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RESUMEN 

La desnutrición infantil y las infecciones graves constituyen dos problemas de 

Salud Pública en México. Ambos padeciinientos interactúan 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 

desnutrición, como algunos tipos de irifeccionec, al igual que algunos medicamentos 

pueden inducir daño al ADN. Esto sirvió como base para plantear el presente estudio, en 

el que se tuvo como objetivo general: Evaluar en linfocitos de niños, por medio de la 

técnica de electroforesis unicelular, el daño producido en el ADN por la desnutrición 

calórico-proteica severa, las infecciones; graves y los medicamentos mas comúnmente 

empleados en el tratamiento de éstas, y analizar el efecto de la desnutrición calórico- 

proteica severa y de las infecciones graves sobre la capacidad de reparación, del daño 

inducido a esta molécula por el peróxido de hidrógeno. 

La técnica de electroforesis unicelular o ensayo cometa ha mostrado ser muy 

sensible para evaluar el daño al ADN, además de tener ventajas tales como que: requiere 

una cantidad pequeña de muestra para realizarse, puede evaluar el daño al ADN en 

células no proliferantes, el análisis se efectúa en células individuales y es además 

relativamente simple y rápida. Sus características han permitido se le utilice también en 

estudios de reparación del daño al ADN. 

Para la realización del estudio se obtuvieron muestras de sangre de niños de entre 

uno y cinco años de edad, que fueron inc;luidos en alguno de los siguientes grupos: Niños 

Bien Nutridos (BN) - (Testigo) Integrado por niños sanos con peso y talla adecuados 

para su edad cronológica. Niños Bien Nlutridos Infectados (BN-I) - Integrado por niños 

con infección grave de vías 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 cronológica. Niiíos Bien Nutridos Infectados con tratamiento 

(BN-IT) - integrado por los mismos nitios del grupo anterior, después de un período de 

hospitalización durante el cual fueron tratados con medicamentos. Niños Desnutridos 
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Infectados (DES-I) - Integrado por niños con desnutrición severa e infección grave de 

vias respiratorias o gastrointestinal, que no se encontraban tomando medicamentos al 

momento de la toma de la muestra. Niños Desnutridos Infectados con tratamiento 

(DES-IT) - Integrado por los mismos nii?os del grupo anterior después de un período de 

hospitalización y de tratamiento con medicamentos. Las muestras se obtuvieron en los 

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

El trabajo experimental se dividió en tres partes: 

1.- Evaluación del daño al ADN en los grupos BN, BN-I y DES-I. Para establecer la 

influencia de las infecciones y de la desnutrición sobre el daño al ADN. 

1 1 . -  Evaluación del daño al ADN asociado a los medicamentos en los linfocitos de los 

niños infectados (BN-IT y DES-IT). 

111.- Evaluación de la reparación del daño inducido al ADN por peróxido de hidrógeno en 

los niños BN, BN-l y DES-I. 

De las muestras de sangre se aislaron los linfocitos, se hicieron los geles, se 

realizó 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 niño). 

Para establecer la influencia de la desnutrición y de las infecciones sobre el daño 

al ADN, se estudiaron 12 niños BN, 16 BN-l y 11 DES-I. Para establecer la influencia de 

los medicamentos sobre el daño al ADN, se tomó una muestra a seis niños bien nutridos 

y a seis niños desnutridos, ambos infectados, a los que no se les habían administrado 

medicamentos. A estos mismos 12 niños se les tornó una segunda muestra después de 

un período de tratamiento con medicamlentos en el hospital. Para evaluar la reparación 

del ADN se utilizaron seis niños BN, seis BN-I y siete niños DES-I. En los linfocitos 

aislados se indujo daño al ADN utilizando peróxido de hidrógeno. 

En todos los casos se determinó el promedio de la longitud de las estelas, el error 

ectándar, el coeficiente de dispersión (coeficiente H) y el número de células dañadas. 

Adicionalmente para evaluar la reparación del daño inducido al ADN se calculó la llamada 

capacidad reparativa (CR), que se refiere a la disminución relativa del promedio de la 
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longitud de las estelas o del porcentaje de células con daño, con respecto al tiempo de 

reparación. Los resultados obtenidos se compararon utilizando la prueba no paramétrica 

de Wilcoxon y la prueba de X2 para proporciones. Se consideró diferencia estadística 

cuando p<0.05. 

Los resultados permitieron apreciar que la desnutrición y las infecciones graves 

son dos factores que están relacionados con un incremento del daño 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 niños BN-I, y 14 veces mas largas en los niños DES-I, en 

relación con la longitud promedio observada en los niños BN. En los niños BN-l el 

incremento en la longitud de las estelas estaría relacionado con las infecciones que 

presentaron asociadas, ya que se ha propuesto que algunas bacterias patógenas pueden 

inducir daño al material genético. Otro factor que podría incrementar el daño al ADN es 

estos niños es la liberación de radicales libres que ocurre como parte de la respuesta 

inmune normal. En los niños desnutridos además de los dos factores antes señalados, la 

falta de antioxidantes que inactiven a 113s radicales libres y la deficiencia de proteínas 

necesarias para la duplicación y/o reparación del ADN podrían contribuir a incrementar el 

daño observado en esta molécula. También el porcentaje de células con daño se vio 

aumentado por efecto de las infecciones y de la desnutrición. 

En cuanto al efecto de los medicamentos, se observó que después del tratamiento 

el daño al ADN incrementó tanto en los niños BN-l como en los DES-I. La migración del 

ADN antes del tratamiento con medicanientos fue dos veces mayor en los niños DES-I 

(32.6 pm) que en los BN-I (16.5 pm). Después del tratamiento con medicamentos el 

promedio de las longitudes de las estelas fue nuevamente dos veces mayor en los DES- 

IT (59.8 pm) al observado en los BN-IT (28.8 pm). De la misma manera el porcentaje de 

células con daño se vio incrementado eri las muestras tomadas después del tratamiento 

con respecto a lo observado antes del mismo. Los resultados parecen indicar que las 

células de los niños DES-I fueron mas susceptibles a presentar daño inducido por los 

medicamentos . 

El tratamiento con peróxido de hisdrógeno afectó mayormente a las células de los 

niños BN-I y a las de los DES-I. AI colocar las células a 37°C para permitir la reparación 
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del daño inducido, y al evaluar las longitudes de las estelas y el porcentaje de células con 

daño a 5, 15, 30 y 60 minutos de incubación, se observó una disminución progresiva en 

ambos parámetros, lo que se vio reflejado en la CR que incremento conforme al tiempo 

de reparación. No obstante, los resultados mostraron que los niños DES-I presentaron 

una capacidad de reparación inferior a la observada en los dos grupos de niños BN. 

Las conclusiones obtenidas del trabajo, son las siguientes: 

a) Las infecciones y la desnutrición son dos factores que están relacionados con niveles 

altos de daño en el ADN. 

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

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

c) Los linfocitoc de los niños DES-I parecen ser mas susceptibles al daño inducido al ADN 

por los medicamentos. 

d) Los datos parecen indicar que las iiifecciones, la desnutrición y los medicamentos, 

tienen entre sí un efecto sumatorio, que incrementa el daño al ADN. 

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

dañado por el peróxido de hidrógeno. 

9 Las infecciones no interfieren con la caipacidad de reparación del daño en el ADN de las 

células de los niños bien nutridos infectados, 

g) La capacidad de reparación del daño inducido al ADN en los linfocitos de niños 

desnutridos está disminuida. 
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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 antimicrobial therapy. 

Malnutrition, 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 irepair capacity was evaluated by way of the single- 

cell gel electrophoresis (comet assay) (SCGiE). 

The comet assay or SCGE 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 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 Iztapalapa" 

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 weightlheight 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. 
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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. 

I l l .  - Assessment of DNA repair capacity in lymphocytes from WN, WN-I and MN-I, 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 M N-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 damaged cells was increased in samples observed 

after drug treatment. The data obtained seeims to indicate that malnourished children are more 

susceptible to DNA damage induced by drugs. 

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

contrast with WN children. The mean tail1 lengths and the percentage of damaged cells 
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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. 

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-I children, who showed delayed damage 

repair. 
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I. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION 

La desnutrición infantil y las infecciones graves constituyen dos problemas 

importantes de salud pública en nuestro pais. Diversas observaciones y estudios 

epidemiológicos indican que existe una estrecha relación entre ambos padecimientos, lo 

que se demuestra en el hecho de que las enfermedades infecciosas son el factor principal 

que se asocia con un incremento tanto en la gravedad de la desnutrición, como con la 

frecuencia de fallecimientos de niños (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 interacción entre ambos. A estos dos factores se tendría que añadir un 

tercero, que son los medicamentos mas frecuentemente utilizados en el tratamiento de 

las infecciones, ya que podrían generar efectos adicionales. 

1.1 Desnutrición 

La desnutrición es una enfermedad que afecta a aproximadamente un tercio de la 

población infantil del mundo, principalmente de los paises subdesarrollados de Africa, 

Asia, América Latina y Oceanía (De Onís et al., 1993). Las causas que la originan son 

dos condiciones sociales: la pobreza y la ignorancia, por lo que la desnutrición 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 niños 

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

Se conoce con el nombre de desnutrición calórico-proteica al conjunto de 

síntomas y signos clinicos y bioquímicos que se observan principalmente en niños 

lactantes y preescolares como consecueiicia de una ingestión deficiente de nutrientes, o 

por la utilización de dietas de variados contenidos calóricos, con bajos contenidos de 

proteínas (Jellife, 1981; Cravioto et al., 1990). 

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

comparación con los valores de referencia obtenidos en niños de la misma edad y del 
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mismo género. Tomando en consideración el peso de los niños, se han delimitado tres 

grados de desnutrición (Gómez et al., 1956), con características particulares que se 

describen a continuación: 

Desnutrición de Primer Grado (Leve) - Desnutrición 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 cronológica. 

Desnutrición de Segundo Grado (Moderada) - Desnutrición más marcada que 

la anterior. Déficit de peso del 25 al 39'% del promedio correspondiente para la edad del 

paciente, el cual frecuentemente requiere hospitalización. 

Desnutrición de Tercer Grado (Severa) - Las reservas nutricionales del 

organismo están prácticamente agotadas, el déficit de peso es de más del 40% del 

promedio correspondiente para la edad. Se presentan serios cambios a nivel somático y 

funcional e inclusive psicológicos. Los pacientes requieren hospitalización y la tasa de 

mortalidad para estos, es mucho más elevada que para las dos categorías anteriores. 

La desnutrición de tercer grado :se puede manifestar en varias formas clínicas: el 

marasmo, el kwashiorkor (llamado por algunos autores Síndrome Pturicarencial de la 

Infancia) y el kwashiorkor-marasmático (Behar e Icaza, 1972). Estas variantes presentan 

en común la detención de la tasa de crecimiento corporal, aunque cada una exhibe 

caracteristicas propias (Cravioto et al., 1'990). 

El marasmo se caracteriza por un desgaste muscular muy marcado y por una 

actividad física disminuida. El kwashiorkor, incluyendo al kwashiorkor-marasmático, se 

caracteriza por la presencia de edema1 masivo en manos y pies, músculos débiles y 

atrofiados con algo de grasa subcutánea, profunda irritabilidad, anorexia, descamación de 

la piel, decoloración del pelo e hígado graso. 

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

tanto en contenido proteico como en calorías y se presenta comúnmente durante el 
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primer año de vida (marasmo incipiente), aún cuando llega a observarse incluso en 

adultos (marasmo tardío) a causa del hambre (Jelliffe, 1981). En general el marasmo 

predomina en las áreas urbanas en tanto que el kwashiorkor prevalece en las áreas 

rurales, con tendencia a ser desplazado por el marasmo a medida que disminuye la 

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

El marasmo se ha descrito como una adaptación metabólica ante una ingesta 

inadecuada de calorías y proteínas, lo que en primera instancia repercute en la detención 

del crecimiento del niño y se asocia con pérdida de peso corporal. Una vez que ocurre 

esta pérdida de peso, los requerimientos nutricionales absolutos en estos niños se 

reducen, teniendo como base la disminución de la masa corporal total. Adicionalmente los 

tejidos del cuerpo se adaptan a las carencias nutricionales de manera que utilizan menos 

energía. En los marasmaticos se ha observado una utilización muy eficiente de los 

alimentos ingeridos y por otro lado una clicminución generalizada de la actividad, tanto a 

nivel de órganos, tejidos, células, organelos y maquinaria enzimática (Golden, 1988). 

Dentro de las disminuciones adaptativas mas importantes, que se han observado 

en los niños con marasmo, se pueden señalar a las siguientes: disminución en la 

actividad de la bomba de sodio; reducción en la actividad cardiaca, gastrica y renal total; 

los pacientes no pueden responder a los cambios de temperatura del ambiente; hay una 

disminución en la respuesta inmunológica; la disminución en la masa corporal se da de 

manera diferencial, mientras que en algunos niños la grasa subcutánea al igual que la 

masa muscular prácticamente 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 niño por otro en el pecho materno", es producto por una dieta 

muy baja en proteínas, pero rica en carbohidratos. Usualmente se presenta entre el 

primer y tercer año de vida del niño (Jelliffe, 1981). El término kwashiorkor continúa 

actualmente siendo usado por los clínicos para describir casos con edema, hígado graso 

y lesiones cutáneas, porque es clínicamente diferente del marasmo, que no presenta 

estos signos. 
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Con respecto a la formación del edema en los niños con kwashiorkor se han 

propuesto dos teorías: La teoría clásica explica que una ingesta inadecuada de proteínas 

en estos niños conduce a una disminución en la síntesis de albúmina. Se considera que 

esta hipoalbuminemia es la principal caiisa del edema, aunque al parecer la deficiencia en 

potasio, que es común en estos niños, también podría estar relacionada. Una evidencia 

epidemiológica que apoya la posibilidad de que el edema se genere por una dieta baja en 

proteínas, es el hecho que el kwashiorkor se presenta en poblaciones en que los 

productos de consumo general son bajos en proteínas o contienen proteínas de pobre 

calidad, como el maíz. La otra teoría de la presencia del edema en los kwashiorkor, indica 

que se forma como consecuencia del daño inducido por radicales libres a las paredes de 

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

Como ya se mencionó, asociado con la presencia del edema se ha encontrado en 

estos niños al hígado graso, el que se forma como resultado de una falla en el transporte 

de grasas hacia fuera del órgano, lo que se atribuye a una reducción en la síntesis de 

apolipoproteína paralela a la de albúmina. Por otra parte, se ha propuesto que el hígado 

graso puede ser producto de daño inducido por radicales libres (Albrecht y Pelissier, 

1995). 

Se considera al kwashiorkor como una respuesta metabólica inadecuada ante una 

ingesta inapropiada de calorías y protehas. Para que el kwashiorkor se presente, además 

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 clínicas observadas en los niños con 

kwashiorkor pueden deberse a una elevada concentración de radicales libres en 

asociación con una disminución en las cantidades de los diferentes antioxidantes (Becker 

et al., 1995; Albrecht y Pelissier, 1995; Llenhartz et al., 1998). 

La relación entre desnutrición y mortalidad infantil 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 niños que mueren entre 1 y 4 

años de edad, lo que parece estar relacionado con el hecho de que la desnutrición 



deprime la respuesta inmune (Chandi-a, 1980). Esta inmunodeficiencia aumenta la 

susceptibilidad de los niños a las infecciones, las que potencialmente pueden agravar la 

severidad de la desnutrición, ya que promueven un mayor consumo de energía 

metabólica y a su vez este desgaste nutricional puede contribuir al agravamiento de las 

infecciones, propiciándose así el establecimiento de un círculo en el que la probabilidad 

de que los niños mueran se incrementa claramente (Pelletier et al., 1993; Schroeder y 

Brown, 1994; Yoon et al., 1997). De esta manera, la desnutrición al alterar la respuesta 

inmune contribuye a que las infecciones tengan una mayor prevalencia y gravedad en los 

niños desnutridos (Chandra, 1980). 

Es importante señalar que las infecciones tienen un papel preponderante en el 

desencadenamiento de los casos de desnutrición de tercer grado, ya que los individuos 

con desnutrición de segundo grado e infectados pueden pasar rápidamente a ser casos 

severos con alto riesgo de mortalidad. Los factores que determinan que la infección 

agrave a la desnutrición incluyen, la reducción en el consumo de nutrientes debido a la 

anorexia, la pérdida de nutrientes debido a una absorción intestinal inadecuada o a 

pérdidas a través de la orina y finalmente! a la utilización de las reservas de proteínas en 

los requerimientos inmunológicos (Albrectit y Pelissier, 1995). 

Algunos estudios han mostrado que existe un incremento en el riesgo de muerte 

de los niños desnutridos al presentar asociada alguna infección 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 presentó infección respiratoria y también de 1.7 

para la infección gastrointestinal, mientras que para la combinación 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 desnutrición 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 niños con DCP 

(Ekanem et al., 1997). 
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Contrariamente a lo que se podria pensar, la desnutrición leve y moderada están 

también asociadas con un riesgo alto de mortalidad (Yoon et al., 1997), esta asociación 

tiene gran relevancia considerando que una alta proporción de niños caen en estas 

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

En México, la estimación mas reciente indica que 12.6 millones de niños menores 

de cinco años son desnutridos, lo que corresponde al 30% de los niños de esta edad 

(Sepúlveda et al., 1990). En las zonas rurales de México, en 1998 se estableció que el 

19.3% de la población de niños menores de cinco años, presentaban desnutrición 

moderada o severa, lo que la ubica como un problema grave a nivel nacional (Avila-Curie1 

et al., 1998). Tan sólo en el Estado de Tabasco se apreció que el 46% de los niños entre 

1 y 4 años de edad presentan algún grado de desnutrición (29.8% bajo, 12.8% moderado 

y 3.4 % severa) (Hernández-Martínez y Roldán-Fernández, 1995). Por otro lado, se ha 

establecido que las causas mas frecuentes de muerte en niños mexicanos menores de 

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

Se debe mencionar que debido al que raramente en los certificados de defunción 

de los niños se reporta a la desnutrición (como la causa de la muerte, el impacto que ésta 

tiene sobre la tasa de mortalidad infantil está subestimado. Esto ha causado que la 

desnutrición tenga un menor impacto en las estadísticas de mortalidad infantil (Orozco et 

al., 1998). 

Para evaluar los efectos causados por la desnutrición se han realizado 

investigaciones a nivel fisiológico, bioquímico, neurológico e inmunológico, por citar sólo 

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 desnutrición, utilizando 

diversas metodologías. En primer lugar el análisis de aberraciones cromosómicas (AC) en 

linfocitos de sangre periférica mostró una mayor frecuencia de AC en los niños 

desnutridos que en los controles eutróficos (Armendares et al., 1971; Betancourt et al., 

1972). Sin embargo, en otro estudio similar no se encontró diferencia entre ambos grupos 

(Khouri y McLaren, 1973). 
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Posteriormente se estudió el daño genético producido por la DCP, por medio de la 

evaluación de la frecuencia de intercambios de cromátidas hermanas (ICH), en linfocitos 

de niños desnutridos. Mutchinick et al. (1979) y González-Torres et al. (1983) no 

encontraron diferencias entre los niños desnutridos y sus testigos bien nutridos. Pero 

Murthy et al. (1980) y Ortíz et al. (1994) observaron una frecuencia de ICH 

significativamente mayor en los linfocitos de los niños desnutridos. 

En otro estudio, utilizando la técnica de micronúcleos se observó que la frecuencia 

basal fue mayor en los niños con DCP en comparación con lo observado en los niños 

bien nutridos y además los linfocitos de los niños desnutridos mostraron tener una mayor 

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

Empleando la metodología de electroforesis unicelular para detectar daño al ADN, 

se observó que la desnutrición probablemente también está asociada con un incremento 

en la ruptura de cadenas simples de esta molécula, aunque en el daño detectado también 

parecieron estar relacionadas las infecciones y los medicamentos (Betancourt et al., 

1995). 

Para el estudio de los efectos causados por la desnutrición se han utilizado 

también modelos experimentales con animales de laboratorio, los que tienen como 

ventajas, el que en ellos es fácil controlar factores extranutricionales tales como las 

infecciones, que son tan comunes en los niños desnutridos y que podrían enmascarar o 

alterar los efectos causados por la misma desnutrición. Otra ventaja de los modelos 

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

Algunos estudios del daño induc:ido por la desnutrición realizados en modelos 

experimentales, han mostrado una mayor- frecuencia de AC en células de médula Ósea de 

ratas desnutridas experimentalmente (Sadasivan y Raghuram, 1973; Vijayalaxmi, 1975). 

En contradicción con esto, Betancourt et al. (1979) reportan que en el mismo tipo celular, 

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 observó que este 

daño pudo ser revertido, ya que en ratas que primeramente fueron desnutridas durante la 

lactancia y a las que después se les sometió a un período de recuperación nutricional 

durante 21 días mas, se observaron valores semejantes a los que se obtuvieron en las 

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

En el laboratorio de Biología Celular de la UAM-I también se han realizado 

estudios para evaluar el efecto causado por la desnutrición a nivel de la proliferación in 

vitro de los linfocitos de niños desnutridos. Primero se observó que los linfocitos de los 

niños desnutridos tuvieron un índice de! duplicación mayor a las 48 horas de cultivo, lo 

cual podría deberse a una respuesta miis rápida al mitógeno o a una duración menor del 

ciclo celular (González et al., 1990). Otro estudio, permitió determinar que este mayor 

índice de duplicación, observado en los linfocitos de los niños desnutridos, sólo pudo 

relacionarse con una respuesta más ripida al mitógeno, ya que la duración del ciclo 

celular se encontró alterada, observandose un tiempo de generación mayor. Este mismo 

estudio mostró que la fracción de células que respondieron al mitógeno y que proliferaron 

activamente fue menor en los cultivos de los niños desnutridos, es decir, solamente una 

fracción de los linfocitos T presentaron tin período de latencia mas corto antes de entrar 

al ciclo de proliferación (transición GO-G1) (Ortiz et al., 1994). Después de un período de 

recuperación nutricional, se observó que la fracción de linfocitos que respondieron al 

mitógeno se incrementó, pero no alcan2:ó los valores mostrados por los niños sanos, lo 

que indicó que la recuperación fue solamente parcial. Además se determinó que en los 

niños en recuperación nutricional persistió el retraso en la duración del ciclo celular (Ortiz 

et a1.,1995). 

En lo que se relaciona específicnmente a las causas asociadas con el daño al 

ADN observado en los niños con desnutrición, se señala como muy probable al daño 

oxidativo, ya que como se sabe los radicales libres, generados por el metabolismo del 

oxígeno son los agentes principales que provocan datio a muchas estructuras celulares y 

a componentes funcionales de la misma, entre los que destaca el ADN (Halliwell, 1991; 

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



presión oxidativa en los niños con desnutrición están las infecciones, la proliferación de 

bacterias intestinales y la ingestión 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 endógenos, cuya disponibilidad está directamente relacionada con 

la dieta. Se ha establecido que relacionado con las carencias nutricionales en los niños 

con DCP se encuentran alterados algunos sistemas antioxidantes, principalmente por la 

disminución de la concentración de glutatión (Becker et al., 1995) y de otros compuestos 

como el retinol, los pcarotenoides (Squali-Houssaini et al., 1997), el a-tocoferol (Squali- 

Houssaini et al., 1997; Smit et al., 1997), el zinc y el selenio, teniendo este Último un papel 

fundamental en la función de la enzima glutatión peroxidasa (Albrecht y Pelissier, 1995). 

Las concentraciones de los antioxidantes antes señalados se han encontrado disminuidas 

en los niños con DCP, particularmente en los niños con kwashiorkor (Becker et al., 1994; 

Lenhartz et al., 1998). Adicionalmente se ha observado un exceso de hierro libre en la 

medula Ósea de niños con kwashiorkor 10 que los predispone aún mas al daño por 

radicales libres (Sive et al., 1996). 

A pesar de las alteraciones antes mencionadas, se debe puntualizar que en la 

literatura no se tiene información que indique que los niños con DCP, o en proceso de 

recuperación de esta, manifiesten daños ipermanentes, como envejecimiento prematuro o 

transformaciones neoplásicas, que serían lo esperado después de una exposición 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 rehabilitación nutricional (Albrecht y Pelissier, 1995). Esto sin embargo, debe 

considerarse como un campo de investigación abierto, que permitirá establecer si es que 

la desnutrición pudiera estar relacionada con el desarrollo de algún tipo de cáncer. 
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1.2 Infecciones 

En nuestro país y en los países plobres en general, las infecciones más comunes y 

que además constituyen una causa importante de mortalidad en niños menores de 5 

años, son las infecciones agudas de vías 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 bronconeumonía 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 :I. En relación a las infecciones gastrointestinales, 

se ha determinado que en niños de 1 a 5 años de edad con diarrea líquida (Flores- 

Abuxapqui et al., 1993) y sanguinolienta (Torres et al., 1995) los enteropatogenos mas 

frecuentes son: Shigella, Escherichia coli citotóxica y Campylobacter. Otros agentes 

patógenos que se han encontrado presentes en niños de la ciudad de México con diarrea 

aguda son Cryptosporidium parvum y itambién la bacteria enteropatógena Salmonella, 

siendo mucho mas frecuente su presencia en niños desnutridos (Enríquez et al., 1997). 

