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RESUMEN

En el mundo aproximadamente un tercio de la poblacion infantil padece
desnutricién calérico-proteica, afectando principalmente a Africa, Asia, América
Latina y Oceania, y es la causa de aproximadamente el 55% de las muertes de
nifios entre 1y 4 afios de edad (Najera y col., 2001?; Pelletier y col., 1993).

En México se tiene reconocido que la prevalencia de nifios con desnutricién es
de 46.4%, distribuidos en 36.1% en primer gado, 9.0% en segundo y 1.3% en
tercer grado. Los niveles mas altos de desnutricion se registran en Guerrero,
Yucatan, Campeche, Oaxaca, Puebla y Chiapas, en tanto que la menor
prevalencia se registra en estados del norte (Avila-Curiel y col., 1998; Parra-
Gamez y col., 2003).

De acuerdo al déficit de peso/talla para la edad, la desnutricién se clasifica en
desnutricion leve o de primer grado cuando el déficit de peso se encuentra entre el
10% y 24%, desnutricion moderada o de segundo grado si el déficit de peso es
mayor de 25 y menor de 40% y en desnutricidn grave o de tercer grado cuando
existe un déficit de peso mayor al 40%, en este grado del padecimiento se
presentan dos manifestaciones clinicas: El Marasmo y el Kwashiorkor (Golden,
2002; Gémez y col.,1956; Vasquez, 1998.)

A nivel citogenético se ha demostrado que la desnutricidon es capaz de producir
aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas y dafio al ADN.

Por medio de diversos ensayos se ha detectado que la desnutricion causa
danos al ADN, aunque este dano también se ha asociado con la presencia de
infecciones y el tratamiento farmacolégico al que se somete a los nifios que
presentan esta patologia (Betancourt y col, 1995).

En este trabajo se utilizé el ensayo de micronlcleos como una herramienta para
analizar el efecto genotdxico de la desnutricion en nifios menores de cinco anos.

El método utilizado en este trabajo se basa en la tincibn diferencial de
reticulocitos y eritrocitos maduros, usando un anticuerpo marcado con un
fluorocromo (anti-CD71-FITC) (Dertinger y col., 2002).



Los resultados obtenidos muestran que la desnutricion por si misma ejerce un
efecto negativo sobre la integridad del ADN de los nifios que la padecen. Asi
mismo, se observé que las infecciones que los nifos padecen actlan de manera
conjunta con la desnutricion para afectar la integridad del material genético de
estos nifos.

De igual manera se observé que los nifios con desnutricién tipo marasmo
presentaron una mayor incidencia de RET-MN en comparacién con los nifos con
kwashiorkor. Esto sugiere que la integridad del ADN de los nifios marasmo se ve
mas comprometida.

Finalmente se observé que los farmacos utilizados en el tratamiento de las
infecciones asociadas a la desnutricion también influyeron en la generaciéon de
RET-MN, ya que al parecer la mayoria de ellos tienen efectos negativos sobre la
integridad del ADN.

De acuerdo a los resultados obtenidos, es primordial continuar estudiando los

efectos que ejerce la desnutricidn sobre la integridad del material genético.
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ABSTRACT

Approximately one-third of the child population suffers from malnutrition
worldwide, affecting mainly countries in Africa, Asia, Latin America and the
Australian Continent. Furthermore, malnutrition is the determining cause of death
in approximately 55% of the children who die between 1 and 4 years of age
(N4jera and col., 2001a; Pelletier and col., 1993). In Mexico is recognized that the
prevalence of children with malnutrition is of 46.4%, distributed in 36.1% in first
degree, 9.0% in second and 1.3% in third degree. The highest levels of under
nourishment are registered in Guerrero, Yucatan, Campeche, Oaxaca, Puebla and
Chiapas, whereas the smallest levels are registered in states of the north (Avila-
Curiel and col., 1998; Parra-Gamez and col., 2003).

According to the deficit of weight/height for the age, the undernourishment is
classified of first degree when the deficit it is between 10% and 24%, of second
degree if the deficit is greater than 25% and smaller than 40%, and of third degree
when the deficit is greater than 40%, in this degree of the suffering two clinical
manifestations appear: marasmus and kwashiorkor (Golden, 2002; Gémez and
col.,, 1956; Vasquez, 1998.) The citogenetic effects of malnutrition have been
assesed in malnousished children and it has been demonstrated that malnutrition
is able to produce chromosome abnormalities, sisters-chromatids exchange and
DNA damage. In aditiion, it is known that a variety of agents, used for antimicrobial
therapy, affect the DNA integrity either in vivo or in vitro and may cause DNA
damage (Betancourt and col, 1995). The aim of this work was to asses the
genotoxic effect of malnutrition using flow cytometry. The procedure is based on an
immunochemical reagent taht differentially labels the most immature fraction of
reticulocytes from mature erythrocytes based on the expression level of transferrin
receptor (Dertinger and col., 2002). The resulting data suggest that malnutrition is
associated with a significant increase in DNA damage in samples from
malnourished children. Additionallyl, the DNA damage was also associated with

vii



the presence of infection and drug treatments. The results show that marasmus
children had the greatest frequency of micronuclei. This fact suggests that DNA
damage is increased in marasmus children.

According to the obtained results, it is fundamental to continue studying the
relationship between malnutrition and DNA damage.

viil



1. INTRODUCCION
1.1 Desnutricion

En México, Federico Gbmez (1946), publicé un ensayo que titulé “Desnutricion”,
en donde defini6 a este padecimiento como la asimilacion deficiente de alimentos
por el organismo que conduce a un estado patolégico de gravedad y con diversas
manifestaciones clinicas (Vega-Franco, 1999).

La desnutricibn desencadena una condicién patolégica debido a la carencia
principalmente de proteinas, de carbohidratos y lipidos o deficiencia de
oligoelementos esenciales donde se incluye el yodo, la vitamina A y el hierro
(Parra-Gamez y col., 2003).

Este trastorno dana las funciones celulares de manera progresiva, afectandose
primero el depdsito de nutrientes y posteriormente la reproduccién, el crecimiento,
la capacidad de respuesta al estrés, el metabolismo energético, los mecanismos
de comunicacion y de regulacion intra e intercelular, por lo que de no controlarse
a tiempo puede provocar la muerte del organismo que la padece (Calzada, 1998,
Gomez, 1946).

En cuanto a su etiologia, es importante resaltar que la dieta de consumo no es
sinénimo de nutricién, ya que los nutrimentos solo adquieren importancia en la
medida en que sean bien digeridos, absorbidos y metabolizados (Goémez, 1946).

Con base a las causas que la provocan, la desnutricidon se ha clasificado de la
siguiente manera:
> Desnutricion primaria: se debe a la ingesta insuficiente de alimento, ya sea

porque éste no se encuentre disponible o porque a pesar de que existe no se
consume. Por lo general tiene origen socioecondémico y cultural y se relaciona
con el poder adquisitivo insuficiente.
> Desnutricion secundaria: se produce cuando el alimento no es consumido o no
es debidamente utilizado por el organismo, porque existen condiciones que :
a) Interfieren con la ingestién: enfermedades neurolégicas, motoras,
psiquiatricas, estomatoldgicas, infecciosas y/o digestivas que producen anorexia o

vomito.



b) Aumentan los requerimientos energéticos y/o las necesidades de
regeneracion tisular: infecciones crdnicas, quemaduras, traumatismo multiple,
hipertiroidismo, fistulas artero-venosas, etc.

c) Interfieren con la digestién y absorcién: deficiencias enzimaticas
digestivas congénitas o adquiridas, fibrosis quistica del pancreas, insuficiencia
hepatica, alteraciones de vias biliares, pancreatitis, procesos inflamatorios
cronicos de tubo digestivo como enfermedad de Crohn o colitis ulcerativa cronica
inespecifica, infecciones o infestaciones enterales, etc.

d) Dificultan la utilizacién: Diabetes mellitus, neoplasias, enfermedades
congénitas del metabolismo de carbohidratos, proteinas o grasas, enfermedades
pulmonares crénicas, cardiopatias congénitas, etc.

e) Aumentan la excrecion: diarrea crénica, fistulas enterales, urinarias o
pleurales, problemas renales que afectan al glomérulo (sindrome nefrético), a la
funcion tubular o ambos (insuficiencia renal crénica), quemaduras extensas, etc.

Basandose en el déficit de peso/talla para la edad, el doctor Federico Gémez y
colaboradores (1956) propusieron una clasificacion de la severidad de la
desnutricion en la cual se sefal6 el estado que guarda un nifio desnutrido en sus
distintas etapas:

» Desnutricion leve o de primer grado: cuando el déficit de peso se encuentra
entre el 10% y 24%.

» Desnutricion moderada o de segundo grado: el déficit de peso es mayor de 25
y menor de 40%.

» Desnutricion grave o de tercer grado: cuando existe un déficit de peso mayor
al 40%.

La desnutricién grave a su vez, tiene dos manifestaciones clinicas: EIl marasmo
y el kwashiorkor (Golden, 2002; Vasquez, 1998.)

El marasmo se presenta en niflos de menores de un afo de edad, se conoce
también como desnutricion calérico proteica y es producto de una dieta pobre en
proteinas y calorias, en combinacién con muchas otras carencias y se caracteriza

por un importante retraso del crecimiento (Parra-Gamez y col., 2003).



El cese de la lactancia materna antes de que el nifio sea capaz de recibir una
dieta balanceada, la pobreza de la poblacion y nuevos embarazos con la
consecuente interrupcion de la lactancia materna, son factores que
desencadenan esta condicién.

El nino con marasmo se desarrolla presentando cuadros de infecciones,
diarreas y enfermedades criticas, también presentan pérdida de la grasa corporal,
estémago inflamado, ojos hundidos, cara de “vigjito”, pérdida de peso, cambios en
el color del cabello y una apariencia fisica de inanicion severa (Parra-Gamez y
col., 2003, Vega-Franco, 1999). (Figura 1).

Figura 1. El marasmo es el
resultado de una dieta pobre
en proteinas y calorias. Se
caracteriza por un grave
retraso del crecimiento, se

presenta en nifios menores de

un ano de edad.

Por otro lado, kwashiorkor es un término aplicado a un nifio cuya ingesta de
carbohidratos es variable pero no tiene proteinas en su dieta, generalmente se
registra en nifos de 1 a 5 afos de edad (Behrman y col., 1986, Golden, 2002,
Frenk, 1989). La caracteristica principal es el edema (Krawinkel, 2003, Sauerwein
y col,1997), pero se presentan otros sintomas como son: Manos y pies hinchados,
el cabello cambia de color y cae con facilidad al tocarlo, la piel se descama,
siempre esta reseca y se rasga con facilidad, el nifio no crece, tiene antebrazos
muy delgados, se muestra triste, tiene anemia, presenta diarrea semiliquida, no
tiene ganas de comer, tiene el estbmago hinchado y apatia mental pronunciada
(Sauerwein y col, 1997, Vega-Franco, 1999). Pese a no ser una manifestacion
necesaria para el diagnostico, el retraso del crecimiento suele formar parte del



cuadro clinico del kwashiorkor. Fisiologicamente el kwashiorkor es una
desnutricion mas compleja que el marasmo porque sus efectos son mas amplios
debido a deficiencias en aminoacidos especificos y su asociacién con
enfermedades oportunistas (Parra- Gamez y col., 2003) (Figura 2).
R i =2 Figura 2. kwashiorkor es un
! N término aplicado a un niflo que
] | .- | ’

come carbohidratos pero no

tiene proteinas en su dieta.

