nifios con kwashiorkor lo que los predispone aun mas al dafio por

radicales libres (Sive et al., 1996).

A pesar de las alteraciones antes mencionadas, se debe puntualizar que en la
literatura no se tiene informacién que indique que los nifios con DCP, o en proceso de
recuperacion de esta, manifiesten dafios permanentes, como envejecimiento prematuro o
transformaciones neoplasicas, que serian lo esperado después de una exposicién severa
y prolongada a los radicales libres y que en concordancia con esto se ha observado que
muchas de las anormalidades observadas en los desnutridos son reversibles, cuando se
les somete a rehabilitacion nutricional (Albrecht y Pelissier, 1995). Esto sin embargo, debe
considerarse como un campo de investigacion abierto, que permitira establecer si es que

la desnutricién pudiera estar relacionada con el desarrollo de algun tipo de cancer.
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1.2 Infecciones

En nuestro pais y en los paises pobres en generali, las infecciones mas comunes y
que ademas constituyen una causa importante de mortalidad en nifios menores de 5
afos, son las infecciones agudas de vias respiratorias y las infecciones gastrointestinales
(Garcia-Ramos et al., 1991; Vergara et al., 1992). Dentro de las primeras, en México se
ha reportado que alrededor del 70% corresponde a la bronconeumonia de origen
bacteriano y se han identificado como principales agentes causales a Streptococcus
pneumoniae, a Haemophilus influenzae, a Staphylococcus aureus y a Klebsiella
pneumoniae (Garcia-Ramos et al., 1991). En relacion a las infecciones gastrointestinales,
se ha determinado que en niflos de 1 a 5 afios de edad con diarrea liquida (Flores-
Abuxapqui et al., 1993) y sanguinolienta (Torres et al., 1995) los enteropatégenos mas
frecuentes son: Shigella, Escherichia coli citotoxica y Campylobacter. Otros agentes
patégenos que se han encontrado presentes en nifios de la ciudad de México con diarrea
aguda son Cryptosporidium parvum y también la bacteria enteropatdégena Salmonella,

siendo mucho mas frecuente su presencia en nifios desnutridos (Enriquez et al., 1997).

Se ha reportado que las infecciones graves estan relacionadas con un aumento en
las rupturas de hebra simple del ADN, sin embargo, se recomienda realizar estudios con
diferentes tipos de infecciones, en donde se determine el agente causal de la misma con
lo que se podria establecer el grado de dafio inducido al ADN por cada uno de los
diferentes agentes patégenos y se podria tratar de establecer si es que existe relacidn
entre la magnitud del dafio en esta molécula y la gravedad de la infeccién (Betancourt et
al., 1995). Se ha sugerido que ciertas enzimas bacterianas pueden actuar como DNA-
asas y endonucleasas que producen dafio al ADN en las células del organismo infectado
(Ahuja, 1991). También se ha propuesto que los radicales libres generados por las células
fagociticas del organismo infectado, al tratar de controlar la infeccion, pueden estar

relacionados con un incremento en el dafo al ADN (Halliwell, 1991).

Otros estudios han mostrado que las infecciones bacterianas pueden inducir dafno
genético, asi se ha observado una elevacion en la frecuencia de AC en pacientes con

tuberculosis (Rao et al.,, 1990) y también un aumento en la frecuencia de AC e ICH en
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pacientes con lepra (D'Souza y Das, 1994). Adicionalmente se ha determinado un
incremento en las AC en nifios con infecciones y este fue mayor cuando se asocid la
infeccién con la desnutricion (Murthy y Rahiman, 1983). En relacién a la frecuencia de
ICH se ha observado que esta se incrementd en los nifios desnutridos,

independientemente de la presencia de las infecciones (Ortiz et al., 1994).

Adicionalmente, se ha reconocido que existe una fuerte asociacion entre la
infeccion crénica por Helicobacter pylori y casos de cancer gastrico y aunque los
mecanismos que determinan esto son aun desconocidos, se propone due la enfermedad
puede generarse a partir de un genotdxico liberado por las bacterias que induce dafio al
ADN (Mannick et al., 1996), provocando mutaciones en oncogenes del huésped (Ernst,
1999) o en los genes supresores de la formacién de tumores. Es probable que un
mecanismo similar determine que la infeccion por Helicobacter hepaticus desencadene el

desarrollo de carcinomas hepaticos (Guindi, 1999).

1.3 Medicamentos

Se ha demostrado que algunos medicamentos, principaimente los antibidticos que
son necesarios para el control de las infecciones, pueden tener efectos colaterales no
deseados (McDaniel y Schultz, 1993). Un grupo de antibiéticos de uso muy generalizado,
son los aminoglucésidos (por ejemplo la gentamicina), los que a pesar de que han
mostrado efectos colaterales adversos, como alteraciones a nivel de la céclea, del
vestibulo o del rifién en humanos, siguen siendo considerados como indispensables en el

tratamiento de algunas infecciones (Schacht, 1998).

Es probable que algunos de los efectos colaterales debido al uso de antibidticos se
relacionen con dafos inducidos al ADN. Asi por ejemplo, se ha observado un incremento
en la frecuencia de ICH por accién de la gentamicina (McDaniel y Schultz, 1993) y el
cloranfenicol (Catalan et al.,, 1993). En relacién a la gentamicina, se sabe que actua

inhibiendo la sintesis de proteinas (Wilhelm et al., 1978) y se propuso que este podria ser
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el mecanismo mediante el cual incrementa la frecuencia de ICH's. Sin embargo, se ha
demostrado que otros inhibidores de la sintesis de proteinas, como la puromicina, no
inducen un incremento en la frecuencia de ICH's (Sono y Sakaguchi, 1981). Otros
trabajos realizados con gentamicina muestran que ésta facilita la generacién de radicales
libres y se sugiere que este proceso podria jugar un papel importante en las alteraciones

que puede provocar (Conion y Smith, 1998).

El cloranfenicol es un antibiético de amplio espectro y se ha utilizado tanto en
humanos como en medicina veterinaria. El riesgo para la salud humana se presenta
cuando se usa para el tratamiento de padecimientos infecciosos, sin embargo, otra
posibilidad de contacto para los humanos son los residuos presentes en los tejidos de
animales tratados y que posteriormente se usan como alimentos. El cloranfenicol se usa
frecuentemente en los paises no industrializados ya que es barato y efectivo, esto a pesar
de su demostrada hemotoxicidad y de su relacion con la anemia aplastica. Con respecto
a la induccion de darfo al ADN por el cloranfenicol, se tienen datos contradictorios, ya que
algunos trabajos reportan un incremento (Martelli et al.,, 1991; Cataldn et ai.,, 1993),
mientras que otros no coinciden con este hallazgo (Lafarge-Frayssinet et al., 1994), sin
embargo, estos ultimos reportan una mayor toxicidad reiacionada con algunos de sus
metabolitos. Ademas, se ha demostrado que puede inducir apoptosis y que este efecto
puede disminuirse al tratar conjuntamente a las células con un agente antioxidante. Este
ultimo dato es lo que ha permitido proponer que posiblemente la liberacion de radicales

libres influye en los efectos téxicos del cloranfenicol (Holt et al., 1997).

Otros aminoglucésidos como la kanamicina y la estreptomicina inducen
dafo coclear o vestibular en el oido. Se propone que tanto el hierro como los radicales
libres podrian jugar un papel critico en los efectos téxicos colaterales de estos dos
antibidticos (Song et al., 1998). Una revision bibliografica muestra que de 467
medicamentos que se encontraban a la venta en 1999 (Snyder y Green, 2001), 77

mostraron tener actividad carcinogénica.

Adicionalmente, se ha establecido que otros antibidticos pueden disminuir la

sintesis de ADN y con esto reducir la proliferacion celular (Potts et al., 1983). De manera
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indirecta, asociada a esta baja proliferacién se ha observado induccién de dafio genético
(Song et al., 1998; Abou-Eisha et al., 1999). Por lo anterior, es probable que algunas
alteraciones en la respuesta a mitégenos y en la proliferacion celular observada en los
linfocitos de los nifios desnutridos, puedan estar relacionadas con la ingesta de

medicamentos (Ortiz et al., 1995).

1.4 Ensayo cometa: deteccion de dafio y reparacion del ADN

La metodologia de electroforesis unicelular en condiciones alcalinas (o ensayo
cometa) ha mostrado ser una metodologia muy sensible para evaluar el dafo al ADN
causado por diversos factores (Tice, 1994). Con esta técnica, al someter el material
genético a un campo eléctrico, se detectan rompimientos de cadena doble o de cadena
sencilla, asi como dafo en regiones sensibles al alcali y sitios incompletamente reparados
por excision de bases. La imagen que se obtiene es semejante a la de un cometa en el
que la cabeza es el nucleoide y el ADN fragmentado es la estela, cuya longitud refleja la
cantidad de dafio. Esta metodologia tiene ademas diversas ventajas como: se requiere
una cantidad pequefa de muestra para realizarse, puede evaluar el dafio al ADN en
células no proliferantes, el analisis se efectua en células individuales, se puede realizar en
diferentes tipos celulares y en células de organismos de diferentes especies, es ademas

relativamente simple y rapida.

Ya que el analisis puede efectuarse en células individuales, se puede evaluar la
distribucion intracelular del dafio al ADN (McKelvey-Martin et al.,, 1993; Collins et al.,
19973a; Rojas et al., 1999). Ademas, el hecho de que técnicamente no sea complicada la
hace una buena opcidon para hacer estudios poblacionales. A pesar de sus numerosas
ventajas, se debe reconocer que el ensayo cometa presenta ciertas desventajas, entre
las que se mencionan las dudas que existen en relacion a la importancia biolégica de las
alteraciones presentes en el ADN que pueden ser evaluadas con esta técnica, ya que la
mayoria de las lesiones son reparadas antes de fijarse como mutaciones. Por otro lado,
no se ha llegado a acuerdos para elegir un solo parametro que describa de la mejor

manera el dafio observado en el ADN. Otras desventajas se perciben en las variantes
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metodologicas que se siguen durante el tratamiento alcalino y el corrimiento
electroforético y también se ha cuestioriado el que la mayoria de los estudios con el
ensayo cometa se han realizado en células sanguineas, por la facilidad que representa su
obtencion y que tal vez podrian no ser las mas adecuadas en todos los casos (Kassie et
al., 2000).

Las células que se utilizan para realizar el ensayo cometa, deben ser aisladas y
procesadas, de manera que no se permita la reparacidén o la formacion de rompimientos
adicionales (Fairbairn et al., 1995). Posteriormente las células se mezclan con agarosa,
se colocan sobre un portaobjetos, se lisan con detergente y con altas concentraciones de
sal. Durante esta parte del proceso todas las proteinas nucleares son extraidas,
formandose asi los nucleoides, que no contienen nucleosomas, sin embargo el ADN
retiene el superenrrollamiento contenido en los nucleosomas. Cuando la molécula de
ADN se rompe, ei superenrrollamiento se relaja y al someterio a electroforesis alcalina,
los fragmentos del ADN se liberan extendiéndose hacia el anodo formando la estela del
cometa. La facilidad del ADN para migrar estara en funcién del nimero de rompimientos y
del tamafio de los fragmentos, los que pueden quedar pegados a trozos de mayor tamarfo
y que por lo tanto sélo migraran una distancia corta a partir de la cabeza del cometa. La
longitud de la estela inicialmente incrementa con la magnitud del dafo inducido, pero
alcanza un maximo, que esta fuertemente definido por ias condiciones de la electroforesis

y no por el tamafo de los fragmentos (Fairbairn et al., 1995).

Para efectuar la electroforesis se utilizan soluciones amortiguadoras con pH’s altos
(>12.3), ya que esto facilita la desnaturalizacién y el desenrrollamiento del ADN,
permitiendo la expresién de los rompimientos de cadena sencilla, asi como de los
rompimientos que sélo se hacen aparentes, después de la exposicidn al alcali, también
lamados sitios sensibles al alcali (Fairbairn et al., 1995, Rojas et al., 1999). Estos sitios
sensibles al alcali, tales como los sitios apurinicos, se transforman en rompimientos de la
molécula de ADN (McKelvey-Martin et al., 1993).

Los cometas se revisan en el microscopio de fluorescencia, previa tincion con

bromuro de etidio, ioduro de propidio o DAPI. La intensidad relativa de la fluorescencia en

21



la estela del mismo se puede evaluar visualmente o usando densitometria o el analisis de
imagenes computarizado (Rojas et al., 1999). El andlisis de imagenes proporciona
diversos parametros de cada cometa, incluyendo la longitud de la estela, la intensidad
relativa de la fluorescencia (que corresponde al porcentaje de ADN en la estela)y el “tail
moment” (que corresponde al producto de la longitud de la estela y de la fraccion de ADN
total presente en ella). En este ultimo parametro se involucran dos aspectos: los
fragmentos mas pequefios de ADN detectables (que se reflejan en la longitud de la estela
del cometa) y el numero de fragmentos de ADN (que se representan por la intensidad del
ADN en la estela) (Fairbairn et al., 1995).

El ensayo cometa se ha utilizado como una prueba de genotoxicidad y constituye
una herramienta invaluable en la investigacion de los aspectos basicos del dafio al ADN y
de las respuestas celulares ante este dafio. Adicionalmente se le esta utilizando para
monitorear el dafo al ADN en poblaciones humanas (Collins et al., 1997b; Kassie et al.,
2000). Se considera que con ésta técnica y utilizando un numero adecuado de individuos,
es posible establecer diferencias entre grupos, a pesar de que se ha observado una
variacion considerable entre las muestras de un mismo individuo, obtenidas a diferentes

tiempos (Collins et al., 1997a).

Los rompimientos de cadena sencilla no son considerados como lesiones letales o
mutagénicas ya que son reparados muy rapidamente. Muchos agentes no inducen
rompimientos directamente, aunque en ocasiones pueden formar sitios apurinicos, que
son sensibles al alcali y son convertidos en rompimientos cuando el ADN se coloca en
soluciones con pH alto. Otros rompimientos pueden presentarse de manera transitoria
cuando las células reparan el ADN por la via de la excisién de bases o de nucleétidos y
por lo tanto un nivel alto de rompimientos podria indicar dafo alto o reparacidn deficiente
(McKelvey-Martin et al., 1993).

Utilizando ésta técnica es posible determinar si todas las células dentro de una
poblacién muestran el mismo grado de dafio (Fairbairn et al., 1995). El tipo celular que
mas se ha utilizado en humanos son los linfocitos, en los que se ha reportado una

considerable variabilidad intra-individual, la que se ha atribuido a diferentes factores, entre
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los que se incluyen: edad del donador (Singh et al., 1990), actividad fisica (Hartmann et

al., 1994), o algunos habitos, como el tabaquismo (Betti et al., 1994

Recientemente se ha introducido una modificacion al ensayo cometa, la que
incrementa enormemente su sensibilidad y especificidad. Esta consiste en que
posteriormente a la lisis, el ADN en el gel, es digerido con una endonucleasa de
reparacion especifica, la que introduce rompimientos en sitios especificos de dafio. En
principio, cualquier lesién para la que exista una endonucleasa de reparacién, podria
detectarse de esta manera. Para esto se ha utilizado la endonucleasa Ill, cuyo sustrato
son las pirimidinas oxidadas. Otras enzimas que se han utilizado son la
formamidopirimidina glicosilasa (que actta sobre la 8-hidroxi-guanosina), la endonucleasa
V (especifica para dimeros de timina formados por exposicién a UV) y la uvrABC (que
reconoce lesiones masivas) (Collins et al., 1997b). Esta modificacién a la técnica es
particularmente importante cuando se estudian agentes que dafan a las bases puricas o
pirimidicas del ADN, sin provocar rompimientos por si mismos, con estos agentes el
rompimiento de las cadenas ocurre como un paso intermedio durante la reparacion del
dafio (Rojas et al, 1999).

El ensayo se ha utilizado en muy diversos tipos de estudios: Dafio oxidativo -
Inducido por el estres oxidativo enddgeno, por ejercicio fisico exhaustivo o por estrés
oxidativo inducido in vitro. Efectos antioxidantes - En los que se ha evaluado el efecto
antioxidante de micronutrientes como las vitaminas C y E. Condiciones patoldgicas -
Aborto, desnutricién, infecciones, diferentes tipos de cancer, infertilidad, diabetes.
Exposicion terapéutica - Medicamentos, radiacion ionizante, anestésicos. Exposicion
ocupacional - Radidlogos, anestesidlogos, campesinos expuestos a pesticidas, obreros
de la industria del plastico, empleados de gasolineras, estilistas expuestos a colorantes
para cabello. Habitos personales - Fumadores, atletas, alimentacion, alcohol.
Exposicion ambiental - Contaminacion del aire y agua (Fairbain, 1995; Rojas et al.,
1999; Kassie et al., 2000).

Por sus caracteristicas, la electroforesis unicelular ha sido utilizada también en

estudios de reparacion del dafo en el ADN, en poblaciones celulares normales o
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transformadas (Singh et al., 1988, 1990, 1994, Tice et al., 1990; Olive et al., 1990). Se ha
apreciado que aproximadamente el 50% del dario se repara en los primeros 15 minutos y

la reparacion total se efectia en una o dos horas posteriores al tratamiento (Tice, 1994;
Singh et al., 1994).
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2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar en linfocitos de nifos, por medio de la técnica de electroforesis unicelular, el
dafio producido en el ADN por la desnutricidn caldrico-proteica severa, las infecciones graves y
los medicamentos mas comunmente empleados en el tratamiento de éstas y analizar el efecto
de la desnutricion caldrico-proteica severa y de las infecciones graves sobre la capacidad de

reparacién del dafio inducido a esta molécula por el perdxido de hidrégeno.

2.1 Objetivos particulares

1) Evaluar el dafio al ADN producido por la desnutricidén calérico proteica de tercer grado.

2) Analizar el dafio al ADN relacionado con las infecciones bacterianas presentes en nifios bien

nutridos y en nifios desnutridos.

3) Estudiar el dafio al ADN asociado con los medicamentos mas comunmente empleados en la
clinica para el tratamiento de las infecciones antes mencionadas, en los nifios bien nutridos

infectados y en los nifios desnutridos.

4) Evaluar la sensibilidad de los linfocitos de nifios desnutridos a presentar niveles altos de

dafo en el ADN, después de un periodo de tratamiento con medicamentos.

5) Establecer si la presencia de la desnutricién, de las infecciones y del tratamiento con
medicamentos, determina relaciones de tipo sumatorio o sinérgico que incrementen la cantidad

de dano al ADN, observado en los diferentes grupos de nifios estudiados.

6) Evaluar el dafio inducido por el peréxido de hidrégeno en el ADN de los linfocitos de nifios

desnutridos.



7) Analizar la capacidad de reparacién del dafio inducido en el ADN de linfocitos de nifios bien

nutridos, bien nutridos infectados y desnutridos.



3. HIPOTESIS

Diversos estudios muestran que la desnutricién, las infecciones graves y algunos
medicamentos utilizados para combatirlas pueden causar dafio al ADN. Debido a que en
los nifios desnutridos estas tres variables se encuentran generalmente asociadas, lo
esperado seria que estos niflos presentaran los niveles mas altos de dafio al ADN. Por
otro lado, si los nifios con desnutricion e infecciones asociadas presentan los niveles mas
altos de darfo, es probable que esto pueda estar relacionado con alteraciones en la

eficiencia de la reparacién del dafio inducido al ADN.
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4. MATERIALES Y METODOS

Se obtuvieron muestras de sangre de aproximadamente 3 mi, de nifios que fueron

incluidos en alguno de los siguientes grupos de estudio:

Nifios Bien Nutridos (BN) (Grupo Testigo) - Integrado por nifios sanos con peso y talla

adecuada para su edad cronolégica.

Nifios Bien Nutridos Infectados (BN-l) - Integrado por nifios con infeccién grave de las
vias respiratorias o gastrointestinal grave, y que no se encontraban tomando
medicamentos al momento de la toma de la muestra, con peso y talla adecuados para su

edad cronolégica.

Nifios Bien Nutridos Infectados con tratamiento (BN-IT) - Integrado por los mismos
nifios del grupo anterior, después de un periodo de hospitalizacion durante el cual fueron

tratados con medicamentos.

Nifios Desnutridos Infectados (DES-I) - Integrado por nifios con infeccién grave de las
vias respiratorias o gastrointestinal, que no se encontraban tomando medicamentos al

momento de la toma de la muestra, y con desnutricion severa asociada

Nifos Desnutridos con tratamiento (DES-IT) - Integrado por los mismos nifios del
grupo anterior después de un periodo de hospitalizacién y del tratamiento con

medicamentos.

Las muestras se obtuvieron en ios Hospitales Infantiles de Xochimilco e Iztapalapa
del D.D.F., con los que se realizé un convenio de colaboracion. No se estudié un grupo de
nifos desnutridos no infectados, porque es muy dificil encontrar pacientes con estas
caracteristicas. De cada uno de los nifios incluidos en el estudio se solicité la informacion

contenida en la Ficha de Datos (Anexo 9.1).

28



El protocolo de investigacion fue evaluado y aceptado por el Comité de Etica de la

Direccién General de Servicios Médicos del D.D.F.

El trabajo experimental fue dividido en tres partes:

4.1.- Evaluacion del dafio basal observado en el ADN de los grupos BN, BN-I y DES-I.

Para establecer la influencia de las infecciones y de la desnutricion sobre el dafio al ADN.

4 2.- Evaluacion del dafio al ADN asociado a los medicamentos en los linfocitos de los
nifios infectados (BN-IT y DES-IT).

4.3.- Evaluacién de la reparacion del dafio inducido al ADN por peréxido de hidrégeno en
los nifios BN, BN-! y DES-I.

4.1 Evaluacion del dafno basal presente en el ADN en los tres grupos de
estudio: Nifos Bien Nutridos (BN), Nifios Bien Nutridos Infectados (BN-Il) y
Nifios Desnutridos Infectados (DES-I)

Para establecer el impacto de las infecciones y de la desnutricion sobre el dafo al

ADN, se tomaron muestras de nifios BN, BN-l y DES-| previas al tratamiento con

medicamentos.

4.1.1 Caracteristicas de los ninos estudiados

El grupo de nifios BN no infectados estuvo formado por 12 nifios, cuyas edades
fluctuaron entre 13 y 54 meses, y dos de los cuales eran de sexo femenino y 10 de sexo
masculino. Los nifios BN asistian a los hospitales para andlisis preoperatorios y algunos
otros para control de nifio sano. Estos nifios fueron considerados como BN por presentar
la relacion peso/talla esperada para su edad cronolégica (Cuadro 1). Los pesos y las
tallas promedio usados como referencia fueron tomados de un estudio realizado por

Ramos-Galvan (1975) en una poblacién de nifios mexicanos.



En el grupo BN-I se incluyeron 16 nifios de entre 7 a 54 meses de edad, de los
cuales 5 eran de sexo femenino y 11 masculino. Todos presentaban la relacion peso/talia
esperada para su edad cronoldgica, y fueron hospitalizados por presentar algun tipo de
infeccidn bacteriana grave de tipo respiratoria, gastrointestinal o de vias urinarias, o

combinaciones de eilas (Cuadro 2).

