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RESUMEN 

La desnutrición infantit y las infecciones graves constituyen dos problemas de 

Salud Pública en México. Ambos padecimientos interactúan frecuentemente debido a que 

los organismos desnutridos presentan una respuesta inmune disminuida, lo que los hace 

mas susceptibles a las infecciones y trae como consecuencia que deban ser tratados con 

diferentes tipos de medicamentos. En algunos estudios se ha establecido que tanto la 

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

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

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

técnica de electroforesis unicelular, el dar'lo producido en el ADN por la desnutrición 

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

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

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

inducido a esta molécula por el peróxido de hidrógeno. 

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

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

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

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

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

estudios de reparación del daño al ADN. 

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

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

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

para su edad cronológica. Nii\os Bien Nutridos Infectados (BN-I) - Integrado por niños 

con infección grave de vías respiratorias o gastrointestinal grave, que no se encontraban 

tomando medicamentos al momento de la toma de la muestra , con peso y talla 

adecuados para su edad cronológica. Niños Bien Nutridos Infectad os con tratamiento 

(BN-IT) - Integrado por los mismos niños del grupo anterior, después de un periodo de 

hospitalización durante el cual fueron tratados con medicamentos. Niños Desnutridos 



Infectados (DES-I) - Integrado por niños con desnutrición severa e infección grave de 

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

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

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

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

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

El trabajo experimental se dividió en tres partes: 

L- Evaluación del daño al ADN en los grupos BN, BN-I Y DES-L Para establecer la 

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

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

ninos infectados (BN-IT y DES-IT). 

111.- Evaluación de la reparación del dat'io inducido al ADN por peróxido de hidrógeno en 

los ninos BN, BN-I Y DES-!. 

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

realizó la electroforesis unicelular y se analizaron las preparaciones en un microscopio de 

fluorescencia , 50 células por muestra (25 revisadas en dos preparaciones diferentes del 

mismo niño). 

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

al ADN, se estudiaron 12 niños BN , 16 BN-I Y 11 DES-1. Para establecer la influencia de 

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

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

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

un periodo de tratamiento con medicamentos en el hospital . Para evaluar la reparación 

del AON se utilizaron seis niños BN, seis BN-I y siete niños DES-1. En los linfocitos 

aislados se indujo dat'io al ADN utilizando peróxido de hidrógeno. 

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

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

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

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

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

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

cuando p<O.05. 

Los resultados permitieron apreciar que la desnutrición y las infecciones graves 

son dos factores que están relacionados con un incremento del daño en el ADN , lo que se 

vio reflejado en un incremento en la longitud de las estelas, las que en promedio fueron 7 

veces mas largas en los niños BN-I, y 14 veces mas largas en los niños DES-I , en 

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

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

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

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

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

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

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

necesarias para la duplicación "110 reparación del ADN podrian contribuir a incrementar el 

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

aumentado por efecto de las infecciones y de la desnutrición. 

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

el daño al ADN incrementó tanto en los niños BN-I como en los DES-1. La migración del 

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

(32.6 ~m) que en los BN-I (16.5 f.1m) . Después del tratamiento con medicamentos el 

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

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

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

con respecto a 10 observado antes del mismo. Los resultados parecen indicar que las 

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

medicamentos. 

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

niños BN-I y a las de los DES-1. Al colocar las células a 37°C para permitir la reparación 
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del daño inducido, y al evaluar las longitudes de las estelas y el porcentaje de células con 

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

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

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

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

Las conclusiones obtenidas del trabajo, son las siguientes: 

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

altos de daño en el ADN. 

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

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

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

por los medicamentos. 

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

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

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

dañado por el peróxido de hidrógeno. 

f) Las infecciones no interfieren con la capacidad de reparación del daño en el ADN de las 

células de los niños bien nutridos infectados. 

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

desnutridos está disminuida. 
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ABSTRACT 

Infectious disease and malnutrition in children are public health problems in developing 

countries. Since malnutrition is associated with an impaired immune response, malnourished 

children are more susceptible to ¡nfeclion, and therefore must receive antimicrobial therapy. 

Malnutrition, infections and sorne agents used for antimicrobial therapy may cause ONA 

damage. The aim af this study was to assess ONA damage produced by proteio-caloríe 

malnutrition, severe infectious disease and by the more used antimicrobial agents in 

Iymphocytes of children. In addition, DNA repair capacity was evaluated by way af the single­

cell gel electrophoresis (come! assay) (SCGE). 

The comel assay or SCGE is in widespread use in genotoxicity testin9. 1I detects ONA 

damage derived from ONA double and single strand breaks, ONA interstrand cross-linking, alkali 

labile sites and completely repaired excision sites. The comel assay is sensitive and simple, 

requires a small number of cells, can evaluate ONA damage in non prol iferaling ceUs, and since 

the ONA migration data are oblained on a cel! by cel! basis, it be able lo measure the 

intracellular distribution of ONA damage. Moreover SCGE has been used lo assess ONA repa ir. 

Heparinised peripheral blood samples were obtained in the "Hospital Infantil Iztapalapa" 

and "Hospital Infantil Xochimilco", from children between one and five years old. Children were 

included in one of the next groups: Well-nourished children (WN) - This group included 

children with no evidence of ¡nfection. AII 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. 

AII had adequate weighUheight ratios according lo age. Well -nourished infected children, 

after a period w ith drug treatment (WN-IT) - After a period with drug trealment, a second 

blood sample was obtained from six children of the preceding group. Malnourished infected 

chi ldren (MN-I) - In this group were ¡ncluded children with severe maJnutrition, al! severe ly 

infected. Malnaurished infected children, after a perlad w ith drug treatment (MN-IT) - After 

a period with drug treatment, a second blood sample was obtained from six children of the 

preceding group. 
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Experimental design was divided in three sections: 

1. - Assessment of ONA damage in WN, WN-I and MN-I children, this aJlowed to evaluate ONA 

damage related to infections and malnutrition. 

11. - Assessment of ONA damage related to drugs used in WN-IT and MN-IT chi ldren. 

111. - Assessment of ONA repair capacity in Iymphocytes from WN, WN-I and MN-I , after 

treatment with hydrogen peroxide. 

Lymphocytes were isolated from blood samples, and then used to prepare slides. SCGE 

was carried out, and fi fteen cells per sample were analyzed (25 cells per stide, two slides tor 

each child) . Mean tail length, H dispersion coefficient and percentage of damaged cells were 

determined in each sample. In addition, repair capacity at 5, 15, 30 and 60 minutes was 

estimated, this parameter is defined as the re lative decrease (%) of the ONA migration length 

after the incubation period. The Wilcoxon's matched-pairs rank and the chi-square tests were 

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

Malnutrition and severe infections are two factors related to higher levels of DNA 

damage. Mean taillengths 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 

re[eased by pathogens. AdditionaJly, in MN-t children, deficiency of free rad ical scavenging 

molecules and/or protein deficiency that may alter ONA duplication or DNA repa ir, may 

contribute to increase DNA damage. Besides, an increase in the percentage of damaged ceJls 

related to infection and malnutrition was observed. 

ONA migration length befare drug treatment was two times higher in WN-I ch ildren than 

in WN-I. After drug treatment, mean ta il length was also two times greater in MN-IT ch ildren 

than in WN-IT. As well , the percentage of damaged cells was increased in samples observed 

after drug treatment. The data obtained seems to indicate that malnourished ch ildren are more 

susceptible to ONA damage induced by drugs. 

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

contrast with WN children. The mean tail lengths and the percentage of damaged cells 
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decreased progressively as the penod of ONA repair at 37°C coursed , this determined that 

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

an impaired ONA repair capacity. 

