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RESUMEN

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

inducido a esta molécuia por el peréxido de hidrégeno.

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

estudios de reparacion del dafio al ADN.

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

hospitalizacion durante el cual fueron tratados con medicamentos. Nifios Desnutridos



Infectados (DES-I) - integrado por nifics con desnutricion severa e infeccion grave de
vias respiratorias o0 gastrointestinal, que no se encontraban tomando medicamentos al
momento de la toma de !a muestra. Nifnos Desnutridos Infectados con tratamiento
{DES-IT} - Integrado por lfos mismos nifios del grupo anterior después de un periodo de
hospitalizacion y de tratamiento con medicamentos. Las muestras se obtuvieron en los

hospitales Infantiles Xochimilco e [ztapalapa del D.D.F.

El trabajo experimental se dividié en tres partes:
l.- Evaluacion del dafic al ADN en los grupos BN, BN-I v DES-I. Para establecer la
influencia de las infecciones y de la desnutricion sobre el dario al ADN.
[t.- Evaluacidén del darioc al ADN asociade a los medicamentos en los linfacitos de los
nifios infectados (BN-IT y DES-IT).
I1l.- Evaluacion de la reparacion del dafio inducido al ADN por perdxido de hidrogenc en
los nifios BN, BN- y DES-I.

De las muestras de sangre se aislaron los linfocitas, se hicieron los geles, se
realizé 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 Nino).

Para establecer la influencia de la desnutricion y de las infecciones sobre ef dafio
al ADN, se estudiaron 12 ninos BN, 16 BN-l y 11 DES-I. Para establecer la influencia de
los medicamentos sobre el dafio al ADN, se tomo una muestra a seis nifios bien nutridos
y a seis nifios desnutridos, ambos infectados, a los que no se les habian administrado
medicamentos. A estos mismos 12 nifios se les tomd una segunda muestra después de
un periodo de tratamiento con medicamentos en et hospital. Para evaluar fa reparacidn
det ADN se utilizaron seis nifios BN, seis BN-l y siete nifics DES-I. En ios linfocitos

aislados se indujo dano al ADN utilizando perdxido de hidrogeno.

En todos los casos se determind el promedio de la longitud de las estelas, el error
estandar, el coeficiente de dispersion (coeficiente H} y el numero de células dafadas.
Adicionalmente para evaluar la reparacion del dafic inducido al ADN se calcuié la llamada

capacidad reparativa (CR), que se refiere a la disminucion relativa del promedio de la



longitud de las estelas o del porcentaje de células con dafio, con respecto al tiempo de
reparacion. Los resultados obtenidos se compararon utilizando la prueba no paramétrica
de Wilcoxon y la prueba de X*® para proporciones. Se considero diferencia estadistica

cuando p<0.05.

Los resultados permitieron apreciar que la desnutricidn y las infecciones graves
son dos factores que estan relacicnados con un incremento del dafio en el ADN, lo gue se
vio reflejado en un incremento en la longitud de las estelas, fas que en promedio fueron 7
veces mas largas en los nifios BN-1, v 14 veces mas largas en ios nifios DES-I, en
relacién con la longitud promedio observada en Ios nifios BN. En los nifios BN-1 el
incremento en la longitud de las estelas estaria relacionado con las infecciones que
presentaron asociadas, ya que se ha propuesto que algunas bacterias patdégenas pueden
inducir dafo al material genético. Otro factor gue pedria incrementar el dafio al ADN es
estos nifios es la liberacién de radicales libres que ocurre como parte de {a respuesta
inmune normal. En los nifios desnutridos ademas de tos dos factores antes sefalados, la
falta de antioxidantes que inactiven a los radicales libres y la deficiencia de proteinas
necesarias para la duplicacion y/o reparacién del ADN podrian contribuir a incrementar el
dafio observado en esta molécula. También el porcentaje de células con dano se vio

aumentado por efecto de las infecciones y de la desnutricidn.

En cuanto al efecto de los medicamentos, se observd que después del tratamiento
el dafco al ADN incrementd tanto en los nifics BN-I como en los DES-1. La migracion del
ADN antes del tratamiento con medicamentos fue dos veces mayor en {os nifios DES-|
(32.6 um) que en los BN-I (186.5 um). Después del tratamiento con medicamentos el
promedio de las longitudes de las estelas fue nuevamente dos veces mayor en los DES-
IT (59.8 um) al observado en los BN-IT (28.8 um). De la misma manera el porcentaje de
células con dafic se vio incrementado en las muestras tomadas después del tratamiento
con respecto a lo observade antes del mismo. Los resuitados parecen indicar que las
células de los nifilos DES-| fueron mas susceptibles a presentar dano inducide por los

medicamentos.

El tratamiento con perdxido de hidrégeno afectd mayormente a las células de tos

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



del dafio inducido, y al evaluar las longitudes de las estelas y el porcentaje de células con
dafio a 5, 15, 30 y 60 minutos de incubacién, se cbservd una disminucion progresiva en
ambos parametros, 10 que se vio reflejade en ia CR que incremento conforme al tiempo
de reparacion. No obstante, los resultados mostraron que los nifios DES-I presentaron

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

Las conclusiones obtenidas del trabajo, son {as siguientes:

a) Las infecciones y la desnutricion son dos factores que estan relacionades con niveles

altos de dano en el ADN.

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

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

c) Los linfocitos de (os nifios DES-| parecen ser mas susceptibles al dafio inducido al ADN

por los medicamentos.

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

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

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

dafiado por el perdxido de hidrégeno.

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

células de los nifios bien nutridos infectados.

g) La capacidad de reparacién del dafic inducido al ADN en los linfocitos de nifios

desnutridos esta disminuida.,



ABSTRACT

Infectious disease and malnutrition in children are public health problems in deveioping
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 repair capacity was evaluated by way of the single-

cell gel electrophoresis (comet assay) (SCGE).

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

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

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

preceding group.



Experimental design was divided in three sections:

l. - Assessment of DNA damage in WN, WN-| and MN-| children, this aflowed to evaluate DNA
damage related to infections and mainutrition.

i. - Assessment of DNA damage related to drugs used in WN-IT and MN-iT chiidren.

1. - Assessment of DNA repair capacity in lymphocytes from WN, WN-I and MN-|, after

treatment with hydrogen peroxide.

Lympbocytes were isolated from biood 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 taif 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 iength
after the incubation period. The Wilcoxon's matched-pairs rank and the chi-square tests were

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

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

refated to infection and malnutrition was observed.

DNA migration length before drug treatment was two times higher in WN-| 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 celis was increased in samples observed
after drug treatment. The data obtained seems to indicate that malnourished children are more

susceptible to DNA damage induced by drugs.

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

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



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

repair capacity increased in alt groups studied. Moreover, it was clear that MN-) 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, mainutrition 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-! 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-1 children, who showed delayed damage

repair.



1. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

La desnutricion infantil y las infecciones graves constituyen dos problemas
importantes de saiud publica en nuestro pais. Diversas observaciones y estudios
epidemiolégicos indican que existe una estrecha relacién entre ambos padecimientos, 10
que se demuestra en el hecho de que las enfermedades infecciosas son el factor principal
gque se asocia con un incremento tanto en la gravedad de la desnutricion, como con la
frecuencia de fallecimientos de nifios (Kumar et al.,, 1994). La alta incidencia de ambos
padecimientos hace necesario et estudio de los efectos causados por eilos y el tratar de
establecer la interaccién entre ambos. A estos dos factores se tendria que anadir un
tercero, que son los medicamentos mas frecuentemente utilizados en el tratamiento de

las infecciones, ya que podrian generar efectos adicionales.

1.1 Desnutricion

La desnutricidn es una enfermedad que afecta a aproximadamente un tercio de la
poblacién infantil del mundo, principalmente de los paises subdesarrollados de Africa,
Asia, América Latina y Oceania {De Onis et al., 1993). Las causas que la originan son
dos condiciones sociales: la pobreza y la ignorancia, por lo que la desnutricidon 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 ninos

presentan una alta incidencia de enfermedades infecciosas (Vega, 1898).

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

La severidad del padecimiento se establece evaluvando el peso y !a taila, en

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



mismo género. Tomando en consideracion el peso de los nifios, se han delimitado tres
grados de desnutricion (Gdmez et ai., 1958), con caracteristicas particulares que se

describen a continuacion:

Desnutricion de Primer Grado (Leve) - Desnutricion que ha afectado por poco
tiempo al organisme; ei individuo que la padece presenta un déficit de peso corporail de

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

Desnutricion de Segundo Grado {Moderada) - Desnutricion mas marcada que
la anterior. Déficit de peso del 25 al 38% del promedio correspondiente para la edad del

paciente, el cual frecuentemente requiere hospitalizacion.

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

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

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

caracteristicas propias (Cravioto et al., 1990).

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

la piel, decoloracion del pelo e higado graso.

La desnutricién de tipo marasmo se debe fundamentaimente a una dieta baja,

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



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

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

Et marasmo se ha descrito como una adaptacién metabdiica ante una ingesta
inadecuada de calorias y proteinas, lo que en primera instancia repercute en la detencién
del crecimiento del nifio y se asocia con pérdida de peso corporal. Una vez que ocurre
esta pérdida de peso, l0s requerimientos nutricionales absolutos en estos nifios se
reducen, teniendo como base la disminucién de la masa corporal total. Adicicnalmente los
tejidos dei cuerpo se adaptan a las carencias nutricionales de manera que utilizan menos
energia. En los marasmaticos se ha observado una utilizacion muy eficiente de los
alimentos ingeridos y por otro lado una disminucion generaiizada de la actividad, tanto a

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

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

relativamente bien preservado {(Golden, 1988).

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

estos signos.



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

los capilares 0 a las membranas celulares (Lenhartz et al., 1998).

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

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

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

afios de edad, lo que parece estar relacionado con el hecho de que la desnutricion

il



deprime la respuesta inmune (Chandra, 1980). Esta inmunodeficiencia aumenta la
susceptibilidad de ios nifios a las infecciones, las que potencialmente pueden agravar ia
severidad de la desnutricidn, ya que promueven un mayor consumo de energia
metabdlica y a su vez este desgaste nutricional puede contribuir al agravamiento de las
infecciones, propiciandose asi el establecimiento de un circulo en el gue la probabilidad
de que los nifos mueran se incrementa claramente (Pelletier et al., 1893, Schroeder y
Brown, 1994; Yoon et al., 1997). De esta manera, la desnutricién al alterar la respuesta
inmune contribuye a que las infecciones tengan una mayor prevalencia y gravedad en los

nifos desnutridos {Chandra, 1980}).

Es importante sefialar que las infecciones tienen un papel preponderante en el
desencadenamiento de {0os casos de desnutricidon de tercer grado, ya que los individuos
con desnutricién de segundo grado e infectados pueden pasar rapidamente a ser casos
severos con alto riesgo de mortalidad. Los factores que determinan que la infeccién
agrave a la desnutricién incluyen, la reduccidén en el consumo de nutrientes debido a la
anorexia, la pérdida de nutrientes debido a una absorcion intestinal inadecuada o a
pérdidas a través de la orina y finalmente a la utilizacidén de |las reservas de proteinas en

los requerimientos inmunologicos (Albrecht y Pelissier, 1995).

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



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

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

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

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

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

Para evaluar los efectos causados por la desnufricion se han realizado
investigaciones a nivel fisioldgico, bioquimico, neuroldgico e inmunoldgico, por citar sélo
algunocs aspectos. Otro de los campos de interés ha sido el genético, en el que se han
evaluado las alteraciones del material genético inducidas por la desnutricién, utilizando
diversas metodologias. En primer lugar el andlisis de aberraciones cromosémicas (AC) en
linfocitos de sangre periférica mostré una mayor frecuencia de AC en los ninos
desnutridos que en los controles eutrdficos (Armendares et al., 1971, Betancourt et al.,
1972). Sin embargo, en otro estudio similar no se encontro diferencia entre ambos grupos

(Khouri y McLaren, 1973}.



Posteriormente se estudid el daio genético producido por la DCP, por medio de ia
evaluacién de fa frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas (ICH), en linfocitos
de nifcs desnutnidos. Mutchinick et al. (1979) y Geonzalez-Torres et al. (1983) no
encontraron diferencias entre los nifios desnutridos y sus testigos bien nutridos. Pera
Murthy et al. (1980) y Ortiz et al. (1994) observaron una frecuencia de I(CH

significativamente mayor en los linfocitos de los nifios desnutridos.

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

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

Empleando la metodologia de electroforesis unicelular para detectar dario al ADN,
se observd que la desnutricion probablemente también estd asociada con un incremento
en la ruptura de cadenas simples de esta molécula, aunque en e! dafno detectado también
parecieron estar relacionadas las infecciones y los medicamentos (Betancourt et al.,
1985).

Para el estudio de los efectos causados por la desnutricion se han utilizado
también modelos experimentales con animales de laboratorio, los que tienen come
ventajas, el que en ellos es facil controlar factores extranutricionales tales como las
infecciones, que son tan comunes en 10s ninos desnutridos y que pedrian enmascarar o
alterar los efectos causados por la misma desnutricion. Otra ventaja de los modelos

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

Algunos estudics del dafio inducido por la desnutricién realizados en modelos
experimentates, han mostrado una mayor frecuencia de AC en ¢élulas de médula 6sea de
ratas desnutridas experimentalmente (Sadasivan y Raghuram, 1973; Vijayalaxmi, 1975).
En contradiccion con esto, Betancourt et al. {1979) reportan que en el misme tipo celular,
no observaron diferencia en la frecuencia de AC entre ratas bien nutridas y ratas

severamente desnutridas.



En células de animales desnutridos Murthy y Srikantia (1981) y Betancourt et al.
{1986) observaron una mayor frecuencia de ICH. Pcsteriormente, se observo gue este
dafo pudo ser revertido, ya que en ratas que primeramente fueron desnutridas durante la
lactancia y a las que después se les sometid a un periodo de recuperacién nutricional
durante 21 dias mas, se observaron valores semejantes a los que se obtuvieron en las

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

En el laboratorioc de Biologia Celular de la UAM-i también se han realizado
estudios para evaluar el efecto causado por la desnutricién a nivel de la proiiferacion in
vitro de los linfocitos de ninos desnutridos. Primero se observo que los linfocitos de los
nifios desnutridos tuvieron un indice de duplicacion mayor a las 48 horas de cultivo, o
cual podria deberse a una respuesta mas rapida al mitdgenc o a una duracién menor del
ciclo celular {Gonzalez et al., 1990). Otro estudio, permitid determinar que este mayor
indice de duplicacién, observado en los linfocitos de los nifios desnutridos, sélo pudo
relacionarse con una respuesta mas rapida al mitdgeno, ya que la duracion del ciclo
celular se encontré alterada, observandose un tiempo de generacién mayor. Este mismo
estudio mostré que la fraccion de células que respondieron al mitogeno y que preliferaron
activamente fue menor en los cultivos de los nifios desnutridos, es decir, solamente una
fraccién de los finfocites T presentaron un periodo de latencia mas corto antes de entrar
al cicio de proliferacion (transicién G0-G1) (Ortiz et al., 1994). Después de un periodo de
recuperacion nutricional, se observé que la fraccion de linfocitos que respondieron al
mitdgeno se incrementd, pero no alcanzo los valores mostrados por los nifios sanos, o
que indicd que la recuperacion fue solamente parcial. Ademas se determind que en los
nifios en recuperacion nutricional persistio el retraso en la duracion del ciclo celular (Ortiz
et al. 1995).

En lo que se relaciona especificamente a fas causas asociadas con el dano al
ADN observado en los nifios con desnutricidon, se sefala como muy probable ai dafio
oxidativo, ya que como se sabe los radicales libres, generados por el metabolismo del
oxigeno son los agentes principales que provecan dano a muchas estructuras celulares y
a componentes funcionales de la misma, entre 10s que destaca el ADN (Halliwell, 1991;

Higami et al.,, 1994). Se considera que entre {as principales fuentes que incrementan la
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presion oxidativa en los nifos con desnutricion estan las infecciones, la proliferacion de
bacterias intestinales y la ingestion de toxinas, como las aflatoxinas presentes en granos

contaminades por hongos (Albretch y Pelissier, 1995).

Las reacciones oxidativas en condiciones normales, son neutralizadas por
sistemas antioxidantes endogenos, cuya disponibilidad esta directamente relacionada con
la dieta. Sa ha establecido que relacionado con las carencias nutricionales en los nifios
con DCP se encuentran aiterados algunos sistemas antioxidantes, principaimente por la
disminucion de la concentracién de glutation (Becker et al., 1995} y de otros compuestos
como el retinot, los B-carotenoides (Squali-Houssaini et al., 1997), el a-tocoferol (Squali-
Houssaini et al., 1997; Smit et al., 1997), el zinc y el selenio, teniendo este uitimo un papel
fundamental en la funcion de la enzima glutation peroxidasa (Albrecht y Pelissier, 1995).
Las concentraciones de los antioxidantes antes sefialados se han encontrado disminuidas
en los niftos con DCP, particularmente en los niflos con kwashiorkor (Becker et al., 1994:
Lenhartz et al., 1998). Adicionalmente se ha observado un exceso de hierro libre en la
médula ¢sea de nifios con kwashiorkor lo que los predispone aun mas al dafio por

radicaies libres (Sive et al., 1998).

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

la desnutricidon pudiera estar relacionada con el desarrolio de algun tipo de cancer.



1.2 Infecciones

En nuestro pais y en los paises pobres en general, las infecciones mas comunes y
gue ademas constituyen una causa importante de mortalidad en nifios menores de 5
afios, son las infecciones agudas de vias respiratorias y las infecciones gastrointestinaies
(Garcia-Ramos et al., 1991; Vergara et al., 1992). Dentro de las primeras, en México se
ha reportado que alrededor del 70% ccrresponde a la bronconeumonia de origen
bacteriano y se han identificadoc como principales agentes causales a Streptococcus
pneumoniae, a Haemophilus influenzae, a Staphylococcus aureus y a Kiebsiella
pneumoniae (Garcia-Ramos et al., 1991). En relacién a las infeccicnes gastrointestinales,
se ha determinado que en nifios de 1 a 5 afios de edad con diarrea liquida (Flores-
Abuxapqui et al., 1993) y sanguinclienta (Torres et al,, 1995) los enteropatdgenos mas
frecuentes son: Shigeffa, Escherichia coii citotoxica y Campylobacter. Otros agentes
patégenas que se han encontrado presentes en niftos de la ciudad de México con diarrea
aguda son Cryptosporidium parvum y también la bacteria enteropatogena Salmonella,

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

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

relacionados con un incremento en el dafio al ADN (Halfliwell, 1991).

Ctros estudios han mostrado que las infecciones bacterianas pueden inducir dafo
genético, asi se ha observado una elevacién en la frecuencia de AC en pacientes con

tuberculosis {Rac et al., 1990) y tambien un aumento en la frecuencia de AC e ICH en
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pacientes con lepra (D'Scuza y Das, 1994). Adicionalmente se ha determinado un
incremento en las AC en nifics con infecciones y este fue mayor cuando se asocid la
infeccion con la desnutricion (Murthy y Rahiman, 1983). En relacion a la frecuencia de
ICH se ha observado gque esta se incrementd en los nifios desnutridos,

independienterente de {a presencia de las infecciones (Ortiz et al., 1994).

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

desarrollo de carcinomas hepaticos (Guindi, 1999).

1.3 Medicamentos

Se ha demostrado que algunos medicamentos, principalmente los antibidticos que
son necesarios para el control de las infecciones, pueden tener efectos colaterales no
deseados (McDaniel y Schultz, 1993). Un grupo de antibioticos de uso muy generalizado,
son los aminoglucosidos (por ejemplo {a gentamicina), los que a pesar de que bhan
mostrado efectos colaterales adversos, como alteraciones a nivel de la coclea, del
vestibuio o del rindn en humancs, siguen siendo consideradas como indispensables en el

tratamiento de algunas infecciones (Schacht, 1998).

Es probable que algunos de los efectos colaterales debido ai uso de antibiéticos se
relacionen con dafos inducidos al ADN, Asi por ejemplo, se ha observado un incremento
en la frecuencia de |ICH por accién de {a gentamicina {McDaniel y Schultz, 1893) y el
cloranfenicol (Catalan et al., 1993). En relacion a la gentamicina, se sabe gue actla

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

que puede provocar (Conlon y Smith, 1998).

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

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

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

mostraron tener actividad carcinogénica.

Adicionalmente, se ha establecido que otros antibidticos pueden disminuir |a

sintesis de ADN y con esto reducir la proliferacién celular (Polts et al., 1983). De manera

19



indirecta, asociada a esta baja proliferacion se ha observado induccidén de dafic genético
(Song et al., 1998, Abou-Eisha et al, 1999). Por lo anterior, es probabie que algunas
alteraciones en la respuesta a mitdégenos y en la proliferacién celular observada en los
linfocitos de los nifios desnutridos, puedan estar relacionadas con la ingesta de

medicamentos {Ortiz et al., 1995).

1.4 Ensayo cometa: deteccion de dafio y reparacion del ADN

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

relativamente simple y rapida.