Cuadro 1. Caracteristicas de los nifios bien nutridos (BN)

Muestra Edad Sexo Peso Talla

(meses) (Kg) (cm)
JJA a 13 M 10.0 74.0
CHV @ 14 F 12.2 81.0
MHD @ 18 M 10.8 79.0
AGR ‘24 M 126 87.0
BMP 2 29 M 12.5 88.0
SFV 33 M 15.3 99.0
EGC @ 36 M 16.0 92.0
MMG 39 M 165 97.0
JFG @ 44 M 16.5 100.5
EJS 48 M 16.5 102.0
TIM 48 F 16.2 101.0
JCM 54 M 20.0 101.0

2 Estos niftos formaron el grupo de nifios BN en el estudio de |a reparacion del dafio inducido al ADN.



Cuadro 2. Caracteristicas de los nifios bien nutridos infectados (BN-i)

Muestra Edad Sexo Peso Talla Tipo de
(meses) (Kg) (cm) infeccion
EGE b 7 M 6.5 70 Gastrointestinal,
Respiratoria
CcCC ¢ 7 M 8.5 70 Gastrointestinal
JBD 7 M 7.0 ND Gastrointestinal,
Respiratoria
RGP 9 M 9.0 71 Respiratoria
SMY 10 F 7.5 71 Respiratoria
JVP 11 F 8.0 72 Respiratoria
LVP 11 F 8.2 70 Respiratoria
JEL ¢ 14 M 9.2 80 Gastrointestinal
ECD 14 M 8.8 67 Respiratoria
JPA b 16 M 10.0 74 Gastrointestinal,
Respiratoria
KRD 16 F 101 85 Gastrointestinal
JBM b¢ 18 M 9.9 78 Gastrointestinal,

Respiratoria,
Vias urinarias

JGC b¢ 22 M 10.0 88 Gastrointestinal,
Respiratoria
NCH P 34 M 13.0 93 Sepsis
KFG ©t 36 F 140 95 Respiratoria
RMM 54 M 16.0 ND Gastrointestinal,

Respiratoria

® A estos nifios se les tomé una muestra antes y otra después del tratamiento con medicamentos, para la
evaluacion del dafio inducido por los medicamentos.
© Estos nifios formaron el grupo de BN-I de! estudio de la reparaciéon del dafio inducido al ADN.
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El grupo de nifos con desnutricion severa estuvo integrado por 11 nifios, con
edades de entre 6 y 29 meses. Siete eran de sexo femenino y cuatro de sexo masculino.
Nueve presentaban déficits de la relacion peso/talla superiores o iguales al 40%, en
relacién a lo esperado para su edad cronologica, estos nifios presentaban desnutricion de
tipo marasmo. Dos nifios presentaron un déficit menor (3% y 25% respectivamente)
debido a la presencia de edema, que es caracteristico de la desnutricion de tipo
kwashiorkor. Todos presentaban infeccion bacteriana de tipo gastrointestinal o

respiratoria, y en tres de ellos se diagnosticaron ambos tipos de infecciones (Cuadro 3).

Cuadro 3. Caracteristicas de los nifios desnutridos infectados (DES)

Muestra Edad Sexo Feso Talla Déficit Tipo de
(meses) (Kg) (cm) peso/talla infeccion

CMR d 6 F 2.5 49 54% Gastrointestinal
IRP de 6 M 4.1 61 41% Respiratoria

GGG de 10 F 46 72 48% Gastrointestinal

NCR ¢ 10 M 55 67 40% Gastrointestinal

JGM d 12 F 5.0 66 41% Gastrointestinal

LVP 12 M 6.8 69 25%* Gastrointestinal,
. Respiratoria

NBS de 14 F 34 58 55% Gastrointestinal

FRG ¢ 15 F 57 74 43% Gastrointestinal,
Respiratoria

BW 17 F 7.2 79 42% Gastrointestinal,
Respiratoria

GMG ¢ 24 M 11.4 81 3%= Gastrointestinal
LPA de 29 F 7.2 N.D. 49% % x Respiratoria

+ Desnutricion tipo kwashiorkor.*+ Sélo déficit de peso. N.D. No determinada.

d A estos niflos se les tomé una muestra antes y otra después del tratamiento con medicamentos, para la
evaluacién del dafio inducido por los medicamentos.

¢ Estos nifios formaron el grupo de DES-I del estudio de la reparacion del dafio inducido al ADN.



Las muestras de sangre de todos los nifos, fueron obtenidas en jeringas
previamente heparinizadas y llevadas inmediatamente al laboratorio, a partir de ellas se

aislaron los linfocitos de la siguiente manera:

4.1.2 Aislamiento de linfocitos

La sangre se mezcld con PBS (proporcion 1:1, v/v), y esta suspensién celular se
colocod cuidadosamente en tubos de centrifuga sobre Linfograd (Microlab, México). Las
muestras se centrifugaron a 3500 rpm por 20 min. Posteriormente, los linfocitos se
colectaron en la parte superior del Linfograd. Las células se lavaron dos veces con PBS.

Finalmente los linfocitos se llevaron a una concentracién final de 1 X 108 céls/ml.

4.1.3 Electroforesis unicelular

La metodologia de electroforesis unicelular que se siguié fue la propuesta por

Singh et al. en 1988, modificada por Tice et al. en 1990.

Primeramente se preparé la solucién de lisis (solucién de trabajo) (Anexo 9.2.1),

que se colocé en un vaso Koplin a 4°C, protegida de la luz.

Para la preparacién de los geles se colocaron 110 ul de solucion de agarosa
regular al 0.75% en portaobjetos totalmente esmerilados, sobre ella inmediatamente se
colocéd un cubreobjetos evitando la formacién de burbujas, se dejé solidificar y después se
retird cuidadosamente el cubreobjetos. Por otro lado se mezclaron 75 ul de agarosa de
bajo punto de fusién al 0.5% con 10 ul de la suspensién de linfocitos. Se afiadio esta
mezcla sobre la primera capa de agarosa, se cubrié6 con un cubreobjetos y se dejo
solidificar. Se retiré el cubreobjetos, y se agregb una tercera capa de 75 ul de agarosa de
bajo punto de fusién, se colocd encima un cubreobjetos, se dejé solidificar, y finalmente

se retird el cubreobjetos.

Se sacaron las preparaciones de la solucién de lisis y se colocaron en una camara

de electroforesis horizontal, la que se llené cuidadosamente con la solucion
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amortiguadora con la que se realizd el corrimiento electroforético (Anexo 9.2.2). Se
dejaron reposar 20 min., para permitir el desenrrollamiento del ADN, y la expresién de los
sitios sensibles al alcali. Concluido este tiempo se realizé la electroforesis a 25 volts y 300
miliamperes, durante 30 minutos. Se retiraron los geles de la camara y se colocaron en
una superficie plana, ahi se les gote6 con la solucién amortiguadora para neutralizacion
(Anexo 9.2.3), de la que se hicieron tres cambios consecutivos, dejando reposar las

preparaciones en cada ocasién durante 5 min.

Los geles se tifieron con una soluciéon de bromuro de etidio a una concentracion
de 20 ug/ml (Sigma) (Anexo 9.2.4). Las observaciones se hicieron utilizando un objetivo
de 40X en un microscopio de fluorescencia (Olympus) equipado con un filtro de excitaciéon
de 515-560 nm y un filtro barrera de 590 nm. Las mediciones se realizaron utilizando un
sistema de circuito cerrado de televisién que permite marcar en una pantalla el punto de
terminacién del nucleo y el punto de terminacién de la estela del cometa, y que
proporciona la medida en um. La migracion del ADN se evalué en 50 células

seleccionadas al azar (25 células en dos preparaciones).

4.2 Evaluacion del dafio al ADN asociado a los medicamentos en los
linfocitos de los nifos infectados (BN-IT y DES-IT)

Después de un periodo de estancia en el hospital, durante el cual los nifios
estuvieron en tratamiento con medicamentos, se tomé una segunda muestra de sangre a
algunos de los nifios infectados, tanto desnutridos como bien nutridos. De estas muestras
se aislaron los linfocitos, se hicieron los geles, se realizd la electroforesis unicelular y se

analizaron las preparaciones de la manera descrita en la seccion anterior.
4.2.1 Caracteristicas de los nifios Bien Nutridos Infectados
Para esta parte del estudio se utilizaron muestras de seis nifios BN-I, cuyas

edades fluctuaron entre 7 y 36 meses, uno de sexo femenino y cinco de sexo masculino

con relaciones peso/talla adecuadas para su edad cronolégica. Todos se encontraban



hospitalizados por presentar alguna infecciéon bacteriana grave de tipo gastrointestinal,

respiratoria, de vias urinarias o combinaciones de ellas (Cuadro 2).

A estos mismos seis nifios después de entre 4 y 7 dias de hospitalizacidn, periodo
durante el cual estuvieron recibiendo medicamentos, se les tomé una segunda muestra,

para evaluar el efecto de los medicamentos sobre el ADN (Cuadro 4).

Cuadro 4. Dias de tratamiento y medicamentos administrados a los nifios bien nutridos
infectados (BN-l)

Muestra Dias de tratamiento Medicamentos
EGE 7 Trimetoprim-sulfametoxazol
JPA 7 Trimetoprim-sulfametoxazol
JBM 7 Salbutamol, Ambroxol
JGC 7 Amikacina
NCH 7 Cefotaxina, Dicioxacifina,

Cloranfenicol, Metronidazol

KFG 4 Penicilina, Ambroxol, Acetaminofén

Como se aprecia en el Cuadro 4, a cinco de los nifios bien nutridos se les
administraron diferentes tipos de antibiéticos (Trimetoprim-sulfametoxazol, Amikacina,
Cefotaxina, Dicloxacilina, Cloranfenicol, Penicilina), a uno (NCH) se le administré ademas
un amebicida (Metronidazol) y a otro (KFG) se le administré adicionalmente un mucolitico
(Ambroxol) y un antipirético (Acetaminofén), al nifioc JBM no se le administraron

antibidticos, sélo un broncodilatador (Salbutamol) y un mucolitico (Ambroxol).



4.2.2 Caracteristicas de los nifios con Desnutricion Severa

En el grupo de nifios DES-| se incluyeron a seis nifios, con edades de entre 6 y 29
meses, dos de sexo masculino y cuatro femenino. Cinco presentaban desnutricién de tipo
marasmo y uno (NBS) desnutricion mixta, todos con un déficit en la relaciéon peso/talla
superior al 40%. Estos se encontraban hospitalizados por presentar algun tipo de

infeccion bacteriana respiratoria o gastrointestinal (Cuadro 3).

Después de 4 a 7 dias de hospitalizacién se tomaron las segundas muestras
(Cuadro 5).

Cuadro 5. Dias de tratamiento y medicamentos administrados a los nifios desnutridos
infectados (DES-I)

Muestra Dias de tratamiento Medicamentos
IRP 4 Ampicilina, Amikacina, Cefalexina
GGG 6 Amikacina, Metronidazol, Nistatina
NCR 6 Ampicilina, Ranitidina, Amikacina, Fenobarbital,
Difenilhidantoinato
JGM 7 Ampicilina, Amikacina, Nistatina, Ranitidina
NBS 6 Penicilina, Amikacina, Ranitidina, Salbutamol, Furosemide,
Dexametasona
LPA 6 Cefotaxima, Dicloxacilina, Salbutamoi, Ambroxol,

Metilprednisolona

Al momento de la toma de la muestra a los seis niflos se les estaban
administrando diferentes tipos de antibidticos, a uno (GGG) adicionalmente se le
administraba un amebicida (Metronidazol) y un fungicida (Nistatina), a otros ademas de
los antibidticos se les administraron antiulcerosos (Ranitidina), neurosedantes

(Fenobarbital), antiepilépticos (Difenithidantoinato), broncodilatadores (Salbutamol),



diuréticos (Furosemide), glucocorticoides (Dexametasona, Metil-prednisolona) vy

mucoliticos (Ambroxol).

Se solicitd en los hospitales que la muestra para evaluar el efecto de los
medicamentos se tomara en el momento que las condiciones del nifio lo permitieran, y
que coincidiera con la necesidad de realizar algun otro analisis de laboratorio. Las
muestras se tomaron antes del egreso del hospital para asegurar que los nifios estaban
recibiendo los medicamentos. La toma de las muestras se realizaba por las mafanas,

después de una o dos horas de administrados los medicamentos del turno.

4.3 Evaluacion de la reparacion del dafo inducido al ADN por peroxido de
hidrégeno en los nifios BN, BN-l y DES-|

Para la evaluacién de la eficiencia de la reparacién en las diferentes muestras de
nifos BN, BN-l y DES, se utilizé perdxido de hidrégeno (H,O,) como agente inductor de
dafio al ADN (Tice, 1994). Las preparaciones que contenian los linfocitos se colocaron en
una solucién de H,O, 10 uM durante 20 min a 4°C. Finalizado este tiempo se sacaron y
se colocaron a 37°C en Medio McCoy 5a modificado (Microlab), suplementado con 10%
de suero fetal de ternera (Microlab), para permitir la reparacién del dafo inducido. Para
evaluar la reparacion del ADN se tomaron preparaciones a los siguientes tiempos de
incubacién: 0, 5, 15, 30 y 60 min. El analisis al tiempo cero minutos permitié apreciar el
efecto del peréxido de hidrégeno sobre el ADN de los linfocitos de los nifios de los
diferentes grupos estudiados, mientras que a 5 y 15 minutos se evalud el periodo de
reparacién rapida, durante el cual se ha observado las células pueden reparar hasta un
50% del dafio (Tice y Strauss, 1995). Se siguio el proceso de reparacion hasta 60 minutos
para evaluar el proceso en tiempos mayores. Las preparaciones se realizaron por
triplicado para cada uno de los tiempos analizados. Al término del periodo de reparacién,
las preparaciones se colocaron directamente en la solucion de lisis, en donde se les dejé
por al menos una hora. La electroforesis unicelular y el analisis de las muestras se realiz
de la manera antes descrita. Se evalué la viabilidad celular a 0 y 60 min de incubacion
utilizando una tincién doble con bromuro de etidio y diacetato de fluoresceina (Anexo 9.3)
(Strauss, 1991).
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4.3.1 Caracteristicas de los nifios en los que se evalué la reparaciéon del ADN

El grupo de bien nutridos no infectados estuvo formado por seis nifios, con edades
de entre 13 a 44 meses. Una de sexo femenino y cinco de sexo masculino, con una

relacion peso/talla adecuada para su edad cronolégica (Cuadro 1).

Los nifios BN-| fueron seis, todos de sexo masculino, con relaciones de peso/talla
adecuadas para sus respectivas edades cronoldgicas y algun tipo de infeccion

respiratoria, gastrointestinal, de vias urinarias, o combinaciones de ellas (Cuadro 2).

Los nifios DES-| estudiados fueron siete, con edades de entre seis y 29 meses,
dos de sexo masculino y cinco de sexo femenino. Seis presentaron desnutricion de tipo
marasmo, con déficits en la relaciéon peso/talla superiores al 40%, y sélo uno presentaba
desnutricién de tipo kwashiorkor, con un déficit en la relacién peso/talla del 3% (Cuadro
3).

4.4 Analisis de datos

En todos los casos se determind el promedio de la longitud de las estelas, el error
estandar y el coeficiente de dispersién (coeficiente H) para cada grupo de estudio. El
coeficiente H se usa como una medida de dispersién, que indica para cada nifo
estudiado, homogeneidad en la variabilidad intercelular cuando H presenta valores bajos,
o bien, heterogeneidad cuando presenta valores altos (Tice et al., 1992), este se calculo

dividiendo la varianza entre el promedio de cada una de las muestras.

También en todos los casos se evalué, el numero de células danadas,
considerandose como tal a aquellas que presentaron estela. Asi mismo, los cometas se
clasificaron en tres categorias de acuerdo a la longitud de la estela con respecto al
diametro del nucleo de células no dafiadas, observadas en el mismo campo. Las
categorias consideradas fueron: dafio bajo (tamano de la estela equivalente al diametro

de un nucleo o menos), dafio medio (hasta tres nucleos) y dafo alto (mas de tres



nucleos) (Mendiola-Cruz y Morales-Ramirez, 1999). Se consideré una cuarta categoria

que fueron las células sin dafio, las que no presentaban estela.

Para evaluar la cinética de reparaciéon se utilizaron el promedio de la longitud de
las estelas y los porcentajes de células dafiadas observados en cada uno de los tiempos
de incubacién, para cada uno de los grupos de estudio. Otro parametro que se calculé,
fue la llamada capacidad reparativa (CR), que se refiere a la disminucién relativa del
promedio de la longitud de las estelas o del porcentaje de celulas con dafio, con respecto

al tiempo de reparacion (Plappert et al., 1997).

Se utilizé la prueba no paramétrica de Wilcoxon para comparar los datos de la
longitud de las estelas, los valores del coeficiente H y los de la capacidad reparativa. Las
proporciones de células sin dafo, y con dafio bajo, medio y alto se compararon con la
prueba de X? para proporciones. En todas las comparaciones realizadas se considerd

diferencia estadistica cuando p < 0.05.



5. RESULTADOS

5.1 Evaluacion del daiio basal presente en el ADN de los tres grupos de
estudio: Niflos Bien Nutridos (BN), Nifos Bien Nutridos Infectados (BN-l) y
Nifos Desnutridos Infectados (DES-I)

5.1.1 Longitud de las estelas y coeficiente de dispersion

La migracion del ADN en el grupo BN fluctué de 1.5 a 3.9 um con un promedio de
2.4 um. Los valores del coeficiente de dispersion (H) fluctuaron entre 26.6 y 60.2, con un
promedio de 41.9. En los BN-I la migracion del ADN fue de 12.0 a 23.9 um con promedio
de 16.5 um. Los valores del coeficiente de dispersién (H) fluctuaron de 19.4 a 64.6,

siendo el promedio 48.0.

La migracion del ADN en los DES-| vari6é de 19.9 a 54.1 um con promedio de 33.5
um. El valor mas alto de migracién (54.1 um) correspondié al nifio con kwashiorkor que
presentaba un 3% de déficit de peso (GMG), aun cuando este valor no estuvo muy
alejado de la longitud mas alta observada en los marasmo (NCR) que fue de 51.2 um. El
otro nifio con kwashiorkor tuvo una migracion intermedia (30.1 um). Los valores del
coeficiente de dispersion (H) en los nifios DES-I fluctuaron de 32.4 a 76.5, con promedio
de 49.5. El coeficiente H en los nifios con kwashiorkor fue similar al de los nifios con
marasmo. L.os valores de la migracién del ADN para los tres grupos de estudio se

presentan en el Cuadro 6 y los del coeficiente H en el Cuadro 7.

La comparacion estadistica mostré diferencias entre las longitudes de las estelas
de BN y BN-lI (p<0.00001), y también entre las de los BN-I y DES-| (p<0.0001). La
comparacion estadistica mostré que la variabilidad intercelular en relacién a la longitud de
las estelas, fue similar entre los nifios BN, BN-l y DES-I. Evidentemente, la respuesta
individual, reflejada en los valores del coeficiente H, son igualmente heterogéneas en los

tres grupos de nifios estudiados.
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Cuadro 6. Longitud de la estela observada en cada uno de los grupos de nifios estudiados

Longitud de la estela (um)

Media + E.E.
Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados
Muestra Muestra Muestra

JJA 3417 EGE 149+43 CMR 255+ 41
CHV 31+15 CCC 17.0+ 4.1 IRP 292 +6.7
MHD 28+16 JBD 222+46 GGG 19.9+51
AGR 34117 RGP 18.1 + 41 NCR 51.2+71
BMP 16+11 SMY 120+2.2 JGM 50.2+6.6
SFV 22+11 JVP 13.9+36 LVP 30149
EGC 39+22 LVP 12.3+ 31 NBS 234+438
MMG 18+74 JEL 23.9+ 561 FRG 281+42
JFG 21+13 ECD 158 + 4.1 BWVV 19.9+49
EJS 15+1.2 JPA 19.3+48 GMG 541+71
TIM 1.7+£13 KRD 174147 LPA 366+59

JCM 15+11 JBM 206+44

JGC 13.9+ 31

KFG 147 £3.9

NCH 158+4.2

RMM 125+ 3.4
Promedios + E.E 24+0.2 16.5+ 0.2 33.5+3.8

BN vs BN-| p<0.00001 ; BN vs. DES-| p<0.00001; BN-l vs DES-I p<0.0001



Cuadro 7. Coeficientes de dispersion calculados para cada uno de los grupos de nifios
estudiados

Coeficiente de dispersion

(H)
Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados
Muestra Muestra Muestra

JJA 42.9 EGE 62.5 CMR 32.4
CHV 37.7 CCC 49.0 IRP 76.5
MHD 453 JBD 475 GGG 64.1
AGR 43.5 RGP 454 NCR 491
BMP 40.6 SMY 19.4 JGM 43.3
SFV 26.6 JVP 449 LVP 396
EGC 60.2 LVP 37.9 NBS 50.0
MMG 30.2 JEL 54.6 FRG 34.9
JFG 376 ECD 51.4 BVV 60.5
EJS 471 JPA 59.4 GMG 46.9
TIM 52.1 KRD 64.6 LPA 473
JCM 39.2 JBM 46.7

JGC 35.1

KFG 53.9

NCH 56.4

RMM 45.6

Promedios + E.E 41.9+25 48.0+ 2.8 495+ 34

No se observaron diferencias significativas



5.1.2 Porcentaje de células con dafio y proporcion de células con dafio bajo, medio

y alto

Con respecto al porcentaje de células con dafio (Cuadro 8), en el grupo de nifios
BN fluctud de 4 a 8%, mientras que en los BN-I fue de 22 a 40%, y en los DES-| de 28 al
60%. Los promedios de células con dafio para cada uno de los grupos fueron 6.2, 28.8 y
48.5% respectivamente. Se encontré diferencia estadisticamente significativa entre el
grupo de BN y BN-| (p<0.00001), y entre los BN-1 y DES-| (p<0.0013). En los nifios DES-,
se observd que los niflos con kwashiorkar presentaron una cantidad similar de células con

dafo, en comparacién con lo observado en los nifios con marasmo.

Con relacion al porcentaje de células sin dafo se observd que estas se
presentaron en mayor numero en los nifios BN que en los BN-l, y se aprecia que en los
DES-I estas representaron tan sélo un poco mas del 50% (Cuadro 9). En cuanto a las
células que presentaron dafio bajo, medio y alto, se observé que en total en los BN
representaron solamente el 6.2%. En los nifios BN-| se observé un incremento notable en
aquellas con dafio bajo y medio, mientras que en los DES-| se observé un incremento
particularmente evidente en las células que presentaron dafio alto. La comparacion
estadistica mostré diferencia significativa entre los tres grupos de nifios estudiados
(p<0.001).

El andlisis del porcentaje de células con dafio bajo, medio y alto observadas en

cada uno de los nifios mostré lo siguiente:

Las células sin dafo (Grafica 1) fueron mas numerosas en todos los nifios BN, con
porcentajes superiores al 90%, en los BN-I se observé una cantidad menor, mientras que

en los nifios DES-| se observaron los porcentajes mas bajos de células sin dano.

En los nifios BN la frecuencia de células con dafo bajo (Grafica 2) siempre fue
menor al 10% (con intervalo de 2 a 8%). En el grupo de niflos BN-lI se observaron
porcentajes de células con dafio bajo que fluctuaron entre cero y 40%. En el grupo de

nifnos DES-I la frecuencia de células con dano bajo fluctué entre cero y 16%.
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Cuadro 8. Porcentaje de células con dafio observadas en cada uno de los grupos de nifios
estudiados

Porcentaje de células con dario

Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados
Muestra Muestra Muestra
JJA 8 EGE 22 CMR 48
CHV 8 CcCC 28 IRP 30
MHD 6 JBD 34 GGG 28
AGR 8 RGP 30 NCR 54
BMP 4 SMY 40 JGM 60
SFV 8 JvP 26 LVP 52
EGC 8 LVP 28 NBS 38
MMG 6 JEL 34 FRG 48
JFG 6 ECD 26 BwV 28
EJS 4 JPA 30 GMG 50
TIM 4 KRD 22 LPA 50
JCM 4 JBM 36
JGC 32
KFG 24
NCH 24
RMM 24
Promedios + E.E 6.2+0.5 28.8+1.3 485+ 6.1

BN vs BN-| p<0.00001; BN vs DES-I p< 0.0001; BN-l vs DES-| p<0.0013
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Cuadro 9. Porcentaje de células sin dafio, con dafio bajo, medio y alto en los tres grupos de
ninos estudiados

Porcentaje de células £ E.E.