FoUowing conclusions were obtained from this study: 

a) Severe infections and malnutrition are two factors associated with increased ONA 

damage. 

b) Orugs used for antimicrobial treatment, although necessary may result in undesirable 

side effects such as increased ONA damage. 

c) Infections, malnutrition and drugs may have an accumulative effect that ¡ncreases ONA 

damage. 

d) Lymphocytes from MN-l children seem to be more susceptible to ONA damage induced 

by drugs. 

e) MN-I children not showed a greater susceptibility to ONA damage induced by hydrogen 

peroxide. 

f) lnfections did not interfere with ONA repair capacity in WN-l children. 

g) Repair capacity was clearly decreased in MN-l children, who showed delayed damage 

repair. 
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1. ANTECEDENTES Y JUSTlFICACION 

La desnutrición infantil y las infecciones graves constituyen dos problemas 

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

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

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

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

frecuencia de fallecimientos de niños (Kumar et aL , 1994). La alta incidencia de ambos 

padecimientos hace necesario el estudio de los efectos causados por ellos y el tratar de 

establecer la interacción entre ambos. A estos dos factores se tendría que añadir un 

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

las infecciones, ya que pOdrían generar efectos adicionales. 

1.1 Desnutrición 

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

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

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

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

considera una enfermedad de tipo social , que se presenta en las poblaciones que viven 

en las condiciones mas deplorables, con altas tasas de nacimientos y en las que los niños 

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

Se conoce con el nombre de desnutrición calórico-prote ica al conjunto de 

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

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

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

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

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

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

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

describen a continuación: 

Desnutrición de Primer Grado (Leve) - Desnutrición que ha afectado por poco 

tiempo al organismo; el individuo que la padece presenta un déficit de peso corporal de 

entre el 10 Y el 24% del correspondiente para su edad cronológ ica. 

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

la anterior. Déficit de peso del 25 al 39% del promedio correspondie nte para la edad del 

paciente, el cual frecuentemente requiere hospitalización. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

características 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-marasmático, se 

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

atrofiados con algo de grasa subcutánea, profunda irritabilidad, anore)(ia, descamación de 

la piel, decoloración del pelo e hígado graso. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

masa muscular prácticamente desaparecen, el sistema nervioso central se mantiene 

relativamente bien preservado (Golden, 1988). 

El kwashiorkor, palabra de origen africano que significa "enfermedad que aparece 

cuando se reemplaza a un niño por otro en el pecho materno", es producto por una dieta 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1995). 

Se considera al kwashiorkor como una respuesta metabólica inadecuada ante una 

¡ngesta inapropiada de calorías y proteínas. Para que el kwashiorkor se presente, además 

de las deficiencias nutricionales. se considera necesaria la presencia de otros factores 

como las infecciones y las toxinas contenidas en alimentos contaminados (Golden, 1988). 

Se propone que algunas de las manifestaciones clínicas observadas en los niños con 

kwashiorkor pueden deberse a una elevada concentración de rad icales libres en 

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

et al " 1995; Albrecht y Pelissier, 1995; Lenhartz et al " 1998). 

La relación entre desnutrición y mortalidad infantil ha sido ampliamente 

investigada (Pelletler el al. , 1993). Se ha establecido que la primera es la causa que 

determina la muerte de aproximadamente el 55% de tos niños que mueren entre 1 y 4 

años de edad, lo que parece estar relacionado con el hecho de que la desnutrición 
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deprime la respuesta inmune (Chandra, 1980). Esta inmunodeficiencia aumenta la 

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

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

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

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

de que los niños mueran se incrementa claramente (Pel1etier et aL , 1993; Schroeder y 

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

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

niños desnutridos (Chandra, 1980). 

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

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

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

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

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

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

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

los requerimientos inmunológicos (Albrecht y Pelissier, 1995). 

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

de los niños desnutridos al presentar asociada alguna infección de tipo respiratoria o 

diarrea, o por la coincidencia de ambas en determinado momento. El riesgo de muerte 

calculado fue de 1.7 veces cuando se presentó infección respiratoria y también de 1.7 

para la infección gastrointestinal, mientras que para la combinación de ambas fue de 2.0 

veces (Yoon et al ., 1997). Otro autor muestra que las infecciones respiratorias son las 

causantes de una mayor tasa de mortalidad en casos de desnutrición severa, 

comparativamente con la tasa de mortalidad asociada con las infecciones 

gastrointestinales (Renaudin,1997). Sin duda, las infecciones bacterianas son uno de los 

factores mas importantes que incrementan la posibilidad de muerte en niños con oCP 

(Ekanem el al " 1997). 
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Contrariamente a lo que se podría pensar, la desnutrición leve y moderada están 

también asociadas con un riesgo alto de mortalidad (Yoon et aL , 1997), ésta asociac ión 

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

categorías (Chen el aL , 1980; Trowbridge y Sommer, 1981). 

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

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

(Sepúlveda et aL , 1990). En las zonas rura les de México, en 1998 se estableció que el 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

al ., 1998). 

Para evaluar los efectos causados por la desnutrición se han realizado 

invest igaciones a nivel fisiológico , bioquímico, neurológico e inmunológico, por citar sólo 

algunos aspectos. Otro de los campos de interés ha sido el genético, en el que se han 

evaluado las alteraciones del material genético inducidas por la desnutrición, utilizando 

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

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

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

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

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

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

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

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

Murthy el al. (1980) y Ortiz el al . (1994) observaron una frecuencia de leH 

significativamente mayor en los linfocitos de los niños desnutridos. 

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

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

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

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

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

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

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

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

1995). 

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

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

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

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

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

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

Algunos estudios del daño inducido por la desnutrición realizados en modelos 

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

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

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

no observaron diferencia en la frecuencia de AC entre ratas bien nutridas y ratas 

severamente desnutridas. 
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En células de animales desnutridos Murthy y Srikantia (1981 ) y Betancourt et al . 

(1986) observaron una mayor frecuencia de leH. Posteriormente, se observó que este 

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

lactancia y a las que después se tes sometió a un periodo de recuperación nutricional 

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

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

En el laboratorio de Biología Celular de la UAM·I t am~ ién se han realizado 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

fracción de los linfocitos T presentaron un período de latencia mas corto antes de entra r 

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

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

mit6geno se incrementó, pero no alcanzó los valores mostrados por los niños sanos, lo 

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

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

et al. ,1995). 

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

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

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

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

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

Higami et al., 1994). Se considera que entre las principales fuentes que incrementan la 
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presión oxidativa en los niños con desnutrición están las infecciones. la proliferación de 

bacterias intestinales y la ingestión de toxinas, como las aflatoxinas presentes en granos 

contaminados por hongos (Albretch y Pelissier, 1995). 

Las reacciones oxidativas en condiciones normales, son neutralizadas por 

sistemas antioxidantes endógenos, cuya disponibilidad está directamente relacionada con 

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

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

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

como el retinol, los ~c aroteno i des (Squali-Houssaini et al ., 1997), el a -tocoferol (Squali­

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

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

Las concentraciones de los antioxidantes antes señalados se han encontrado disminuidas 

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

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

médula ósea de niños con kwashiorkor lo que los predispone aún mas al daño por 

radicales libres (Sive el al. , 1996). 

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

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

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

transformaciones neoplásicas, que serian lo esperado después de una exposición severa 

y prolongada a los radicales libres y que en concordancia con esto se ha observado que 

muchas de las anormalidades observadas en los desnutridos son reversibles , cuando se 

les somete a rehabilitación nutricional (Albrecht y Pelissier, 1995). Esto sin embargo, debe 

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

la desnutrición pUdiera estar relacionada con el desarrollo de algún tipo de cáncer. 