Ya que el analisis puede efectuarse en células individuales, se puede evaluar la
distribucion intracelular del dafio al ADN (McKelvey-Martin et al., 1993; Collins et al.,
1997a; Rojas et al., 1999). Ademas, el hecho de que técnicamente no sea complicada la
hace una buena opcién para hacer estudios poblacicnales. 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 relacidon a la importancia biolégica de ias
alteraciones presentes en el ADN que pueden ser evaluadas con esta {écnica, ya que la
mayoria de las lesiones son reparadas antes de fijjarse como mutaciones. Por otro lado,
no se ha llegado a acuerdos para elegir un solo parametro que describa de la mejor

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

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

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

Para efectuar la electroforesis se utilizan sotuciones amortiguadoras con pH's altos
(»12.3), ya que esto facilta (a desnaturalizacidn y el desenrrollamiente del ADN,
permitiendo la expresién de los rompimientos de cadena sencilla, asi como de los
rompimientos que sdlo se hacen aparentes, después de la exposicién al alcali, tambien
llamados sitios sensibles al alcali (Fairbairn et al., 1995, Rojas et al., 1999). Estos sitios
sensibles al alcali, tales como los sitios apurinicos, se transforman en rompimientos de la
molécula de ADN (McKelvey-Martin et al., 1993},

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

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

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

tiempos (Collins et al., 1997a).

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

Utilizando ésta técnica es posible determinar si todas las células dentro de una
poblacion muestran el mismo grado de dafto (Fairbairn et al., 1995). El tipo celular que
mas se ha utilizado en humanos son los linfocitos, en los que se ha reportade 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., 1980), actividad fisica (Hartmann et

al., 1994), o algunos habitos, como el tabaquismo (Betti et al, 1984

Recientemente se ha introducido una modificacion al ensayo cometa, la que
incrementa enormemente su sensibilidad y especificidad. Esta consiste en que
posteriormente a la lisis, el ADN en el gel, es digerido con una endonucleasa de
reparacion especifica, la que introduce rompimientos en sitios especificos de dafio. En
principio, cualguier lesidn para la que exista una endonucleasa de reparacion, podria
detectarse de esta manera. Para esto se ha utilizado la endonucleasa Ill, cuyo sustrato
son las pirimidinas oxidadas. Otras enzimas que se han utilizado son la
formamidopirimidina glicosilasa {que actlta sobre la 8-hidroxi-guanosina), ia endonucleasa
V {especifica para dimeros de timina formados por exposicion a UV) y la uvrABC {que
reconoce lesiones masivas) (Collins et al.,, 1997b). Esta modificacion a la técnica es
particularmente importante cuando se estudian agentes que darfian a las bases puricas o
pirimidicas del ADN, sin provocar rompimientos por si mismos, con estos agentes el
rompimiento de las cadenas ocurre como un paso intermedio durante la reparacion del
dafio (Rojas et al, 1998).

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

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

estudios de reparacion de! dafio en el ADN, en poblaciones ceiulares normales o
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transformadas (Singh et al., 1988, 1890, 1994; Tice et al., 1990; Olive et al., 1890). Se ha
apreciado que aproximadamente el 50% del darfio se repara en los primeros 15 minutos y
la reparacion totai se efectua en una o dos horas posteriores al tratamiento (Tice, 1994;
Singh et ai., 1994).
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2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar en linfocites de nifics, por medio de la técnica de electroforesis unicelular, el
dario producido en el ADN por fa desnutricion caldrico-proteica severa, las infecciones graves y
los medicamentos mas comunmente empleados en el tratamienta de éstas y analizar ¢! efecto
de la desnutricidn caldrico-proteica severa y de las infecciones graves sobre la capacidad de

reparacién del darfio inducido a esta molécula por el perdxido de hidrogeno.

2.1 Objetivos particulares

1) Evaluar el dario al ADN producido por la desnutricién caldrico proteica de tercer grado.

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

nutridos y en nifos desnutridos.

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

infectados y en los nifios desnutridos.

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

dano en el ADN, después de un periodo de tratamiento con medicamentos.
5) Establecer si la presencia de la desnutriciéon, de las infecciones y del tratamiento con
medicamentos, determina relaciones de tipo sumatorio o sinérgico que incrementen la cantidad

de dafio al ADN, observado en los diferentes grupos de ninos estudiados.

6) Evaluar el dano inducido por el perdxido de hidrogeno en el ADN de los linfocitos de niftos

desnutridos.
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7) Analizar la capacidad de reparacion del dano inducido en el ADN de linfocitos de nifios bien

nutridos, bien nutridos infectados y desnutridos.



3. HIPOTESIS

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

eficiencia de la reparacion del dafic inducido al ADN.



4. MATERIALES Y METODOS

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

incluidos en alguno de los siguientes grupos de estudio:

Niflos Bien Nutridos (BN) (Grupo Testigo) - Integrade por nifios sanos con peso vy talla

adecuada para su edad cronologica.

Ninos Bien Nutridos infaectados (BN-I) - Integrado por nifios con infeccion grave de las
vias respiratorias o gastrointestinal grave, y que no se encontraban fomando
medicamentos al momento de la toma de la muestra, con peso y tatlla adecuados para su

edad cronolégica.

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

tratados con medicamentos.

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

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

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

medicamentos.

Las muestras se obtuvieron en los Hospitales Infantiles de Xochimilco e lztapalapa
del D.D.F., con los gue se realizé un canvenio de colaboracion. No se estudié un grupo de
ninos desnutridos no infectados, porque es muy dificil encontrar pacientes con estas
caracteristicas. De cada uno de los nifios incluidos en el estudio se solicito la informacion

contenida en la Ficha de Datos (Anexo 9.1).



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

Direccion General de Servicios Médicos del D.D.F.
El trabaje experimental fue dividido en tres partes:

4.1.- Evaluacion del dano basal observado en el ADN de los grupos BN, BN-i y DES-L.

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

4.2 - Evaluacién del dafo al ADN asociado a los medicamentos en los linfocitos de los
nifios infectados (BN-IT y DES-IT).

4.3.- Evaluacion de la reparacion del dafio inducido al ADN por peréxido de hidrégeno en
los niftos BN, BN-1 y DES-I.

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

Para establecer el impacto de las infecciones y de la desnutricion sobre el dafo al
ADN, se tomaron muestras de nifios BN, BN-l y DES-| previas al tratamiento con

medicamentos.
4.1.1 Caracteristicas de los nifiocs estudiados

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

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



En el grupo BN-I se inciuyeron 18 nifios de entre 7 a 54 meses de edad, de los

cuales 5 eran de sexo femenino y 11 masculing. Todos presentaban la relacion peso/talla

esperada para su edad cronclégica, y fueron hospitalizados por presentar algin tipo de

infeccion bacteriana grave de tipo respiratoria, gastrointestinal o de vias urinarias, o

combinaciones de ellas (Cuadro 2).

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

Muestra Edad Sexo Peso Talla

{meses) {Kg) fem)
JJA a 13 M 10.0 74.0
CHv 2 14 F 12.2 81.0
MHCG @ 18 M 10.8 79.0
AGR 24 M 12.6 87.0
BMp 2 28 M 12.5 88.0
SFV 33 M 183 §9.0
EGC @ 36 M 16.0 92.0
MMG 39 M 15.5 97.0
JFG @ 44 M 16.5 100.5
EJS 48 M 16.5 102.0
TIM 48 F 16.2 1010
JCM 54 M 20.0 101.0

* Estos niftos formaron el grupe de niios BN en el estudio de la reparacion del dafio inducide al ADN.
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Cuadro 2. Caracteristicas de los niites bien nutridos infectados (BN-I)

Muestra Edad Sexo Peso Talla Tipo de
{rmases) (Kg) {cm) infeceién
EGE o=« 7 M 6.5 70 Gastrointestinal,
Respiratoria
CCcC = 7 M 85 70 Gastrointestinal
JBD 7 M 7.0 ND Gastrointestinal,
Respiratoria
RGP a M 9.0 71 Respiratoria
SMY 10 F 75 71 Respiratoria
JVF 11 F 8.0 72 Respiratoria
LVP 11 F 82 70 Respiratoria
JEL ¢ 14 M 9.2 80 Gastrointestinal
ECD 14 M 8.8 67 Respiratoria
JPA =° 16 M 10.0 74 Gastrointestinal,
Respiratoria
KRD 16 F 10.1 85 Gastreintestinal
JBM ®¢ 18 M 9.9 78 Gastrointestinal,

Respiratoria,
Vias urinarias

JGC B° 22 M 10.0 88 Gastreintestinal.
Respiratoria
NCH ©® 34 M 13.0 93 Sepsis
KFG ® 36 F 14.0 95 Respiratoria
RMM 54 M 16.0 ND Gastrointastinal,

Respiratoria

b a estos nifios se les tomd una muestra antes y otra después del tratamiento con medicamentos, para la
evaluacién del dafio Inducida por los medicamentos.

¢ Estos niftos formaron el grupe de BN-I del estudlo de la reparacién del dafic inducido al ADN.



El grupo de nifios con desnutricion severa estuvo integrado por 11 nifos, con
edades de entre 6 y 29 meses. Siete eran de sexo femenino y cuatre de sexo masculino.
Nueve presentaban déficits de la relacion pesoftalla superiores o iguales al 40%, en
relacion a lo esperado para su edad cronoiogica, estos nifos presentaban desnutricién de
tipo marasmo. Dos nifios presentaron un deficit menor (3% y 25% respectivamente)
debido a la presencia de edema, que es caracteristico de la desnutricion de tipo
kwashiorkor. Todos presentaban infeccidon bacteriana de tipo gastrointestinal o

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

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

Muestra Edad Sexo Peso Talla Déficit Tipo de
{meses} {Kg) fem) peso/talla infeccion

CMR 4 3] F 2.5 49 54% Gasfrointestinal
iRP = 8 M 4.1 61 41% Respiratoria

GGG de 10 F 48 72 48% Gastrointestinal

NCR ¢ 10 M 55 87 40% Gastrointestinal

JGM ¢ 12 F 5.0 a6 41% Gastrointestinal

LVP 12 M 6.8 69 25%* Gastrointestinal,
Respiratoria

NBS de 14 F 3.4 58 55% Gastrointestinal

FRG ¢ 15 F 5.7 74 43% Gastrointestinal,
Respiratoria

BvV 17 F 7.2 79 42% Gastrointestinal,
Respiratoria

GMG » 24 M 1.4 81 3% Gastrointestinal
LPA de 29 F 7.2 N.D. A49% «= Respiratoria

+ Dasnutricidn tipo kwashiorkor.«+ S&lo déficit de peso. N.D. No determinada.

d A estos niflos se les tomd una muestra antes y otra después det tratamiento con medicamentos, para la
avaluacion del daho inducido por 105 medicamentos.

® Estos nifios formaron al grupo de DES-f del estudio de la reparaclén del dafdio inducido al ADN.



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

aislaron los linfocitos de ta siguiente manera:

4.1.2 Aislamiento de linfocitos

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

inalmente los iinfoci se llevaron a concentracion final de céls/mi.
Finalmente los linfocitos se lleva una concentracion final de 1 X 10° céls/ml

4.1.3 Electroforesis unicelular

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

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

Primeramente se preparé la solucion de lisis {solucidon de trabajo) (Anexo ¢.2.1},

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

Para la preparacién de los geles se colocaron 110 ul de sclucidon de agarosa
regular al 0.75% en portaobjetos totalmente esmerilados, sobre ella inmediatamente se
colocd un cubreobjetos evitando la formacion de burbujas, se dejé solidificar y después se
retird cuidadosamente el cubreobjetos. Por otro lado se mezclaron 75 pl de agarosa de
bajo punte de fusién al 0.5% con 10 pl de la suspensioén de linfocites. Se anadio esta
mezcla sobre ia primera capa de agarosa, se cubrid con un cubreobjetos y se dejé
solidificar. Se retird el cubreobjetos, y se agregd una tercera capa de 75 pl de agarosa de
bajo punto de fusidn, se colocd encima un cubreobjetos, se dejé solidificar, y finalmente

se retiro el cubreobjetos.

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

de electroforesis horizental, la que se llend cuidadosamente ¢on la  solucion
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amortiguadora con la que se realizé el corrimiento efectroforético (Anexo 8.2.2). Se
dejaron reposar 20 min., para permitir el desenrrollamiento del ADN, y la expresion de los
sitios sensibles al alcali. Concluido este tiempo se realizo la electroforesis a 25 volts y 300
miliamperes, durante 30 minutos. Se retiraron los geles de la camara y se colocaron en
una superficie plana, ahi se les goted con la solucion amortiguadora para neutralizacion
{Anexo 9.2.3), de {a que se hicieron tres cambios consecutivos, dejando reposar las

preparaciones en cada ocasién durante 5 min.

Los geles se tifieron con una solucién de bromuro de etidio a una concentracién
de 20 pug/ml (Sigma) (Anexc 9.2.4). Las observaciones se hicieron utilizando un objetivo
de 40X en un microscopio de fluorescencia (Olympus) equipado con un filtro de excitacion
de 515-560 nm y un filtro barrera de 590 nm. Las mediciones se realizaron utilizando un
sistema de circuito cerrade de television que permite marcar en una pantalla el punto de
terminacion del nucleo y el punto de terminacién de la estela del cometa, y que
proporciona la medida en um. La migracidén del ADN se evaluo en 50 céiulas

seleccionadas al azar (25 células en dos preparaciones).

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

Después de un periodo de estancia en el hospital, durante ei cual los ninos
estuvieron en tratamiento con medicamentos, se tom¢d una segunda muestra de sangre a
algunos de los nifios infectados, tanto desnutrides como bien nutrides. De estas muestras
se aislaron los linfocitos, se hicieron los geles, se realizd la efectroforesis unicelular y se

analizaron las preparaciones de ia manera descrita en la seccidén anterior.
4.2.1 Caracteristicas de los nifos Bien Nutridos Infectados

Para esta parte del estudio se utilizaron muestras de seis nifios BN-l, cuyas
edades fluctuaron entre 7 y 36 meses, unc de sexo femenino y cinco de sexo masculino

con relaciones peso/talla adecuadas para su edad cronoldgica. Todos se encontraban
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hospitalizados por presentar alguna infeccion bacteriana grave de tipo gastrointestinat,

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

A estos mismos seis nifos despues de entre 4 y 7 dias de hospitalizacion, periodo
durante et cual estuvieron recibiendo medicamentos, se les tomd una segunda muestra,

para evaluar ¢l efecto de los medicamentos sobre el ADN {Cuadro 4).

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

Muestra Difas de tratamiento Medicamentos
EGE 7 Trimetoprim-sulfametoxazol
JPA 7 Trimetoprim-sulfametoxazol
JBM 7 Salbutamol, Ambroxof
JGC 7 Amikacina
NCH 7 Cefotaxina, Dicloxacilina,

Cloranfenicol, Metronidazol

KFG 4 Penicilina, Ambroxol, Acetaminofén

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

antibidticos, s6lo un broncodilatador {Salbutamol) y un mucolitico (Ambroxol).



4.2.2 Caracteristicas de los nifios con Desnutricion Severa

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

infeccion bacteriana respiratoria o gastrointestinal (Cuadro 3).

Después de 4 a 7 dias de hospitalizacidon se tomaron las segundas muestras
{Cuadro 5).

Cuadro 5. Dias de tratamiento y medicamentos administrados a los nitos desnutridos
infectados {DES-1)

Muestra Dias de tratamiento Medicamentos
IRP 4 Ampicilina, Amikacina, Cefalexina
GGG 6 Amikacina, Metronidazol, Nistatina
NCR 6 Ampicilina, Ranitidina, Amikacina, Fenobarbital,

Difenilhidantoinato

JGM 7 Ampicifina, Amikacina, Nistatina, Ranitidina

NBS 6 Panicilina, Amikacina, Ranitidina, Salbutamol, Furosemide,
Dexametasocna '

LPA 6 Cefotaxima, Dicloxacilina, Salbutamol. Ambroxol,

Metilprednisolona

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

(Fenobarbital), antiepilépticos (Difenilhidantoinato), broncodilatadores {Salbutamaol),



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

mucofiticos (Ambroxol}.

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

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

4.3 Evaluacion de la reparacion del dafio inducido al ADN por peréxido de
hidrogeno en los nifios BN, BN-l y DES-I

Para la evaluacién de la eficiencia de la reparacién en las diferentes muestras de
nifios BN, BN-f y DES, se utitizd peroxido de hidrégeno (H,0, ) como agente inductor de
dafio al ADN (Tice, 1994). Las preparaciones que contenian los linfocitos se colocaron en
una sofucion de H;O, 10 uM durante 20 min a 4°C. Finalizado este tiempo se sacaron y
se colocaron a 37°C en Medio McCoy 5a modificado (Microlab), suplementado con 10%
de suero fetal de ternera (Microlab), para permitir la reparacion del dano inducido. Para
evaluar la reparacion del ADN se tomaron preparaciones a los siguientes tiempos de
incubacion: 0, 5, 15, 30 y 80 min. El analisis al tiempo cero minutos permitid apreciar el
efecto del peroxido de hidrogenc sobre el ADN de los linfocitos de los nifios de los
diferentes grupos estudiados, mientras que a 5 y 15 minutos se evalué el pericdo de
reparacion rapida, durante el cual se ha observado las ce€lulas pueden reparar hasta un
50% del dario (Tice y Strauss, 1995). Se siguid el proceso de reparacidén hasta 60 minutos
para evaluar el proceso en tiempos mayores. Las preparaciones se realizaron por
triplicado para cada uno de los tiempos analizados. Af término del pericdo de reparacion,
las preparaciones se colocaron directamente en ia solucidn de lisis, en donde se les dejé
por al menos una hora. La electroforesis unicelular y el analisis de las muestras se realizo
de la manera antes descrita. Se evalud la viabilidad celular a 0 y 80 min de incubacién
utilizando una tincidén doble con bromuro de etidio y diacetato de fluoresceina (Anexo 9.3)
{Strauss, 1991).
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4.3.1 Caracteristicas de los niflos en los que se evaluo la reparacion del ADN

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

relacion pesoftalla adecuada para su edad cronotdgica (Cuadro 1).

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

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

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

4.4 Analisis de datos

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

dividiendo la varianza entre e! promedio de cada una de fas muestras.

También en todos fos casos se evalud, el nUmero de células danadas,
considerandose como tal a aquellas que presentaron estela. Asi mismo, los cometas se
clasificaron en tres categorias de acuerdo a la longitud de la esteta con respecto al
diametro del nucleo de células ne dafadas, cbservadas en el mismao campo. Las
categorias consideradas fueron: dafte bajo (tamario de ia estela equivalente ai diametro

de un nucleo o mencs), dafio medio {hasta tres nucleos) y darfio afto (mas de tres



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

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

Para evaluar [a cinetica de reparacion se utilizaron el promedio de la longitud de
las estelas y l0s porcentajes de células danadas observados en cada uno de los tiempos
de incubacion, para cada uno de los grupos de estudio. Otro parametro que se calcui6,
fue la llamada capacidad reparativa (CR), que se refiere a la disminucién relativa del
promedio de la longitud de las estelas o del porcentaje de células con dafio, con respecto

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

Se utilizoé 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 dano, y con dafio bajo, medio y alto se compararon con la
prueba de X? para proporciones. En todas las comparaciones realizadas se considero

diferencia estadistica cuando p < 0.05.
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5. RESULTADOS

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

5.1.1 Longitud de las estelas y coeficiente de dispersion

La migracion del ADN en el grupo BN fluctud de 1.5 a 3.9 pm con un promedio de
2.4 pym. Los valores del coeficiente de dispersion (H) fluctuaron entre 26.6 y 60.2, con un
promedio de 41.9. En los BN-I la migracion del ADN fue de 12.0 a 23.9 um con promedio
de 16.5 um. Los valores del coeficiente de dispersion (H) fluctuaron de 19.4 a 64.5,

siendo el promedio 48.0.

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

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

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

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

Longitud de la estela (um)

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

JJA 3417 EGE 1459+43 CMR 25541
CHV J1x15 CcccC 17.0+41 IRP 292187
MHRD 28118 Jap 222148 GGG 19.9£ 5.1
AGR 34417 RGP 18.1 £41 NCR 512+71
BMP 1.6+£1.1 SMY 120£22 JGM 502:686
SFV 2211 JVP 139+ 36 LVP 301+49
EGC 39x22 LVP 123 £341 NBS 234+48
MMG 18174 JEL 23.9+51 FRG 281+42
JFG 24+£13 ECD 158 £41 BwwW 199449
EJS 15£1.2 JPA 19348 GMG 541 +71
TJM 17213 KRO 174+47 LPA I66+L59

JCM 1511 JBM 206+44

JGC 13.9+£31

KFG 14,7 +3.9

NCH 15842

RMM 125+ 3.4
Promedios = E.E 2402 16.5+ 0.2 33538

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



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

Coeficlente de dispersidn

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

JUA 429 EGE 82.5 CMR 32.4
CHV 77 CGC 430 IRP 78.5
MHD 453 JBD 47.5 GGG 64 .1
AGR 43.5 RGP 45.4 NCR 491
BMP 406 SMY 19.4 JGM 433
SFv 26.6 JVP 449 LVP 38.6
EGC 60.2 LVP 379 NBS 50.0
MMG 30.2 JEL 54.6 FRG 34.9
JFG 3786 ECD 51.4 BWWV 60.5
EJS 471 JPA 58.4 GMG 48.9
TJM 52.1 KRD 646 LPA 47.3
JCM 39.2 JBM 46.7

JGC 351

KFG 53.9

NCH 56.4

RMM 458

Promedios £ E.E 419+25 48.0+ 238 43.5+ 34

No se observaron diferencias significativas
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5.1.2 Porcentaje de células con dafno y proporcion de células con dafio bajo, medio

y alto

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

dario, en comparacion con o observado en los nifos con marasmo.

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

(p<0.001).

El analisis del porcentaje de células con dafic bajo, medio y alto observadas en

cada uno de los nifios mostrd lo siguiente:

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

en los niflos DES-1 se observaron los porcentajes mas bajos de células sin dafio.

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

nifios DES-| la frecuencia de células con daric bajo fluctud entre cero y 16%.