Bien Nutridos Bien Nutridos Desnutridos
Infectados Infectados
Categorias
Sin dafio 93.8+05 71.8+16 516 +6.1
Dario bajo 37+05 141127 11.5+586
Daiio medio 23+04 124+15 202+ 36
Dafio alto 02+0.2 17206 16.7+4.4

BN vs BN-l p<0.001; BN vs DES-l p<0.001; BN-I vs DES-! p<0.001
El promedio de células sin dafio, con dafo bajo, medio y alto, y el error estandar se calcularon considerando los
promedios individuales de los nifios que integraron cada grupo

En los nifios BN el porcentaje de células con dafio medio (Grafica 3), en ningun
caso fue superior al 5%. En los nifios BN-I, se observaron frecuencias menores al 22%.

En los nifios DES-| se observaron entre 4 y 41% de células con dafio medio.

Con relacién al porcentaje de células con dafio alto (Grafica 4) sélo un nifio BN
presentd un 2%. Del total de 16 nifios BN-I, siete presentaron céluias con dafio alto, con
frecuencias menores al 6%. En el grupo de nifios DES-I, 10 de 11 presentaron células
con dafio alto en porcentajes de 6 a 44%. Con respecto al porcentaje de células sin dafo,
con dafio bajo, medio y alto, los nifios con desnutricién de tipo kwashiorkor no fueron

particularmente diferentes a los nifios con marasmo.
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5.2 Evaluacion del dafno al ADN asociado a los medicamentos en los
linfocitos de los nifios infectados (BN-IT y DES-IT)

5.2.1 Longitud de las estelas, coeficiente de dispersién, porcentaje de células con
dafio y proporcién de células con dafio bajo, medio y aito antes del tratamiento con
medicamentos

La longitud de las estelas, los valores del coeficiente de dispersion y el porcentaje
de células dafiadas observados antes del tratamiento en los nifios BN-l y en los DES-| se
presentan en el Cuadro 10. En este se observa que la longitud de las estelas fluctud en
los nifios BN-I entre 13.9 um y 20.6 um, con un promedio de 16.5 um. En los nifios DES-I
estas fluctuaron de 19.9 a 51.2 um, con un promedio de 35.1 um. La prueba estadistica

establecié diferencia entre ambos grupos (p<0.006).

Con respecto al coeficiente de dispersion (Cuadro 10), se observé que en los BN-I
fluctudé de 35.1 a 62.5, con un promedio de 52.3. En los DES-I el valor de H fluctud entre
43.3 y 76.5, con un promedio de 55.1. No se encontré diferencia estadistica entre estos

valores.

Con relaciéon a la cantidad de células con dafio (Cuadro 10) se aprecié en los BN-I
una variacioén de 22 a 36%, y en los DES-I de 28 a 60%, los promedios respectivos fueron
28.0 y 43.3%. La comparacidn estadistica mostré diferencia entre la cantidad de células
con dafio observadas en los niflos BN-I, en relacién a las observadas en los DES-I
(p<0.04).

La frecuencia de células sin dafo, con dafo bajo, dafio medio y dafio alto antes
del tratamiento, se presentan en el Cuadro 11. Se aprecia que la frecuencia de céluias
con dafo bajo fue mayor en los nifios BN-l, mientras que la proporcién de células con
dafio alto fue casi cuatro veces mayor en los nifios DES-I, en comparacién con los BN-I.
La comparacién estadistica mostré que hay diferencia (p<0.001) entre la proporcion de
células sin dafno, con dafo bajo, con dafio medio y con dafo alto, observadas en los

nifios BN-| en comparacion con los nifios DES-I.
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Cuadro 10. Longitud de la estela, coeficiente de dispersion y porcentaje de células con dafo
en el grupo de nifios Bien Nutridos Infectados (BN-I) y en el de Desnutridos Infectados (DES-
1), antes del tratamiento con medicamentos

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados
Muestra Long. dela Coeficiente % de Muestra Long.dela Coeficiente % de
estela (um) de células estela (um) de células
Promedio  dispersién con dafio Promedio dispersiéon con dano
+EE. (H) +E.E. (H)
EGE 14.9+ 4.3 62.5 22 IRP 29.2+6.7 76.5 30
JPA 19.3+48 59.4 30 GGG 19.9+5.1 64.1 28
JBM 206t43 46.6 36 NCR 51.2+71 491 54
JGC 13.9+ 31 35.1 32 JGM 50.2+6.6 433 60
NCH 15.7+ 4.2 56.4 24 NBS 2341438 50.0 38
KFG 147 +4.1 53.9 24 LPA 366+59 47.3 50
Promedio 16.5 + 4.1 523 + 41 28.0+2.2 Promedio 351+54 §561+52 43.3+54
+ EE "+ EE

Longitud de la estela BN-1 vs DES-| p<0.006
Porcentaje de células con daiio BN-I vs DES-| p<0.04

Cuadro 11. Porcentaje de células sin dafo, con dafio bajo, medio y alto en los niflos Bien
Nutridos Infectados (BN-l) y Desnutridos Infectados (DES-I) antes del tratamiento con
medicamentos

Porcentaje de células + E.E.

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados
Categorias
Sin dafo 720+2.2 56.7+54
Darno bajo 63+23 33x15
Dafo medio 15.7+1.4 167+ 34
Dano alto 6.0+£09 23.3+6.0
p<0.001

El promedio de células sin dafio, con dafio bajo, medio y alto, y el E.E. se calcularon considerando los promedios
individuales de los nifios que integraron cada grupo
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5.2.2 Longitud de las estelas, coeficiente de dispersion, porcentaje de células con
dafio y proporcion de células con dafo bajo, medio y alto después del
tratamiento con medicamentos

Después del tratamiento con medicamentos se observé, en ambos grupos un
incremento en la longitud de las estelas. En los BN-I los valores fluctuaron de 18.3 a 41.6
um, con un promedio de 28.8 ym (Cuadro 12). En los nifios DES-I la longitud de las
estelas fluctudé entre 466 y 79.5 um, siendo el promedio de 62.8 um. La prueba
estadistica mostré diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.003). También se
observé diferencia estadistica entre las longitudes de las estelas antes y después del
tratamiento con medicamentos, en el grupo de nifios BN-I (p<0.01) y en el grupo de nifios
DES-I (p<0.02).

La longitud promedio de las estelas se incrementd en los nifios BN-I de 16.5
(antes del tratamiento) a 28.8 um (después del tratamiento). De la misma manera en los
DES-I la longitud de las estelas increment6 de 35.1 a 62.8 um. El incremento observado
entre antes y después del tratamiento en el grupo de BN-I fue de 12.3 um y en los DES-I

de 27.7 um, esto es un incremento dos veces mayor en los nifios DES-}.

El coeficiente de dispersion (Cuadro 12) fluctué en los BN-l de 33.9 a 79.9,
mientras que en los DES-l fue de 29.9 a 83.5, con promedios de 456 y 59.8
respectivamente, aun cuando se observa que el coeficiente H disminuyé en los nifios bien
nutridos después del tratamiento, en relacién al valor obtenido antes del mismo, la
diferencia no fue estadisticamente significativa. Esto implica que el tratamiento con
medicamentos no afecté la heterogeneidad de la longitud de las estelas observada
previamente al tratamiento en los nifios estudiados. Esto es, las poblaciones celulares de

cada individuo tienen una respuesta similar, tanto antes como después del tratamiento.

El porcentaje de células con dafio (Cuadro 12) fluctué en los BN-I de 26 a 60%
con un promedio de 43.3%, y en los DES-| de 40 a 96% con un promedio de 60.7%. La
comparacion estadistica mostré que no hay diferencia entre el porcentaje de células con

dafio observadas en los grupos de nifios BN-I y DES-I.
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Cuadro 12. Longitud de la estela, coeficiente de dispersion y porcentaje de células con dafio
en el grupo de nifios bien nutridos infectados (BN-1) y en el de desnutridos infectados (DES-
l), después del tratamiento con medicamentos

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados
Muestra Long.dela Coeficiente % de Muestra Long.dela Coeficiente % de
estela (um) de células estela (um) de células
Promedio + dispersion con dafio Promedio + dispersion  con dario
E.E. (H) E.E. (H)
EGE 241162 79.9 26 IRP 51.8+9.2 82.4 42
JPA 416+54 35.1 60 GGG 489+9.0 83.5 40
JBM 18.3+3.9 40.8 34 NCR 795+6.9 29.9 96
JGC 27.5+43 33.9 50 JGM 75.0+7.7 39.2 78
NCH 343+58 49.5 44 NBS 466183 74.6 42
KFG 27.1+43 341 486 LPA 749+ 86 49.3 66
Promedio 28.8 +4.9 456 +7.2 43.3+4.9 Promedio 62.8£6.2 59.8+9.5 60.7 £ 9.5
+ EE + EE

Longitud de la estela BN-I vs DES-l p<0.003

Con relacion a la cantidad de células sin dafio, con dafio bajo, medio y alto,
después del tratamiento con medicamentos (Cuadro 13), se observé nuevamente que los
nifios BN-I presentaron la mayor frecuencia de células sin dafio y que el porcentaje de
células con dafo alto fue casi cuatro veces mayor en los nifios DES-l en comparacion con
los BN-l. Se establecidé diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) entre los
porcentajes de células sin dafio, con dafio bajo, dafio medio y dafio alto, observadas en
ambos grupos de nifios estudiados después del tratamiento con medicamentos. También
se obtuvo diferencia estadistica entre los porcentajes de los diferentes niveles de dafio
observados antes y después del tratamiento, tanto en el grupo de nifios BN-I (p<0.05) y

en el grupo de niflos DES-I (p<0.001).
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Cuadro 13. Porcentaje de células sin daiio, con dafio bajo, medio y alto en los nifios bien
nutridos infectados (BN-l) y desnutridos infectados (DES-l) después del tratamiento con
medicamentos

Porcentaje de células + E.E.

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados
Categorias
Sin dafo 56.7+49 39.3+95
Dafio bajo 27+19 1.0+1.0
Daio medio 29.7+5A1 19.7+95
Daiio alto 11.0£3.7 400+ 39

BN-I vs. DES-| p<0.001
El promedio de células sin dafio, con dafio bajo, medio y alto, y el E.E. se calcularon considerando los promedios
individuales de los nifios que integraron cada grupo

El andlisis de la proporcién de células sin dafio, con dafio bajo, medio y aito en
cada uno de los nifios, mostrdé que la cantidad de células con dafo bajo fue mayor en los
nifios BN-I (Grafica 5), tanto antes como después del tratamiento, en comparacién con lo
que se observd en los DES-| (Grafica 6). Con relacién a las células con dafio medio, se
incrementaron en todos los nifios BN-l después del tratamiento, observandose un
comportamiento similar en tres nifnos DES-I, con un incremento particularmente alto en
uno de ellos (NCR), que mostrd el mayor porcentaje de células con dafio medio. Los otros
tres nifos DES-| mostraron una considerable disminucién de las células con dafio medio.
Claramente en los nifos DES-| se observd, tanto antes como después del tratamiento, el
mayor porcentaje de células con dafo alto. Después del tratamiento, cinco nifios DES-I
mostraron un incremento en estas ceélulas, el que fue particularmente evidente en tres
nifos (GGG, NBS y LPA), uno mas (NCR) mostré una disminucion en el porcentaje de
células con dario alto, asociado con un incremento notorio en las de dafio medio. En los
nifios BN-I las células con dario alto fuercn menos numerosas que en los DES-I. Después
del tratamiento dos nifios BN-I (JBM y KFFG) mostraron una disminucién, mientras que en
cuatro hubo incremento en el porcentaje de células con dafo alto. Después del

tratamiento sélo un nifio BN-I (NCH) mostré un porcentaje de células con dafio alto
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ligeramente mayor al 20%, en los nifios DES-| estas células representaron en todos los

casos mas del 30%.

5.3 Evaluacion de la reparacion del dafio inducido al ADN por perdxido de
hidrégeno en linfocitos de nifios bien nutridos (BN), bien nutridos infectados
(BN-l) y desnutridos infectados (DES-I)

5.3.1 Niveles de dano antes y después del tratamiento con peréxido de hidrégeno
(H.0;)

La viabilidad celular evaluada con el método de diacetato de fluoresceina/bromuro

de etidio, fue en todos los casos mayor a 95%.

Después del tratamiento con H,O, en los tres grupos de nifios estudiados se
observd, un incremento en la longitud de las estelas y en el porcentaje de células con
dafio. No obstante, es evidente que el tratamiento con H,0, afectd mayormente a las

células de los nifios BN-l y de los DES-I, y en menor proporcién a las de los BN.

Las tendencias observadas durante la cinética de reparacion del ADN, en los tres
grupos de estudio fueron similares, ya que tanto el promedio de la migraciéon del ADN
como la proporcion de células con dafio, disminuyeron conforme transcurrié el tiempo de
incubacion. También es claro, que ambos parametros disminuyeron mas lentamente en el
grupo de nifos DES-I comparativamente con lo que se observd en los dos grupos de

nifios BN.

En cuanto al promedio de la longitud de tas estelas al tiempo cero
(inmediatamente después del tratamiento con H,0,), en los nifios BN fue de 45.8 um,
mientras que a los 60 minutos de reparacién el promedio de 8.5 um. Para los BN-I los
promedios respectivos a cero y 60 minutos fueron 77.7 um y 12.0 um. Los nifios DES-I
mostraron a los cero minutos un promedio de 93.7 um, y a los 60 minutos de 41.4 um. Se

observaron diferencias estadisticas en todos los tiempos, entre los grupos BN y BN-I,
mientras que entre BN-l y DES-I no se observd diferencia entre las longitudes de las

estelas inmediatamente después de la exposicién al H,0,, sin embargo después de 5, 15,
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30 y 60 minutos de incubacion, la diferencia se hizo estadisticamente significativa. El
promedio de cada uno de los tiempos de reparacion para cada uno de los grupos

estudiados se muestra en el Cuadro 14.

La longitud de las estelas antes del tratamiento con H,O, (nivel basal) tuvo en los
BN un promedio de 2.7 um. En los BN-| el promedio fue de 18.2 um. Finalmente en el
grupo de nifios DES-I la migracion del ADN fue en promedio de 27.2 um. Se establecio

diferencia significativa entre BN y BN-|, y entre BN-I y DES-I (Cuadro 14).

Cuadro ‘14. Promedio de la longitud de las estelas (antes y después de la exposicién al
peroxido de hidrégeno) y capacidad reparativa promedio en los nifios Bien Nutridos, Bien
Nutridos Infectados y Desnutridos infectados

LLongitud de las estelas (um)

Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados

Promedio? Capacidad Promediod | Capacidad Promedio@ Capacidad
reparativab reparativab reparativab
Control
antes del 2.7 (2-4) 18.2 (14-24)* 27.2 (20-54)*+
tratamiento i
(Basal)
Tiempo de
Incubacidén
0 min 45.8 (32-56) 77.7 (53-94)* 93.7 (64-129)
5 min 32.0 (24-55) 28.7 54.0 (37-75)* 30.2 75.1 (55-120)*=* 19.9
15 min 22.7 (14-42) 50.3 36.8 (26-41)* 52.0 61.8 (48-92)x* 314
30 min 14.5 (7-25) 67.4 252 (18-31)* 67.3 54.7 (42-76)*=* 411
60 min 8.5 (5-11) 79.7 12.0 (8-15)* 84.3 41.4 (31-63)** 55.2

"Los intervalos se expresan entre paréntesis.
" ® La capacidad reparativa se define como la disminucién relativa (%) de la migracién del ADN después de 5, 15, 30
y 60 minutos de tratamiento con perdxido de hidrégeno.
*+ Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con el grupo de nifios bien nutridos.
=+ Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con el grupo de nifios bien nutridos infectados.

El porcentaje de células con dafio en el grupo de nifios BN (Cuadro 15), al tiempo
cero de incubacién fue en promedio de 66%, mientras que a los 60 minutos de reparacién
el promedio fue de 16.3%. En los nifics BN-l al tiempo cero y a los 60 minutos los

promedios correspondientes fueron 88.3% y 29.3%. Finalmente en los nifios DES-I, al
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tiempo cero el porcentaje de células dafiadas fue en promedio de 97.7%, y a los 60
minutos disminuyeron llegando a un promedio de 59.4%. E| analisis estadistico mostro
una disminucién significativa en el porcentaje de células con dafio en todos los tiempos
de reparacion, entre los BN y los BN-I, o que no ocurrié entre BN-l y DES-I, entre estos

dos grupos las diferencias sélo se presentaron a los 30 y 60 minutos de reparacion.

Cuadro 15. Promedio del porcentaje de células dafiadas (antes y después de la exposicién al
peréxido de hidrégeno) y capacidad reparativa promedio en los nifios Bien Nutridos, Bien
Nutridos Infectados y Desnutridos Infectados

Porcentaje de células con dafio

Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados

Promedio? Capacidad Promedio? Capacidad Promedio@ Capacidad
reparativab reparativab reparativab
Control 5.7 (4-8) 30.0 (20-36)* 39.3 (28-50)
antes del
tratamiento
(Basal)
Tiempo de
incubacion
0 min 66.0 (58-76) 88.3 (70-96)* 97.7 (90-100)
5 min 49.7 (46-54) 239 80.7 (60-84)* 14.0 86.0 (82-100) 117
15 min 39.3 (32-50) 39.8 65.0 (50-78)* 26.5 78.3 (68-100) 17.8
30 min 28.3 (18-34) 56.3 49.7 (38-50)* 43.9 70.3 (62-90)** 25.3
60 min 16.3 (10-20) 747 29.3 (20-38)=* 66.8 59.4 (50-80)*+ 36.9

?Los intervalos se expresan en paréntesis.

b La capacidad reparativa se define como la disminucion relativa (%) de ia cantidad de células con daio después
de 5, 15, 30 y 60 minutos de tratamiento con peréxido de hidrégeno.

+ Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con el grupo de niftos bien nutridos.

»+ Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con el grupo de nifios bien nutridos infectados

El porcentaje basal (observado antes del tratamiento con H,0O,) de células
dafiadas (Cuadro 15) en los nifios BN tuvo un promedio de 5.7%. En el grupo BN-| se
observé un promedio de 30%. En los nifos DES-| la cantidad de células dafiadas fue en
promedio de 39.3%. En relacién al porcentaje de células con dafo se observé diferencia

significativa entre BN y BN-I, pero no entre BN-| y DES-I.
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En la Grafica 7 se muestran la proporcion de células que correspondio a cada una
de las categorias que se establecieron de acuerdo a los criterios sefialados en la
metodologia y que se utilizaron para clasificar a los cometas como: sin dafo, dafio bajo,
medio y alto. Se observa una clara tendencia en los DES-| a presentar un mayor nimero
de células en los niveles medio y alto en todos los puntos del estudio e incluso en el nivel
basal. En los nifios BN los porcentajes de células con dafio medio y alto (valores basales)
fueron sélo 0.6%. Mientras que en ios nifios BN-l las células con dafio medio
incrementaron a 9% vy las con dafo alto fueron 4% en promedio. Los nifios DES-I

presentaron un incremento notable en las células con dafio alto (13%).

Inmediatamente después de la exposicion al H,0, (tiempo cero) en los nifios BN
se observaron 30.0, 21.6 y 14.0% respectivamente de células con dafo bajo, medio y
alto. En los BN-I los porcentajes que correspondieron a cada una de las categorias antes
sefialadas fueron 16.4, 33.6 y 37.8%, en los nifios DES-| se observé un 11.0% de células
con dafo bajo, 27.5 con dafio medio y 60.0% con dafic alto. En este tiempo sélo se
detect6 diferencia significativa entre BN y BN-I. No obstante, a 5, 15, 30 y 60 minutos de
incubacion si se observaron diferencias entre BN-l y los DES-I. A cinco minutos de
reparacion en los nifios BN se observaron 16.4% de células con dafio medio y 7.6% con
dafio alto, en los nifios BN-| estos porcentajes fueron 35.6 y 11.6%, mientras que en los
DES-I fueron 30.4 y 44.8%.

Después de 60 minutos de reparacién, los nifios BN presentaron 13.4% de células
con dafio bajo, 3% de células con medio y cero por ciento de células con dafio alto,
mientras que en los nifios BN-l los valores fueron 264, 0.2 y cero por ciento
respectivamente y en los DES-l 22.4, 26.8 y 12.0% de células con dafio bajo, medio y
alto. Estos datos indican que en los nifios DES-I la fraccion de células con dafo medio
fueron 3 y 13 veces mayores que las observadas en los nifios BN a 5 y 60 minutos de
incubacion. Los nifios DES-! claramente mostraron el mayor porcentaje de células con
dafio, y la mayor proporcién de células con dafio medio y aito, en todos los tiempos

estudiados.

Las graficas de la distribucion de las longitudes de migracién del ADN de los tres

grupos de estudio (Grafica 8) mostraron la presencia de dos picos, tanto en los diferentes

54



oipnisa ap sodnub say) so0| us ousboupiy ap opixosad uod
Ojusiweley) |ap sandsap A sajue ‘ojje A oipaw ‘ofeq ouep uod ‘ouep uis Senja2 ap olpawoid ugicdold ;7 eoyein

{sonunu) odwar

0137 |eseg
o]
ot
. 0c
og
ES
ole oyeapy | ov 2
oIpaWw ovegy 05 o
€
oleq oue(pg &, 09 w-
ouep UISEY =
, 0/
08
06
T 001
(s30) sopinnusagq soul (2
(sonuw) odwai ! (sownuu) odwary
09 [0]% Sl [+ 0] leseg

B
olle oveqg a L oone ocﬁonW
- oIpaw oye(gy g opew oveq
ofeq oveq m ofeq oueq gy |
ouep uUSH @ ouep uIS gy
08
06 :
et i S e d QL P

{I-Ng) sopejaaju) sopiny uaig souIN (q (Ng) sopuinN uarg souy (e

Sen|yd ap %



olpnisa ap sodnib sau) sof us NQY e ouep jop uoloeledal ap sodwan sajua19jip so| ua A ‘ousboupiy ap opixosad
UOO Ojusiwele.) [9p sandsap A sajue sejaLLod so| ap se|aise se| ap sapnyibuo) se| ap uoionquisiq ‘g eolyels

(sonawoionw)
©ta1sa e) ap pmibuon)

(‘un) odway g

i ES
i 09 a
o
[2]
| e
£
o
]
i
W
(s3Q) sopinusaq souN (o
(sonawouianu) ejaisa e| ap pnyiBuo-] (sosewordpw) ejaiss | ap pnybuo

(unw) odwar ). {utw) odwary

sen|gd ap %

R Yo

(I-Ng) sopejoajul-sopuinN uaig soulN (g (NG) sopinN .:m_m .«.,oc_z (e

Seinj3d ap %



tiempos de reparacién como en la evaluacion basal, que podrian estar representando
diferentes poblaciones celulares, una con bajo dafio y la otra con mayor migracién del
ADN, esto podria implicar una diferente sensibilidad de estas poblaciones celuiares a ser
dafiadas. Adicionalmente, como puede observarse en la Grafica 8, es claro que los nifios
DES-| presentan una poblacién de células con migraciones de aproximadamente 100 um,

que en el grupo de los BN o de los BN-I no se detecté.