'S XG&l1IMIlCO SERVICIOS OE IllrORtAACllt. 
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1.2 Infecciones 

En nuestro país y en los paises pobres en general , las infecciones más comunes y 

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

años, son las infecciones agudas de vías respiratorias y las infecciones gastrointestinales 

(García-Ramos et aL , 1991 ; Vergara et al .. 1992). Dentro de las primeras, en México se 

ha reportado que alrededor del 70% corresponde a la bronconeumonía de origen 

bacteriano y se han identificado como principales agentes causales a Streptococcus 

pneumoniae, a Haemophilus influenzae, a Staphylococcus aureus y a Klebsiel/B 

pneumoniae (García-Ramos et aL, 1991). En relación a las infecciones gastrointestinales, 

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

Abuxapqui et al ., 1993) y sanguinolienta (Torres et al ., 1995) los enteropatógenos más 

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

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

aguda son Cryptosporidium pafVum y también la bacteria enteropatógena Salmonella, 

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

Se ha reportado que las infecciones graves están relacionadas con un aumento en 

las rupturas de hebra simple del AON, sin embargo, se recomienda realizar estudios con 

diferentes tipos de infecciones, en donde se determine el agente causal de la misma con 

lo que se pOdría establecer el grado de daño inducido al AON por cada uno de los 

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

entre la magnitud del daño en esta molécula y la gravedad de la infección (Betancourt et 

aL , 1995). Se ha sugerida que ciertas enzimas bacterianas pueden actuar como ONA­

asas y endonucleasas que producen daño al AON en las células del organismo infectado 

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

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

relacionados con un incremento en el dar"lo al AON (Halliwel1, 1991). 

Otros estudios han mostrado que las infecciones bacterianas pueden inducir daño 

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

tuberculosis (Rao et al ., 1990) y también un aumento en la frecuencia de AC e ICH en 
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pacientes con lepra (D'Souza y Das, 1994). Adicionalmente se ha determinado un 

incremento en las AC en niños con infecciones y este fue mayor cuando se asoció la 

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

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

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

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

infección crónica por Helicobacter py/ori y casos de cáncer gástrico y aunque los 

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

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

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

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

mecanismo similar determine que la infección por Helicobacter hepaticus desencadene el 

desarrollo de carcinomas hepáticos (Guindi, 1999). 

1.3 Medicamentos 

Se ha demostrado que algunos medicamentos, principalmente los antibióticos que 

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

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

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

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

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

tratamiento de algunas infecciones (Schacht, 1998). 

Es probable que algunos de los efectos colaterales debido al uso de antibiót icos se 

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

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

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

inhibiendo la síntesis de proteinas (Wilhelm el al ., 1978) y se propuso que este podría ser 
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el mecanismo mediante el cual incrementa la frecuencia de ICH's. Sin embargo, se ha 

demostrado que otros inhibidores de la síntesis de proteínas, como la puromicina, no 

inducen un incremento en la frecuencia de ICH's (Sano y Sakaguchi, 1981), Otros 

trabajos real izados con gentamicina muestran que ésta facilita la generación de radicales 

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

que puede provocar (Conlon y Smith, 1998). 

El cloranfenicol es un antibiótico de amplio espectro y se ha utilizado tanto en 

humanos como en medicina veterinaria. El riesgo para la salud humana se presenta 

cuando se usa para el tratamiento de padecimientos infecciosos, sin embargo, otra 

posibilidad de contacto para los humanos son los residuos presentes en los tejidos de 

animales tratados y que posteriormente se usan como alimentos. El cloranfenicol se usa 

frecuentemente en los países no industrializados ya que es barato y efectivo, esto a pesar 

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

a la inducción de daño al AON por el cloranfenicol , se tienen datos contradictorios, ya que 

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

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

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

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

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

último dato es lo que ha permitido proponer que posiblemente la liberación de rad icales 

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

Otros aminoglucósidos como la kanamicina y la estreptomicina inducen 

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

libres podrian jugar un papel crítico en los efectos tóxicos colaterales de estos dos 

antibióticos (80ng et aL , 1998). Una revisión bibliográfica muestra que de 467 

medicamentos que se encontraban a la venta en 1999 (Snyder y Green, 2001 ), 77 

mostraron tener actividad carcinogénica. 

Adicionalmente, se ha establecido que otros antibióticos pueden disminuir la 

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

(50ng et al. , 1998; Abou-Eisha et al. , 1999). Por lo anterior, es probable que algunas 

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

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

medicamentos (Ortiz et al., 1995). 

1,4 Ensayo cometa : detección de daño y reparación del ADN 

La metodología de electroforesis unicelular en condiciones alcalinas (o ensayo 

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

causado por diversos factores (Tice, 1994). Con esta técnica, al someter el material 

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

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

por excisión de bases. La imagen que se obtiene es semejante a la de un cometa en el 

que la cabeza es el nucleoide y el ADN fragmentado es la estela, cuya longitud refleja la 

cantidad de daño. Esta metodología tiene además diversas ventajas como: se requiere 

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

células no proliferantes, el análisis se efectúa en células individuales, se puede rea lizar en 

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

relativamente simple y rápida. 

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

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

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

hace una buena opción para hacer estudios poblacionales. A pesar de sus numerosas 

ventajas, se debe reconocer que el ensayo cometa presenta ciertas desventajas, entre 

las que se mencionan las dudas que existen en relación a la importancia biológica de las 

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

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

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

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

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

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

obtención y que tal vez podrían no ser las mas adecuadas en todos los casos (Kassie et 

al ., 2000). 

Las células que se utilizan para realizar el ensayo cometa, deben ser aisladas y 

procesadas, de manera que no se permita la reparación o la formación de rompimientos 

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

se colocan sobre un portaobjetos, se lisan con detergente y con altas concentraciones de 

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

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

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

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

los fragmentos del AON se liberan extendiéndose hacia el ánodo formando la estela del 

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

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

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

longitud de la estela inicialmente incrementa con la magnitud del daflo inducido. pero 

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

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

Para efectuar la electroforesis se utilizan soluciones amortiguadoras con pH's altos 

(>12.3), ya que esto facilita la desnaturalización y el desenrrollamiento del AON, 

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

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

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

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

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

los cometas se revisan en el microscopio de fluorescencia , previa tinción con 

bromuro de etidio, ioduro de propidio o OAPI. La intensidad relativa de la fluorescencia en 
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la estela del mismo se puede evaluar visualmente o usando densitometria o el anál isis de 

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

diversos parámetros de cada cometa, incluyendo la longitud de la estela, la intensidad 

relativa de la fluorescencia (que corresponde al porcentaje de AON en la estela)y el ~ tail 

momen!" (que corresponde al producto de la longitud de la estela y de la fracción de AON 

total presente en ella). En este último parámetro se involucran dos aspectos: los 

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

del cometa) y el número de fragmentos de AON (que se representan por la intensidad del 

ADN en la estela) (Fairbairn et al. , 1995). 

El ensayo cometa se ha utilizado como una prueba de genotoxicidad y constituye 

una herramienta invaluable en la investigación de los aspectos básicos del daño al AON y 

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

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

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

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

variación considerable entre las muestras de un mismo individuo, obtenidas a diferentes 

tiempos (CoUins et al. , 1997a). 

Los rompimientos de cadena sencilla no son considerados como lesiones letales o 

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

rompimientos directamente, aunque en ocasiones pueden formar sitios apurinicos, que 

son sensibles al álcali y son convertidos en rompimientos cuando el AON 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 excisión de bases o de nucleótidos y 

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

(McKelvey-Martin et al. , 1993). 