Cuadro 8. Porcentaje de células con dafio observadas en cada uno de los grupos de nifios
estudiados

Porcentaje de células con dafo

Bien Nutridos Bien Nutrides Infectados Desnutridos infectados
Muestra Muestra Muestra
JJA a EGE 22 CMR 46
CHY 5 ccc 28 IRP 30
MHD 6 JBD 34 GGG 28
AGR 3 RGP 3¢ NCR 54
BMP 4 SMY 40 JGM 60
SFV 8 JVP 26 LVP 52
EGC 8 LVP 28 NBS 38
MMG 6 JEL 34 FRG 48
JFG 8 ECD 26 BWV 28
EJS 4 JPA 30 GMG 50
TJM 4 KRD 22 LPA 30
JCM 4 JBM 36
JGC 32
KFG 24
NCH 24
RMM 24
Promedios £ E.E 82+0.5 288113 48.5 x 6.1

BN vs BN-l p<0.00001; BN vs DES5-I p< 0.0001; BN-| vs DES-| p<0.0013
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Cuadro 9. Porcentaje de células sin dafio, con dafio bajo, medio y alto en los tres grupos de
nifios estudiados

Porcentaje de células + E.E.

Bien Nutridos Bien Nutridos Desnutridos
Infectados Infectados
Categorias
Sin dafio 8938=x05 71.8+186 516+6.1
Dario bajo 37+05 141127 11.5+£56
Dafio medio 23+04 124+ 15 202+38
Dafo alto 0.2+02 1.7+06 167+44

BN vs BN-| p<0.001; BN vs DES-! p<0.001; BN-l vg DES-} p<0.004
El promedlo de células sin dafe, con dafdc bajo, medio y aito, y el error estdndar se calcularon considerando los
promedios individuales de los niflos que integraron cada grupo

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

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

Con relacion al porcentaje de ceélulas con dario alto (Grafica 4) sdlo un nino BN
presentd un 2%. Del total de 186 nifios BN-l, siete presentaron células con dafoe alto, con
frecuencias menores al 6%. En el grupo de nifios DES-I, 10 de 11 presentaron células
con dafio alto en porcentajes de 6 a 44%. Con respecto al porcentaje de células sin dafo,
con dafio bajo, medio y alto, los nifios con desnutricion de tipo kwashiorkor no fueron

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

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

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

establecio diferencia entre ambos grupos (p<0.006).

Con respecto al coeficiente de dispersion {Cuadro 10), se observé que en los BN-I
fluctué de 35.1 a 6§2.5, con un promedio de 52.3. En los DES-I el valor de H fluctud entre
43.3 y 76.5, con un promedio de 55.1. No se encontrd diferencia estadistica entre estos

valores.

Con relacién a la cantidad de células con dafio (Cuadro 10) se aprecid en los BN-I
una variacion de 22 a 36%, y en los DES-| de 28 a 60%, los promedios respectivos fueron
28.0 y 43.3%. La comparacién estadistica mostrd diferencia entre la cantidad de células
con dafio observadas en los nifios BN-I, en relacion a las observadas en los DES-I
(p<0.04).

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

nifios BN-I en comparacioén con tos ninos DES-I.
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Cuadro 10. Longitud de la estela, coeficiente de dispersién y porcentaje de células con dafio
en el grupo de nifos Bien Nutridos Infectados {BN-l) y en ei de Desnutridos Infectados (DES-
I}, antes del tratamiento con medicamentos

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados
Muastra Long.dela Coeficiante % deé Muestra Long. dela Coeficients % de
estela (um) de celulas esfela (um) de céfulas
Promedic  dispersién  con dafio Promedio  dispersion  con dafio
+EE, (H) +EE, (H)
EGE 14.9£ 4.3 62.5 22 IRP 292+8.7 78.5 30
JPA 18.3+48 59.4 30 GGG 19.9 £ 5.1 641 28
JBM 206+43 465 38 NCR 51.2+71 491 54
JGC 13.9+ 31 351 32 JGM 502+66 43.3 60
NCH 157142 56.4 24 NBS 23448 50.0 38
KFG 14.7 + 41 53.9 24 LPA 386+59 47.3 50
Promedio 16.5+ 4.1 52.3+4.1 280+22 Promedio 35154 55152 43.3+5.4
+ EE + EE

Longitud de la estela BN-| vs DES- p<0.006
Porcentaje da células con dafio BN-| vs DES- p<0.04

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

Porcentaje de células + E.E.

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados
Categorias
Sin dano 720+22 56.7+54
Dano bajo 6323 33+15
Cario medio 157+ 14 16.7+3.4
Dafo alto 80+09 23.3+B.0

p<0.001
E! promedio de células sin daflo, con dafic bajo, medio y alto, y el E.E, se calcularon ¢censiderando los promedios
individuzles de los niflos Que integraron cada grupo
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5.2.2 Longitud de las estelas, coeficiente de dispersion, porcentaje de células con
daiio y proporcién de células con dafio bajo, medio y alto después del
tratamiento con medicamentos

Despues del tratamiento con medicamentos se observd, en ambos grupos un
incremento en la longitud de {as estelas. En los BN-| los valores fluctuaron de 18.3 a 41.6
um, con un promedio de 28.8 um (Cuadro 12). En los nifios DES- Ia longitud de las
estefas fluctud entre 46.6 y 79.5 um, siendo el promedio de 62.8 um. La prueba
estadistica mostrd diferencia significativa entre ambos grupos (p<0.003). También se
observd diferencia estadistica entre las longitudes de ias estelas antes y después del
tratamiento con medicamentos, en el grupo de niflos BN-I (p<0.01) y en el grupo de nifios
DES-I (p<0.02).

La longitud promedio de las estelas se incrementd en los nifios BN-l1 de 16.5
(antes del tratamiento) a 28.8 um (despues del tratamiento). De la misma manera en los
DES-I la longitud de las estelas incrementd de 35.1 a 62.8 um. El incremento observado
entre antes y después del tratamiento en el grupo de BN-| fue de 12.3 um y en los DES-I

de 27.7 um, esto s un incremento dos veces mayor en los nifios DES-1.

El coeficiente de dispersién (Cuadro 12) fluctué en los BN-l de 33.9 a 79.9,
mientras que en los DES-l fue de 299 a 83.5, con promedios de 456 y 598
respectivamente, ain cuando se observa que el coeficiente H disminuy0 en los nifios bien
nutridos después del tratamiento, en relacion al valor obtenido antes del mismo, la
diferencia no fue estadisticamente significativa. Esto implica que el tratamiento con
medicamentas no afecté la heterogeneidad de la longitud de las estelas observada
previamente al tratamiento en los nifios estudiados. Esto es, las poblaciones celulares de

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

El porcentaje de células con dafio (Cuadro 12) fluctud en los BN-1 de 26 a 60%
con un promedio de 43.3%, y en los DES-l de 40 a 96% con un promedio de 60.7%. La
comparacion estadistica mostré que no hay diferencia entre el porcentaje de células con

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

Bien Nutridos Infectados Desnutridos infectados

Muestra Long. deia Coeficiente % de Muestra Long. dela Coeficiente % de

estela (um) de células astela (um) de células
Promedio + dispersién con dafno Promedio + dispersién  con dafo
EE. (H) EE. (H}
EGE 241 +£62 79.9 26 IRP 518+9.2 82.4 42
JPA 416+54 351 60 GGG 439+ 9.0 835 40
JBM 183+ 39 40.8 34 NCR 7951689 299 a8
JGC 275+43 339 5Q JGM 750+77 39.2 78
NCH 34358 49.5 44 NBS 456 £ 8.3 746 42
KFG 27143 341 46 LPA 749+86 493 586
Promedio 28.8:+4.9 456 +7.2 43,3+4.9 Promedio 628+ 6.2 598+95 60.7+9.5

* EE tEE

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

Con relacion a la cantidad de células sin dafo, con dafio bajo, medio y alto,
después del tratamiento con medicamentos {Cuadro 13), se observé nuevamente gue los
nifos BN-I presentaron la mayor frecuencia de células sin dafio y que el porcentaje de
céiulas con dario alto fue casi cuatro veces mayor en los nifios DES-1 en comparacion con
los BN-I. Se establecid¢ diferencia estadisticamente significativa (p<0.001) entre los
porcentajes de células sin dafo, con dafic bajo, dafo medio y dafio alto, cbservadas en
ambos grupos de nifios estudiados después del tratamiento con medicamentos. Tambien
se obtuvo diferencia estadistica entre los porcentajes de los diferentes niveles de dafo
observados antes y después del tratamiento, tanto en el grupo de nifics BN-t (p<0.05) y

en el grupo de nifios DES-I (p<0.001).
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Cuadro 13. Porcentaje de céiulas sin dafio, con dafio bajo, medio y alto en los nifios bien

nutridos infectados (BN-l} y desnutridos infectados (DES-I) después del tratamiento con
medicamentos

Porcentaje de células + E.E.

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados
Categorias
Sin dano 56.7+49 393+95
Dafho bajo 27+18 1.0£1.0
Dano medio 207 +51 19.7+ 95
Dano alto 110+ 3.7 400+ 3.9

BN-I vs. DES-I p<0.001
El promedlo de células sin dafo, con dano bajo, medlo y alto, y el E.E. se calcularon considerando los promedlos
indlviduaies de los nifios gue integraron cada grupo

El andlisis de la proporcién de células sin dano, con dafio bajo, medio y alto en
cada uno de los nifios, mostré que la cantidad de células con dario bajo fue mayor en los
nifos BN-I {(Grafica 5), tanto antes como después del tratamiento, en comparacion con o
que se observd en los DES-I (Grafica 6). Con relacidn a las c¢élulas con dafio medio, se
incrementaron en todos los nifios BN-l después del tratamiento, observandose un
comportamiento similar en tres nifios DES-l, con un incremento particularmente alto en
uno de ellos (NCR}, que mostré el mayor porcentaje de células con darfio medio. Los otros
tres nifios DES-I mostraron una considerable disminucién de las células con darfio medio.
Claramente en los niftos DES-| se observo, tanto antes como después del tratamiento, &l
mayor porcentaje de células con dafio alto, Después del tratamiento, cinco nifios DES-I
mostraron un incremento en estas ceélulas, el que fue particularmente evidente en tres
nifos (GGG, NBS y LPA), uno mas (NCR) mostrd una disminucion en el porcentaje de
células con dario alto, asociado con un incremento notorio en las de dafio medio. En los
nifios BN-I las células con dafio alto fueron menos numerosas que en los DES-I. Después
del tratamiento dos nifos BN-i (JBM y KFG)} mostraron una disminucion, mientras que en
cuatro hubo incremento en el porcentaje de células con dano alto. Después del

tratamiento sélo un nific BN-I (NCH) mostrd un porcentaje de células ¢on dafo alto
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ligeramente mayor al 20%, en los nifios DES-! estas células representaron en todos los

casos mas dei 30%.

5.3 Evaluacion de la reparacion del dafo inducido al ADN por peréxido de
hidrégeno en linfocitos de nifios bien nutridos (BN), bien nutridos infectados
(BN-1) y desnutridos infectados (DES-I)

5.3.1 Niveles de dafo antes y después del tratamiento con peréxido de hidrégeno
{(H,0,)

La viabilidad celular evaluada con el método de diacetate de fluoresceinafbromuro

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

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

células de los nifios BN-| y de los DES-I, y en menor proporcion a las de los BN.

Las tendencias observadas durante la cinetica de reparacion del ADN, en los fres
grupos de estudio fueron similares, ya que tanto el promedio de la migracion del ADN
como la proporcidn de celufas con dafio, disminuyeran conforme transcurrid el tiempe de
incubacion. También es claro, que ambos parametros disminuyeron mas lentamente en el
grupo de nifios DES-| comparativamente con o que se observé en los dos grupos de

nifos BN.

En cuanto al promedio de ta longitud de las estelas al tiempo cero
(inmediatamente después del tratamiento con H,0,), en los nifiocs BN fue de 45.8 um,
mientras que a los 80 minutos de reparacion el promedio de 8.5 pm. Para los BN-| los
promedios respectivos a cero y 60 minutos fueron 77.7 um y 12.0 pm. Los nifios DES-]
mostraron a los cero minutos un promedio de 93.7 um, y a los 60 minutos de 41.4 ym. Se
observaron diferencias estadisticas en todos los tiempos, entre los grupes BN y BN-I,
mientras que entre BN-I y DES-I no se observé diferencia entre las longitudes de las

estelas inmediatamente después de la exposicién al H,O,, sin embargo después de 5, 15,
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30 y 60 minutos de incubacién, la diferencia se hizo estadisticamente significativa. E)
promedio de cada unc de los fiempos de reparacion para cada uno de los grupos

estudiados se muestra en el Cuadro 14.

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

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

Cuadro 14. Promedio de la longitud de las estelas (antes y después de la exposicion al
peréxido de hidrégeno) y capacidad reparativa promedlo en los nifios Bien Nutridos, Bien
Nutridos Infectados y Desnutridos Infectados

Longitud de las estelas {um)

Bien Nutridos Bien Nutridos infectados Desnutridos Infectados
Promediod Capacidad Promedio? Capacidad Promediod Capacidad
ﬁparativab reparatival reparativab
Control
antes del 2.7 (2-4) 18.2 (14-24)« 27.2 (20-54)=~
tratamiento
(Basal)
Tlempo de
Incubacion
0 min 45.8 (32-56) 77.7 (53-94)+ 83.7 (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)» 520 51.8 (48-02)== 3.4
30 min 14.5 (7-25) 67.4 25.2 (18-31)» 67.3 54.7 (42-76)#+ 411
60 min 8.5 (5-11) 79.7 12.0 (8-15)= 84.3 41.4 (31-83)=+ 55.2

*Los intervalos se expresan entre paréntesis.

® La capacidad reparatlva se deflne como Ja dismlnucién refativa (%} de la migracion del ADN después de 5, 15, 30
y 60 minutos de tratamiento con perdxide de hidrégeno.

= Diferancia estadisticamsnte significativa {p<0.05) con el grupo de niftos bian nutridos.

»» Diferencia estadisticamente significativa (p<0.05} con el grupo de nifics blen nutridos infectados.

El porcentaje de células con dano en el grupo de nifies BN {Cuadro 15), al tiempo
cero de incubacién fue en promedio de 66%, mientras que a los 60 minutos de reparacidn
el promedio fue de 16.3%. En los nifios BN-l al tiempe cero y a los 60 minutos los

promedios correspondientes fueron 88.3% y 29.3%. Finalmente en los nifics DES-I, al



tiempo cero el porcentaje de céluias danadas fue en promedio de 97.7%, v a los 60
minutos disminuyeron liegando a un promedioc de 59.4%. E| analisis estadistico mostrd
una disminucion significativa en el porcentaje de células con dafio en todos los tiempos
de reparacion, entre los BN y los BN-I, lo que no ocurrié entre BN-| y DES-|, entre estos

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

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

Porcentaje de céiulas con daho

Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos infectados
Promedio?  Capacidad Promedio? Capacidad Promadio? Capacidad
reparativab reparativab reparativab
Control 5.7 (4-8) 30.0 (20-36)« 39.3 (28-50)
antes del
tratamiento
{Basal)
Tiempo de
incubacion
0 min 66.0 (58-78) 88.3 {70-96)= 97.7 (90-100)
5 min 49.7 (46-54) 239 80.7 (60-84)= 140 86.0 (82-100) 1.7
15 min 39.3 (32-50) 39.8 65.0 (50-78)= 26.5 78.3 (68-100) 17.8
30 min 28.3 (18-34) 56.3 49.7 {38-50)* 43.9 70.3 {62-90)== 253
60 min 16.3 {10-20) 747 29.3 (20-38)» 66.8 59.4 (50-80)=+ 36.9

1Los intarvalos se expresan an paréntesls,

® La capacidad reparativa se define como la disminucién relativa {%) de la cantidad de células con dafe después
de 5, 15, 30 y 60 minutos de tratamiento con paréxido de hidrédgeno.

= Diferencia estadisticamente significativa {p<0.05) con el grupo de nifios bien nutrides.

++ Difsrencia estadisticamente significativa (p<0.05) con el grupo de nifios bien nutrldos infectados

El porcentaje bhasal {observado antes del tratamiento con H,0,) de células
daradas (Cuadro 15) en los nifios BN tuvo un promedio de 5.7%. En el grupo BN-I se
observg un promedio de 30%. En los nifios DES-| la cantidad de células dafnadas fue en
promedio de 39.3%. En relacidn al porcentaje de células con dafio se observé diferencia

significativa entre BN y BN-|, pero no entre BN-1 y DES-I.
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En la Grafica 7 se muestran la proporcion de células que correspondio a cada una
de las categorias que se establecieron de acuerdo a los criterios sefialados en ia
metodologia y que se utilizaron para clasificar a los cometas como: sin dafio, dario bajo,
medio y alto. Se observa una clara tendencia en los DES-| a presentar un mayor numero
de células en los niveles medio y alto en todos los puntos del estudio e incluso en el nivel
basal. En los nifios BN los porcentajes de células con dafio medio y alto (valores basales)
fueron solo 0.6%. Mientras que en los nifos BN-I las células con dafo medio
incrementaron a 9% y ias con dafio alto fueron 4% en promedio. Los nifios DES-|

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

Inmediatamente después de la exposicién al H,O, (tiempo cero) en los nifios BN
se observaron 30.0, 21.6 y 14.0% respectivamente de células con dafio bajo, medio y
alto. En fos BN-| los porcentajes que correspondieron a cada una de (as categorias antes
sefaladas fueron 16.4, 33.6 y 37.8%, en los nifios DES-I se observo un 11.0% de células
con dafo bajo, 27.5 con dafioc medio y 60.0% con dafio alto. En este tiempo sdio se
detectd diferencia significativa entre BN y BN-I. No obstante, a 5, 15, 30 y 60 minutos de
incubacion si se observaron diferencias entre BN-l1 y los DES-I. A cinco minutos de
reparacion en los nifios BN se observaron 16.4% de célutas con dano medio y 7.6% con
dafo alto, en los nifos BN-I estos porcentajes fueron 35.6 y 11.6%, mientras que en los
DES-1 fueron 30.4 y 44 8%,

Después de 80 minutos de reparacién, los nifios BN presentaron 13.4% de células
con dafio bajo, 3% de células con medic y cero por ciento de células con dario alto,
mientras que en los niflos BN-l los valores fueron 26.4, 0.2 y cero por ciento
respectivamente y en los DES-l 22.4, 26.8 y 12.0% de células con dafio bajo, medio y
alto. Estos datos indican que en los nifios DES-| la fracciéon de células con dafo medio
fueron 3 y 13 veces mayores gue las observadas en ios nifios BN a 5 y 60 minutos de
incubacion. Los nifios DES-I claramente mostraron el mayor porcentaje de células con
dafo, y la mayor preporcion de celulas con dafio medio y alto, en todos los tiempos

estudiadas.

Las graficas de la distribucién de las fongitudes de migracion del ADN de los tres

grupos de estudio (Grafica 8) mostraron la presencia de dos picos, tanto en los diferentes
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Grafica 8. Distribucion de las longitudes de las estelas de los cometas antes y después del tratamiento con
perdxido de hidrégeno, v en los diferentes iempos de reparacion del dafio al ADN en los tres grupos de estudio



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

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

5.3.2 Capacidad reparativa (CR)

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

altos que los observados en los nifos DES-L.

A cinco minutos de reparacidon, la CR evaluada a partir de la disminucion de la
longitud de ias estelas, tuvo los siguientes valores: 28.7 en los nifos BN, 30.2 en los BN-
y s6lo 19.9 en los nifios DES-I (Cuadro 14). A los quince minutos la CR incrementd un
20% en ambos grupos de nifios bien nutridos (50.3 y 52.0 para los BN y los BN-!
respectivamente) mientras que en los nifios DES-] este incremento sdélo fue del 11.5%
(promedio 31.4). A los sesenta minutos de reparacion, la CR fue de 79.7 en los nifios BN,
84.3 en los BN-l y sélo 55.2 en los nifios DES-|. Esto valores indican |a proporcion en que
disminuyd la longitud de las estelas en las células de cada uno de los grupos de estudio,

durante los diferentes tiempos de reparacion.

Al evaluar {a CR calcutada a partir del porcentaje de células con dafio, a cinco
minutos de reparacién se observaron los siguientes valores: 23.9, 14.C y 11.7, para los

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

menor a la proporcion observada en los nifios BN y BN-I.

Para mostrar que las diferencias encontradas en la CR de los diferentes grupos,
no estuvo determinada por los dafios basales observados, la migracion basal del ADN fue
restada a la migracion promedio observada al tiempo cero, en cada uno de ios grupos
estudiados. Asi, la migracién promedio corregida fue de 43.1 um para los nifios BN, 58.5
pm para los BN-1 y 66.5 um para los nifios DES-l. Estos valores muestran la sensibilidad
de las células de los diferentes grupos al dafo inducido por perdxido de hidrégeno, y
pueden corresponder a las estimaciones del tiempo cero. Comparando estos valores con
los obtenidos a los 60 minutos de reparacion, la migracion del ADN disminuyd de 43.1 a
8.5 um en los nifios BN, esto implica gue la longitud final representé soélo una quinta parte
de la longitud inicial. En los BN-I la longitud de las estelas fue de 59.5 um a 12 pm, at
igual que en el caso anterior ia longitud final representd ifa quinta parte de la iniciai. En el
grupo de ninos DES-i 1a longitud inicial de las estelas fue de 66.5 um y la final de 41.4
um, en este grupo no se alcanza ni la mitad de la longitud inicial. Esto indica que los nifios
bien nutridos, infectados o no infectados, muestran una CR similar, mientras que esta

funcion esta claramente disminuida en los nifies DES-I1.
5.3.3 Coeficiente de dispersion (H)

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

presentaban infecciones.