Se ha reportado que las infecciones graves están 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 podría establecer el grado de daño inducido al ADN por cada uno de los 

diferentes agentes patógenos y se podría tratar de establecer si es que existe relación 

entre la magnitud del daño en esta moli!cula y la gravedad de la infección (Betancourt et 

al., 1995). Se ha sugerido que ciertas enzimas bacterianas pueden actuar como DNA- 

asas y endonucleasas que producen dai?o al ADN en las células del organismo infectado 

(Ahuja, 1991). También se ha propuesto que los radicales libres generados por las células 

fagocíticas del organismo infectado, al tratar de controlar la infección, pueden estar 

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

Otros estudios han mostrado que las infecciones bacterianas pueden inducir daño 

genético, así se ha observado una elevación en la frecuencia de AC en pacientes con 

tuberculosis (Rao et al., 1990) y tambikn 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 niños con infecciones y este fue mayor cuando se asoció la 

infección con la desnutrición (Murthy y Rahiman, 1983). En relación a la frecuencia de 

ICH se ha observado que esta se increment6 en los niños desnutridos, 

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

Adicionalmente, se ha reconocido que existe una fuerte asociación entre la 

infección crónica por Helicobacter pylori y casos de cáncer gástrico y aunque los 

mecanismos que determinan esto son anjn desconocidos, se propone que la enfermedad 

puede generarse a partir de un genotóxrco liberado por las bacterias que induce daño al 

ADN (Mannick et al., 1996), provocando mutaciones en oncogenes del huésped (Ernst, 

1999) o en los genes supresores de la formación de tumores. Es probable que un 

mecanismo similar determine que la infección por Helicobacter hepaticus desencadene el 

desarrollo de carcinomas hepáticos (Guiridi, 1999). 

1.3 Medicamentos 

Se ha demostrado que algunos medicamentos, principalmente los antibióticos que 

son necesarios para el control de las irifecciones, pueden tener efectos colaterales no 

deseados (McDaniel y Schultz, 1993). Uri grupo de antibióticos de uso muy generalizado, 

son los aminoglucósidos (por ejemplo la gentamicina), los que a pesar de que han 

mostrado efectos colaterales adversos, como alteraciones a nivel de la cóclea, del 

vestíbulo o del riñón en humanos, siguen siendo considerados como indispensables en el 

tratamiento de algunas infecciones (Schacht, 1998). 

Es probable que algunos de los efiectos colaterales debido al uso de antibióticos se 

relacionen con daños inducidos al ADN. Así por ejemplo, se ha observado un incremento 

en la frecuencia de ICH por acción de la gentamicina (McDaniel y Schultz, 1993) y el 

cloranfenicol (Catalán et al., 1993). En relación a la gentamicina, se sabe que actúa 

inhibiendo la síntesis de proteínas (Wilhelm et al., 1978) y se propuso que este podría 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 síntesis de proteínas, 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 generación de radicales 

libres y se sugiere que este proceso podría jugar un papel importante en las alteraciones 

que puede provocar (Conlon y Smith, 1998). 

El cloranfenicol es un antibiótico 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 países no industrializados ya que es barato y efectivo, esto a pesar 

de su demostrada hemotoxicidad y de su relación con la anemia aplástica. Con respecto 

a la inducción de daño al ADN por el doranfenicol, se tienen datos contradictorios, ya que 

algunos trabajos reportan un incremento (Martelli et al., 1991; Catalán et al., 1993), 

mientras que otros no coinciden con este hallazgo (Lafarge-Frayssinet et al., 1994), sin 

embargo, estos últimos reportan una mayor toxicidad relacionada con algunos de sus 

metabolitos. Además, se ha demostrado que puede inducir apoptosis y que este efecto 

puede disminuirse al tratar conjuntamente a las células con un agente antioxidante. Este 

Último dato es lo que ha permitido proponer que posiblemente la liberación de radicales 

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

Otros aminoglucósidos como la kanamicina y la estreptomicina inducen 

daño coclear o vestibular en el oído. Se propone que tanto el hierro como los radicales 

libres podrían jugar un papel crítico eii los efectos tóxicos colaterales de estos dos 

antibióticos (Song et al., 1998). Una revisión bibliográfica 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 antibióticos pueden disminuir la 

síntesis de ADN y con esto reducir la proliferación celular (Potts et al., 1983). De manera 
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indirecta, asociada a esta baja proliferación se ha observado inducción de daño genético 

(Song et al., 1998; Abou-Eisha et al., '1999). Por lo anterior, es probable que algunas 

alteraciones en la respuesta a mitógenos y en la proliferación celular observada en los 

linfocitos de los ninos desnutridos, puedan estar relacionadas con la ingesta de 

medicamentos (Ortiz et al., 1995). 

1.4 Ensayo cometa: detección de dlaño y reparación del ADN 

La metodología de electroforesis unicelular en condiciones alcalinas (o ensayo 

cometa) ha mostrado ser una metodología muy sensible para evaluar el daño al ADN 

causado por diversos factores (Tice, 1!394). Con esta técnica, al someter el material 

genético a un campo eléctrico, se detectan rompimientos de cadena doble o de cadena 

sencilla, así como daño en regiones sensibles al álcali y sitios incompletamente reparados 

por excisión 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 daño. Esta metodología tiene además diversas ventajas como: se requiere 

una cantidad pequeña de muestra para realizarse, puede evaluar el daño al ADN en 

células no proliferantes, el análisis se efectúa en células individuales, se puede realizar en 

diferentes tipos celulares y en células de organismos de diferentes especies, es además 

relativamente simple y rápida. 

Ya que el análisis puede efectuarse en células individuales, se puede evaluar la 

distribución intracelular del daño al ADFJ (McKelvey-Martin et al., 1993; Collins et al., 

1997a; Rojas et al., 1999). Además, el hecho de que técnicamente no sea complicada la 

hace una buena opción 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 relación a la importancia biológica de las 

alteraciones presentes en el ADN que pueden ser evaluadas con esta técnica, ya que la 

mayoría de las lesiones son reparadas antes de fijarse como mutaciones. Por otro lado, 

no se ha llegado a acuerdos para elegir un solo parámetro que describa de la mejor 

manera el daño observado en el ADN. Otras desventajas se perciben en las variantes 
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metodológicas que se siguen durante el tratamiento alcalino y el corrimiento 

electroforético y también se ha cuestioriado el que la mayoría de los estudios con el 

ensayo cometa se han realizado en células sanguíneas, por la facilidad que representa su 

obtención y que tal vez podrían 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 reparación o la formación de rompimientos 

adicionales (Fairbairn et al., 1995). Posteriormente las células se mezclan con agarosa, 

se colocan sobre un portaobjetos, se k a n  con detergente y con altas concentraciones de 

sal. Durante esta parte del proceso todas las proteínas nucleares son extraídas, 

formándose así los nucleoides, que no contienen nucleosomas, sin embargo el ADN 

retiene el superenrrollamiento contenido en los nucleosomas. Cuando la molécula de 

ADN se rompe, el superenrrollamiento se relaja y al someterlo a electroforesis alcalina, 

los fragmentos del ADN se liberan exteridiéndose hacia el anodo formando la estela del 

cometa. La facilidad del ADN para migrar estará en función del número de rompimientos y 

del tamaño de los fragmentos, los que pueden quedar pegados a trozos de mayor tamaño 

y que por lo tanto sólo migraran una didancia corta a partir de la cabeza del cometa. La 

longitud de la estela inicialmente incrementa con la magnitud del daño inducido, pero 

alcanza un máximo, que está fuertemente definido por las condiciones de la electroforesis 

y no por el tamaño 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 desnaturalización y el desenrrollamiento del ADN, 

permitiendo la expresión de los rompimientos de cadena sencilla, así como de los 

rompimientos que sólo se hacen aparentes, después de la exposición al alcali, también 

llamados sitios sensibles al álcali (Fairbairn et al., 1995, Rojas et al., 1999). Estos sitios 

sensibles al álcali, tales como los sitios apurínicos, se transforman en rompimientos de la 

molécula de ADN (McKelvey-Martin et al., 1993). 

Los cometas se revisan en el 

bromuro de etidio, ioduro de propidio o 

microscopio de fluorescencia, previa tinción con 

DAPI. La intensidad relativa de la fluorescencia en 

21 



la estela del mismo se puede evaluar visualmente o usando densitometría o el análisis de 

imágenes computarizado (Rojas et al., 1999). El análisis de imágenes proporciona 

diversos parámetros 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 fracción de ADN 

total presente en ella). En este Último parametro se involucran dos aspectos: los 

fragmentos mas pequeños de ADN detectables (que se reflejan en la longitud de la estela 

del cometa) y el número 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 investigación de los aspectos básicos del daño al ADN y 

de las respuestas celulares ante este daño. Adicionalmente se le está utilizando para 

monitorear el daño al ADN en poblaciones humanas (Collins et al., 1997b; Kassie et al., 

2000). Se considera que con ésta técnica y utilizando un número adecuado de individuos, 

es posible establecer diferencias entre grupos, a pesar de que se ha observado una 

variación 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 

mutagenicas ya que son reparados muy rápidamente. Muchos agentes no inducen 

rompimientos directamente, aunque en (ocasiones pueden formar sitios apurínicos, que 

son sensibles al álcali 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 vía de la excisión de bases o de nucleótidos y 

por lo tanto un nivel alto de rompimientos podría indicar daño alto o reparación deficiente 

(McKelvey-Martin et al., 1993). 

Utilizando ésta técnica es posible! determinar si todas las células dentro de una 

población muestran el mismo grado de daño (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 física (Hartmann et 

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

Recientemente se ha introducido una modificación 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 

reparación específica, la que introduce rompimientos en sitios específicos de daño. En 

principio, cualquier lesión para la que exista una endonucieasa de reparación, podría 

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 glicosiiasa (que actija sobre la 8-hidroxi-guanosina), la endonucieasa 

V (específica para dímeros de timina formados por exposición a UV) y la uvrABC (que 

reconoce lesiones masivas) (Collins et al., 1997b). Esta modificación a la técnica es 

particularmente importante cuando se estudian agentes que dañan a las bases púricas o 

pirimídicas del ADN, sin provocar rompimientos por sí mismos, con estos agentes el 

rompimiento de las cadenas ocurre corrio un paso intermedio durante la reparación del 

daño (Rojas et al, 1999). 

Ei ensayo se ha utilizado en muy diversos tipos de estudios: Daño oxidativo - 
Inducido por el estres oxidativo endógeno, por ejercicio físico 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 patológicas - 
Aborto, desnutrición, infecciones, diferentes tipos de cáncer, infertilidad, diabetes. 

Exposición terapéutica - Medicamentos, radiación ionizante, anestésicos. Exposición 

ocupacional - Radiólogos, anestesiólogos, campesinos expuestos a pesticidas, obreros 

de la industria del plástico, empleados de gasolineras, estilistas expuestos a colorantes 

para cabello. Hábitos personales -. Fumadores, atletas, alimentación, alcohol. 

Exposición ambiental - Contaminacióri del aire y agua (Fairbain, 1995; Rojas et al., 

1999; Kassie et al., 2000). 

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

estudios de reparación del daño en el ADN, en poblaciones celulares normales o 



transformadas (Singh et al., 1988, 1990, 1994; Tice et al., 1990; Olive et al., 1990). Se ha 

apreciado que aproximadamente el 50% del daño se repara en los primeros 15 minutos y 

la reparación total se efectúa 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 niños, por medio de la técnica de electroforesis unicelular, el 

daño producido en el ADN por la desnutricibn calórico-proteica severa, las infecciones graves y 

los medicamentos mas comúnmente empleados en el tratamiento de éstas y analizar el efecto 

de la desnutrición calórico-proteica severa y de las infecciones graves sobre la capacidad de 

reparación del daño inducido a esta molécula por el peróxido de hidrógeno. 

2.1 Objetivos particulares 

1) Evaluar el daño al ADN producido por la desnutrición calórico proteica de tercer grado. 

2) Analizar el daño al ADN relacionado con las infecciones bacterianas presentes en niños bien 

nutridos y en niños desnutridos. 

3) Estudiar el daño al ADN asociado con IO!; medicamentos mas comúnmente empleados en la 

clínica para el tratamiento de las infecciones antes mencionadas, en los niños bien nutridos 

infectados y en los niños desnutridos. 

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

daño en el ADN, después de un período de tratamiento con medicamentos. 

5) Establecer si la presencia de la desnutrición, de las infecciones y del tratamiento con 

medicamentos, determina relaciones de tipo sumatorio o sinérgico que incrementen la cantidad 

de daño al ADN, observado en los diferentes grupos de niños estudiados. 

6) Evaluar el daño inducido por el peróxido de hidrógeno en el ADN de los linfocitos de niños 

desnutridos. 
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7) Analizar la capacidad de reparación del daño inducido en el ADN de linfocitos de niños bien 

nutridos, bien nutridos infectados y desnutridos. 
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3. HIPOTESIS 

Diversos estudios muestran que la desnutrición, las infecciones graves y algunos 

medicamentos utilizados para combatirlas pueden causar daño al ADN. Debido a que en 

los niños desnutridos estas tres variables se encuentran generalmente asociadas, lo 

esperado sería que estos niños presentaran los niveles mas altos de daño al ADN. Por 

otro lado, si los niños con desnutrición e infecciones asociadas presentan los niveles mas 

altos de daño, es probable que esto pueda estar relacionado con alteraciones en la 

eficiencia de la reparación del daño inducido al ADN. 
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4. MATERIALES Y METODOS 

Se obtuvieron muestras de sangre de aproximadamente 3 ml, de niños que fueron 

incluidos en alguno de los siguientes grupos de estudio: 

Niños Bien Nutridos (BN) (Grupo Testigo) - Integrado por niños sanos con peso y talla 

adecuada para su edad cronológica. 

Niños Bien Nutridos Infectados (BN-I) - Integrado por niños con infección grave de las 

vías respiratorias o gastrointestinal grave, y que no se encontraban tomando 

medicamentos ai momento de la toma de la muestra, con peso y talla adecuados para su 

edad cronológica. 

Niños Bien Nutridos Infectados con tratamiento (BN-IT) - Integrado por los mismos 

niños del grupo anterior, después de un período de hospitalización durante el cual fueron 

tratados con medicamentos. 

Niños Desnutridos Infectados (DES-I) - Integrado por niños con infección grave de las 

vías respiratorias o gastrointestinal, que no se encontraban tomando medicamentos al 

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

Niños Desnutridos con tratamiento (DES-IT) - Integrado por los mismos niños del 

grupo anterior después de un período de hospitalización y del tratamiento con 

medicamentos. 

Las muestras se obtuvieron en lo!: Hospitales Infantiles de Xochimilco e lztapalapa 

del D.D.F., con los que se realizó un convenio de colaboración. No se estudió un grupo de 

niños desnutridos no infectados, porque es muy difícil encontrar pacientes con estas 

características. De cada uno de los niños incluidos en el estudio se solicitó la información 

contenida en ia Ficha de Datos (Anexo 9 1). 
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El protocolo de investigación fue evaluado y aceptado por el Comité de Etica de la 

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

El trabajo experimental fue dividido en tres partes: 

4.1.- Evaluación del daño basal observado en el ADN de los grupos BN, BN-l y DES-I. 

Para establecer la influencia de las infecciones y de la desnutrición sobre el daño al ADN. 

4.2.- Evaluación del daño al ADN asociado a los medicamentos en los linfocitos de los 

niños infectados (BN-IT y DES-IT). 

4.3.- Evaluación de la reparación del daño inducido al ADN por peróxido de hidrógeno en 

los niños BN, BN-l y DES-I. 

4.1 Evaluación del daño basal presente en el ADN en los tres grupos de 
estudio: Niños Bien Nutridos (BN), Niños Bien Nutridos Infectados (BN-I) y 
Niños Desnutridos Infectados (DES-I) 

Para establecer el impacto de las infecciones y de la desnutrición sobre el daño al 

ADN, se tomaron muestras de niños BN, BN-I y DES-I previas al tratamiento con 

medicamentos. 

4.1.1 Características d e  los niños estudiados 

El grupo de niños BN no infectados estuvo formado por 12 niños, cuyas edades 

fluctuaron entre 13 y 54 meses, y dos de los cuales eran de sexo femenino y 1 O de sexo 

masculino. Los niños BN asistían a los hospitales para análisis preoperatorios y algunos 

otros para control de niño sano. Estos niños fueron considerados como BN por presentar 

la relación peso/talla esperada para SLI edad cronológica (Cuadro 1). Los pesos y las 

tallas promedio usados como referencia fueron tomados de un estudio realizado por 

Ramos-Galván (1975) en una población de niños mexicanos. 



En el grupo BN-I se incluyeron l€j  niños de entre 7 a 54 meses de edad, de los 

cuales 5 eran de sexo femenino y 11 masculino. Todos presentaban la relación peso/talia 

esperada para su edad cronológica, y fueron hospitalizados por presentar algún tipo de 

infección bacteriana grave de tipo respiratoria, gastrointestinal o de vías urinarias, o 

combinaciones de ellas (Cuadro 2). 

Cuadro 1. Características de los niños bien nutridos (BN) 

Muestra Edad Sexo Peso Talla 
(meses) (Ks) (em) 

JJA a 

CHV a 

MHD a 

AGR 

BMP a 

S FV 

EGC a 

MMG 

JFG a 

EJS 

TJM 

JCM 

13 

14 

18 

24 

29 

33 

36 

39 

44 

48 

48 

54 

M 

F 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

F 

M 

10.0 

12.2 

10.8 

12.6 

12.5 

15.3 

16.0 

15.5 

16.5 

16.5 

16.2 

20.0 

74.0 

81 .O 

79.0 

87.0 

88.0 

99.0 

92.0 

97.0 

100.5 

102.0 

101 .o 

1 o1 .o 

a Estos niaos formaron el grupo de niaos BN en el estudio de la reparación del daño inducido al ADN. 
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Cuadro 2. Características de los niños bien nutridos infectados (BN-I) 

Muestra Edad Sexo Peso Ta Ila Tipo de 
(meses) tKsl tcm) infección 

EGE b . c  

ccc 

JBD 

RGP 

SMY 

JVP 

LVP 

JEL 

ECD 

JPA b . c  

KRD 

JBM b , c  

JGC b , c  

NCH 

KFG 

RMM 

7 

7 

7 

9 

10 

11 

11 

14 

14 

16 

16 

18 

22 

34 

36 

54 

M 

M 

M 

M 

F 

F 

F 

M 

M 

M 

F 

M 

M 

M 

F 

M 

6.5 

8.5 

7.0 

9.0 

7.5 

8.0 

8.2 

9.2 

8.8 

10.0 

10.1 

9.9 

10.0 

13.0 

14.0 

16.0 

70 

70 

ND 

71 

71 

72 

70 

80 

67 

74 

85 

78 

88 

93 

95 

ND 

Gastrointestinal, 
Respiratoria 

Gastrointestinal 

Gastrointestinal, 
Respiratoria 

Respiratoria 

Respiratoria 

Respiratoria 

Respiratoria 

Gastrointestinal 

Respiratoria 

Gastrointestinal, 
Respiratoria 

Gastrointestinal 

Gastrointestinal, 
Respiratoria, 
Vías urinarias 

Gastrointestinal, 
Respiratoria 

Sepsis 

Respiratoria 

Gastrointestinal, 
Respiratoria 

A estos niños se les tomó una muestra, antes y otra después del tratamiento con medicamentos, para la 
evaluación del daño inducido por los medicamentos. 
' Estos niños formaron el grupo de EN-l del estudio tie la reparación del daño inducido al ADN. 
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El grupo de niños con desnutrición severa estuvo integrado por 11 niños, con 

edades de entre 6 y 29 meses. Siete eran de sexo femenino y cuatro de sexo masculino. 

Nueve presentaban déficits de la relación peso/talla superiores o iguales al 40%, en 

relación a lo esperado para su edad cronológica, estos niños presentaban desnutrición de 

tipo marasmo. Dos niños presentaron un déficit menor (3% y 25% respectivamente) 

debido a la presencia de edema, que es característico de la desnutrición de tipo 

kwashiorkor. Todos presentaban infección bacteriana de tipo gastrointestinal o 

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

Cuadro 3. Características de los niños desnutridos infectados (DES) 

Muestra Edad Sexo Peso Talla Déficit Tipo de 
(meses) (Kg) (cm) peso/talla infección 

CMR d 6 F 2.5 49 54% Gastrointestinal 

IRP d,e 6 M 4.1 61 41 % Respiratoria 

GGG d*e 10 F 4.6 72 48% Gastrointestinal 

NCR 10 M 5.5 67 40% Gastrointestinal 

JGM 12 F 5.0 66 41 % Gastrointestinal 

LVP 12 M 6.8 69 25%’ Gastrointestinal, 
Respiratoria 

NBS d*e 14 F 3.4 58 55% Gastrointestinal 

FRG e 15 F 5.7 74 43% Gastrointestinal, 
Respiratoria 

B W  17 F 7.2 79 42% Gastrointestinal, 
Respiratoria 

GMG e 24 M ,I 1.4 81 3%; Gastrointestinal 

LPA d*e 29 F 7.2 N.D. 49%- Respiratoria 

* Desnutrición tipo kwashiorkor.** Sólo déficit de peso. N.D. No determinada. 

evaluación del daño inducido por los medicamentos. 
e Estos niños formaron el grupo de DESI del estudio de la reparación del daño inducido al ADN. 

A estos niños se les tomó una muestra antes y otra después del tratamiento con medicamentos, para la 
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Las muestras de sangre de todos los niños, 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 mezcló con PBS (proporción 1 : 1 ,  v/v), y esta suspensión celular se 

colocó cuidadosamente en tubos de centrífuga sobre Linfograd (Microlab, México). Las 

muestras se centrifugaron a 3500 rpmi 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 unta concentración final de 1 X lo6 céls/mI. 

4.1.3 Electroforesis unicelular 

La metodología de electroforesis unicelular que se siguió fue la propuesta por 

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

Primeramente se preparó la solución de lisis (solución de trabajo) (Anexo 9.2.1), 

que se colocó en un vaso Koplin a 4OC, protegida de la luz. 

Para la preparación de los geles se colocaron 110 pI de solución de agarosa 

regular al 0.75% en portaobjetos totalmente esmerilados, sobre ella inmediatamente se 

colocó un cubreobjetos evitando la formación de burbujas, se dejó solidificar y después se 

retiró cuidadosamente el cubreobjetos. IPor otro lado se mezclaron 75 pI de agarosa de 

bajo punto de fusión al 0.5% con 10 pl de la suspensión de linfocitos. Se añadió esta 

mezcla sobre la primera capa de agairosa, se cubrió con un cubreobjetos y se dejó 

solidificar. Se retiró el cubreobjetos, y se agregó una tercera capa de 75 pl de agarosa de 

bajo punto de fusión, se colocó encima un cubreobjetos, se dejó solidificar, y finalmente 

se retiró el cubreobjetos. 

Se sacaron las preparaciones de la solución de lisis y se colocaron en una cámara 

de electroforesis horizontal, la que se llenó cuidadosamente con la solución 
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amortiguadora con la que se realizó el corrimiento electroforetico (Anexo 9.2.2). Se 

dejaron reposar 20 min., para permitir el Idesenrrollamiento del ADN, y la expresión de los 

sitios sensibles al alcali. Concluido este tiempo se realizó la electroforesis a 25 volts y 300 

miliamperes, durante 30 minutos. Se retiraron los geles de la cámara y se colocaron en 

una superficie plana, ahí se les goteó con la solución amortiguadora para neutralización 

(Anexo 9.2.3), de la que se hicieron tres cambios consecutivos, dejando reposar las 

preparaciones en cada ocasión durante 5 min. 

Los geles se tiñeron con una solución de bromuro de etidio a una concentración 

de 20 pg/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 excitación 

de 515-560 nm y un filtro barrera de 590 nm. Las mediciones se realizaron utilizando un 

sistema de circuito cerrado de televisión que permite marcar en una pantalla el punto de 

terminación del núcleo y el punto de terminación de la estela del cometa, y que 

proporciona la medida en pm. La migración del ADN se evaluó en 50 células 

seleccionadas al azar (25 células en dos preparaciones). 

4.2 Evaluación del daño al ADN asociado a los medicamentos en los 
linfocitos de los niños infectados (BN-IT y DES-IT) 

Después de un período de estancia en el hospital, durante el cual los niños 

estuvieron en tratamiento con medicamentos, se tomó una segunda muestra de sangre a 

algunos de los niños infectados, tanto desnutridos como bien nutridos. De estas muestras 

se aislaron los linfocitos, se hicieron los geles, se realizó la electroforesis unicelular y se 

analizaron las preparaciones de la manera descrita en la sección anterior. 