Generalmente se registra en

ninos de 1 a 5 anos de edad.

2. ANTECEDENTES
2.1 Desnutricion e infecciones

A nivel mundial, aproximadamente un tercio de la poblacion infantil padece
desnutricién caldrico-proteica, afectando principalmente a Africa, Asia, América
Latina y Oceania, y es la causa de aproximadamente el 55% de las muertes de
nifos entre 1y 4 afios de edad (Najera y col., 2001?; Pelletier y col., 1993).

En México se tiene reconocido que la prevalencia de nifios con desnutricién es
de 46.4%, distribuidos en 36.1% en primer gado, 9.0% en segundo y 1.3% en
tercer grado. Los niveles mas altos de desnutricion se registran en Guerrero,
Yucatan, Campeche, Oaxaca, puebla y Chiapas, en tanto que la menor
prevalencia se registra en estados del norte (Avila-Curiel y col., 1998; Parra-
Gamez y col., 2003).

En 1968 se establecid por primera vez que la relacién entre la desnutricion y las
infecciones era sinérgica, ya que se encontraron evidencias que mostraban el

efecto adverso de las infecciones sobre el estado nutricional de los individuos vy,



por otro lado, el incremento en la susceptibilidad a contraer infecciones de
organismos desnutridos (Barreto y col., 2000, Scrimshaw y SanGiovanni, 1997).

A partir de ese afno se llevaron a cabo estudios epidemiolégicos que han
confirmado que la desnutricién y las infecciones mantienen una relacion estrecha,
sin embargo, el estado nutricional no afecta por igual el curso de todas las
infecciones (Chandra, 1996).

Se ha reportado que para algunas infecciones como la diarrea (bacteriana o
viral), la neumonia vy la tuberculosis, el curso clinico y el desenlace de las
mismas, se ven agravados cuando el organismo esta desnutrido (Chandra, 1991,
Dai y col., 1998). Para otras patologias como la encefalitis viral o el tétanos, el
efecto del estado nutricional es minimo, mientras que para algunas mas como la
influenza viral y el SIDA, la desnutricién tiene un efecto moderado (Chandra,
1996).

2.2 Efectos de la desnutricion a nivel genético

La observacién de que el dafo cromosdmico puede ser causado por la
exposicion a radiaciones o0 a agentes carcinogénicos fue la primera evidencia de
que existen agentes fisicos y quimicos capaces de causar alteraciones en el
material genético de las células eucariotas (Fenech, 2000).

Los estudios en el area de la toxicologia genética han generado un numero
importante de procedimientos in vivo e in vitro, los cuales han sido disefiados para
monitorear los efectos que diversos agentes fisicos y quimicos tienen sobre la
integridad genética, asi como los posibles riesgos que estos representan para los
organismos (un ejemplo seria el estudio del efecto de las radiaciones sobre el
material genético de pacientes con cancer) (Abramsson-Zetterberg y col., 2000,
Krishna y Hayashi, 2000). Entre estos procedimientos se incluyen: la medicién de
proteinas asociadas al ADN, localizaciéon de mutaciones puntuales o eventos
genéticos que afectan a un gen especifico, ensayos para detectar intercambios de
cromatidas hermanas, deteccion de aberraciones cromosémicas, ensayo de MN y
deteccion de mutaciones en minisatélites (Abramsson-Zetterberg y col., 2000).



A nivel citogenético se ha demostrado que es capaz de producir aberraciones
cromosdémicas, intercambio de cromatidas hermanas y dafo al ADN.

Se ha reportado que el dano al ADN en células de nifios desnutridos, puede
deberse a varios factores, entre ellos:

1. Las infecciones parasitarias y bacterianas asociadas a la desnutricién, que
son capaces de activar una respuesta inmunoldgica, traen como consecuencia el
incremento en las concentraciones de radicales libres, que induce a su vez dafno al
ADN (Canellay col., 1996).

2. Las toxinas liberadas por algunos agentes patégenos pueden inducir dafo al
ADN de la célula huésped, incluso se ha reportado que ciertas enzimas
bacterianas pueden actuar como DNasas o como endonucleasas (Ahuja, 1991).

3. Los nifios desnutridos muestran una deficiencia en moléculas antioxidantes
como la vitamina C y el glutatiéon y se ha observado que las concentraciones de
estos compuestos son especialmente bajas en niflos que presentan kwashiorkor
(Lenhartz y col., 1998).

4. Algunos antibiéticos pueden producir radicales libres y consecuentemente el
sistema antioxidante podria ser afectado en niflos con desnutricién cal6rico
proteica (Gonzalez y col., 2002").

5. Existen antibidticos que interfieren con la sintesis de ADN, otros como los
aminoglucésidos interfieren con la traduccidon de proteinas y tienen una alta
afinidad por el ADN (Kovacic y Beevar, 2000).

6. La deficiencia de proteinas (que es muy comun entre los nifos desnutridos)
puede alterar los procesos de replicacion y reparacion del ADN (Gonzalez y col.,
20022 ).

La desnutricion puede generar alteraciones a diversos niveles: bioquimico,
celular, inmunoldgico, neurolégico, conductual y citogenético (Chandra, 1996).

En 1971 Betancourt inici6 un programa de investigacion sobre el efecto
producido por la desnutricion cal6rico proteica en los niveles citogenético y celular
(Betancourt y Ortiz, 1991). Ortiz y colaboradores (1997) encontraron que la

frecuencia de MN en linfocitos de niflos con desnutricion calorico proteica era



mayor comparada con BN sanos. Mas aun, registraron que los linfocitos de nifios
desnutridos tratados con mitomicina C, presentaban mas dafo citogenético que
los no tratados.

De igual forma, por medio del ensayo cometa se ha detectado que la
desnutricion causa dafno al ADN, aunque este dafo también se ha asociado con
la presencia de infecciones y el tratamiento farmacol6gico al que se somete a los
ninos que presentan estas patologias (Betancourt y col., 1995).

Por otro lado, el andlisis de intercambio de cromatidas hermanas ha revelado
resultados controversiales, mientras que Mutchinick y colaboradores (1979)
encontraron que la frecuencia de intercambio de cromatidas hermanas era similar
en BN y nifos desnutridos. En 1994 Murthy y Rahiman, y Ortiz y colaboradores
observaron una alta frecuencia de intercambio de crométidas hermanas en nifios
desnutridos.

2.3 El ensayo de MN

Las aberraciones cromosémicas estructurales pueden ser el resultado de varios
eventos, entre los principales se encuentran: el rompimiento del ADN, la
replicacion del ADN sobre un molde dafiado y la inhibicion de la sintesis de ADN
(Albertini, 2000).

Los MN son estructuras extranucleares de cromatina, pueden apreciarse como
fragmentos de cromosomas o cromosomas completos que no son incorporados
dentro del nicleo celular cuando las células se dividen (Dertinger y col., 2000).
Estas estructuras pueden ser generadas por el rompimiento de la cadena de ADN
por la accidn de agentes clastogénicos (clastogenicidad), o por una disfuncién del
huso mitético durante la divisién celular como resultado de la exposicion a agentes
aneugénicos (aneugenicidad) (Dertinger y col., 2002, Torous y col., 2003). (Figura
3).
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Figura 3. Los MN pueden apreciarse como fragmentos de cromosomas o
cromosomas completos que no son incorporados dentro del nucleo celular cuando

las células se dividen. (Tomada de Dertinger y col., 2000).

El ensayo de MN es un método sensible que permite identificar agentes que
causan la formacién de estas estructuras como resultado de fragmentos de
cromosomas o cromosomas completos (Krishna y Hayashi, 2000, Norppa y Ghita,
2003), in vivo es especialmente Util para caracterizar el poder genotdxico de
factores del metabolismo, de farmacos y de los procesos involucrados en la
reparacion del ADN (Miller y col., 1998).

Este ensayo se ha desarrollado en diferentes modelos bioldgicos, tales como
células de mucosa bucal, eséfago, bronquios, vejiga urinaria, cervix, linfocitos,
células de médula ésea y eritrocitos (Albertini, 2000, Majer y col., 2001, Kirsch-
Volders y Fenech, 2001). Sin embargo, el ensayo de MN con EM de ratén es el
mas usado para detectar dafo cromosémico. Esto se debe a que la prueba cubre
una serie de criterios que la caracterizan como un método de biomonitoreo
adecuado: las células de interés son abundantes y accesibles, no necesitan ser
cultivadas y su deteccién es relativamente facil (Abramsson- Zetterberg y col.,
1997, Torous y col., 2003). Ademas, los analisis basados en este tipo de células,

ofrecen varias ventajas: no es un método invasivo, se requiere muy poco volumen



de sangre y el manejo de las muestras es relativamente facil (Dertinger, 2003,
Norppa y Ghita, 2003).

Aunque histéricamente se ha considerado poco apropiado para realizar este
ensayo, el uso de sangre periférica de las especies cuyo bazo remueve
rapidamente a células aberrantes, estudios hechos con ratas, han demostrado que
los RET circulantes representan una poblacion adecuada para estudiar la
frecuencia de MN en un organismo (Dertinger y col., 2003). Se ha observado que
la sensibilidad de la técnica se incrementa cuando el anadlisis se restringe a los
RET, la fraccidbn mas inmadura de EM (Abramsson- Zetterberg y col., 200, Torous
y col., 2000).

Dertinger y col. (2002), describieron un método basado en la citometria de flujo
para cuantificar la incidencia de MN en poblaciones inmaduras de RET en sangre
periférica de humanos, y encontraron que la estrategia usada era capaz de
proporcionar resultados confiables, por lo que puede ser usada para estudiar el
dano citogenético.

Por otro lado, el uso de anticuerpos fluorescentes como el anti-CD-71 para
identificar a los eritrocitos recién formados, ha ofrecido una buena alternativa para
determinar la cantidad de RET con MN usando la citometria de flujo (Dertinger y
col. 2002).

Recientemente Dertinger y col. (2003; 2004) demostraron que las plaquetas en
el andlisis de sangre periférica de humano, interfieren con la region de analisis de
RET con MN, por lo que implementaron el uso de anticuerpos contra estas
estructuras para excluirlas de dicha regidén y obtener conteos aun mas confiables.

Asimismo, el mecanismo por el cual se origina el micronicleo puede ser
determinado por la presencia del cinetocoro (utilizando anticuerpos anti-
cinetocoro) o por la presencia de secuencias de ADN centroméricas (utilizando la
técnica de hibridacién in situ con fluorescencia FISH) (Kirsch-Voldesrs y col., 1997,
Thomson y Perry, 1988, Norppa y col., 1993). Si se observa un microndcleo con
cinetocoro-positivo/centromero—positivo, el microntcleo estd formado un

cromosoma completo o fragmentos céntricos. Si el micronucleo es cinetocoro-



negativo/centromero-negativo, se asume que esta formado por fragmentos
cromosomicos acéntricos (Albertini, 2000, Catalan y col., 2000, Norppa y Ghita,
20003) (Figura 4).
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Figura 4. El origen del micronucleo se detecta de acuerdo a la ausencia o
presencia del cinetocoro. Si se observa un micronlcleo con cinetocoro-
positivo/centromero—positivo, el MN esta formado un cromosoma completo o
fragmentos céntricos. Si el micronucleo es cinetocoro-negativo/centrémero-

negativo, esta formado por fragmentos cromosdémicos acéntricos.