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

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



se hicieron mas homogéneos, es decir, los valores de migracion del ADN en los
diferentes nifos que formaban un mismo grupo fueron mas parecidos entre si. El tiempo
cero, es el unico punto en el que los valores de H mostraron diferencia estadisticamente
significativa entre los tres grupos de estudio, lo que estaria indicando que ias céiulas de
los nifos respondieron de manera diferente al H,0, dependiendo del grupo al que

pertenecian.

En el caso de los desnutridos el valor de H disminuyd considerablemente con
relacién a lo observado antes del tratamiento, lo que implica que un numero grande de
células tendieron a presentar longitudes de estelas similares, y como puede observarse
en la Grafica 8 estas fueron mayares a las observadas en los dos grupos de nifos bien
nutridos (BN y BN-1). A este tiempo cero, el coeficiente H fue significativamente menor en
los nifios DES-l (9.2), en comparacidon con los nifios BN y BN-I (28.0 y 220

respectivamente).

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

incrementaron a 40.3, 31.6 y 34.1 en los grupos BN, BN-| y DES-1.
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Cuadro 16. Promedlos del coeficiente de dispersién (H) en los diferentes grupos de estudio.
Se presentan los valores basales, y los obtenidos después del tratamiento con perdxido de
hidrégeno, en los diferentes tiempos de reparacion

Coeficiente de dispersién (H) + EE

Bien Nutridos Bfen Nutridos Infectados Desnutridos Infectados
Controf
antes del 440+ 1.4 522+14 50.3+1.9
tratarmiento
(Basal)
Tiempo de
incubacién
0 min 280+186 22.8 £ 1.5 9.2 £ 1.0%+
5 min 34018 224120 201 +1.4
15 min Mi+14 242109 26.2+08
30 min BoL14 27111 20109
60 min 403+17 316+09 341+09

« Diferencia astadisticaments significativa (p<0.05) con el grupo de nifos bien nutridos.
«« Diferencia estadisticamente significativa {p<0.05) con el grupo de nifios bien nutrides infectados
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6. DISCUSION

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

El andlisis de los datos de la migracién del ADN y del nimero de células con dafo,
obtenidos en los nifios BN, BN-| y DES-| antes del fratamiento con peréxido de hidrogeno
(dafio basal), permitié valorar el nivel de darfio inducido al ADN por las infeccicnes y por la

desnutricion.

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

El andlisis de los porcentajes de las céiulas con dafio mostré que estas fueron
mas numerosas en los ninos que presentaron desnutricidn y/o infecciones. Asi, se
observo que el porcentaje de celulas con dano fue 4.6 veces mayor en los nifios BN-1 que
en los BN, mientras que esta proporcién incrementd en los DES-I 1.6 veces en relacidn

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

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

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

que permitan obtener informacién al respecto.

Como puede observarse en los Cuadros 6 y 8 fa desnutricion y las infecciones,
estuvieron claramente relacionadas con un incremento en la dispersiéon de los valores
observadeos tanto en las longitudes de las estelas, como en el numero de células con
dario. Esta dispersion en {os valores de las longitudes de las estelas y en los porcentajes

de ceélulas con dafic, debe estar relaciocnada con caracteristicas intrinsecas de cada uno
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de los nifos que les permitieron responder de manera diferente ante estimulos negativos

como son la desnutricidon v las infecciones.

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

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

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

gene supresor de tumores (Canella et al., 1988).

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

relacionada con niveles elevados de dafio oxidativo en el ADN {(Hahm et al., 1998).

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

desarrollo de los embriones (Reichart et al., 2000).

61



Para explicar el incrementc del dafio en el ADN presente en los linfocitos de los
nifios infectados, se sefala como causa principal a la generacion de radicales libres, que
se producen como parte de la respuesta inmunoiogica normal del huésped. Y aln cuando
estos pueden ser inactivados por diferentes meléculas, como las vitaminas C y E, y el
glutation, en los nifios con desnutricion diversos estudios han mostrado que estas
mcléculas antioxidativas se encuentran en concentraciones bajas, por lo gue esto podria
constituir un factor que permita explicar el mayor dafio al ADN observado en los nifios
DES-I. Sin embargo, las evaluaciones de moléculas antioxidantes han mostrado
resultados controversiales en los nifios con desnutricién tipo marasmo ya que algunos
autores sefalan una considerable disminucion en la concentracion de glutation (Becker
et al., 1995), mientras que otros no encontraron diferencias significativas en comparacion
a los controles bien nutridos (Golden y Ramdath, 1987). En este aspecto los resultados
son mas contundentes en los nifios con kwashiorkor, ya que las deficiencias en
concentracion de éstas moléculas son mucho mas evidentes (Becker et al., 1995;
Lenhartz et al., 1998; Ashour et al., 1999; Tatli et al., 2000}. En esta parte de! estudio se
incluyeron dos nifios con kwashiorkor, uno de ellos mostré el promedio de la fongitud de
las estelas mas alto, pero ninguno de ellos presentd el mayor porcentaje de céluias con
dafio. Se propane que un mayor numero de nifios con esta forma de desnutricion debe
ser evaluado, para tratar de determinar con precision la posible diferencia entre los dos

tipos de desnutricion severa.

Otra circunstancia que podria contribuir a explicar fos niveles de daro
incrementados en el ADN de las celulas de los nifios DES es {a deficiencia de cualguiera
de los siguientes micronutrientes: Acido Félico, Vitamina B12, Vitamina B6, Niacina,
Vitamina C, Vitamina E, Hierro o Zin¢, ya gue se ha cbservado que pueden ocasionar
rompimientos de cadena sencilla o doble, y/o lesiones oxidativas en el ADN (Ames 2001).
Por otro lado se ha establecido que algunos micronutrientes son requeridos para
mantener en funcionamiento optimo a ias enzimas encargadas de la estabilidad del
genoma, y que la deficiencia en estos podria generar efectos similares a los observados
en las enfermedades genéticas o durante la exposicidén a carcinégenos (Fenech vy
Ferguson, 2001). También se sefala a la deficiencia de proteinas que es tan comun en
ellos, como un factor que podria alterar el proceso de duplicacion y/o de reparacion del

mismao, induciendo de esta manera dafio en et ADN.



Ademés, en ambos grupos de nifos infectados, la presencia de linfocitos en
proliferacién, pedrian contribuir a incrementar la migracion del ADN, debido a que los
sitios de replicacion del ADN se transferman en rompimientos de cadena sencilla cuando
se somete a las células a tratamiento aicalino (Salagovic et al., 1997), sin embargo, el
efecto seria mayor en las muestras de los ninos BN-I, ya que estudios previos (Najera et
al., 2001a) muestran que los linfocitos de estos nifios son los que tienen una mayor
capacidad de activacion, y por lo tanto de proliferacion, mientras que los linfocitos de los

nifios DES-| presentan una activacion disminuida.

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

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

con algun o algunos medicamentos.

La migracion del ADN antes del tratamiento con medicamentos, fue dos veces
mayor en los nifios DES-| (32.6 um) que en los BN-I {(16.5 um). En cuanto a |a proporcion
de células con dafio medio y alto observadas antes del tratamiento esta también fue casi
dos veces mayor en los nifios DES (40%) que en los BN-l (21.7%). Después del
tratamiento con medicamentos el promedic de 1a longitud de las estelas fue dos veces
mayor en los DES-I (58.9 um) a lo observado en los BN-I (28.8 um). En relacion a la
proporcion de células con dafio medio y alto, estas incrementaron 1.5 veces en los DES-I,
ademas de que mostraron la proporcién mas alta (40%) de c¢élulas con dafio alto, en
comparacion con los BN-I (11%). Esto parece indicar que las infecciones, la desnutricion
y los medicamentos establecen una relacion de tipo sumatorio, que incrementa el dano al
ADN.
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Los resultados obtenidos antes del tratamiento con medicamentos sefialan a !a
desnutricidon como un factor que contribuyd a incrementar el dano presente en ef ADN.
Los datos obtenidos después del tratamiento mostraron que los medicamentos usados
para combatir las infecciones contribuyeron también a incrementar este dafio, tanto en las
células de los nifios BN-1 caomo en las de los DES-I. En todos los casos los valores del
coeficiente de dispersion no mostraron diferencia estadisticamente significativa, lo que
parece indicar que la distribucidon de la migracién del ADN fue similar entre los diferentes

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

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

diferentes sensibilidades ante agentes gue ocasicnen dafio en et ADN.

La disminucion en {a proporcién de células con dafio alto observadas después del
tratamiento en dos nifios BN-I (JBM y KFG) (Grafica 5) y en un DES-| (NCR) (Grafica 6}
parece indicar que algunas células repararon muy eficientemente el dafio al ADN por lo
que este disminuy6. En este sentido Tice y Strauss (1995) sefialan que los linfocitos 8, T,
T cooperadores y T supresores de individuos no infectados mostraron similares cinéticas

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

£} incremento en el dafio al ADN observado tanto en los nifos BN-I como en los
DES-l después del tratamiento podria atribuirse a que algunos medicamentos parecen
estar relacionados con la produccién 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 nifics con desnutricion proteico-caldrica
(Becker et al., 1995; Lenhartz et al., 1998; Ashour et al., 1999; Talli et al., 2000), esto
podria haber determinado la mayor longitud de las estelas y el mayor numero de células

con dafio en estos nifios.

Medicamentos como el metronidazol, presentan por si mismos actividad oxidativa,
perc adicionalmente este puede dar origen a metabolitos que presentan radicales
hidroxilo (Dobias et al., 1994), ios que pueden reaccionar rapidamente con el ADN
provocando rupturas en la molécula (Menéndez et al., 2001). En este estudic se observo
gue los dos niftos tratados con metronidazol, uno BN-I (NCH) y otro DES-I (GGG),
mostraron una frecuencia elevada de células con dario alto. Adicionalmente, se sabe que
no solo los antibidticos parecen estar retacionados con induccidn de dano al ADN,
también se ha reportado que medicamentos antipiréticos como el paracetamol
(acetaminofén) inducen la formacién de rompimientos de cadena sencilla del ADN
{Hongslo et al., 1994).

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

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

En el presente estudio se observd una gran variabilidad interindividual, tanto en la
longitud de las estelas como en el porcentaje de células con dafo, la que fue
particularmente evidente en los nifios DES-l, lo que concuerda con !0 reportado
anteriormente (Betancourt et al., 1995), Esto podria tener alguna relacion con el hecho de
gue en general un mayor numero de medicamentos fueron administrados a los nifos
desnutridos. La administracién de mayor cantidad de antibidticos en los ninos DES-I|
posiblemente se deba a su ineficiente respuesta inmune, ya que no se tienen evidencias
de que estos nifios muestren alteraciones a nivel de la absorcién o de la eliminacion de

los medicamentos {Buchanan, 1984).
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Aqui surge nuevamente la pregunta en cuanto a si los niveles altos de dafo en el
ADN, podrian estar relacionados con las alteraciones de la respuesta inmune que
presentan los nifios - DES-I, considerando que tal vez estos niveles aitos de dafo
determinen una funcion celular deficiente. Es necesario realizar mas estudios que

permitan evaluar esta posibilidad.

El incremento en la migracion del ADN y en [a proporcion de células con dano alto,
asi como la disminucion en la proporcién de células sin dafio (células “resistentes al
dafio”) indican que los nifios con desnutricién fueron mas susceptibles al dafo inducido
por los medicamentos sobre la molécula de ADN. Esto Ultimo podria sefialar la presencia
de una subpoblacidon celular mas sensible al danoe inducido al ADN por los medicamentos
en les nifios con desnutricién. Sin embargo, esto también podria interpretarse como una
subpoblacidén de células que se encuentra en activa proliferaciéon, y que por lo tanto
manifiesta una mayor cantidad de rompimientos de cadena sencilla {Salagovic et al.,
1997), lo que se considera poco probable, ya que como se comentd anteriormente, en los
ninos desnutridos e infectados se ha observado una menor capacidad de activacion y por
consecuencia de proliferacién celular, comparado con la de los nifios 8N-1. La influencia
que podrian tener los dias de hospitalizacion en la mejoria del estado nutricional de tos
nifos desnutridos, no seria suficiente como para determinar diferencias significativas en
la proliferacion de sus linfocitos, ya que un estudio previo (Ortiz et al., 1995) realizado
después de dos a seis meses de recuperacion nutricional, mostré que la capacidad

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

6.3 Evaluacion de la reparacion del dafio inducido al ADN por peroxido de
hidrégeno en los nifios BN, BN-l y DES-I

La electroforesis unicefular ha mostrado ser una herramienta muy sensible en el
estudio del dasio inducido al ADN por diversos agentes, asi como para evaluar [a cinética
de reparacion de esta molécula a nivel de células individuales (Rojas et al., 199%). Por

esto se le ulilizd para realizar el presente estudio, en el que se consideré relevante
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evaluar la capacidad de los linfocitos de niflos desnutridos para reparar et dafio inducido
al ADN, ya que a pesar de la importancia que lleva implicita, no se tienen estudios en

relacion a este tema.

Para evaluar la capacidad de tos linfocitos provenienies de nirios BN, BN-l y DES-
[, para reparar rompimientos de cadena sencilla presentes en et ADN, se utilizd como
agente inductor de dafio af perdxido de hidrégeno (H,0,), este compuesto es capaz de
atravesar faciimente la membrana celular, y en el citoplasma se transforma en radicales
hidroxilo por medio de un proceso no enzimatico, que se realiza en presencia de iones
metdlicos (Fe*" o Cu®), reaccién a la que se denomina de Haber-Weiss o reaccion de
Fenton. Los radicales hidroxilo pueden inducir rompimientos de cadena sencilla y/o de
cadena doble, la formacién de sitios sensibles al alcali y diferentes especies de purinas o
pirimidinas oxidadas (Jonje, 1989; Sankaranarayanan, 1991). El dafio oxidativo
provocado en el ADN estd sujeto a procesos de reparacion celular, particularmente
reparacién por unién de cadenas rotas y reparacidn por excision de bhases, los que en
condiciones normales se realizan de manera rapida (Collins et al., 1985). La capacidad
del H,0, para inducir rompimientos de las cadenas de ADN, ha sido demostrada por
medio de las técnicas de elucién alcalina y el ensayo cometa (Gabelova et al., 1997). Por
esta razén, se ha utilizade al peréxido muy comunmente, como una herramienta en
investigacién, para inducir daffio al ADN y de esta manera poder comparar la sensibilidad
de diferentes tipos ceiulares {Holtz et al., 1995), {a reparacion del ADN (Coliins 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 niflos BN-I fue mayor a la de los nifios
BN, en todos los tiempos de reparacidn estudiados, incluyendo al tiempo cero. Cuando se
comparé 1a longitud promedio de las estelas de los nifios BN-I contra la de los DES-I, se
establecio que después del tratamiento con H,0, (tiempo cero) no hube diferencia
estadisticamente significativa, sin embargo, en los tiempos comprendidos entre 5 y 60
minutos, si se observaron diferencias. Esto implica que aun cuando la longitud de las
estelas después del tratamiento con H,O, fue similar en ambos grupos, al aumentar el
tiempo de reparacion, en los nifios DES-l la longitud de ias estelas disminuyé mas

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

En cuanto al porcentaje de células con dafio se observd algo similar a lo que
ocurrio con la longitud de las estelas. Entre los BN y los BN-1, se presentaron diferencias
estadisticamente significativas, desde el tiempo cero hasta los sesenta minutos de
reparacion, observandose en todos los tiempos estudiados una mayor cantidad de células
con dano en los BN-I. Entre BN-1 y DES-| se observd que a los tiempos cero, 5y 15 no
hubieron diferencias estadisticamente significativas, sin embargo a 30 y 60 minutos el

numero de células con darno fue mayor en los nifios DES-1.

El que las longitudes de las estelas y el porcentaje de células con dano entre los
nifios BN-l y DES-I no fueran estadisticamente diferentes ai tiempo cero, muestra que
ambos presentaron la misma sensibilidad al dafo inducido por el H,0, . Este hallazgo tal
vez podria estar indicando que la poblacidn de nifios DES-1 estudiados presentaba
concentraciones de antioxidantes similares a ifas de los nifios BN, lo que ya se ha
reportado anteriormente (Sive et al., 1993). En este estudio el niflo con kwashiorkor fue el
que mostré la mayor fongitud de las estelas y el mayer numero de células con dado, lo
que posiblemente este asociado a una capacidad antioxidante disminuida, que como
muestran los datos de la bibliografia es particularmente grave en los nifios con este tipo
de desnutricion, y esto puede favorecer que los radicales libres actuen produciendo los

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

El promedio de células con dario, observado después del tratamiento con H,O, en
los nifos BN-l fue de 88% y en los DES-I de 98%, esto indica que practicamente todas
las subpoblaciones de linfocitos fueron sensibles al darfo oxidativo. También después del
tratamiento, los nifos BN-I mostraron un promedio de células con dafo mayor al
observado en los nifics BN, esta diferencia podria atribuirse a los cambios en la
proporcion de las diferentes subpoblaciones de linfocitos que se presentan en los nifios
BN-I como consecuencia de las infecciones {Najera et al., 2001a). Un cambio que se ha
observado en las subpoblaciones de linfacitos de nifios BN-I es el incremento en ias

células CD4+CD45RO+ (células de memaria) (Najera et al,, 2001b}, las que se mencicnd
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anteriormente parecieran ser mas sensibles a presentar dafno en el ADN inducido por

algunos agentes (Uzawa et ai,, 1994).

Adicionalmente, el andlisis del promedio de células con dafo mostro que a5y 15
minutos de reparacion no se presentaron diferencias entre BN y DES-|, lo que indica que
en ambos grupos se presenté una fraccion de células que repararcn con igual eficiencia,
por lo que el porcentaje de células con dario disminuyd en una proporcion similar en
ambos grupos. A 30 y 60 minutos de reparacion se observé una franca diferencia entre el
porcentaje de células con dafio observadas en los nifios BN-l con respecto a las de los
nifios DES-I, y aun cuando en ambos grupos los porcentajes tendian a disminuir, es
evidente que en los nifos DES-I se mantuvieron los porcentajes de dafio mas altos, esto

indica que una fraccion de linfocitos repara mas lentamente en los nifflos con desnutricidn.

Para analizar la cinética de reparacién del ADN de los tres grupos de ninocs, se
utilizé un parametro propuesto por Plappert y colaboradores (19897) que se denomina
capacidad reparativa (CR), la que se define como la disminucion (%) de la migracion del

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

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

observo una CR claramente menor en todos los tiempos de reparacidon analizados.

La CR evaluada por la migracion del ADN, o por el porcentaje de células danadas,
mostrd valores mayores en los dos grupos de nifios BN, en comparacién con [0
observado en los DES-I, por lo que resulta claro que en estos tltimos se tuvo un retraso
en la velocidad con que reparan el dafo. Los trastornos de la reparacion del ADN en los
linfocitos de los nifios desnutridos, detectados en este estudio, podrian contribuir a
explicar porque en diversos trabajos, incluyendo este, se han encontrado mayor cantidad
de alieraciones a nivel del material genético en ellos, ya que al reparar mas lentamente, el

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

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

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

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

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

altima posibilidad.
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7.- CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente estudio son !as siguientes:

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

altos de dafic en el ADN.

b} Los medicamentos, aunque necesarics para el tratamiento de fas infecciones, pueden

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

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

por los medicamentos.,

d) Los datos parecen indicar que las infecciones, la desnutricidn y fos medicamentos,

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

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

dafiado por el peroxido de hidrégeno.

f) Las infecciones no interfieren con la capacidad de reparacidn del dafio en el ADN de {as

celuias de Ios nifos bien nutridos infectados.

g} La capacidad de reparaciéon del dafto inducido al ADN en los linfocitos de nifios

desnutridos esta disminuida.
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9. ANEXOS

9.1 Ficha de datos

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA - IZTAPALAPA
Evaluacién de dafio at ADN y su relacién con fa respuesta inmune mediada por células
en organismos infectados y desnutridos
HOSPITAL PEDIATRICO - IZTAPALAPA

FICHA DE DATOS

Fecha

1.- Nombre del paciente

Z2.- Nimero de expediente

3.- Domicilio y teléfono

4 - Edad (en meses)

5.- Sexo

6.- Peso actual Talla actual

7.- Peso al nacimiento Talla al nacimiento

8- Fecha de ingreso (en «casc de que sea hospitalizade el paciente)

9.- Padecimiento(s)

Desnutricion si__ no____

Grado 10. Zo. Jo.
Tipo Marasmo Kwashiorkor
Infeccicnes

a) Vias respiratorias
b) Vias urinarias
¢) 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 inicla la toma

¢) Fecha de terminacion

d} Dosis

a)Nombre del medicamento

b) Fecha en que se inicia ia toma

¢) Fecha de terminacién

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

11.- Exposicién a radiacién { en caso de que al paciente se le hallan tomado ragiografias)

Fecha({s)

12.- Resultados de analisis clinicos
Microbiologia {organismos patégenos detectados)

a) Bacterias

b) Hongos

¢) Parasitos

Biometria hematica
Fecha en que se realiza

a) Leucocitos

b) Linfocitos

Quimica sanguinea

a) Hemoglobina

b} Hematocrito
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OBSERVACIONES:

Nombre de quien toma los datos
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9.2 Soluciones

9.2.1 Soiucién de lisis

Solucién stock:

NaCl 146.1 gr
EDTA 37.2gr
Tris 1.2 gr

Aforar a 1000ml con agua destilada.

Solucién de trabajo:

Solucion de lisis {Stock) 44 5 ml
Triton (Concentrado) 0.5 mi.
DMSO (Concentrado} 5.0 ml

8.2.2 Solucion amortiguadora para el corrimiento electroforetico
Soluciones stock:

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

b) 200mM EDTA {14.89 gr/200 ml de agua destiiada)

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

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

concentrado.
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9.2.4 Solucion de Bromuro de Etidio
Solucién stock;

10 mg de Bromuro de Etidio en 50 ml de agua destilada.