5.3.2 Capacidad reparativa (CR)

En los tres grupos de nifios se cbservé que los valores de la CR incrementaron
conforme el tiempo de incubacion avanzd, tanto en la migracion del ADN (Cuadro 14),
como en el porcentaje de células con dafo (Cuadro 15). Sin embargo aunque las
tendencias fueron similares, es claro que la CR en el grupo de nifios DES-| fue siempre
inferior a las de los dos grupos de nifios bien nutridos. Un dato interesante es que la CR
evaluada por la migracién del ADN, fue muy similar entre los dos grupos de nifios BN,
mientras que en el grupo DES-I esta CR. se vio francamente disminuida. En cuanto a la
CR evaluada por el porcentaje de células con dafio, los valores de los dos grupos de
nifos BN no fueron tan semejantes entre si, sin embargo, tendieron a ser claramente mas

altos que los observados en los nifios DES-I.

A cinco minutos de reparacién, la CR evaluada a partir de la disminucion de la
longitud de las estelas, tuvo los siguientes valores: 28.7 en los nifios BN, 30.2 en los BN-I
y sélo 19.9 en los nifios DES-I (Cuadro 14). A los quince minutos la CR increment6 un
20% en ambos grupos de nifios bien nutridos (50.3 y 52.0 para los BN y los BN-|
respectivamente) mientras que en los niflos DES-| este incremento sélo fue del 11.5%
(promedio 31.4). A los sesenta minutos de reparacion, fa CR fue de 79.7 en los nifios BN,
84.3 en los BN-| y sblo 55.2 en los nifios DES-I. Esto valores indican la proporcion en que
disminuyé la longitud de las estelas en las células de cada uno de los grupos de estudio,

durante los diferentes tiempos de reparacion.

Al evaluar la CR calculada a partir del porcentaje de células con dafo, a cinco
minutos de reparacién se observaron los siguientes valores: 23.9;, 14.0 y 11.7, para los

grupos de nifios BN, BN-l y DES-l respectivamente. Estos valores incrementaron
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progresivamente conforme el tiempo de reparacién aumentd, y a los sesenta minutos, se
tuvieron claras diferencias, con un valor de CR en los nifios BN de 74.7, mientras que en
los BN-| fue de 66.8 y en los DES-| de tan solo 36.9. Esto significa que en los nifios DES-I
la proporcién de células que reparé totalmente el dafio que se les indujo con H,0,, fue

menor a la proporcién observada en los niflos BN y BN-Ii.

Para mostrar que las diferencias encontradas en la CR de los diferentes grupos,
no estuvo determinada por los dafios basales observados, la migracion basai del ADN fue
restada a la migracién promedio observada al tiempo cero, en cada uno de los grupos
estudiados. Asi, la migracion promedio corregida fue de 43.1 um para los nifios BN, 59.5
um para los BN-l y 66.5 um para los nifios DES-I. Estos valores muestran la sensibilidad
de las células de los diferentes grupos al dafio inducido por perdxido de hidrégeno, y
pueden corresponder a las estimaciones del tiempo cero. Comparando estos valores con
los obtenidos a los 60 minutos de reparacion, la migracion del ADN disminuyd de 43.1 a
8.5 um en los niflos BN, esto implica que la longitud final representé sélo una quinta parte
de la longitud inicial. En los BN-I ia longitud de las estelas fue de 59.5 um a 12 um, al
igual que en el caso anterior la longitud final representd la quinta parte de la inicial. En el
grupo de niflos DES-I Ia longitud inicial de las estelas fue de 66.5 um y la final de 41.4
um, en este grupo no se alcanza ni la mitad de la longitud inicial. Esto indica que los nifios
bien nutridos, infectados o no infectades, muestran una CR similar, mientras que esta

funcién esta claramente disminuida en los nifios DES-I.

5.3.3 Coeficiente de dispersion (H)

Los valores del coeficiente H (Cuadro 16) observados antes del tratamiento
(basales) fueron mas altos en los grupos BN-I (52.2) y DES-I (50.3), que en el BN (44.0),
aunque sin diferencia estadistica, estos valores indican una mayor heterogeneidad de las
longitudes de la migracion del ADN en las muestras de los dos grupos de nifios que

presentaban infecciones.

Después del tratamiento con H,O, (tiempo cero) los valores del coeficiente H

disminuyeron en los tres grupos de nifios estudiados, indicando que los niveles de dafio

56



se hicieron mas homogéneos, es decir, los valores de migracion del ADN en los
diferentes nifios que formaban un mismo grupo fueron mas parecidos entre si. El tiempo
cero, es el unico punto en el que los valores de H mostraron diferencia estadisticamente
significativa entre los tres grupos de estudio, lo que estaria indicando que las células de
los nifios respondieron de manera diferente al H,O, dependiendo del grupo ai que

pertenecian.

En el caso de los desnutridos el valor de H disminuyd considerablemente con
relacion a lo observado antes del tratamiento, lo que implica que un numero grande de
células tendieron a presentar longitudes de estelas similares, y como puede observarse
en la Grafica 8 estas fueron mayores a las observadas en los dos grupos de nifios bien
nutridos (BN y BN-I). A este tiempo cero, el coeficiente H fue significativamente menor en
los nifios DES-l (9.2), en comparacidon con los nifos BN y BN-I (28.0 y 22.0

respectivamente).

El coeficiente H (Cuadro 16) se incrementd gradualmente a los 5, 15, 30 y 60
minutos de reparacion y no se observaron diferencias significativas entre los tres grupos
de estudio. El incremento en los valores de H al aumentar el tiempo de reparacién, tal vez
implica una respuesta heterogénea de las diferentes subpoblaciones celulares al reparar
el ADN. A los cinco minutos de incubacion los valores del coeficiente H fueron 34.0, 22.4
y 20.1 para los nifios BN, BN-I y DES-| respectivamente. A los 60 minutos estos valores

incrementaron a 40.3, 31.6 y 34.1 en los grupos BN, BN-l y DES-I.
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Cuadro 16. Promedios del coeficiente de dispersion (H) en los diferentes grupos de estudio.
Se presentan los valores basales, y los obtenidos después del tratamiento con perdxido de
hidrégeno, en los diferentes tiempos de reparacion

Coeficiente de dispersion (H) + EE

Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados
Control
antes del 440+ 1.1 522+14 50.3+1.9
tratamiento
(Basal)
Tiempo de
incubacion
0 min 28.0+16 22.8 + 1.5+ 9.2 +1.0%=
5 min 340+1.8 224+20 20.1+1.4
15 min 341+14 242 +09 262+08
30 min 36.0+14 27111 29.1+09
60 min 403+1.7 316+09 341+09

» Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con el grupo de nifios bien nutridos.
+» Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) cor: el grupo de nifios bien nutridos infectados.
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6. DISCUSION

6.1 Evaluacion del dafio basal presente en el ADN en los tres grupos de
estudio: Nifios Bien Nutridos (BN), Nifios Bien Nutridos Infectados (BN-l) y
Nifios Desnutridos Infectados (DES-I)

El andlisis de los datos de la migracién del ADN y del nimero de células con dafio,
obtenidos en los nifios BN, BN-l y DES-I antes del tratamiento con peréxido de hidrégeno
(dafio basal), permitio valorar el nivel de dafio inducido al ADN por las infecciones y por la

desnutricion.

Los datos obtenidos en esta parte del estudio mostraron que las infecciones
contribuyeron a incrementar el dafio en el ADN, por otro lado, se infiere que el dario
adicional observado en los nifios DES-| esta asociado a la presencia de la desnutricion,
debido a que no se contd con un grupo de nifios desnutridos no infectados. En la longitud
de las estelas se puede apreciar que la longitud basal promedio observada en los nifios
BN-I fue casi siete (6.8) veces mayor que la de los niflos BN. Este incremento en el dafo
al ADN estaria directamente relacionado con las infecciones bacterianas, ya que estos
nifios no se encontraban tomando medicamentos al momento en que se les extrajo la
muestra de sangre para realizar el estudio. En los nifios DES-| se observé que la longitud
de las estelas fue casi catorce (13.9) veces mayor que en los BN, esto es un incremento
dos veces mayor al que se observé en los BN-I. Estos resultados parecen indicar que hay
un efecto aditivo en el dafio al ADN, determinado por la presencia de las infecciones y de
la desnutricién. Los resultados aqui obtenidos confirman lo reportado en un estudio previo
en el que por medio del ensayo cometa se establecid, que las infecciones graves y la
desnutricion son dos factores que estan relacionados con un claro incremento del dafo al
ADN (Betancourt et al., 1995).

El analisis de los porcentajes de las células con dafio mostré que estas fueron
mas numerosas en los nifios que presentaron desnutricion y/o infecciones. Asi, se
observé que el porcentaje de células con dafio fue 4.6 veces mayor en los nifios BN-I que
en los BN, mientras que esta proporcion incrementd en los DES-I 1.6 veces en relacion

con los nifnos BN-I.
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Los porcentajes de células con dafo bajo, medio y alto, particularmente las de las
dos ultimas categorias fueron claramente mas numerosas en los nifios DES-|, lo que
implica que estos niflos tuvieron la mayor cantidad de células con niveles altos de dafio
en el ADN. Se buscd la correlacion entre la longitud de las estelas y/o la cantidad de
células con dafio, con respecto al numero de infecciones o al tipo de infecciones

asociadas en cada nifio BN-I, sin embargo, esta no pudo establecerse.

Los valores del coeficiente de dispersiéon mostraron que existe heterogeneidad en
la longitud de las estelas observadas en los tres grupos de estudio, lo que implica que en
un mismo nifo se tuvieron células con estelas pequefas y grandes, e incluso se
observaron células sin migracién, lo que evidentemente contribuyé a incrementar la
heterogeneidad, y por esta razén en general los valores de H fueron altos. La falta de
diferencia estadistica en los valores del coeficiente H entre los tres grupos de nifios
estudiados indica que ni las infecciones, ni la desnutricién contribuyeron a incrementar la
heterogeneidad intercelular de la longitud de las estelas. Aun cuando los valores de H
observados en este estudio fueron altos, son similares a los observados en otros estudios
realizados en linfocitos de nifios (Betancourt et al., 1995). La variabilidad intraindividual
observada en la cantidad de dafio presente en el ADN de las células de los nifios
estudiados, abre incognitas en relacion a si los niveles bajos, medios y altos de dafio se
distribuyen de manera similar entre las células pertenecientes a las diferentes
subpoblaciones de linfocitos, o si los niveles aitos o bajos de dafo se limitan a alguna o
algunas en particular. Por otro lado, seria fundamental establecer si los niveles altos de
dafio se relacionan con alteraciones en la activacion de los linfocitos, 0 en su capacidad
para sintetizar interleucinas o anticuerpos, que son moléculas de gran importancia como
parte de la respuesta inmune normal. Se propone la realizacién de estudios adicionales

que permitan obtener informacién al respecto.

Como puede observarse en los Cuadros 6 y 8 la desnutriciéon y las infecciones,
estuvieron claramente relacionadas con un incremento en la dispersion de los valores
observados tanto en las longitudes de las estelas, como en el nimero de células con
dafio. Esta dispersion en los valores de las longitudes de las estelas y en los porcentajes

de células con dafio, debe estar relacionada con caracteristicas intrinsecas de cada uno
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de los nifios que les permitieron responder de manera diferente ante estimulos negativos

como son la desnutricién y las infecciones.

El incremento al dafio del material genético, observado en las células de los nifios

BN-I y DES-I, podria relacionarse con diversas causas que a continuacion se comentan:

Las infecciones bacterianas, las parasitarias y las virales, se han reconocido como
factores de riesgo para el desarrollo de cancer en humanos (Canella et al., 1996). Esto se
ha relacionado con el hecho de que se ha encontrado que algunas infecciones de tipo
bacteriano inducen lesiones a nivel del material genético (Murthy y Rahiman, 1983; Rao
et al., 1990; D'Souza y Das, 1994), las que se ha propuesto se originan porque ciertas
enzimas liberadas por las bacterias podrian actuar como DNA-sas o endonucleasas,
provocando alteraciones en el ADN de las células del organismo infectado (Ahuja, 1991).
Otra posibilidad sefiala que los radicales libres liberados por las células linfoides del
organismo infectado, como parte de la respuesta inmunitaria normal, pudieran también
incrementar el dafio al ADN (Ernst, 1999). El que estos factores determinen que se
desarrolle un tumor dependera de que la lesion en el ADN afecte a un oncogene 0 a un

gene supresor de tumores (Canella et al., 1986).

Algunos ejemplos de agentes infecciosos que se han relacionado con dario al ADN
son Helicobacter hepaticus, Helicobacter pilory, Escherichia coli y Ureaplasma
urealyticum. La infeccién por la bacteria Helicobacter hepaticus puede desencadenar la
formacion de tumores cancerosos, y se propone que esto ocurre por efecto de los
radicales libres generados durante la respuesta inmune normal, como un mecanismo para
eliminar a los agentes patégenos, los que provocan la acumuiacién de bases oxidadas en
el ADN (Canella et al., 1996). Asi mismo, Helicobacter pilory se ha visto claramente

relacionada con niveles elevados de dafo oxidativo en el ADN (Hahm et ai., 1998).

Otro ejemplo de agente infeccioso relacionado con dafio al ADN es Ureaplasma
urealyticum, que puede ser encontrado en el semen de hombres infértiles, este agente
induce desnaturalizacion del ADN, y aunque no afecta la tasa de fertilizacién, si altera el

desarrollo de los embriones (Reichart et al., 2000).
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Para explicar el incremento del dafio en el ADN presente en los linfocitos de los
nifios infectados, se sefiala como causa principal a la generacién de radicales libres, que
se producen como parte de la respuesta inmunoldgica normai del huésped. Y aun cuando
estos pueden ser inactivados por diferentes moléculas, como las vitaminas C y E, y el
glutation, en los niflos con desnutricidn diversos estudios han mostrado que estas
molécuias antioxidativas se encuentran en concentraciones bajas, por lo que esto podria
constituir un factor que permita explicar el mayor dafio al ADN observado en los nifios
DES-Il. Sin embargo, las evaluaciones de moléculas antioxidantes han mostrado
resultados controversiales en los nifos con desnutricidén tipo marasmo ya que algunos
autores sefialan una considerable disminucion en la concentracién de giutation (Becker
et al., 1995), mientras que otros no encontraron diferencias significativas en comparacién
a los controles bien nutridos (Golden y Ramdath, 1987). En este aspecto los resultados
son mas contundentes en los nifos con kwashiorkor, ya que las deficiencias en
concentracion de éstas moléculas son mucho mas evidentes (Becker et al., 1995;
Lenhartz et al., 1998; Ashour et al., 1999; Tatli et al., 2000). En esta parte dei estudio se
incluyeron dos nifios con kwashiorkor, uno de ellos mostré el promedio de la longitud de
las estelas mas alto, pero ninguno de ellos presentd el mayor porcentaje de células con
dafio. Se propone que un mayor numero de nifos con esta forma de desnutricién debe
ser evaluado, para tratar de determinar con precisién la posible diferencia entre los dos

tipos de desnutricién severa.

Otra circunstancia que podria contribuir a explicar los niveles de dafio
incrementados en el ADN de las células de los nifios DES es la deficiencia de cualquiera
de los siguientes micronutrientes: Acido Fdlico, Vitamina B'12, Vitamina B6, Niacina,
Vitamina C, Vitamina E, Hierro o Zinc, ya que se ha observado que pueden ocasionar
rompimientos de cadena sencilla o doble, y/o lesiones oxidativas en el ADN (Ames 2001).
Por otro lado se ha establecido que algunos micronutrientes son requeridos para
mantener en funcionamiento optimo a las enzimas encargadas de la estabilidad del
genoma, y que la deficiencia en estos podria generar efectos similares a los observados
en las enfermedades genéticas 0 durante la exposicién a carcindégenos (Fenech y
Ferguson, 2001). También se sefala a la deficiencia de proteinas que es tan comun en
ellos, como un factor que podria alterar el proceso de duplicacién y/o de reparacion del

mismo, induciendo de esta manera dafo en el ADN.
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Ademas, en ambos grupos de nifios infectados, la presencia de linfocitos en
proliferacién, podrian contribuir a incrementar la migracién del ADN, debido a que los
sitios de replicacion del ADN se transforman en rompimientos de cadena sencilla cuando
se somete a las células a tratamiento alcalino (Salagovic et al., 1997), sin embargo, el
efecto seria mayor en las muestras de los nifios BN-I, ya que estudios previos (Najera et
al., 2001a) muestran que los linfocitos de estos niflos son los que tienen una mayor
capacidad de activacion, y por lo tanto de proliferaciéon, mientras que los linfocitos de los

nifios DES-| presentan una activacién disminuida.

6.2 Evaluacion del dafio al ADN asociado a los medicamentos en los
linfocitos de los nifios infectados (BNI-T y DES-IT)

En esta parte del estudio se utilizaron los mismos nifios BN-l y DES-I, antes y
después de un periodo de tratamiento para tratar de establecer si alguno o aigunos de los
medicamentos administrados a los nifios se relacionan con la induccién de niveles altos
de dafio al ADN, y por otro lado, para definir si es que alguno de estos dos grupos pudiera
presentar una mayor susceptibilidad a presentar mayor dafio en el ADN, en asociacién

con algun o algunos medicamentos.

La migracion del ADN antes del fratamiento con medicamentos, fue dos veces
mayor en los nifios DES-I (32.6 um) que en los BN-! (16.5 um). En cuanto a Ia proporcién
de células con dafio medio y alto observadas antes del tratamiento esta también fue casi
dos veces mayor en los nifios DES (40%) que en los BN-l (21.7%). Después del
tratamiento con medicamentos el promedio de la longitud de las estelas fue dos veces
mayor en los DES-l (58.9 um) a lo observado en los BN-I (28.8 um). En relacién a la
proporcién de ceéluias con dafio medio y alto, estas incrementaron 1.5 veces en los DES-,
ademas de que mostraron la proporcion mas alta (40%) de células con dafio aito, en
comparaciéon con los BN-I (11%). Esto parece indicar que las infecciones, la desnutricion
y los medicamentos establecen una relacion de tipo sumatorio, que incrementa el dafo al
ADN.



Los resultados obtenidos antes del tratamiento con medicamentos sefalan a la
desnutricién como un factor que contribuyé a incrementar el dafio presente en el ADN.
Los datos obtenidos después del tratamiento mostraron que los medicamentos usados
para combatir las infecciones contribuyeron también a incrementar este dafio, tanto en las
células de los nifios BN-I como en las de los DES-I. En todos los casos los valores del
coeficiente de dispersion no mostraron diferencia estadisticamente significativa, lo que
parece indicar que la distribucién de la migracién del ADN fue similar entre los diferentes

nifios tanto BN-I como DES-I, antes y después del tratamiento.

En ambos grupos después del tratamiento con medicamentos, se observo la
presencia de una subpoblacion de células sin dafio, la que aparentemente fue mas
resistente al efecto inducido por los medicamentos sobre el ADN. Adicionalmente, los
resultados mostraron que otra subpoblacion celular en los nifios DES-| parecidé ser mas
susceptible a alcanzar niveles altos de dafio en el ADN (Cuadro 13). Estas respuestas
extremas podrian explicarse considerando que a pesar de que se utilizd un tipo especifico
de células para realizar el estudio, los linfocitos son una poblacion celular heterogénea
formada por diversas subpoblaciones, en las que se propone, por ejemplo, podrian
presentarse diferentes concentraciones de antioxidantes (Visvardis et al., 1997). Por otro
lado, se tienen datos que muestran que algunos linfocitos como las células de memoria
(CD45R0O+) son in vitro mas radiosensibles que las células nativas (CD45RO-) (Uzawa et
al., 1994), esto indica que algunas de las subpoblaciones de linfocitos podrian mostrar

diferentes sensibilidades ante agentes que ocasionen dafio en el ADN.

La disminucién en la proporcion de células con dafio alto observadas después del
tratamiento en dos nifios BN-I (JBM y KFG) (Grafica 5) y en un DES-I (NCR) (Gréafica 6)
parece indicar que algunas células repararon muy eficientemente el dafio al ADN por lo
que este disminuyo. En este sentido Tice y Strauss (1995) sefalan que los linfocitos B, T,
T cooperadores y T supresores de individuos no infectados mostraron similares cinéticas

de reparacién de rompimientos de cadena sencilla inducidos por rayos y.

El incremento en el dafio al ADN observado tanto en los nifios BN-I como en los
DES-1 después del tratamiento podria atribuirse a que algunos medicamentos parecen

estar relacionados con la produccidn de radicales libres (Buschfort y Witte, 1994, Evans y
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Halliwell, 1999; Kovacic y Becvar, 2000}, y en vista de que los sistemas antioxidativos
parecen estar fuertemente afectados en los nifios con desnutricion proteico-calérica
(Becker et al.,, 1995; Lenhartz et al., 1998; Ashour et al., 1999; Tatli et al., 2000), esto
podria haber determinado la mayor longitud de las estelas y el mayor niumero de células

con dafio en estos nifios.

Medicamentos como el metronidazol, presentan por si mismos actividad oxidativa,
pero adicionalimente este puede dar origen a metabolitos que presentan radicales
hidroxilo (Dobias et al., 1994), los que pueden reaccionar rapidamente con el ADN
provocando rupturas en la molécula (Menéndez et al., 2001). En este estudio se observo
que los dos nifios tratados con metronidazol, uno BN-l (NCH) y otro DES-l (GGG),
mostraron una frecuencia elevada de células con dafio alto. Adicionalmente, se sabe que
no solo los antibiéticos parecen estar relacionados con induccion de dafio al ADN,
también se ha reportado que medicamentos antipiréticos como el paracetamol
(acetaminofén) inducen la formacién de rompimientos de cadena sencilla del ADN
(Hongslo et al., 1994).

Es posible que una parte del dafo asociado con las infecciones, tanto en ios nifios
BN-I como en los DES-I sea producto de la induccion de apoptosis, ya que se ha
establecido que algunos tipos de infecciones estan relacionados con un incremento en la
tasa de apoptosis (McCloskey et al., 1998; Hotchkiss et al., 1999). Asi mismo, al parecer
la desnutricién inducida experimentalmente en ratas esta relacionada con una proporcion

significativamente alta de apoptosis espontanea en timocitos (Ortiz et al., 2001).

En el presente estudio se observd una gran variabilidad interindividual, tanto en la
longitud de las estelas como en el porcentaje de células con dafo, la que fue
particularmente evidente en los nifios DES-I, lo que concuerda con lo reportado
anteriormente (Betancourt et al., 1995). Esto podria tener alguna relacién con el hecho de
que en general un mayor numero de medicamentos fueron administrados a los nifios
desnutridos. La administracion de mayor cantidad de antibidticos en los nifios DES-I
posiblemente se deba a su ineficiente respuesta inmune, ya que no se tienen evidencias
de que estos nifilos muestren alteraciones a nivel de la absorcion o de la eliminacion de

los medicamentos (Buchanan, 1984).
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Aqui surge nuevamente la pregunta en cuanto a si los niveles altos de dafio en el
ADN, podrian estar relacionados con las alteraciones de la respuesta inmune que
presentan los nifos DES-l, considerando que tal vez estos niveles altos de daro
determinen una funciéon celular deficiente. Es necesario realizar mas estudios que

permitan evaluar esta posibilidad.

El incremento en la migracién del ADN y en la proporcién de células con dafio alto,
asi como la disminucién en la proporcién de células sin dafio (células “resistentes al
dafio”) indican que los nifios con desnutricidn fueron mas susceptibles al dafo inducido
por los medicamentos sobre la molécula de ADN. Esto ultimo podria sefialar la presencia
de una subpoblacién celular mas sensible al dafio inducido al ADN por los medicamentos
en los niflos con desnutriciéon. Sin embargo, esto también podria interpretarse como una
subpoblaciéon de células que se encuentra en activa proliferacion, y que por lo tanto
manifiesta una mayor cantidad de rompimientos de cadena sencilla (Salagovic et al.,
1997), lo que se considera poco probable, ya que como se comenté anteriormente, en los
ninos desnutridos e infectados se ha observado una menor capacidad de activacién y por
consecuencia de proliferacién celular, comparado con la de los nifios BN-I. La influencia
que podrian tener los dias de hospitalizacién en la mejoria del estado nutricional de los
nifos desnutridos, no seria suficiente como para determinar diferencias significativas en
la proliferacién de sus linfocitos, ya que un estudio previo (Ortiz et al., 1995) realizado
después de dos a seis meses de recuperaciéon nutricional, mostré que la capacidad

proliferativa, aun después de estos periodos no logra recuperarse en los niflos DES-I.