4.2.1 Características de los niños Bien Nutridos Infectados 

Para esta parte del estudio se utilizaron muestras de seis niños 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 cronológica. Todos se encontraban 
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hospitalizados por presentar alguna infección bacteriana grave de tipo gastrointestinal, 

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

A estos mismos seis niños después de entre 4 y 7 días de hospitalización, período 

durante el cual estuvieron recibiendo m'edicamentos, se les tomó una segunda muestra, 

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

Cuadro 4. Días de tratamiento y medicamentos administrados a los niños bien nutridos 
infectados (BN-I) 

Muestra Días de tratamiento Medicamentos 

EGE 7 Trimetoprim-sulfametoxazol 

J PA 7 Trimetoprim-sulfametoxazol 

JBM 7 Salbutamol, Ambroxol 

JGC 7 Amikacina 

NCH 7 Cefotaxina, Dicloxacilina, 
Cloranfenicol. Metronidazol 

KFG 4 Penicilina, Ambroxol, Acetaminofén 

Como se aprecia en el Cuadro 4, a cinco de los niños bien nutridos se les 

administraron diferentes tipos de antibióticos (Trimetoprim-sulfametoxazol, Amikacina, 

Cefotaxina, Dicloxacilina, Cloranfenicol, Penicilina), a uno (NCH) se le administró además 

un amebicida (Metronidazol) y a otro (KFG) se le administró adicionalmente un mucolítico 

(Ambroxol) y un antipirético (Acetaminofén), al niño JBM no se le administraron 

antibióticos, sólo un broncodilatador (Salbutamol) y un rnucolítico (Ambroxol). 
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4.2.2 Características de los niiios con Desnutrición Severa 

En el grupo de niños DES-I se incluyeron a seis niños, con edades de entre 6 y 29 

meses, dos de sexo masculino y cuatro femenino. Cinco presentaban desnutrición de tipo 

marasmo y uno (NBS) desnutrición mixt(a, todos con un déficit en la relación peso/talla 

superior al 40%. Estos se encontraban hospitalizados por presentar algún tipo de 

infección bacteriana respiratoria o gastrointestinal (Cuadro 3). 

Después de 4 a 7 días de hospitalización se tomaron las segundas muestras 

(Cuadro 5). 

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

Muestra Días de tratamiento Medicamentos 

IRP 

GGG 

NCR 

JGM 

NBS 

LPA 

7 

6 

6 

Ampicilina, Amikacina, Cefalexina 

Amikacina, Metronidazol, Nistatina 

Ampicilina, Ranitidina, Amikacina, Fenobarbital, 
Difenil hidantoinato 

Ampicilina, Amikacina, Nistatina, Ranitidina 

Penicilina, Amikacina, Ranitidina, Salbutamol, Furosemide, 
Dexametasona 

Cefotaxima, Dicloxacilina, Salbutamol, Ambroxol, 
Metilprednisolona 

AI momento de la toma de la muestra a los seis niños se les estaban 

administrando diferentes tipos de antihióticos, a uno (GGG) adicionalmente se le 

administraba un amebicida (Metronidazol) y un fungicida (Nistatina), a otros además de 

los antibióticos se les administraroin antiulcerosos (Ranitidina), neurosedantes 

(Fenobarbital), antiepilepticos (Difenilhidantoinato), broncodiiatadores (Salbutamol), 

36 



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

mucolíticos (Ambroxol). 

Se solicitó en los hospitales clue la muestra para evaluar el efecto de los 

medicamentos se tomara en el momento que las condiciones del niño lo permitieran, y 

que coincidiera con la necesidad de realizar algún otro análisis de laboratorio. Las 

muestras se tomaron antes del egreso Idel hospital para asegurar que los niños estaban 

recibiendo los medicamentos. La toma de las muestras se realizaba por las mañanas, 

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

4.3 Evaluación de la reparación del daño inducido al ADN por peróxido de 
hidrógeno en los niños BN, BN-I y DES4 

Para la evaluación de la eficiencia de la reparación en las diferentes muestras de 

niños BN, BN-l y DES, se utilizó peróxido de hidrógeno (H,O, ) como agente inductor de 

daño al ADN (Tice, 1994). Las preparaciones que contenían los linfocitos se colocaron en 

una solución de H202 10 pM durante 20 min a 4°C. Finalizado este tiempo se sacaron y 

se colocaron a 37°C en Medio McCoy tja modificado (Microlab), suplementado con 10% 

de suero fetal de ternera (Microlab), para permitir la reparación del daño inducido. Para 

evaluar la reparación del ADN se tornaron preparaciones a los siguientes tiempos de 

incubación: O, 5, 15, 30 y 60 min. El ariálisis al tiempo cero minutos permitió apreciar el 

efecto del peróxido de hidrógeno sobre el ADN de los linfocitos de los niños de los 

diferentes grupos estudiados, mientras que a 5 y 15 minutos se evaluó el período de 

reparación rápida, durante el cual se ha observado las células pueden reparar hasta un 

50% del daño (Tice y Straws, 1995). Se siguió el proceso de reparación hasta 60 minutos 

para evaluar el proceso en tiempos mayores. Las preparaciones se realizaron por 

triplicado para cada uno de los tiempos analizados. AI término del período de reparación, 

las preparaciones se colocaron directamente en la solución de lisis, en donde se les dejó 

por al menos una hora. La electroforesis unicelular y el análisis de las muestras se realizó 

de la manera antes descrita. Se evalucj la viabilidad celular a O y 60 min de incubación 

utilizando una tinción doble con bromuro de etidio y diacetato de fluoresceína (Anexo 9.3) 

(Strauss, 1991). 
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4.3.1 Características de los niños en los que se evaluó la reparación del ADN 

El grupo de bien nutridos no infectados estuvo formado por seis niños, con edades 

de entre 13 a 44 meses. Una de sexo femenino y cinco de sexo masculino, con una 

relación peso/talla adecuada para su edald cronológica (Cuadro 1 ). 

Los niños BN-l fueron seis, todos de sexo masculino, con relaciones de peso/talla 

adecuadas para sus respectivas edades cronológicas y algún tipo de infección 

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

Los niños DES-I estudiados fueron siete, con edades de entre seis y 29 meses, 

dos de sexo masculino y cinco de sexo femenino. Seis presentaron desnutrición de tipo 

marasmo, con déficits en la relación peso/talla superiores al 40%, y sólo uno presentaba 

desnutrición de tipo kwashiorkor, con un déficit en la relación peso/talla del 3% (Cuadro 

3). 

4.4 Análisis de datos 

En todos los casos se determinó el promedio de la longitud de las estelas, el error 

estándar y el coeficiente de dispersión (coeficiente H) para cada grupo de estudio. El 

coeficiente H se usa como una medida de dispersión, que indica para cada niño 

estudiado, homogeneidad en la variabilidad intercelular cuando H presenta valores bajos, 

o bien, heterogeneidad cuando presenta valores altos (Tice et al., 1992), este se calculó 

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

También en todos los casos se evaluó, el número de células dañadas, 

considerándose como tal a aquellas que presentaron estela. Aci mismo, los cometas se 

clasificaron en tres categorías de acuerdo a la longitud de la estela con respecto al 

diámetro del núcleo de células no dañadas, observadas en el mismo campo. Las 

categorías consideradas fueron: daño bajo (tamaño de la estela equivalente al diámetro 

de un núcleo o menos), daño medio (hasta tres núcleos) y daño alto (más de tres 



núcleos) (Mendiola-Cruz y Morales-Rarriírez, 1999). Se consideró una cuarta categoría 

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

Para evaluar la cinética de reparación se utilizaron el promedio de la longitud de 

las estelas y los porcentajes de células dañadas observados en cada uno de los tiempos 

de incubación, para cada uno de los grupos de estudio. Otro parametro que se calculó, 

fue la llamada capacidad reparativa (CR), que se refiere a la disminución relativa del 

promedio de la longitud de las estelas o del porcentaje de células con daño, con respecto 

al tiempo de reparación (Plappert et al., '1997). 

Se utilizó 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 daño, y con daño bajo, medio y alto se compararon con la 

prueba de X2 para proporciones. En todas las comparaciones realizadas se consideró 

diferencia estadística cuando p 0.05. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Evaluación del daño basal presente en el ADN de los tres grupos de 
estudio: Niños Bien Nutridos (BN), Niños Bien Nutridos Infectados (BN-I) y 
Niños Desnutridos Infectados (DES-I) 

5.1.1 Longitud de las estelas y coeficiente de dispersión 

La migración del ADN en el grupa BN fluctuó de 1.5 a 3.9 pm con un promedio de 

2.4 pm. Los valores del coeficiente de dispersión (H) fluctuaron entre 26.6 y 60.2, con un 

promedio de 41.9. En los BN-l la migración del ADN fue de 12.0 a 23.9 pm con promedio 

de 16.5 pm. Los valores del coeficiente de dispersión (H) fluctuaron de 19.4 a 64.6, 

siendo el promedio 48.0. 

La migración del ADN en los DESI varió de 19.9 a 54.1 pm con promedio de 33.5 

pm. El valor mas alto de migración (54.1 pm) correspondió al niño con kwashiorkor que 

presentaba un 3% de déficit de peso (GMG), aún cuando este valor no estuvo muy 

alejado de la longitud mas alta observada en los marasmo (NCR) que fue de 51.2 pm. El 

otro niño con kwashiorkor tuvo una migración intermedia (30.1 pm). Los valores del 

coeficiente de dispersión (H) en los niños DES-I fluctuaron de 32.4 a 76.5, con promedio 

de 49.5. El coeficiente H en los niños con kwashiorkor fue similar al de los niños con 

marasmo. Los valores de la migración del ADN para los tres grupos de estudio se 

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

La comparación estadística mostró diferencias entre las longitudes de las estelas 

de BN y BN-l (p<O.OOOOl), y también entre las de los BN-l y DES-I (p<O.OOOl). La 

comparación estadística mostró que la variabilidad intercelular en relación a la longitud de 

las estelas, fue similar entre los niños 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 niños estudiados. 
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Cuadro 6. Longitud de la estela observada en cada uno de los grupos de niños estudiados 

Longitud ale la estela (pm) 
Meciia f E. E. 

Bien Nutridos Bien Nutiridos Infectados Desnutridos Infectados 

Muestra Muestra Muestra 

JJA 

CHV 

MHD 

AGR 

BMP 

S FV 

EGC 

MMG 

JFG 

EJS 

TJM 

JCM 

3.4 k 1.7 

3.1 f 1.5 

2.8 k 1.6 

3.4 k 1.7 

1.6f1.1 

2.2 k 1.1 

3.9 k 2.2 

1.8 f 7.4 

2.1 k 1.3 

1.5k1.2 

1.7+ 1.3 

1.5f 1.1 

EGE 

ccc 

JBD 

RGP 

SMY 

JVP 

LVP 

JEL 

ECD 

J PA 

KRD 

JBM 

JGC 

KFG 

NCH 

RMM 

14.9 k4.3 

17.0 k 4.1 

22.2 k4.6 

18.1 54.1 

12.0 k 2.2 

13.9 rt 3.6 

12.3 k 3.1 

23.9 k 5.1 

15.8 f. 4.1 

19.3 I 4.8 

17.4 I 4.7 

20.6 it 4.4 

13.9 f 3.1 

14.7 13.9 

15.8 k4.2 

12.5 k3.4 

CMR 

IRP 

GGG 

NCR 

JGM 

LVP 

NBS 

FRG 

B W  

GMG 

LPA 

25.5 14.1 

29.2 k 6.7 

19.9 k5.1 

51.2 k 7.1 

50.2 ? 6.6 

30.1 k 4.9 

23.4 k 4.8 

28.1 k4.2 

19.9 f 4.9 

54.1 f 7.1 

36.6 k 5.9 

Promedios k E.E 2.4 f 0.2 16.5 f 0.2 33.5 I 3.8 

BN vs BN-l p<O.OOOOl ; BN VS. DES-I p<O.OOOOl; BN-l vs DES-I pCO.0001 
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Cuadro 7.  Coeficientes de dispersión calculados para cada uno de los grupos de niños 
estudiados 

Coeficiente de dispersión 
(H) 

~~ 

Bien Nutridos Bien Nutridos infectados Desnutridos infectados 

Muestra Muestra Muestra 

JJA 

CHV 

MHD 

AGR 

BMP 

SFV 

EGC 

MMG 

JFG 

EJS 

TJM 

JCM 

42.9 

37.7 

45.3 

43.5 

40.6 

26.6 

60.2 

30.2 

37.6 

47.1 

52.1 

39.2 

EGE 

ccc 

JBD 

RGP 

SMY 

JVP 

LVP 

JEL 

ECD 

J PA 

KRD 

JBM 

JGC 

KFG 

NCH 

RMM 

62.5 

49.0 

47.5 

45.4 

19.4 

44.9 

37.9 

54.6 

51.4 

59.4 

64.6 

46.7 

35.1 

53.9 

56.4 

45.6 

CMR 

IRP 

GGG 

NCR 

JGM 

LVP 

NBS 

FRG 

B W  

GMG 

LPA 

32.4 

76.5 

64.1 

49.1 

43.3 

39.6 

50.0 

34.9 

60.5 

46.9 

47.3 

Promedios I E.E 41.9 f 2.5 48.0 2.8 49.5 ? 3.4 

No se observaron diferencias significativas 
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5.1.2 Porcentaje de células con daño y proporción de células con daño bajo, medio 

y alto 

Con respecto al porcentaje de cdulas con daño (Cuadro 8), en el grupo de niños 

BN fluctuó de 4 a 8%, mientras que en 10s BN-I fue de 22 a 40%, y en los DES-I de 28 al 

60%. Los promedios de células con dañ'o para cada uno de los grupos fueron 6.2, 28.8 y 

48.5% respectivamente. Se encontró diferencia estadísticamente significativa entre el 

grupo de BN y BN-I (p<O.OOOOl), y entre los BN-l y DES-I (pc0.0013). En los niños DES-I, 

se observó que los niños con kwashiorkor presentaron una cantidad similar de células con 

daño, en Comparación con lo observado en los niños con marasmo. 

Con relación al porcentaje de células sin daño se observó que estas se 

presentaron en mayor número en los niiios BN que en los BN-I, y se aprecia que en los 

DES-I estas representaron tan sólo un poco mas del 50% (Cuadro 9). En cuanto a las 

células que presentaron daño bajo, medio y alto, se observó que en total en los BN 

representaron solamente el 6.2%. En los niños BN-l se observó un incremento notable en 

aquellas con daño bajo y medio, mientras que en los DES-I se observó un incremento 

particularmente evidente en las células que presentaron daño alto. La comparación 

estadística mostró diferencia significativa entre los tres grupos de niños estudiados 

(p~0.001). 

El análisis del porcentaje de céliilas con daño bajo, medio y alto observadas en 

cada uno de los niños mostró lo siguiente: 

Las células sin daño (Gráfica 1) fueron mas numerosas en todos los niños BN, con 

porcentajes superiores al 90%, en los BPJ-l se observó una cantidad menor, mientras que 

en los niños DES-I se observaron los porcentajes mas bajos de células sin daño. 

En los niños BN la frecuencia de células con daño bajo (Gráfica 2) siempre fue 

menor al 10% (con intervalo de 2 a $YO). En el grupo de niños BN-I se observaron 

porcentajes de células con daño bajo que fluctuaron entre cero y 40%. En el grupo de 

niños DES-I la frecuencia de células con daño bajo fluctuó entre cero y 16%. 
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Cuadro 8. Porcentaje de células con daño observadas en cada uno de los grupos de niños 
estudiados 

Porcentaje de células con daño 

Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Muestra Muestra Muestra 

JJA 

CHV 

MHD 

AGR 

BMP 

SFV 

EGC 

MMG 

JFG 

EJS 

TJM 

JCM 

8 

8 

6 

8 

4 

8 

a 

6 

6 

4 

4 

4 

EGE 

ccc 

JBD 

RGP 

SMY 

JVP 

LVP 

JEL 

ECD 

J PA 

KRD 

JBM 

JGC 

KFG 

NCH 

RMM 

22 

28 

34 

30 

40 

26 

28 

34 

26 

30 

22 

36 

32 

24 

24 

24 

CMR 

I RP 

GGG 

NCR 

JGM 

LVP 

NBS 

FRG 

B W  

GMG 

LPA 

46 

30 

28 

54 

60 

52 

38 

48 

28 

50 

50 

Promedios k E.E 6.2 f 0.5 28.8 I 1.3 48.5 it 6.1 

BN vs BN-l p<O.OOOOl; BN vs DES-I p< 0.0001; BN-l VB DES4 p<0.0013 
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Cuadro 9. Porcentaje de células sin daño, con daño bajo, medio y alto en los tres grupos de 
niños estudiados 

Porcentaje de células f E.E. 

Bien Nutridos Bien Nutridos Desnutridos 
infectados Infectados 

Categorías 

Sin daño 93.8 it 0.5 71.8 k 1.6 51.6 f 6.1 

Daño bajo 3.7 k 0.5 14.1 it 2.7 11.5 I 5.6 

Daño medio 2.3 2 0.4 12.4 k 1.5 20.2 13.6 

Daño alto 0.2 10.2 1.7 k 0.6 16.7 +- 4.4 
BN vs BN-I p<O.OOI; BN vs DES4 pC0.001; BN-1 vs DES4 pC0.001 
El promedio de células sin daño, con daño bajo, medio y alto, y el error estándar se calcularon considerando los 
promedios individuales de los niños que integraron cada grupo 

En los niños BN el porcentaje de células con daño medio (Gráfica 3), en ningún 

caso fue superior al 5%. En los niños BFI-I, se observaron frecuencias menores al 22%. 

En los niños DES-I se observaron entre 4 y 41% de células con daño medio. 

Con relación al porcentaje de células con daño alto (Gráfica 4) sólo un niño BN 

presentó un 2%. Del total de 16 niños BFI-I, siete presentaron células con daño alto, con 

frecuencias menores al 6%. En el grupo de niños DES-I, 10 de 11 presentaron células 

con daño alto en porcentajes de 6 a 44%. Con respecto al porcentaje de células sin daño, 

con daño bajo, medio y alto, los niños con desnutrición de tipo kwashiorkor no fueron 

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

5.2.1 Longitud de las estelas, coeficliente de dispersión, porcentaje de células con 
daño y proporción de células con daiio bajo, medio y alto antes del tratamiento con 
medicamentos 

La longitud de las estelas, los valores del coeficiente de dispersión y el porcentaje 

de células dañadas observados antes dlel tratamiento en los niños BN-I y en los DES-I se 

presentan en el Cuadro 10. En este se observa que la longitud de las estelas fluctuó en 

los niños BN-l entre 13.9 pm y 20.6 pm, con un promedio de 16.5 pm. En los niños DES-I 

estas fluctuaron de 19.9 a 51.2 pm, con un promedio de 35.1 pm. La prueba estadística 

estableció diferencia entre ambos grup0:j (p<0.006). 

Con respecto al coeficiente de disspersión (Cuadro lo) ,  se observó que en los BN-I 

fluctuó de 35.1 a 62.5, con un promedio de 52.3. En los DES4 el valor de H fluctuó entre 

43.3 y 76.5, con un promedio de 55.1. No se encontró diferencia estadística entre estos 

valores. 

Con relación a la cantidad de células con daño (Cuadro 10) se apreció en los BN-l 

una variación de 22 a 36%, y en los DESI de 28 a 60%, los promedios respectivos fueron 

28.0 y 43.3%. La comparación estadística mostró diferencia entre la cantidad de células 

con daño observadas en los niños BN-I, en relación a las observadas en los DES-I 

(~'0.04). 

La frecuencia de células sin daño, con daño bajo, daño medio y daño alto antes 

del tratamiento, se presentan en el Cuadro 11. Se aprecia que la frecuencia de células 

con daño bajo fue mayor en los niños BN-I, mientras que la proporción de células con 

daño alto fue casi cuatro veces mayor en los niños DES-I, en Comparación con los BN-I. 

La comparación estadística mostró que hay diferencia (pcO.001) entre la proporción de 

células sin daño, con daño bajo, con daño medio y con daño alto, observadas en los 

niños BN-I en comparación con los niños DES-I. 
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Cuadro 10. Longitud de la estela, coeficiente de dispersión y porcentaje de células con daño 
en el grupo de niños Bien Nutridos Infectados (BN-I) y en el de Desnutridos Infectados (DES- 
I), antes del tratamiento con medicamentos 

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Muestra Long. de la Coeficiente % de Muestra Long. de la Coeficiente % de 
estela (pm) de células estela (pm) de células 
Promedio dispersión con Idaño Promedio dispersión con daiio 
f E.€. (H) f E.E. (HI 

EGE 14.9f 4.3 62.5 22 IRP 29.2 k 6.7 76.5 30 

JPA 19.3 f 4.8 59.4 30 GGG 19.9 I 5.1 64.1 28 

JBM 20.6 f 4.3 46.6 36 NCR 51.2? 7.1 49.1 54 

JGC 13.9 f 3.1 35.1 32 JGM 50.2 k 6.6 43.3 60 

NCH 15.7 f 4.2 56.4 24 NBS 23.4 I4.8 50.0 38 

KFG 14.7 t 4.1 53.9 24 LPA 36.6 k5.9 47.3 50 

Promedio 16.5 f 4.1 52.3 t 4.1 28.0 :t 2.2 Promedio 35.1 +- 5.4 55.1 f 5.2 43.3f 5.4 
I EE f EE 

Longitud de la estela BN-l vs DES-I p<0.006 
Porcentaje de células con daño BN-l vs DES-I p<0.04 

Cuadro 11. Porcentaje de células sin daño, con dafío bajo, medio y alto en los niños Bien 
Nutridos Infectados (EN-I) y Desnutridos Infectados (DES-I) antes del tratamiento con 
medicamentos 

Porcentaje de células f E. E. 

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Categorías 

Sin daño 72.0 f 2.2 56.7 I 5.4 

Daño bajo 6.3 I 2.3 3.3 It 1.5 

Daño medio 15.7f 1.4 16.7 f 3.4 
Daño alto 6.0 It 0.9 23.3 It 6.0 

El promedio de células sin daño, con daño bajo, medio y alto, y el E.E. se calcularon considerando los promedios 
individuales de los niños que integraron cada grupo 

p<O.OOl 
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5.2.2 Longitud de las estelas, coeficiente de dispersión, porcentaje de células con 
daño y proporción de células c:on daño bajo, medio y alto después del 
tratamiento con medicamentos 

Después del tratamiento con medicamentos se observó, en ambos grupos un 

incremento en la longitud de las estelas. En los BN-I los valores fluctuaron de 18.3 a 41.6 

pm, con un promedio de 28.8 pm (Cuadro 12). En los niños DES-I la longitud de las 

estelas fluctuó entre 46.6 y 79.5 pm, siendo el promedio de 62.8 pm. La prueba 

estadística mostró diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.003). También se 

observó diferencia estadística entre las longitudes de las estelas antes y después del 

tratamiento con medicamentos, en el grupo de niños BN-l (pe0.01) y en el grupo de niños 

DES-I (peO.02). 

La longitud promedio de las estelas se incrementó en los niños BN-l de 16.5 

(antes del tratamiento) a 28.8 pm (después del tratamiento). De la misma manera en los 

DES-I la longitud de las estelas incrementó de 35.1 a 62.8 pm. El incremento observado 

entre antes y después del tratamiento eri el grupo de BN-l fue de 12.3 pm y en los DES-I 

de 27.7 pm, esto es un incremento dos veces mayor en los niños DES-I. 

El coeficiente de dispersión (Cuadro 12) fluctuó en los BN-I de 33.9 a 79.9, 

mientras que en los DES-I fue de 29.9 a 83.5, con promedios de 45.6 y 59.8 

respectivamente, aún cuando se observa que el coeficiente H disminuyó en los niños bien 

nutridos después del tratamiento, en relación al valor obtenido antes del mismo, la 

diferencia no fue estadísticamente significativa. Esto implica que el tratamiento con 

medicamentos no afectó la heterogeneidad de la longitud de las estelas observada 

previamente al tratamiento en los niños estudiados. Esto es, las poblaciones celulares de 

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

El porcentaje de células con daPio (Cuadro 12) fluctuó en los BN-l de 26 a 60% 

con un promedio de 43.3%, y en los DES-I de 40 a 96% con un promedio de 60.7%. La 

comparación estadística mostró que no hay diferencia entre el porcentaje de células con 

daño observadas en los grupos de niños BN-I y DES-I. 
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Cuadro 12. Longitud de la estela, coeficiente de dispersión y porcentaje de células con daño 
en el grupo de niAos bien nutridos infectados (BN-I) y en el de desnutridos infectados (DES- 
I), después del tratamiento con medicamentos 

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Muestra Long. de la Coeficiente 74 de Muestra Long. de la Coeficiente % de 
estela (pm) . de cdilulas estela (pm) de células 
Promedio f dispersión con daiio Promedio f dispersión con daño 

E. E. (H) E. E. (HI 

EGE 24.1 I6.2 79.9 26 IRP 51.8 9.2 82.4 42 

J PA 41.6 k5.4 35.1 60 GGG 48.9 it 9.0 83.5 40 

JBM 18.3 I 3.9 40.8 34 NCR 79.5 I6.9 29.9 96 

JGC 27.5 I4.3 33.9 50 JGM 75.0 I 7.7 39.2 78 

NCH 34.3 f 5.8 49.5 44 NBS 46.6 tr 8.3 74.6 42 

KFG 27.1 I 4.3 34.1 46 LPA 74.9 tr 8.6 49.3 66 

Promedio 28.8 I 4.9 45.6 17.2 43.3 14.9 Promedio 62.8 I 6.2 59.8 19.5 60.7 it 9.5 
I EE tr EE 

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

Con relación a la cantidad de células sin daño, con daño bajo, medio y alto, 

después del tratamiento con medicamentos (Cuadro 13), se observó nuevamente que los 

niños BN-l presentaron la mayor frecuencia de células sin daño y que el porcentaje de 

células con daño alto fue casi cuatro veces mayor en los niños DES-I en comparación con 

los BN-I. Se estableció diferencia estadísticamente significativa (p<O.OOl) entre los 

porcentajes de células sin daño, con daiio bajo, daño medio y daño alto, observadas en 

ambos grupos de niños estudiados después del tratamiento con medicamentos. También 

se obtuvo diferencia estadística entre lois porcentajes de los diferentes niveles de daño 

observados antes y después del tratamiento, tanto en el grupo de niños BN-l ( ~ ~ 0 . 0 5 )  y 

en el grupo de niños DESI (p<O.OOl). 
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Cuadro 13. Porcentaje de células sin daño, con daño bajo, medio y alto en los niños bien 
nutridos infectados (BN-I) y desnutridos infectados (DES-I) después del tratamiento con 
medicamentos 

Porcentaje de células f E. E. 