Solucién de trabajo:

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

9.3 Método para evaluar viabilidad

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

Solucién 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 solucién salina.
Solucion de Trabajo de Bromuro de Etidio:

Tomar 50 pl de la solucion stock y disolver en 2 ml de solucion salina.

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

Diluir 84 ul de la solucion stock en 2 ml de solucién salina.

Solucion de trabajo para evaluar viabilidad:
Mezclar la solucion de trabajo de Bromuro de Etidio y (a solucién de trabajo de

Diacetato de Fluoresceina en proporcion 1:1.

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

peroxido de hidrégeno, las preparaciones se enjuagaron varias veces con solucidn saiina
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que se encontraba a 37°C, Concluido este proceso se les adiciono a cada preparacion 50
ul de la solucidn de trabajo para evaluar la viabilidad, y se metieron a incubar en camara
hameda a 37°C durante diez minutos. Al finalizar el peripdo de incubacion las
preparaciones fueron nuevamente enjuagadas varias veces con solucion salina, y se
revisaron en el microscepio de epiflucrescencia. Las células vivas se tifieron de color
verde, ya que permitieron el ingreso del diacetato de fluoresceina, y las muertas de rojo,
ya que la pérdida de la integridad fisica de la membrana plasmatica permitié ef ingreso del

bromuro de etidio.

89



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

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

Producto de! Seminaric Tematico del Pregrama del Doctarado en Ciencias
Biclogicas. UAM.

Asi mismo, se anexan copias de dos articulos generados a partir de los datos

experimentales obtenidos en la presente tesis:

Gonzéalez C., Najera O., Cortés E,, Toledo G., Lépez L., Betancourt M. y Ortiz
R. 2002. Hydrogen peroxide-induced DNA damage and DNA repair in lymphocytes

from mainourished children. Environmental and Molecular Mutagenesis 39: 33-42.

Gonzalez C., Najera O., Cortés E., Toledo G., Léopez L., Betancourt M. y Ortiz
R. 2002. Susceptibility to DNA damage induced by antibiotics in lymphocytes from
malnourished children. Teratogenesis, Carcinogenesis and Mutagenesis 22: 147-
158.
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Dafio Oxidativo y Antioxidantes
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RESUMEN

Paralns onmoismos acrabros el oxueene v compuesto eseneial,
sin embanto, su reduccidn scouencial demiro de b edulax conduce
ala formacion e las llamadas espocies reactvas de oxpeeno, que
500 cn su mayoria radicales libees. Uaradical hbire o unamaléeula
O U AOMO que presenta un clectrin no aparcado, razon por |z
cual son sumamente reacuvos. Al Tarmarse pueden ineractuar
r:ipidamcmc conmoléculas organicas tales coma proemas, lipdos,
carbotudraos, e incuso con el AN, provocando en elias diversas
alteraciones esuructurales, que conducen A aleraciones de upo
tuncional, y de esta manera fa fisioloma Je tas células v por
consecuenaa lz de los organismos., se ve aectida, Bl esrudin de los
radicales libres ha permutido cclzcionarlos directamente con
desacenllo de diversas enfermedades de upo neurodegencraovo
(Alzhanner, Humjnglon, Parkinson), ¢on la carcne aglfncSls, y oon
ol envejecimuento Paradelamente al estudio de Jos eadicales libres, ¢l
estudia de ks anvoxidantes consoruve aciuaimente un tema de
INVESUZACION SUMAMEnIc MPOrile, va que s ha crmsiderado
que ¢l conodmiento de Jos mecarusmos de aecion de esms moléculas
podria permir, ¢n algin momento, la vobzacion de las llamadas
terapias antdosidantes, para dismunuir 10s cfectos biologicos de los
radicales libres.

Palabras clave: radicales libres, annosadantes, dado oxidadvo,

INTRODUCCION

Tk oxigene es un compuesto esenaal en el metabohsme de todos
ters nrganismos aerobios, vz que pamcipa on diversas reaceiones
de ox1dnclt$n, mcluycndo Iz respiracion. Durante estos proceses
cl oxigeno molecudar se reduce, dando oneen alas laimacdas especies
reactivas de oxigeno, las que en sumavorin son radieales libres.

Un radical libre es una especie quinncz (molécula o aromo)
que presenta al menos un electeon no aparcado. La mayvona de
los radicales libres son en extremo reactvos v Henden a 1soaacse
“aparcandn” ¢l clecteon libre | Los radicales denvados del oxageno
son altamente toxicos y son capaces de reaccionar con diversas
moléculas organicas, mecamusmo a trases del cual provocan
dafio a mivel eelular y dsular, con la consigurente aleracion de
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ABSTRACT

Oxvgrent s an essential molecule tor b acedue organtsms,
hewever us chemical ceduction nstde she colls prduces the ealled
rEACHVE 0XYgen species, mostof theny e tree tadieals Tlwese are
atoms, or mokecules, with an unpared clectron, The presence of
unpmrcd clectron causes they 1o be hughiy reacove Mrer s tar
manoa, they interact with orgamc molecules as proccins, lipds,
carbolydrates, and DNA, producwngin thent several structural
and functional modificatons and altecatons, A< resubt o this
damage the physiology of cclis and oreamsms < also alered.
This kind of damage has been assocted with several diseases as
Alzhaimer, Huntington, Parkinsan. av well as to carcinogenic
and aging processes. Simultancousls, the studies on anuoxidant
agenes has become a very important rescarch held, since through
the knowledge of their mechanisms o action it might e pos-
sible o counteract the effects of free rndicals, in order o danm-
1sh the biological effeet of oxidatve damage.

Key words: free radicals, annoxidants, oadaws ¢ damage.

su funcion . Recientemente se les ha mphcudo co diversos
padecimientns como la carcinogéneses ol emejeamenta veon
desordenes de dpo neurologcn eome b epdepsi, b enfermedad
de Hunungton ¥y el mal de Packinsen

Los radicales hbres se pucden tormar cn clintenor de las
células como producen de sus acovidades puolngicas
normales ' o a parbir d¢ procesos como la hipoaa, en la que
se obscrva un 2umento en la formucion de ridieales libres,
que pueden inducie hpoperoxidacion en la membyrana de fas
células del cerebro v con esto alteracnes eo 1 funcion del
mismo ", En el Coadeo | se mencionw los sitne de la eeluia
en donde pueden gencrarse radscales hbres 1 parne de fos
procesos {isiolégicos normales.

Los radicales libres pueden gererarse rambien a parnr de fuenies
ex0genas, como las raduacinne s wonzaee, uliraviodera, ba vesihle
o termica, drogas annwemorales, alyunos praducios quirmeos
carcinogénicos, agentes contaminanies, pesticklas v bumeo del
cigarro "' cambién diversas medicamentos pucden indueir la
liberacion de radicales libres, como of acetanunaten ') a
neomucing, la polimixna B, la kananuema, Ly gentunicna = vel
cloramferacol
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Las cspeeies feactin s Ju nxdgene s borman por b reduccria
secuencial del ovgeno (O], que pamero produce o radical
superonado (0O, )1 e eadical perhidrolo HO), posenormente
penera el pergvido de fdripeno (H,0) v finalmente ¢f radical
hudreo (O Oroo radical Tibre qllt‘! se forma de la ceacgion del
rachcal superoxido con i oxidn o o o peroxiniento (CNCO ),
Alpnnas de vaas reaccones son dependientes de la presencia de
metales de transicion, en paracular de ferroy cobre 7

Las especies reactvas de oxieeno may mmportanres | sus
caractensteas rundamcnitales se preseatan en ¢l Cuadro 2 \uinque
en peneral se conswderx que ks cadicales libres venen una aba
reacovidad, esta puede ser vadable, siendo posiblemente los
rackicales menos reacavos los mas dianings en crertas arcunstancas,
deindo ada posibilkizd que tenen de interactuar con estructucas
bioloyicas alejadas de su siao de orgea !, esto ¢s wualmente
valideo para los productos generados de la interaccion pomaria
entce un radical libre v una moléeula binligica.

Las consecuencias de las reacciones de los eadicales libres con
diterentes materiales celulares pueden ser muy varadas, Los
ohjeuvos celulares frecuentemente atacados son. ¢l ADN, los
lipides membranales, asi como proteinas v carhahidrmtos. A nivel
de organelos, se ha observado que las mitocondrias son
sumamente sensibles a la pres:dn oxudanva, lo que se retleja en
cantidades elevadas de oxidacion en lipidos v proteinas, v en
mutactones del ADN mitocondnial =,

DANO AL ADN

Eldasio provocado a ivel det ADN por los eadicales libres puede
ZCRCraT MUCones somindcas, que levaran a la sintesis de
proteinas defeceuosas, v postblemente 4 la generacidn de
transformaciones malignas. -

Uno de los compaonentes de la malécula de ADN que es
suscepuble a ser dafiado por radrcales libres es la desoxirribosa
7 la que al oxidarse puede inducir el rompimiente del ¢nlace
eacre gste aziaear v el grupo fosfato de! siguiente nucledrido,
mecanismo mediante ¢l cual se forman rompimicntos de
cadena sencilla, los que son reparados por medio de Jas enzimas
correspondientes. Cuando gran canndad de radicales hideoxilo
atacan uma parte resinngida de 1z molécula de ADN, se forman
numerosos rompimientos de cadena sencilla, que por su
cercania podrian conducin a la formaadn de romprmientos de
cadena dobie, ios que provocan dafdo permancnie al material
genédco ™. La reacuvidad del radical hideoxilo hacia los
diferentes iromos de hidrogeno de 1a desoxrribosa varia
considerablemente, siendo los carboros 4 v 3 las sinos
pomanos de araque, va gue ¢n 2 mokécula de ADN son los
que quedan mas expuestos .

Los radicales hidroxilo denen la capacidad de reaccionar
wmbien con las bases nitrogenadas del ADN. E} tpo
predominance de alteraciin que pucde observarse a este mvel
son las subsdruciones, aunque también cs trecuente observar
deleciones y con menor frecuenci inserciones. Se ha visto que las
subsdeuciones frecuentermente involucran al par guaruna-etocina,
con el que los radicales hudroxio v el oxigeno simple reaccionan
directamertte. Las mutaciones se concentran en rogiones especificas

der ADN, gue sedenomunan aeeos citieares”, lo que indica
(_;LIC eRran rL‘[,{L‘SUHJd.‘l\ AL !.\\ SUCLLE I Lll.' b;lSC) PUI"IL‘.I\' W
pieadicas |

ks peobable gue ¢l ovagens snuple reacciane con lz guaning
chimoandslas del ADN. 1o que provaca la tormacion de
rompmientas de cadena senalla, o bien, gue pueda gencrarun
wran numern de product s de reacaion ders adas de elba (e los
gque 3¢ hanodenuficads hasta doce ditereates) fos que
constutran los Hamados sioos sensibles al dderbl, que se
CONVEIUTAN en rampinientns despuds de tratanmiente aleabino
Uno de los productos formados s 11 8- ludroxiguanaosing, la
que pucde formarse por dos radicales Iibres directamentie sobre
lx molécuia de ADN; v sobre los precucsores de la misma, esta
molecula puede wenuficarse en la onna humana, cuzndo el
dafio al ADN fue reparadn ™,

Las muzaciones se establecen cuando una cadena de ADN
dafiada es coprada durante la duplicacion *. Otra postbibdad,
ts que la duplicacion quede bloqueada cuando la ADN
polimerasa encuentra una lesion, o bien, €n c$tos puntos de
lesion ba enzima puede leer errdneamente el mensaje de ta cadena
<anada y generar una cadena complementanz defectuosa ™.

DANO A LIPIDOS MEMBRANALES

La oxidacida de los liprdos membranales provoea alteraciones en
fa permeabilidad, o la perdida de la integndad de ja membrana
plasmddca y la de los organclos celulares. Con respecto a by
permeabdidad se afecta taato el ransporte pasivo como el acgvo
al alterarse las interrelaciones de Hludez de los lipidos que torman
las membranas biologicas &

Los dcidos grasos poli-insaturados, qué predominantemente
se ubican cn las membranas celulares, son pardcularmente
suscepubles al ataque de los radicales libres. Cuando los radicales
hudroxilo s forman cerca de fa membrana son capaces de extracr
itomos de hidrégeno de los fostolipidos que la componen,
después de es1a 1eacaidn aunque el hudroxle onginal se ha
inacuvado, se forma un eadical bpidico, el que despuc's de un
rearreglo molecular (dieno conjugado), puede reaccionar can el
oxigeno para onginar ¢l radical peroxilo (R-O0}, esce puede
zeaccionar con oLeos 2aidos grasos de la membranz, formando
mas radicales lipidicos, micntras ¢! musmo se transforma ¢n
hidroperdxido (R-OOH), ¢l que en presencia de varios
complejas metilicos puede descomponerse en mas radicales,
incluvendo enure ellos al radical hidroxile, lo que provaca un
fenémeno de expansion del dafio, en ¢l que se considera que la
peroxidacion se ha propagado (Cuadro 3).

En ausencia de innes menlicas los ludroperéudos pueden
acumularse en la membrana v con esto alierar su funcion, pueden
transformarse en aldehidos, dentro de los que el mas estudiado
¢s cl malondialdehide v que puede provocar dano a oiras
moléculas como el ADN . Aliermagvamente el radical peroxilo
puede dar origen a peroxidos aclcos, los que pueden
descomponerse para formac radicales bpidicos ', A este
tenémeno globalmente se le denomina lipoperoxidacion v en
ausencia de algin proceso que la inhiba puede provocar la rapida
destrucaion de la fase lipidica de las membranas ™.
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Daranre of processs do bpoperosidacion so mmman otros
compuestos (o radicales lbresy que AFCCTIE O s catricins
wetulares, estos <o ponapalmenee Tademsalgoenales s
+-00H-2 3-transnonemal uno de los o tosseos Bosolguenales
SO CHTIPUCSIOS L TedCmin con el WS Tl o sintesis
de proteims s ARN, asicosno buepacacion doh VNG scanenal
wutation disnnuyvendose su copacdind prowetorcdonmodo b
celula =

Deatres del procesa nusmo de Ta hipoperasidacion, s radhciles
que seforman pucden causar ambicn dancs s protens
membranates, inacivandn receptores o cozoms unedis o e
membranas

La hpopecaxidacion no salo dada a s membeanas, va que
tmbién tiene efectos sobre lipoprowinas plasmancas {p.ey 1oy
ltpoprateinas de baja densidad del plasma sanguinesd

Un incremento en la lpoperoxidacion ha sido mbien
asociado coa ef enveecinuente ©,

DANC A PROTEINAS Y CARBOHIDRATOS

En proteinas y carbohudratos, fos radicales Bbres pueden inducir
fragmentacion con la perdicla de la funcion de estas moléculas.

Los aminoacidos aromancas, la cisteina, fos enlaces disuttun
vlos enlaces pepudicos son fragmentados por los mdicates libres
alterindose su estrucrura v su funcidn.

I radical ludroxsio es muy reacavo con las proteinas v puede
causar modificaciones cn ¢asi todos los residuos de aminodcides,
pero en parucular ataca a a vrosina, ferulalanina, tnprotano,
histidina, metionina y aisteina ¥, forma entrecruzamientos de
upo covalente ¢ induce la Fragmentacion de |z cadena polipepidicn,
Io que se raduce en una pérdida de fa funcidn, o en mavor
susceptibilidad a las enzmas prorcoliticas. Las proteinas oxadadas
son ficiimente degradadas por enzmas proteolincas debido a ta
formacion de grupos carbonilo, a fa creacion de nuevos grupos
N-terminales, ¢ 2 cambios conformacionales de la molécula ©
Datos expertmentales muestran que el radheal peroximitrico
(ONGO-) oxida a las proteinas membranales ¢ citoplasmucas,
afectando su nauwaraleza fisica y quimica *'.

Diversas reacciones de oxidacién pueden converur algunos
residuos de aminoacidos, comao la proltna, la arginina v ladising,
a derivadas de tipo carborulo Y. La presencia de este grupo
quimico se ha utilizado como un parimetra para evaluar ¢l
dafio oxidativo en las proteinas 7. De esta maner, se ha
esttmado que 2 nmol de grupos carbonilo por mibgramo de
proteina, canudad observada en personas jovenes, represcntan
un daio del 10% del total de las proteinas celulares, nentras
que cn los anclanos esic porcentaye scincremenea a 200y M del
total de las proteinas celulares .

Fn pacientes con cnvc;ccimiemo premacue, cumo la pro-
geria, la canudad de gropos carboailo ¢n sus celulas es
significarvamente mayor que 1as de individuos noemales de
la musrna edad *. Csec incremento de protcinas dadadas podna
relacionarse con deficiencias en su chiminacién, o con unincre -
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Eanvotros proweser el perosinitnes pucdu liclrosalar b rendakanaa
voitrar Ja rosiia YL Con respeeta 4 esto se desconaren fas
consecaencts inoliwucas de b artcicon de Lis proteinas smaeen '
sinembargs se ba observado ana abundante mitracion de as
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tener airuna relacion con el padeainuenis
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Las alteraciones contommueionales provocadas en las proteinas
porlos cadicales Bbres se relacienan con la pérdrda de faacuvadad
catalinga de enzimas tales como facisosmu y lanbonucleasa © 1a
macuvacion de enzimas por luostdacidn induceda por medio de
radicales libres v lx acumuldacion inracelular de proteiaas oudadas,
podrian jugar un papel cnaco en la aderacion de las funciones
celulares v en la muerte celular ™

[.a disminucion substancial en la concenuracion de las
enairmas en la Bsiologiz de fa céluda y la acuminlzciaon de canddades
masivas de proteinas dadadas compromete seriamente la
inegridad celular 2. A nivel de la membrana plasmanica, las
alteraciones inducidas sobre sas proternas afectan a los
ransportadores, los canales proteicos, fos receprores o proteinas
reguladoras v a los inmunorreguladores 7. La combinacion de
todas ¢stas alieraciones pueden wener consccuencias letales para
las celulas,

Los efectos de los radicales libres sobre 1w carbohidratos, son
poca conocidos, pero se ha esablectde que ¢l aade haluromce, la
condroinna v ¢l dermatdn sultato, todos cllos polisacandos det
grupe de los glucosammoylucanos, son suscepubles a su
degradacion en presencia de las especies reacuvas de oxigeno,
paracularmente a 1os radicales superoxido ¢ hidroxilo, lo que
probablemente altera ka funcion de los proteogltcanos de los que
torman pane v esto se ha relactonado con Ia patogena dei proceso
inflamatorio

ANTIOXIDANTES

Las célubas presentan mecamsmos de prorecaion, de manea quce
los radicales libves derivados de la acuvacion del oxigeno pueden
ser transformados a productos menos (Ox1cos o no wxicos. La
protecaion de las cebulas contea los radicales libres deavados del
oxigeno comprende no soln ka capoura de estos intermedianios
agresivos, sino también la prevenaidn de su formacion, la
inhubicion de su propagacion v la reparacion de las lesiones.

La pamera kiner de detensa del cogmmismio contra fos radicales
libres es ia prevencion. esto imphica la accwin de procedimicatos
que bloguean su formacton, como seria la presencia de proteinas
que s¢ unen 2 metales {fen pacucular hierro ¢ eobre) o que controla
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chivienternente Lulipoperondacin v b frummentacion detb AN,
e e st ntnera & evieg fa parecipacion de eseos meales en
Las reagciones donde se producen b diferentes vepectes reactivas
de PIRLRCI e

Deners de das proteinas que se figan a metales se pueden
mencigr a ternina, tanstemna, ceruloptasoung, ia albumma y
las medooonanas, 1o el plasnu sanguineo ta mayor accion
prowectora es cteetuada poe [ iansfernna v la ceruloplasnuna, La
termtina vs wna proweing inteacelalar que evita lz reumulacion de
fierro Uibee, mentras que T ceruloplasmuna es la encargada de
caprar aprosinachmente ¢l Y% del cobre exuaceiular, Su actividad
mas inportante reside oninactivar el radical superéxido *

La albaminz, que s la proteina mas abuadante del plasma
presenta proptedades antoxidatvas. Sele considera la responsable
de caprar entre o) 10y ¢l 50°% del total e radicales peroxilo que s¢
generan en o plasma humano, adernds de Gue vene la capacidad
de vierse al cobre, v de esta manera nbube la fonnacon dei radical
hidrexiln que se furma a pardr del perdado de hidrogeno

L un segundo awvel de proteccidn csta la accidn de los
antioxidantes, que eliminan a los radicales para supamur su
acuvidad noaiva en da célula. Estos agenes pucdea dividirse en
dos carcgorias: no enzimatcos y enzimiucos.