6.3 Evaluacion de la reparacion del dano inducido al ADN por perdxido de
hidrégeno en los niiios BN, BN-l y DES-I|

La electroforesis unicelular ha mostrado ser una herramienta muy sensible en el
estudio del dafio inducido al ADN por diversos agentes, asi como para evaluar la cinética
de reparacién de esta molécula a nivel de células individuales (Rojas et al., 1999). Por

esto se le utilizé para realizar el presente estudio, en el que se considero relevante
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evaluar la capacidad de los linfocitos de nifios desnutridos para reparar el dafo inducido
al ADN, ya que a pesar de la importancia que lleva implicita, no se tienen estudios en

relacion a este tema.

Para evaluar la capacidad de los linfocitos provenientes de nifios BN, BN-| y DES-
I, para reparar rompimientos de cadena sencilla presentes en el ADN, se utilizé como
agente inductor de dafio al peréxido de hidrégeno (H,0,), este compuesto es capaz de
atravesar facilmente la membrana celuiar, y en el citoplasma se transforma en radicales
hidroxilo por medio de un proceso no enzimatico, que se realiza en presencia de iones
metalicos (Fe** o Cu?), reaccién a la que se denomina de Haber-Weiss o reaccion de
Fenton. Los radicales hidroxilo pueden inducir rompimientos de cadena sencilla y/o de
cadena doble, la formacion de sitios sensibles al alcali y diferentes especies de purinas o
pirimidinas oxidadas (Jonje, 1989; Sankaranarayanan, 1991). El dafio oxidativo
provocado en el ADN esta sujeto a procesos de reparacién celular, particularmente
reparacién por unién de cadenas rotas y reparaciéon por excisién de bases, los que en
condiciones normales se realizan de manera rapida (Collins et al., 1995). La capacidad
del H,0, para inducir rompimientos de las cadenas de ADN, ha sido demostrada por
medio de las técnicas de elucidn alcalina y el ensayo cometa (Gabelova et al., 1997). Por
esta razén, se ha utilizado al peréxido muy comunmente, como una herramienta en
investigacion, para inducir dafio al ADN vy de esta manera poder comparar |la sensibilidad
de diferentes tipos celulares (Holtz et al., 1995), la reparacién del ADN (Collins et al.,
1996; Duthye y Hawdon, 1998), y el estado antioxidativo de las células (Panayiotidis y
Collins, 1997).

La longitud promedio de las estelas en los nifios BN-l fue mayor a la de los nifios
BN, en todos los tiempos de reparacion estudiados, incluyendo al tiempo cero. Cuando se
comparé la longitud promedio de las estelas de los nifios BN-I contra la de los DES-I, se
establecié que después del tratamiento con H,O, (tiempo cero) no hubo diferencia
estadisticamente significativa, sin embargo, en los tiempos comprendidos entre 5 y 60
minutos, si se observaron diferencias. Esto implica que aun cuando la longitud de las
estelas después del tratamiento con H,O, fue similar en ambos grupos, al aumentar el
tiempo de reparacion, en los nifios DES-I la longitud de las estelas disminuyé mas

lentamente en comparacion con lo observado en los BN-I, estos datos indican que existen
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deficiencias en la capacidad de reparar el dafo inducido al ADN en las células de los
nifios DES-1.

En cuanto al porcentaje de células con dafio se observd algo similar a lo que
ocurrié con la longitud de las estelas. Entre los BN y los BN-|, se presentaron diferencias
estadisticamente significativas, desde el tiempo cero hasta los sesenta minutos de
reparacion, observandose en todos los tiempos estudiados una mayor cantidad de células
con dafio en los BN-I. Entre BN-l y DES-| se observé que a los tiempos cero, 5y 15 no
hubieron diferencias estadisticamente significativas, sin embargo a 30 y 60 minutos el

numero de células con dafo fue mayor en los nifios DES-I.

El que las longitudes de las estelas y el porcentaje de células con daro entre los
nifios BN-l y DES-I no fueran estadisticamente diferentes al tiempo cero, muestra que
ambos presentaron la misma sensibilidad al dafio inducido por el H,0, . Este hallazgo tal
vez podria estar indicando que la poblacion de nifios DES-| estudiados presentaba
concentraciones de antioxidantes similares a las de los nifios BN, lo que ya se ha
reportado anteriormente (Sive et al., 1993). En este estudio ei nifio con kwashiorkor fue el
que mostré la mayor longitud de las estelas y el mayor numero de células con dafio, lo
que posiblemente este asociado a una capacidad antioxidante disminuida, que como
muestran los datos de la bibliografia es particularmente grave en los nifios con este tipo
de desnutricion, y esto puede favorecer que los radicales libres actuen produciendo los

sintomas caracteristicos del kwashiorkor, que son el edema y el higado graso.

El promedio de células con dafio, observado después del tratamiento con H,0, en
los niflos BN-| fue de 88% y en los DES-| de 98%, esto indica que practicamente todas
las subpoblaciones de linfocitos fueron sensibles al dafio oxidativo. También después del
tratamiento, los nifilos BN-I mostraron un promedio de células con dafio mayor al
observado en los nifios BN, esta diferencia podria atribuirse a los cambios en la
proporcién de las diferentes subpoblaciones de linfocitos que se presentan en los nifios
BN-I como consecuencia de las infecciones (Najera et al., 2001a). Un cambio que se ha
observado en las subpoblaciones de linfocitos de nifios BN-l es el incremento en las

células CD4+CD45RO+ (células de memoria) (Najera et al., 2001b), las que se menciond
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anteriormente parecieran ser mas sensibles a presentar dafio en el ADN inducido por

algunos agentes (Uzawa et al., 1994).

Adicionalmente, el analisis del promedio de células con dafio mostré que a 5y 15
minutos de reparacion no se presentaron diferencias entre BN y DES-I, lo que indica que
en ambos grupos se presentd una fraccidn de células que repararon con igual eficiencia,
por lo que el porcentaje de células con dano disminuyé en una proporcién similar en
ambos grupos. A 30 y 60 minutos de reparacién se observé una franca diferencia entre el
porcentaje de células con dafio observadas en los nifios BN-I con respecto a las de los
nifios DES-I, y aun cuando en ambos grupos los porcentajes tendian a disminuir, es
evidente que en los nifos DES-|I se mantuvieron los porcentajes de dafio mas altos, esto

indica que una fraccién de linfocitos repara mas lentamente en los nifios con desnutricion.

Para analizar la cinética de reparacién del ADN de los tres grupos de nifios, se
utilizé un parametro propuesto por Plappert y colaboradores (1997) que se denomina
capacidad reparativa (CR), la que se define como la disminucién (%) de la migracion del

ADN o del porcentaje de células con dafio, entre los diferentes tiempos de reparacion.

La CR calculada utilizando la longitud de migracion del ADN, no mostrd diferencia
estadisticamente significativa entre los dos grupos de nifios bien nutridos (BN y BN-I), o
que estaria indicando que aun cuando parten de niveles basales diferentes, tienen la
capacidad de reparar de manera igualmente eficiente el dano, esto significa que la
infeccién no interfirié con la CR de los nifios bien nutridos. En contraste en los DES-I, se

observé una CR claramente menor en todos los tiempos de reparacion analizados.

La CR evaluada por la migracion del ADN, o por el porcentaje de células dafadas,
mostré valores mayores en los dos grupos de nifios BN, en comparacién con lo
observado en los DES-I, por lo que resulta claro que en estos Gltimos se tuvo un retraso
en la velocidad con que reparan el dafo. Los trastornos de la reparacion del ADN en los
linfocitos de los nifios desnutridos, detectados en este estudio, podrian contribuir a
explicar porque en diversos trabajos, incluyendo este, se han encontrado mayor cantidad
de alteraciones a nivel del material genético en ellos, ya que al reparar mas lentamente, el

dafio permanecera durante mayor tiempo en sus células.
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Las deficiencias a nivel de la reparacion del ADN observadas en los nifios
desnutridos, podrian explicarse consicderando las evidencias que han mostrado su
incapacidad de activar mecanismos de proteccidon basados en un incremento en la
sintesis de proteinas (Becker et al., 1995). Hasta el momento no esta claro que cambios
fisiologicos o patofisioldégicos estan relacionados con los trastornos de la CR de las
células, sin embargo, se propone que estas podrian ser el resultado de alteraciones en
una o mas de las muchas enzimas involucradas en las vias de reparacion del ADN
(Plappert et al., 1997).

El coeficiente H mostré que la respuesta de los tres grupos ante el peroxido es
diferente, sus valores mostraron mayor heterogeneidad en los BN, ya que como se
aprecia en la Grafica 7, en ellos existe una alta proporcién de células con dafio bajo y el
resto presentan niveles medios o altos, mientras que en los BN-I |a proporcion de céluias
con dafo bajo disminuye ligeramente aumentando aquellas con dafio medio y aito,
finalmente en los DES-I se tuvo una respuesta muy homogénea, que se reflejéo en un
valor bajo de H, el que puede correlacionarse directamente con porcentajes elevados de
células con dafo alto. Las diferentes respuestas observadas podrian atribuirse a la
concentracion de Fe®* (que como se mencioné anteriormente, se requiere en la reaccion
de Fenton para la formacion de los radicales hidroxilo), de enzimas antioxidativas (como
la catalasa o la glutation peroxidasa) o de atrapadores de radicales libres (por ejemplo el
tocoferol), que se propone son diferentes de tipo celular a tipo celular o entre
subpoblaciones de linfocitos (Visvardis et al., 1997), y que en este caso es posible que

fueran, asi mismo, diferentes entre los grupos de estudio.

Previamente se ha propuesto que las células de los niflos desnutridos podrian ser
mas susceptibles al dafio ambiental, sin embargo, las observaciones realizadas aqui no
indican que exista una mayor sensibilidad al dafio inducido por el H,0, sin embargo se
necesitan mas estudios para analizar la posibilidad de que éstas manifiesten mayor
sensibilidad a ser danadas por otros agentes. Los resultados aqui obtenidos muestran
que la capacidad de reparacidn del dafio inducido al ADN en linfocitos de nifios
desnutridos, esta disminuida en relacién a lo observado en los controles bien nutridos.

Esto hace que el dafio al ADN se mantenga durante tiempos mas largos en las células de
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estos nifios, lo que tal vez podria inducir alteraciones en la fisiologia de sus células en
general, o bien, incrementar la posibilidad de que ellos pudieran desarrollar padecimientos
de tipo canceroso. Por esto seria relevante realizar estudios de seguimiento en las
poblaciones de nifilos que han presentado desnutricion severa, para documentar esta

ultima posibilidad.
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7.- CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente estudio son las siguientes:

a) Las infecciones y la desnutricidon son dos factores que estan relacionados con niveles

altos de dafio en el ADN.

b) Los medicamentos, aunque necesarios para el tratamiento de las infecciones, pueden

inducir efectos colaterales no deseados, tales como aumentar el dafio en el ADN.

c) Los linfocitos de los nifios DES parecen ser mas susceptibles al dafio inducido al ADN

por los medicamentos.

d) Los datos parecen indicar que las infecciones, la desnutricién y los medicamentos,

tienen entre si un efecto sumatorio, que incrementa el dafio al ADN.

e) El ADN de los linfocitos de los nifios DES no presenta una mayor susceptibilidad a ser

dafado por el peréxido de hidrégeno.

f) Las infecciones no interfieren con la capacidad de reparacion del dafio en el ADN de las

células de los nifios bien nutridos infectados.

g) La capacidad de reparacion del daiio inducido al ADN en los linfocitos de nifios

desnutridos esta disminuida.
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9. ANEXOS

9.1 Ficha de datos
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA - IZTAPALAPA

Evaluacién de dafio al ADN y su relacién con la respuesta inmune mediada por células

en organismos infectados y desnutridos

HOSPITAL PEDIATRICO - IZTAPALAPA

FICHA DE DATOS

Fecha

1.- Nombre del paciente

2.- Nimero de expediente

3.- Domicilio y teléfono

4.- Edad (en meses)

5.- Sexo

6.- Peso actual Talla actual

7.- Peso al nacimiento Talla al nacimiento

8- Fecha de ingreso (en <caso de que sea hospitalizado el

9.- Padecimiento(s)

Desnutricién si no

Grado lo.____ 2o 3o.
Tipo Marasmo Kwashiorkor
Infecciones

a) Vias respiratorias
b) Vias urinarias
c) Gastrointestinal

d) Otras

paciente)

34



Otros padecimientos de tipo no infeccioso

10.- Medicamentos (aquellos que el paciente esté tomando al momento de la toma de Ia muestra y
los que halla tomado durante el mes anterior a la misma)

a)Nombre del medicamento

b) Fecha en que se inicia la toma

c) Fecha de terminacion

d) Dosis

a)Nombre del medicamento

b) Fecha en que se inicia la toma

¢) Fecha de terminacion

d) Dosis
(Si hicieran falta espacios, favor de anexar los datos al final de este formato)

11.- Exposicion a radiacion ( en caso de que al paciente se le hallan tomado radiografias)

Fecha(s)

12 - Resultados de andlisis clinicos
Microbiologia (organismos patdégenos detectados)

a) Bacterias

b) Hongos

¢) Parasitos

Biometria hemética
Fecha en que se realiza

a) Leucaocitos

b) Linfocitos

Quimica sanguinea

a) Hemoglobina

b} Hematocrito
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OBSERVACIONES:

Nombre de quien toma los datos
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9.2 Soluciones

9.2.1 Solucion de lisis

Solucion stock:

NaCl 146.1 gr
EDTA 37.2gr
Tris 1.2gr

Aforar a 1000ml con agua destilada.

Solucion de trabajo:

Solucién de lisis (Stock) 44 5 ml
Triton (Concentrado) 0.5 ml.
DMSO (Concentrado) 5.0 ml.

9.2.2 Soluciéon amortiguadora para el corrimiento electroforetico
Soluciones stock:

a) 10N NaOH (200 gr/500m! de agua destilada)

b) 200mM EDTA (14.89 gr/200 mi de agua destilada)

Para preparar la solucién amortiguadora para el corrimiento disolver 30 ml. de la
solucién 10N de NaOH y 5 mi. de la 200mM de EDTA en 1000 mi de agua destilada.

9.2.3 Solucién amortiguadora de neutralizacion
Tris - 48.5 gr, aforar a 1000 mi con agua destilada. Llevar a pH 7.5 con acido clorhidrico

concentrado.
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9.2.4 Solucion de Bromuro de Etidio
Solucién stock:

10 mg de Bromuro de Etidio en 50 m| de agua destilada.

Solucién de trabajo:

Tomar 1ml de la solucidn stock y diluir con 9 ml de agua destilada.

9.3 Metodo para evaluar viabilidad

Tincién doble con Bromuro de Etidio y Diacetato de Fluoresceina (Strauss, 1991).

Solucion Stock de Bromuro de Etidio:

Pesar 50 mg de Bromuro de Etidio, disolver en un ml de Etanol al 100%. Este
volumen disolverlo en 49 ml de solucion salina.
Solucién de Trabajo de Bromuro de Etidio:

Tomar 50 ul de la solucién stock y disolver en 2 ml de solucidn salina.

Solucidén Stock de Diacetato de Fluoresceina:
Disolver 3 mg de Diacetato de Fluoresceina en un mililitro de acetona.
Solucidon de trabajo de Diacetato de Fluoresceina:

Diluir 84 pl de la solucién stock en 2 ml de solucidn salina.

Solucién de trabajo para evaluar viabilidad:
Mezclar la soluciéon de trabajo de Bromuro de Etidio y la solucién de trabajo de

Diacetato de Fluoresceina en proporcion 1:1.

La evaluacion de la viabilidad celular se realiz6 directamente en las células que se
encontraban en los geles, para esto se hicieron preparaciones adicionales, que fueron
extraidas al tiempo cero (inmediatamente después del tratamiento con peroxido de
hidrégeno) y después de 60 minutos de reparacion. Finalizado el tiempo de exposicién al

perdxido de hidrégeno, las preparaciones se enjuagaron varias veces con solucion salina
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que se encontraba a 37°C. Concluido este proceso se les adicioné a cada preparacion 50
ul de la solucién de trabajo para evaluar la viabilidad, y se metieron a incubar en camara
himeda a 37°C durante diez minutos. Al finalizar el periodo de incubacion las
preparaciones fueron nuevamente enjuagadas varias veces con solucién salina, y se
revisaron en el microscopio de epifluorescencia. Las células vivas se tifieron de color
verde, ya que permitieron el ingreso del diacetato de fluoresceina, y las muertas de rojo,
ya que la pérdida de la integridad fisica de la membrana plasmatica permitio el ingreso del

bromuro de etidio.
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10. ARTICULOS PUBLICADOS (Producto de la Tesis)
Se presentan copias del articulo de revision:

Gonzalez C., Betancourt M. y Ortiz R. 2000. Dafio oxidativo y antioxidantes.
Bioquimia. 25 (1): 3-9.

Producto del Seminario Tematico del Programa del Doctorado en Ciencias
Biolégicas. UAM.

Asi mismo, se anexan copias de dos articulos generados a partir de los datos
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R. 2002. Hydrogen peroxide-induced DNA damage and DNA repair in lymphocytes
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Dano Oxidativo y Antioxidantes
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RESUMEN

Para los organismos acrobios ¢l oxigeno e un compuesto esencial,
sin embargo, su reduccion secuencial dentro de las células conduce
ala formacidn de las Hamadas especies reactivas de oxigeno, que
son en su mavora radicales libres. Un radical ibre ¢s una moléeula
0 un itomo que presenta un electron no apareado, ~azon por la
cual son sumamente reactivos. Al formarse pueder: interactuar
ripidamente con moléculas organicas tales como prordnas, lipidos,
carbohidratos, e incluso con el ADN, provocando en ellas diversas
alteraciones estructurales, que conducen a alteraciones de tipo
funcional, y de esta manera la fisiologia de las células v por
consecuencia la de los organismos, se ve atectada. El estudio de los
radicales libres ha permitido relacionarlos directamiente con el
desarrollo de diversas enfermedades de upo neurodegenerativo
(Alzhaimer, Huntington, Parkinson), con la carcinogeénesis, y con
el envejecimiento. Paralelamente al estudio de los radicales libres, el
estudio de los antioxidantes consdtuye actualmente un tema de
investigacion sumamente importante, ya que s¢ ha considerado
que el conocimiento de los mecanismos de accion de estas moléeulas
podria permitr, en algiin momento, la utilizacion de kas llamadas
terapias antdoxidantes, para disminuir los efectos biologicos de los
radicales libres.

Palabras clave: radicales libres, andoxidantes, dafio oxidagvo.

INTRODUCCION

El oxigeno es un compuesto esencial en ¢l metabolismo de todos
los organismos aerobios, va que participa en diversas reacciones
de oxidacion, incluyendo la respiracion. Durante estos procesos
cl oxigeno molecular se reduce, dando origen a las llamadas especies
reactivas de oxigeno, las que en su mayoria son radicales libres.

Un radical libre es una especie quimica (molécula o itomo)
que presenta al menos un electrén no apareado. [a mavoria de
los radicales libres son en extremo reactivos v ticnden a asociarse
“apareando” el electron libre . Los radicales derivados del oxigeno
son altamente toxicos v son capaces de reaccionar con diversas
moléculas organicas, mecanismo a través del cual provocan
danio a nivel celular v dsular, con la consiguiente alteracion de
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ABSTRACT

Oxvgen is an essental molecule tor hving acrobic organisms,
however its chemical reduction nside the eells produces the called
reactive oxygen species, most of thenyare free radicals. These are
atoms, or molecules, with an unpaired clectron. The presence of
unpaired electron causes they to be highly reacuve. Afrer its for-
mation, they interact with organic molecules as proteins, lipids,
carbohydrates, and DNA, producing in them several structural
and functonal modifications and alterations. As a result of this
damage the physiology of cells and organisms ts also altered.
This kind of damage has been associated with several diseases as
Alzhaimer, Huntington, Parkinson, as well as to carcinogenic
and aging processes. Simultaneously, the studies on andoxidant
agents has become a very important research ficld, since through
the knowledge of their mechanisms of action it might be pos-
sible to counteract the effects of free radicals, in order to dimin-
ish the biological effect of oxidative damage.

Key words: free radicals, antioxidants, oxidauve damage.

su funcién °. Recientemente se les ha implicado ca diversos
padecimientos como la carcinogénesis |, el covejeamiento v con
desordenes de tipo neurolégico coma la epilepsia. L enfermedad
de Huntington * y el mal de Parkinson *

Los radicales libres se pueden formar en el interior de las
células como producto de sus acuvidades fisiologicas
normales ' 0 a partir de procesos como L hiposia, en ta que
se observa un aumento en la formacion de radicales libres,
que pueden inducir lipoperoxidacion en la membrana de las
células del cerebro y con esto alteracinaes en la funcion del
mismo ®, En el Cuadro 1 se mencionan los sinos de la célula
en donde pueden generarse radicales libres 1 partir de los
procesos fisiologicos normales.

Los radicales libres pueden generarse tambicn a partir de tuentes
exé6genas, como las radiaciones onizante, ultravioleta, la visible
o térmica, drogas antitumorales, algunos productos quimicos
carcinogénicos, agentes contaminantes, pesticidis v humo del
cigarro"''"%; también diversos medicamentos pucden inducir la
liberacién de radicales libres, como ¢l acetaminofen
neomicing, la polimixina B, la kanamicina, la gentamicina
cloramfenicol ",
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Las espectes resictvas de oxigeno se torman por la reduca
secuencial del oxigeno (O que primero produce ef radicai
superoxido (O, 1, v el radical perdudroxtlo (HO ), posteriormente
genera ¢l peroxido de hidrogeno (H.O)) v finalmente el radical
hidroxito {OH) . Orro radical libre que se forma de la reaccion del
radical superoxido con ¢l éxido nitrico es ¢l peroxinitrito (ONOO-),
Algunas de estas reacciones son dependientes de la presencia de
metales de transicion, en particular de fierro v cobre 2%,

[as especies reacuvas de oxigeno mas importantes v sus
caracterisacas fundamentales se presentan en ¢t Cuadro 2. Aunque
en general se considera que los radicales libres tienen una alea
reacuvidad, esta puede ser variable, siendo posiblemente los
radicales menos reactuvos los mas dadinos en ciertas circunsancias,
debido a la posibilidad que tienen de interactuar con estructuras
biologicas alejadas de su sitio de origen ', esto es igualmente
valido para los productos generados de la interaccidn primaria
entre un radical libre v una molécula biologica.

Las consecuencias de las reacciones de los radicales libres con
diferentes materiales celulares pueden ser muy variadas. Los
objetivos celulares trecuentemente atacados son: el ADN, los
lipidos membranales, asi como proteinas v carbohidratos. A nivel
de organelos, se ha observado que las mitocondrias son
sumamente sensibles a la presion oxidativa, lo que se refleja en
canddades elevadas de oxidacién en lipidos y proteinas, v en
mutaciones del ADN mitocondrial 2.

DANO AL ADN

Eldafio provocado a nivel del ADN por los radicales libres puede
generar mutaciones somaticas, que llevarian a la siatesis de
proteinas defectuosas, y posiblemente a la generacion de
transformaciones malignas.