En este trabajo se desarrollé el tipo de andlisis propuesto mas recientemente
para obtener resultados con la confiabilidad aceptada actualmente en la literatura
internacional. Esto es: el uso de anti-CD-71 para diferenciar las poblaciones de
RET y de EM, del IP para detectar ADN, y anti-CD61 para marcar plaguetas.

En este trabajo se utilizaron eritrocitos humanos como modelo biolégico y el
andlisis multiparamétrico de “tres colores” con citometria de flujo como
herramienta para establecer la relacion entre el estado nutricional del organismo y

el dafno citogenético que puede haberse ocasionado.
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2.4 Eritropoyesis

La hematopoyesis se define como la serie de elementos concatenados que se
inician a nivel unicelular con autoduplicaciéon, seguidos de diferenciaciéon y
maduracién, culminando con la produccion de células sanguineas funcionales. Los
principales tipos de células sanguineas proceden de una célula tallo pluripotencial,
en el adulto las células madre se localizan principalmente en la médula ésea roja
(Sans-Sabafren, 2001).

El proceso por medio del cual las células rojas se producen en la médula 6sea
es denominado eritropoyesis. Para efectos descriptivos, este proceso puede
dividirse en varias etapas:

-La fase temprana o fase independiente de EPO (EPO-independiente) y

- La fase tardia o dependiente de EPO (EPO-dependiente).

Bajo condiciones normales, la eritropoyesis es un proceso de produccién
constante de células rojas. Existen mecanismos de control involucrados en la
regulacién de la produccion de eritrocitos, de los cuales la EPO es la principal
reguladora de la produccién de células rojas.

La eritropoyesis involucra una gran variedad y numero de células en diferentes
estados de maduracidén, comenzando con la primera célula madre comprometida
para la diferenciacion “eritrocitaria” y terminando con las células rojas maduras
circulantes en sangre (Lee, 1993).

Las células madre o unidades formadoras de colonias (CFU’s por sus siglas en
inglés) generan progenies con el potencial de diferenciarse en células rojas,
granulocitos y megacariocitos. En el humano, se han reconocido al menos dos
progenitores eritroides, la unidad formadora de colonias eritroides (CFU-E) y la
unidad formadora de bolsas eritroide (BFU-E).

La CFU-E es una célula eritroide cercana a los proeritroblastos, bajo la
influencia de concentraciones bajas de EPO genera eritroblastos que contienen
hemoglobina. Morfolégicamente son células inmaduras que contienen cromatina,
un nucleolo largo y definido, una relacién nucleo-citoplasma alta y un citoplasma
basofilico con seuddpodos.
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La BFU-E es un progenitor eritroide mas inmaduro que la CFU-E y estd mas
cercana a las células madre multipotenciales. Morfol6égicamente se aprecian como
células ligeramente ovales, con un citoplasma moderadamente basofilico con
seuddpodos ocasionales, con cromatina nuclear y un nucléolo grande.

Los proeritroblastos son los precursores de los eritroblastos que son células
rojas nucleadas y se han clasificado en dos principales categorias: normoblastos
(cuando pertenecen a una serie normal) y megaloblastos (se presentan en
condiciones patolégicas).

Los subsiguientes estados de maduracibn son los pronormoblastos,
normoblastos  basofilicos, normoblastos policromaticos y normoblastos
ortocromaticos. La maduracién citoplasmica puede observarse por el cambio en
las caracteristicas de tincion con colorantes policromaticos, que va desde un azul
profundo debido al alto contenido de ARN que las células inmaduras poseen,
hasta el color rojo caracteristico de la hemoglobina. En cuanto a la maduracion
nuclear se observa la desaparicién del nucleo y la condensacion de la cromatina
desaparece (Figura 5).

Una vez que el nacleo ha sido expulsado, las células son conocidas como RET.
Estas células son un poco méas grandes que los EM, contienen ribosomas,
mitocondrias y aparato de Golgi y poseen caracteristicas especiales de tincion.
Estas células pueden permanecer en la médula 6sea durante varios dias antes de
su liberacion, después de ésta, los RET pueden ser secuestrados en el bazo
durante uno o dos dias. En este érgano, se pueden dar eventos de maduracién y
la composicién de la membrana puede ser alterada (Lee, 1993).

Cuando un RET se transforma en un EM, el nudcleo principal ya ha sido
expulsado y cualquier MN que se haya formado permanecera en el citoplasma
“anucleado”. La visualizacién del MN es mas facil en los RET porque carecen de
nucleo, ademas los eritroblastos son células en rapida divisién, por lo que estas
células son muy usados como modelos biolégicos de estudio (Krishna y Hayashi,
2000, Torousy col., 2003).
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El método utilizado en este trabajo se basa en la tincién diferencial de RET vy
EM, usando un anticuerpo marcado con un fluorocromo (anti-CD71-FITC). El
antigeno CD-71 es el receptor a transferrina, se trata de una glicoproteina de
membrana que se expresa en las células que se estan dividiendo. Dado que
CD71 deja de expresarse cuando los RET se transforman a EM, el anti-CD71-

FITC tife especificamente a los RET (Dertinger y col., 2002).
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Figura 5. La eritropoyesis incluye gran variedad y numero de células en
diferentes estados de maduracion, comenzando con la primera célula madre
comprometida para la diferenciacion eritrocitaria y terminando con las células rojas

maduras circulantes en sangre. (Tomada de Lee, 1993).
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3. JUSTIFICACION

La desnutricién es un padecimiento que genera alteraciones a diversos niveles:
conductual, bioquimico, celular, inmunoldgico y citogenético.

A nivel citogenético se ha demostrado que la desnutricibn grave produce
aberraciones cromosdémicas, intercambio de cromatidas hermanas, MN en
linfocitos y dario al ADN.

Bajo este contexto es de suma importancia obtener nuevos datos en diferentes
tipos celulares que permitan analizar y conocer mejor los efectos de la
desnutricion sobre el material genético.

Por otro lado, los efectos de la desnutricion moderada sobre el ADN han sido
poco estudiados. Sin embargo, previamente se reporta (Najera y col., 2001°) que
ésta es una condicién que parece generar alteraciones aun mas profundas que la
desnutricion grave, por lo que es relevante desarrollar estudios que ayuden a
dilucidar las secuelas que este grado de desnutricion ocasiona en el material
genético. Lo anterior también resulta de especial importancia dado que la
desnutricion moderada se presenta con mayor frecuencia que la desnutricién
grave en la poblacion infantil.

Al mismo tiempo, es necesario desarrollar métodos sensibles y rapidos capaces
de determinar los efectos citogenéticos de la desnutricion y el ensayo de MN por
citometria de flujo es una muy buena alternativa.

Es importante resaltar que dentro de las pruebas disefadas para detectar el
dafno al ADN, la de MN es una de las mas aceptadas, dado que reune
caracteristicas que la hacen un buen método de biomonitoreo, que permite
mediciones sensibles, objetivas, confiables y rapidas, lo cual podria ser aplicado
dentro del diagndstico clinico.

Ademas el método propuesto en este trabajo, utilizando citometria de flujo y la
deteccion especifica de eritrocitos inmaduros, es un candidato ideal para su uso
en humanos, ya que toma en cuenta la eficiencia con la que el bazo remueve a los
eritrocitos aberrantes y contempla la deteccién de los MN en células inmaduras
(RET) y maduras, lo cual hace que la prueba ofrezca las ventajas antes citadas
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4. HIPOTESIS

Dado que a través de diversos estudios se ha demostrado que la desnutricidén
causa alteraciones a nivel citogenético, se espera que la desnutricion moderada y
grave, causen alteraciones en la frecuencia de MN en eritrocitos de nifios con

ambos grados de desnutricién, en comparacion a la observada en eritrocitos de
BN.

5. OBJETIVO GENERAL
Evaluar las alteraciones causadas por la desnutricibn moderada y grave, asi
como por las infecciones asociadas a ella, sobre el material genético, mediante el

conteo de MN en eritrocitos de sangre periférica de niflos desnutridos.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

» Estandarizar la técnica para la evaluacion de MN en RET y EM de sangre
periférica de ninos, utilizando el marcaje de “tres colores” para diferenciar las
poblaciones de RET y de EM, detectar ADN, y eliminar plaquetas y agregados
celulares de la region de andlisis.

» Evaluar la frecuencia de MN en eritrocitos de BN, BNI, DES-M y DES-G.

» Correlacionar la presencia de infecciones con la frecuencia de MN detectados
en la sangre periférica de BN, BNI, DES-M y DES-G.

» Correlacionar el tratamiento farmacolégico con la frecuencia de MN detectaos
en la sangre periférica de BN, BNI, DES-M y DES-G.

» Analizar las posibles diferencias en la frecuencia de MN en los nifios con
desnutricion grave con relacién al tipo clinico de desnutricion: marasmo vs.
kwashiorkor.

» Analizar la frecuencia de RET y EM en sangre periférica de los nifios de los

grupos mencionados.
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7. MATERIAL Y METODO
7.1 Grupos de estudio
Se trabajé con pacientes del Hospital Pediatrico de Iztapalapa del Gobierno del
Distrito Federal. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica Médica de la
Direccion General de Servicios Médicos del Gobierno del Distrito Federal y cuenta
con el consentimiento por escrito de los padres.
Las edades de los nifios estuvieron comprendidas entre los 6 meses y los 5
anos.
Utilizando jeringas previamente heparinizadas se obtuvo sangre periférica de
ninos, los cuales fueron clasificados en cuatro grupos de estudio:
» Grupo 1 (BN): Se conformé con 11 BN, con peso y talla adecuados para la
edad. Sus edades estuvieron en el intervalo de los 6 a los 48 meses. Siete de

ellos eran del sexo masculino y 4 del sexo femenino (Tabla 1).

Cuadro 1. Caracteristicas de los nifios del grupo BN. Se muestra la edad y el

sexo de los nifos que conformaron este grupo. n = 11.

Clave Edad Sexo
(meses)
01 6 M
02 48 M
03 6 M
04 36 M
05 44 F
06 6 M
07 8 F
08 10 F
09 48 F
10 7 M
11 27 M
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» Grupo 2 (BNI): BNI con peso y talla adecuados para la edad, con infecciones
gastrointestinales y respiratorias de tipo bacteriano. Se obtuvo sangre
periférica de 11 niflos, 8 de sexo masculino y 3 de sexo femenino, las edades
oscilaron entre los 6 y 48 meses, 8 niflos presentaron infecciones respiratorias

y 3 infecciones gastrointestinales (Tabla 2).

Cuadro 2. Caracteristicas de BNI. Se muestra la edad, sexo y tipo de
infeccion para cada nifio del grupo. n = 11.

Clave Edad Sexo | Tipo de infeccidn
(meses)
12 48 M Respiratoria
13 36 M Respiratoria
14 8 M Respiratoria
15 24 M Respiratoria
16 40 F Respiratoria
17 30 M Gastrointestinal
18 16 M Respiratoria
19 36 M Gastrointestinal
20 30 F Gastrointestinal
21 6 F Respiratoria
22 27 M Respiratoria

» Grupo 3 (DES-M): Nifos que presentaron un déficit de peso/talla mayor al
25% y menor al 40% para la edad y talla, ademas de infecciones
gastrointestinales y/o respiratorias de tipo bacteriano. En este grupo se
incluyeron 9 pacientes, 4 de sexo masculino y 5 de sexo femenino. Sus
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edades estuvieron comprendidas entre los 7 y 20 meses. 4 nifios presentaron
infecciones gastrointestinales, 3 en vias respiratorias, uno trauma craneal y

uno mas con infeccién en vias urinarias. (Tabla 3).