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

población muestran el mismo grado de daño (Fairbairn et al., 1995). El tipo celular que 

mas se ha utilizado en humanos son los linfocitos, en los que se ha reportado una 

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

al. , 1994), o algunos habitas, como el tabaquismo (SeUi et al. , 1994 

Recientemente se ha introducido una modificación al ensayo cometa, la que 

incrementa enormemente su sensibilidad y especificidad. Esta consiste en que 

posteriormente a la lisis, el AON en el gel, es digerido con una endonucleasa de 

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

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

detectarse de esta manera. Para esto se ha utilizado la endonucleasa 111 , cuyo sustrato 

son las pirimidinas oxidadas. Otras enzimas que se han utilizado son la 

formamidopirimidina glicosilasa (que actúa sobre la 8-hidroxi-guanosína) , la endonucleasa 

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

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

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

pirimidicas del AON, sin provocar rompimientos por si mismos, con estos agentes el 

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

daño (Rojas et al , 1999). 

El ensayo se ha utilizado en muy diversos tipos de estudios: Daño oxidativo -

Inducido por el estres oxidativo endógeno, por ejercicio físico exhaustivo o por estrés 

oxidativo inducido in vitro. Efectos antioxidantes - En los que se ha evaluado el efecto 

antioxidante de micronutrientes como las vitaminas C y E. Condiciones patológicas -

Aborto, desnutrición, infecciones, diferentes tipos de cáncer, infertilidad, diabetes. 

Exposición terapéutica - Medicamentos, radiación ionizante, anestésicos. Exposición 

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

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

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

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

1999: Kass ie et al ., 2000). 

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

estudios de reparación del daño en el AON, en poblaciones celulares normales o 
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Iransformadas (Singh el al ., 1988, 1990, 1994; Tice el al., 1990; Olive el al. , 1990). Se ha 

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

la reparación total se efectúa en una o dos horas posteriores al tratamiento (Tice, 1994; 

Singh el al .. 1994). 
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2. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar en linfocitos de niños, por medio de la técnica de electroforesis unicelular, el 

daño producido en el AON por la desnutrición calórico-proteica severa, las infecciones graves y 

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

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

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

2.1 Objetivos particula res 

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

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

nutridos y en ninos desnutridos. 

3) Estudiar el daño al ADN asociado con los medicamentos mas comúnmente empleados en la 

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

infectados y en los niños desnutridos. 

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

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

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

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

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

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

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

nutridos, bien nutridos infectados y desnutridos. 
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3. HIPOTESIS 

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

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

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

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

otro lado, si los nir'\os con desnutrición e infecciones asociadas presentan Jos niveles mas 

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

efici~ n cia de la reparación del daño inducido al AON . 
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4. MATERIALES y METO DOS 

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

incluidos en alguno de los siguientes grupos de estudio: 

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

adecuada para su edad cronológica. 

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

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

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

edad cronológica. 

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

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

tratados con medicamentos. 

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

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

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

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

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

medicamentos. 

Las muestras se obtuvieron en los Hospitales Infantiles de Xochimilco e Iztapalapa 

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

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

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

contenida en la Ficha de Datos (Anexo 9.1). 
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El protocolo de investigación fue evaluado y aceptado por el Comité de Etica de la 

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

El trabajo experimental fue dividido en tres partes: 

4.1.- Evaluación del daño basal observado en el ADN de los grupos BN, BN-I Y DES-1. 

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

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

niños infectados (BN-IT y DES-IT). 

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

los niños BN, BN-I Y DES-!. 

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

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

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

medicamentos. 

4.1.1 Características de los niños estudiados 

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

fluctuaron entre 13 y 54 meses, y dos de los cuales eran de sexo femenino y 10 de sexo 

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

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

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

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

Ramos-Galván (1975) en una población de niños mexicanos. 
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En el grupo BN-I se incluyeron 16 niños de entre 7 a 54 meses de edad, de los 

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

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

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

combinaciones de ellas (Cuadro 2). 

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

Muestra Edad Sexo Peso Talla 
(meses) (Kg) (cm) 

JJA • 13 M 10.0 74.0 

CHV;IO 14 F 12.2 81 .0 

MHO • 18 M 10.8 79.0 

AGR 24 M 12.6 87.0 

BMP • 29 M 12.5 88.0 

SFV 33 M 15.3 99.0 

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 

TJM 48 F 16.2 101 .0 

JCM 54 M 20.0 101 .0 

• Estos n¡tlos formaron el grupo de nl/los BN en el estudio de la ~paraclón del dai'lo inducido al ADN. 
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Cuadro 2. Caracteristicas de los niños bien nutridos infectados (BN-I) 

Muestra Edad Sexo Peso Talla Tipo de 

(meses) (Kg) (cm) infección 

EGE .. , 7 M 6.5 70 Gastrointestinal. 
Respiratoria 

CCC 
, 7 M 8.5 70 Gastrointestinal 

JSO 7 M 7.0 NO Gastrointestinal, 
Respiratoria 

RGP 9 M 9.0 71 Respiratoria 

SMY 10 F 7.5 71 Respiratoria 

JVP 11 F 8.0 72 Respiratoria 

LVP 11 F 8.2 70 Respiratoria 

JEL , ,. M 9.2 80 Gastrointestinal 

ECO ,. M 8.8 67 Respiratoria 

JPA '" 16 M 10.0 7. Gastrointestinal, 
Respiratoria 

KRO 16 F 10.1 85 Gastrointestinat 

JSM '" 18 M 9.9 78 Gastrointestinal , 
Respiratoria, 
Vias urinarias 

JGC '. , 22 M 10.0 88 Gastrointestinal, 
Respiratoria 

NCH • 34 M 13.0 93 Sepsis 

KFG • 36 F 14.0 95 Respiratoria 

RMM 54 M 16.0 NO Gastrointestinal , 
Respiratoria 

ti A estos nlnos se 1 .. tomó una mu .. tra antes '1 otra después del tnltamiento con medicamentos, para la 
evaluación del dalla Inducido por los medicamentos. 

e Estos nlllos fonmlron el grupo de BN-I del estudio de la reparación del dano Inducido al AON. 
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El grupo de niños con desnutrición severa estuvo integrado por 11 niños, con 

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

Nueve presentaban déficits de la relación peso/ta lla superiores o iguaJes al 40%, en 

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

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

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

kwashiorkor. Todos presentaban infección bacteriana de tipo gastrointestinal o 

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

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

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

CMR o 6 F 2.5 49 54% Gastrointestinal 

'RP o .• 6 M 4.1 61 41% Respiratoria 

GGG o .• 10 F 4.6 72 48% Gastrointestinal 

NCR o 10 M 5.5 67 40% Gastrointestinal 

JGM o 12 F 5.0 66 41 % Gastrointestinal 

LVP 12 M 6.8 69 25%· Gastrointestinal, 
Respiratoria 

Nas o .• 14 F 3.4 58 55% Gastrointestinal 

FRG • 15 F 5.7 74 43% Gastrointestinal, 
Respiratoria 

aw 17 F 7.2 79 42% Gastrointestinal, 
Respiratoria 

GMG • 24 M 11.4 81 3%- Gastrointestinal 

LPA o .• 29 F 7.2 N.O. 49% __ Respiratoria 

• Desnutrición tipo kwashlorkor.·· Sólo déficit de peso. N.O. No determinada. 

d A .stos n lnos s. les tomó una muestra antes y otra después del tratamiento con medicamentos, para la 
evaluación del dano Inducido por los medicamentos, 

• Estos nlnos fOm"laron el gl1Jpo de DES .. del estudio de l. reparación del daño inducido al AON. 
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Las muestras de sangre de todos los niños, fueron obtenidas en jeringas 

previamente heparinizadas y llevadas inmediatamente al laboratorio , a partir de ellas se 

aislaron los linfocitos de la siguiente manera: 

4.1.2 Aislamiento de linfocitos 

La sangre se mezcló con PBS (proporción 1: 1, vlv) , y esta suspensión celular se 

colocó 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 Unfograd. Las células se lavaron dos veces con PBS. 