Los 2nuoxidantes no enzimdteos se unen a los cadicales libres,
v los transfieren de sitios donde pueden provocar graves dadios
(p @ las membranas} a comparamentos colutares donde sus
efectos sean menos dedsocos (p. . el ¢rioplasma), o bien, los
reansforman en radicales menos agresivos. Ejemplos de este tipo
de anuoxidantes son: O-tocofernl {vitamina ), Bcaroteno,
ascorbaro (vitamina ), gluezdon, urato, bilirrubina y Havonoides
entre ouros. La vitamina E, ¢l f-caroteno y la vitamina C son los
unicos autrientes esenciales que atrapan directamente radicales
libres. La vitamina C es soluble en agua y se ubica en el citoplasma
celular, imtentras que la vitamina E y el B-caroteno soa solubles
en Upidos ™%,

El cr-tocoferol esid presente en las membranas celulares yen
fas bpoproteinas plasmideas, y se catacteriza por presenaar en su
esteucruea un grupa -OH, del que el dtomo de hudrégeno puede
removerse faciimente. Los radicales peroxalo tormados durante
la lipoperoxidacion uenen una mayor afirudad por el O-tocoferol,
que por las cadenas de Ios deidos grasos adyacentes, [a reaccidn
convierte C-tocoferol en un radical, que es poco acovo ¢ incapaz
de reaccionar con ouros icidos grasos, v de estamanera deoenc la
cadena de reacaiones de la lipoperoxidacion '*¥. En este punto lz
vitamina C juega un papel imporianee va que regenera la forma
andoxidante de la vitamina E, ademas de que uene la capacidad
de reacctonae por si musma con los radicales superowido, hidroxdo
v perhidroxlo

Sc considera que la vitamina C ¢sta en la fase acuosa, yes la
defensa mds importante contra los radicales libees ™
eliminindolos de los comparomentos hidrofilicos de la célula,
de la matriz extracelular y del sistema circulatono, que es donde se
le puede encontrar, ademas, partcipa en la proteccion de las
moléculas hidrofibicas como las lipoproteinas del plasma
sanguineo v de los lipidos membranaies Las evidencias

cxpenmentales muestran que la nteraceion entre Ja vitamina Cy

e YOTH

AMIE0 SERVICIS OF INFIRY

t virumunz B pernute b repenemcon no enzmanca ded o-rocorernd
(TCOHY a partir ded radieal G-tocoperoxd (TCCY ), quue se toema
cuando ol @-tocoferol reacoiona con los radicales peroslo
{ROO), esto por medio del ascorbato (AH ) (Cuadro 44,
Finalmenee ¢l ascorbata s regencrado a travds de una via
enzemanca

Et B-carotenn tiene dos Tunciones: en primer lugar aceua
directamente como armapador del oxigeno simple y de
lipoperdxidos, v ea scgundo lugar puede ser transtormado a
vitamina A ¢n ¢hintestino humano . Tanzo ¢l -caratens como
la vitarmina A san antioxidantes solubles ea lipidos y tienen Ia
posibilidad de urirse a las diferentes cspeeies reactivas de
oxigeno, aungue la manera en que lo hacen no se conoce
completamente *. Sc asume que el B-caroteno se ubica en of
interior de las membranas, o en las hpoproteinas del plasma *

El glutation puegg un papel importante en la proteccisn celulac
contra el dafio oxidative de lipidos, proteinas v dcidos nucleicos.
Presenta una interaccion sinergica con otros agentes anooxdantes
como la vitamina C, 1a vitamina E y las superoxido-dismutasas
3, Actiia como arrapador de radicales hidroxilo y del oxigena
simple, ademas de tener lz capacidad de reacovar enzimas que
son inhibidas al scr expuestas a altas concentraciones de oxigeno.
En los humanos la incapacidad para sintegzar glutanén puede
provocar anemia hemolitica y alteraciones acurclogicas . Asi
mismo, ¢l glutaticn protege contra ol dafo oxidzovo reduciende
la concentracion de peréxide, lo que ¢s valioso ya que éste, como
ocurre en la lipoperoxidacién, amplifica ol proceso de dafio ™.

Otros ejemplos de andoxidantes no cnzimaticos son Iz
poliamina espermina, la coenzima (} y los flavonoides, lapaimera
s¢ encuentra normalmente en concentraciones milimolares en. el
nicleo y participa directamente como atmapador de radicales libres,
actuanda como ¢l mayor compucsto natural ubicado
intracelulacmente y que es capaz de proteger al ADN del ataque
de 1os radicales libres . La coenzima 3 funciona como un
anuoxidante altamente eficiente en las membranas celulares en
que se encucantra *. Los flavonoides por su pame acmian como
whibidotes de la lipaperoxidacién, ademis de poder interactuar
directamente con las especies reactivas de oxigens y como agentes
quelantes para iones divalentes ",

Con respecto 2 los antioxidantes enzimiticos se puede sefialar
que en las células se presentan tres sistemas principales de cnzimas
anuoxidativas: las superoxede dismuasas, ba catalasa y las glutaton
peroxidasas *

Las superdxide dismuuasa (30D) catalizan el cambio
del radical superéxido a peréxida de hidrogeno. La dismutacion
es una reaccion en ka que dos moléeulas de susirato idénticas
ticnen destinos diferentes, en este ¢aso una molécula de
superdado se oxida v la oira se reduce:

20, + 2H = H,0, + O,
SO0

Fstas son una familia de metalocnzimas, que conuenen cobre
v zine. De ellas se conocen al menos tres formas diferentes, que se
ubican en ¢l citoplasma de la célula, en las mitocondrias v en los
fludos extracelulares respecavamenze 7™,



La caealasa es una enxnmia de impla distibucion, gue consisie
de cuateo subumdades protercas, cada una con un grupe hemao
urudo a su 5100 acuvo. Se caractenza ademas por presearar una
tasa de renovacion extraordmanamente elevada (340 D00
moléculas por segunda). Suactividad se Inealiza basicamentc en
los peroxisomuas, en donde catabiza ta conversion de peraxido de
hidrogena, en agua v oxigeno moelecular en muchos teridos '

M0, = MO + 0,
Catalasa

[a glutanon-peroxidasa {GP) s una enzaima que woliza como
cofactor al selenio, y que se ha encontrado en ¢l citoplasma y las
mitocendnas de los tejidos animales. Cataliza la reaccion a través
de la cual el glutaudn reducido (GSH) reacciona con peréxidos
para wanstormarlos en agua y aleohnl. Durante el proceso ¢
glutanon es oxidado (GSSG), para postenormente ser regresado
a su estado onginal, por la enzima glutaudo reductasa ™,

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

Stdespues Je aaccinde o inosadanies el dade peeasie,
ol dlume mvel de proteccon se L cehala consste enla reparacion
de as lesiones, o que reside bisicamente en b acovidad Je
enzinas que repararan el dafo aducrio porios tadicales libres
Al ADN, y de otras que destruinan las procenas danadas por los
rachicales libees 6 las gue removeran los acidos grasos eadados
de 1as membranas .

Laimporanca de [nteracaon de las difereates especics
reactvas de oxipenn con moleculas bioldgicas como o ADN,
tos fipidos, las protemas y los carbohdraos, se traduce en
afteraciones de la estruccura, o eo la fragmenacion de las
biormoléeulas, lo que estd relactonado con las modificaciones de
la fistologia celular, ¥ por consecucncia, de los organismos de
que forman parte. Por lo antennr se esta analizando ¢l papet de
las especies reacuvas de oxigeno en el desartolio de diversos
padecimientos, y la acovidad de los agentes anuoxadantes, como
medios potenciales para controlar los efectos de ios radicales
libres, sobre toedo ante Iz posibilidad de implementar tas
““rerapias antioxidantes”.

Lugar Reaccion

Redculo endoplismico

Transporte de electrones dependiente del Citacromo P-450

Transporte de elecurones dependiente del Cniocromo b5

Teansporte de electrones (cadena respiratoria: principales siaos, compiejo NADH-Co(}

reductasa y formas reducidzs de la coenzima : 02 + e = 0

Mitocondria
Lipoperoxidacion
Lisosomas Sistema de 1a mieloperoxidasa
Membranas Lipopetoxidacion
Lipo-oxigenasa
Prostaglandina sintetasa
NADPH-oxidasa™
Peroxisomas (Oxidasas
Flavoproteinas
Citoplasma

Auto-oxidacion de la oxihemoglobina (Hemo-Fe?* -O, = Hemo-Te™ 0O

Autc-oxidacion de moléculas pequerias: adrenalina, doﬁcs, flavin mononudiedudo (FMN),
flavin adenun dinucledddo (FAD), glucosa
Procesos de transferencia de electrones mediados por metales de transicion como el huerro

v el cobre, o por enzimas

Fuentes: 1,7,8,9

* Oxida el NADP", con la resultante reduccion del oxigeno para formar ¢l radical superéxido, este mecanismo es
vulizada por los neutrdfilos, monocitos, macrdfagos v eosindfilos para eliminac bactenias, praceso durante el cual los

tepdas cireundantes pueden verse izmbién afecrados '

Cuoadre 1. Swos de la célula v reacowones quitucas & parur de 125 que se peneran radicales Wbres
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Caracteristicas

Supcrcmldo 1w o reacovns e medio hidrofobico, Pero no pucdc arravesar hbeemiente

las membranas biologicas, en condiciones isinldpeas puede transtormarse
ca perosido de hedrogeno

{1x ol s reacuvo vose le ha relacionado con el dano sutodo ditectaomente
ctt AN, protefinas v lipicos

Perosaide detlideogenn No es un radical, pero puede penerardos rapidamente al esrar en concta

LT

con wnes metibeos, como ef Fierro y el Cobre

Peroxinitnto Se forma a partir de la reaccion del radical superoxido con el acido mirico.

Se fe ha relacionado directamente con fa patotogia de vanos desordenes
ncuradegenerativos, como la enfermedad de Alzheimer

Onigeno simple Se forma como praducte de la reaceion del glutandn reducido v ¢l radical

superdxtdo, v durante la lipoperoxidacion ', Juega un papel impoctante en
procesos de mutagénesis, carcinogénests, envejcamicnte y desordenes
degenerativos

Cuadre 2. bispeaes ceacnvas de ompenn y sus pnacipales caracierisiicas

R + Radicales libres — R

R' {rearreglo molecular, formacion de un dieno conjugade) + O, — ROO

RO + RH - ROOH + R

ROOII + Fe* — ROO + "OH

RH - Acido graso poli-insaturado. R’ - Radical lipidico.  ROO" - Radical perowlo.

ROOH - Radical hidroperoxido.  “OH - Radical hidrosilo.

Cuadso 3. "adena de reaccioney co o proceso de lipoperoyidacion

RO + TCOH — ROOH + TCO

TCO + AH =D TCOH + A

ROCY - Radical peroxale. TCOH - Viamuna . TCO - Radieal tt-wocoperon). A - Vitamina C

Cuadro 4. Regencracion de la vieamima F 4 paroe de s nteraccdn con la viaming €



I
i
o
1
i
¢
]
>
|
|
M
5
I
1
i
s |
|
|
S
—
i
i
i
i
|
]
]
|

|
'
'
1

RIBLIOGIAELA

i

| £

Bubar VW e cnheals, mrseadases el e Med Fab s 192
Iy g 2

Urgduntn S Dlchrer SEL G daning dipery im0t peevines syaum oy
Sl s png PR 143 5

Oilserlee 1Y e abetlen W wnneeadant ensemie lesels i gaumeer Hisood
(RS TERRTY IR AL I VAT B

R 03 Tallcher ROV Sanweadam vadilarors toe cmeer thor
Sed H\I\r.riu_--..g-. IR YT B AL

Jomner 1P Cisrclarng mechuanians e pigead el dbearhy i Parkinnson
disease Mo U] 1008, Iy suppd B 23053

lh 13 Sonmgsmnn S ¢ maln 2 0 Alsdinc U2 T hebavm Iapradow e v
SODHeeer measutenmient b sesen feee raccals dunmeg novrgre -
Pt it i el e e e Beaan W 190 TR 16070

Huer [V, 130 R, Walrt 517 Flodrosd caadieal {revjuc e ot
wins st oy larsa Bochem |198% 23500 45,12

arge! By Tignd peroedanon 1 commun pathowenene mechanism?
g P Parhl DTPI2, 440 108 84

sen MO Smaimes of annesntant doetense, Vor b Wiochem £993, 215
Tyam

Halliwell b vpooaadanes and hurman discase, Serr Ree 1997, 35
EEEIRES

Ruret ], Mewler B, Braun |, Luigennk ), Vin den Ykker 1) 8 ananiann
BLoee b Mutatonal speaiiem of oxrdanve INA damage Manar Res
HR SR T O PR

Vitar-Renas {4 Gueman-Geentedl AM, Hhicks )| Parteipagon of oavigen-
teee rashieats an rhe osodo-reduciion of proremns, Areh Med Res 1904
R 41

Boendel AL Ceurszen 3, honz KH O Acure parscotamol mtoxicanon of
starved muce leads o hipud permsndaunn o v Biochem Pharmacol
1970, 28: 205155,

Mebean ARM, MNurtal L. An i virg model of Liver injun using
patzcytamol trezumenc of livee <lees and prevenoon of injury by
some antnsidants Binchem Pharmacol 1978; 270 425-30,

Hesrer TCL Jones RO, Clenien W] Prowecona aganst amvnegh cosde
oue drnpainduced miotoareitn byoa spin trap Oeodarvagal Head
Seck Sutg HRo SO N LT

Sonw BB, Sha $H, Schache | lren chefators prower from
amupinelvevside-induced cochico and vesnbubo-roacuy, Free Radic
Bied Sled 1998, 35 14993,

Heait DE. Ryder TA, Farbara A, Hurfer R, Harvey B The
avglotoxiate of chlarampliencadd: i viens and 10 vivo studics Hum
Exp Tosucol 197, 16 3706,

Cbadenas B Bueachemesin of o peasmsacaty, Adna Rev Biochem

1989, 3870 1t

Imla 1y, Lann 8§ DNA damaee and osigen cadical towcm Soience
TURS, A M2

Hallaell B Guuendey 1MC, Onagen taacay, ostvgen radicals, transs
non mwtals and dewase. Buachera | IR 210 33

boppal T Deake 1 Y am b, Jondan B, Varmdaraan 5 Betrenhausen L, o
Al Verasenierie-mduced akeranons in senapeesomal membrane po-
tems msight mte cnudanve stress e Melwimer disease 1 Nearochom
P T2 ’

Lenaz ¢ Rele of mitochandes moasadative seress and aceing
Biclumy Baopbys Acra 1™, 1366 3367

Breem AP Murphy JA Reacnons ol oxi] radicals wih DN AL Free
Rad Bl & Sed 1993, 18: 1033 7~

Ward | Buschemwsine ot %A lesons, Radiag Bes PIR3 104 5105311
Galasuhramaman B, Pogroaelsky WR Tulhus TIL BN A seand break-
ine by othe hedeosyl cadicat = geverned b the accesnihle surface
aas oo the fndrowen amms of te DNA backbone. Proc Natl Acad
R R SRR DU LR E R

Hallwoll B Aroerea OF DN A damage Bnoovwen-derived speows
S Letr " 28 UE0

saran ML Bors W Radical reacoons mouwvo A averview Radiar
Fovvicon Doplis 199k 290 24960

Hallrweld 1 Reaenve axvgen specres in fioag svstems souece, na-
cherusen and mle m human disease S ) ded 1990, 91 18235
ikl By Yamamens Y, homueg FL Sars Fo Membrane davaee due w
lipuk cosdaaen. A | Clin Nuee D9, 33 2018 35

Fenedeen A, Comporn M, Lswebaser Ho ldennncanos o 4-bvdnase
nenenal as s gueone priwfuct neannazng “rom the perasidation of
ver micesscanal Bipids, Baochimn Biophes bers 1980, G200 251
Pl O, Uhearpewen B, Bage 17 Redle of abdelwoes mothe promagaton of
el peronsdatnn imduced ver ooscitn by Bioso 19, T, TEEL

i

N

Bl

41

43

45,

46

£H

%

M,

3

a

Edean BT Pheone SAE Cornee v Doee vl aod 10es 4 e
T ool Tl ie cewnd e e tie o hooderal osoela e 104,
vd hpd vadiads Biog e |G, T AN s

Carcere W8 b d Dedioperoasde ceneratnonn, i er el Lo
it it bodiancal oo §olapad Res PR, R 1AM 02
fomghe P8 s S komder VE O Sascall THE Beterongy i tis dor

lasaa ||;‘up((-i\ldl S ohee, mes aed spectiton rolircd e
[ TR T TR b DU P

Fronwse £ Dbl e DAY Sansiovennk | Moostom s o
dacetd B sinabl ot o shorods il cesennod aneloe nss
cea o Dndes D rndeabs Dol Wieogrdses Sete Tl ke 1220
sridiman B R Ovadanen o pooicis b s oo sl e

wysreims PHES pmsG0l I

COeer U5 srke Rend 710, seadion B R, B 3 4 e B el
KA Chaclareve damage s e procesins, boss or chitanume sonthion -,
actty, and of oo svathctasa aermane sed prodscon e e
eadigals huring schermn roperbsisy amduced nyaey e coelal Bena
Prow ™l Scal Ser U3 % 190 87 514447

Surkrrn PN Wolted G Rasak b 130 Do oandard peorenn dam
e pan a4 node e b rathoecaos o carbon recractlornde mdoeod
e mjon i ehe e [Sochior Brophns Ao 1997, 1502 169 76,

L oatarke Reed PEOliver £78% Prorem osadaton and prorcoliss e

LhT and wxadan e siress Yreh B lem Ihnpln-s R0, 27T R3) ,T
Lacuwenbuarg Ch, dBamen T0shash 3 Foden | Floseese W Wk
ery of priwen ooddanon by Bvdrosd eadicd and rozcnng meeogen
species an tisuey of g raes A | Phaseob 1998, 274 Ra33.01
Kaur . Halliwell B, Derecion af hvdeasl padicals by ioomee
hudroxvladon. Methods Fazemal 1994, 233 67 82

Roppesol WH, Moreny §), Poyor WA, Behropoubon 51, Beckman
35 Perosymitrne, a cluzked onadane Sonmed by mroe o e
superoside. Chem Res Tosicol 1992, 3: 814.42.

Beckman J5. Yo YZ, Anderem PG, Chien o decavien 3L, Tarpa MM
Extensiee aitranon of proran iresines 10 haman ithenoeselenoss
derecred by immunehistocaenusien ol Lherr Hoppe dehec 1904,
373815

Stadiman FR. Prowom uadaiwn and agrne sacnoe 11902 12304
Moseles R, Waddingion R), Emburs G Depradaon ot uboosann-
senglecans by reacnve navgen species denved from bt pob-
murphonuclcar teukecvies, Riochim Binphes Acea 1997 1362 221 31
Soleons MW 00 the asessment o anc and copper meoare
roan, Am ) Clin Nare 1975 32; 856-7(

Warer DDML Burton OW Tagedd 1. The relanve conrmbucnns or
vuarnin Foourate, ascorbaie, and prorins b the toed percoa ] mahicad
teapping annpsidant g of human blood pitma Bl
Bmph_\'s Aot V9RT 923 iKY

Lawrence Jxl, Bendechr b Frew rabeal gsse damaee pronecnog b
of anriosslanr nueaenes BASEIR ] 18671 a4

konsky NI Aasoadang funcions of carrnentonle Frog Radiz s Bl
Med 198% 0. 617-537

Bever Rl The eode of ascoarbate i anooxadans proteeton o

bromembraness mtericnon with siramim od encnsvme 0
Brocaens Biomembr 1994, 20 340.35

Odin AP Vilanies and anomotagens dvantiges ind some sl
mechanisms of antimutagenic action  [997 386, 300467

Sk B, Moguche S Tsuchidashy B Gorely D Iatecrenon nruony
vigarun 1, viganin B oand beta-carerene. i | Chia S 1995 62
| 3228265,

Shan XQ, Aw TV Jones DP. Glutathione-dependear proteenion 1 wnse
wadanve imuey Phacmacal Ther 1990 45 ol 71,

Gerard Monmer I 2 haudiere L Memabodivm wid anesoadane roece
ton of durathrone, Tathol Bwd (Pans, (9%, 44 7783

Meseer A, Selecrve mediticanon o glurarbin, awtaiselism Socac
198 24K A7 25,

Fla HE, Ssesomia N3, Kuppusams B Ao 3 Wontee 301 1o
Ry The mataeal polvamme spermine fenctens dirccely as o teen
radical scavenwer Proc Narl Acad So 19 93 FTHERS

Wessizer RA, brodovich | Whrechonedoal seperosade disaunase 1
B Chem 1973 248 47950

Marklund SL. Hluman eopper contmmiag superaside dismuase o
lurh mulegnlar weht. Proc Nad Agad »or Uy JYs2, 7Y TR R
Newe Ju Wertngen b, Alalle | Sclenam dengwnes, Gl Lodowrind
Setaly PR 14 6295

Anderson 1 daoosnhant dofunses aeaimse roletee nanen s peies
caustng grnene amd ather domage Muorae Res 1990 5300 s

NELE

Y

S e

.

-
-

LT



Environmental and Molecular Mutagenesiz 39:33-42 (2002]

0Ol 10.1002/em. 10038

Hydrogen Peroxide-Induced DNA Damage and DNA
Repair in Lymphocytes From Malnourished Children

C. Gonzdlezr,'* O. Najera,? E. Cortés,' G. Tofedo,® L. Lépez,®
M. Betancourt,’ and R. Ortiz’

'Departamento de Ciencias de la Salud, Universidad Auvtonoma Mesropolitana:
Iztopelopa, México Distrita Federal, Mexico
Deportamenta de Atencion a fa Solud, Universidod Auténcoma Merropolitanc:
Xochimilco, México Distrite Federal, Mexico
IHospital Infanhl Xochimilco, Departamenio Distrite Federal,
México Distrito Federal, Mexico
*Hospital Infantl iztapalopa, Departamento Distrito Federal,
México Disirito Federal, Mexico

The aim of this study was to ossess DINA repair
copocity 1n lymphocyles of children with protein
calorie malnutrition using the singlecell gel elecire-
phoresis [comel] assay Repair capocily wos os-
sessed by eshmanng the relahve decrease of DNA
migration length 5, 15, 30, ond &0 min ofer
hydrogen peroxide trectment, in three groups of
children: weltnounshed (WMN), well-nourished in-
fected (WMD), and malnounshed infected {MM-l).
In addilion, the DINA migration lenglh was evaly-
ated in all groups belfore and aher peroxide near-
ment. Companson of mean migration lengths ob-
served in WN ond WM chidren showed
significom diferences at oll fimes rested; belween
WM and MNY differences were alsa observed,
except akter hydrogen peroxide exposure. This im-
plies that lymphocytes of WIN and MNH children
were equally sensibve 1o hiydrogen peroxide. Nev-

ertheless, tha MU group clearly shows the grear-
as) overall percentoge of damoged cells ot all nmes
tested. In relotion to repawr capoity, at 5 min it
was approximately 30% i both groups of well-
nourished children, but only 20% in MM 15 min
alter exposure, repawr capacity increosed to 51% in
wellnourished children bu only 10 31% n MNY_ and
at 40 min this capacity increased to 82% in well-
nourished but only to 55% in MM, These doto mdi-
cale that lymphocytes of molnounshed children show
a decreased capacily to repoir hydrogen peroxde-
induced DNA domage compored to thal of wellnour-
ished controls. This reflects that only malnuttinen s
associaled with decrecsed DINA reporr capacily Ad-
ditionally, the deto conlitm that severe infechon and
molnunhon are two laclors cleady ossotioled with
increased DNA damoge. Environ Mol Mulogen
39233-4‘12, 2002 D 2007 WileyLss, lee

INTRGDUCTION

Approxamately one-third ot the child population suifers
from protcmn calorie malnutnuon (PCMY worldwade, affect-
ing mainly developing countrics in Adrica, Asia. Latin
Amenca, and Oceania (De Onis ot ul.. 1993]. Furthermore,
PCM 13 the determining cause of denbh in approximaiely
55% of the children who die between | and 4 years of age
[Pelleter et al.. 1993].