Cuadro 3. Caracteristicas de los nifios pertenecientes al grupo DES-M. Se
indica la edad, sexo, déficit de peso y tipo de infeccion para cada nifio del grupo.
n=09.

Clave Edad Sexo Déficit de peso Tipo de infeccion
(meses) (%)

23 13 M 38.5 Gastrointestinal
24 13 F 25 Trauma craneal
25 10 M 29 Gastrointestinal
26 7 M 35 Respiratoria
27 10 F 25 Urinaria

28 17 F 29 Gastrointestinal
29 10 M 25 Gastrointestinal
30 20 F 25 Respiratoria
31 7 F 27 Respiratoria

» Grupo 4 (DES-G): Nifnos que presentaron un déficit de peso/talla superior al
40% ademas de infecciones gastrointestinales y/o respiratorias de tipo
bacteriano. El grupo incluyé 11 nifos, de los cuales 6 presentaban
desnutricion tipo marasmo y 5 del tipo kwashiorkor. Sus edades iban de los 9
a los 31 meses, 5 pacientes eran nifas y 6 nifos. Tres individuos presentaron
infecciones en vias respiratorias, seis infecciones gastrointestinales, uno

infeccién mixta y uno infeccion en vias urinarias (Tabla 4).
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Cuadro 4. Caracteristicas de los pacientes del grupo DES-G. Se indica la

edad, sexo, déficit de peso, tipo de desnutricion y de infeccion presentadas por

los nifos de este grupo. n = 11.

Clave Edad Sexo Déficit de Tipo de Tipo de infeccion
(meses) peso (%) desnutricién
32 12 F 43 Marasmo Urinaria
33 9 F 40 Marasmo Gastrointestinal
34 10 M 58 Marasmo Respiratoria
35 6 M 48 Marasmo Gastrointestinal
36 31 M 34 Marasmo Respiratoria
37 21 F 53 Kwashiorkor Gastrointestinal
38 7 M 44 Marasmo Gastrointestinal
39 9 F 40 Kwashiorkor Gastrointestinal
40 21 F 54 Kwashiorkor Gastrointestinal
41 26 M 48 Kwashiorkor Gastrointestinal-
Respiratoria
42 9 M 42 Kwashiorkor Respiratoria

La severidad o grado de la desnutricién fue evaluada de acuerdo a los signos

clinicos y a los sintomas presentados, asi como con la valoracion del déficit

peso/talla, segun lo establecido en las tablas de peso/talla para nifos mexicanos

de Ramos- Galvan (1976). Las infecciones bacterianas fueron diagnosticadas

rigurosamente de acuerdo a los datos clinicos y a las pruebas de laboratorio de

rutina.

Los nifios hospitalizados por infecciones virales, tuberculosis, enfermedades

cardiacas o alergias, fueron excluidos del estudio.
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Debido a que los nifios de los grupos BNI, DES-M y DES-G presentaban
infecciones, fueron sometidos a tratamientos farmacolégicos, los cuales incluyeron
antipiréticos, antibiéticos y desinflamatorios.

A los nifios del grupo BNI se les administraron diferentes medicamentos (Tabla
5). Para combatir las infecciones respiratorias el medicamento mas usado fue
ceftriaxona, seguido por la ampicilina, la ranitidina (para evitar dafio en la mucosa
intestinal) y el TMP-SMX. Los medicamentos menos usados fueron la bromexina y
el salbutamol.

En cuanto a las infecciones gastrointestinales el medicamento mas usado fue el

metronidazol, seguido por el TMP-SMX y por el metamizol.

Cuadro 5. Tratamiento farmacoldgico aplicado a los nifnos del grupo BNI. Se
anotan los medicamentos utilizados para combatir las infecciones que presentaron

los nifios de este grupo.

Clave Infeccion Medicamentos

12 Respiratoria Ampicilina, ceftriaxona, ranitidina,
metilprednisolona

13 Respiratoria Ceftriaxona, ampicilina

14 Respiratoria Metilprednisolona,dicloxacilina

15 Respiratoria Ceftriaxona, Metamizol, ranitidina

16 Respiratoria Metilprednisolona

17 Gastrointestinal Metronidazol, TMP-SMX

18 Respiratoria Metronidazol, TMP-SMX, albendazol

19 Gastrointestinal Metronidazol

20 Gastrointestinal Metamizol, TMP-SMX

21 Respiratoria Sin medicamentos

22 Respiratoria Ceftriaxona, bromexina, salbutamol.
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Dentro del grupo DES-M, los farmacos utilizados para combatir las infecciones
respiratorias incluyeron penicilina sodica, dicloxacilina, amikacina y cisaprida, los
farmacos utilizados en las infecciones gastrointestinales fueron ambroxol,
metronidazol y TMP-SMX, para la infeccidon urinaria se utiliz6 miconazol y amikacina.

El paracetamol fue el medicamento comun para combatir la fiebre asociada con
las infecciones respiratorias y gastrointestinales (Tabla 6).

Cuadro 6. Farmacos utilizados en el tratamiento de los diferentes tipos de

infecciones presentados en el grupo DES-M.

Clave Infeccion Medicamentos
23 Gastrointestinal Paracetamol
24 Trauma craneal Paracetamol
25 Gastrointestinal Paracetamol, penicilina sédica cristalina,
ambroxol
26 Respiratorias Paracetamol
27 Urinaria Miconazol,amikacina
28 Gastrointestinal TMP-SMX, metronidazol
29 Gastrointestinal Paracetamol, ambroxol
30 Respiratoria Penicilina sédica, paracetamol
31 Respiratoria Dicloxacilina, amikacina, paracetamol,cisaprida

Los ninos del grupo DES-G que presentaron infecciones respiratorias y de vias
urinarias no fueron sometidos a tratamiento farmacolégico hasta el momento de la
toma de la muestra, mientras que los nifos con infecciones gastrointestinales
fueron tratados con amikacina, ranitidina, ceftriaxona y &acido valproico, el
medicamento comun fue el paracetamol. El nifio con infeccion mixta fue medicado

con ampicilina y ambroxol (Tabla 7).
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Cuadro 7. Tratamiento farmacoldgico aplicado a nifios con desnutricion grave que

presentaron infeccidn respiratoria, gastrointestinal y mixta.

Clave Infeccion Medicamentos
32 Urinaria Sin medicamento
33 Gastrointestinal Paracetamol
34 Respiratoria Sin medicamento
35 Gastrointestinal Amikacina, ranitidina
36 Respiratoria Sin medicamento
37 Gastrointestinal Paracetamol
38 Gastrointestinal Ceftriaxona, &cido valproico, paracetamol
39 Gastrointestinal Paracetamol
40 Gastrointestinal Paracetamol
41 Gastrointestinal- Ampicilina, ambroxol

Respiratoria
42 Respiratoria Metamizol,captopril

7.2 Obtencion y fijacion de la muestra

De cada nifo de los 4 grupos de estudio, se colectaron muestras de 0.5 mL de
sangre periférica usando jeringas previamente tratadas con heparina sédica como
anticoagulante (Najera y col, 2001").

De las muestras obtenidas se hicieron alicuotas de 100 uL, se hizo una dilucion
1:2 con soluciéon amortiguadora de bicarbonato (BBS) a pH 7.5. De esta dilucion
se tomaron alicuotas de 100 pL y enseguida se fijaron en metanol a -70°C.
Posteriormente se almacenaron en el ultra congelador al menos durante 24 horas

(Dertinger y col., 1996).
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7.3 Marcaje de los eritrocitos

7.3.1 Deteccion de MN

Las muestras se lavaron con BBS a 4° C para eliminar el fijador centrifugando a
600 g a 4 °C durante cinco minutos. El botén recuperado se resuspendid vy
redistribuy6 en alicuotas en 3 tubos de polipropileno.

En el tubo 1 se agregaron 20 uL de muestra + 80 uL de RNasa A (1 mg de
RNasa/mL), en el tubo 2 se adicionaron 20 uL de muestra + 80uL (1 mg de
RNAsa/ mL)+ 5 pL anti-IlgG2a-FITC (como control negativo), y en el tubo 3 se
agregaron 20 pL de muestra + 80 uL de RNasa A (1 mg de RNAsa/mL) + 5 puL
anti-CD71-FITC + 50 pL de anti-CD-61 para marcar a RET (Dertinger y col., 1996,
Torous y col., 1998).

Las muestras se incubaron a 4° C por 40 minutos y luego a 22° C por 90
minutos. Después se almacenaron a 4° C hasta que fueron analizadas en el
citdmetro de flujo.

En el momento del analisis se adiciond IP con el fin de evidenciar la presencia
de ADN (Dertinger y col., 2000).

7.4 Analisis por Citometria de Flujo

Se utilizd un citobmetro de flujo modelo FACSCalibur (Becton Dickinson) con
laser de argdn a 488 nm de excitacion, asi como el “software” Cell Quest para
analizar los datos obtenidos.

7.4.1 Seleccion de la regidon de analisis

Se adquirieron 500,000 eventos y se analizaron en gréaficas de punto siguiendo
la estrategia de “regionalizacion” que se describe a continuacién y se ilustra en la
Figura 6.

a - Seleccién de la regién en “Forward Scatter (dispersién anterior de la luz)
contra “Side Scatter” (dispersion lateral de la Luz) para delimitar la region de
células individuales (se excluyen agregados celulares y restos celulares o
deshechos)

b - Identificacion de la region de acuerdo al contenido de ADN para separar a

las células nucleadas. (IP vs. CD71).
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c- Delimitacién de la region, excluyendo a las plaquetas (CD61 vs. CD71).
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Figura 6. a) Seleccién de la regidén en “Forward Scatter (dispersion frontal de la
luz) contra “Side Scatter” (dispersion lateral de la luz) para delimitar la region de
células individuales, b) Identificacion de la regién de acuerdo al contenido de ADN
para separar a las células nucleadas (IP vs. CD71), ¢) Delimitacién de la region,
excluyendo a las plaquetas (CD61 vs. CD71)

_24.



7.4.2 Tincidn diferencial de diferentes poblaciones de eritrocitos

Una vez “delimitada” la region de andlisis, de acuerdo a la tincién con CD71 y a
IP, se detectaron las diferentes poblaciones de eritrocitos: EM, EM-MN, RET y
RET-MN (Dertinger y col., 2000; Parker, 1993) (Figura 7).

Los porcentajes de RET, RET-MN y EM-MN fueron calculados de acuerdo a la

forma propuesta por los laboratorios “Litron” (Rochester, NY) (Ortiz y col., 2004).
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Figura 7. Se muestran las diferentes poblaciones de eritrocitos contempladas
en este estudio: EM, EM-MN, RET y RET-MN.

7.5 Analisis estadistico

Para cada grupo se calcul6 el promedio y el error estandar (Prom. £ E. E.) de la
frecuencia de RET; RET-MN y EM-MN.

Se comparé la frecuencia de MN entre los grupos de estudio utilizando una
prueba de ANOVA, seguida de una prueba de U de Mann-Whitney, con una p <
0.05.

También se utilizd una prueba de t-Student para conocer las diferencias
estadisticas entre la incidencia de RET, RET-MN y EM-MN entre los individuos

que presentaban infecciones respiratorias y gastrointestinales dentro de cada
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grupo, asi como para conocer la diferencia estadistica entre la frecuencia de RET,
RET-MN y EM-MN entre los nifios con desnutricién grave con una p < 0.05.