Finalmente los linfocitos se llevaron a una concentración final de 1 X 106 céls/ml. 

4.1.3 Electroforesls unicelular 

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

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

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

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

Para la preparación de los geles se colocaron 110 ~I de solución de agarosa 

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

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

retiró cuidadosamente el cubreobjetos. Por otro lado se mezclaron 75 !JI de agarosa de 

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

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

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

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

se retiró el cubreobjetos. 

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

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

dejaron reposar 20 min., para permitir el desenrrollamiento del AON, y la expresión de los 

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

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

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

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

preparaciones en cada ocasión durante 5 mino 

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

de 20 ~g / ml (Sigma) (Anexo 9.2.4). Las observaciones se hicieron utilizando un objetivo 

de 40X en un microscopio de fluorescencia (Olympus) equipado con un filtro de excitación 

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

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

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

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

seleccionadas al azar (25 células en dos preparaciones). 

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

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

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

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

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

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

4.2.1 Características de los niHos Bien Nutridos Infectados 

Para esta parte del estudio se ut ilizaron muestras de seis niños BN·I , cuyas 

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

con relaciones peso/ta lla adecuadas para su edad cronológica. Todos se encontraban 
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hospitalizados por presentar alguna infección bacteriana grave de tipo gastrointestinal, 

respiratoria, de v[as urinarias o combinaciones de ellas (Cuadro 2). 

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

durante el cual estuvieron recibiendo medicamentos, se les tomó una segunda muestra, 

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

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

Muestra Dlas de tratamiento Medicamentos 

EGE 7 Trimetoprim-sulfametoxazol 

JPA 7 Trimetoprim-sulfametoxazol 

JBM 7 Salbutamol. Ambroxol 

JGC 7 Amikacina 

NCH 7 Cefolaxina, OlcJoxacilina. 
Cloranfenicol , Metronidazol 

KFG 4 Penicilina, Ambroxol , Acelaminofén 

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

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

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

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

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

antibióticos, sólo un broncodilatador (Salbutamol) y un mucolitico (Ambroxol). 
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4.2. 2 Características de los niños con Desnutrición Severa 

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

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

marasmo y uno (NaS) desnutrición mixta, todos con un déficit en la relación pesoftalla 

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

infección bacteriana respiratoria o gastrointestinal (Cuadro 3). 

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

(Cuadro 5). 

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

Muestra Dfas de tratamiento 

IRP 4 

GGG 6 

NCR 6 

JGM 7 

NSS 6 

LPA 6 

Medicamentos 

Ampicilina, Amikacina, Cefalexina 

Amikacina, Metronidazol , Nislatina 

Ampicilina, Ranitidina, Amikacina , Fenobarbital , 
Difenilhidantoinalo 

Ampicil ina , Amikacina, Nistatina , Ranitid ina 

Penicilina, Amikacina , Ranitidina , Sa lbutamol. Furosemide, 
Dexametasona 

Cefotaxima, Dicloxacilina , Salbutamol , Ambroxol, 
Metilprednisolona 

Al momento de la toma de la muestra a 10$ seis niños se les estaban 

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

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

los antibióticos se les administraron antiulcerosos (Ranitidina), neurosedantes 

(Fenobarbital) , antiepilépticos (Difenilhidantoinato), broncodilatadores (Salbutamol), 
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diuréticos (Furosemide), glucocorticoides (Oexametasona, Metil-prednisolona) y 

mucol fticos (Ambroxol). 

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

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

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

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

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

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

4.3 Evaluación de la reparación del daño inducido al ADN por peróxido de 
hidrógeno en los niños BN. BN-I Y DES-I 

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

niños BN, BN-I Y DES, se util izó peróxido de hidrógeno (H20 2 ) como agente inductor de 

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

una solución de H20 2 10 IlM 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 reparación del daño inducido. Para 

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

incubación: O, 5, 15, 30 Y 60 mino El análisis al tiempo cero minutos permitió apreciar el 

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

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

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

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

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

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

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

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

de la manera antes descrita. Se evaluó la viabilidad celular ~ O Y 60 min de incubación 

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

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

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

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

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

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

adecuadas para sus respectivas edades crono lógicas y algún tipo de infección 

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

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

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

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

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

3). 

4.4 Análisis de datos 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

de un núcleo o menos), daño medio (hasta tres núcleos) y daño alto (más de tres 
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núcleos) (Mendiola·Cruz y Morales·Ramirez, 1999). Se consideró una cuarta categoria 

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

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

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

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

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

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

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

Se utilizó la prueba no paramétrica de Wilcoxon para comparar los datos de la 

longitud de las estelas, los valores del coeficiente H y los de la capacidad reparativa. Las 

proporciones de células sin daño, y con daño bajo, medio y alto se compararon con la 

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

diferencia estadística cuando p < 0.05. 
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5. RESULTADOS 

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

5.1.1 Longitud de las estelas y coeficiente de dispers ión 

La migración del AON en el grupo BN fluctuó de 1.5 a 3.9 Ilm con un promedio de 

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

promedio de 41 .9. En los BN-I ra migración del AON fue de 12.0 a 23 .9j.1m con promedio 

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

siendo el promedio 48.0. 

La migración del AON en los DES-I varió de 19.9 a 54.1 Jlm con promedio de 33.5 

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

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

alejado de la longitud mas alta observada en los marasmo (NCR) que fue de 51 .2 J-lm. El 

otro niño con kwashiorkor tuvo una migración intermedia (30.1 J-lm). Los valores del 

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

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

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

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

La comparación estadística mostró diferencias entre las longitudes de las estelas 

de BN y BN·I (p<O.OOOO1). y también entre las de los BN·I y DES·I (p<O.0001). La 

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

las estelas, fue similar entre los niños BN, BN-I Y DES-I. Evidentemente, la respuesta 

individual, reflejada en los valores del coeficiente H, son igualmente heterogéneas en los 

tres grupos de niños estudiados. 
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Cuadro 6. longitud de la estela observada en cada uno de los grupos de ninos estudiados 

Longitud de la estela (pm) 
Medla :t E.E. 