The cylogenetic effects of PCM have Deen assessed in
malnourished children by several methods Sister-chromatid
exchange analyses (SCE) have provided controversial data:
whereas Mutchinick et al. {1979} found that SCE frequen-
cies were similar in well-nourished and malnourished chl-
dren. Murthy and Rahiman [1983] and Oruz et al, [1994]
observed significantly higher SCE lreguencies in children
with malnutrition The basal ireyuency of micronucler was
greater 1 PCM chuldren thao in well-aounshed controls,
and lvmphocytes of malnourished cinldren showed greater

@ 2002 Wilay-Liss, Inc.

susceptibility to muitomycin C-induced damage [Oruz et al..
19971. Furthermore, incremsed DNA damage in malnotnnon
tas been detecled by the single-cell gel clectrophoresis
technique (SCGE or comet assavy. atthourh the damage was
also associated with the presence of infecuon and drug
trealments {Betancourt et al.. 1995

The alkaline SCGE techaique provides a very sensiive
method for detecting DNA damage induced by severul
factors [Tice, 1995]). This method detects sangle-strand
breaks and alkali-labile regions in indisidual cells by sub-
mitting DNA 1o an electric held. SCGE has several advan-
1ages: it requires a minimum amount of sampie. the analysis
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s oarried oul o mde ok cells and can be perdormed on
sarous cel types trom different species, and s relatively
sunpe and Tt [MeKelves-Martim et ul | 1993 Becanse ol
ity sensttin iy, SCGE has also been used i ussess [INA
repaur e novnaband winsiormed cedl populatons fSmeit ot
19N Olive et al, P99 Smgh e ab 19900 1994 Tiee
et oab o 199tk Collins et al . 1995 Lanhmen et [W46,
Lankinen and Vilpo, 1997, Plappert et al. F997]

Increased DNA dmvage found in cells of madneurished
chiddren may be catsed by sanous fuctoes, such as e
followny.

! The immune response tnggered by both bactenal and
parastte infections [requently assoceated with mainutri-
ton increases ree-radical concentrations, which induce
DNA dianuge [Canella e al., 1996).

2. Toxuns lberated by several pathogens may nduce
DiNA damage i the host cell fahuja, 1991,

3. Malnounshed chiidren show free-rudical-scavenging
molecule deficiency {vitumins C and E and ghuathione)
[Becker e al., 1995 Lenhartz ev ol 1994).

4. Proten deficiency {very common among malnounshed
children) may alter the DNA duplication process.

5 Protein deficiency may alter the DNA repar process.

The DNA repair process bas not been studsed < malnour-
shed children. Therefore, the aim of this study was (o assess
DNA repair capacily in hvdrogen peroxide—cxposed lym-
phocytes of children with PCM using the SCGE technique,

MATERIALS AND METHODS

This ;rud) was ansessed and appeosed by the Ethies Comauttee ol the
Cenersl Durevten of Medwa! Services. Federal Distnet Depantment (s,
wot The samples were prosvided by the Xovrmmdon and Letapatapa Clhal-
dhen’s Hospitals. MMexwo,

Subjects
Three wroups ot ¢lubdren were sudied:

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

Thus group ineluded six welb-nounshed children with o evidence of
infecton. five Dovs ard one mel, whese ages unged tronn [3 1o J4 months
AL had adequeate bt and wershe accoeding e age (denert <2 1R

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

Tars croup awchuded wx well-noutished b hospitalized because of
respiratory, wastromntestimal, or wnnary baciernial aafections Their ages
tanged from 7 o 22 wwaths. aod alf had sdequate werghtherghe riteos
aevording w age,

Group [I: Malnourished, Infected Children (MN.-1)

This group mluded tve girls and two bovs. wiose ages fanged from 6
e 2 menre AN el severe malnutiton ey were marasiius Dweighid
herght cana deftelr = 4093 and one kwashiothor (wershthereht rane
debear v 30 They b bepn admited bevawse of wasinomiestmal.

respnatory et hoetenal mreo o Weeocka e el wans o -
mnoed eceding b tables bor Stevican chyldeen me adl ey $R s

Clalvan 1076]

Blood Sampling and Isclation of Cells

Samiples o pereplicel Bleod o 2l wene s T ot child npe
e ntaatee ol U treatmennd amd nnsed wani pleagphee-rullered il
(PIES, 1L v/ The sunple was carelully praced on Lnlogend St
NMeuung, i ventnfuged a 300g tor 30 e Lymphocyies sere vnllecued
il washed twice wah PBS botore ¢lectmophoresm

Hydrogen Peroxide Exposure, DNA Repair, and
Alkaline Single-Cell Gel Electrophaoresis Assay
[SCGE}

Lyinphocytes were resuspended in low melimyg pownt agacose 1apgnis -
imately 107 cells i 75 pl agaroses amd pipented ontn a Fhosied wJnge.
prevouted with a layee of cegular grarmve adding 4 Bl faver ot fnw
melting point agarose, The shides were immersad inoa 10w A hydoogen
permude (B.0y) solution for 260 i ot 4°C. and then ta MeCov's Sa
modified mediom suppiemenied swith 10% fetal call ~erom a0 3770 To
aswesy DNA repanr, the shdes were analyzed 0. 5, 15, 3, and 60 mun wter
H,0, exposure. All \lides were prepared in tripheste. Cell vrbdiny was
asseased immediately and 60 mun afier exposure uying ethidien bramude
snd Muorescein diacetate double stuning [Sirauss, (990, Cexposed Iy
phocytes were assexsed 10 determine basal damage fevels in the three sudy
2roups,

e comen assay was perfotmed as descnbed by Stagn et al | 1985] wih
modifications described by Tice eval [1990] Atwer mcubauon shidey were
immersed in lyss soloton [2.5 M NaCl 100 mM EDTA. and 10 mM
Tos-MNaQH e pH 10,0, and Toson X100 weih 10% fresh DMSO iviv | ror
an feast | e, Afterward, shey were immersed 1n alkahine butter (300 mM
NasOH and | enbd EDTA) for 20 nmn o allow the expression ot akall-labile
ses and DMNA unwinding The shdes were electrophoresed 1electiopaars -
sis bulier 300 mM NaOH and | mM EDTA) at 25 % and 300 mA tar 20
inin, washed three times for 3 min w ith neutraliang butfer (04 M Tos pil
7 5vand then stamed with ethidium bromude (230 eiml i destelled w e

Shudey were observed at H0X with an Obymipus i Maaom, FL microscope
Nudrescence equipped wuth u S15- w db-am excitanon filier amd 39 -nm
harrier filer Fifeen cells per sample were gnalyzed 125 colis per slider,
ONA magravon itul leagthy wis measoired foon e seanling edge vl the
nucleus 1o the leading edge of e il uviar 3 vdeo aamog svaen
(Syn-Crpiics, Sunnyvale, CAd, 4 high-tesoiuvon CCD camera. and “EDS
BV software [Analyvheal Measuning Susteon, Cambrdge, UKL Thia system
allowed measunng the 1 Jength dicevtly (rom the compuler monitur A4
shdes were coded and scored blindis.

Data Analysis

Meun (anl lengths were eshintated at different incubatn umes i all
arcups The Hodispersion coefheten was esumated. 1o estabhish BNa
migrauen length tercellular distnbuiwmn. where H oo the rutin of the
satnple vanunce W the sumple mean [Tive et al., 1992),

Reparr cupucsty {RCY was estmpned s desenibed by Plappert et af
[1997] 1o asscss DNA repair kinetics This purometer o defined s the
relative decrease (%3 of the DNA nugranon keneth after 5, 15, 30, und 60
min ol B0 treeomen.

The seventy o DNA Jdamage wan measured companng comel Ll
lengis with the dameter of the nuchus of undamaged cells observed in
the sume field [Mendola-Cruz and Morales-Ramirez. [99] Three dange
categones were connaderad (1) oy merraton (tasl fensth equivakent m ar
satubler than the thameter of nmdanugcd nockel), 1 20 mwedm ingramn
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Fig. 1.

Pereenage of colls with low, meduwm. and high damage o well-nounshed (WS, well-noureslied

wntected 1 WN-1L and mulsiodsbed infected (MN-1) children befere and afier hydrogen permoside treatmen.

Itail measured up (o three nmes the diaméter ol undamaged nocleir and 3y
Rizh ongranon (il wis threeleld longet than the Jizmeter of undamaged
nucient

All the <tansncal analysty was petforoed wah IMP software v 312
iMarth Carphia. LSAY The Wilcovon™s mached-pars rank tesl was used
10 compare migranon leagib data and the chewquare west o compare the
propostiion of cells with low, inediom. amd high migranon, e Tukey-
Kramer tesd was used to determine whether difterent type of iafection. sex,
age, woignt deiwrt, weaghi, o beight comrelated wirth basal DMNA damaze
andfor repar capacity among childeen ot cach proup Stansucally sizmfi-
vant change requirad # <2 (L0G

RESULTS
Basal DNA Damage

Cell viabulhity, as assessed by the iluorescein diacetate/
ethidium bromide method. was greaier than 95% in all
cases.

Basal DNA damage was esumated as the mean DNA
migration tength observed peior te H,O, exposure. Individ-
val mean basal DNA migrauion ranged from 2 10 4 pm in
the WN groop. from 14 to 24 pun in the WN-I group, and
from 20 10 34 wm in the MN-[ group (imean = SE: 2.7 =
06,182 £ 09 and 272 = 1.2 pm. respecuvely). Staus-
tical analyses revealed significant differences not only be-
tween the WN and WN-T groups but aiso between the WN.I
and MN-I groups.

In the WN children, the percentages of medum and
highly damaged cells weee very low i2.6%). [n WN-[ chil-
dren. the fractions of medm (9%} and highly (4% dam-
aged celly were increased  In MN-I clutdren a (unher in-

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

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

Repoir of Induced DNA Damage and DNA
Damage Levels

In the three study groups. mean DNA migration lengths
clearly increased after hydrogen peroxide exposure (Frg. 1)
and DNA repair kinetics wndencies were sinelar, given that
both the mean DNA migrauon length and the percentage of
darmaged cells decreased proportionally to the incubation
(repair} penod. However, decreased damage was much less
evident in MN-1 children.

In the WN group. DNA migratona ranged from 32 w0 56
wm {mean = SE: 43.8 = 2.7 umy at time O and from 3 o
11 wm after 60 min of incubation (imean = SE; 85 = 0.7
pin). [n WN-1 children, migration length ranged from 33 o
93 pm at time O and from & o 15 wm after 60 nun of
incubanon (mean = SE: 777 = 1.7 and 120 = 0.7 pm.
respectively). In contrast. migration in MN-U children
ranged from 64 10 129 pm (mean = SE: 937 = 25 wn)
unmediately after H,O, exposure and from 31 o 63 pum
atter 60 min of incubation (mean * SE; 414 = 20 pm)
{Table [ and Fig. 2. Mean migration lengths observed
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TABLE 1. Meun DNA Migrdion Leogth tBeface ard Aler Hy
AWN-LL and MN-1 Chitdren

drogen Peroxide Lxposures and Men Repuir Capaciny in W%

Wooell-moededd 1T¥W

fRopuaer
Meun* [T
Cantral before treatmem MER ST
lncubanion time
£ d5 R 1258
AN 255 7
o RSNl F R WA
W o i3 (7-25, A7 d
) e Rit5-11 w7l

DINA roian fength oo

Woll-aourshed ideoped (WS D St ahes]l H e rM N

Repren Repan
Meun! sty Moan! YT

1N 24-24r T e
T8 F-90 G TR [Ty
0TI Rl T hash {4n [
X6 s [ EEL I AT K
IR MR- n1d 3T AT 41
1208-15 NN TR TSI §%51

“Runges are eapressed in parentheses,

PReparr capavity v defined ax the relatve deorease 390 of the DNA mgraoon length 3. 15, 300 and 60 mun aiter hvdrogen peroude treataent

“Sizntficant ditlerence (P < L8 compared w WN troup.
“*Sigauticant ditterence 12 < 005 compared 16 WNL sroup

100

&0

B0

0

50

40

DNA mugralion length jum)

30

20

15

——"N
—a— Nt

—a— MM

51

Tima {min.)

Fig. 2. DNA msgcawon leageh after 0.0 5, 13, 30,

and 60 ma of DNA cepair i well-nournhed | WNJ

welb-noutished infected (W N-[1L and mainounshied mbected (MN-1} children

WN and WN-1 children were significantly different at all
incubation tumes tested. Although wnmediaely after H,0,
exposure mean migration lengihs were nol significantly
different in WN-I and MN-I children, differences became
significant after 5, 13. 30, and 60 nun of incubation.
Figures 3. 4. and 5 show the propanuon of celly with low,
medium, and tugh migration, respectively. Immediately afl-
ter H.O. exposure (time () 30, 216, and 14% ol cells of
WN children showed low. mediurn, and high migrnon,
respectively, In WN-| children 16,4, 33.6. and 37.8% of
cells showed low, medium, and high damage, respectively,

whereas 11, 27.5, and 60% cells of MN-1 children shuwed
low, medium. and high damage, respecuvely. Al this time.
significant dilferences were observed only between the WN
and WN-I groups.

However, at 3. 15, 30, and 60 min aier exposure. differ-
ences between WN-[ and MN-[ became sigmhcant. Alter 60)
min of recovery, WN children showed 13.4% cells with
low, 3% cells with medium, and 0% cells with high mugra-
tion, whereas these values were 2604, 0.2, and 0.0% . respec-
tively, in WN-I children and 22.4, 26.8. and 2% respec-
tively. in the MN-1 group. These data mdicate that i MN-|
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1 and 68 o o8 DNA repair.

children the fracuon of medium to highly damaged ceils
was threefold and 13-fold greater than that tn well-nour-
ished children 5 and 60 min after exposure. respectively.
The MN-I group clearly shows the greatest overall percent-
age of damaged cells, and the highest increased propornion
of medium o highly dumaged cells a all umes (Fig. 5).

Repair Capacity [RC)

RC increased proportionally o mcubation ume o all
groups (Table 1). RC was very simiar in both groups of
well-nourished chikdren. but clearty decreased in the MN-|
group. At 3 min repair. RC was 28.7% for the WN group.
30.2% for the WN-I group. and only 19 9% for malnour-
ished children, whereas 15 min afler exposure RC increase
approximately 20% in well-nourished groups (50.3 and
52.0% for WN and WN-L respecuvely) and 11.5% in MN-1
children (mean 3t 43 Sixty minutes after exposure. RC
reached 79.7% in WN and to 84.3% in WN-1 ctildren, bt
onty 55.2% in mainourished children.

To show that the diffecences 1n repair capacity among
groups were not determined by the different busal damage
vilues observed. the mean basal DNA migration was sub-
tracted from the mean migration ac time O in each group.
Thus, the corrected mean wigranon was 43,1 pum for WN
chifdren, 595 pm for WN-T children. and 665 i for
MN-1 children. These values show the sersitivity of cells
Irom differcnt groups to hydrogen peroxide-mduced dam-

Percentaze of celly with low, mediom, and gh damage in well-nounished (WG chuddren aer (5 15,

age, and would correspond o estimates at iime 0. Compar-
g these values with those obtained 60 men after exposure.
migration length decreased from 43.1 10 8.5 pum 1n the WN
group (thats a fivefold decrease)., from 59 3 1o §2 pm in the
WN-[ group (also a fiveJold decrease), and from 66.5 1o
414 pm in the MN-1 group tonly « {.0-lold decrease).
These ndicate thal well-nourished children. infected or
nomnfected, showed similar repuic capucity. and that thys
[uncnon 1s clearly impaired in malnourished children.

The Masn-Whitaey test was osed o detenmine the infAlu-
¢nce of including or excluding the only kwashiorkor panent
studied. results of which showed no difference.

Staustical analysis revealed no association between sex.
age, weight deficit, weight. keight, and 1vpe of mainutntion
with DNA repair capacity among the children,

H Dispersion Coefficient

The peetreatment (basal) H coelficients were higher o
WN- tmean = SE: 32.2 = 1.4)and MN-I childeen (303 =
1.9 than in WN childrea (4.1 = | 1) Although these
values were not significanty different, infected children
showed greater DNA rmgration length heterogeneity.

H cocficient decreased atter H.O, exposuie. indicating
that damage levels differed less wmong mdividual cells
Only immediately after exposure H cocficients were sig-
wmficantly different among the three groups. revealing dit-
terences 1 the response of each group 1o H.O,-induced
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Fig. 4. Perventage of cells with fow. medwm. and high damage in well-naurished infected {WN-1) cinldren

aher 0, 5, 1A, 30, and 60 mun of DNA repar,

damage. At this time (ume ). the H coefficient was signif-
icantly lower in malnounshed children (9.2 + 1.0). because
a greater proportion of cells showed similar damage levels,
which tended to be higher than those cobserved in both
arnups of well-nounshed children. In WN and WN-L. the H
valoes were 28.0 = 1.6 and 22.8 £ 1.5, respectively.

The H cocfficient increased gradually 5, 15, 30, and 60
min after e¢xposure, and no stgnihcant differences were
observed among ihe three study groups. lacreased H coel-
ticient values suggest a heterogeneous response of cells in
repunng DNA damage. Five minutes alier exposure the H
coefficient was 340 £ 1.8 224 = 20, and 20.1 in WN,
WN-I, and MN children. respeclively, whereas 60 mun after
exposure H coefficient estimates were 40,3 =17, 316 =
09, and 34.1 = 0.9, respeclively. for WN, WN-1, and MN
roups.

OISCUSSION

The basal damage level m both WN and MN children
clearly increased with infecuion. Previous repons demon-
strated that cerain Lypes of bacterial infections are associ-
ated with DNA damage [Rao et al., 1990: D"Souza and Das,
1994], and that these mfections are considered as & risk
factor for the development of several lypes of cancer
humans [Canella ¢t al.. 1996]. Cerain bacicoal enzymes
can act as DNAases or endonuclenses, inducing DNA dam-
dge n the cells of infected orzanisms {Ahwa, 1991 afse

tree radicals liberaled by the lymphoid celts of the intected
hosl, as parl of the normal immune respoase. may increase
DNA damage (Hatliwell, 1997].

Mareover, basal DNA migration length analysis shows o
clear relationship between malnutniion and increased DNA
damage. Qur resulis confirm those of previous siudics in
which the comel assay was used (o establish that severe
dections and malnutrition are clearly associaled with -
creased DNA damage [Betancourt e al., 1¥995]. Further-
more. in this study, DNA damage severity was assessed by
classifying cells with low, mediom, and high damage levels.
thus facilitating cell observation and analysis [Schober ¢t
al.. 1994; Tice, 1995). This analysis showed that maltour-
ished infected children had higher proportions of highly
damaged cells compared to that in WN and WN-1 children

In addition to 1njucy induced by infecuons in malnour-
ished children, increased DNA damage may be related 10
decreased concentrations of antioxidant molecules. How-
ever, repons on the concentration of cenain angioxidant
molecules such as glutathione in marasmus children are
controversial: although some authors report significantly
decreased concentratons [Becker et al., 1995}, others found
1o significant differences compared to well-nourished con-
rrols {Golden and Ramdath, 1987]. It has been suggested
that local factors such as the proportion of certin umuno
acids such as cysteing or methwnine can modulate the
amount of antioxidant molecules tu children with maras-
mus. However, antioxidant concentrations are clearly de-
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o5, 15 30, and &0 min of DNA repair.

creased i kwashiorkor children [Becher et al.. 1995: Len-
hanz et al., (998] and this eflect may help to expluin why
the only kwashiorkor patient inctuded in this study showed
the most severe DNA damage.

Single-cell electrophorests has proved to be a very sen-
siive method 10 assess DNA damage induced by several
agents, and (o assess individual cell repair Minetics 1Rojas et
al. 1999 The analysts of DNA repair kinetics in malnu-
tition 15 most televant, particularly because there are no
Previous repors

To assess the DNA repair capacdy of cells from the
different study groups, DNA damage was induced with
H.C.. a molecute that castly goes through the cell mem-
brane and 15 transfermed in hydroxyl radiculs by a nonen-
zvinane process in the presence of metal iops (Fe®™ or
Cu™") occurring in the cytoplasm, known as the Haber-
Wenss or Fenlon reaction. Hydroxy! radicals can induce
single-strand  breaks. double-stcaad  breaks,  alkali-labile
sties, and vanous species of oxidized purines aond pyrimi-
dines [Joenje, 1989, Sankaranarayanan. 1991]. Oxidative-
induced DNA damage is subject to cellular repair provesses,
particularly strand break rejoiming and base excision repair,
which under normal conditions are performed rapidly {Col-
tins ¢t al., 1993]. The capacity of H.C, 0 induce DNA
strund breaks has been demonstrated by techniques such as
adine elution, alkaline DNA vnwinding, and single-cell
2¢l electrophoresis [Gabelova et al | 1597].