8. RESULTADOS

8.1 Frecuencia de RET

En los BN la frecuencia promedio de RET en sangre periférica fue de 1.57%z%
0.47, en el grupo BNI el promedio obtenido fue de 2.65% * 0.42, los nifios
pertenecientes al grupo DES-M mostraron un promedio de 4.09 + 1.0, mientras
que el grupo DES-G registré un promedio de 6.47 + 1.20.

El porcentaje de RET para cada nifio se muestra en la Tabla 8, en la cual se
incluyen los cuatro grupos de estudio. Se encontr6é diferencia significativa (p <
0.05) entre los grupos BN vs BNI, BN vs DES-M, BN vs DES-G y entre BNI vs
DES-G.

8 4 6.47

4.09

%RET
(3]
——
*

2.65 *
3 4 T %%
1.57 [
2 4 *

BN BNI DES-M DES-G

Figura 8. Frecuencia promedio de RET en sangre periférica de nifios BN, BNI,
DES-M y DES-G. Se muestra la frecuencia promedio y el error estdndar para cada

grupo. Se encontr6 diferencia significativa (p < 0.05) entre los grupos BN vs BNI,
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BN vs DES-M, BN vs DES-G (marcados con *) y entre BNI vs DES-G (marcada
con **).

Cuadro 8. Porcentaje individual de RET de cada nino de los cuatro grupos de
estudio. Se encontr6 diferencia significativa (p < 0.05) entre los grupos BN vs BNI,
BN vs DES-M, BN vs DES-G y entre BNI vs DES-G.

*Nifios tipo marasmo ** Nifos tipo kwashiorkor

BN BNI DES-M DES-G

Clave Ret Clave Ret Clave Ret Clave Ret
(%) (%) (%) (%)

10 0.69 21 1.03 26 1.17 33 1.89
07 0.7 17 1.31 23 1.21 32 2.22
09 1.0 16 1.38 24 1.86 39** 3.05
11 1.18 12 1.98 28 2.89 40** 3.11
01 1.26 19 2.07 27 4.36 36* 6.18
03 1.39 20 2.20 31 5.52 35* 6.69
08 1.53 18 2.31 29 5.62 42** 6.70
02 1.87 13 2.74 25 5.79 34 7.61
06 1.94 14 4.36 30 10.73 41** 8.76
04 2.18 15 442 - e 38* 9.38
05 3.51 22 5338 - e 37** 15.53
Prom 1.56 Prom 2.65 Prom 4.09 Prom 6.47
E.S. 0.24 E.S. 0.42 E.S. 1.0 E.S. 1.20

Min-Max 0.69-3.51 Min-Max 1.03-5.33 Min-Max 1.17-10.73 Min-Max 1.89-15.53
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En la Figura 9 se muestran los datos individuales de RET, para los grupos BN,
BNI, DES-M y DES-G.
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Figura 9. Datos individuales de RET de los cuatro grupos de estudio. Se muestra
la mediana (—) y la dispersion en cada grupo de estudio. Se encontrd diferencia
significativa (p < 0.05) entre los grupos BN vs BNI, BN vs DES-M, BN vs DES-G
(marcados con *) y entre BNI vs DES-G (marcada con **). Los grupos BN, BNI y
DES-G estuvieron conformados por once nifios, mientras que DES-M estuvo

conformado por nueve nifnos.

8.2 Frecuencia de RET-MN

Los nifios del grupo BN presentaron un porcentaje promedio de RET-MN 0.33%
+ 0.06, el grupo BNI tuvo un promedio de 0.94% + 0.31, los pacientes del grupo
DES-M registraron un promedio de 0.76% + 0.13 y el grupo DES-G mostr6é una
frecuencia promedio de 1.60% * 0.46 (Figura 10).
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Se encontré diferencia significativa (p < 0.05) entre los grupos BN vs DES-M y
BN vs DES-G. Adicionalmente la prueba U indica diferencia entre los grupos BN
vs BNI

En la Tabla 9 se muestran los porcentajes individuales de RET-MN para cada
uno de los grupos de los grupos de estudio, mientras que en la Figura 11 se puede
observar la distribucién de los datos individuales para los cuatro grupos de
estudio.

1.60

0.33

BN BNI DES-G

Figura 10. Frecuencia promedio de RET-MN en sangre periférica de nifios BN (n
= 11), BNI (n = 11), DES-M (n = 9) y DES-G (n = 11). Se muestra la frecuencia
promedio asi como el error estandar. Se encontré diferencia significativa (p < 0.05)
entre los grupos BN vs DES-M y BN vs DES-G. La prueba U de Mann-Whitney indica
diferencia entre los grupos BN vs BNI. Las diferencias encontradas se marcan con *.
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Cuadro 9. Porcentajes individuales de RET-MN para BN (n= 11), BNI (n =11),
DES-M (n = 9) y DES-G (n =11). Se encontré diferencia significativa (p < 0.05) entre
los grupos BN vs DES-M y BN vs DES-G. La prueba U de Mann-Whitney indica
diferencia entre los grupos BN vs BNI.

BN BNI DES-M DES-G

Clave RET-MN Clave RET-MN Clave RET-MN Clave RET-MN
(%) (%) (%) (%)
11 0.09 18 0.09 31 0.13 35* 0.10
08 0.12 15 0.24 27 0.20 37** 0.17
05 0.16 14 0.38 26 0.52 40** 0.54
01 0.21 22 0.55 28 0.69 33 0.56
07 0.22 21 0.58 29 0.75 39** 1.08
10 0.22 17 0.61 30 0.83 32 1.13
09 0.29 20 0.68 25 0.97 38* 1.25
02 0.40 12 0.73 23 1.06 41** 1.29
04 0.54 19 1.28 24 1.65 42** 3.11
06 0.66 13 1.43 36* 3.48
03 0.74 16 3.82 34 4.94
Prom 0.33 Prom 0.94 Prom 0.76 Prom 1.60
E.S. 0.06 E.S. 0.31 E.S. 0.13 E.S. 0.46

Min-Max 0.09-0.74 Min-Max 0.09-3.82 Min-Max 0.13-1.65 Min-Max 0.10-4.94

* Nifos tipo marasmo ** Nifios tipo kwashiorkor
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Figura 11. Distribucion de los valores individuales obtenidos para RET-MN en
cada grupo de estudio. Se muestra la mediana (—). Se encontrd diferencia
significativa (p < 0.05) entre los grupos BN vs DES-M y BN vs DES-G. La prueba
U de Mann-Whitney indica diferencia entre los grupos BN vs BNI. Las diferencias

*

encontradas se marcan con *. Los grupos BN, BNI y DES-G estuvieron

conformados por once ninos, el grupo DES-M se conformé por nueve nifios.

8.3 Frecuencia de EM-MN

En cuanto a la frecuencia de EM-MN en sangre periférica, se observo que los
grupos BN y BNI presentaron un promedio de 0.06 + 0.01 % y 0.07 £ 0.01%
respectivamente. Los grupos DES-M y DES-G mostraron un promedio de 0.08 +
0.02 %y 0.20% cada uno, asi como un error estandar de y 0.05 respectivamente
(Figura 12).

Los porcentajes individuales de EM-MN, asi como los valores individuales de
los datos para cada grupo de estudio se muestran en la Tabla 10 y Figura 13
respectivamente. Se encontrd diferencia significativa (p < 0.05) entre los grupos
BN vs DES-G y BNI vs DES-G.
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Figura 12. Frecuencia promedio de EM-MN en sangre periférica de nifios BN
(n=11), BNl (n = 11), DES-M (n = 9) y DES-G (n = 11). Se indica el error estandar.
Se encontr6 diferencia significativa (p < 0.05) entre los grupos BN vs DES-G y BNI
vs DES-G.
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Cuadro 10. Porcentajes individuales de EM-MN para los nifios BN ( n=11), BNI
(n=11), DES-M (n = 9) y DES-G (n = 11). Se encontré diferencia significativa (p <
0.05) entre los grupos BN vs DES-G y BNI vs DES-G.

* Nifos tipo marasmo ** Nifos tipo kwashiorkor

BN BNI DES-M DES-G

Clave EM-MN Clave EM-MN Clave EM-MN Clave EM-MN
(%) (%) (%) (%)
07 0.01 18 0.01 30 0.01 39** 0.01
08 0.01 20 0.02 29 0.02 37 0.02
10 0.01 21 0.03 23 0.03 40** 0.02
11 0.01 22 0.03 26 0.03 33* 0.06
09 0.02 17 0.03 24 0.04 32 0.10
04 0.06 19 0.04 25 0.09 35* 0.10
05 0.06 16 0.05 27 0.10 36* 0.12
06 0.07 13 0.07 31 0.13 41** 0.31
03 0.10 12 0.10 28 0.30 34 0.41
01 0.13 15 016 - e 42** 0.49
02 0.13 14 019 - 38* 0.51
Prom 0.06 Prom 0.07 Prom 0.08 Prom 0.20
E.S. 0.01 E.S. 0.01 E.S. 0.02 E.S. 0.05

Min-Max 0.01-0.13 Min-Max 0.01-0.19 Min-Max  0.01-0.30 Min-Max  0.01-0.51
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Figura 13. Datos individuales de EM-MN de los nifios de los cuatro grupos de
estudio. Se indica la distribuciéon de los datos y la mediana (—) para cada grupo. Se
encontro diferencia significativa (p < 0.05) entre los grupos BN vs DES-G y BNI vs
DES-G. Los grupos BN, BNI y DES-G se conformaron por once nifios, mientras que

en DES-G se incluyeron nueve ninos.

8.4 Frecuencia de RET, RET-MN y EM-MN en los grupos BNI, DES-M y
DES-G

Debido a que las infecciones mas recurrentes dentro de los grupos de estudio
fueron las respiratorias y las gastrointestinales, se procedi6 a analizar el efecto de
estas patologias sobre los porcentajes de RET, RET-MN y EM-MN.

Para llevar a cabo este analisis los grupos BNI, DES-M y DES-G, fueron
divididos en 2 grupos a su vez: un grupo de nifos con infecciones respiratorias (R)
y un grupo compuesto por niflos con infecciones gastrointestinales (G).

Al hacer este analisis no se encontr6 diferencia significativa en ninguno de los

grupos (p > 0.05), sin embargo las tendencias mostradas fueron las siguientes:
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Con respecto al grupo BNI, se observé que los niflos con infecciones
respiratorias (R) presentaron mayor incidencia de RET, RET-MN y EM-MN, que
aquellos con infecciones gastrointestinales (G).

El porcentaje promedio de RET relacionado con infecciones respiratorias fue de
2.94% 0.55%, mientras que la incidencia de RET en los nifilos con infecciones
gastrointestinales fue de 1.86+0.27%.

Los RET-MN mostraron una frecuencia promedio de 1.08%%0.42 en nifos con
infeccién respiratoria, mientras que en los nifos que presentaron infecciones
gastrointestinales fue de 0.85+0.2%.

Los nifios con infecciones respiratorias presentaron una frecuencia promedio de
EM-MN de 0.08+0.02%, mientras que en los nifios que presentaron infecciones
gastrointestinales se obtuvo una frecuencia promedio de 0.03+0.005%. (Figura
14).

2.5 1 RET

%
N
N

Figura 14. Porcentajes promedio de RET, RET-MN y EM-MN en BNI ( n= 11)
con infecciones respiratorias y gastrointetinales. Se indica el error estandar. No se
encontro diferencia significativa en ninguno de los grupos (p > 0.05).
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En el grupo DES-M se observd que los nifios con infecciones respiratorias
mostraron una mayor incidencia de RET (promedio: 5.80£2.76%) en comparacioén
con los que presentaron infecciones gastrointestinales, ya que el porcentaje
promedio fue de 3.29+0.91%.