B/en Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Muestra Muestra Muestra 

JJA 3.4 :t 1.7 EGE 14.9 % 4.3 CMR 25.5 % 4.1 

CHV 3.1 :t 1.5 CCC 17.0 :t 4.1 IRP 29.2 % 6.7 

MHD 2.8 % 1.6 JBD 22 .2 % 4.6 GGG 19.9%5.1 

AGR 3.4 t 1.7 RGP 18.1 t 4.1 NCR 51 .2 t7.1 

BMP 1.6% 1.1 SMY 12.0 t 2.2 JGM 50.2 :t 6 .6 

SFV 2.2 t 1.1 JVP 13.9 t 3.6 LVP 30.1 %4.9 

EGC 3.9:t 2.2 LVP 12.3 :t 3.1 NBS 23.4 % 4.8 

MMG 1.8 % 7.4 JEL 23.9 ± 5.1 FRG 28.1 % 4.2 

JFG 2.1 :t 1.3 ECD 15.8 t 4.1 BW 19.9 t 4.9 

EJS 1.5:t l .2 JPA 19.3 :t 4.8 GMG 54.1 :t 7.1 

TJM 1.7± 1.3 KRD 17.4 ± 4.7 LPA 36.6 :t 5.9 

JCM 1.5 :t 1.1 JBM 20.6 :t 4.4 

JGC 13.9t 3.1 

KFG 14.7 t 3.9 

NCH 15.8 :t 4.2 

RMM 12.5 :t 3.4 

Promedios ± E.E 2.4 ± 0.2 16.5 % 0.2 33.5 ± 3.8 

eN vs eN-I p<O.OOOOl ; eN vs. DES-I p<O.OOOO1 ; eN-I va DES-I p<O.OOO1 
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Cuadro 7. Coeficientes de dispersión calculados para cada uno de los grupos de niños 
estudiados 

Coeficiente de dispersión 

(H) 

Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Muestra Muestra Muestra 

JJA 42.9 EGE 62.5 CMR 32.4 

CHV 37.7 CCC 49.0 IRP 76.5 

MHO 45.3 JBO 47.5 GGG 64.1 

AGR 43.5 RGP 45.4 NCR 49.1 

BMP 40.6 SMY 19.4 JGM 43.3 

SFV 26.6 N P 44.9 LVP 39.6 

EGC 60.2 LVP 37 .9 NBS 50.0 

MMG 30.2 JEL 54.6 FRG 34.9 

JFG 37 .6 ECO 51 .4 BW 60.5 

EJS 47.1 JPA 59.4 GMG 46.9 

TJM 52.1 KRO 64.6 LPA 47.3 

JCM 39.2 JBM 46.7 

JGC 35.1 

KFG 53.9 

NCH 56.4 

RMM 45.6 

Promedios ± E.E 41 .9 ± 2.5 48.0 ± 2.8 49 .5 ± 3.4 

No se observaron diferencias significativas 
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5.1 .2 Porcentaje de células con daño y proporcíón de células con daño bajo, medio 

y alto 

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

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

60%. Los promedios de células con daño para cada uno de los grupos fueron 6.2, 28.8 Y 

48.5% respectivamente. Se encontró diferencia estadísticamente significativa entre el 

grupo de BN y BN-I (p<O.00001), y entre los BN-I y DES-I (p<O.0013). En los niños DES-I , 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

estadística mostró diferencia significativa entre los tres grupos de niños estudiados 

(p<O.001). 

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

cada uno de los niflos mostró lo siguiente: 

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

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

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

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

menor al 10% (con intervalo de 2 a 8%). En el grupo de niflos BN-I se observaron 

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

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

Porcentaje de células con daflo 

Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Muestra Muestra Muestra 

JJA 8 EGE 22 CM R 46 

CHV 8 CCC 28 'RP 30 

MHO 6 J80 34 GGG 28 
AGR 8 RGP 30 NCR 54 

BMP 4 SMY 40 JGM 60 

SFV 8 JVP 26 LVP 52 

EGC 8 LVP 28 NBS 38 

MMG 6 JEL 34 FRG 48 

JFG 6 ECO 26 BW 28 

EJS 4 JPA 30 GMG 50 

TJM 4 KRO 22 LPA 50 

JCM 4 JBM 36 

JGC 32 

KFG 24 

NCH 24 

RMM 24 

Promedios ± E.E 6.2 ± 0.5 28.8 ± 1.3 48.5 ± 6.1 

BN vs BN-l p<0.OOO01 ; BN vs DES-I p< 0.0001 ; BN-I vs DES-l p<0.OO13 
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Gráfica 1 . Frecuencia basal de células sin daño en el grupo de niños Bien Nutridos (BN) (a), 
Bien Nutridos Infectados (BN-I) (b) Y en el grupo de niños Desnutridos (DES) (el 
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Gráfica 2 . Frecuencia basa l de células con dalla bajo en el grupo de niflos Bien Nutridos BN (a), 
Bien Nutridos Infectados (BN-I) (b) Y en el grupo de milos Desnutridos (DES) (e) 



Cuadro 9. Porcentaje de células sin daño, con dai'lo bajo, medio y alto en los tres grupos de 
niños estudiados 

Porcentaje de células :r E.E. 

Bien Nutridos BIen Nutridos Desnutridos 
Infectados Infectados 

Categorias 

Sin daño 93.8 t 0.5 71 .8 t 1.6 51 .6t 6. ' 

Cai'io bajo 3.7 t 0.5 14.1 t 2.7 11 .5 t 5.6 

Daño medio 2.3 t 0.4 12.4 t 1.5 20.2 t 3.6 

Dai'io alto 0.2 t 0.2 1.7 ± O.6 16.7 t 4.4 

BN vs BN-I p<O.OOl ; BN vs OES-I p<O.OO1 ; BN·I Y1I oes-I p<O.001 
El promedio de células sIn dafto, con dafto bajo, medio y alto, y el error estándar se calcularon considerando los 
promedios individuales de los ninos que Integraron cada grupo 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

5.2.1 Longitud de las estelas, coefic iente de dispersión, porcentaje de cé lulas con 
daño y proporción de células con daño bajo, medio y alto antes del tratamiento con 
medicamentos 

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

de células dai'ladas observados antes del tratamiento en los niños BN-I y en los DES-I se 

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

los niños BN-I entre 13.9 ~ m y 20.6 ~m. con un promedio de 16.5 11m. En los niños DES-I 

estas fluctuaron de 19.9 a 51 .2Ilm , con un promedio de 35.1 Ilm. La prueba estadística 

estableció diferencia entre ambos grupos (p<O.006). 

Con respecto al coeficiente de dispersión (Cuadro 10), se observó que en los BN-I 

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

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

valores. 

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

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

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

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

(p<O.04). 

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

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

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

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

La comparación estadística mostró que hay diferencia (p<0.001 ) entre la proporción de 

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

niños BN-I en comparación con los niños DES-lo 

46 



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

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Muestra Long. de la Coeficiente % de Muestra Long. de la Coeficiente % de 
estela (11m) de células estela (11m) de células 
Promedio dispersión con daño Promedio dispersión con daño 

ic E.E. (H) ic E.E. (H) 

EGE 14.9± 4.3 62.5 22 'RP 29.2 t 6.7 76.5 30 

JPA 19.3 t 4.8 59.4 30 GGG 19.9 t 5.1 64 .1 26 

JSM 20.6 t 4.3 46.6 36 NeR 51.2 ± 7.1 49.1 54 

JGe 13.9 t 3.1 35.1 32 JGM 50.2 ± 6.6 43.3 60 

NeH 15.7 t 4.2 56.4 24 NSS 23.4 ± 4.8 50.0 38 

KFG 14.7 t 4.1 53.9 24 LPA 36.6 ± 5.9 47.3 50 

Promedio 16.5 ± 4.1 52.3 t 4.1 28.0 ± 2.2 Promedio 35.1 t 5.4 55.1 ± 5.2 43.3 ± 5.4 
. EE H E 

Longitud de la estela BN·' vs DES.¡ p<O.OO6 
Porcentaje de células con dano BN·I vs DES-I p<O.04 

Cuadro 11. Porcentaje de célu las sin dano, con darlo bajo, medio y alto en los nirlos Bien 
Nutridos Infectados (BN-I) y Desnutridos Infectados (DES-I) antes del tratamiento con 
medicamentos 

Porcentaje de células :t E.E. 

Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Categorlas 

Sin dal'lo 72.0 ± 2.2 56.7 ± 5.4 

Daño bajo 6.3 t 2.3 3 .3 ± 1.5 

Daño medio 15.7 ± 1.4 16.7 ± 3.4 

Daño alto 6.0 ± 0.9 23.3 ± 6.0 

p<O.OO1 
El promedio de células sin dano, con dano bajo, medio 'J alto. 'J e' E.E. se calcularon considerando los promedios 
Individuales de los nlnos que Integraron cada grupo 
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5.2.2 Longitud de las estelas, coefic iente de dispers ión, porcentaje de células con 
daño y proporción de células con daño bajo, medio y alto después del 
tratamiento con medicamentos 

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

incremento en la longitud de las estelas. En los BN-I los valores fluctuaron de 18.3 a 41 .6 

~m , con un promedio de 28.8 ~m (Cuadro 12). En Jos niños DES-I la longitud de las 

estelas fluctuó entre 46.6 y 79.5 ~ m . siendo el promedio de 62.8 ~ m . La prueba 

estadistica mostró diferencia significativa entre ambos grupos (p<O.003). También se 

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

tratamiento con medicamentos. en el grupo de niños BN-I (p<0.01 ) y en el grupo de niños 

DES-I (p<O.02). 

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

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

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

entre antes y después del tratamiento en el grupo de BN-I fue de 12.3 ~ m y en los DES-I 

de 27.7 ~ m. esto es un incremento dos veces mayor en los niños DES-!. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

BIen Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Muestra Long. de la Coeficiente %de Muestra Long. de la Coeficiente % de 
estela (pm) de células estela (pm) de células 
Promedlo r dispersión con daño Promedio r dispersión con daño 

EE. (H) E.E. (H) 

EGE 24.1 t 6.2 79.9 26 'RP 51.8 ± 9.2 82.4 42 

JPA 41.6 ± 5.4 35.1 60 GGG 48.9 ± 9.0 83.5 40 

JBM 18.3 t 3.9 40.8 34 NCR 79.5 ± 6.9 29.9 96 

JGC 27.5 ± 4.3 33.9 50 JGM 75.0 ± 7.7 39.2 78 

NCH 34.3 t 5.8 49.5 44 NBS 46.6 t 8.3 74.6 42 

KFG 27.1 t 4.3 34.1 46 LPA 74.9 t 8.6 49.3 66 

Promedio 28 .8 t 4.9 45.6 ± 7.2 43.3 t 4.9 Promedio 62 .8 t 6.2 59.8 ± 9.5 60.7 ± 9.5 
tEE ·tEE 

Longitud de la estel. BN-I vs DES·I p<O.OOJ 

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

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

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

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

los BN-1. Se estableció diferencia estadísticamente significativa (p<O.001) entre los 

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

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

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

observados antes y después del tratamiento, tanto en el grupo de niños BN-I (p<O.05) y 

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

Porcentaje de celulas :t E.E. 

Sien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Categorlas 

Sin daí'io 56.7 .t 4.9 39.3 ± 9.5 

Daí'io bajo 2.7 .t 1.9 1.0 ± 1.0 

Daí'io medio 29.7 .t 5.1 19.7 .t 9.5 

Daí'io alto 11 .0 .t 3.7 40.0.t 3.9 

BN·I V$. OES-l p<O.OO1 
El promedio de celulas sin da!'lo, con dai'lo bajo, medio y alto, y el E.E. se calcularon considerando los promedios 
Individuales de los nl!'los que Integraron cada grupo 

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

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

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

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

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

comportamiento similar en tres niños DES-I, con un incremento particularmente alto en 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

tratamiento s610 un niño BN-I (NCH) mostró un porcentaje de células con daño alto 
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ligeramente mayor al 20%, en los niños DES-I estas células representaron en todos los 

casos mas del 30%. 

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

5.3.1 Niveles de daño antes y después del tratamiento con peróxido de hidrógeno 
(H,O,) 

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

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

Después del tratamiento con H20 2 en los tres grupos de niños estudiados se 

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

daño. No obstante, es evidente que el tratamiento con H20 2 afectó mayormente a las 

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

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

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

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

incubación. También es claro, que ambos parámetros disminuyeron mas lentamente en el 

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

niños BN. 

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

(inmediatamente después del tratamiento con HzOz), en los niños BN fue de 45.8 ¡.lm, 

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

promedios respectivos a cero y 60 minutos fueron 77.7 Ilm y 12.0 J.l.m. Los niños DES-I 

mostraron a los cero minutos un promedio de 93.7 J.l.m, y a los 60 minutos de 41.4 Ilm. Se 

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

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

estelas inmediatamente después de la exposición al H20 Z, sin embargo después de 5, 15, 
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30 Y 60 minutos de incubación, la diferencia se hizo estadísticamente significativa. El 

promedio de cada uno de los tiempos de reparación para cada uno de los grupos 

estudiados se muestra en el Cuadro 14. 

La longitud de las estelas antes del tratamiento con H20 2 (nivel basal) tuvo en los 

BN un promedio de 2.7 ~m . En los BN-I el promedio fue de 18.2 ~m. Finalmente en el 

grupo de niños DES-I la migración del ADN fue en promedio de 27.2 ~m. Se estableció 

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

Cuadro 14. Promedio de la longitud de las estelas (antes y después de la exposición al 
peróxido de hidrógeno) y capacidad reparativa promedio en los niños 8ien Nutridos, Bien 
Nutridos Infectados y Oesnutridos Infectados 

Longitud de las estelas (p.m) 

Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Promedioa Capacidad Promedloa Capacidad PromediOS Capacidad 
reparatlvab reparatívab reparatívab 

Control 
antes del 2.7 (2-4) 18.2 (1 4-24)* 27.2 (20-54)" 
tratamiento 
(Basal) 

Tiempo de 
Incubación 

Omin 45.B (32-56) 77.7 (53-94)' 93.7 (64-129) 

S min 32.0 (24-55) 28 .7 54.0 (37-75)· 30.2 75.1 (55-.120)-- 19.9 

15 mln 22.7 (1 4-42) 50.3 38.B (26-41). 52.0 61 .8 (48-92) .. 31.4 

30 min 14.5 (7-25) 67.4 25.2 (1B-31). 67.3 54.7 (42-76)-- 41 .1 

• La cOillpacldad ,..pal'lltlvl se deflne como la disminución relativa (%) de la migración del AON después de 5, 15, 30 
Y 60 m inutos de tratamiento con peróxido de hidrógeno. 
o Diferencia estadlstlcamente significativa (p<0.05) con el grupo de nlnos bien nutridos. 
o. Olfe,..ncia eatadlsticamente slgniflcatiYl (p<O.05) con el grupo de nlnos bien nutridos Infectados. 

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

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

el promedio fue de 16.3%. En los niños BN-I al tiempo cero y a los 60 minutos los 

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

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

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

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

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

Cuadro 15. Promedio del porcentaje de células dañadas (antes y después de la exposición al 
peróxido de hidrógeno) y capacidad reparativa promedio en 108 niflos Bien Nutridos, Bien 
Nutridos Infectados y Desnutridos Infectados 

Porcentaje de células con daño 

Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Control 
antes del 
tratamiento 
IBasal) 

Tiempo de 
incubación 

Omin 

S min 

lS mln 

30mln 

60 mln 

Promedioa Capacidad 

5.7(4-8) 

66.0 (58-76) 

49.7 (46-54) 

39.3 (32-50) 

28.3 ('8-34) 

16.3 (10-20) 

reparatívab 

23.9 

39.8 

56.3 

74.7 
-los Intervalos se expresan en paréntesis. 

Promedioa 

300 (20-36)" 

88.3 (70-96)· 

80.7 (60-84). 