Hydrogen peroxide is generated in vive as a product of

Percentage of cells with bow, micdivm, and figh Jamage in malnounsted ntected (MN-11 chiidren alter

the enzyme superoxide dismutase. The enzyme catalvzes
the transformation of superoxide radical: tus radical o
product of phystological sources like mitochondral electron
transport chain, or is produced during the oxidation of many
molecuies in endoplasmic revculum. {n peroxs somes oxi-
dation reacuions can directly produce H.0. |Bunker. 1992],

Hydrogen peroxide has been widely used an an tmvesu-
gative 100l tor induction of DNA damage and 10 compare
the response of different cellufar tvpes [Holz et al.. 1993
for the stwdy of intra-individual vanations wh time [Col-
hns et 2l 1997], for DNA repair evalvations [Collins et af |
1996; Duthie and Hawdon, 1998]. and for the ey aluation ot
antioxidant status [Panayiotidis and Colhins. 1997]. [n stud-
1es performed with human fymphocytes. the hvdrogen per-
oxide concentrations most frequently used w induce DNA
damage range from 10 pM [Holz et al., 1995] 10 280 puM
[Noroozi et al., 1998), [n the present study we used a 10 M
H.0, soluton. which induced a high DNA damage level
without a higher cell monaliy associated.

Previous reports show that BNA repair can be evaluaed
for long penods (ie.. 10 days). i culwres with folate
deficiency, an event that 15 conducive o increased DNA
breakage and repair prevenuon [ Duthie and Howdon, 1993}
Nevertheless. damage induced by hydrogen peroxide 1y
repaired very rapidly [Gabelova et al., 1997)

In this study, the H coetticient showed that the three study
groups  responded  differently (o hydrogen  peroxide.
Whercas the WN group showed the most heterogenety
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iy
ditnege, i the WN-T eroup, the percentaee ol cells with fuw

P exhibitinge o eh pereentage ol cells wath low

duvtaze deereased and the pereentige of cells with medium
and heh damage increesed shghtfy The cells Trom MN-I
chaldren showed o sery homogencous response (low
coclhicent) weh very neh pereentages ol highly dannaged
cetls. These different responses may be associded with
variations in Fe™ ' conceniranions reyuired to form hydroxyl
ndicals (lenton’s reaction), anuoxilative enzymes (such oy
watilase o eliathione peraadaser. or free-mdical scaven-
gors osach as lovapheroly, which are found at different fevels
i several eedl types and among lvmphocyte subscts | Vis-
sarde et al., 1997

It has been suggested that celis ot malnourished children
Jare mare susceplible o environsmental damage Oz et al.,
1997]. Although <iatstical analysis carmed outn this study
does not support an overall greater susceptibility o mal-
nounished lymphocytes o DNA damage induced by perox-
ide, clearly these children showed the highest proportion of
Inghiy damaged cells afier H,O0, weatment (Fig. 1), This
result may imply that a cell fraction may be more suscep-
tble 10 reach higher levels of DNA damage. Funther studies
are needed (0 analyze whether they show ureater suscepti-
biluy o damage induced by other agents.

Resulis obtained after the DNA repair periods tesied
showed that RC was similar in both groups of well-nour-
ished chuldren (Table 1), This implies that nfection did not
interfere with RC in well-noudshed children. Moreover, an
unexpectedly more effective repair capacity was observed
in the WN-I group. This more cthicient DNA repair, which
wus more appacent in WN-T children than in WN eninfected
children, may be assaciated with 2 normal response 10 acute
wfecuon. In this process. the protein cleavage rate increases
s0 that the infecled individual can synthesize proteins nec-
essary for the immune response {Reeds et al.. 1994: Manary
et ab. 1998]. The presence of the pathogen may have
increased the avanlabifity of amino acids, allowing the celis
of well-nounshed children 1o synthesize proteins involved
in the DNA repair process. This issue requires further study.

In contrast. RC was clearly decreased in MN-T children.
who showed delayed damage repair. Several authors have
reported greater DNA damage m malnourished ctuldren.
Delayed repatr could be reluted o thes tinding, because
dumage might remain in the cell far longer periods before i1
can be completely repaired: this may wnduce cetl physiology
akeranons probably related to the ahiered inmune response
observed in malnourished children. The high dumage tevels
and impaired RC, 1 addition to other well-known immune
system alterapons in malnourished children [Chandra
1991], may lead 10 increased suscepubidity to malignant
iransformation. It seems that there is o close relabenship
petween nutrifional staws, mmmune system function, and the
development of dilferent types of cancer [Newberne and
Rogers, 1986]. Follow-up swudies of children that have

sutfered trom sesere malnutnhen woutd  be relesant 1w
ceweument this Liter possibility

In WN-Cand MN-{ cluldren the mereased DNA dumaoe
observed miy be dssociated with a Bigher apoptasiy ride.
Presvious reports madiviie that some 1ypes of infections e
refated wth an inerease i e apopotie cell tracuon 18-
Closhes et al, 193, Hotehhiss et al. 1999 Moreover,
nulautriion induced experimentally in ruis has been reluted
o u lugher proportion of spontanegus apoplotic thymocyles
10rtiz et ol 2001} Apoplosis may contribute 10 the in-
cregsed DNA damage observed before hydrogen peroxide
treatment, since one of the best-desenbed chariciensiics of
this provess iy the selecuve degradation in the inernucleo-
somil DNA Tinker regions [Sgnoc and Gruber, 1998). Nev-
ertheless. apoplosis cannot be associated with the damage
observed afier hydrogen peroxwde treatment and/or with
DNA repair capacity. considering that the evaluation was
done after 60 min. and DNA [ragmentation related with
apeptosis induction requires longer times (o be detected
{Wyllie, 1980; Hampton and Orrenius. 1997]. The idenuh-
cation of apoptoiic lymphocytes in MN-1 and WN-[ children
15 an ymporant finding that requires further work.

[n summary, results presenied here support the conclu-
sion that severe infections and malnutntion are two factors
agsociated with increased DNA damage. Moreover, lym-
phocytes ltom malnounshed chitdren seem not to be more
susceptible 1o DNA damage induced by hydrogen peroxide.
Additionally. it was observed thar severe wnfections are not
related with a decreuase in the DNA repair capacity in
well-neurished infected children. Finally. malnutrinon s
clearly associated with a decreased DNA repair capacity of
DNA damage induced by hydrogen peroxide in peripheral
blead lvmphocytes.
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Infectious disease and malnutrition in children are public hgaith problems i devel-
oping countries. Malnulrition 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 suscepiible o environmental
damage. The aim of the present study was to evaluate the susceptibility of lympho-
¢yes from malnourished children to DNA damage induced by aruibioucs by using
the comet assay. The same group of malnourished infected children were siudied
before and aller a trealtment period, and compared 10 a group of well-nourished
infected children. Results showed that before and afier drug uwcaiment, tail length
migration was lwo limes greater in malnourished than in well-nourished children.
The proporion of cells with high damage was also increased in maineurished chil-
dren. Additionatly 1n well-nourished and malnourished children, a cell subpopula-
uon (non-damaged cells) more resistant 10 DNA damage induced by antibiolics
was observed, this was more prevaleunt in the well-nourished children. Mzanwhile,
in malnourished children, a cell population scems 1o be more susceplible and reaches
higher levels of DNA damage. This might help expiain the impaired immune re-
sponsc observed in malnourished children. The increased DNA migranon and the
increased proportion of cells with higher levels of damage seem 1o indicate that
malnourished children are more susceptible to DNA damage induced by drugs.
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INTRODUCTION

Infectious discasc and malnutrition in chiidren arc public health problems in
developing countries. Protein-caloric malnulrinon is clearly related o a higher mor-
tality of hospitalised children, with death being due mainly w0 overwhelming inflcc-
tion despite the fact (hal many of these children recetve appropriate antimicrohial
therapy (i.c., ampicillin, pemicillin, kanamycin, etc.) [1,2]. -

Studies conducted 10 assess the possible conscquences of severe protein-caloric
malnutrition have demonstrated an increase in the freguency ol sister chromatid ex-
changes [3,4], a greater frequency of micronuclei [3), and higher levels of DNA
damage cvaluated by the comet assay [6] in pcripheral bleod lymphocytes from mal-
nournished children,

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

The comet assay or single cell gel clectrophoresis is in widespread use in
genotoxicity testing. It detects DNA damage derived from DNA double and singic
strand breaks, DNA intersirand 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 1o measure the
intracellular distribution of DNA damage [12].

The aim of the present study was to use this technique to evaluate the suscepti-
bility of lymphocytes from malnourished children 1o DNA damage after a period of
drug treatment.

MATERIAL AND METHODS

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

Subjects

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

Group 2 (WN-T): Well-nourished severely infected children, after a period
with drug treatment. After a period with drug treatment, 2 blood sample was ob-
tained from the same children of Group 1. Hospitalisation days at sampling time and
drugs administered to cach child are shown in Table 11
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TABLE 1. Characteristics of Well-Nourished Infected Children {WN)

Age Weight Hewght
Sample {months} Sex {kgs) {cms) [nfection
EGE 7 M 6.5 70 Gastrointestingl respiralory
JPA 16 M 10.0 74 Gasuoinieslinal respiratory
1BM 18 M 29 T3 Gasuontesunal, resprralory and unnary
IGC 22 M 10.0 88 Gastroinlesunal respicatory
NCH 34 M 13.0 93 Sepsis
KFG 36 F 14.0 a5 Respiratery

Group 3 (MN): Malnourished severely infected children, without drug
treatment. [octuded in this group were four girls and 1wo boys. Their ages ranged
from 6 10 29 months. All had severe malnutrition: five were marasmus children and
onc was with mixed malnutrition. All children showed a very high weight/height
deficit (more than 40%) (Table IIE).

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

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

Blood sampling and isolation of celis

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

Alkaline single-cell ge! electrophoresis assay

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

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

Sample Hospitalization days al sampling (ime ) Drugs administered

EGE 7 Sulfa-iimetroprim

IPA 7 Sulfa-irimetroprim

IBM 7 Salbutamol, arnbroxol

IGC 7 Amikacin

NCH 1 Ceforaxime, dicloxacillin, metronidazole
KFG 4 Penicillin
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TABLE {I1. Characteristics of Malnourished [nfected Children {MN)

Age Weight  Heght  W/H dehcu Type of

Sample {months}  Scx {kegs) icms) 15} malnutrition Infecuon type
IRP 6 M 4.1 61 i Marasmus Respiratory
GGG 10 F 46 7 43 Marasmus Gastrointestinal
~NCR 10 M 3.5 67 40 Marasmus Gastroinestinal
JGM 12 F 50 60 41 Marasmuos Gasirointestinal
NBS 14 F 34 38 55 Mux Gastrpiniestinal
LPa 29 F 7.2 ND 10 Marasmus Respiratory

*W/H, weight/height; ND. not determined.
'Only wetght deficil.

point agarose containing approximately 10" cells were added. Finally, a top layer of
low melling agarose (75 ul) was added and the agarose allowed to solidify. Slides
were immersed in lysis sclution [2.5 M NaCl, 10 mM EDTA and 10 mM Tris, NaOH
to pH 10.0, and Trton X-100 with 10% fresh DMSO (v/v)] for at least 1 h. Aficr-
wards, they were immersed in alkating buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA) for
20 min to allow the expression of alkali-labilc 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 ug/mi in dis-
tilled water).

Slides were observed at x400 with an Olympus (Miami, FL) fluorescence mi-
croscope equipped with a 515-560 nm excilation filter and a 590 nm barier filter.
Fifty cells per sample were analysed (25 cells per slide). DINA migration (tail length)
was measured from the trailing cdge of ihe nucleus to the leading edge of the tail,
using a video imaging system (Syn-Oplics, Sunnyvale, CA), a high-resolution CCD
camera and VIDS IV software (Analytical Measuring Systems, Cambridge, UK). This
system zllowed mcasurcment of the tail length directly from the computer monitor.
All slides were coded and scored blindly. Mean 1ail 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
distdbution, where H is the ratio of the sample variance to the sample mean [16].

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

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

Sample Hospitalizaluon days at sampling ume Drugs administered

IRP 4 Amnpicillio, amikactn, cefalexin
GGG 6 Amikacin, metronidazele

NCR 6 Ampicillin, amikacin

IGM 1 Ampicillin, amikacin

NBS 6 Penicillin, amikacin

LPA 6 Cefotaxima, dicjoxacillin
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Statistical analysis

To cvaluatc the possible increased susceptibility 1o DNA damage in lympho-
cytes from malnourished children, and the effect of malnulrtion and drug treatment
on the extent of DNA damage, the mean tail length of DNA migration was compared
using the non-parametric Wilcoxon's maiched pairs rank 1cst. Also, the Wilcoxon
test was uscd o determine whether sex, age, weight, or height showed a correlation
with DNA damage obscrved before and aller drug treatment. To determine the effcet
of malnutrition and drug trealment on the intercellular distribution of migration tail
lengths, a similar analysis was conducied using the dispersion coeflicicnt H. The
chi-squarc test was used (o compare the proportion of cclls with low, medium and
high migration. Stalistical significance was considcred when P < 0.05.

RESULTS
DNA damage before drug treatment

In WN children, the average migration length before drug treaiment was 16.5
wm, while the average dispersion coefficient was 52.3 (Table V). In MN children,
the average icngth of DNA migration was 35.1 pm and the average dispersion cocf-
ficient was 55.1 (Table V). The average migration length showed statistical differ-
cnces between WN and MN children. The comparison between WN and MN
dispersion coefficient values did not show statistical differences.

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

DNA damage after drug treatment

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

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

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

Well-nourished children Malnourished children
Mean taf Dispersion Mean tail Dispersion
Sample length (um) £ SE  ceefficient (H) Sample length {um} £ SE  coefficient {(H)
EGE 149 £ 43 62.5 IRP 202 £ 6.7 6.5
JPA 193 + 48 59.4 GGG 19.9 = 5.1 641
JBM 20.6 £ 4.3 46.6 NCR 51.2 £ 7.1 491
IGC 13.9 + 3.1 351 IGM 502 £ 64 433
NCH 157 £+ 432 50.4 NB3 234 + 48 50.0
KFG 47 +39 539 LPA 366 £ 5.9 473
Mean £ SE 16.5 £ 4.1 523 + 4.t 351 =54 551 £ 5.2

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

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

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

The average length of DNA migration increased in both groups, so tail length in
MN-T children increased from 35.1 um (before treatment) 1o 62.8 pm (after treat-
ment). In the same way, in WN-T children the tai}l lengih increased from 16.5 um 10
288 um. The DNA migration length average increase in MN-T children was 27.7

TABLE V1. Mean DNA Migration and Dispersion Coeflicient in Well-Nourished Infected
Children and Malnearished Infected Children After a Drug Treatment Period*

Well-pounshed chiidren Malnourished children
Mean tail Dispersion Mean tail Dispersion
Sample length {um) £+ SE  coeflicient (H) Sample length (um) £ SE  coefficient (H)
EGE 241 £ 62 799 IRP 51.8+9.2 824
JPA 416t 5.4 351 GGG 489 t 9.0 835
JAM 183239 40.8 NCR 795 £ 6.9 299
IGC 275+ 4.3 339 JGM 750+ 7.7 9.2
NCH 343+ 58 49.5 NBS 466 £ 8.3 14.6
KFG 271+ 43 34.1 LPA 749 & 8.6 493
Mean = SE 288 249 456 £ 7.2 62.8 £6.2 598 £ 95

*Mean tall length: P < 0.003; Dispersion cocfficient: P > 0.05: Mean tail length: WN before treatment
vs WN aficr ireatment P < 0.01; Dispersion coefficient: WN before reatment vs WN afier weatrnent P
> 0.05; Mean 1a1l length: MN before ucatment vs MN after uwcatment P < 0.02; Dispersion cocfTicient:
MN before weatment vs MN afler reaiment P > .05,
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pm, while in WN-T children this increment was only 12.3 um and the increment in
tait lengih was two times greater in MN-T children.

Afler drug treatment, in WN-T group the proportion of celis without damage
was 56.7% (Fig. 1). The proportion of celis with low, medium and high migranon
were 2.7, 29.7, and L% respecuvely. [n WN children a statistical difference (P<0.05)
was obscrved between the proportions of different levels of damaged cells observed
before and alter drug treaimenl.

In MN-T childrea, after drug treatment, celis withoul damage were 39.3%, and
cells with low, medium and high damage were 1, 19.7, and 40% respeclively (Fig.
1). Staustical difference (P<0.001} was obscrved between the proportions observed
before and after treatment in MN-T children. As well, siatistical diffcrences were
observed between WN and MN children, belore (P<0.001) and afier (P<0.001) drug
Lrcatmenlt.

The percentage of damaged cells in WN children before treatment was 28% and
afler treatment, it was 43.3%. In MN children, the percentage of damaged celis be-
fore treatment was 43.4% and after drug treatment, the percentage increased 10 60.7%.

In both groups, no corrclation was observed between drugs administercd, 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 ireat-
ment {data not shown). In relation 1o medium damaged cells, they increased in all
WN children after drug treatment (Fig. 2), the same effect was observed in three MN
children (Fig. 3); this is specially evident in one child (NCR) that showed a higher
increment of cells with medium damage. The other three malnourished children
showed after treatment a considerable decrease in medium damaged cells.

Clearly, a higher proportion of cells with high damage was observed in MN
children (Fig. 4}, in both cases, before and after drug treatment. Afler treatment, five
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Fip. 2. Percentage of cells with medium DNA migration in a group of well-nourished chddren before
and after a penod with drug treatmenl.
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Fig. 3. Percemiage of cells with medium DNA migratson in malnounished children before and after a
penod ol drug urcatment.

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), cclls with high damage were less evident
than that observed in MN children (Figs. 4 and 5); after drug weatment 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 proporiion of high damaged celis greater than 20%, but in MIN children, these cells
represented in all cases more than 30%.
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[1g. 4. Percentage of cells wath high DNA migranon in malnourished children before and after drug
treatment.




Susceptibility o DNA Damage in Maloutrition 155

304
0.
40 -4
2
&
g
3
3 0]
H OSefore freaiment
= B AR a3t ment
L

Children

Fig. 5. Pecrcentage of cells with high DNA migration in a group of well-nourished children before and
afier a period of drug treatment.

DISCUSSION

DNA migration length before drug treatment was two times greaser in MN se-
verely infecied childrer (35.1 wm) than in WN severely infected children (16.5 im).
Also, the proportion of cells with medium and high damage before drug treatment
was nearly twice as high in MN children (40%}) than in WN chiidren (21.7%).

After drug treatment, the average tail length was again twofold greater in MN-T
(62.8 um) than that observed in WN-T children (28.8 um). In retation 1o 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%) propertion
of cells with high damage, in relation to WN-T (11%).

These resulis show that malnutrition and drug treatment are two faclors 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 weli-nour-
ished and malnourished, infected children, the same association was previously ob-
served [6]. In that work, we proposed that greater levels of DNA damage associated
with malnutrition could be related o the deficiency of proteins implicated with DNA
integrity and/or to 2 depressed ability of cells from these children to repair DNA dam-
age. Al present, we have evidence supporting this last possibility (data not shown).

In the present study, we compared the same group of children before and afier a
drug treatment to determine if malnourished children had a higher susceptibility to
DNA damage induced by drugs. As mentioned in the Introduction, higher levels of
DNA damage in malnourshed 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 differcnces.
This indicates that DNA migration length inlercellular distribution was similar be-
twect WN and MN, before and after treatment. This means that lymphocyles from
WN and MN children presented z variable response to the drug treaiment.
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[n both groups, it was obscrved that there was a cell subpopulation {non-dam-
aged ccils) apparently more resistant to DNA damage induced by drugs. This sub-
pepulation clearly was morc prevalent in WN children. In addition, MN children
cven showed a higher proponion of cells with low, medium, and high damage. Afer
treatment, 10 WN-T children, the proportion of cells with medium damage showed a
larger inerease. In MN children the cclls with low damage diminished, and cells with
mcdium and high damage incrcased considerably, particularly with high damage.
Only onc WN child (NCH) showed an elevaled proportion of high damaged celis.
These resulis showed that a celt subpopulation in MN children scecms to be morc
susceptible (o higher levels of DNA damage.

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

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

Antibiotics induce DNA damage, not only by the production of free radicals,
but some interfere with DNA synthesis [21,24]. Others, like aminoglycosides inter-
fere at some level with the normal translation of proteins [25], although it appears
ihat increased DNA damage is nol 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 vanability 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 meationed 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 1o
increased DNA damage. Afier treatment with drugs, migration lengths and the pro-
portion of celis with high DNA damage increase in both groups and differ signifi-
cantly betweon the MN and the WN children and these were also greater in MN
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children. This show that drugs uscd lor antimicrobial treatment, although necessary
may result in undesirable side effects such as increased DNA damagc.

The increascd migradion length and the increased proportion of cells with higher

levels of damage, scems Lo indicate thal mainourished children are more suscepubic
to DNA damage induced by drugs. Addulionally, the increased proportion of cells
with high damage indicates that MN children had a cell subpopulation more suscep-
tible 10 DNA damage. This may help Lo explain the impaired immunc response ob-
served in MN children.
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