Con respecto a los RET-MN, en los nifios con infecciones respiratorias se
observé un porcentaje promedio mas bajo que el de los nifios con infecciones
gastrointestinales. Los valores promedio fueron: 0.49+0.20 % y 0.86%0.08%
respectivamente.

En relacion a la frecuencia de EM-MN, se observé que los niflos que padecian
infecciones respiratorias presentaron una menor frecuencia de estas estructuras.
La frecuencia promedio fue de 0.05% contra 0.11% obtenido en los nifilos que
presentaron infecciones gastrointestinales, los errores estandar fueron de 0.03 y
0.06 respectivamente (Figura 15).

RET

%

Figura 15. Porcentajes y error estandar de RET, RET-MN y EM-MN en DES-M
(n = 9) que presentaron infecciones respiratorias y gastrointestinales. No se
encontro diferencia significativa en ninguno de los grupos (p > 0.05).

_36.



En el grupo DES-G se observd que la incidencia de RET es muy similar ya que
las frecuencias promedio fueron de 6.83+0.41 % en nifos con infeccién
respiratoria y de 6.60£2.12 % en los nifos con infecciones gastrointestinales, no
hubo diferencia significativa en la frecuencia de RET en los grupos (p >0.05).

Se observé un comportamiento diferente para la frecuencia de RET-MN, ya que
la frecuencia promedio para los nifios con infecciones respiratorias fue de
3.8410.55 % y para los nifos con infeccion gastrointestinal fue de 0.61+0.18 %.

En el caso de los EM-MN se observo que los nifios con infecciones respiratorias
presentaron un promedio superior al de los nifios con infeccién gastrointestinal:
0.3410.10 % y 0.12+0.07 % respectivamente. (Figura 16).

7 - I_ RET

%
(3))
1

3 4 RET-MN

Figura 16. Porcentaje promedio y error estandar de RET, RET-MN y EM-MN en
DES-G (n = 11) que presentaron infecciones respiratorias y gastrointestinales. No
se encontro diferencia significativa en ninguno de los grupos (p > 0.05)
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Al hacer una comparacién entre grupos tomando como punto de referencia el
tipo de infeccién, se encontré que los nifios con Infecciones respiratorias de los
grupos BNI y DES-G mostraron diferencia significativa (p < 0.05) en la frecuencia
de RET, RET-MN y EM-MN (Figura 17). Estos datos se describen a continuacion:

Las frecuencias promedio de RET para el grupo BNI y DES-G con infecciones
respiratorias fueron de 2.55 % y 6.45% respectivamente, con errores estandar de
0.4 y 1.2 para cada grupo. Con relacién a los RET-MN, el grupo BNI present6 una
frecuencia promedio de 0.88+0.32%, mientras que el grupo DES-G registré una
frecuencia promedio de 1.6+0.46 %. En el caso de los EM-MN se observo que el
grupo BNI presentd una frecuencia promedio de 0.06x0.01 % y el grupo DES-G
mostré un promedio de 0.19+0.05 %.

El andlisis con relacion a las infecciones gastrointestinales no mostréd diferencia

significativa (p > 0.05) entre ninguno de los grupos.

RET

%

EM-MN

BNI DES-G BNI DES-G BNI DES-G

Figura 17. Porcentaje y error estandar de RET, RET-MN y EM-MN en nifios con
infecciones respiratorias de los grupos BNI (n = 11) y DES-G (n = 11). Se encontr6
diferencia significativa entre los grupos.
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8.5 Porcentaje de RET, RET-MN y EM-MN en ninos con desnutricion
moderada sin infecciones

En el presente trabajo también se analiz6 la incidencia de RET, RET-MN y EM-
MN de tres nifilos con desnutricion moderada que no presentaron infecciones. En
la Tabla 11 se muestran las caracteristicas de estos nifios, mientras que en la
Tabla 12 se muestran los valores individuales de RET, RET-MN y EM-MN.

Cuadro 11. Caracteristicas de los nifios con desnutricion moderada que no
presentaron infecciones. Se muestra la edad, sexo y déficit de peso para cada uno

de estos ninos.

Clave Edad Sexo Déficit de
(meses) peso (%)
43 60 F 28
44 10 M 25
45 60 M 27

Cuadro 12. Valores individuales de RET, RET-MN y EM-MN de nifios con

desnutricion moderada sin infecciones.

Clave RET RET-MN EM-MN
(%) (%) (%)
43 2.81 0.91 0.11
44 5.79 3.56 0.06
45 1.78 1.97 0.16

Los resultados obtenidos mostraron que la frecuencia promedio de RET en el
grupo DES-M presenté un porcentaje de 4.08+1.0 %, mientras que el grupo de
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ninos con desnutricibn moderada sin infecciones mostré un porcentaje de 3.46%
con un error estandar de 0.98.

El grupo DES-M present6 una frecuencia de RET-MN de 0.75£0.48 % y en el
grupo de los nifos con desnutricibn moderada sin infecciones se observé una
incidencia de 2.1410.77 %.

Los valores registrados para los EM-MN fueron de 0.08+0.03 % para el grupo
DES-M y de 0.11+0.03 % para el grupo de nifios con desnutricion moderada sin
infecciones (Figura 18).

Se encontrd diferencia significativa entre estos grupos (p < 0.05) solo para los
RET-MN.

5 -
“r RET

%
w
N

RET-MN

EM-MN

DES-M * DES-M * DES-M *

Figura 18. Porcentaje promedio y error estandar de RET, RET-MN y EM-MN en
ninos del grupo DES-M (n = 9) y del grupo de nifilos con desnutricion moderada sin
infecciones (n = 3) (representado con *). Se encontrd diferencia significativa entre
estos grupos (p < 0.05) para los RET-MN.
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8.6 Frecuencia de RET, RET-MN y EM-MN en nifos tipo marasmo y tipo
kwashiorkor

Dentro del grupo de nifios con desnutricidn grave, se incluyeron 6 nifios tipo
marasmo y 5 kwashiorkor. Estas manifestaciones clinicas mostraron tener efectos
sobre la generaciéon de MN en RET-MN y EM-MN, se observé que los nifios que
presentaban desnutricion grave del tipo marasmo (M) registraron una mayor
frecuencia promedio de estas estructuras en comparacion con los nifios tipo
kwashiorkor. Estos resultados se describen a continuacion:

Los nifios tipo marasmo presentaron una frecuencia promedio de RET-MN del
1.91+0.77 %, mientras que los kwashiorkor mostraron un porcentaje promedio de
1.2320.5 %. Aunque no hubo diferencia estadistica entre ambos grupos (p > 0.05),
la tendencia mostrd que los nifios tipo marasmo presentaron mayor dafio al ADN.

Las frecuencias promedio registradas para EM-MN fueron de 0.21% y 0.17%
para nifos tipo marasmo y kwashiorkor respectivamente. Los errores estandar
para estos grupos fueron de 0.07 y 0.09. No se encontr6é diferencia estadistica
entre ambos grupos, sin embargo la tendencia indica que los nifios tipo marasmo
presentan una mayor frecuencia de EM-MN, lo cual sugiere que estos nifios
presentan mayor dafio al ADN.

En cuanto a los RET se observd un efecto contrario, pues en los nifios con
desnutricion tipo kwashiorkor se observd una frecuencia mas elevada que los
ninos con marasmo. Las frecuencias promedio fueron de 5.66% en nifios tipo
marasmo y de 7.43% en nifos kwashiorkor. (Figura 19). No hubo diferencia
estadistica entre estos grupos (p >0.05).

En las figuras 20, 21 y 22, se muestran los datos individuales de RET, RET-MN
y EM-MN que mostraron los nifios tipo marasmo y kwashiorkor.

_41.



RET

Figura 19. Porcentaje y error estdndar de RET, RET-MN y EM-MN en nifos
tipo marasmo (n = 6) y kwashiorkor (n= 5). No se encontr6 diferencia estadistica
entre ambos grupos (p > 0.05).
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Figura 20. Datos individuales de RET de los nifios tipo marasmo (n =6) y
kwashiorkor (n = 5) del grupo DES-G. Se muestra la dispersién de los datos, asi
como la mediana (—) No hubo diferencia estadistica entre los grupos (p > 0.05).
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Figura 21. Datos individuales de RET-MN de nifios tipo marasmo (n = 6) y
kwashiorkor (n = 5) que conformaron el grupo DES-G. Se muestra la dispersion de
los datos, asi como la mediana (—). No hubo diferencia estadistica entre ambos
grupos (p > 0.05).
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Figura 22. Datos individuales de EM-MN de nifios marasmo (n = 6) y
kwashiorkor (n = 5) que integraron el grupo DES-G. Se indica la dispersién de los
valoes y la mediana (—).No se encontré diferencia significativa entre ambos

grupos (p > 0.05).

9. DISCUSION

El propédsito de este trabajo fue conocer el efecto que la desnutricién ejerce
sobre la integridad del ADN de nifios con desnutricion calérico proteica.

Para tal efecto se utilizé el ensayo de MN en RET y EM de sangre periférica de
ninos desnutridos.

Es importante hacer hincapié en que no existe un solo tipo de desnutricién, por
lo que en los estudios sobre este padecimiento se deben considerar las diversas
alteraciones que la acompafan, entre las cuales se encuentran las infecciones
asociadas a ella, los trastornos causados por estas infecciones, los tratamientos
farmacolégicos utilizados para combatirlas, la presencia de anemia y las
deficiencias de micronutrientes que acompanan este padecimiento.
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Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los nifios DES-G grave
presentaron una mayor incidencia de RET (6.47% + 1.20) que los demas grupos,
los BN no presentaron alteraciones en la produccién de estas células, ya que la
frecuencia promedio registrada (1.56% + 0.24) se encuentra dentro del intervalo
reportado como normal en la bibliografia (0.02- 2.2%) (WEB Médica Argentina,
2006).

Los niflos del grupo BNI presentaron una frecuencia ligeramente mayor que la
reportada como normal (2.65% + 0.42), mientras que el grupo DES-M present6
una frecuencia que cae fuera del intervalo establecido como normal por la
bibliografia consultada (4.09% + 1.0).

Tomando en consideracion a los nifios sin infecciones del grupo DES-M se
observé que las frecuencias individuales de RET se encontraron distribuidas a lo
largo de todo el intervalo de valores del grupo DES-M, sin embargo es necesario
resaltar que uno de los nifios sin infecciones mostré una de las frecuencias mas
elevadas de grupo (5.79%), lo cual muestra que la desnutricion moderada causa
alteraciones en la frecuencia de RET en sangre periférica.

La mayoria de los nifios DES-M y DES-G cuadros de anemia. Los valores
promedio de Hb para estos grupos estuvieron por debajo de 12.79 g/dL, que es el
valor establecido como normal por la Organizacién Mundial de la Salud, y de
acuerdo a numerosos reportes un valor de Hb menor de 11.5g/dL es un indicador
de que el organismo presenta anemia (Avila-Curiel, 1998).