Uno de los componentes de la molécula de ADN que es
susceptble a ser danado por radicales libres es la desoxirribosa
3, la que al oxidarse puede inducir el rompimiento del enlace
entre este azucar v el grupo fosfato del siguiente nucleétido,
mecanismo mediante el cual se forman rompimientos de
cadena sencilla, los que son reparados por medio de las enzimas
correspondientes. Cuando gran cantidad de radicales hidroxilo
atacan una parte restringida de la molécula de ADN, se forman
numerosos rompimientos de cadena sencilla, que por su
cercania podrian conducir a la formacion de rompimientos de
cadena doble, los que provocan dado permanente al marerial
genético **. La reactividad del radical hidroxilo hacia los
diferentes itomos de hidrogeno de la desoxirribosa varia
considerablemente, siendo los carbonos 4 v 5 los sitios
primarios de ataque, va que en la molécula de ADN son los
que quedan mas expuestos >.

Los radicales hidroxilo tienen la capacidad de reaccionar
también con las bases nitrogenadas del ADN. El tipo
predominante de alteracion que puede observarse a este nivel
son las substituciones, aunque también es frecuente observar
deleciones y con menor frecuencia inserciones. Se ha visto que las
substitudones frecuentemente involucran al Par guanina-citocing,
con el que los radicales hidroxilo y el oxigeno simple reaccionan
directamente. Las mutaciones se concentran en regiones especificas

-

e ADN que se denomiman “puntos calientes”, 1o que indica
que estan relacionadas con las secuencas de bases purtcas v
pirtmidicas .

fis probable que el oxigeno simple reaccione con fa guanina
climinindola del ADN, 1o que provoca la formacion de
rompimientos de cadena sencilla, o bien, que pueda generar un
uran nimero de productos de reaceton dertvados de ella (de los
que se han identiticado buasta doce diferentes) tos que
constituiran los lamados sitios sensibles al dlealt, que se
convertirin en rompimientos despues de tratamiento alcatino
- Uno de los productos formados es la 8-hidroxiguanosina, la
que puede formarse por los radicales libres directamente sobre
la molécula de ADN; o sobre los precursores de la misma, esta
molécula puede identificarse en la orina humana, cuzndo ¢l
dano al ADN fue reparado

Las mutaciones se establecen cuando una cadena de ADN
dafiada es copiada durante fa duplicacion *. Otra posibilidad,
es que la duplicacion quede bloqueada cuando la ADN
polimerasa encuentra una lesion, o bien, en estos puntos de
lesion la enzima puede leer erréneamente el mensaje de la cadena
danada v generar una cadena complementaria defectuosa .

DANO A LIPIDOS MEMBRANALES

La oxidacién de los lipidos membranales provoca alteraciones en
la permeabilidad, o la pérdida de la integridad de la membrana
plasmidca y la de los organelos celulares. Con respecto a la
permeabilidad se afecta tanto el transporte pasivo como el activo
al alterarse las interrelaciones de fluidez de los lipidos que forman
las membranas biologicas ¥

Los icidos grasos poli-insaturados, que predominantemente
se ubican en las membranas celulares, son pardcularmente
suscepables al ataque de los radjcales libres. Cuando los radicales
hidroxilo se forman cerca de la membrana son capaces de extraer
itomos de hidrégeno de los fostolipidos que la componen,
después de esta reaccion aunque el hidroxilo original se ha
inactivado, se forma un radical lipidico, el que después de un
rearreglo molecular (dieno conjugado), puede reaccionar con el
oxigeno para originar el radical peroxilo (R-OO"), este puede
reaccionar con otros acidos grasos de la membrana, formando
mas radicales lipidicos, mientras él mismo se transforma en
hidroperéxido (R-OOH), el que en presencia de varios
complejos metilicos puede descomponerse en mas radicales,
incluvendo entre ellos al radical hidroxilo, lo que provoca un
tendmeno de expansion del dafio, en el que se considera que la
peroxidacion se ha propagado (Cuadro 3).

En ausencia de iones meralicos los hidroperéxidos pueden
acumularse en la membrana v con esto alterar su funcidn, pueden
transformarse en aldehidos, dentro de los que el mas estudiado
es el malondialdehido v que puede provocar dafio a otras
moléculas como el ADN *. Alternativamente el radical peroxilo
puede dar origen a peréxidos ciclicos, los que pueden
descomponerse para formar radicales lipidicos ', A este
fenémeno globalmente se le denomina lipoperoxidacion v en
ausencia de algin proceso que la inhiba puede provocar la ripida
destruccién de la fase lipidica de las membranas ».
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Durance ¢b proceso de hipoperoxidiacion e rorman otros
compuestos ino radicaes libres) que atectan ot estriciinas
celulares, estos son prncipalmente hidrosialqguenales, siendo el
$-OH-23-cransnoncnal uno de Jos nuis toxicos. Los alquenales
son compucstos que reacctonan con el ADNndben L siaresis
de proteinas y ARN, asi como la reparacion del ADN G seunen al
glutation disminuvendose su capacidad prorectontdentro de la

i

célula

Dentro del proceso mismo de la lipoperoxidicion, los radicates
que se forman pueden causar tambicn danos o s proteinas

fas

membranales, inactivando receptores o enzimas unidas
membranas

La lipoperoxidacion no sélo dafa a las membranas, va que
también tiene efectos sobre lipoproteinas plasmitcas (p.ej. las
lipoproteinas de baja densidad del plasma sangumco)

Un incremento en la lipoperoxidacton ha sido rambicn
asociado con el envejecimiento ™.

DANO A PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS

En proteinas v carbohidratos, los radicales libres pueden inducir
fragmentacion con la pérdida de la funcion de estas moléculas.

Los aminoacidos aromatcos, 1a cisteina, los enlaces disulfuro
v los enlaces peptdicos son fragmentados por los radicales libres
alterandose su estructura y su funcion.

El radical hidroxilo es muy reactivo con las preteinas v puede
causar modificaciones en casi todos los residuos de aminoacidos,
pero en particular ataca a la tirosina, fenilalanina, triptofano,
histidina, metionina y cisteina ', forma entrecruzamientos de
apo covalente e induce la fragmentacion de fa cadena polipeptidica,
lo que se traduce en una pérdida de la funcion, o en mavor
susceptibilidad a las enzimas proteoliticas. Las proteinas oxidadas
son ficilmente degradadas por enzimas proteolitizas debido a la
formacion de grupos carbonilo, a la creacion de nuevos grupos
N-terminales, o a cambios conformacionales de la molécula .
Datos experimentales muestran que el radical peroxinitrito
(ONOQO-) oxida a las proteinas membranales y citoplasmicas,
afectando su naturaleza fisica y quimica .

Diversas reacciones de oxidacién pueden convertir algunos
residuos de aminoacidos, como la prolina, la arginina v la lisina,
a derivados de tipo carbonilo *. La presencia de este grupo
quimico se ha utilizado como un pariametro para evaluar el
dado oxidativo en las proteinas - De esta manera, se ha
estimado que 2 amol de grupos carbonilo por miligramo de
proteina, cantidad observada en personas jovenes, representan
un dafio del 10% del tocal de las proteinas celulures, mientras
que en los ancianos este porcentaje se incrementa 1 20y 30°% del
total de las proteinas celulares *.

En pacientes con envejecimiento prematuro, como la pro-
geria, la cantidad de grupos carbonilo en sus células ¢s
significativamente mayor que las de individuos normales de
la misma edad *. Este incremento de proteinas dafiadas podria
relacionarse con deficiencias en su eliminacion, o con un incre-

mento ot -oasa de oxidacion deooroccinas durante ol

cavepecmuento

los radicales libres pueden inducie cambios espectticos e la
estructura de algunos anminoacidos, comao los arbudos al radi-
cal hidroxtto, que convierre I tendalanina o nrosma ¥ v al Oxado
nitrico que ranstorma la vrosina en nirrotrosima VL Fstos dos
aminoacidos no estan presentes nomalmente en as protetnas,
por 1o que representan marcadores Gndes para evaluar dago

o

oxidativo

En otro proceso el peroxinurito pucde lndroxitar ba tenilalanima

vonitrac da drosina . Con respecto aesto se desconocen las

consccuencias biologieas de la nitracion de las proteinas /o re 2,
sin embargo se ha abservado una abuadante nitracion de las

4

proteinas en pacientes con aterosclerosis L lo que tal ver podrin

tener alguna redacién con ¢f padecimicnto.

Las alteraciones contormacionales provocadas en las proteinas
por los radicales libres se relacionan conla pérdida de la acovidad
catalitica de enzimas tales como la lisosima v ia ribonucleasa 7. f.a
inactivacién de enzimas por la oxidacion inducida por medio de
radicales libres v la acumulacion intracelular de proteinas oxidadas,
podrian jugar un papel critico en la alteracion de las funciones
celulares y en la muerte celular ™.

La disminucion substancial en la concentracion de fas
enzimas en la fisiologia de la célula v [a acumulacion de canddades
masivas de proteinas dafnadas compromete seriamente la
integridad celular *. A nivel de la membrana plasmatica, las
alteraciones inducidas sobre sus proteinas afectan a los
[ransponadores, los canales proteicos, los teceptores o proteinas
reguladoras v a los inmunorreguladores *. La combinacién de
todas estas alteraciones pueden tener consecuencias letales para
las células.

Los efectos de los radicales libres sobre los carbohidratos, son
poca conocidos, pero se ha establecido que el acido hialuronico, la
condroitina v el dermatin sultato, todos clos polisaciridos det
grupo de los glucosaminoglucanos, son susceptibles a su
degradacion en presencia de las especics reactivas de oxigenao,
particularmente a los radicaies superoxido e hidroxilo, lo que
probablemente altera la funcion de los proteoglicanos de los que
torman parte v esto se ha relacionado con la patogenia dei proceso
inflamatorio *.

ANTIOXIDANTES

Las células presentan mecamsmos de proteccion, de manera que
los radicales libres derivados de la activacion det oxigeno pueden
ser transformados a productos menos toxicos o no toxicos. La
proteccion de las células contra los radicales libres derivados del
oxigeno comprende no solo la captura de estos intermediarios
agresivos, sino también la prevencion de su formacion, la
inhibicién de su propagacion v la reparacion de las lesiones.

La primera linea de defensa del organismo contra los radicales
libres es la prevencidn, esto implica la accion de procedimicntos
que bloquean su tormacion, como seria la presencia de proteinas
que se unen a metales (en particular hierro v cobre) lo que controla
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chicientemente b lipoperoxidacion v ia fragmentac ondel ADN,
vaque de estmanera se evita la parucipacion de estos metales en
las reacciones donde se producen las diferentes especies reactvas
de oxigeno

Dentro de las proteinas que se ligan a metales se pueden
mencionar la ferriana, transternna, ceruloplasmina, la albumina v
las metalotioneinas. En el plasma sanguinco la mayor accion
protectora es etectuada por la transternina v la ceruloplasmina, La
ferritina ¢s una proteina intracelular que evita la acumulacion de
fiereo libre, mientras que la ceruloplasmina es [a encargada de
captar aproximadamente el 9% del cobre extracelular. Su actividad
mas importante reside en inactivar el radical superoxido *.

[.a albimina, que es la proteina mas abundante del plasma
presenta propiedades antioxidativas. Se le considera la responsable
de captar entre el 10y el 50% del total de radicales peroxilo que se
generan en el plasma humano, ademas de que uene la capacidad
de unirse al cobre, v de esta manera inhibe la formacidn del radical
hidroxilo que se forma a partir del peroxido de hidrogeno .

En un segundo nivel de proteccién esta la accion de los
antoxidantes, que eliminan a los radicales para supnmir su
actividad nociva en la célula. Estos agentes pueden dividirse en
dos categorias: no enzimaticos y enzimaticos.

Los antioxidantes no enzimaticos se unen a los radicales libres,
v los transfieren de sitios donde pueden provocar graves dafios
(p- ¢j. las membranas) a compartimentos celulares donde sus
efectos sean menos dristicos (p. ¢j. el citoplasma), o bien, los
transforman en radicales menos agresivos. Ejemplos de este tipo
de antioxidantes son: (t-tocoferol (vitamina E), B-caroteno,
ascorbato (vitamina C), glutadén, urato, bilirrubina y flavonoides
entre otros. La vitamina E, el B-caroteno v la vitamina C son los
unicos nutrientes esenciales que atrapan directamente radicales
libres. La vitamina C es soluble en agua y se ubica en el citoplasma
celular, mientras que la vitamina E y el B-caroteno son solubles
en lipidos ##%,

El a-tocoferol estd presente en las membranas celulares y en
las lipoproteinas plasmaticas, y se caracteriza por presentar en su
estructura un grupo -OH, del que el dromo de hidrogeno puede
removerse ficilmente. Los radicales peroxilo formados durante
la lipoperoxidacién tienen una mayor afinidad por el (x-tocoferol,
que por las cadenas de los acidos grasos adyacentes, la reaccién
convierte OL-tocoferol en un radical, que es poco activo e incapaz
de reaccionar con otros dcidos grasos, ¥ de esta manera detene la
cadena de reacciones de la lipoperoxidacién '#. En este punto la
vitamina C juega un papel importante va que regenera la forma
antoxidante de la vitamina E, ademas de que tiene la capacidad
de reaccionar por si misma con los radicales superoxido, hidroxilo
v perhidroxilo .

Se considera que la vitamina C esta en la fase acuosa, yes la
defensa mds importante contra los radicales libres *,
eliminindolos de los compartimentos hidrofilicos de la célula,
de la matriz extracelular y del sistema circulatorio, que =s donde se
le puede encontrar, ademas, participa en la proteccién de las
moléculas hidrofdbicas como las lipoproteinas del plasma
sanguineo y de los lipidos membranales. Las cvidencias

experimentales muestran que la interaccién entre la vitamina Cy

favianuna b pernute la regenerse.on no enamaaca del o-tocofterol
(TCOH) a parur del radical a-tocoperoxil (TCO" ), que se torma
cuando el a-tocoferol reacciona con los radicales peroxilo
(ROO ), esto por medio del ascorbato (AH) (Cuadro 4).
Finalmente ¢l ascorbato es regenerado a través de una via
enzimatica ¥

El P-caroteno tiene dos funciones: en primer lugar actia
ditectamente como atrapador del oxigeno simple v de
lipoperoxidos, y en segundo lugar puede ser transtormado a
vitamina A en el intestino humano . Tanto el B-caroteno como
la vitamina A son antioxidantes solubles en lipidos y tienen Ia
posibilidad de unirse a las diferentes especies reactivas de
oxigeno, aunque la manera en que lo hacen no se conoce
completamente *'. Se asume que el B-caroteno se ubica en ¢l
interior de las membranas, o en las lipoproteinas del plasma *.

El glutation juega un papel importante en la proteccién celular
contra el dafio oxidativo de lipidos, proteinas y acidos nucleicos.
Presenta una interaccién sinérgica con otros agentes antioxidantes
como la vitamina C, la vitamina E y las superoxido-dismutasas
%4, Actia como atrapador de radicales hidroxilo y del oxigeno
simple, ademas de tener la capacidad de reactivar enzimas que
son inhibidas al ser expuestas a altas concentraciones de oxigeno.
En los humanos la incapacidad para sintetizar glutation puede
provocar anemia hemolitica y alteraciones neuroldgicas *. Asi
mismo, el glutatién protege contra el dafio oxidativo reduciendo
la concentracion de perdxido, lo que es valioso ya que éste, como
ocurre en la lipoperoxidacion, amplifica el proceso de dasio ™.

Otros ejemplos de andoxidantes no enzimaticos son la
poliamina espermina, la coenzima Q y los flavonoides, la primera
se encuentra normalmente en concentraciones milimolares en el
aucleo y participa directamente como atrapador de radicales libres,
actuando como el mayor compuesto natural ubicado
intracelularmente y que es capaz de proteger al ADN del ataque
de los radicales libres *. La coenzima Q funciona como un
antioxidante altamente eficiente en las membranas celulares en
que se encuentra . Los flavonoides por su parte actian como
inhibidores de la lipoperoxidacion, ademas de poder interactuar
directamente con las especies reactivas de oxigeno y como agentes
quelantes para iones divalentes .

Con respecto a los antioxidantes enzimaticos se puede sefialar
que en las células se presentan tres sistemas principales de enzimas
antioxidativas: Ias superéxido dismutasas, la catalasa y las glutation
peroxidasas ‘.

Las superdxido dismutasa (SOD) catalizan el cambio
del radical super6xido a peréxido de hidrogeno. La dismutacién
es una reaccion en la que dos moléculas de sustrato idénticas
tienen destinos diferentes, en este caso una molécula de
superéxido se oxida y la otra se reduce:

20, + 2H = HO, + O,
SOD

Estas son una familia de metaloenzimas, que contienen cobre
v zinc. De ellas se conocen al menos tres formas diferentes, que se
ubican en el citoplasma de la célula, en tas mitocondrias y en los
fluidos extracelulares respectivamente >,
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La catalasa es una enzima de amplia distribucion, que consiste
de cuatro subunidades protetcas, cada una con un grupo hemo
unido a su sitio actvo. Se caracteriza ademds por presentar una
tasa de renovacion extraordinariamente clevada (>40 000
moléculas por segundo). Su actividad se localiza bisicamente en
los peroxisomas, en donde cataliza la conversion de peroxido de
hidrégeno, en agua y oxigeno molecular en muchos tejidos "

2HO, = 2HO + O,
Caralasa

La glutatén-peroxidasa (GP) es una enzima que utliza como
cofactor al selenio, y que se ha encontrado en el ciroplasma y las
mitocondrias de los tejidos animales. Cataliza la reaccidn a través
de la cual el glutatién reducido (GSH) reacciona con peréxidos
para transformarlos en agua y alcohol. Durante el proceso el
glutatién es oxidado (GSSG), para posteriormente ser regresado
a su estado original, por la enzima glutation reductasa *.

2GSH + H,0, = GSSG + 2H,0

Stdespuds de laaccion de los antioxtdantes -~ cann persiste,
clultimo nivel de proteccion de la célula consiste en la reparacion
de las lesiones, lo que reside basicamente en la acuvidad de
enzimas que repararan ¢l dado inducido por los radicales libres
A ADN, y de otras que destruiran las proteinas dafadas por los
radicales libres ¢ las que removerin los dcidos grasos oxidados
de las membranas ™.

La importancia de la interaccion de las diferentes especices
reactivas de oxigeno con moléculas bioldgicas como el ADN,
los lipidos, las proteinas v los carbohidratos, se traduce en
alteraciones de la estructura, o en la fragmentacion de las
biomoléculas, lo que esta relacionado con las modificaciones de
la fisiologia celular, y por consecuencia, de los organismos de
que forman parte. Por lo anterior se estd analizando el papel de
las especies reactivas de oxigeno en ¢l desarrollo de diversos
padecimientos, y la actividad de los agentes antoxidantes, como
medios potenciales para controlar los efectos de los radicales
libres, sobre todo ante la posibilidad de implementar las

GP “terapias antioxidantes”'.
Lugar Reaccion
Reticulo endoplismico Transporte de electrones dependiente del Citocromo P-450

Transporte de electrones dependiente del Citocromo b5

Transporte de electrones (cadena respiratoria: principales sitios, complejo NADH-CoQ

reductasa y formas reducidas de la coenzima Q: O2 + e — O,7)

Mitocondria
Lipoperoxidacion
Lisosomas Sistema de la mieloperoxidasa
Membranas Lipoperoxidacion
Lipo-oxigenasa
Prostaglandina sintetasa
NADPH-oxidasa*
Peroxisomas Oxidasas
Flavoproteinas
Citoplasma

Auto-oxidacion de la oxihemoglobina (Hemo-Fe®* -O, — Hemo-Fe** O,°
Auto-oxidacién de moléculas pequenias: adrenalina, tioles, flavin mononuclestido (FMN),

flavin adenin dinucleétido (FAD), glucosa

Procesos de transferencia de electrones mediados por metales de transicion como el hierro

y el cobre, o por enzimas

Fuentes: 1,7,8,9

* Oxida el NADP®, con la resultante reduccién del oxigeno para formar el radical superéxido, este mecanismo es
utilizado por los neutréfilos, monocitos, macréfagos y eosinéfilos para eliminar bacterias, proceso durante el cual los

tejidos circundantes pueden verse también afectados .

Cuadro 1. Sitios de la célula v reacciones quimicas a partir de las que se generan radicales libres.
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Radical

‘O

.0,

ONOO

'O

Nombre
Superoxido
tHidroxilo
l)

eroxido deHidrogeno

Peroxinitrito

Oxigeno simple

Caracteristicas

Is muy reactivo en medio hidrofobico, pero no puede atravesar libremente
las membranas biologicas, en condiciones fisiologicas puede transtormarse
en peraxido de hidrogeno ¥

Fx el mas reactivo v se le ha relactonado con ¢l dado sutrido directamente
en ADN, proteinas v lipidos

No es un radical, pero puede generarlos rapidamente al estar en contacto
con 1ones metdlicos, como el Fierro y el Cobre "

Se forma a partir de la reaccién del radical superéxido con el dcido nitrico.
Se le ha relacionado directamente con la patologia de varios desordencs
nieurodegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer -

Se forma como producto de la reaccion del glutatién reducido v el radical
superduido, v durante la lipoperoxidacion ', Juega un papel importante en
procesos de mutagénesis, carcinogénesis, envejecimiento y desordenes
degenerativos

Cuadro 2. Especies reactivas de oxigeno v sus prncipales caracteristicas.

RH + Radicales libres — R°

R (rearreglo molecular, formacion de un dieno conjugado) + O, — ROOr

ROO" + RH - ROOH + R

RCOH + Fe* — ROO" + ‘OH

RH - Acido graso poli-insaturado. R’ - Radical lipidico. ROO' - Radical peroxilo.
ROOH - Radical hidroperéxido.  "OH - Radical hidroxilo.

Cuadro 3. Cadena de reacciones en el proceso de lipoperoxidacion

ROO" + TCOH — ROOH + TCO’

TCO + AH — TCOH + A

ROO' - Radical peroxilo.  TCOH - Vieamina E.  TCO" - Radical -tocoperoxtl.  AH' - Vitamina C.

Cuadro 4. Regeneracion e la vitamina E a partr de su interacasdn con la vitamima C
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The aim of this study was to assess DNA repair  ertheless, the MN-I group clearly shows the great-
capacity in lymphocytes of children with protein  est overall percentage of damaged cells at all times
calorie malnutrition using the singlecell gel electro-  tested. In relation to repair capacity, at S min it
phoresis {comet} assay. Repair capacity was as-  was approximately 30% in both groups of well-
sessed by estimating the relative decrease of DNA  nourished children, but only 20% in MN-; 15 min
migration length 5, 15, 30, and 60 min after after exposure, repair capacily increased to 51% in
hydrogen peroxide treatment, in three groups of  wellnourished children but only to 31% in MNA: and
children: wellnourished {(WN), well-nourished in- ot 60 min this capacity increased to 82% in well-
fected (WNH), ond mainourished infected (MN-).  nourished but only to 55% in MNA. These data indi-
In addition, the DNA migration length was evalu-  cote that lymphocytes of malnourished children show
ated in ol groups before and after peroxide treat- o decreased capacily to repair hydrogen peroxide—
ment. Comparison of mean migration lengths ob-  induced DNA damage compared to that of well-nour-
served in WN and WN: children showed ished controls. This reflects that only malnutrifion is
significant differences at all times tested; between  associated with decreased DNA repair capacity. Ad-
WHNH and MN differences were also observed,  ditionally, the data confirm that severe infection and
except after hydrogen peroxide exposure. This im-  malnutrition are two factors clearly associated with
plies that lymphocytes of WN-I and MNH children  increased DNA damage. Environ. Mol. Mutagen.
were equally sensitive to hydrogen peroxide. Nev-  39:33-42, 2002.  © 2002 Wileyiss. Inc

Key words: malnutrition; DNA repair; lymphocytes; comet assay

INTRODUCTION susceptibility to mitomycin C-induced damage [Ortiz et al..