~ 

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Categorías 

Sin daño i56.7 f 4.9 39.3 19.5 

Daño bajo 2.7 f 1.9 1 .o f 1 .o 
Daño medio 29.7 15.1 19.7 k 9.5 

Daño alto 11.0 f3.7 40.0 f 3.9 

BN-l VS. DES-I p<O.OOl 
El promedio de células sin daño, con daño bajo, medio y alto, y el E.E. se calcularon considerando los promedios 
individuales de los niños que integraron cada grupo 

El análisis de la proporción de cdulas sin daño, con daño bajo, medio y alto en 

cada uno de los niños, mostró que la caritidad de células con daño bajo fue mayor en los 

niños BN-I (Gráfica 5), tanto antes como después del tratamiento, en comparación con lo 

que se observó en los DES-I (Gráfica 6). Con relación a las células con daño medio, se 

incrernentaron en todos los niños BN-I después del tratamiento, observándose un 

comportamiento similar en tres niños DE3-1, con un incremento particularmente alto en 

uno de ellos (NCR), que mostró el mayor porcentaje de células con daño medio. Los otros 

tres niños DES-I mostraron una considerable disminución de las células con daño medio. 

Claramente en los niños DES-I se obsenró, tanto antes como después del tratamiento, el 

mayor porcentaje de células con daño alto. Después del tratamiento, cinco niños DES-I 

mostraron un incremento en estas células, el que fue particularmente evidente en tres 

niños (GGG, NBS y LPA), uno mas (NCR) mostró una disminución en el porcentaje de 

células con daño alto, asociado con un iiicremento notorio en las de daño medio. En los 

niños BN-I las células con daño alto fueran menos numerosas que en los DES-I. Después 

del tratamiento dos niños BN-l (JBM y KFG) mostraron una disminución, mientras que en 

cuatro hubo incremento en el porcentaje de células con daño alto. Después del 

tratamiento sólo un niño BN-l (NCH) mostró un porcentaje de células con daño alto 
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ligeramente mayor al 20%, en los niños DES-I estas células representaron en todos los 

casos mas del 30%. 

5.3 Evaluación de la reparación del daño inducido al ADN por peróxido de 
hidrógeno en linfocitos de niños bien nutridos (BN), bien nutridos infectados 
(BN-I) y desnutridos infectados (DES-I) 

5.3.1 Niveles de daño antes y después del tratamiento con peróxido de hidrógeno 
(H202) 

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

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

Después del tratamiento con H2102 en los tres grupos de niños estudiados se 

observó, un incremento en la longitud de las estelas y en el porcentaje de células con 

daño. No obstante, es evidente que el tratamiento con H,02 afectó mayormente a las 

células de los niños BN-l y de los DES-I, 'y en menor proporción a las de los BN. 

Las tendencias observadas durante la cinetica de reparación del ADN, en los tres 

grupos de estudio fueron similares, ya que tanto el promedio de la migración del ADN 

como la proporción de células con daño, disminuyeron conforme transcurrió el tiempo de 

incubación. También es claro, que ambo:; parámetros disminuyeron mas lentamente en el 

grupo de niños DES-I comparativamente con lo que se observó en los dos grupos de 

niños BN. 

En cuanto al promedio de la longitud de las estelas al tiempo cero 

(inmediatamente después del tratamiento con H202), en los niños BN fue de 45.8 pm, 

mientras que a los 60 minutos de reparación el promedio de 8.5 pm. Para los BN-I los 

promedios respectivos a cero y 60 minutos fueron 77.7 pm y 12.0 pm. Los niños DES-I 

mostraron a los cero minutos un promedio de 93.7 pm, y a los 60 minutos de 41.4 pm. Se 

observaron diferencias estadísticas en todos los tiempos, entre los grupos BN y BN-I, 

mientras que entre BN-I y DES-I no se observó diferencia entre las longitudes de las 

estelas inmediatamente después de la exposición al H,02, sin embargo después de 5, 15, 
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30 y 60 minutos de incubación, la diferencia se hizo estadísticamente significativa. El 

promedio de cada uno de los tiempos de reparación 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 pm. En los BN-l el promedio fue de 18.2 pm. Finalmente en el 

grupo de niños DES-I la migración del A.DN fue en promedio de 27.2 pm. Se estableció 

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

Cuadro 14. Promedio de la longitud de las estelas (antes y después de la exposición al 
peróxido de hidrógeno) y capacidad repairativa promedio en los niños Bien Nutridos, Bien 
Nutridos Infectados y Desnutridos lnfectadlos 

Longitud de las estelas (pm) 

Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Promedioa Capacidad Promedioa Capacidad Promedioa Capacidad 
reparativab reparativab reparativab 

Control 

tratamiento 
(Basal) 

Tiempo de 
Incubación 

antes del 2.7 (2-4) 

O min 45.8 (32-56) 

18.2 (14-24)* 27.2 (20-54)** 

;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)** 31.4 

30 min 14.5 (7-25) 67.4 25.2 (18-31)* 67.3 54.7 (42-76)** 41.1 

60 min 8.5 (5-1 1) 79.7 '12.0 (8-15)* 84.3 41.4 (31-63)** 55.2 
Los intervalos se expresan entre paréntesis. 
La capacidad repa&tiva se define como la disminución relativa (%) de la migración del ADN después de 5, 15, 30 

y 60 minutos de tratamiento con peróxido de hidrógeno. 
* Diferencia estadísticamente significativa (pC0.05) con el grupo de niños bien nutridos. 
* *  Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) con el grupo de niños bien nutridos infectados. 

El porcentaje de células con daño en el grupo de niños BN (Cuadro 15), al tiempo 

cero de incubación fue en promedio de 66%, mientras que a los 60 minutos de reparación 

el promedio fue de 16.3%. En los niños BN-l al tiempo cero y a los 60 minutos los 
promedios correspondientes fueron 88.3,% y 29.3%. Finalmente en los niños DES-I, al 
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tiempo cero el porcentaje de células dañadas fue en promedio de 97.7%, y a los 60 

minutos disminuyeron llegando a un promedio de 59.4%. El análisis estadístico mostró 

una disminución significativa en el porcentaje de células con daño en todos los tiempos 

de reparación, entre los BN y los BN-I, io que no ocurrió entre BN-I y DES-I, entre estos 

dos grupos las diferencias sólo se presentaron a los 30 y 60 minutos de reparación. 

Cuadro 15. Promedio del porcentaje de células dañadas (antes y después de la exposición al 
peróxido de hidrógeno) y capacidad reparativa promedio en los niños Bien Nutridos, Bien 
Nutridos Infectados y Desnutridos Infectados 

~~ 

Porcentaje de células con dario 

Bien Nutridos Bien Nutridos infectados Desnutridos infectados 

Prornedioa Capacidad Prornedioa Capacidad Prornedioa Capacidad 
repara tivab repara tivab repara tivab 

Control 
antes del 
tratamiento 
(Basal) 

Tiempo de 
incubación 

O min 

5 min 

15 min 

30 min 

60 rnin 

5.7 (4-8) 30.0 (20-36)* 39.3 (28-50) 

66.0 (58-76) 88.3 (70-96)* 97.7 (90-1 00) 

49.7 (46-54) 23.9 80.7‘ (60-84)* 14.0 86.0 (82-100) 11.7 

39.3 (32-50) 39.8 65.0 (50-78)* 26.5 78.3 (68-100) 17.8 

28.3 (1 8-34) 56.3 49.7 (38-50)* 43.9 70.3 (62-go)** 25.3 

16.3 (10-20) 74.7 29.3 (20-38)* 66.8 59.4 (50-80)** 36.9 
a Los intervalos se expresan en paréntesis. 

de 5, 15, 30 y 60 minutos de tratamiento con peróxidal de hidrógeno. 
* Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) con el grupo de niños bien nutridos. 
** Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) con el grupo de niños bien nutridos infectados 

La capacidad reparativa se define como la disminiición relativa I%) de la cantidad de células con daño después 

El porcentaje basal (observado antes del tratamiento con H202) de células 

dañadas (Cuadro 15) en los niños BN tuvo un promedio de 5.7%. En el grupo BN-l se 

observó un promedio de 30%. En los niños DES-I la cantidad de células dañadas fue en 

promedio de 39.3%. En relación al porcentaje de células con daño se observó diferencia 

significativa entre BN y BN-I, pero no entre BN-I y DES-I. 
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En la Gráfica 7 se muestran la proporción de células que correspondió a cada una 

de las categorías que se establecieron de acuerdo a los criterios señalados en la 

metodología y que se utilizaron para clasificar a los cometas como: sin daño, daño bajo, 

medio y alto. Se observa una clara tendencia en los DES-I a presentar un mayor número 

de células en los niveles medio y alto en todos los puntos del estudio e incluso en el nivel 

basal. En los niños BN los porcentajes de células con daño medio y alto (valores basales) 

fueron sólo 0.6%. Mientras que en los niños BN-I las celulas con daño medio 

incrementaron a 9% y las con daño alto fueron 4% en promedio. Los niños DES-I 

presentaron un incremento notable en las células con daño alto (1 3%). 

Inmediatamente después de la exposición al H,O, (tiempo cero) en los niños BN 

se observaron 30.0, 21.6 y 14.0% respectivamente de células con daño bajo, medio y 

alto. En los BN-I los porcentajes que correspondieron a cada una de las categorías antes 

señaladas fueron 16.4, 33.6 y 37.8%, en los niños DES-I se observó un 11 .O% de células 

con daño bajo, 27.5 con daño medio y 60.0% con daño alto. En este tiempo sólo se 

detectó diferencia significativa entre BN y BN-I. No obstante, a 5, 15, 30 y 60 minutos de 

incubación sí se observaron diferencias entre BN-I y los DES-I. A cinco minutos de 

reparación en los niños BN se observaron 16.4% de células con daño medio y 7.6% con 

daño alto, en los niños BN-l 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 reparación, los niños BN presentaron 13.4% de células 

con daño bajo, 3% de células con medio y cero por ciento de células con daño alto, 

mientras que en los niños BN-l los valores fueron 26.4, 0.2 y cero por ciento 

respectivamente y en los DES-I 22.4, 26.8 y 12.0% de células con daño bajo, medio y 

alto. Estos datos indican que en los niños DES-I la fracción de células con daño medio 

fueron 3 y 13 veces mayores que las observadas en los niños BN a 5 y 60 minutos de 

incubación. Los niños DES-I claramente mostraron el mayor porcentaje de células con 

daño, y la mayor proporción de células con daño medio y alto, en todos los tiempos 

estudiados. 

Las gráficas de la distribución de las longitudes de migración del ADN de los tres 

grupos de estudio (Gráfica 8 )  mostraron la presencia de dos picos, tanto en los diferentes 
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tiempos de reparación como en la evaluación basal, que podrían estar representando 

diferentes poblaciones celulares, una con bajo daño y la otra con mayor migración del 

ADN, esto podría implicar una diferente sensibilidad de estas poblaciones celulares a ser 

dañadas. Adicionalmente, como puede cibservarse en la Gráfica 8, es claro que los niños 

DES-I presentan una población de células con migraciones de aproximadamente 1 O0 pm, 

que en el grupo de los BN o de los BN-l no se detectó. 

5.3.2 Capacidad reparativa (CR) 

En los tres grupos de niños se observó que los valores de la CR incrementaron 

conforme el tiempo de incubación avanzó, tanto en la migración del ADN (Cuadro 14), 

como en el porcentaje de células con daño (Cuadro 15). Sin embargo aunque las 

tendencias fueron similares, es claro que la CR en el grupo de niños DES-I fue siempre 

inferior a las de los dos grupos de niños bien nutridos. Un dato interesante es que la CR 

evaluada por la migración del ADN, fue muy similar entre los dos grupos de niños BN, 

mientras que en el grupo DES-I esta CF! se vio francamente disminuida. En cuanto a la 

CR evaluada por el porcentaje de células con daño, los valores de los dos grupos de 

niños BN no fueron tan semejantes entre sí, sin embargo, tendieron a ser claramente mas 

altos que los observados en los niños DES-I. 

A cinco minutos de reparación, la CR evaluada a partir de la disminución de la 

longitud de las estelas, tuvo los siguientes valores: 28.7 en los niños BN, 30.2 en los BN-I 

y sólo 19.9 en los niños DES-I (Cuadro 14). A los quince minutos la CR incrementó un 

20% en ambos grupos de niños bien nutridos (50.3 y 52.0 para los BN y los BN-I 

respectivamente) mientras que en los niños DES-I este incremento sólo fue del 11 5% 

(promedio 31.4). A los sesenta minutos de reparación, la CR fue de 79.7 en los niños BN, 

84.3 en los BN-l y sólo 55.2 en los niños DES-I. Esto valores indican la proporción en que 

disminuyó la longitud de las estelas en las células de cada uno de los grupos de estudio, 

durante los diferentes tiempos de reparación. 

AI evaluar la CR calculada a partir del porcentaje de células con daño, a cinco 

minutos de reparación se observaron los siguientes valores: 23.9, 14.0 y 11.7, para los 
grupos de niños BN, BN-I y DES-I respectivamente. Estos valores incrementaron 
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progresivamente conforme el tiempo de reparación aumentó, y a los sesenta minutos, se 

tuvieron claras diferencias, con un valor de CR en los niños BN de 74.7, mientras que en 

los BN-I fue de 66.8 y en los DES-I de tan solo 36.9. Esto significa que en los niños DES4 

la proporción de células que reparó totalmente el daño que se les indujo con H,O,, fue 

menor a la proporción observada en los niños BN y BN-I. 

Para mostrar que las diferencias encontradas en la CR de los diferentes grupos, 

no estuvo determinada por los daños basales observados, la migración basal del ADN fue 

restada a la migración promedio observada al tiempo cero, en cada uno de los grupos 

estudiados. Así, la migración promedio corregida fue de 43.1 pm para los niños BN, 59.5 

pm para los BN-l y 66.5 pm para los niños DES-I. Estos valores muestran la sensibilidad 

de las células de los diferentes grupos al daño inducido por peróxido de hidrógeno, y 

pueden corresponder a las estimaciones del tiempo cero. Comparando estos valores con 

los obtenidos a los 60 minutos de reparación, la migración del ADN disminuyó de 43.1 a 

8.5 pm en los niños BN, esto implica que la longitud final representó sólo una quinta parte 

de la longitud inicial. En los BN-l la longitud de las estelas fue de 59.5 pm a 12 pm, al 

igual que en el caso anterior la longitud .final representó la quinta parte de la inicial. En el 

grupo de niños DES-I la longitud inicial de las estelas fue de 66.5 pm y la final de 41.4 

prn, en este grupo no se alcanza ni la miitad de la longitud inicial. Esto indica que los niños 

bien nutridos, infectados o no infectados, muestran una CR similar, mientras que esta 

función está claramente disminuida en los niños DES-I. 

5.3.3 Coeficiente de dispersión (H) 

Los valores del coeficiente H (Cuadro 16) observados antes del tratamiento 

(basales) fueron más altos en los grupos BN-l (52.2) y DES-I (50.3), que en el BN (44.0), 

aunque sin diferencia estadística, estos valores indican una mayor heterogeneidad de las 

longitudes de la migración del ADN en las muestras de los dos grupos de niños que 

presentaban infecciones. 

Después del tratamiento con H2O2 (tiempo cero) los valores del coeficiente H 

disminuyeron en los tres grupos de niños estudiados, indicando que los niveles de daño 
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se hicieron mas homogéneos, es decir, los valores de migración del ADN en los 

diferentes niños que formaban un mismo grupo fueron mas parecidos entre sí. El tiempo 

cero, es el Único punto en el que los valores de H mostraron diferencia estadísticamente 

significativa entre los tres grupos de estudio, lo que estaría indicando que las células de 

los niños respondieron de manera diferente al H202 dependiendo del grupo al que 

pertenecían. 

En el caso de los desnutridos el valor de H disminuyó considerablemente con 

relación a lo observado antes del tratamiento, Io que implica que un número grande de 

células tendieron a presentar longitudes de estelas similares, y como puede observarse 

en la Gráfica 8 estas fueron mayores a ilas observadas en los dos grupos de niños bien 

nutridos (BN y BN-I). A este tiempo cero, el coeficiente H fue significativamente menor en 

los niños DES-I (9.2), en comparación con los niños BN y BN-l (28.0 y 22.0 

respectivamente). 

El coeficiente H (Cuadro 16) se incrementó gradualmente a los 5 ,  15, 30 y 60 

minutos de reparación y no se observarcm diferencias significativas entre los tres grupos 

de estudio. El incremento en los valores cle H al aumentar el tiempo de reparación, tal vez 

implica una respuesta heterogénea de las diferentes subpoblaciones celulares al reparar 

el ADN. A los cinco minutos de incubación los valores del coeficiente H fueron 34.0, 22.4 

y 20.1 para los niños BN, BN-I y DES-I 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 dispersión (H) en los diferentes grupos de estudio. 
Se presentan los valores basales, y los obtenidos después del tratamiento con peróxido de 
hidrógeno, en los diferentes tiempos de reparación 

Coeficiente de dispersión (H) +- € E  

Control 
antes del 
tratamiento 
(Basal) 

~ ~~ 

Bien Nutridos Bien Nutridos infectados Desnutridos Infectados 

44.0 k 1.1 52.2 k 1.4 

Tiempo de 
incubación 

O min 28.0 f 1.6 22.8 f 1.5* 9.2 f 1 .O** 

5 min 34.0 k 1.8 22.4 k 2.0 20.1 k1.4 

15 rnin 34.1 k1.4 24.2 t 0.9 26.2 f 0.8 

30 min 36.0 I 1.4 27.1 kl.1 29.1 f0.9 

60 min 40.3 k 1.7 31.6 k 0.9 34.1 k 0.9 

* Diferencia estadísticamente significativa (p<0.05) con el grupo de niños bien nutridos. 
* *  Diferencia estadísticamente significativa ( ~ ~ 0 . 0 5 )  con el grupo de niños bien nutridos infectados. 
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6. DISCUSIÓN 

6.1 Evaluación del daño basal presente en el ADN en los tres grupos de 
estudio: Niños Bien Nutridos (BN), Niños Bien Nutridos Infectados (BN-I) y 
Niños Desnutridos Infectados (DES-I) 

El análisis de los datos de la migración del ADN y del número de células con daño, 

obtenidos en los niños BN, BN-l y DES-I antes del tratamiento con peróxido de hidrógeno 

(daño basal), permitió valorar el nivel de daño inducido al ADN por las infecciones y por la 

desnutrición. 

Los datos obtenidos en esta parte del estudio mostraron que las infecciones 

contribuyeron a incrementar el daño en el ADN, por otro lado, se infiere que el daño 

adicional observado en los niños DES-I esta asociado a la presencia de la desnutrición, 

debido a que no se contó con un grupo dle niños desnutridos no infectados. En la longitud 

de las estelas se puede apreciar que la longitud basal promedio observada en los niños 

BN-I fue casi siete (6.8) veces mayor que la de los niños BN. Este incremento en el daño 

al ADN estaría directamente relacionado con las infecciones bacterianas, ya que estos 

niños no se encontraban tomando medicamentos al momento en que se les extrajo la 

muestra de sangre para realizar el estudio. En los niños DES4 se observó 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 observó en lo!; BN-I. Estos resultados parecen indicar que hay 

un efecto aditivo en el daño al ADN, determinado por la presencia de las infecciones y de 

la desnutrición. Los resultados aquí obtenidos confirman lo reportado en un estudio previo 

en el que por medio del ensayo cometa1 se estableció, que las infecciones graves y la 

desnutrición son dos factores que están relacionados con un claro incremento del daño al 

ADN (Betancourt et al., 1995). 

El análisis de los porcentajes de las células con daño mostró que estas fueron 

mas numerosas en los niños que presentaron desnutrición y10 infecciones. Así, se 

observó que el porcentaje de células con daño fue 4.6 veces mayor en los niños BN-I que 

en los BN, mientras que esta proporción increment6 en los DES-I 1.6 veces en relación 

con los niños BN-I. 
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Los porcentajes de células con daño bajo, medio y alto, particularmente las de las 

dos últimas categorías fueron claramente mas numerosas en los niños DES-I, lo que 

implica que estos niños tuvieron la mayor cantidad de células con niveles altos de daño 

en el ADN. Se buscó la correlación entre la longi&d de las estelas y10 la cantidad de 

células con daño, con respecto al nijmero de infecciones o al tipo de infecciones 

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

Los valores del coeficiente de dispersión mostraron que existe heterogeneidad en 

la longitud de las estelas observadas en los tres grupos de estudio, lo que implica que en 

un mismo niño se tuvieron células con estelas pequeñas y grandes, e incluso se 

observaron células sin migración, lo que evidentemente contribuyó a incrementar la 

heterogeneidad, y por esta razón en general los valores de H fueron altos. La falta de 

diferencia estadística en los valores del coeficiente H entre los tres grupos de niños 

estudiados indica que ni las infecciones, ni la desnutrición contribuyeron a incrementar la 

heterogeneidad intercelular de la longitkid de las estelas. Aún cuando los valores de H 

observados en este estudio fueron altos, son similares a los observados en otros estudios 

realizados en linfocitos de niños (Betancourt et al., 1995). La variabilidad intraindividual 

observada en la cantidad de daño presente en el ADN de las células de los niños 

estudiados, abre incógnitas en relación a si los niveles bajos, medios y altos de daño se 

distribuyen de manera similar entre las células pertenecientes a las diferentes 

subpoblaciones de linfocitos, o si los niveles altos o bajos de daño se limitan a alguna o 

algunas en particular. Por otro lado, sería fundamental establecer si los niveles altos de 

daño se relacionan con alteraciones en la activación de los linfocitos, o en su capacidad 

para sintetizar interleucinas o anticuerpos, que son moléculas de gran importancia como 

parte de la respuesta inmune normal. Se propone la realización de estudios adicionales 

que permitan obtener información al respecto. 

Como puede observarse en los Cuadros 6 y 8 la desnutrición y las infecciones, 

estuvieron claramente relacionadas con un incremento en la dispersión de los valores 

observados tanto en las longitudes de las estelas, como en el número de células con 

daño. Esta dispersión en los valores de las longitudes de las estelas y en los porcentajes 

de células con daño, debe estar relacionada con características intrínsecas de cada uno 
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de los niños que les permitieron responder de manera diferente ante estímulos negativos 

como son la desnutrición y las infecciones. 

El incremento al daño del material1 genético, observado en las células de los niños 

BN-I y DES-I, podría relacionarse con diversas causas que a continuación 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 podrían actuar como DNA-cas o endonucleasas, 

provocando alteraciones en el ADN de las células del organismo infectado (Ahuja, 1991). 

Otra posibilidad señala que los radicales libres liberados por las células linfoides del 

organismo infectado, como parte de la respuesta inmunitaria normal, pudieran también 

incrementar el daño al ADN (Ernst, 1999). El que estos factores determinen que se 

desarrolle un tumor dependerá de que la lesión en el ADN afecte a un oncogene o a un 

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

Algunos ejemplos de agentes infecciosos que se han relacionado con daño al ADN 

son Helicobacter hepaticus, Helicobacter pilory, Escherichia coli y Ureaplasma 

urealyticum. La infección por la bacteria Helicobacter hepaticus puede desencadenar la 

formación de tumores cancerosos, y s.e propone que esto ocurre por efecto de los 

radicales libres generados durante la respuesta inmune normal, como un mecanismo para 

eliminar a los agentes patógenos, los que provocan la acumulación de bases oxidadas en 

el ADN (Canella et al., 1996). Así mismo, Helicobacter pilory se ha visto claramente 

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

Otro ejemplo de agente infeccios,o relacionado con daño al ADN es Ureaplasma 

urealyticum, que puede ser encontrado en el semen de hombres infértiles, este agente 

induce desnaturalización del ADN, y aunque no afecta la tasa de fertilización, sí altera el 

desarrollo de los embriones (Reichart et al., 2000). 



Para explicar el incremento del daño en el ADN presente en los linfocitos de los 

niños infectados, se señala como causa principal a la generación de radicales libres, que 

se producen como parte de la respuesta inmunológica normal del huésped. Y aún cuando 

estos pueden ser inactivados por diferentes moléculas, como las vitaminas C y E, y el 

glutatión, en los niños con desnutricibn diversos estudios han mostrado que estas 

moléculas antioxidativas se encuentran en concentraciones bajas, por lo que esto podría 

constituir un factor que permita explicar el mayor daño al ADN observado en los niños 

DES-I. Sin embargo, las evaluaciones de moléculas antioxidantes han mostrado 

resultados controversiales en los niños con desnutrición tipo marasmo ya que algunos 

autores señalan una considerable disminución en la concentración de glutatión (Becker 

et al., 1995), mientras que otros no encontraron diferencias significativas en comparación 

a los controles bien nutridos (Golden y Ramdath, 1987). En este aspecto los resultados 

son mas contundentes en los niños con kwashiorkor, ya que las deficiencias en 

concentración de éstas moléculas sori mucho mas evidentes (Becker et al., 1995; 

Lenhartz et al., 1998; Ashour et al., 199!3; Tatli et al., 2000). En esta parte del estudio se 

incluyeron dos niños con kwashiorkor, uno de ellos mostró el promedio de la longitud de 

las estelas mas alto, pero ninguno de ellos presentó el mayor porcentaje de células con 

daño. Se propone que un mayor númerio de niños con esta forma de desnutrición debe 

ser evaluado, para tratar de determinar con precisión la posible diferencia entre los dos 

tipos de desnutrición severa. 