Esta situacion podria ser uno de los factores que dispararon la produccién de
RET dentro de estos dos grupos, ya que se ha reportado que en casos de anemia
cronica (que es comun entre los ninos con desnutricidon caldrico proteica), el
namero de RET circulantes suele ser superior al que corresponde al grado de
regeneracion eritroblastica. Ello obedece a que la anemia se acompafa siempre
de un estimulo eritropoyético compensador (Nawawy, 2002), que facilita una
salida precoz de RET desde médula 6sea a la sangre periférica y un acortamiento
de su periodo de maduracién intramedular, lo que supone un aumento del periodo

de maduracion periférica. En situaciones normales los RET suelen permanecer de

- 46.



2 a 3 dias en la médula ésea y un dia adicional en la sangre periférica antes de
convertirse en EM.

Los RET que son liberados de la médula ésea como consecuencia de su
liberacién temprana son conocidos como RET de estrés o de recambio (Parker y
Bick, 1993).

Nawawy y col. (2002) llevaron a cabo un estudio en el que se demostré que las
concentraciones séricas de EPO fueron significativamente mas altas en nifios con
desnutricion calérico proteica en comparacién con nifios sanos, aunque el efecto
de esta elevacién fue contrario al que se registré en este trabajo.

Es importante mencionar que el recuento de RET es un indicador de la
actividad hematopoyética de la médula 6sea, cuando la anemia va acompanada
de un elevado numero de RET se considera una anemia regenerativa (Glader,
2004).

Otro efecto de las anemias crdénicas sobre la hematopoyesis es que ésta
comienza a llevarse a cabo fuera de la médula 6sea, lo que genera un aumento en
el numero de RET circulantes, como una adaptacién al estado patolégico que el
organismo experimenta.

El grupo BN present6 un porcentaje ligeramente mayor de RET-MN (0.33% +
0.06) que el reportado en la literatura (0.05-0.26%) (Dertinger y col., 2004). Esta
situacién fue diferente entre los grupos BNI, DES-M y DES-G, ya que se
encontraron valores de RET-MN por arriba de 0.26% que es el establecido como
limite superior en la literatura (0.94% + 0.31, 0.76% + 0.13 y 1.60% + 0.46
respectivamente).

Analizando estos resultados se observd que los nifos del grupo BNI
presentaron una frecuencia de RET-MN superior a la que presentaron los nifios
del grupo BN (se encontr6 diferencia significativa entre estos dos grupos), lo que
sugiere que las infecciones que presentaron estos nifios estan jugando un papel
muy importante en la generacion de dario al ADN.

Por otro lado, en los grupos de niflos con desnutricibn moderada y grave las
frecuencias de RET-MN fueron aun mas elevadas que en el grupo BNI, por lo que
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se infiere que la desnutricion por si misma esta ejerciendo un efecto negativo
sobre la integridad del ADN de estos nifios, aunque no hay que perder de vista la
participacion de las infecciones.

Es importante resaltar que se analizé la frecuencia de RET-MN en tres nifios
con desnutricidn moderada que no presentaron infecciones. Los datos indican que
la desnutricibn moderada por si sola estd influyendo profundamente en la
generacion de dario al ADN de estos nifios. (Tabla 12). Sin embargo, se requieren
mas estudios, que incluyan un mayor numero de nifos para confirmar esta
observacion, ya que en este estudio sélo se incluyeron tres nifios, ademas falta
por analizar el impacto que pudieran tener otros factores presentes en estos nifios
(por ejempilo fracturas).

Con respecto a los EM-MN se observd que los BN y BNI presentaron
frecuencias muy similares (0.06% + 0.01 y 0.07% + 0.01 respectivamente). La
frecuencia de EM-MN en el grupo DES-M fue de 0.08% + 0.02, ligeramente
superior a la registrada en el grupo BNI, no asi el grupo DES-G, que presenté una
frecuencia de 0.20% + 0.05.

Con respecto a los nifios del grupo DES-M que no presentaron infecciones se
observd que dos valores se concentraron en el limite superior del intervalo (0.11%
y 0.16%), mientras que uno se encontrd en el punto medio de dicho intervalo
(0.06%). Esta observacién confirma la idea de que la desnutricion moderada por si
sola esta afectando la integridad genémica de los nifios que la padecen, sin
embargo no hay que perder de vista que las infecciones asociadas a ella vienen a
agravar el efecto negativo de la desnutricion sobre el ADN.

Tomando como indicador de dafo al ADN a la frecuencia de RET-MN, se puede
decir que los nifios de los grupos BNI, DES-M y DES-G presentaron dafo al ADN,
y que éste podria ser el resultado de las alteraciones que la desnutricién
desencadena en los organismos que la padecen.

Se sabe que el dano al ADN en células de nifios desnutridos puede deberse a
diversos factores, entre los que se encuentran las infecciones bacterianas, la

activaciéon de la respuesta inmunolégica (Canella y col., 1996), la deficiencia de la
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respuesta antioxidante (Lenhartz y col., 1998), la administracién de antibi6ticos
(Gonzalez y col., 2002” y la deficiencia de proteinas implicadas en la sintesis y
reparacion del ADN (Kovacic y Beevar, 2000).

Durante muchos afnos se ha documentado la relacibn que existe entre la
desnutricion y las enfermedades infecciosas, y se ha reportado que esta relacién
es la principal causa de la elevada morbilidad y mortalidad entre los nifios
menores de cinco anos. Es aceptado por todos que el huésped desnutrido es mas
susceptible a la invasién por agentes biolégicos (Chandra, 1996).

Las infecciones de tipo bacteriano son capaces de activar la respuesta
inmunolédgica, lo cual incrementa las concentraciones de radicales libres, que son
considerados como los principales mutagenos enddégenos que provocan dano al
ADN (Ahuja, 1991, Ames y col., 1993). Bajo este contexto, existen reportes de que
en nifos con desnutricion calérico proteica las concentraciones séricas de
moléculas antioxidantes se encuentran especialmente bajas, mas aun se ha
reportado que existe una relacion entre la desnutricion calérico proteica y la
deficiencia de micronutrientes antioxidantes (Enwonwn y Sanders, 2001). Existe
la evidencia de que ciertas vitaminas y micronutrientes son sustratos y/o
cofactores en las vias metabodlicas que regulan la sintesis y reparacion de ADN,
asi como en las vias que regulan la expresién de algunos genes (Fenech vy
Ferguson, 2001, Friso y sang-Woon, 2002). Dentro de los micronutrientes
implicados en la estabilidad del ADN de niflos desnutridos se encuentra el folato.
Se ha reportado que la deficiencia de folato en humanos induce dafio
cromosomico (Blount y col., 1997), formacién de MN (Macgregor y col. 1997,
Everson y col., 1988) y la incorporacion de uracilo a la cadena de ADN, lo cual
genera inestabilidad y finalmente el rompimiento de la molécula de ADN, ya que el
uracilo que ha sido incorporado debe ser removido por la uracil-DNA glicosidasa y
una endonucleasa, generandose una muesca (“nick”) que podria resultar en el
rompimiento de la cadena de ADN recién sintetizada (Blount y col., 1997). Por otro
lado, la niacina contribuye a la reparacion de cadenas rotas de ADN, manteniendo
niveles adecuados de nicotinamida adenin dinucleétidos para la poli(a) DP-ribosa,
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la cual actia en respuesta al dafio que el ADN pudiera sufrir. Como resultado las
dietas insuficientes de niacina, folato y antioxidantes actian sinérgicamente para
afectar la sintesis y reparaciéon del ADN (Zhang y col., 1993).

También se ha reportado que la desnutriciéon calérico proteica va acompanada
de deficiencia de vitamina C, vitamina E y vitamina D, y que ésta causa oxidacion
de ADN, dafo cromosomico y rompimiento de la doble cadena de ADN.
(Chatterjee, 2000; Claycombe, 2001; Halliwell, 2000).

Debido a que existe una intima relacién entre el contenido de proteinas y
contenido de zinc en los alimentos, la ingesta insuficiente de proteinas
(caracteristica de la desnutricion calérico proteica) frecuentemente causa la
deficiencia de zinc (Wapnir, 2000).

En el analisis de la frecuencia de RET-MN en nifios con desnutricién grave tipo
marasmo y kwashiorkor, se observé que no habia diferencia significativa entre
ambos grupos, sin embargo los resultados mostraron que los nifios tipo marasmo
presentaron una mayor incidencia de RET-MN que los niflos kwashiorkor (1.91%+
0.77 y 1.23%=+ 0.5), por lo que se presume que la desnutricién grave tipo marasmo
provoca mayor dafio al ADN de los organismos que la padecen.

El dafo al ADN en los nifios tipo marasmo podria relacionarse con reportes
previos que establecen que la concentracion sérica de glutation es especialmente
baja en estos nifios (Becker y col., 1995), por lo que se presenta una defensa
antioxidante poco eficiente y por ende dano por oxidacion al ADN, lo cual
finalmente se ve reflejado en la alta incidencia de RET-MN en estos nifos. Sin
embargo existen reportes controversiales sobre la concentracién de glutation en
ninos con marasmo, ya que algunos autores han reportado concentraciones
especialmente bajas y otros no han encontrado diferencias significativas
comparando con las concentraciones de glutation que presentan BN (Golden vy
Ramdath, 1987).

Por otro lado, existen reportes consistentes de que la concentracion de
moléculas antioxidantes en nifios tipo kwashiorkor, se encuentran dramaticamente

disminuidas, lo cual genera dafio al ADN por oxidacién y trae como consecuencia
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inestabilidad genémica (Becker y col., 1995; Lehhartz y col., 1998), y en este caso
la formacion de RET-MN.

También se ha reportado que en nifilos con kwashiorkor las concentraciones de
glutation en plasma y sangre total se encuentran especialmente bajas. Dado que
el glutation es un elemento de la respuesta defensiva al estrés oxidativo, se
sugiere que las defensas antioxidantes estan deficientes y por lo tanto hay dafo
por radicales libres a las membranas celulares, y probablemente al ADN (Golden,
2002; Reid, 2000) .

Por otro lado, se debe considerar que tanto el marasmo como el kwashiorkor
se asocian a infecciones, las cuales a su vez generan estrés oxidativo, y como
resultado es que el glutation se consume mas de lo “normal”’, como respuesta
antioxidante, por lo que la respuesta protectora contra los radicales libres se ve
cada vez mas comprometida (Golden, 2002; Reid, 2000).

Ademas, se ha observado las concentraciones plasmaticas de moléculas
antioxidantes como G6PDH, glutation reductasa, FAD y glutatién, se encuentran
en bajas concentraciones en los nifios con kwashiorkor. Mas aun, se ha reportado
que a falta de estas moléculas antioxidantes, el dafo a los tejidos es provocado
por la alta concentracidén de especies reactivas de oxigeno (Krawinkel, 2003).

Con respecto a la influencia que las infecciones respiratorias vy
gastrointestinales tuvieron sobre el dafio al ADN, se observo que en el grupo BNI
los nifios con infecciones respiratorias presentaron mayor incidencia de RET-MN
(1.08% =+ 0.42), que aquellos que padecian enfermedades gastrointestinales
(0.85% + 0.2), aunque no hubo diferencia significativa entre estos grupos, se
concluyé que los nifios con infecciones respiratorias presentaron mayor dafno al

ADN.

En los nifios que conformaron el grupo DES-G se observd el mismo
comportamiento que en el grupo anterior ya que la frecuencia de RET-MN
asociada con las infecciones respiratorias fue mayor (3.84% + 0.55) que la
relacionada con las infecciones gastrointestinales (0.61% + 0.18). Aunque
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tampoco se encontré diferencia estadistica entre estos grupos es notable la
elevada frecuencia de RET-MN en los nifios con infecciones respiratorias, asi que
se puede decir que este tipo de infecciones actuaron de manera conjunta con la
desnutricion grave para provocar dano al ADN de las células de estos pacientes.