1997]. Furthermore. increased DNA dumage in malnutrition

Approximately one-third of the child population suffers Nas been detected by the single-cell gel electrophoresis

from protein calorie malnutrition (PCM) worldwide. affect-  technique (SCGE or comet assay). although the damage was

ing mainly developing countries in Africa, Asia, Latin also associated with the presence of infection and drug
America. and Oceania [De Onis et al.. 1993]. Furthermore, treatments [Betancourt et al.. [995].

PCM is the determining cause of death in approximately The alkaline SC_GE technique provi@es a very sensitive
55% of the children who die between | and 4 years of age r.nethod fovr detecting DNA damage mducediby several
[Pelletier et at., 1993]. factors [Tice, 1995]. This method detects single-strand

breaks and alkali-labile regions in individual cells by sub-
mitting DNA to an electric field. SCGE has several advan-
tages: it requires a minimum amount of sample. the analysis

The cytogenetic effects of PCM have been assessed in
malnourished children by several methods. Sister-chromatid
exchange analyses (SCE) have provided controversial data:
whereas Mutchinick et al. [1979] found that SCE trequen-
cies were similar in We”'nourish‘:d and malnourished chil- *Correspondence to: Cristina Gonziles. Depurtamento Je Ciencias de fa
dren. Murthy and Rahiman {1983} and Ortiz et al. [1994]  suud. Universidad Auténoma Metropolitana-I/tapalapa. Apdo. Postal 55-
observed signiﬁcan[]y higher SCE t'rcquencies in children 535. C.P. 09340 México D.F.. Mexico. E-muil; megtie canum uam.mx
with malnutrition. The basal frequency of micronuclei was  Received 7 April 2001 provisionahly accepted 23 July 2001: and in final
greater in PCM children than in well-nourished controls, form 16 October 2001
and lymphocytes of malnourished children showed greater  Published onfine 23 January 2002

© 2002 Wiley-Liss, Inc.
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is carried vut on individual cells and can be performed on

varous cell types from different species, and is relatively -
simple and fast [MeKelvey-Martin et al., 1993]. Because of

its sensitivity, SCGE has also been used to assess DNA
repair in normal and transformed cell populations {Singh et
al. 19882 Olive et al.. 1990: Singh ot al.. 1990 1994 Tice
et al., 1990: Collins et al.. 1995: Lankinen ct al.. 1996;
Lankinen and Vilpo, 1997: Plappert ct al., 1997].

Increased DNA damage found in cells of mainourished
children may be caused by various factors. such as the
following:

I. The tmmune response triggered by both bacterial and
parasite infections frequently associated with malnutri-
tion increases free-radical concentrations. which induce
DNA damage [Canella et al.. 1996].

Toxins liberated by several pathogens may induce

DNA damage in the host cell [Ahuja, 1991].

3. Malnourished children show free-radical-scavenging
molecule deficiency (vitamins C and E and glutathione)
[Becker et al., 1995; Lenhartz et al., 1998].

4. Protein deficiency (very common among malnourished
children) may alter the DNA duplication process.

5. Protein deficiency may alter the DNA repair process.

[3%)

The DNA repair process has not been studied in malnour-
ished children. Therefore, the aim of this study was to assess
DNA repair capacity in hydrogen peroxide—exposed lym-
phocytes of children with PCM using the SCGE technique.

MATERIALS AND METHODS

This ;[ud) was assessed and approsed by the Ethies Committee ot the
General Direction of Medical Services. Federal District Department (Mex-
ico). The samples were provided by the Xochimilco and [ztapatapa Chil-
dren’s Hospitals, Mexico.

Subjects
Three groups of children were studied:

Group I: Well-Nourished, Noninfected Children (WN)

This group included six well-nourished children with no evidence of
infection. five bovs and one girl. whose ages runged from. 13 to 44 months.
All had adequate height and weight according to age (deficit < 20%).

Group II: Well-Nourished, Infected Children (WN-1)

This group included six well-nourished boys hospitalized because of
respiratory. gastrointestinal. or urinary bacterial infections. Their ages
ranged from 7 to 22 months. and all had adequate weight/height ratios
according to age.

Group II: Malnourished, Infected Children (MN-1)

This group included tive girls and two bovs. whose ages ranged from 6
10 29 months. All had severe malnutrition: »IX were marasmus (weight/
height ratio deficit > $0%) and one kwashiorkor tweightfheight ratio
deficit was 3%). They had been admitted because of gastrointestinal.

resprratory. or renal bacterial miections, Werght/herght detiert was deter
mined according - tables tor Mexican chuldeen my all cases TRamos-
Galvin, 1976}

Blood Sampling and Isolation of Cells

Samples of pertpheral blood ¢ 2 mb were drawn trony each ¢hild cprioe
to initagon of drug treatment) and mined with phosphate-buttered saline
(PBS. 1:1. v/v). The sampile was caretully placed on Linfograd (Microlab,
Mexico), and centrifuged at 300g tor 30 min. Lymphocytes were collected
and wished twice with PBS betore efectrophoresis.

Hydrogen Peroxide Exposure, DNA Repair, and
Alkaline Single-Cell Gel Electrophoresis Assay
(SCGE)

Lymphocytes were resuspended in low meiting point agarose (upproy-
imately 10* cells in 75 ul agarose: und pipetted onto a frosted ~hide.
precoated with a layer of regular agarose. adding a Anal layer of low
melting point agarose. The siides were immersed in a 10 wM hydrogen
peroxide (H.O,) solution for 20 min at 4°C. and then in McCoy's 3u
moditied medium supplemented with (0% fetal calf serum at 37°C. To
assess DNA repair, the slides were analyzed 0. 5. 15. 30, and 60 min after
H,O, exposure. All slides were prepared in triplicate. Cell viability was
assessed immediately and 60 min after exposure using ethidium bromide
and fluorescein diacetate double staining [Strauss, 1991]. Unexposed lym-
phocytes were assessed to determine basal damage levels in the three study
aroups.

The comet assay was performed as described by Singh et al. {1988] with
modifications described by Tice et al. [1990]. After incubation. slides were
immersed in lysis solution [2.5 M NuaCl. 100 mM EDTA. and 10 mM
Tris-NaOH to pH 10.0, and Triton X- 100 with 10% tresh DMSO (vivi] tor
at least | he. Afterward. they were immersed in alkaline butfer (300 mM
NaOH and | mM EDTA} for 20 min to allow the expression ot alkali-labile
sites and DNA unwinding. The slides were electrophoresed telectrophore-
sis buffer 300 mM NaOH and | mM EDTA) at 25 V and 300 mA for 20
min. washed three times tfor 3 min with neutralizing butter (0.4 M Tns. pH
7.5) and then stained with ethidium bromide (20 wg/mi in distiled water)

Slides were observed at 400X with an Olympus (Miami. FL} microscope
fluorescence equipped with a 513- 1o 360-am excitaton itter and a 390-nm
barrier filter. Fitteen cells per sumple were analyzed (25 cells per shude).
DNA migration (taii length) was measured from the trailing edge ot the
nucleus to the leading edge of the tail. using a video imaging sytem
(Syn-Optics. Sunnyvale. CA). a high-resolution CCD camera. and VIDS
IV software (Analytical Measuring Systems. Cambridge. UK), This system
allowed measuring the tail length directly from the computer monitor. All
slides were coded and scored blindly

Data Analysis

Mean tadl lengths were estimated at different incubation times i ail
zroups. The H dispersion coefticient was estimated. to establish DNA
migration length intercellular distribution. where H s the ratio of the
sathple variance to the sample mean {Tice et al., 1992

Repair capacity (RC) was esumated as described by Plappert et al.
[1997] to assess DNA repair kinetics. This parameter is defined as the
relative decrease (%) of the DNA migration length after 5. 15, 30, and 60
min of H,O, treatment.

The severity of DNA damage was measured comparing comet tail
lengths with the diameter of the nucleus of undamaged cells observed n
the same field {Mendiola-Cruz and Morales-Ramirez. 1999). Three damage
categories were considered: (1) low migration (tail fength equivalent to or
smaller than the diameter of undamaged nuclei): (2) medium mgration
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(tail measured up to three times the diameter of undamaged nuclei): and (3)
high migration (tail was threefold longer than the diameter of undamaged
nuclei).

All the statstical analysis was performed with JMP software v.3.1.2
(North Carolina. USA). The Wilcoxon's matched-pairs rank test was used
to compare migration length data and the chi-square “est to compare the
proportion of cells with low. medium. and high migration. The Tukey—
Kramer test was used to determine whether different tvoe of intection. sex.
age. weight deficit. weight. or height correlated with basal DNA damage
and/or repair capacity among children of each group. Statistically signifi-
cant change required P << 0.03

RESULTS
Basal DNA Damage

Cell viability, as assessed by the fluorescein diacetate/
cthidium bromide method. was greater than 95% in all
cases.

Basal DNA damage was estimated as the mean DNA
migration length observed prior to H,O, exposure. Individ-
ual mean basal DNA migration ranged trom 2 to 4 pm in
the WN group, from 14 to 24 um in the WN-I group, and
from 20 to 54 um in the MN-I group (mean * SE: 2.7 =
0.6, 182 * 0.9, and 27.2 = 1.2 pum. respectively). Statis-
tical analyses revealed significant differences not only be-
tween the WN and WN-I groups but also between the WN-I
and MN-I groups.

In the WN children. the percentages of medium and
highly damaged cells were very low (0.6%). In WN-I chil-
dren. the fractions of medium (9%) and highly (4%) dam-
aged cells were increased. [n MN-I children a further in-

crease in the proportion of cells with a high level of DNA
damage was detected (13%) (Fig. 1). Differences among the
three study groups were statistically significant. The differ-
ences show that infection and malautrition are associated
with an increase in the number of cells with high damage.

Statistical analysis revealed no association between sex.
age. weight deficit. weight, height. and type of malnutrition
with basal DNA damage among the children.

Repair of Induced DNA Damage and DNA
Damage Levels

In the three study groups. mean DNA migration lengths
clearly increased after hydrogen peroxide exposure (Fig. 1)
and DNA repair kinetics tendencies were similar. given that
both the mean DNA migration length and the percentage of
damaged cells decreased proportionally to the incubation
(repair) period. However, decreased damage was much less
evident in MN-I children. i

In the WN group, DNA migration ranged from 32 to 56
pin (mean = SE: 45.8 = 2.7 um) at time 0O and from 35 to
11 pm after 60 min of incubation (mean = SE: 85 = 0.7
pwm). In WN-I children, migration length ranged from 53 to
94 wm at time O and from 8 to 15 pm after 60 min of
incubation (mean * SE: 77.7 = 1.7 and 12.0 = 0.7 pm,
respectively). In contrast. migration in MN-I children
ranged from 64 to 129 pm (mean = SE: 93.7 = 2.5 um)
immediately after H,O, exposure and from 31 to 63 pm
after 60 min of incubation (mean = SE: 41.4 = 2.0 pm)
(Table I and Fig. 2). Mean migration lengths observed in
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TABLE I. Mean DNA Migration Length (Before and After Hy
WN-L and MN-1 Children

drogen Peroxide Exposure) and Mean Repair Capacity in WN,

Weli-nourshed CAV N

Repar
Mean® capaciiy”
Control betore treatment 27 24
lncubation time
0 min 458 (32-50)
S mun 3202455 87
IS nun 22701440 503
30 min i4.5(7-25) 674
60 min 8.5(5-1h 797

DNA migration fength o

Well-nourished infected ¢WN-I Malnourished intected MN-

Repar Repan
Mean” capacity” Mean® capaeiny’

18201420 27202054

77.7 (3394 9.7 164 129

530 (37-75)*% 30.2 TSAASS 1200 [ER]

368264 0D* 520 018 (48-92° M4

25.2(18-3 0y 67.3 S4T (427 R

120(8-15) 843 443163 552

"Ranges are expressed in parentheses.

"Repair capacity is defined as the relative decrease (%) of the DNA migration length 5. 15, 30.

*Signiticant difterence (P < 0.05) compared to WN group.
**Significant difference (P < 0.053 compared to WN-I group.
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Fig. 2. DNA migration length after 0. 5. 30.
well-nounshed intected {WN-I). ard malnourished in

WN and WN-I children were significantly different at all
incubation times tested. Although immediately after H,O,
exposure mean migration lengths were not significantly
different in WN-1 and MN-I children, differences became
significant after 5, 15, 30. and 60 min of incubation.
Figures 3, 4. and 5 show the proportion of cells with low.
medium, and high migration, respectively. Immediately af-
ter H,O, exposure (time 0) 30, 21.6, and [4% of cells of
WN children showed low, medium. and high migration.
respectively. In WN-I children 16,4, 33.6. and 37.8% of
cells showed low, medium, and high damaga, respectively,

and 60 min of DNA repair in well-nourished (WN),
fected (MN-1) children.

whereas 11, 27.5. and 60% cells of MN-I children showed
low, medium. and high damage. respectively. At this time.
significant differences were observed only between the WN
and WN-I groups.

However. at 5. 15. 30, and 60 min after exposure. ditfer-
ences between WN-1 and MN-I became significant. After 60
min of recovery, WN children showed [3.4% cells with
low, 3% cells with medium, and 0% cells with high migra-
tion, whereas these values were 26.4, 0.2, and 0.0%. respec-
tively, in WN-I children and 22.4, 26.8, and 12%. respec-
tively. in the MN-I group. These data indicate that in MN-1



Lymphocyte DNA Repair in Malnourished Children 37

30
50
40 -
2 —— Low
§ 30 —&— Medium
[}
B3 —— High
20 | %\\\\\
! T—
i T
10 i \
|
0

a 5 15

30 60

Time (minutes)

Fig. 3.
30, and 60 min ot DNA repair.

children the fraction of medium to highly damaged cells
was threefold and 13-fold greater than that in well-nour-
ished children 5 and 60 min after exposure, respectively.
The MN-I group clearly shows the greatest overall percent-
age of damaged cells. and the highest increased proportion
of medium to highly damaged cells at all times (Fig. 5).

Repair Capacity (RC)

RC increased proportionally to incubation time in ail
groups (Table I). RC was very similar in both groups of
well-nounished children, but clearly decreased in the MN-I
group. At 5 min repair. RC was 28.7% for the WN group.
30.2% for the WN-I group, and only 19.9% for malnour-
ished children, whereas 15 min after exposure RC increase
approximately 20% in well-nourished groups (50.3 and
52.0% for WN and WN-I. respectivety) and [1.5% in MN-I
children {mean 31.4). Sixty minutes after exposure, RC
reached 79.7% in WN and to 84.3% in WN-I children. but
only 55.2% in malnourished children.

To show that the ditferences in repair capacity among
groups were not determined by the different basal damage
values observed, the mean basal DNA migration was sub-
tracted from the mean migration at time 0 in each group.
Thus. the corrected mean migration was 43.1 pm for WN
children. 59.5 wm for WN-{ children, and 66.5 pm for
MN-1 children. These values show the sensitivity of cells
from different groups to hydrogen peroxide—tnduced dam-

Percentage of celly with ‘ow. medium. and high damage in well-nourished (WN) children after 0. 5. 15,

age, and would correspond to estimates at time 0. Compar-
ing these values with those obtained 60 min after exposure.
migration length decreased from 43.1 to 8.5 um in the WN
group (that is a fivefold decrease), trom 59.5 to {2 pm in the
WN-I group (also a fivefold decrease), and from 66.5 to
414 pm in the MN-I group (only a 1.6-fold decrease).
These indicate that wetl-nourished children, infected or
noninfected, showed similar repair capacity. and that this
function is clearly impaired in malnourished children.

The Mann-Whitney test was used to determine the influ-
ence of including or excluding the only kwashiorkor patient
studied. results of which showed no ditference.

Statistical analysis revealed no association between sex,
age. weight deficit, weight. height, and type of malnutrition
with DNA repair capacity among the children.

H Dispersion Coefficient

The pretreatment (basal) H coefficients were higher in
WN-I (mean = SE; 52.2 = [.4) and MN-[ children (50.3 =
1.9) than in WN children (44.1 = L.1). Although these
values were not significantly different. infected children
showed greater DNA migration length heterogeneity.

H coefficient decreased after H,O, exposure. indicating
that damage levels differed less among individual cells.
Only immediately after exposure H coefficients were sig-
nificantly different among the three groups. revealing dif-
terences in the response of each group 10 H.O,-induced
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after 0, 5. 13, 30. and 60 min of DNA repair.

damage. At this time (time 0), the H coefficient was signif-
icantly lower in malnourished children (9.2 = 1.0), because
a greater proportion of cells showed similar damage levels,
which tended to be higher than those observed in both
groups of well-nourished children. In WN and WN-I. the H
values were 28.0 £ 1.6 and 22.8 * 1.5, respectively.

The H coefficient increased gradually S, 15. 30, and 60
min after exposure. and no significant differences were
observed among the three study groups. Increased H coef-
ficient values suggest a heterogeneous resporse of cells in
repatring DNA damage. Five minutes after exposure the H
coefficient was 34.0 = 1.8. 224 = 2.0, and 20.1 in WN,
WN-I. and MN children. respectively, whereas 60 min after
exposure H coefficient estimates were 40.3 +1.7. 31.6 =
0.9, and 34.1 = 0.9, respectively, for WN, WN-I. and MN
aroups.

DISCUSSION

The basal damage level in both WN and MN children
clearly increased with infection. Previous reports demon-
strated that certain types of bacterial infections are associ-
ated with DNA damage [Rao et al., 1990; D'Souza and Das.
1994], and that these infections are considered as a risk
factor for the development of several types of cancer in
humans [Canella et al.. 1996}, Certain bacterial enzymes
can act as DNAases or endonucleases, inducing DNA dam-
age in the cells of infected organisms [Ahuja, [991}; also

free radicals liberated by the lymphoid cells of the infected
host, as part of the normal immune response, may increase
DNA damage [Halliwell, 1997].

Moreover, basal DNA migration length analysis shows a
clear relationship between mainutrition and increased DNA
damage. Our results confirm those of previous studies in
which the comet assay was used to establish that severe
infections and malnutrition are clearly associated with in-
creased DNA damage [Betancourt et al., 1995]). Further-
more. in this study, DNA damage severity was assessed by
classifying cells with low, medium. and high damage levels,
thus facilitating cell observation and analysis [Schober et
al., 1994: Tice, 1995]. This analysis showed that malnour-
ished infected children had higher proportions of highly
damaged cells compared to that in WN and WN-I children.

In addition to injury induced by infections in malnour-
ished children, increased DNA damage may be related o
decreased concentrations of antioxidant molecules. How-
ever, reports on the concentration of certain antioxidant
molecules such as glutathione in marasmus children are
controversial: although some authors report significantly
decreased concentrations {Becker et al.. 1995], others tound
no significant differences compared to well-nourished con-
trols [Golden and Ramdath, 1987} It has been suggested
that local factors such as the proportion of certain amino
acids such as cysteine or methionine can modulate the
amount of antioxidant molecules in children with maras-
mus. However, antioxidant concentrations are clearly de-
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creased in kwashiorkor children [Becker et al.. 1995 Len-
hartz et al.. 1998] and this effect may help to explain why
the only kwashiorkor patient included in this study showed
the most severe DNA damage.

Single-cell electrophoresis has proved to be a very sen-
sitive method to assess DNA damage induced by several
agents. and to assess individual cell repair kinetics [Rojas et
al.. 1999]. The analysis of DNA repair kinetics in mainu-
trition is most relevant, particularly because there are no
previous reports. )

To assess the DNA repair capacity of cells from the
different study groups. DNA damage was induced with
H-0,. a molecule that easily goes through the cell mem-
brane and is transformed in hydroxyl radicals by a nonen-
zyvmatic process in the presence of metal ions (Fe™™ or
Cu") occurring in the cytoplasm, known as the Haber—
Weiss or Fenton reaction. Hydroxyl radicals can induce
single-strand breaks, double-strand breaks, alkali-labile
sttes, and various species of oxidized purines and pyrimi-
dines [Joenje, 1989: Sankaranarayanan, 1991]. Oxidative-
induced DNA damage is subject to cellular repair processes,
particularly strand break rejotning and base excision repair,
which under normal conditions are performed rapidly {Col-
lins et al.. 1995]. The capacity of H,O, to induce DNA
strand breaks has been demonstrated by techniques such as
alkaline elution. alkaline DNA unwinding, and single-cell
gel electrophoresis [Gabelova et al., 1997}

Hydrogen peroxide is generated in vivo as a product of

the enzyme superoxide dismutase. The enzyme catalyzes
the transformation of superoxide radical: this radical is a
product of physiological sources like mitochondrial electron
transport chain, or is produced during the oxidation of many
molecules in endoplasmic reticulum. In peroxysomes oxi-
dation reactions can directly produce H.O. [Bunker. 1992].

Hydrogen peroxide has been widely used as an investi-
gative tool for induction of DNA damage and to compare
the response of different cellular types [Holz et al.. 1995].
for the study of intra-individual variations with time {Col-
lins et al., 1997], for DNA repair evaluations {Collins et al..
1996: Duthie and Hawdon. 1998]. and for the evaluation of
antioxidant status [Panayiotidis and Collins. 1997]. In stud-
ies performed with human lymphocytes. the hydrogen per-
oxide concentrations most frequently used to induce DNA
damage range from 10 uM [Holz et al.. 1995] to 280 uM
[Noroozi et al.. 1998]. In the present study we used a 10 pM
H,O, solution. which induced a high DNA damage level
without a higher cell mortality associated.

Previous reports show that DNA repair can be evaluated
for long periods (i.e.. 10 days). in cultures with folate
defictency. an event that is conducive to increased DNA
breakage and repair prevention [Duthie and Hawdon, 1993].
Nevertheless. damage induced by hydrogen peroxide is
repaired very rapidly [Gabelova et al., 1997].

In this study, the H coefficient showed that the three study
groups responded differently to hydrogen peroxide.
Whereas the WN group showed the most heterogeneity
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tFig. D, exhibiting a high percentage of cells with Tow
damuage. m the WN-T group. the pereentage of cells with low
damage decreased and the percentage ol cells with medium
and high damage increased slightly. The cells from MN-1
children showed a very homagencous response (low H
coetlicient) with very high percentages of highly damaged
cells. These different responses may be associated with
variations in Fe™* concentrations required o form hydroxy!
radicals (Fenton's reaction), antioxidative cnzymes (such as
catalase or glutathione peroxidase). or free-radical scaven-
gers (such as tocopherol), which are found at different levels
in several cell types and among lymphocyte subsets | Vis-
vardis et al., 1997},

It has been suggested that cells of malnourished children
are more susceptible to environmental damage {Ortiz et al.,
1997]. Although statistical analysis carried out in this study
does not support an overall greater susceptibility in mal-
nourished lymphocytes to DNA damage induced by perox-
ide. clearly these children showed the highest proportion of
highly damaged cells after H,O, treatmen: (Fig. 1). This
result may imply that a cell fraction may be more suscep-
tible to reach higher levels of DNA damage. Further studies
are needed to analyze whether they show greater suscepti-
bility to damage induced by other agents.

Results obtained aftter the DNA repair peniods tested
showed that RC was sumilar in both groups of well-nour-
ished children (Table I). This implies that infection did not
interfere with RC in well-nourished children. Moreover, an
unexpectedly more effective repair capacity was observed
in the WN-I group. This more etficient DNA repair. which
was more apparent in WN-I children than in WN uninfected
children, may be assoctated with a normal response to acute
infection. In this process, the protein cleavagze rate increases
so that the infected individual can synthesize proteins nec-
essary for the immune response [Reeds et al., 1994; Manary
et al.. 1998]. The presence of the pathogen may have
increased the availability of amino acids. allowing the cells
of well-nourished children to synthesize proteins involved
in the DNA repair process. This issue requires further study.