Otra circunstancia que podría contribuir a explicar los niveles de daño 

incrementados en el ADN de las células de los niños DES es la deficiencia de cualquiera 

de los siguientes micronutrientes: Ácidlo Fólico, Vitamina 61 2, Vitamina 66, 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 óptimo a las enzimas encargadas de la estabilidad del 

genoma, y que la deficiencia en estos podría generar efectos similares a los observados 

en las enfermedades genéticas o durante la exposición a carcinógenos (Fenech y 

Ferguson, 2001). También se señala a la deficiencia de proteínas que es tan común en 

ellos, como un factor que podría alterar el proceso de duplicación y/o de reparación del 

mismo, induciendo de esta manera daño (en el ADN. 
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Además, en ambos grupos de iiiños infectados, la presencia de linfocitos en 

proliferación, podrían contribuir a incrementar la migración del ADN, debido a que los 

sitios de replicación 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 sería mayor en las muestras de los niños BN-I, ya que estudios previos (Nájera et 

al., 2001a) muestran que los linfocitos de estos niños son los que tienen una mayor 

capacidad de activación, y por Io tanto de proliferación, mientras que los linfocitos de los 

niños DES-I presentan una activación disrninuida. 

6.2 Evaluación del daño al ADN asociado a los medicamentos en los 
linfocitos de los niños infectados (BNI-T y DES-IT) 

En esta parte del estudio se utilizaron los mismos niños BN-l y DES-I, antes y 

después de un período de tratamiento para tratar de establecer si alguno o algunos de los 

medicamentos administrados a los niños se relacionan con la inducción de niveles altos 

de daño al ADN, y por otro lado, para definir si es que alguno de estos dos grupos pudiera 

presentar una mayor susceptibilidad a presentar mayor daño en el ADN, en asociación 

con algún o algunos medicamentos. 

La migración del ADN antes del tratamiento con medicamentos, fue dos veces 

mayor en los niños DES-I (32.6 pm) que en los BN-I (16.5 pm). En cuanto a la proporción 

de células con daño medio y alto observadas antes del tratamiento esta también fue casi 

dos veces mayor en los niños DES (40%) que en los BN-I (21.7%). Después del 

tratamiento con medicamentos el promedio de la longitud de las estelas fue dos veces 

mayor en los DES-I (58.9 pm) a lo observado en los BN-I (28.8 pm). En relación a la 

proporción de células con daño medio y alto, estas incrementaron 1.5 veces en los DES-I, 

además de que mostraron la proporción mas alta (40%) de células con daño alto, en 

comparación con los BN-I (1 1%). Esto parece indicar que las infecciones, la desnutrición 

y los medicamentos establecen una relaci9n de tipo sumatorio, que incrementa el daño al 

ADN. 
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Los resultados obtenidos antes del tratamiento con medicamentos señalan a la 

desnutrición como un factor que contribuyó a incrementar el daño presente en el ADN. 

Los datos obtenidos después del tratamiento mostraron que los medicamentos usados 

para combatir las infecciones contribuyeron también a incrementar este daño, tanto en las 

células de los niños BN-I como en las de los DES-I. En todos los casos los valores del 

coeficiente de dispersión no mostraron diferencia estadísticamente significativa, lo que 

parece indicar que la distribución de la migración del ADN fue similar entre los diferentes 

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

En ambos grupos después del tratamiento con medicamentos, se observó la 

presencia de una subpoblación de células sin daño, la que aparentemente fue mas 

resistente al efecto inducido por los medicamentos sobre el ADN. Adicionalmente, los 

resultados mostraron que otra subpoblación celular en los niños DES-I pareció ser mas 

susceptible a alcanzar niveles altos de daño en el ADN (Cuadro 13). Estas respuestas 

extremas podrían explicarse considerando que a pesar de que se utilizó un tipo específico 

de células para realizar el estudio, los linfocitos son una población celular heterogénea 

formada por diversas subpoblaciones, en las que se propone, por ejemplo, podrían 

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 

(CD45RO+) son in vitro mas radiosensibles que las células nativas (CD45RO-) (Uzawa et 

al., 1994), esto indica que algunas de las subpoblaciones de linfocitos podrían mostrar 

diferentes sensibilidades ante agentes que ocasionen daño en el ADN. 

La disminución en la proporción cle células con daño alto observadas después del 

tratamiento en dos niños BN-I (JBM y KFG) (Gráfica 5) y en un DES4 (NCR) (Gráfica 6) 

parece indicar que algunas células repararon muy eficientemente el daño al ADN por lo 

que este disminuyó. En este sentido Tice y Strauss (1995) señalan que los linfocitos B, T, 

T cooperadores y T supresores de individuos no infectados mostraron similares cinéticas 

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

El incremento en el daño al ADN observado tanto en los niños BN-I como en los 

DES-I después del tratamiento podría atribuirse a que algunos medicamentos parecen 

estar relacionados con la producción 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 niños con desnutrición proteico-calórica 

(Becker et al., 1995; Lenhartz et al., 19!38; Ashour et al., 1999; Tatli et al., 2000), esto 

podría haber determinado la mayor longitud de las estelas y el mayor numero de células 

con daño en estos niños. 

Medicamentos como el metronidazol, presentan por sí mismos actividad oxidativa, 

pero adicionalmente este puede dar origen a metabolitos que presentan radicales 

hidroxilo (Dobias et al., 1994), los que pueden reaccionar rápidamente con el ADN 

provocando rupturas en la molécula (Meriéndez et al., 2001). En este estudio se observó 

que los dos niños tratados con metronidazol, uno BN-l (NCH) y otro DES-I (GGG), 

mostraron una frecuencia elevada de células con daño alto. Adicionalmente, se sabe que 

no solo los antibióticos parecen estar relacionados con inducción de daño al ADN, 

también se ha reportado que medicamentos antipiréticos como el paracetamol 

(acetaminofén) inducen la formación de rompimientos de cadena sencilla del ADN 

(Hongslo et al., 1994). 

Es posible que una parte del daño asociado con las infecciones, tanto en los niños 

BN-l como en los DES-I sea producto de la inducción de apoptosis, ya que se ha 

establecido que algunos tipos de infeccioiies están relacionados con un incremento en la 

tasa de apoptosis (McCloskey et al., 1998; Hotchkiss et al., 1999). Así mismo, al parecer 

la desnutrición inducida experimentalmen1:e en ratas está relacionada con una proporción 

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

En el presente estudio se observó una gran variabilidad interindividual, tanto en la 

longitud de las estelas como en el porcentaje de células con daño, la que fue 

particularmente evidente en los niños DES-I, lo que concuerda con lo reportado 

anteriormente (Betancourt et al., 1995). Esto podría tener alguna relación con el hecho de 

que en general un mayor número de m'edicamentos fueron administrados a los niños 

desnutridos. La administración de mayoi- cantidad de antibióticos en los niños DES-I 

posiblemente se deba a su ineficiente respuesta inmune, ya que no se tienen evidencias 

de que estos niños muestren alteraciones a nivel de la absorción o de la eliminación de 

los medicamentos (Buchanan, 1984). 
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Aquí surge nuevamente la pregunta en cuanto a si los niveles altos de daño en el 

ADN, podrían estar relacionados con las alteraciones de la respuesta inmune que 

presentan los niños DES-I, considerando que tal vez estos niveles altos de daño 

determinen una función celular deficiente. Es necesario realizar mas estudios que 

permitan evaluar esta posibilidad. 

El incremento en la migración del ADN y en la proporción de células con daño alto, 

así como la disminución en la proporción de células sin daño (células “resistentes al 

daño”) indican que los niños con desnutrición fueron mas susceptibles al daño inducido 

por los medicamentos sobre la molécula de ADN. Esto Último podría señalar la presencia 

de una subpoblación celular mas sensible al daño inducido al ADN por los medicamentos 

en los niños con desnutrición. Sin embargo, esto también podría interpretarse como una 

subpoblación de células que se encuentra en activa proliferación, y que por Io tanto 

manifiesta una mayor cantidad de rompimientos de cadena sencilla (Salagovic et al., 

1997), lo que se considera poco probable, ya que como se comentó anteriormente, en los 

niños desnutridos e infectados se ha observado una menor capacidad de activación y por 

consecuencia de proliferación celular, comparado con la de los niños BN-I. La influencia 

que podrían tener los días de hospitalización en la mejoría del estado nutricional de los 

niños desnutridos, no sería suficiente como para determinar diferencias significativas en 

la proliferación de sus linfocitos, ya que un estudio previo (Ortiz et al., 1995) realizado 

después de dos a seis meses de recuperación nutricional, mostró que la capacidad 

proliferativa, aun después de estos períodos no logra recuperarse en los niños DES-I. 

6.3 Evaluación de la reparación diel daño inducido al ADN por peróxido de 
hidrógeno en los niños BN, BN-I y DES4 

La electroforesis unicelular ha mostrado ser una herramienta muy sensible en el 

estudio del daño inducido al ADN por diversos agentes, así como para evaluar la cinética 

de reparación de esta molécula a nivel de células individuales (Rojas et al., 1999). Por 

esto se le utilizó para realizar el presente estudio, en el que se consideró relevante 
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evaluar la capacidad de los linfocitos de niños desnutridos para reparar el daño inducido 

al ADN, ya que a pesar de la importancia que lleva implícita, no se tienen estudios en 

relación a este tema. 

Para evaluar la capacidad de los liinfocitos provenientes de niños BN, BN-I y DES- 

I, para reparar rompimientos de cadena sencilla presentes en el ADN, se utilizó como 

agente inductor de daño al peróxido de hidrógeno (H202), este compuesto es capaz de 

atravesar fácilmente la membrana celular, y en el citoplasma se transforma en radicales 

hidroxilo por medio de un proceso no eiizimático, que se realiza en presencia de iones 

metálicos (Fe” o Cu”), reacción a la que se denomina de Haber-Weiss o reacción de 

Fenton. Los radicales hidroxilo pueden inducir rompimientos de cadena sencilla y/o de 

cadena doble, la formación de sitios sensibles al álcali y diferentes especies de purinas o 

pirimidinas oxidadas (Jonje, 1989; Sankaranarayanan, 1991). El daño oxidativo 

provocado en el ADN está sujeto a procesos de reparación celular, particularmente 

reparación por unión de cadenas rotas y reparación por excisión de bases, los que en 

condiciones normales se realizan de manera rápida (Collins et al., 1995). La capacidad 

del H202 para inducir rompimientos de las cadenas de ADN, ha sido demostrada por 

medio de las técnicas de elución alcalina y el ensayo cometa (Gabelova et al., 1997). Por 

esta razón, se ha utilizado al peróxido muy comúnmente, como una herramienta en 

investigación, para inducir daño al ADN y de esta manera poder comparar la sensibilidad 

de diferentes tipos celulares (Holtz et al., 1995), la reparación 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 niños BN-l fue mayor a la de los niños 

BN, en todos los tiempos de reparación estudiados, incluyendo al tiempo cero. Cuando se 

comparó la longitud promedio de las estelas de los niños BN-I contra la de los DES-I, se 

estableció que después del tratamiento con H,O, (tiempo cero) no hubo diferencia 

estadísticamente significativa, sin embairgo, en los tiempos comprendidos entre 5 y 60 

minutos, sí se observaron diferencias. Esto implica que aún cuando la longitud de las 

estelas después del tratamiento con H,O, fue similar en ambos grupos, al aumentar el 

tiempo de reparación, en los niños DES4 la longitud de las estelas disminuyó mas 

lentamente en comparación con lo observado en los BN-I, estos datos indican que existen 
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deficiencias en la capacidad de reparar el daño inducido al ADN en las células de los 

niños DES-I. 

En cuanto al porcentaje de células con daño se observó algo similar a lo que 

ocurrió con la longitud de las estelas. Eritre los BN y los BN-I, se presentaron diferencias 

estadísticamente significativas, desde el tiempo cero hasta los sesenta minutos de 

reparación, observándose en todos los tiempos estudiados una mayor cantidad de células 

con daño en los BN-I. Entre BN-l y DESA se observó que a los tiempos cero, 5 y 15 no 

hubieron diferencias estadísticamente significativas, sin embargo a 30 y 60 minutos el 

número de células con daño fue mayor en los niños DES-I. 

El que las longitudes de las estelas y el porcentaje de células con daño entre los 

niños BN-I y DES-I no fueran estadísticamente diferentes al tiempo cero, muestra que 

ambos presentaron la misma sensibilidad al daño inducido por el H202.  Este hallazgo tal 

vez podría estar indicando que la población de niños DES-I estudiados presentaba 

concentraciones de antioxidantes similares a las de los niños BN, Io que ya se ha 

reportado anteriormente (Sive et al., 1993). En este estudio el niño con kwashiorkor fue el 

que mostró la mayor longitud de las estelas y el mayor número de células con daño, lo 

que posiblemente este asociado a una capacidad antioxidante disminuida, que como 

muestran los datos de la bibliografía es particularmente grave en los niños con este tipo 

de desnutrición, y esto puede favorecer que los radicales libres actúen produciendo los 

síntomas característicos del kwashiorkor, que son el edema y el hígado graso. 

El promedio de células con daño, observado después del tratamiento con H202 en 

los niños BN-I fue de 88% y en los DES4 de 98%, esto indica que prácticamente todas 

las subpoblaciones de linfocitos fueron sensibles al daño oxidativo. También después del 

tratamiento, los niños BN-I mostraron un promedio de células con dato mayor al 

observado en los niños BN, esta diferencia podría atribuirse a los cambios en la 

proporción de las diferentes subpoblaciones de linfocitos que se presentan en los niños 

BN-I como consecuencia de las infecciones (Nájera et al., 2001a). Un cambio que se ha 

observado en las subpoblaciones de linfocitos de niños BN-I es el incremento en las 

células CD4+CD45RO+ (células de memciria) (Nájera et al., 2001 b), las que se mencionó 
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anteriormente parecieran ser mas sensibles a presentar daño en el ADN inducido por 

algunos agentes (Uzawa et al., 1994). 

Adicionalmente, el análisis del promedio de células con daño mostró que a 5 y 15 

minutos de reparación no se presentaron diferencias entre BN y DES-I, lo que indica que 

en ambos grupos se presentó una fracción de células que repararon con igual eficiencia, 

por lo que el porcentaje de células coil daño disminuyó en una proporción similar en 

ambos grupos. A 30 y 60 minutos de reparación se observó una franca diferencia entre el 

porcentaje de células con daño observadas en los niños BN-I con respecto a las de los 

niños DES-I, y aún cuando en ambos grupos los porcentajes tendían a disminuir, es 

evidente que en los niños DES-I se mantuvieron los porcentajes de daño mas altos, esto 

indica que una fracción de linfocitos repara mas lentamente en los niños con desnutrición. 

Para analizar la cinética de reparación del ADN de los tres grupos de niños, se 

utilizó un parámetro propuesto por Plappert y colaboradores (1997) que se denomina 

capacidad reparativa (CR), la que se define como la disminución (%) de la migración del 

ADN o del porcentaje de células con daño, entre los diferentes tiempos de reparación. 

La CR calculada utilizando la longitud de migración del ADN, no mostró diferencia 

estadísticamente significativa entre los dos grupos de niños bien nutridos (BN y BN-I), lo 

que estaría indicando que aún cuando parten de niveles basales diferentes, tienen la 

capacidad de reparar de manera igualmente eficiente el daño, esto significa que la 

infección no interfirió con la CR de los niños bien nutridos. En contraste en los DES-I, se 

observó una CR claramente menor en todos los tiempos de reparación analizados. 

La CR evaluada por la migración del ADN, o por el porcentaje de células dañadas, 

mostró valores mayores en los dos grupos de niños BN, en comparación con lo 

observado en los DES-!, por lo que resulta claro que en estos Últimos se tuvo un retraso 

en la velocidad con que reparan el daño. Los trastornos de la reparación del ADN en los 

linfocitos de los niños desnutridos, detectados en este estudio, podrían 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 

daño permanecerá durante mayor tiempo en sus células. 
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Las deficiencias a nivel de la reparación del ADN observadas en los niños 

desnutridos, podrían explicarse considerando las evidencias que han mostrado su 

incapacidad de activar mecanismos de protección basados en un incremento en la 

síntesis de proteínas (Becker et al., 199:5). Hasta el momento no está claro que cambios 

fisiológicos o patofisiológicos están relacionados con los trastornos de la CR de las 

células, sin embargo, se propone que estas podrían ser el resultado de alteraciones en 

una o mas de las muchas enzimas involucradas en las vías de reparación del ADN 

(Plappert et al., 1997). 

El coeficiente H mostró que la respuesta de los tres grupos ante el peróxido es 

diferente, sus valores mostraron mayoir heterogeneidad en los BN, ya que como se 

aprecia en la Gráfica 7, en ellos existe una alta proporción de células con daño bajo y el 
resto presentan niveles medios o altos, mientras que en los BN-I la proporción de células 

con daño bajo disminuye ligeramente aumentando aquellas con daño medio y alto, 

finalmente en los DES-I se tuvo una respuesta muy homogénea, que se reflejó en un 

valor bajo de H, el que puede correlacionarse directamente con porcentajes elevados de 

células con daño alto. Las diferentes respuestas observadas podrían atribuirse a la 

concentración de Fe2' (que como se meiicionó anteriormente, se requiere en la reacción 

de Fenton para la formación de los radicales hidroxilo), de enzimas antioxidativas (como 

la catalasa o la glutatión peroxidasa) o dle 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, así mismo, diferentes entre los grupos de estudio. 

Previamente se ha propuesto que las células de los niños desnutridos podrían ser 

mas susceptibles al daño ambiental, sin embargo, las observaciones realizadas aquí no 

indican que exista una mayor sensibilidcid al daño inducido por el H202 sin embargo se 

necesitan mas estudios para analizar la posibilidad de que éstas manifiesten mayor 

sensibilidad a ser dañadas por otros agentes. Los resultados aquí obtenidos muestran 

que la capacidad de reparación del daño inducido al ADN en linfocitos de niños 

desnutridos, está disminuida en relación a lo observado en los controles bien nutridos. 

Esto hace que el daño al ADN se mantenga durante tiempos mas largos en las células de 
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estos niños, Io que tal vez podría inducir alteraciones en la fisiología de sus células en 

general, o bien, incrementar la posibilidacl de que ellos pudieran desarrollar padecimientos 

de tipo canceroso. Por esto sería relevante realizar estudios de seguimiento en las 

poblaciones de niños que han presentado desnutricion severa, para documentar esta 

última posibilidad. 
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7.- CONCLUSIONES 

Las conclusiones del presente estudio son las siguientes: 

a) Las infecciones y la desnutrición son dos factores que están relacionados con niveles 

altos de daño en el ADN. 

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

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

c) Los linfocitos de los niños DES parecen ser mas susceptibles al daño inducido al ADN 

por los medicamentos. 

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

tienen entre sí un efecto sumatorio, que incrementa el daño al ADN. 

e) El ADN de los Iinfocitos de los niños DES no presenta una mayor susceptibilidad a ser 

dañado por el peróxido de hidrógeno. 

9 Las infecciones no interfieren con la calpacidad de reparación del daño en el ADN de las 

células de los niños bien nutridos infectados. 

g) La capacidad de reparación del daiío inducido al ADN en los linfocitos de niños 

desnutridos esta disminuida. 
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9. ANEXOS 

9.1 Ficha de datos 

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA - IZTAPALAPA 
Evaluación de daño al ADN y su relacicm con la respuesta inmune mediada por células 

en organismos infectados y desnutridos 
HOSPITAL PEDIATRIC0 - IZTAPALAPA 

FICHA DE DATOS 

Fecha 

1 .- Nombre del paciente 

2.- Número de expediente 

3.- Domicilio y teléfono 

4.- Edad (en meses) 

5.- Sexo 

6.- Peso actual Talla actual 

7.- Peso al nacimiento 

8.- Fecha de ingreso (en caso de que sea hospitalizado el paciente) 