Se sabe que las infecciones respiratorias que estos nifnos presentaron son una
de las principales causas de mortalidad de nifos desnutridos. Los datos indican
que las infecciones respiratorias bacterianas estan asociadas en la mayoria de los
casos con Streptococcus pneumoniae y con Haemophilus influenzae, asi mismo
se ha reportado que el incremento en la severidad de las infecciones respiratorias
se asocia intimamente con la desnutricion (Denny y Loda, 1986; Cashat-Cruz y
col., 2005).

De acuerdo a lo reportado por Ahuja (1991), ciertas enzimas bacterianas
pueden actuar como endonucleasas y provocar dafio al ADN. Con respecto a esto
se ha documentado que Streptococcus pneumoniae produce una ADN
recombinasa, la cual es capaz de tomar cadenas sencillas de ADN de la célula
huésped e incorporarlas en el ADN bacteriano. Este proceso, conocido como
recombinacién transformacional, es capaz de generar inestabilidad en el ADN del
huésped y podria provocar rupturas de cadenas sencillas (Steffen y Bervant,
2000), lo cual se veria reflejado en la incidencia de RET-MN en los nifios de los
grupos BNl 'y DES-G.

Por otro lado, en los nifios del grupo DES-M se presentd una situacién diferente
a la que se observo en los grupos BNI y DES-G, ya que los niflos con desnutricidén
moderada que presentaron infecciones respiratorias registraron una frecuencia
menor de RET-MN (0.49% + 0.20) que los niflos con infecciones gastrointestinales
(0.86% + 0.08). En este caso tampoco se encontr6 diferencia significativa entre
ambos grupos, sin embargo se observé que la frecuencia de RET-MN mostrada
por los nifios con infecciones gastrointestinales es casi el doble de la mostrada por

los niflos con infecciones respiratorias, por lo que se asume que las infecciones
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gastrointestinales tuvieron un efecto mas pronunciado sobre la integridad del ADN

de estos ninos.

Las infecciones gastrointestinales que presentaron los nifilos de este grupo
estuvieron acompanadas por periodos de diarrea y en algunos casos hubo
cuadros de diarrea crdnica, segun estudios epidemiolégicos se ha reportado que
del 3 al 20% de los episodios de diarrea aguda en nifios se hacen persistentes y
causan la mitad de muertes (Gracey, 1993).

El efecto negativo de la diarrea sobre el estado nutricional del organismo ha
sido ampliamente reconocido, ya que numerosos investigadores han reportado
que los periodos prolongados de diarrea afectan la absorcién de macronutrientes y
micronutrientes, posiblemente debido a que el intestino ha perdido su capacidad
de absorcién (Wapnir, 2000).

Uno de los micronutrientes mas estudiados dentro de esta problematica es el
zinc, ya que su deficiencia acarrea consecuencias serias sobre la integridad del
ADN.

Experimentos recientes han reforzado la idea que se tenia acerca de la relacion
entre la desnutricion calérico proteica, la deficiencia de zinc y la diarrea (Prasad,
1998). Esta relacién generalmente favorece la deficiencia de zinc, lo cual a su vez
provoca que los organismos sean mas susceptibles a las toxinas producidas por
enterobacterias (Wapnir, 2000).

Estas toxinas son capaces de activar la adenilato y guanilato ciclasas, que
como consecuencia estimulan la secrecion de acido clorhidrico, produciendo
diarrea y disminuyendo la absorcion de nutrientes, generandose asi un circulo
vicioso entre los episodios de diarrea y la desnutricion (Wapnir, 2000). Se ha
reportado que en nifos con diarrea persistente los niveles séricos de zinc son
especialmente bajos, los cuales a su vez se correlacionan inversamente con la

duracion de estos episodios diarreicos (Black y Sazawal, 1998).

El zinc también esta relacionado con la proteccion contra radicales libres, ya
que este micronutriente es un constituyente de la Superdxido dismutasa, por lo
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que las bajas concentraciones de este micronutriente también genera dafo
oxidativo al ADN (Leung, 1998; Wapnir, 2000). En adicién se ha reportado una
disminucién de la actividad de la superdxido dismutasa en niflos con desnutricion
caldérico proteica grave que presentan concentraciones séricas bajas de cobre
(Thakur y col. 2004).

Por otro lado los estudios epidemiolégicos alrededor del mundo han revelado
qgue la mayoria de las infecciones gastrointestinales de tipo bacteriano en nifios de
paises en vias de desarrollo son provocadas por V. cholera y E.coli. La
citotoxicidad de E. coli ha sido investigada ampliamente y actualmente se sabe

que esta bacteria produce enterotoxinas que tienen efecto citotoxico.

Entre estas enterotoxinas se encuentran las toxinas Shiga (Stx), que causan
dafno vascular el cual a su vez se traduce en edema y en este se produce una
gran cantidad de radicales libres (Matise y col., 2000). Estas enterotoxinas
también interfieren con la sintesis de proteinas e inhiben la reparacion de lesiones
que el ADN pudiera sufrir por radicales libres como el peroxido de hidrégeno
(Brigotti y col. 2002, Sestili y col. 2005).

Como ya se ha mencionado anteriormente, se ha reportado que algunos
antibiéticos utilizados en el tratamiento de las infecciones respiratorias vy

gastrointestinales son capaces de producir dafio al ADN (Gonzalez y col., 2002°).

Debido a que los nifios de los grupos BN, DES-M y DES-G fueron tratados con
diferentes farmacos, se analizé la influencia que éstos pudieran haber tenido sobre
la frecuencia de RET-MN.

Los medicamentos mas usados para combatir las infecciones respiratorias en
los nifos del grupo BNI fueron: ceftriaxona, que es capaz de inducir
lipoperoxidacion ademdas de generar radicales libres (Roy y col., 2000), la
ampicilina, que es un antibidtico beta-lactamico penicilinico semisintético de
amplio espectro. Existen reportes controversiales con respecto a su genotoxicidad,
ya que en dosis terapéuticas Jaju y col. (1984) no observaron aspectos adversos,
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sin embargo existen reportes de experimentos in vivo que clasifican a este

farmaco como un agente clastogénico.

La ranitidina y el TMP-SMX (trimetoprim-sulfametoxasol), también fueron
utilizados en el tratamiento de infecciones respiratorias. Se ha reportado que la
ranitidina es capaz de generar fragmentacion de ADN en células de ratas
(Brambilla y col. 1983, Maura y col., 1983), y que el TMP-SMX es capaz de
generar MN en células de médula ésea (Abou-Eisha y col., 1999, Sorensen y
Jensen, 1981).

En cuanto a las infecciones gastrointestinales el medicamento mas usado fue el
metronidazol, del cual se tienen reportes de que induce anemia, que se
caracteriza por un decremento en la cuenta de eritrocitos y bajo contenido de
hemoglobina. Asi mismo se ha reportado que induce la formacién de MN en
células sométicas de ratones (Mundry y col., 1994; Nahas y Ashmawy, 2004).

Dentro del grupo DES-M, los farmacos utilizados para combatir las infecciones
respiratorias incluyeron penicilina sédica, dicloxacilina, amikacina y cisaprida, los
farmacos utilizados en las infecciones gastrointestinales fueron ambroxol,
metronidazol y TMP-SMX, para la infeccién urinaria se utiliz6 miconazol y

amikacina.

La amikacina pertenece al grupo de los aminoglucésidos. Estos farmacos son
bactericidas de espectro limitado a Gram negativos, son muy activos
especialmente frente a enterobacterias y otros gérmenes aerobios. Se ha
reportado que estos farmacos interfieren con la traduccién de proteinas, tienen
una alta afinidad por el ADN, inhiben la sintesis de ADN y causan dafo a la
membrana plasmatica (Ahmed y col., 2002; Kovacic y Beevar, 2000), por lo que

tienen un alto poder genotoxico.

El medicamento comun para tratar las infecciones respiratorias vy
gastrointestinales fue el paracetamol, que es un analgésico, antipirético y

antiinflamatorio, a pesar de que este farmaco es ampliamente usado en el
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tratamiento de los nifilos con infecciones, existen reportes de que actia como un

agente clastogénico (Giri, 1993).

Los nifios del grupo DES-G que presentaron infecciones gastrointestinales
fueron tratados con amikacina, ranitidina, ceftriaxona y &cido valproico, el

medicamento comun fue el paracetamol.

Otro factor que se debe tomar en cuenta para explicar la incidencia de RET-MN
y por ende el grado de dafo citogenético, en los grupos de nifios con desnutricién
moderada y grave es la presencia de anemia en la mayoria de los casos. La
anemia y la desnutricién calérico proteica tienen una intima relacion, estan
involucradas la deficiencia de fierro, acido félico, de vitamina B12, que como ya se
ha discutido anteriormente provocan inestabilidad gendmica y formacion de MN
(Dimkovic, 2001; Olivares y col., 1999).

Se ha detectado que la deficiencia de fierro es una de las principales causas de
anemia en los nifos con desnutricion calérico proteica (Levy y col., 2005).
Ademas, De Freitas y col. (2001) reportaron que la deficiencia de este
micronutriente provoca el rompimiento del ADN, mientras que Olivares y col.
(1999) encontraron que este micronutriente esta involucrado con procesos

inflamatorios e infecciones.

Por otro lado el fierro es un elemento clave en la reaccién de Fenton, la cual

puede causar toxicidad celular por oxidacion (Ladeira y col., 2004; Wang, 2005).

También se ha registrado que la deficiencia de folato es la segunda causa de
anemia en ninos de paises en vias de desarrollo (Monarrez-Espino y col., 2004), y
que en el suero de nifios con desnutriciéon calérico proteica se encuentran niveles

bajos de folato (Nawawy, 2002).

Ademas otro factor que agrava la situacion es que se ha establecido una
relacion directa entre la anemia y el riesgo de padecer infecciones respiratorias y
gastrointestinales (Fraser, 2005), formandose asi otro circulo vicioso que afecta de
manera negativa la integridad del ADN de estos nifos.
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10. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir lo
siguiente:

Los ninos DES-M y DES-G presentaron alteraciones en la frecuencia de RET.

Tomando como un indicador de dano genético a la incidencia de RET-MN en
sangre periférica, se concluyé que la desnutricibn por si misma ejerce afecta la
integridad del ADN de los nifios que la padecen, siendo los nifios del grupo DES-G
los que presentaron mayor dafo al ADN.

Se observé que los nifios del grupo BNI presentaron una frecuencia de RET-MN
mayor a la registrada en el grupo BN, por lo que se concluyd que las infecciones
también afectan la integridad gendmica de estos nifios.

Dentro de los grupos BNI y DES-G se observo que las infecciones respiratorias
generan una mayor frecuencia de RET-MN que las infecciones gastrointestinales. En
el grupo DES-M se observo un comportamiento contrario. El efecto diferencial de las
infecciones en estos nifios debe ser analizado con més detenimiento.

Se observd que los niflos con desnutricidn tipo marasmo presentaron un
incremento en la frecuencia de RET-MN en comparacién con los nifos tipo
kwashiorkor. La mayor sensibilidad del ADN de los nifios tipo marasmo requiere ser
confirmada.

Finalmente se observé que los farmacos utilizados en el tratamiento de las
infecciones asociadas a la desnutricion también influyen en la generacién de RET-
MN, aspecto que se requiere estudiar mas ampliamente.
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