In contrast, RC was clearly decreased in MN-I children,
who showed delayed damage repair. Several authors have
reported greater DNA damage in malnourished children.
Delayed repair could be related to this -inding, because
damage might remain in the cell tor longer periods betore it
can be completely repaired: this may induce cell physiology
alterations probably related to the altered inmune response
observed in malnourished children. The high damage levels
and impaired RC, in addition to other well-known immune
system alterations in malnourished children [Chandra.
1991], may lead to increased susceptibility to malignant
transformation. It seems that there 1s a close relationship
between nutritional status, immune system function, and the
development of different types of cancer [Newberne and
Rogers, 1986]. Follow-up studies of children that have

suffered from severe malnutriton would be relevant to
document this latter possibility.

In WN-1 and MN-| children the increased DNA damage
observed may be assoctated with a higher apoptosis rate.
Previous reports indicate that some types ol infections are
related with an increase w the apoptotic cell fraction [Me-
Closkey et al, 1998: Hotchkiss et al. 1999]. Moreover.
malnutrition induced expenimentally in rats has been related
o 4 higher proportion of spontancous apoptotic thymocytes
[Ortiz. et al.. 200i]. Apoptosis may contribute to the in-
creased DNA damage observed betore hydrogen peroxide
treatment, since one of the best-described characteristics of
this process is the selective degradation in the internucleo-
somal DNA linker regions [Sgnoc and Gruber, 1998]. Nev-
ertheless. apoptosis cannot be associated with the damage
observed after hydrogen peroxide treatment and/or with
DNA repair capacity. considering that the evaluation was
done atter 60 min. and DNA fragmentation related with
apoptosis induction requires longer times to be detected
[Wyllie. 1980: Hampton and Orrenius, 1997]. The identifi-
cation of apoptotic lymphocytes in MN-I and WN-[ children
is an important finding that requires further work.

In summary. results presented here support the conclu-
sion that severe infections and malnutrition are two factors
associated with increased DNA damage. Moreover. lym-
phocytes from mainourished children seem not to be more
susceptible to DNA damage induced by hydrogen peroxide.
Additionally, it was observed that severe infections are not
related with a decrease in the DNA repair capacity in
well-nourished infected children. Finally, malnutrition is
clearly associated with a decreased DNA repair capacity of
DNA damage induced by hydrogen peroxide in peripheral
blood lymphocytes.
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Infectious disease and malnutrition in children are public health problems in devel-
oping countries. Malnutrition is associated with higher levels of DNA damage, and
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INTRODUCTION

Infcctious diseasc and malnutrition in children are public health problems in
developing countries. Protein-caloric malnutrition is clearly related to a higher mor-
talily of hospitalised children, with death being duc mainly to overwhelming infec-
tion despite the fact that many of thesc children receive appropriatc antimicrobial
therapy (i.c., ampicillin, penicillin, kanamycin, ctc.) [1,2].

Studies conducted to assess the possible consequences of severe protein-calorie
malnutrition have demonstrated an increase in the frequency of sister chromatid ex-
changes [3,4], a greater frequency of micronuclei {5], and higher levels of DNA
damage evaluated by the comet assay [6] in pcripheral blood lymphocytes from mal-
nourished children.

This increased DNA damage observed in cells from malnourished children could
be related to the following factors: free radical increase associated with the immune
response triggered by both bacterial and parasite infections (frequently associated
with malnutrition) [7}], toxins liberated by pathogens [8], deficiency of free radical-
scavenging molecules [9,10], and/or protein deficiency that may alter DNA duplica-
tion or DNA repair process (protein deficiency is a very common event among
malnourished children). In addition, it is known that a variety of agents, used for
antimicrobial therapy, affect the DNA integrity either in vivo or in vitro and may
cause DNA damage [11]. Moreover, it has been proposed that cells from malnour-
ished children would be more susceptible to environmental damage {5] including
injury induced by antimicrobial agents.

The comet assay or single cell gel electrophoresis is in widespread use in
genotoxicity testing. It detects DNA damage derived from DNA double and single
strand breaks, DNA interstrand cross-linking, alkali labile sites, and incompletely
repaired excision sites. The comet assay is sensitive and simple, requires a small
number of cells, can evaluate DNA damage in non-proliferating cells, and since the
DNA migration data are obtained on a cell by cell basis, it be able to measure the
intracellular distribution of DNA damage [12].

The aim of the present study was to use this technique to evaluate the suscepti-
bility of lymphocytes from malnourished children to DNA damage after a period of
drug treatment.

MATERIAL AND METHODS

Heparinised peripheral blood samples were obtained in the “Hospital Infantil
[ztapalapa” and “Hospital Infantil Xochimiico.” The study was approved by the Medi-
cal Ethics Committee of the General Direction of Medical Services (D.D.F. Mexico).

Subjects

Group 1 (WN): Well-nourished severely infected children, without treat-
ment. This group consisted of six well-nourished severely infected children. Their
ages ranged from 7 to 36 months. Five were boys and one was a girl. All had ad-
equate height and weight according to age (deficit < 20%) (Table I).

Group 2 (WN-T): Well-nourished severely infected children, after a period
with drug treatment. After a period with drug treatment, a blood sample was ob-
tained from the same children of Group 1. Hospitalisation days at sampling time and
drugs administered to each child are shown in Table II.
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TABLE 1. Characteristics of Well-Nourished Infected Children (WN)

Age Weight Height
Sample (months) Sex (kgs) {cms) [nfection
EGE 7 M 6.5 70 Gastrointestinal respiratory
IPA 16 M 10.0 74 Gastrointestinal respiratory
JBM 18 M 99 78 Gastrointestinal, respiratory and urinary
JGC 22 M 10.0 88 Gastrointestinal respiratory
NCH 34 M 13.0 93 Sepsis
KFG 36 F 14.0 95 Respiratory

Group 3 (MN): Malnourished severely infected children, without drug
treatment. Included in this group werc four girls and two boys. Their ages ranged
from 6 to 29 months. All had severe malnutrition: five were marasmus children and
one was with mixed malnutrition. All children showed a very high weight/height
deficit (more than 40%) (Tabie III).

Group 4 (MN-T): Malnourished severely infected children, after a period
with drug treatment. This group consisted of the same children as Group 3.
Hospitalisation days at sampling time and drugs administered to each child are shown
in Table IV. )

In the four groups, the weight/height deficit was determined according to tables
for Mexican children {13]. Children of Groups 1 and 2 had normal weight and height
for their age. All children were hospitalised for some type of gastrointestinal, respi-
ratory, or urinary bacterial infections (Tables I and III). Group 1 and Group 3 blood
samples were obtained at hospital admission prior to treatment. Group 2 and Group
4 blood samples were obtained after a period of antimicrobial therapy.

Blood sampling and isolation of celis

Prior and after drug treatment, approximately 2 ml of peripheral blood were
drawn from each child. Blood was mixed with PBS (1:1, v/v). The sample was care-
fully placed on Linfograd (Microlab, Mexico), and centrifuged at 300g for 30 min.
Lymphocytes were collected and washed twice with PBS before electrophoresis.

Alkaline single-cell gel electrophoresis assay

The comet assay was performed as described by Singh et al. [14] with modifi-
cations described by Tice et al. [15]. Low melting point agarose and regular agarose
(Biorad, Richmond, CA) were prepared at 5% in calcium and magnesium-free phos-
phate-buffered saline solution (PBS); 110 ! of regular agarose was added to a fully
frosted microscope slide. After the agarose layer solidified, 75 ul of low melting

TABLE II. Hospitalization Days at Sampling Time and Drugs Administered in Well-Nourished
Infected Children (WN-T)

Sample Hospitalization days at sampling time Drugs administered

EGE 7 Sulfa-trimetroprim

JPA 7 Sulfa-trimetroprim

JBM 7 Salbutamol, ambroxol

JGC 7 Amikacin

NCH 7 Cefotaxime, dicloxacillin, metronidazole
KFG 4 Penicillin
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TABLE I1I. Characteristics of Malnourished Infected Children (MN)

Agc Weight Height  W/H deficit Type of

Samplc  (months)  Sex (kgs) (cms) (%) malnutrition Infection type
IRP 6 M 4.1 6! 41 Marasmus Respiratory
GGG 10 F 4.6 72 48 Marasmus Gastrointestinal
NCR 10 M 5.5 67 40 Marasmus Gastrointestinal
IGM 12 F 5.0 66 41 Marasmus Gastrointestinal
NBS 14 F 34 58 55 Mix Gastrointestinal
LPA 29 F 7.2 ND 40* Marasmus Respiratory

*W/H. weight/height; ND, not determincd.
*Only weight deficit.

point agarose containing approximately 10’ cells were added. Finally, a top layer of
low melting agarose (75 ul) was added and the agarosc allowed to solidify. Slides
were immersed in lysis solution (2.5 M NaCl, 10 mM EDTA and 10 mM Tris, NaOH
to pH 10.0, and Triton X-100 with 10% fresh DMSO (v/v)] for at least 1 h. After-
wards, they were immersed in alkaline buffer (300 mM NaOH and | mM EDTA) for
20 min to allow the expression of alkali-labile sites and DNA unwinding. The slides
were electrophoresed at 25V and 300 mA for 20 min, washed three times for 5 min
with neutralising buffer, and then stained with ethidium bromide (20 pg/ml in dis-
tilled water).

Slides were observed at x400 with an Olympus (Miami, FL) fluorescence mi-
croscope equipped with a 515-560 nm excitation filter and a 590 nm barrier filter.
Fifty cells per sample were analysed (25 ce:ls per slide). DNA migration (tail length)
was measured from the trailing edge of the nucleus to the leading edge of the tail,
using a video imaging system (Syn-Optics, Sunnyvale, CA), a high-resolution CCD
camera and VIDS IV software (Analytical Measuring Systems, Cambridge, UK). This
system allowed measurement of the tail length directly from the computer monitor.
All slides were coded and scored blindly. Mean tail lengths were estimated before
and after drug treatment in severely infected WN and MN children. The H dispersion
coefficient was estimated in order to establish DNA migration length intercellular
distribution, where H is the ratio of the sample variance to the sample mean {16].

The severity of DNA damage was measured comparing comet tail lengths with
the diameter of the nucleus of undamaged cells observed in the same field [17].
Three damage categories were considered: Low migration: tail length equivalent to
or smaller than the diameter of undamaged nuclei; Medium migration: tail measured
up to three times the diameter of undamaged nuclei; and High migration: tail was
three times longer than the diameter of undamaged nuclei.

TABLE IV. Hospitalization Days at Sampling Time and Drugs Administered in Malnourished
Infected Children (MN-T)

Sample Hospitalization days at sampling time Drugs administered

IRP ) 4 Ampicillin, amikacin, cefalexin
GGG 6 Amikacin, metronidazole

NCR 6 Ampicillin, amikacin

JGM 7 Ampicillin, amikacin

NBS 6 Penicillin, amikacin

LPA 6 Cefotaxima, dicloxacillin
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Statistical analysis

To evaluate the possible increased susceptibility to DNA damage in lympho-
cytes from malnourished children, and the effect of malnutrition and drug treatment
on the extent of DNA damage, the mcan tail length of DNA migration was comparcd
using thc non-parametric Wilcoxon's matched pairs rank test. Also, the Wilcoxon
test was uscd to determine whether sex, age, weight, or height showed a correlation
with DNA damage observed before and after drug treatment. To determine the effect
of malnutrition and drug trecatment on the intercellular distribution of migration tail
lengths, a similar analysis was conducted using the dispersion coefficient H. The
chi-square test was used to compare the proportion of cells with low, medium and
high migration. Statistical significance was considered when P < 0.05.

RESULTS
DNA damage before drug treatment

In WN children, the average migration length before drug treatment was 16.5
um, while the average dispersion coefficient was 52.3 (Table V). In MN children,
the average iength of DNA migration was 35.1 um and the average dispersion coef-
ficient was 55.1 (Table V). The average migration length showed statistical differ-
ences between WN and MN children. The comparison between WN and MN
dispersion coefficient values did not show statistical differences.

In WN children before treatment, the proportion of cells without DNA damage
was 72%. The proportion of cells with low damage was 6.3%, medium was 15.7%,
and high was 6% (Fig. 1). In MN children, before treatment, the proportion of cells
lacking damage was 56.6%. Cells with low, medium, and high damage represented
3.3, 16.7, and 23.3% respectively (Fig. 1). Statistical differences were observed be-
tween proportions in WN and MN children.

DNA damage after drug treatment

Well-nourished severely infected children and malnourished severely infected
children showed an increase in average migration length over that for untreated
children.

The average length of DNA migration was 28.8 um in WN-T after a drug treat-
ment (Table VI). In MN-T, this DNA migration was 62.8 um (Table VI). DNA mi-

TABLE V. Mean DNA Migration and Dispersion Coefficient in Well-Nourished Infected
Children and Malnourished Infected Children at Hospitalization (Before Drug Treatment)*

Well-nourished children Malnourished children
Mean tail Dispersion Mean tail Dispersion
Sample length (um) £+ SE  coefficient (H) Sample length (um) + SE  coefficient (H)
EGE 149 + 43 62.5 IRP 292 £ 6.7 76.5
JPA 193 + 48 59.4 GGG 199 £ 5.1 64.1
JBM 206 £ 43 46.6 NCR 512 £ 7.1 49.1
IGC 139 £ 3.1 35.1 IGM 502 £ 6.6 433
NCH 157 £ 42 56.4 NBS 234 £ 438 50.0
KFG 4739 539 LPA 36.6 £ 59 473
Mean + SE 16.5 £ 4.1 523 t 4.1 351 £54 55.1 +52

*Mean tail length: P < 0.006; Dispersion coefficient: P > 0.05.
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Fig. 1. Frequency of cells with low, medium, and high DNA migration in well-nourished (WN) in-
fected and malnourished (MN) infected children before and after a drug treatment period.

gration length observed in MN-T children was statistically higher than that observed
in WN-T children.

The intercellular distribution of DNA damage was 45.6 for WN-T and 59.8 for
MN-T (Table VI). Differences between H coefficient values were not statistically
significant. In addition, the comparison between coefficient H values observed in
WN children before and after treatment, and in MN children before and after treat-
ment, did not show statistically significant differences.

The average length of DNA migration increased in both groups, so tail length in
MN-T children increased from 35.1 um (before treatment) to 62.8 pum (after treat-
ment). In the same way, in WN-T children the tail length increased from 16.5 pm to
28.8 um. The DNA migration length average increase in MN-T children was 27.7

TABLE VI. Mean DNA Migration and Dispersion Coefficient in Well-Nourished Infected
Children and Malnourished Infected Children After a Drug Treatment Period*

Well-nourished children Malnourished children
Mean tail Dispersion Mean tail Dispersion
Sample length (um) + SE  coefficient (H) Sample length (um) = SE  coefficient (H)
EGE 24.1 £ 6.2 799 IRP 51.8+92 82.4
JPA 416+ 54 35.1 GGG 489 + 9.0 83.5
JBM 183 £ 39 40.8 NCR 795 £ 6.9 299
JGC 275+ 43 339 IGM 75.0 £ 7.7 392
NCH 343 +58 49.5 NBS 46.6 + 8.3 74.6
KFG 27.1 + 43 34.1 LPA 749 + 8.6 493
Mean £ SE 288 + 49 456 + 7.2 62.8 + 6.2 59.8 £ 95

*Mean tail length: P < 0.003; Dispersion coefficient: P > 0.05; Mean tail length: WN before treatment
vs WN after treatment P < 0.01; Dispersion coefficient: WN before treatment vs WN after reatment P
> 0.05; Mean tail length: MN before treatment vs MN after treatment P < 0.02; Dispersion coefficient:
MN before treatment vs MN after treatment P > 0.05.
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um, while in WN-T children this increment was only 12.3 pum and the increment in
tail length was two times greater in MN-T children.

After drug rcaiment, in WN-T group the proportion of cells without damage
was 56.7% (Fig. 1). The proportion of cells with low, medium and high migration
were 2.7, 29.7, and 11% respectively. In WN children a statistical difference (P<0.05)
was obscrved between the proportions ol different levels of damaged cclls obscrved
before and after drug treatment.

In MN-T children, after drug treatment, cells without damage were 39.3%, and
cells with low, medium and high damage were 1, 19.7, and 40% rcspectively (Fig.
1). Statistical difference (P<0.001) was observed between the proportions obscrved
before and after treatment in MN-T children. As well, statistical differences were
observed between WN and MN children, before (P<0.001) and after (P<0.001) drug
treatment.

The percentage of damaged cells in WN children before treatment was 28% and
after treatment, it was 43.3%. In MN children, the percentage of damaged cells be-
fore treatment was 43.4% and after drug treatment, the percentage increased to 60.7%.

In both groups, no correlation was observed between drugs administered, sex,
age, weight, or height of children studied, and DNA migration or with the proportion
of celis with no damage, and with low, medium, and high damage.

An individual analysis of cells with low, medium, and high damage showed that
cells with low damage were higher in WN children, both before and after drug treat-
ment (data not shown). In relation to medium damaged cells, they increased in ail
WN children after drug treatment (Fig. 2), the same effect was observed in three MN
children (Fig. 3); this is specially evident in one child (NCR) that showed a higher
increment of cells with medium damage. The other three malnourished children
showed after treatment a considerable decrease in medium damaged cells.

Clearly, a higher proportion of cells with high damage was observed in MN
children (Fig. 4), in both cases, before and after drug treatment. After treatment, five

EBefore treatment
W Aftec treatment

% of medium comets

EGE JPA JBM JGC NCH KFG
Children

Fig. 2. Percentage of cells with rnedium DNA migration in a group of well-nourished children before
and after a period with drug treatment.
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O Before treatment
W After treatment

% ot medium comets

Fig. 3. Percentage of cells with medium DNA migration in malnourished children before and after a
period of drug treatment.

MN children showed an increment in these cells, it was particularly evident in three
children (GGG, NBS, and LPA). One MN :hild (NCR) showed a decreased number
of cells with high damage (associated with the higher proportion of cells with me-
dium damage). In WN children (Fig. 5), cells with high damage were less evident
than that observed in MN children (Figs. 4 and 5); after drug treatment two WN
children (JBM and KFG) showed a decrease, while four showed an increase in the
proportion of cells highly damaged. After treatment only one WN child (NCH) showed
a proportion of high damaged cells greater than 20%, but in MN children, these cells
represented in all cases more than 30%.

601
SOJ

40

Y% of large comets

T Before treatment
WAfter treatment

20+

104

iRP GGG NCR JGM NBS LPA
Children

Fig. 4. Percentage of cells with high DNA migration in malnourished children before and after drug
treatment.
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Fig. 5. Percentage of cells with high DNA migration in a group of well-nourished children before and
after a period of drug treatment.

DISCUSSION

DNA migration length before drug treatment was two times greater in MN se-
verely infected children (35.% um) than in WN severely infected children (16.5 pum).
Also, the proportion of cells with medium and high damage before drug treatment
was nearly twice as high in MN children (40%) than in WN children (21.7%).

After drug treatment, the average tail length was again twofold greater in MN-T
(62.8 um) than that observed in WN-T children (28.8 pum). In relation to the propor-
tion of cells with medium and high damage, this increase was only 1.5 times in MN-
T children. Nevertheless, these children clearly showed a greater (40%) proportion
of cells with high damage, in relation to WN-T (11%).

These results show that malnutrition and drug treatment are two factors associated
with a significant increase in DNA damage in lymphocytes sampled from malnourished
and well-nourished children, both severely infected. In a previous study in well-nour-
ished and malnourished, infected children, the same association was previously ob-
served [6]. In that work, we proposed that greater levels of DNA damage associated
with malnutrition could be related to the deficiency of proteins implicated with DNA
integrity and/or to a depressed ability of cells from these children to repair DNA dam-
age. At present, we have evidence supporting this last possibility (data not shown).

In the present study, we compared the same group of children before and after a
drug treatment to determine if malnourished children had a higher susceptibility to
DNA damage induced by drugs. As mentioned in the Introduction, higher levels of
DNA damage in mainourished may be related also to other factors, and certainly this
higher DNA damage may result from the interaction of several factors.

In all cases dispersion coefficient values did not show statistical differences.
This indicates that DNA migration length intercellular distribution was similar be-
tween WN and MN, before and after treatment. This means that lymphocytes from
WN and MN children presented a variable response to the drug treatment.
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In both groups, il was observed that there was a cell subpopulation {non-dam-
aged cclls) apparently morc resistant to DNA damage induced by drugs. This sub-
population clearly was morc prevalent in WN children. In addition, MN children
even showed a higher proportion of cclls with low, medium, and high damage. Aftcr
trcatment, in WN-T children, the proportion of cells with medium damage showed a
larger increase. In MN children the cells with low damage diminished, and cclls with
medium and high damage increased considerably, particularly with high damage.
Only onc WN child (NCH) showed an elevated proportion of high damaged cells.
These results showed that a cell subpopulation in MN children seems to be morc
susceptible to higher levels of DNA damage.

The decrease in the proportion of cells with high damage observed in two WN-
T children (JBM and KFG) and in one MN-T child (NCR) may indicate that some
cells very efficiently repair DNA damage and this tends to decrease. The increase in
the proportion of cells with high damage, observed in one WN child (NCH), seems
to be related with the administration of metronidazol; it is know that this drug is
associated with an increase of DNA strand breaks [18]. In MN children, this relation
is not so clear. In general, a higher number of drugs was administered to malnour-
ished children, possibly due to their impaired immune response, since there is no
evidence supporting alterations in absorption or elimination levels of drugs in chil-
dren with protein-calorie malnutrition [1].

Transition from low to medium or high damage may be associated with
antioxidative protection in the cells. It is well known that some of the drugs used
may produce free radicals [19-21], and consequently the antioxidant defence system
could be affected in children with protein-calorie malnutrition {22,23].

Antibiotics induce DNA damage, not only by the production of free radicals,
but some interfere with DNA synthesis [21,24]. Others, like aminoglycosides inter-
fere at some level with the normal translation of proteins {25], although it appears
that increased DNA damage is not directed simply through a general reduction in
protein synthesis [26]. Moreover, it is known that aminoglycosides are polycationic
molecules with a strong affinity for DNA nucleotides [27].

In the present study an extensive interindividual variability was observed. It
was particularly evident in the MN children group; this observation agrees with pre-
vious reports in which a higher variability was observed in these children [6]. Fur-
thermore, as previously mentioned more drugs were administered to malnourished
children, this may contribute to the increased variability observed in these children.

The higher levels of DNA damage could be related to an impaired immune
response observed in MN children, considering that the greater levels of DNA dam-
age appear to be associated with an impaired cell function. More studies are needed
to evaluate this possibility.

CONCLUSIONS

This study shows that before treatment the mean migration lengths and the pro-
portion of lymphocytes with highly damaged DNA were found to be significantly
higher in malnourished children. This implies that malnutrition is clearly related to
increased DNA damage. After treatment with drugs, migration lengths and the pro-
portion of cells with high DNA damage increase in both groups and differ signifi-
cantly between the MN and the WN children and these were also greater in MN
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children. This show that drugs used for antimicrobial treatment, although neccssary
may result in undesirable side effects such as increased DNA damage.

The increased migration length and the increased proportion of cells with higher

levels of damage, seems o indicate that malnourished children arc more susceptible
to DNA damage induced by drugs. Additionally, the increased proportion of cells
with high damage indicates that MN children had a cell subpopulation more susccp-
tible 1o DNA damage. This may help to explain the impaired immunc rcsponsc ob-
served in MN children.
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