Talla al nacimiento 

~~~~ ~ ~ 

9.- Padecirniento(s) 

Desnutrición si no - 
Grado 1 o. 20. 30. 

Tipo Marasmo Kwashioirkor 

Infecciones 
a) Vías respiratorias 

b) Vías urinarias 

c) Gastrointestinal 

d) Otras 
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Otros padecimientos de tipo no infeccioso 

10.- Medicamentos (aquellos que el paciente esté tomando al momento de la toma de la 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 terminación 

d)  Dosis 

a)Nombre del medicamento 

b) Fecha en que se inicia la toma 

c) Fecha de terminación 

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

11 .- Exposición a radiación ( en caso de que al paciente se le hallan tomado radiografías) 

Fecha( s) 

12.- Resultados de análisis clínicos 
Microbiología (organismos patógenos detectados) 

a) Bacterias 

b) Hongos 

c) Parásitos 

Biometría hemática 
Fecha en que se realiza 

a) Leucocitos - 

b) Linfocitos - 
Quimica sanguínea 

a) Hemoglobina - 
b) Hematocrit0 

85 



Norrbre de quien toma los datos 
OBSERVACIONES: 
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9.2 Soluciones 

9.2.1 Solución de lisis 

Solución stock: 

NaCl 

EDTA 

Tris 

Aforar a 1000ml con agua destilada. 

Solución de trabajo: 

146.1 gr 

37.2 gr 

1.2 gr 

Solución de lisis (Stock) 

Triton (Concentrado) 

DMSO (Concentrado) 

44.5 ml 

0.5 ml. 

5.0 ml. 

9.2.2 Solución amortiguadora para el c:orrimiento electroforetico 

Soluciones stock: 

a) 1 ON NaOH (200 gr/500ml de agua destilada) 

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

Para preparar la solución amortiguadora para el corrimiento disolver 30 ml. de la 

solución 10N de NaOH y 5 ml. de la 200mM de EDTA en 1000 ml de agua destilada. 

9.2.3 Solución amortiguadora de neutralización 

Tris - 48.5 gr, aforar a 1000 ml con agua destilada. Llevar a pH 7.5 con ácido clorhídrico 

concentrado. 
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9.2.4 Solución de Bromuro de Etidio 

Solución stock: 

10 mg de Bromuro de Etidio en 50 ml de agua destilada 

Solución de trabajo: 

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

9.3 Método para evaluar viabilidad 

Tinción doble con Bromuro de Etialio y Diacetato de Fluoresceína (Strauss, 1991). 

Solución 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 solución salina. 

Solución de Trabajo de Bromuro de Etidio: 

Tomar 50 PI de la solución stock y disolver en 2 mi de solución salina. 

Solución Stock de Diacetato de Fluoresceína: 

Disolver 3 mg de Diacetato de Fluuresceína en un mililitro de acetona. 

Solución de trabajo de Diacetato de Fluoresceína: 

Diluir 84 VI de la solución stock en 2 ml de solución salina. 

Solución de trabajo para evaluar viabilidad: 

Mezclar la solución de trabajo de Bromuro de Etidio y la solución de trabajo de 

Diacetato de Fluoresceína en proporción 1 : 1. 

La evaluación de la viabilidad celular se realizó directamente en las células que se 

encontraban en los geles, para esto se hicieron preparaciones adicionales, que fueron 

extraídas al tiempo cero (inmediatamente después del tratamiento con peróxido de 

hidrógeno) y después de 60 minutos de reparación. Finalizado el tiempo de exposición al 

peróxido de hidrógeno, las preparaciones se enjuagaron varias veces con solución salina 
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que se encontraba a 37°C. Concluido este proceso se les adicionó a cada preparación 50 

1.11 de la solución de trabajo para evaluar la viabilidad, y se metieron a incubar en cámara 

húmeda a 37°C durante diez minutos. AI finalizar el período de incubación las 

preparaciones fueron nuevamente enjuagadas varias veces con solución salina, y se 

revisaron en el microscopio de epifluorescencia. Las células vivas se tiñeron de color 

verde, ya que permitieron el ingreso del diacetato de fluoresceína, y las muertas de rojo, 

ya que la pérdida de la integridad física de la membrana plasmática permitió el ingreso del 

bromuro de etidio. 
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AREA: BlOQUlMlCA 

Daño Oxidativo y Antioxidantes 

RESUMEN 

P.irn l o s  or~iiiisnios .icrohicI.; cI i ~ \ igc i i~  I < \  i i i i  C I  mpii'.\tii ciciicinl, 
sin cnihnryo, su reducción scciicnci.iI clciitrli (IC I.i\ cCliil.i\ conduce 
a la FornimOn de las 1laiiiad:is cspccic i  rc.icii\ . I C  dc inigcno, que 
son en su mayoría radicdes libres. I ' i i  r.i<iic.il IiIirc c \  c i m  riiolCculn 
o un itonio que presenta un electron t i i i  .ip.~rc:ido. '-.inin por In 
cual son sumamente reactivos. . \ I  fi;irtn.irsc piiedcri internctuar 
r'ípidamente con moléculas or#iiicas tdcc como protciiias, lípidos, 
cnrbohidratos, e incluso con el ADN, pro\( )c:iridii en d a s  diversas 
alteraciones estructurales, que conduccii .I iItcr.ici( #ne.; de tipo 
funcional, y de esta manera la fisiolo*.i [IC 1.1s c~:luIas y por 
consecuencia la de los orpnismos, se ve .ifect.ida. l;l eínidio de los 
radicales libres ha pernutido relacionarlos directan-icnte con el 
desarrollo de diversas enfermedades de up0 neundegenerauvo 
(Aizhaimer, Huntington, Parhnson), con la carcin(igilnesis, y con 
el envejecimiento. Paralelamente al estudio (ic los radicales Libres, el 
estudio de los antioxidantes consutuye actuhience un tema de 
invesuLpción sumamente importante, ~7 que se ha r:i)nsiderado 
que el conocimiento de 105 mecanismos de acciiin de estas moléculas 
podría permitir, en algún momento, la ut i I t~ac i ( in  de Ins llamadas 
terapias antioxidantes, para disminuir l o s  efectos bi~)lopcos de l os  
radicales libres. 

Palabras clave: radicales libres, annod in tes ,  d.iiio oxidauvo. 

i lk :  

- 
1 la 

INTRODUCCION 
I 

El osigeno es un compuesto esencial en el nictahi ~ i i v n o  de todos 
los organismos aerobins, ya que p.inicip:i et1 ciiverw*; reacciones 
de oxidación, incluyendo la respirncitin. Durante e s t x  procesos 
el asigno moledar se reduce, dando on,LTn .I l:is Il.im.idns especies 
reactivas de oxígeno, las que en su i i i ayr i .~  C I ~  radicale.; libres. 

Un radical libre es una especie qiiiinicn (iiiolécul.~ o i tomo) 
que presenta ai menos un electrón n<J :ip:irecido. i a  ina\oria de 
los radicales libres son en extremo reacti\ o c  v rtctideii ,I ñsociarse 
"apareando" el electrón libre I. I n s  ndicales J c n \ - . i h  del osigeno 
<on altamente tóxicos y son capaces de re:iccioii.ir c o n  diversas 
moléculas orgánicas, mecanismo a trax-es d c l  c i i a l  provocan 
daño a nivel celular y tisular. con la con5iguicnte alternción de 

ABSTRACT 

Oxygen is an essential ~iioIcciiIc < , I r  !I\ iiiy icrol1ic ~ ~ r ~ . i i i i \ i i i > .  

howevcr its chcmicd rcducuoii iiisiclc i l i c .  ccII\ iirOducc\ tlic c.illcd 
reactive oxygen species, most oirhcii i  .~ i -c  twc r.i<lic.d\. ~ l l i c ~ c  .ire 
atoms,or molccules, with an  unpmrcd clcccroii. l l i c  prcwiicc ot 
unpaired electron causes thcv  t o  Iic Iiiqlii\ TL' .LCI I \C \ircr i t \  t o r -  
mation, they interact with organic mo!cculc\ . I \  pr<irciris. lipids, 
carbohydrates, and DNA, produciii,y $11 t l i c i i i  se\ cr.il .;tr~icti~r.iI 
and funcuonal modifications :ind altcr.itioii<. ,\.; .I rcsult o t  this 
damage the physiolon of cells and ( ~ r q i i i s i i ~ ~  I \  .ilsCi nltcred. 
This !iind of damage has been associ:itcd \vith <e\ cr.11 diseases :IS 

Alzhaimer, Huntington, Parkinson, ,is \vel1 as t o  carcinogenic 
and aging processes. Simultaneousl\; the studics on muoxidant 
agents has become a very important rese:irch field. ciiice through 
the knowledge of their mechanisms r) tnct i<~n i t  niit.ht he pos- 
sible to counteract the effects of free rndic:ils. in order t o  dimin- 
ish the biological effect of oxidative dmiage. 

Key words: free radicals. m t ¡ o d : i n r s ,  o\ ic la t i \  c damage. 

su función I. Recientemente se le' 11.1 iiiiplic.id,) cii di\.ersos 
padecimientos como la carcinogéne.;i\ , cI c t n  clcciiiiienro y con 
desordenes de tipo neurológico como 1.1 ep i lep~ i :~ .  1.1 ciiicrriicdad 
de Huntington ' y el mal de Pnrliinvin 

Los radicales libres se pueden f o r i i i n r  e n  cI interior d e  Lis 
células c o m o  producto  de  S U I  n c t i v i d . i d c ~  tictologicas 
normales I o a partir de proceso5 coi i io  IJ hipi>\i . i ,  c n  1.1 que  
se observa un aumento e n  11 foriii.icioii (le r.iiiic.ilcs libres, 
que pueden inducir lipoperoxidncioii c n  1 , 1  i i icnihraiia d e  1.15 

células del cerebro y con csto altcr.iciiiiicc eii 1.1 fi inci(in d e l  
mismo ". En el Cuadro 1 se rnencioi i . i r i  I i i \  , i t i (~ ,  J c  1.1 cC:lul.i 
e n  donde  pueden generarsc radic.ilc, Iilirec .I p.irtir d e  los 
procesos fisiológicos normales. 

Los radicales libres pueden p e r a r c c  t:inihicn :I pir t i r  dc hicntes 
exógenas, como las radiacione.; ioni7.iiitc. ii1tr.n i(iIct.i, I:\ visiblc 
o térmica, drogas antituniorales, a lgunos  prodiicror quiniicoq 
carcinogénicos, agentes c»ntamin,intes, pc\ticiil.i~ c hunii) del 
cigarro también diversos mcdicninentos piiciicn inducir 1.1 
liberación de radicales libres, conir) el .iccr.iniiriofcn ", 1.1 
neomicina, la polimixina B, la kananiiciii.i. 1.1 gciit.iiiiiciria 
cioramfenicol I-. 
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! - I ,  c\pcciea rC’.icri\ I\ J e  tiuqcrio i e  timian p ) r  ! , I  r c J t i c ~ i . ~  
\ccmyici.ii ,icl , i\i!y;i<i !,( ) ,), qiie priniero produce el r.iliic.ii 
.;upc.ro\iilo i (  ) ,  j ,  \ el r.idical perhidrod)  (IiO,.), postenornienre 
,<enern el pero\ic!i I dc  iiiclriyeno ( l~ i ,O, )  y finalrncntc el r.iciic.il 
iiitirosiio )I I) ‘ 8 .  ( ) r ro  rxiic:d iibreqie s i  iimia <le 12 re:iccioii c1c1 
r:idicni suprosiclo c i m  c1 oxido niuico es el peromurnto (OS( 1.). 
.U,qninns de estas reacciones son dependientes de 1.1 presencia de 
mernles dc trnnsiciori, cn  parucdir de tierro y cobre “ !”. 

I.AS especies rcicuvas de oxiqeno mai  importantes \ ’us 
caractensacas türidanicnrdes se presentan en el CuiJro 2, ,\unque 
en general se corisiiiern que los  radicales libres i ienen un;i a!t:i 
reacuvidad, esta puede ser variable, siendo po:;iblemc.nte los 
radicales menos re:icovos los mas dañinos en ciertas circuns~ncias. 
debido a la posibilid.id que tienen de interacruar con estrucmras 
biokigcci .dejadas cle su sitio de origen , esto es igualmente 
vilidü para los productos generados de la interacción primaria 
entre un radical Libre !- una molécula biológca. 

1 3 s  consecuencias de las reacciones de los radicales libres con 
diferentes materiales celulares pueden ser muy variadas. Los 
objetivos celulares frecuentemente atacados son: el ADS, los 
Iípidos membranales, así como proreinas y carbohikatos. A nivel 
de organelos, se ha observado que las mitocondrias son 
sumamente sensibles a la presión oxidativa, lo que se reklela en  
cantidades elevadas d e  oxidación en  lipidos y proteinas. y e n  
mutaciones del AD’; mitocondrial 2. 

DAÑOALADN 

El daño provocado a nivel del ADN por Los radicales Libres puede 
generar mutaciones somáticas, que Uevarían a I i  síntesis d e  
proteinas defectuosas, v posiblemente a la generación d e  
transformaciones malipas. . 

Uno d e  los componentes de la molécula d e  .IDN que es 
susceptible a ser dañado por radicales libres es la clesoxirribosa 
”, la que al osidarse puede inducir el rompimiento del enlace 
entre este azúcar y el g rupo  fosfato del siguiente nucleótido, 
mecanismo mediante el cual se forman rompimientos d e  
cadena sencilla, los que son reparados por medio d c  las enzimas 
correspondientes. Cuando gran canudad de radicales hidrosilo 
atacan una parte restnngda de la molécula de XDN, se forman 
numerosos rompimientos d e  cadena sencilla, que por  su  
cercanía podrían conducir a la formación de rompimientos de 
cadena doble, los que provocan daiio permanente ai material 
genético ”. La reactividad del radical hidroxilo hacia los 
diferentes á tomos d e  hidrógeno d e  la desosirribosa \-aria 
considerablemente, siendo los carbonos 4 y 5 los sirios 
primarios d e  ataque, ya que en la molécula d e  .\DN son los 
que quedan mas expuestos ”. 

Los radicales hidroxilo tienen la capacidad d c  reaccionar 
también c o n  las bases  nitrogenadas del ADX. El ripo 
predominante de alteración que puede observarse a este nivel 
son las substituciones, aunquc también es frecuente observar 
deleciones y con menor frecuencia inserciones. Se ha \isto que las 
subsnniaones frecuentemente mvolucran al par panha-citocina, 
con el que los radicales hidroxdo y el oxígeno simple reaccionan 
directamente. Las mutaciones se c o n c e n m  en regones específicas 

~: \D\, que \c tlc!itw~~:!-. in ‘ ; i i i i i r<) . :  c.i!icntes”. li) quc Inc1ic.i 

quc e m n  rciwon.id.i\ c, i n  ! , I ,  \cciieiici: i\ de Ii.iws piiric.is 1 

piriniiJic:is 

I..; prob:itk que ei O \ I C C ~ ( I  ,iiiipic re.iccIone con la gumin.1 
cliniiiiindola del . \DA.  I I I  qtie provoca la i o r m a c i ~ i n  de 
rompimientos de csden:i wnciilti. o tiren, que pueda gencrar un 
<rain nuniero d e  prodticto< d e  rcnccion derivado.; de ella idc Io.; 
que se  han idcnri t icnd(1 h . i \ t a  cloce iliicrciites) ! < I \  que 
ciinsriruirzin IOF  i l m u c i o ~  i i r i o s  wm.;il)Ics al iicali. que 4e 

converririn en  rompiiiiicnroC cIc.;pue.; de mtamienro nlcalino 
U n o  de I I J S  prociuctoa t;irniados e\ 1.1 X-hidrosiguanosina, la 

qiie puede formarse por Io\ radicales Iibrcs directamenre sobre 
la moltkula de ,\LIS; o \ohre ! I > . ;  precursores de la misma, esta 
molécula puede identiticarse en l:i orina humana, cuando el 
dano al , iDK fue reparado 

Las mutaciones se establecen cuando una cadena de AD& 
dañada es copiada durante la duplicacion “’ Otra posibilidad, 
es que  la duplicacion yuede bloqueada cuando la ,\DS 
polimerasa encuencra una lesion, o bien, en estos puntos de 
lesion la enzima puede leer erroneamenre el mensale de la cadena 
dañada y generar una cadena cnrnplementana defectuosa ’’ 

Dm0 AUPIDOS MEMBRANALES 

La osidación de los lipidos membranales provoca alteraciones en 
la permeabilidad, o la pérdida de la integndad de la membrana 
plasmanca 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 lípidos que forman 
las membranas biológicas I. 

Los ácidos gasos poii-insanirados, que predominantemente 
se ubican en las membranas celulares, son particularmente 
susceptibles al ataque de los radicales libres. Cuando los radicales 
hdrosilo se forman cerca de la membrana son capaces de extraer 
átomos d e  hidrógeno de l o s  tostoiípidos que la componen, 
después de esta reacción aunque el hidroxilo orignal se ha 
inactivado, se forma un radical lipídico, el que después de un 
rearreglo molecular (dieno conlugado), puede reaccionar con el 
oxígeno para originar el radical peroxilo ( R - 0 0 ’ ) .  este puede 
reaccionar con otros ácidos Rasos de la membrana, formando 
mas radicales lipídicos, mientras él mismo se transforma en 
hidroperóxido (R-OOH), el que en presencia d e  varios 
complejos metálicos puede descomponerse en mas radicales, 
incluyendo entre eiios al radical hidroxilo. lo que provoca un 
fenómeno de expansión del daño, en  el que se considera que la 
perosidación se ha propagado (Cuadro 3). 

En ausencia de iones metaiicos los hidroperóxidos pueden 
acumularse en la membrana y con esto alterar su función, pueden 
transformarse en aldetúdos, dentro d e  los que el mas estudiado 
es el maiondialdehido y que puede provocar daño a otras 
moiécuias como el mS ”. AItemativamente el radical p e r o d o  
puede dar  origen a perósidos ciclicos, los que pueden 
descomponerse para formar radicales Iipídicos I,’. .-i este 
fenómeno globalmente se le denomina lipoperoxidación y en  
ausencia d e  algún proceso que la inhiba puede provocar la rápida 
destmcción de la fase iipidica de las membranas ”. 

4 



d ; C . t  

C.l \  \' 

ini 11.1 

I 1  de 
ir tin 

IC 11)s 

q t i e  

ilino 

i n ,  la 
ol)re 
, cst.3 

lo el 

te .;e 

\DN 
idad, 
,Di\ 
)S de  
dena 

?s en 
rana 
a la 

man 
:u\'o 

lente 
ente 
cales 
traer 
nen, 
e ha 
e un 
,n el 
iede 
indo 
a en  
m o s  
ales, 
a un 
ue la 

:den 
:den 
lad0 
)traT 
>siio 
,den 
es te 
c e n  
pida 

1.3 Iipopcrosidacion no \Ola ~1añ:i :I 1.15 iiiciiilir.iii.t\. i .I clue 
también tiene efectos sobre lipoprotcin:ls phiii,i[tc:is (13 el. h s  
lipoproteinas de bala deiisiclatl del piasni:t <.iiiqiiinco) '. 

U n  incremento en la lipiiperosi~iacii'iii I>:\ \ido r . i m l l i C t i  
asociado con el envriiecimtcnto ". 

DAÑO A PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS 

En proteínas y carbohdratos, los radicales Libres pueden inducir 
fragmentación con la pérdida de  la funci¿in de estis moléculas. 

Los aminoácidos aromáticos, la cisteina, los enlaces disulfuro 
y los enlaces pepúdicos son fragmentados por los radicales Iibres 
alterándose su estructura y su función. 

El radical hidrodo es muy reactivo con las prcteinas y puede 
causar modificaciones en casi todos los residuos dc aminoácidos. 
pero e n  particular ataca a la tirosina, fenilalaniria, triptofano, 
hsudma, metionina y cisteina ", forma entrecnizamientos de 
tipo covalerite e induce la fragmentación de la caden.1 polipeptid~cn, 
lo que se traduce en  una pérdida de la tuncitiri. o en mayor 
susceptibilidad a las enzimas proteolíticas. las  proteinas oddadas 
son fácilmente degradadas por enzimas pcoteolius:as debido a la 
formación de grupos carbonilo, a la creación de riuevos grupos 
N-terminales, o a cambios conformacionales de la molécula ". 
Datos experimentales muestran que el radical peroxinitrito 
(ONOO-) osida a las proteínas membranales y ,iitoplásmicas, 
afectando su naturaleza física v química ' l .  

Diversas reacciones de  oxidación pueden convertir algunos 
residuos de  aminoácidos, como la prolina, la argiiiina y la lisina, 
a derivados d e  tipo carbonilo %. La presencia de esrc grupo 
químico se ha utilizado como un parametro pira evaluar el 
daño osidacivo en  las proteinas '- ''. De esta rnanera, se ha 
estimado que 2 nrnol de  grupos carbonilo por niiligramo de 
proteína, cantidad observada en  personas 16venei. representan 
un daño del lo'% del total de las proteinas celuhres, mientras 
que en los ancianos este porcentaje se increment? i 20 y .30";1 del 
total de las proteinas celulares 19. 

En pacientes con envejecimiento prematuro, como la pro- 
ceria, la cantidad d e  grupos carbonilo en s u s  células es 
significativamente mayor que las de  indkviduos normales de  
la misma edad ". Este incremento de proteinas d:iñadas podria 
relacionarse con deficiencias en su elininacitin. o con un incre- 

1.n ( m i  p r f w < < )  el pct-~ ninitiir() piicclc 1 t ~ I i - i  l\il:ir I:i tciiil.il.iiiiii:i 
\ tittr:tr In tirositia ". (:o11 rcspccri) .I c \ to  \C i icsci i i iocci i  i 
conscciicnci:is bioli'yicas ilc I:i tiitr.ict<iii (IC 1.15 proteinas ni i . / in , 
\in enilxirgo se ha observ:iclii un:{ .~liunLiiitc nitrnciiin de 1:is 
proteinas en pacientes con .itcroscIcrosi\; ", I i  I que t.11 vex poc1ri.i 
tener : i lpna relacitin coli e l  paclcciiiiici!t<i. 

I A S  :dtcr:iciones conti>mi:icitiii:iles pr( IU ic:id:is en las protcin.is 
por los rndicaies libres se relacionan u iii 1.1 pcrc1id:i de  In . tcuvidd 
catalitica de enztmas tales como la liso>ini,i \ '  I:) ril)oniiclc:is.i ' I ..I 

inactivación de enzinias por I:\ osici:ici<iii i i id i ic ida por nicdio de 
radicdes Libres y la acumulact<in intracciular de proteinas oxida(l;is, 
podnan jugar un papel critico e n  la a1ter:icion de Ins funciones 
celulares y en la muerte celular '". 

La disminuci6n substancial en la concentracitin de Ins 
enzimas en La tisiologia de la célula y la acuiiiulacitin de canu&des 
masivas de proteínas dañadas compromete seriamente In 
integridad celular u. Anivel  de la membrana plasmitica. las 
alteraciones inducidas sobre s u s  proteinas afectan a los 
transportadores, los canales proteicos, los receptores o proteinas 
reguladoras y a los inmunorreguladores '-. La combinac ih  de 
todas estas alteraciones pueden micr consecuencias letales pira  
las células. 

tms efectos de los radicales libres sobre los carbohidratos. son 
p a  conocidos. pero se ha establecido que el m d o  hialurtinico, In 
condroiuna y el dertiiatin sulfnto, todo.; c l l ~ ~ s  polisaciricios del 
grupo d e  los glucosaminoglucan(is, so i l  susceptibles a su 
degradación en presencia de las especies rc;icuvas de osigetio, 
particularmente a los radicaies supertixido e hidroxiio. io que 
probablemente altera la función de l o s  proteoglicanos de los que 
forman parte y esto se ha relacionado con ¡:I patogema de¡ proceso 
intlamatono ". 

ANTIOXIDANTES 

Las céiuias presentan mecanismos de protecci<in. de manera que 
los radicaies libres derivados de 1.i :icu\wiOn del oxígeno pueden 
ser transformados a productos nienos tosicos o no t0sicos. l ~ i  
protección de las células contra l o s  radicdes libres denvados del 
osígeno comprende no solo 11 captura de estos mtermediamx 
asvesivos, sino también Id prevencitiii de su fnrniacicin. In 
inhibición de su propayxión y l;i rcparacitin de las lesiones. 

La pnmera línea de  defensa del orymsnio contra los radicdes 
libres es la prevención, esto implica la accicin de prtxedirnientos 
que bloquean su tormaci<jn. conio seria 1.1 presencia de proteinns 
que se unen a nietiles (en pamcular hierro v cobre) Io que contro1:i 
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I>cii tro (le las  proteinas que se ligan a nirtalm se pueden 
niericiimir In icrntma, transfemna, ccculoplasniina, la albúmina y 
!AS iiiet:ilritioncirias. t-n el plasma sanguine[) In riayor .icciOii 
protccrora e5 sCectiinda por la transtcrnna y 1;i ccni1oplasniin:i. Li 
fcrririn:i es un:) proteína intracelular que  evita la aciimulaci<in de 
tierrij libre, mientras que la ceruloplasmina es la cncargada de 
c:iptar aprosimadamente el OíK”/del cobre extracelular. Su actividad 
m i s  importante reside en inacavar el radical supertixido 

1.2 albúmina, que es la proteína mas abundante del plasma 
presenta propiedades antioxidativas. Se le considera ti responsable 
de captar entre el 10 vel 50% del total de radicales peroxdo que se 
generan en  el plasma humano, además de que uene la capacidad 
de ururse ai cobre, y de esta manera inhibe la fonnación del radical 
hidroxilo que se forma a partir del peróxido de hidrógeno ‘T. 

En un se‘gundo nivel de protección está la acción de los 
antioxidantes, que eliminan a los radicales para wprimir su 
acuvidad nociva en la célula. Estos agentes pueden dividirse en 
dos categorías: no enzimáticos y enzimáticos. 

Los antioxidantes no enzimáticos se unen a los mlicales libres, 
y los transfieren de sitios donde pueden provocarpaves daños 
@. ej. las membranas) a compartimentos celulare; donde sus 
efectos sean menos drásticos (p. ej. el citoplasma), o bien, los 
transforman en radicales menos agresivos. Ejemplos de este tipo 
de antioxidantes son: a-tocoferol ívitamina E), p-caroteno, 
ascorbato (vitamina C), glutatión, urato, biiirrubina y flavonoides 
entre o:ros. La vitamina E, el &caroteno y la vitamina C son los 
únicos nutrientes esenciales que atrapan directamente radicales 
libres. La vitamina C es solubleen agua y se ubica en el citoplasma 
celular, mientras que la vitamina E y el p-caroteno con solubles 
en lipidos 3.M.4‘1 

El a-tocoferol esti presente en las membranas celulares y en 
las Lipoproteinas plasmáticas, y se caracteriza por presentar en su 
estructura un grupo -OH, del que el átomo de hidróceno puede 
removerse fácilmente. Los  radicales pe rodo  formados durante 
la Lipoperoxridación tienen una mayor afinidad por el tx-tocoferol, 
que por las cadenas de los ácidos grasos adyacentes, la reacción 
convierte a-tocoferol en un radical, que es poco activo e incapaz 
de reaccionar con otros ácidos grasos, 5- de esta maneira detiene la 
cadena de reacciones de la lipoperoxidación 12‘. En este punto la 
vitamina C juega un papel importante ya que regenera la forma 
anuosidante de la vitamina E, además de que uene 1:i capacidad 
de reaccionar por sí misma con los radicales superóxido, hidroxiio 

- - 
gj 
Z- y perhidroxilo ‘l. - 
z 
-J 

= 
’ 

7 - 
r 

3 - 

Se considera que la vitamina C esta en la fase acuosa, y es la 
defensa más importante contra los radicales libres ”, 
eliminindolos de los compartimentos hidrofílicos cle la célula, 
de In matcíz extracelular y del sistema circulatorio, que 8:s donde se 
le puede encontrar, además, participa en  la protección de las 
moléculas hidrofóbicas como las lipoproteinas del plasma 
sanguíneo y de los lípidos membranales. Las cvidencias 
experimentales muestran que ia interacción entre ia wcamina c y 
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I a v i ~ ~ n u n i i  I :  pcmiitc 11 repwrk*. .:in no cnziniaac.itlcl a-tr>ci i& 1i 

(TC( ) t i )  .I parur del radical a-tocoperi)xii (T(:c ) ’  ), qus sc t;)rni:i 
cuando el a-tocoterol reacciona con 10s r.idic:ilcs perosilo 
( R O O ’  ), esto por medio del ascorbato ( A H  ) ((;Gadro 4).  
1:inalmenre e l  ascorbato es regenerado :I tr:av;s tlc una via 
enzimática “. 

El & a n t e n o  tiene dos funciones: en primer lugar cicriia 
directamente c o m o  atrapador del osigeno simple y de 
lipoperóxidos, y en segundo lugar puede ser transformado ‘I 

vitamina A en el intestino humano I .  Tanto el P-caroteno como 
la vitamina A son antioxidantes solubles e n  lipidos y tienen l a  
posibilidad de unirse a las diferentes especies reactivas de 
oxígeno, aunque la manera en que lo hacen no se conoce 
completamente ”. Se asume que el p-caroteno se ubica en el 
interior de las membranas. o en las lipoproteinas del plasma ”. 

El giutatión pega un papel importante en la protección celular 
contra el daño oxidativo de Iípidos, proteínas y ácidos nucleicos. 
Presenta una interacción siérgica con otros agentes antioxidantes 
como la vitamina C ,  la vitamina E y las superóxido-dismutasas 
5i.n . A d a  como atrapador de radicales hidroxilo y del oxígeno 
simple, además de tener la capacidad de reactivar enzimas que 
son inhibidas al ser expuestas a altas concentraciones de oxígeno. 
En los humanos la incapacidad para sintetizar glutatión puede 
provocar anemia hemolítica y alteraciones neurológicas ”. Así 
mismo, el glutatión protege contra el daño oxidativo reduciendo 
la concentraaón de peróxido, lo que es valioso ya que éste, como 
ocurre en la iipoperoxidación, amplifica el pcoceso de daño ”. 

Otros ejemplos de antioxidantes no enzimáticos son la 
poliamina espermina, la coenzima Q y los fiavonoides, la primera 
se encuentra normalmente en concentraciones milimolares en el 
núcieo y partiapa directamente como ampador de radicales libres, 
actuando como el mayor compuesto natural ubicado 
intraceldarmente 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 pane actúan como 
inhibidores de la iipoperoxidación, además de poder interactuar 
directamente con las espeaes reactivas de oxígeno y como agentes 
quelantes para iones divalentes ’O. 

Con respecto a los antioxidantes enzimáticos se puede señalar 
que en las células se presentan tres sistemas pnncipales de enzimas 
antioxidativas: ias superóxido dismucasas, la catalasa y las glutatión 
peroxidasas ‘O. 

Las superóxido dismutasa (SOD) cataiizan el cambio 
del radical superóxido a peróxido de hidrógeno. La dismutación 
es una reacción en la que dos moléculas de sustrato identicas 
tienen destinos diferentes, e n  este caso una molécula de 
superóxido se oxida y la otra se reduce: 

2 0 ,  + 2H. + H,O, . -  + O ,  
SOD 

Estas son una farmlia de metaloenzimas, que contienen cobre 
y zinc. De ellas se conwen al menos tres formas diferentes, que se 
ubican en el citoplasma de la célula, en las mitocondrias y en los 
fluidos extracelulares respectivamente j-,’”. 
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[..I catalas.1 es una enzinia de .imptin ilistribuci(ii I, que coiisistC 
de cuatro subunidades protric.:~, cida un.1 con uri grupo h rn io  
unido a su sitio acuvo. Se caractenza además por Presentar una  
tasa de renovación extraordinariamente ckvada (>40 000 
moléculas por segundo). Su actividad se localiza h:isicanicntc Kn 
los peroxisomas, en donde cataiiza la conversi<in de pertixido de 
hidrógeno, en w a  y oxígeno molecular en much:>s telidos ' _  

2 H , 0 2  + 2H,O + O ,  
C d d 3 S d  

La glutatión-peroxidasa (GP) es una enzima que utiliza como 
cofactor al selenio, y que se ha encontrado en el ciroplasma y las 
mitocondnas de los tejidos animales. Cataliza la reacción a través 
de la cual el glutatión reducido (GSH) reacciona con peróxidos 
para transformarlos en  agua y alcohol. Durante el proceso el 
glutatión es oxidado (GSSG), para posteriormente ser regresado 
a su estado original, por la enzima glutatión reductasa "l. 

2GSH + H 2 0 Z  + GSSG + 2H,O 
G P  

LA importancia de la interacci<in de las tiiiercntes c>pecics 
reactivas de oxigeno con molkculas biol<igicas como el ADN. 
l os  lípidos, las proteínas y l o s  carhohidratc)s. se traduce e n  
alteraciones de la estructura, o en la  fragmentación de las 
biomoléculas, lo que está relacionado con las modificaciones de 
la fisiología celular, y por consecuencia, de l o s  organismos de 
que forman parte. Por lo antenor se está analizando el papel de 
las especies reactivas de oxígeno en el  desarrollo de diversos 
padecimientos, y la actividad de !os agentes antioxidantes, como 
medios potenciales para controlar los efectos de los radicales 
libres, sobre todo ante la poFibilidad de implementar lac 
"terapias antioxidantes". 

Lugar Reacción 

Retículo endoplásmico Transporte de electrones dependiente del Citocromo P-450 
Transporte de  electrones dependiente del Citocromo b5 

Transporte de dectrones (cadena respiratoria: principales sitios, complejo NADH-CoQ 
reductasa y formas reducidas de  la coenzima Q: 0 2  + e + O,=) 
Lipoperoxidacitin 

Mitocondna 

Lisosomas Sistema de la rnieloperoxidasa 

Membranas Lipoperoxidacih 
Lipo-oxigenasa 
Prostaglandina sintetasa 
NADPH-oxidai;a* 

Peroxisomas 

Citoplasma 

Oxidasas 
Flavoproteínas 

Auto-oxidación de la oxihemoglobina (Hemo-Fe" -O2 + Herno-Fe" O,' 
Auto-oxidación de moléculas pequeñas: adrenaiina, tioles, flavín mononudeótido (FMN), 
flavín adenín diriucleótido (FAD), glucosa 
Procesos de transferencia de electrones mediados p u r  metales de transición como el hierro 
y el cobre, o poi: enzimas 

Fuentes: 1,7,8,9 
* Oxida el NADP', con la resultante reducción del oxígeno para formar el radical superóxido, este mecanismo es 
utilizado por  los neutrófilos, rnonocitos, rnacrófagos y eosinófilos para eliminar bacterias, proceso durante el cual los 
tejidos circundantes pueden verse también afectados 

Cuadro 1. Si t i os  de l a  celula I' reacciones qu ím icas  a partir de las que se generan radicales l i b res  



I'crtiririo iicf~íidrtiyciio ? d o  es u n  raclicd, pero puedc generarlos rápid;inicntc al c q a r  eii concacto 
con ioncs mctilicos. corno el Fierro y cl Cobre I" "' 

I'croriiiitrito ?IC fornia a partir de la reacción del radical superóxido con el ácido nítrico. 
IC tia relxcioriado directamente con la patología de varios desordenes 

r-icurodegcnerauvos, corno la enfermedad de  ,-\lzheimer 'I 

( )sígeno siniple Se birnia como producto de  la reacción del glutau<in reducido !' cI radical 
supertisido, y durante la lipoperoxidación ".Juega un papel iniportanre en 
procesos de  mutagenesis, carcinogénesis, envejecimiento y desordenes 
degenerauvos 

I 

RH + Radicales Iibres + R 
I 

I R' (rearreglo molecular, formación de  un dieno conlugado) + O, -+ R O O  

ROO' + RH -+ R O O H  + R 

I R O O H  + Fe" -+ ROO' + 'OH 

- __ _- r~ .__~________ _ _ _ _ ~  

RH - Acido graso poli-insamado. R' - Radical iipídico. ROO' - Radical peroxilo. 
ROOH - Radical hidroperósido. 'OH - Radical hidrosilo. 

I -____ - ~ ~ ~ ~~ - 

Cuadro 3. (:xi< na de rcnccwnes cn e l  proceso de Iipopero\idaci<in 

- - - - - 
il 

x 3 

R O O '  + TCOH 4 ROOH + TCO' - 

- 1  TCO' + AH * TCOH + A - - - 
, , 
- - ROO' - Radical peroxilo. TCOH - Vitamina E. T C O  - Radical a-tocoperosil. AH - Vitamina C. 

~~ ~ 

I - - 
2' 
- ... - Cuadro 4. Rci.cncr:ici<m IC la nrnrnina F. partir de su inrencción con la \$t.,nun3 C - 

8 



9 



Environmental and Molecular Mutagenesis 3 9 : 3 3 -  42 (2002)  
DO1 10.1002/em.10038 

Hydrogen Peroxide-Induced DNA Damage and DNA 
Repair in Lymphocytes From Malnourished Children 

C. González,' * O. Nájero,* E. Cortés,' G. T a l e d ~ , ~  L. López," 
M. Betancourt,' and R. Ort iz '  

' Departamento de Ciencios de la Salud, Universidad Autónomo Metropolifono 
Iztapalapa, México Distrito federal, Mexico 

'Deportamento de Atención a la Salud, Universidad Autónoma Metropolitona- 
Xoch imilco, México Distrito federal, Mexico 

3/iospita/ infantil Xochimiko, Departamento Distrito Federoi, 
México Distrito Federal, Mexico 

4Hospitol Inicintil Iztapalapa, Departamento Distrito Federal, 
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The aim of this study was to assess DNA renoir 
capacity in lymphocytes of children with prbtein 
calorie malnutrition using the single-cell gel electrc- 
phoresis (comet) assay Repair copaciiy was as- 
sessed by estimating the relative decrease of DNA 
migration length 5, 15, 30, and 60 min aher 
hydrogen peroxide treotment, in three groups of 
children: well-nourished (WN), well-nourished in- 
fected [WN-I), and molnourished infected IMN-I). 
In addition, the DNA migratim length was evalu- 
ated in all groups before and after peroxide treat- 
ment. Comparison 3f mean migrytion lengths o b  
served in W N  and WN-I children showed 
significant differences at a11 times tested; between 
WN-I and MN-I differences were also observed, 
except after hydrogen peroxide exposure. This im- 
plies that lymphocytes of WN-I and MN-I children 
were equally sensitive to hydrogel peroxide. Nev- 

ertheless, the MN-I group clearly shows the great- 
est overall percentage of damaged cells at all times 
tested. In relation to repair capacity, at 5 min i t  
was approximately 30% in both groups of ,well- 
nourished children, but only 20% in MN-I; I5 min 
after exposure, repair capacity increased to 5 1 9 ,  in 
well-nourished children but only to 3 1 % in MN-I; and 
at 60 min this capacity increased to 82% in well- 
nourished but only to 55% in MN-I These data indi- 
cate that lymphocytes of malnourished children show 
a decreased capacity to repair hydrogen peroxide- 
induced DNA damage compared to that of well-nour- 
ished controls. This reflects that only malnutrition is 

associated with decreased DNA repoir capocity Ad- 
ditionally, the data confirm that severe infection and 
malnutrition are two factors clearly associated with 
increased DNA damage. Environ Mol Mutagen. 
39~33-42, 2002. O 2002 WiIeyLiss I ~ C  

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

INTRODUCTION 

Approximately one-third of the child population suffers 
from protein calorie malnutrition í PCM) woi-ldwide. affect- 
ing mainly developins countries in Africa, Asia, Latin 
America. and Oceania [De Onís et ~ 1 . .  1993). Furthermore. 
PCM is the determining cause of death in approximately 
55% of the children who die between I and 4 years of age 
[Pelletier et al.. 19931. 

malnourished children by several methods. SI ster-chromatid 
exchanse analyses (SCE) have provided controversial data: 
whereas iMutchinick et al. [ 19791 tound that SCE frequen- 
cies \vere similar in well-nouri\hed and malnourished chil- 
dren. Murthy and Rahiman [ 1 Y X 3 )  and Ortiz et al. [ 19941 
observed significantly higher SCE trquencies in children 
with malnutrition. The basal frequency of micronuclei was 
greater i n  PCM children than in  %ell-nourjshed controls, 
and lymphocytes of malnourished children 'howed greater 

6 

i The cytogenetic effects of PCM have been assessed in 

%i ZOO2 Wiley-Lirs, Inc 

susceptibility to mitomycin C-induced daiiiage [Ortiz et al.. 
19971. Furthermore. increased DNA diirnage in nialnutrition 
has been detected by the \in:le-ceil se1 electrophoresis 
technique (SCGE or cornet assay ). dthough the damaje  was 
also associated with the prcxnce of intection and d ru j  
treatments [Betancourt et al.. 19951. 

The alkaline SCGE technique provides a very sensitive 
method for detectins DNA daniaze induced by several 
factors [Tice, 19951. This method detect\ qinzle-strand 
breaks and alkali-labile region4 in indi\idud cells by sub- 
mitting DNA to an electric field. SCGE ha5 seteral ad\ an- 
tages: it requires a minimum mount  oí wiiple ,  the analysis 



I .  The i i i i i i i t ine rehponse triggered hy both bacterial a i d  
parasite infections frequently as\ociated with iiialnutri- 
t i o i i  incre;isc's fi-ee-riidical concentrations. which induce 
DNA d m a g e  [Caiiella et al.. 19961. 

2 .  Toxins liberated by several patho_oen> may induce 
D N A  datnage in the host cell (Ahuja. 1991 I. 

3. Malnourished children show free-radic~il-scavengiiig 
molecule deficiency (vitamins C rind E anii glutathione) 
[Becker et al., 1995; Lenhartz et  al.. 19981. 

3 .  Protein deficiency (very common amonp malnourished 
children) may alter the D N A  duplication process. 

5 .  Protein deficiency may alter the DNA repair process. 

The D N A  repair process has not been studied in mainour- 
ished children. Therefore. the aim of this study was to assess 
D N A  repair capacity in hydrogen peroxide-exposed lym- 
phocytes of children with P C M  using the SCGE technique. 

MATERIALS A N D  METHODS 

Th i \  ;tud! \ \ a s  Jssesred and ;ippro\ed by rhe Ethic\ Ciiiiiniittee ut  the 
General Direcriun o f  Medica l  Ser\ ice\. Federal Di>iricr L)epannient lhlex- 
i c o )  The ,dniple\ uere pro\ ided by the Y<ichiniilco ancl I/r.ipalapa Ci i i l -  
Jren'z Hn\piral\. 'r le\icn 

Subjects 

Three grvup, of children mere wdied:  

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

Th i \  prnup included \ I Y  \rell-nnuri\hed children Lrith n o  e\idence ut 
infection. h \ e  bo>\ ;ind une girl. \vh«\e age5 rJnped troir I? 10 14 iiiunthr. 
Al l  had a J e q u ~ t e  heifht and w i g h t  accordin: I O  ace ideticit < 20'1).  

Group 11: Well-Nourished, Infected Children (WN-I) 

This grnup included \I\ well-iiounshed hi!, ho\pit i l i /ed bec:iu\e oi 
iopirato-.. :asirointertinaI. or urinary h.icicri i in i rct im, Their ager 
r;iiiped from 7 t u  2 2  nionilis. aiid a l l  had .idequate u~ t . i~ l i i / he i fh t  ratin\ 
.iccordiny to ape. 

Group 111: Malnourished, Infected Children1 (MN-I) 

Thi, grciiip included t i \? ZirI, m d  t w i  ho!,. b\hwe a:!e\ r:iiiged i r i i i i i  h 
11) 3 i r i m t h \  4II Ii,id \?\ere iii:iIniiirition \ i \  uere iiiaraziiiu\ (\\eight/ 
Iicighr r d i o  Jcticii :' W',¿ i .iiid one i.u;i+iorhor I \ieiglit/hci:lir rat io 

dehc'il it a \  -3';  1 The) liad heeii d i i i i t t e d  hcc.iu\e (11 g.i,rr(,iiile.\tiiial. 

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

Lyinphocytes were reuhpended in  I ( I U  iiicliiii: piiinr ag.irow i . ~pp r<~ \ -  
irnatriy IO' cells in 75 ~i ayarilwi and pipetted o n t o  a iro\ted \lidc. 
precoated with a layer of regular agdrthe. adding a hiial layer ut I i in 
iiielting point agarose. The \tide\ tiere iiiinierhed in a 1í1 ~Lhl hydrogen 
peroxide (H,OI) solution for 10 rnin at 4°C. and [hen i n  McCoy.\ ?a 
rncditied medium wpplemented u i t h  IO'? fetal cal! \emiii ,it 37'C To 
PSI~CS D N A  repair. the slides were analyied O. 5 .  15. 30. and 60 inin alter 

0: exposure. A l l  \lider were prepared in  triplicate. Cell biahilii! \<a\  
essed iminediately and 60 min after erpowre using eihidiuiii hroiiiide 

and fluorescein diacetate double \raining IStrau\s. I Y Y  I l. L i n e r p o d  I! 111- 

phocytes were assessed to determine b a 4  daniape le\& in the three \tudy 
croups. 

The comet assay was performed d\ Jewr ikd  by Singh et dl [ 198x1 u i th 
moditicaiions described by Tice et a1 [ I Y Y O ] .  After incuhatiori. \Iide\ \\ere 
imrneried in lysis \oIution 12.5 hl S X I .  11x1 m M  EDT.4. and I O  mbl 
Tm-NaOH to p H  10.0. and Tnton S- 100 with 10% irezh DMSO ( v n  I 1 tor 
at least I hr. Afterward. they were ininier\ed in  alk.iline huiier t3íKl iiiM 
NaOH and I mM EDTA)  for 20 min to allow the exprewon dalhal i - I .~hi le 
,lies and D N A  unwinding. The slide, uere electrophore\cd ielectrophim- 
\I> hufier 300 mM NaOH and I rnhf E D T A )  at 25 L and X W )  in.& lor 31 
niin. washed three times for 5 min \I irh neutraliiin: butier IO 1 M Til.. pH 
7 5 1  and then stained with ethidium bromide ( 3 1  g/iii l in di,tilled u ~ i e r i  

Slides \bere oh\ened at 400X u i t h  .in Olvmpuz IMixiii. FL: iiiici.ii,Liqv 

iiuore\cence equipped u i t h  a 5 15. t o  iOll-nm e\citat ion hlier .md a 5Yii-niii 
barrier tilter Fitteen cel ls per winpie uere . i n a l y d  125 ce l l \  per 4idei  
DSA inigraiion (tail Iengrhi !\a, i i ieaured h i 1 1  ihe t r a i l i i ~g  c d y  ot ihc 
nuclew tn the leading edge ui  the i.111. w i n @  .J iidcci iiti.~;inp \ ! ~ t < i r r  

<S!n-Optics. Sunnyvale. CAI. rl hiph-rewluiion CCD caiiicr.i. m d  \ IDS 
I V  d t w a r e  I Analytical Xlcasmnf C! ,renis. C.iinbridgr.. C:K I .  This >! . ~ e i i i  
alloued ineasunng the rail lenpth direcrly froni ihe cuiiiputer i i ionii iv \II 
,lides were coded and Ccored hlindl! 

Data Analysis 

.\lean tail lenpihs were e\timateJ rlt dificrent iiicuhaiion times in  dll  

p u p s .  The H dirp-rriun ~ u d h c i e i i t  u a s  e\tiniated. to errahli\h D U  
niipraiion length intercellular di\iribiiiiun. uhere H [he r a t i o  ot the 
ui i ip le vanance to the sample me.iii {Tics et al.. iY'J21. 

Repair capacity iRC) v a s  e\rini.md ar de\crihed h- Plappen e t  .iI 

[ IUY71 IO as\e\h D N A  repair kineiic, Thi\  parameter i z  detineú .i\ ihe 
relative decrease 1 % )  of the D N A  iiiigration lenyih d te r  5.  15. 10.  . i d  60 
min d H,O, treatment. 

The severiry o i  D N A  damaye u. i \  iiiea\ured winparing coiner rail 
Ieiipth.; wi th the diameter of the nucleuz uf undaiiiagcd ce l l \  oh\ei \cJ i n  

the \dine field [Mendiola-Cmr m d  ~liir. i lr i-R.i i i i i i-e/. I <)Y91 Three d.iiii.iy 

caierories were conridered: í I )  Ion i i i igrmon ( ta i l  Ici if ih equib.ileiit [ o  ur 
\iiiriiler than ihe diameter of und;irii.igeú nuclei): ( 2 1  iiiediuiii iiii:rdioii 
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Before Afler Before After Before Aftei 
WN WN-i MN-I 

Fig. 1. 
infected ( IVN-i ) .  and malnounsheJ infected (MN-I)  children before and after hydrogen peroxide treatment. 

Pcrcentagc of cells with low. medium. and high damage in well-nourished iWN). \\ell-noun\hed 

(tail  measured up t o  three time, the dianieter ofundamaged nuclei): and ( 3 )  
high migration !tail \\a\ threetold l o n p  than the dianieter of undamaged 
nuclei). 

.All the \tatistical .inalysi> uas prrfornied uith JMP \oftware v.3.1 2 
!North Carolina. U S A ) .  The Wilcoxon's matched-pair. rank test was used 
to compare mipratioii length ddta and the chi-quare est to compare the 
proponion of cells n i t h  I»u. medium. m d  high m i p t i o n .  The Tukey- 
Kranier rehi  was uied to determine whether different 1- 3e of infection. sex. 
~ z e .  ue i fh t  deticit. ssifht. or height correllitsd with I)a\al DNA damage 
andlor repair capacit) m o n f  i i i i ldreii ot each group. Staristically signifi- 
cant c h a n y  required I' r; O !IF 

RESULTS 

Basal DNA Damage 

Cell viability. as assessed by the fluorescein diacetate/ 
ethidium bromide method. was greater tkan 95% in all 

Basal DNA damage wab estimated as the mean DNA 
iiiigration length observed prior to H 2 0 2  exposure. Individ- 
ual mean basal DNA migration ranged froin 3 to 4 prn in 
the WN group. from 1 1  to 24 pm i n  the U'N-I group. and 
from 20 to 54 pm in the MN-I group (mean 2 SE: 2.7 t 
0.6, 18.2 -C 0.9. and 27.2 I 1.2 pili. respectively). Statis- 
tical analyses revealed significant differences not only be- 
tween the WN and WN-I groups but JISO hetween the WN-I 
and MN-I groups. 

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

cases. 

O High 
.Medium 
o LOW 

crease in the proportion of cells with a high level of DNA 
damage was detected í 13%) (Fig. I ). Differences among the 
three study groups were statistically significant. The differ- 
ences show that infection and malnutrition 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 \he 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. I ) 
and DNA repair kinetics tendencies were similar. given that 
both the mean DNA migration length and the percentage of 
damaged cells decreased proporticinally to the incubation 
(repair) period. However. decreased damage was much less 
evident in MN-I children. 

In the WN group, DNA migration ranged from 32 to 56 
pin (mean t SE: 45.8 2 2.7 p m )  at time 0 and From 5 to 
1 1  p,m after 60 min of incubaiion (mean I SE: 8.5 r 0.7 
pm). In WN-I children. rnigratioE length ranged from 53 to 
94 km at time O and from 8 to 15 pm after 60 min of 
incubation (mean I SE; 77.7 2 1.7 and 12.0 Z 0.7 pm. 
respectively). In contrast. migration in MN-I children 
ranged from 64 to 129 pin (mean 2 SE: 93.7 I 3.5 pin) 
immediately after HzO' exposure and from 31 to 63 pin 
after 60 min of incubation (mean f SE: 11.4 t 2.0 prn) 
(Table I and Fig. 3). Mean migration lengths observed in 
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Fig. 2. 
well-nounshed infected i WN-11. .id nialnouri\hed i n i e c i d  IblN-I)  children. 

DNA iiiigration length iiftsr O. 5 .  15. .;O. And 60 ni in of DS.\ repair i n  \~ell-i iouri\ l ied iWNi. 

W N  and WN-I children were significantly different at all 
incubation times tested. Although iminediately after H20, 
exposure mean migration lengths were not significantly 
different i n  WN-1 and MN-I children. differences became 
significant after 5, 15. 30, and 60 niin o f  incubation. 

Figures 3, -1. and 5 show the proportion o f  cells with low. 
medium, and high migration, respectibely. Iinmediately af- 
ter HIOl exposure (time O )  30. 21.6. and 14% of cells o f  
WN children bhowed low, inediuin. and high migration. 
respectively. I n  WN-I children 16.4. 33.6. and 37.8% o f  
cells showed low. niediuin. and high dairiagi. respectitely, 

whereas I I .  27.5. and 6 0 4  cells o f  M N - I  children bhowed 
low, medium. and high damage, respectively. A t  this time. 
significant differences were observed only between the W X  
and WN-I groups. 

However. at 5.  15. 30. and 60 min after exposure. differ- 
ences between WN-I and MN-I became significant. Aftei- 6 0  
min o f  reco\ery, WN children showed 13.1% cells with 
low, 3% cells with medium, and 0% cells with high m i g a -  
tion, whereas these values were 26.1.0.1. and 0.0%. respec- 
tively. in  WN-I children and 72.4. 76.8, and 12%. reipec- 
lively. i n  the MN-I group. These data indicate that in >IN-I 
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Fig. 3. 
.?O, drid 60 inin o t  DNA repair. 

Perccnrage 0 1  cell\i with OH. inrdium. m d  hizh darnage in well-nourished (WN) children after O. 5 .  IS. 

children the fraction o f  medium to highly damaged cells 
was threefold and 13-fold :reciter than that in  well-nour- 
ished children 5 and 60 inin after exposure, respectively. 
The M N - I  group clearly shows the greatest overall percent- 
age o f  damaged cells. and the hi,ohect incrcased proportion 
of medium to highly damaged cell5 at all times (Fig. 5 ) .  

Repair Capacity (RC] 

RC increased proportionally to incubation time in all 
groups (Table I). RC was very similar in  both groups o f  
well-nourished children, but clearly decreased i n  the MN-I 
group. At 5 min repair. RC was 33.7% for the W N  group, 
30.2% for the W N - I  group. and only 19.9% for malnour- 
ished children. whereas 15 min after exposiire RC increase 
approximately 30% in well-nourished groups (50.3 and 
52.0% for W N  and WN-I. respectively) and I I .5% in M N - I  
children (mean 31.4). Sixty minute5 after exposure, RC 
reached 79.7% in W N  and to 81.iQ in WN-I children. hut 
only 55.2% in  malnourished children. 

To show that the differences 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 iiii;ration at time O i n  each group. 
Thus, the corrected ineaii migration was 43.1 p m  for W N  
children. 59.5 yii For 14" - I  children, an3 66.5 kin for 
MN-I children. These v d u e s  shou the sensitivity of cells 
I'roiii different youps  t o  hydrogen peroxide-induced dam- 

age, and would correspond to estimates at time O. Cornpar- 
ing these values with those obtained 60 min after exposure. 
migration length decreased from 43. I to 8.5 pm in  the W N  
:roup (that is a fivefold decrease), from 59.5 to I? pm i n  the 
WN-I group (also a fivefold decreasz). m d  from 66 5 to 
41.1 k m  in the MN-I group (only a 1.6-fold decrease). 
These indicate that well-nounshed children. infected or 
noninfected, showed similar repair capacity. and that this 
function i s  clearly impaired in malnourished children. 

The Mann-Whitney test was used to deterinine the intlii- 
snce o f  including or excluding the only kirashiorkor patient 
studied. results o f  which showed no difference. 

Statistical analysis revealed no association between sex. 
age. weight deficit. weight. height. and type o f  malnutrition 
ivith D N A  repair capacity aniong the children. 

H Dispersion Coefficient 

The pretreatment (basal) H coefticients were higher i n  
\VN-I (mean t SE; 52.2 t 1.4) and MN-I children (50.3 i- 
1.9) than in WN children (4.1 -+ I. I ). .Althou:h these 
\dues were not significantly different, infected children 
showed _oreater D N A  migration length heteroseneity. 
H coefficient decreased after H202 exposure. indicating 

that damaze levels differed less among iiidividual cells. 
Only immediately after exposure H coefficients were si:- 
nificantly different among the three groups. revealing di f -  
ferences in the rnponse of each group to  H20z-induced 
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Fig. 4. 
after O. 5. 15. -30. and M) rnin of DNA repair. 

Percentage of cells with low. mrdiuin. and high damage in well-nouri\hsd infected IWN- I )  children 

damage. At this time (time O), the H coefficie:it was signif- 
icantly lower in malnourished children (9.2 5 1.0). because 
a greater proportion of cells showed similar damage levels. 
which tended to be hisher than those observed in both 
groups of well-nourished children. In WN and WN-I. the H 
values were 28.0 i I .6 and 21.8 5 I .5. respcctively. 

The H coefficient increased gradually 5 .  15. 30. and 60 
iiiin after exposure. and no sieniticant differences were 
observed among the three study groups. Increased H coef- 
ficient values suggest a heteroseneous resporse of cells in 
repairing DNA damage. Five minutes after exposure the H 
coefficient was 34.0 2 1.8. 21.4 ? 2.0, and 20.1 in WN, 
WN-I. and MN children. respectively. whereai 60 min after 
exposure H coefficient estimates were 40.3 t 1.7, 3 I .6 
0.9. and 34.1 -C 0.9. respectively. for WN, b N - I .  and MN 
youps.  

DISCUSSION 

The basal damage level in both WN and MN children 
clearly increased with infection. Previous reports denion- 
Ttrated that certain types of bacterial infections are associ- 
ated with DNA damage [Rao et al.. 1990; D’Souza and Das. 
19041. and that these infections are considered as a risk 
factor for the development of several types of cancer in 
Iitinixx ICanella et al.. 1996). Certain bacterial enzymes 
can act as DNAase5 or endonucleases. inducing DNA dani- 
q e  i n  the cells of infected oi-gmisiiis [Ahuja. 19Y I ] ;  also 

free radicals liberated by the lymphoid cells of the infected 
host, as part of the normal immune response. may increase 
DNA damage [Halliwell, 19971. 

Moreover, basal DNA migration length analysis shows a 
clear relationship between malnutrition and increased DNA 
damage. Our results confirm those of previous studies i n  
which the comet assay was used to establi\h that \evere 
infections and malnutrition are clearly associated with i i i -  

creased DNA damaze [Betancourt i’t al., I9Y51. Further- 
more. in this study, DNA damage severity was assessed by 
classifying cells with low, medium. and high darnage levels. 
thus facilitating cell observation and analysis [Schober et 
al.. 1994: Tice, 19951. This analysis showed that malnour- 
ished infected children had higher proportions of highly 
damaged cells compared to that i n  WN and WN-I children. 

in addition to injury induced by infections in malnour- 
ished children, increased DNA damase iiiay he related to 
decreased concentrations of antioxidant molecules. How- 
ever. reports on the concentration of certain antioxidant 
molecules such as glutathione in marasmus children are 
controversial: althouzh some authors report significantly 
decreased concentrations [Becker et al.. I Y Y j l ,  others found 
no significant differences compared to well-nourished con- 
trols [Golden and Ramdath. 19871. I t  has been suggested 
that local factors such as the proportion of certain amino 
acids such as cysteine or methionine can modulate tlic 
amount of antioxidant molecules in children with niaras- 
iiius. However, antioxidant concentrations Lire clearly de- 
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creased in kwashiorkor children [Becker et al.. 1995: Len-  
hartz et al.. 199x1 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 indiiced by several 
agents. and to assess individual cell repair kinetics [Rojas et 
al.. 19991. The analysis of DNA repair kinetics in malnu- 
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 
H202.  a molecule that easily goes through the cell mem- 
brane and is transformed in hydroxyl radicals by a nonen- 
zymatic 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 
%ingle-strand breaks. double-strand brealis, alkali-labile 
hites. and various species of oxidized purines and pyrimi- 
dines [Joenje, 19x9: Sankaranarayanan. 199 I l .  Oxidative- 
induced DNA damage is subject to cellular iepair processes. 
particularly strand break rejoining and base excision repair, 
which under normal conditions are performed rapidly /Col- 
lins et al.. 19953. The capacity of H202  to induce D N A  
strand breaks has been demonstrated by techniques such as 
.ilhaline elution. alkaline DNA unwinding. and >ingle-cell 
gel electrophoresis [Gabelova et al.. 19971. 

HydroFen peroxidc is penerated in v i v o  as a product of 

the enzyme superoxide dismutase. The enzyme catal! zes 
the transformation of superoxide radical: this radical is ;I 

product of physiological sources like mitochondrial electron 
transport chain. or is produced during the oxidation of inany 
molecules in endoplasmic reticulum. In psrou-wine\ o ~ i -  
dation reactions can directly produce H 2 0 2  [Bunker. 19921. 

Hydrogen peroxide has been \\idely u\ed ;I\ ;in iii\e\tt- 
gative tool for induction of DNA damay  and to cornpm 
the response of different cellular types [Holz et al.. i995l. 
for the study of intra-individual \.ariation\ \\ ith tiine [Col-  
lins et al.. 19971. for DNA repair e\.riIuaiion\ (Collins c'[ '11.. 
1996; Duthie and Hawdon. 19981. and for the e\:iIuation of 
antioxidant status [Pnnayiotidis and Collinc. 19971. In \tiid- 
¡es performed with human lymphocytes. the hydrogen per- 
oxide concentrations most frequently used to induce D N A  
damage range from IO p M  [Holz et al.. 19951 to 280 ~ 1 1  
[Noroozi et al.. 19981. In  the present study n e  wed a IO pb1 
H,O, solution. which induced a hiFh D N A  dainase Ie \c . l  
without a higher cell mortality associated. 

Previous reports show that DNA repair can be evaluated 
for long periods (¡.e.. I O  days). in culttii-es \ r i t h  toliite 
deficiency. an event that is conducive [o increased D N A  
breakage and repair prevention [Duthir and Hawdon, lU9Yl. 
Nevertheless. damage induced by hydroyn peroxide I S  

repaired very rapidly [Gabrlovri et al., 19971. 
In this study, the H coefficient showed that [he  three htiidy 

goups responded differently to hydrogen pcroude. 
Whereas the WN group showed the ino\t heterogeneity 
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iI-12 I ) .  c\lli l,i i i i iy . I  liiyli ~>crccll~i1~' 01 <.ells W i l l 1  IOU 

Ll~lll l<l;c,  111 the WN- I  ylXlu[>. the ~>ci-ccil i~i~c < > (  cel l \  Will1 IOU 

diiiii;iyc clccrc:i\cd ;i i it l  the  pcrccnt;iyc oi. c e l l \  with incdiuiii 

cliildrcii \licIv,ed ;I \'c'i-!, IloInoyc'IlcIIII\ i-c\p"n'.c ( I O L I  1-1 
i ( l C I  lic'lcllt) \\ ill1 \cry l i i ~ l i  ~ ~ c l ~ c c n t ~ i y c ' \  ot lii;lily d~iiiiaycd 

.id high d m q c  iiicrcii\cd \liyIitl! The cel l \  lroii i  M N - l  

<cl lx.  l'lie\c i l i t lc i-ci i i  i-c\I>oii\c\ i i i , iy he .i\\oci:it~d u it11 

\ .iriritioiis i n  Fe- coiicciitr:ition\ required to toriii Iiydrciuyl 
rxlic:i I \ ( Fciiioii ' 5 uxiciioii ), ant  io \ i c h i  ivc ciic y iiies ( buch iib 

c:itiila\e OI- ylutaihioiic pcioxidase>. or tree-radical '.;caven- 
yi-\ 1 \uch tocopherol I.  which are hiind .it different levels 
i n  \e\ euiil cel l  types arid among Iyiiipliocytc subsets !Vis- 
\ai-di\ et al.. 19971. 

I t  h:is been suggested that cells o f  nialnotirished children 
;ii-c niore suvxptihle to environiiiental damage (Ortiz et al.. 
19971. Although >tatistical analysis carried ciut 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 highe.;t proportion of 
hizhly damaged cells after H,O, treatmen: (Fig. I ) .  This 
result niay imply that a cell fraction may be more suscep- 
tible to reach higher levels of DNA damage. Further studies 
ai-e needed to analyze whether they show sreater suscepti- 
bility to damage induced by other a, vents. 

Results obtained after the DNA repair periods tested 
sliowed that RC \vas similar 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 efficient DNA repair. which 
was more apparent in WN-I children than i n  WN uninfected 
children. may be associated with a normal riisponse to acute 
infection. In this process. the pi-otein cleava;;e rate increases 
so that the infected individual can synthesize proteins nec- 
r s s x y  for the immune response IRerds et al.. 1994; Manary 
et al.. 19981. The presence of the pathogen may have 
increased the availability of amino acids. allowing the cells 
o f  well-nourished children to synthesize proteins involved 
in the DNA repair process. This issue requii.es further study. 

In contrast, RC was clearly decreased i n  MN-I children, 
who showed delayed damage repair. Several authors have 
reported greater DNA dainaze in inalnoL.rished children. 
Delayed repair could be related to this inding, because 
damage might remain in the cell for longer periods before i t  
can be completely repaired: this may induct: cell physiology 
alterations probably related to the altered i iiinune response 
observed in malnourished children. The hitrh damage levels 
and impaired RC, in addition to other well-known iinniune 
system alterations in malnourished children [Chandra. 
19Y I]. may lead to increased susceptibility to malignant 
transformation. I t  seems that there IS a close relationship 
between nutritional status. iniinune bysteni function. and the 
development of different types of cancer [Newberne and 
Rogers, 19861. Follow-up sttidie5 of  children that have 

1 .  

~111Icrcd Iron1 \e\ ere i i i i i l i i i i i i - i t ion  wot i l~ l  Oc' i c l c \  .mt t o  

iliicii iiic'n f t h i \  l:ittcr po\\i hi I r  i y.  
I n  VV'N-I iiiid MY- I  children the iiicre:i\cd D N A  d,iiii:ise 

ohwn cd iii:iy hc :i\\ociated with ;I higher ;ipopto\i\ rate. 

icl:iicd \\ i t l i  'in i i icrci iw iii the apoptoiic ce l l  Ii.:iciion Ihlc- 
C'lo\hc> c't 109s: tlotclikiss et d.. 10901. bloi-eovei-. 
ii~;ilnuti-ition incluccd c~~>crinicntal ly  in rat\  has hccn related 
to ;I I i iy l ier proportion o1 \poiitaneoiis apoptotic thymocyte* 
[Ortiz. et ;iI.. 2(H)11. Apoptosis niay contribute to the in- 
c r e a d  DNA da i i iqe  ohserved betore hydrogen peroxide 
treatiiient. since one ot the beht-dcscrihed characteri\tics of 
this proceu  i \  the wlective degradation in the internucleo- 
\omal DNA linker regions [Sgnoc and Gruber, IYYX]. Nev- 
ertheless, apoptosih cannot be associated with the damage 
observed after hydrogen peroxide treatment a n d o r  with 
DNA repair capacity. considering that the evaluation was 
done after 60 min. and D N A  fragmentation related with 
apoptosis induction requires longer times t o  be detected 
[Wyllie. 1980: Harnpton and Orrenius. 19971. The identiti- 
cation ofapoptotic lymphocytes in MN-I and WN-I children 
is an important tinding 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 malnourished children seem not to be more 
susceptible to DNA damaze induced by hydrogen peroxide. 
Additionally, i t  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. 

Pie\ 1(111\ i'cp<lr-l\ iii<licatc 1Ii;ii \Ollie type\ 0 1 .  iiiI~cction\ arc 
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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 
this increased damage could be due to different factors, including the possibility 
that cells from malnourished children could be more susceptible to environmental 
damage. The aim of the present study was to evaluate the susceptibility of lympho- 
cytes from malnourished children to DNA damage induced by antibiotics by using 
the comet assay. The same group of malnourished infected children were studied 
before and after a treatment period, and compared to a group of well-nourished 
infected children. Results showed that before and after drug treatment. tail length 
migration was two times greater in malnourished than in well-nourished children. 
The proportion of cells with high damage was also increased in malnourished chil- 
dren. Additionally in well-:nourished and malnourished children, a cell subpopula- 
tion (non-damaged cells) more resistant to DNA damage induced by antibiotics 
was observed; this was mo’re prevalent in the well-nourished children. .Meanwhile, 
in malnourished children, a cell population seems to be more susceptible and reaches 
higher levels of DNA damage. This might help explain the impaired immune re- 
sponse observed in malnou.rished children. The increased DNA migration and the 
increased proportion of cells with higher levels of damage seem to indicate that 
malnourished children are more susceptible to DNA damage induced by drugs. 
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INTRODUCTION 

Infectious diseasc and malnutrition in childrcn are public health problems in 
dcvcloping countries. Protcin-caloric malnutrition is clcarly related to a highcr mor- 
tality of hospitalised childrcn, with dcaih bcing duc mainly to overwhclming infcc- 
tion dcspitc thc fact that many of thccc childrcn rcceivc appropnatc antimicrobial 
thcrapy ( i t . ,  ampicillin, penicillin, kanamycin, ctc.) [ 1,2]. 

Studies conductcd to assess the possiblc consequcnces of scverc protein-caloric 
malnutrition have dcrnonstrated an incrcase in  thc 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]  i n  pcnpheral blood lymphocytes from mal- 
nourished children. 

This increased DNA damage observed in cells from malnourished children could 
be related to the following factors: free ramdical 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, lo], 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 ini.egrity either in vivo or in vitro and may 
cause DNA damage [11 J. 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 [ 121. 

The aim of the present study was to ‘Ise 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 
Iztapalapa” and “Hospital Infantil Xochirnilco.” 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, withou? 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. Ail 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 11. 
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TABLE I. Characteristics of Well-Nourished Infected Children (WN) 

Age Weight Hcight 
Samplc (months) Sex (kgs) (mi) infection 

EGE 7 M 6 5  70 Gastrointesiinal rcspiraiory 
J PA 16 M 10 0 74 Gastrointestinal rcspiraiory 
JBM 18 M 9 9  78 Gastrointestinal. rcspiratory and unnary 
JGC 22 M I O  o 88 Gastrointestinal rcspiratory 

KFG 36 F I4 O 95 Respiratory 
NCH 34 M I3  0 93 sepsis 

Group 3 (MN): Maliiourished severely infected children, without drug 
treatment. Included in this group were four girls and two boys. Their ages ranged 
from 6 to 29 months. All had sevcre malnutrition: five were marasmus children and 
one was with mixed maInuitxition. All children showed a very high weighfieight 
deficit (more than 40%) (Table 111). 

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 weightheight deficit was determined according to tables 
for Mexican children [ 131. 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 111). 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. [ 141 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 p1 of regular agarose was added to a fully 
frosted microscope slide. After the agarose layer solidified, 75 pl of low melting 

TABLE 11. Hospitalization Days at Sampling Time and Drugs Administered in Well-Nourished 
Infected Children (WN-T) 

Sample Hospitalization days at sampling time Drugs administered 
EGE 1 Sulfa-trimetroprim 
JPA 1 Sulfa-trimetroprim 
JB M 1 Salbutamol, ambroxol 
JGC 1 Amikacin 
NCH 7 Cefotaxime, dicloxacillin, metronidazole 
KFC 4 Penicillin 
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TABLE 111. Characteristics of Malnourished Infected Children (MN) 

Agc Weight Iieight UíII dcficii Typc of 
Samplc (months) Sex íkgs) (cnis) íqri malnutntion lnícction typc 

IRP 6 M 4 1  61 JI Marasmus Respiratory 
GGG 10 F 4 6  77 48 !Marasmus Gastrointestinal 
.\CR I O  M 5 5  61 40 Marasmus Gastrointestinal 
JGM 12 F 5 0  66 41 Marasmus Gastrointestinal 
ABS 14 F 3 4  58 55 Mix Gastrointestinal 
L PA 29 F 7 2  ND 40" Marasmus Respiratory 

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

point agarose containing approximately 1 O' cclls were added. Finally, a top layer of 
low melting agarose (75 pi) was added and the agarose allowed to solidify. Slides 
were immersed in lysis solution [2.5 M NaCI, 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 I mM EDTA) for 
20 min to allow the expression of alkali-latiile 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 hleasuring 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 seventy 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 Malnonrished 
Infected Children (MN-T) 

Sample Hospitalization days at sampling time h g s  administered 
IRP 4 Ampicillin, amhein, eefalexin 
GGG 6 Amikacin, metronidazole 
NCR 6 Ampicillin, amikach 
JGM 7 Ampicillin, amikacin 
SBS 6 Penicillin, amikacin 
LPA 6 Cefotaxima, dicloxaciüin 
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Statistical analysis 

To evaluate the possible increased susceptibility to DNA damage in lympho- 
cytes from malnourishcd children, and thc effect of malnutrition and drug treatmcnt 
on the extent of DNA damage, thc mcan tail lcngth of DNA migration was comparcd 
using thc non-paramctric Wilcoxon’s matched pairs rank test. Also, thc Wilcoxon 
test was uscd to detcrminc whcthcr SCX, age, wcight, or hcight showed a correlation 
with DNA darnage observed bcfore and aftcr drug treatmcnt. To dctermine thc effcct 
of malnutrition and drug trciitmcnt on the intercellular distribution of migration tail 
Icngths, a similar analysis was conducted using the dispcrsion 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 
pm, while the average dispersion coefficient was 52.3 (Table V). In MN children, 
the average iength of DNA rnigration was 35.1 pm and the average dispersion coef- 
ficient was 55.1 (Table V). The average migration length showed statistical differ- 
ences between WN and M N  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 15.796, 
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% respeclively (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 pm in WN-T after a drug treat- 
ment (Table VI). In MN-T, this DNA migration was 62.8 pm (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 (pm) f SE coefficient (H) Sample length (pm) f SE coefficient (H) 

EGE 14.9 f 4.3 62.5 IRP 29.2 I 6.7 76.5 
64.1 JPA 19.3 f 4.8 

JBM 20.6 I 4.3 46.6 NCR 51.2 f 7.1 49.1 
J G C  13.9 f 3.1 35. I JGM 50.2 I 6.6 43.3 
NCH 15.7 f 4.2 56.4 NBS 23.4 I 4.8 50.0 
KFG 4.7 f 3.9 53.9 LPA 36.6 k 5.9 47.3 
Mean f SE 16.5 f 4.1 52.3 f 4.1 35.1 f 5.4 55.1 * 5.2 

59.4 GGG 19.9 k 5.1 

*Mean tail length: P < 0.006; Dispersion coefficient: P > 0.05. 
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&fore Inamant kiter tmatment 

Fig. 1. 
fected and malnourished (MN) infected children bel’ore and after a drug treamient penod. 

Frequency of cells with low, medium, anti high DNA migration in well-nourished (WN) in- 

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 I3 coefficient values were not statistically 
significant. in addition, the comparison tietween 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 migratioii increased in both groups, so tail length in 
MN-T children increased from 35.1 pm (before treatment) to 62.8 pm (after treat- 
ment). In the same way, in WN-T children the tail length increased from 16.5 pm to 
28.8 pm. 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 childrcn Malnourished children 
Mean tail Dispersion Mean tail Dispersion 

Sample length (p) 2 SE coefficient (H) Sample length (pm) I SE coefficient (H) 

EGE 24.1 f 6.2 19.9 IRP 51.8 2 9.2 82.4 
JPA 41.6 f 5.4 35.1 GGG 48.9 f 9.0 83.5 
JB M 18.3 k 3.9 40.8 NCR 19.5 5 6.9 29.9 
JGC 21.5 f 4.3 33.9 JGM 75.0 zk 1.1 39.2 
NCH 34.3 f 5.8 49.5 NBS 46.6 f 8.3 74.6 
KFG 21.1 f 4.3 34.1 LPA 14.9 t 8.6 49.3 
M e a n t  SE 28.8 ? 4.9 45.6 i. 1.2 62.8 f 6.2 59.8 I 9.5 

*Mean tail length: P c 0.003; Dispersion coefficient: P > 0.05; Mean tail length: WN before treatment 
vc WN after treatment P < 0.01; Dispersion coefficient: WN before treatment vs WN after treatment P 
> 0.05; Mean tail length: M N  before treatment vs MN after treatment P e 0.02; Dispersion coefficient: 
MN before treatment vs MN after treatment P > 0.05. 
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prn, whilc in WN-T chiidrcn this incrcmcnt was only 12.3 prn and thc incrcrncnt in  
tail lcngth was two tirncs grcatcr in ,MN-T children. 

Aftcr drug trcalmcnt, in  WN-T group the proportion of cclls without damagc 
was 56.7% (Fig. 1) .  Thc proportion of cclls with low, rncdium and high migration 
wcrc 3.7, 29.7, and 1 1  %I rcspcctivcly. In WN childrcn a statistical diffcrcncc (P<0.05) 
was obscrvcd bctwccn thc proportions or diffcrcnt lcvcls oC damaged cclls obscrvcd 
bcforc and after drug trcatrncnt. 

In MN-T childrcn, after drug trcatrncnt, cclls without damagc wcrc 39.3%, and 
cells with low, rncdiurn and high darnagc werc 1 ,  19.7, and 40% rcspectivcly (Fig. 
I ) .  Statistical differcncc (P<O.OO 1 )  was observed betwcen the proportions obscrvcd 
before and after treatment in MN-T children. As well, statistical differences wcrc 
observed between WN and hlN children, bcfore (P<O.OOl) and after (P<O.OOl) drug 
treat men t. 

The percentage of damaged cells in WN children bcfore treatment was 28% and 
after treatment, i t  was 43.3%. In MN children, the percentage of damaged cells bc- 
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 cells 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 ri-lation 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 metiium damage. The other three malnourished children 
showed after treatment a considerable decrease in medium damaged cells. 

Clearly, a higher propcirtion of cells with high damage was observed in MN 
children (Fig. 41, in both cases, before and after drug treatment. After treatment. five 
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Fig. 2. 
and after a period with drug treatment. 

Percentage of cells with rnediurn DNA migration in a group of well-nourished children before 
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period of drug treatment. 

Percentage of cells with medium DNA migation in malnourished children before and after a 

MN children showed an increment in these cells, it was particularly evident in three 
children (GGG, NBS, and LPA). One MN (child (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%. 
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treatment. 

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

Percentage of cells with high DNA migration in a group of well-nourished children before and 

DISCUSSION 

DNA migration length before drug treatment was two times greater in MN se- 
verely infected children (3.5.;; pm) than in WN severely infected children (16.5 pm). 
Also, the proportion of cells with medium and high damage before drug treatment 
was nearly twice as high in h4N children (40%) than in WN children (21.7%). 

After drug treatment, the average tail length was again :wofold greater in MN-T 
(62.8 pm) than that observeci in WN-T children (28.8 pm). 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 (1 1%). 

These results show that inalnutrition 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 rdated 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 diugs. As mentioned in the Introduction, higher levels of 
DNA damage in malnourished 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 DN.4 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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I n  both groups, i t  was obscrvcd [hat thcrc was a cell subpopulation (non-dam- 
aged cclls) apparcntly morc resistan1 to DIVA damagc induccd by drugs. This sub- 
population clcarly was morc prcvalcnt in WN children. In addition. MN childrcn 
cvcn showcd a highcr proportion or cclls with low, rncdium, and high damagc. Altcr 
trcatmcnt, in  WN-T childrcn, thc proportion or cclls with rncdium damage showcd a 
largcr incrcasc. In M N  childrcn thc cclls with low darnagc diminishcd, and cclls with 
rncdium and high damage incrcased considerably, particularly with high damagc. 
Only onc WN child (NCH) showed an ekvatcd proportion of high damaged cclls. 
Thcsc rcsults showed that a cell subpopulation in MN children seems to be morc 
susceptiblc to higher levels of DNA damage. 

The dccrcasc in the proportion of cell:; with high damage observed in two WN- 
T childrcn (JBM and KFG) and in one MN-T child (NCR) may indicate that some 
cclls 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 thc administration of nietronidazol; it is know that this drug is 
associated with an increase of DNA strand breaks [is]. In MN children, this relation 
is not so clear. In general, a higher numbex 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 [l] .  

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, noi. only by the production of free radicals, 
but some interfere with DNA synthesis (2 1,241. 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 uscd for antimicrobial treatment, although ncccssary 
may result in undcsirablc sidc effects such as increased DNA damage. 

Thc incrcased migration lcngth and the increased proportion of cells with highcr 
lcvcls of damage, secms to indicatc that malnourished children arc morc susccpiiblc 
to DNA damage induced by drugs. Additionally, the incrcased proportion of cclls 
with high damage indicates that MN children had a cell subpopulation morc SUSCCP- 
tible to DNA damage. This may help to explain the impaired immunc rcsponsc ob- 
served in MN children. 
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