65.0 (50-78)" 

49.7 (38-50)" 

29.3 (20-36)" 

Capacidad 
reparatívab 

14.0 

26.5 

43.9 

66.8 

Promedioa 

39.3 (28-50) 

97 .7 (90-100) 

86.0 (82-100) 

78.3 (68-100) 

70.3 (62-90) "" 

59.4 (50-80)--

Capacidad 
reparatívab 

11.7 

17.8 

25.3 

36.9 

' la capacidad reparativa se define como la disminución relativa (%) dela cantidad de células con dallo despues 
de 5, 15. 30 Y 60 minutos de tratamiento con peróxido de hidrógeno . 
• Diferencia "tadlstlcamente slgnlficetiva (p<O.OS) con el grupo de nl /los bien nutridos . 
.. Diferencia esladlstlcamente significativa (p<O.05) con el grupo de n/nos bien nutridos infectados 

El porcentaje basal (observado antes del tratamiento con H20 2) de células 

dai'ladas (Cuadro 15) en los niños BN tuvo un promedio de 5,7%. En el grupo BN-I se 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Inmediatamente después de la exposición al H20 2 (tiempo cero) en los niños BN 

se observaron 30.0, 21 .6 Y 14.0% respectivamente de células con daño bajo, medio y 

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

señaladas fueron 16.4, 33.6 Y 37.8%, en los niños DES-I se observó un 11 .0% de células 

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

detectó diferencia significativa entre BN y BN-!. No obstante, a 5, 15, 30 Y 60 minutos de 

incubación sí se observaron diferencias entre BN-I y los DES-!. A cinco minutos de 

reparación en los niños BN se observaron 16.4% de células con daño medio y 7.6% con 

daño alto, en los niños BN-I estos porcentajes fueron 35.6 y 11 .6%, mientras que en los 

DES-I fueron 30.4 y 44.8%. 

Después de 60 minutos de reparación, los niños BN presentaron 13.4% de células 

con daño bajo, 3% de células con medio y cero por ciento de células con daño alto, 

mientras que en los niños BN-I los valores fueron 26.4, 0.2 Y cero por ciento 

respectivamente y en los DES-I 22.4, 26.8 Y 12.0% de células con daño bajo, medio y 

alto. Estos datos indican que en los niños DES-I la fracción de células con daño medio 

fueron 3 y 13 veces mayores que las observadas en los niños BN a 5 y 60 minutos de 

incubación. Los niños DES-I claramente mostraron el mayor porcentaje de células con 

daño, y la mayor proporción de células con daño medio y alto, en todos los tiempos 

estudiados. 

Las gráficas de la distribución de las longitudes de migración del ADN de los tres 

grupos de estudio (Gráfica 8) mostraron la presencia de dos picos, tanto en los diferentes 
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Gráfica 8. Distribución de las longitudes de las estelas de los cometas antes y después del tratamiento con 
peróxido de hidrógeno, y en los diferentes tiempos de reparación del daño al ADN en tos tres grupos de estudio 



tiempos de reparación como en la evaluación basal, que podrian estar representando 

diferentes poblaciones celulares, una con bajo daño y la otra con mayor migración del 

ADN, esto podría implicar una diferente sensibilidad de estas poblaciones ce lulares a ser 

dañadas. Adicionalmente, como puede observarse en la Gráfica 8, es claro que los niños 

DES ~ I presentan una población de células con migraciones de aproximadamente 100 Ilm, 

que en el grupo de los BN o de los BN~I no se detectó. 

5.3.2 Capacidad reparativa (CR) 

En los tres grupos de niños se observó que los valores de la CR incrementaron 

conforme el tiempo de incubación avanzó, tanto en la migración del ADN (Cuadro 14), 

como en el porcentaje de células con daño (Cuadro 15). Sin embargo aunque las 

tendencias fueron similares, es claro que la CR en el grupo de niños DES-I fue siempre 

inferior a las de los dos grupos de niños bien nutridos. Un dato interesante es que la CR 

evaluada por la migración del ADN, fue muy similar entre los dos grupos de niños BN, 

mientras que en el grupo DES-I esta CR se vio francamente disminuida. En cuanto a la 

CR evaluada por el porcentaje de células con daño, los valores de los dos grupos de 

niños BN no fueron tan semejantes entre si , sin embargo, tendieron a ser claramente mas 

altos que los observados en los niflos DES-I. 

A cinco minutos de reparación, la CR evaluada a partir de la disminución de la 

longitud de las estelas, tuvo los siguientes valores: 28.7 en los niños BN, 30.2 en los BN-I 

y sólo 19.9 en los niños DES-I (Cuadro 14). A los quince minutos la CR incrementó un 

20% en ambos grupos de niños bien nutridos (50.3 y 52.0 para los BN y los BN~I 

respectivamente) mientras que en los niños DES-I este incremento sólo fue del 11.5% 

(promedio 31.4). A los sesenta minutos de reparación, la CR fue de 79.7 en los niños BN , 

84.3 en los BN-I y sólo 55.2 en los niños DES-!. Esto valores indican la proporción en que 

disminuyó la longitud de las estelas en las células de cada uno de los grupos de estudio, 

durante los diferentes tiempos de reparación. 

Al evaluar la CR calculada a partir del porcentaje de células con daño, a cinco 

minutos de reparación se observaron los siguientes valores: 23.9, 14.0 Y 11 .7, para los 

grupos de niños BN, BN-I Y DES~I respectivamente. Estos valores incrementaron 
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progresivamente conforme el tiempo de reparación aumentó, y a los sesenta minutos, se 

tuvieron claras diferencias, con un valor de CR en los niños BN de 74.7, mientras que en 

los BN-I fue de 66.8 y en los DES-I de tan solo 36.9. Esto significa que en los niños DES-I 

la proporción de células que reparó totalmente el daño que se les indujo con H20 2, fue 

menor a la proporción observada en los niños BN y BN·!. 

Para mostrar que las diferencias encontradas en la CR de los diferentes grupos, 

no estuvo determinada por los daños basales observados, la migración basal del ADN fue 

restada a la migración promedio observada al tiempo cero, en cada uno de los grupos 

estudiados. Así , la migración promedio corregida fue de 43.1 J.lm para los niños BN, 59.5 

J.lm para los BN·I y 66.5 J.lm para los niños DES·!. Estos valores muestran la sensibilidad 

de las celulas de los diferentes grupos al dano inducido por peróxido de hidrógeno, y 

pueden corresponder a las estimaciones del tiempo cero. Comparando estos valores con 

los obtenidos a los 60 minutos de reparación, la migración del ADN disminuyó de 43.1 a 

8.5 J.lm en los niños BN, esto implica que la longitud final representó sólo una quinta parte 

de la longitud inicial . En los BN· I la longitud de las estelas fue de 59.5 Jlm a 12 Jlm, al , 
igual que en el caso anterior la longitud fina l representó la quinta parte de la inicial. En el 

grupo de niños DES·I la longitud inicial de las estelas fue de 66.5 )lm y la final de 41.4 

)lm , en este grupo no se alcanza ni la mitad de la longitud inicial. Esto indica que los niños 

bien nutridos, infectados o no infectados, muestran una CR similar, mientras que esta 

función está claramente disminuida en los niños DES·!. 

5.3.3 Coeficiente de dispersión (H) 

Los valores del coeficiente H (Cuadro 16) observados antes del tratamiento 

(basales) fueron más altos en los grupos BN-I (52.2) Y DES-I (50.3), que en el BN (44.0), 

aunque sin diferencia estadística, estos va lores indican una mayor heterogeneidad de las 

longitudes de la migración del ADN en las muestras de los dos grupos de niños que 

presentaban infecciones. 

Después del tratamiento con H20 2 (tiempo cero) los valores del coeficiente H 

disminuyeron en los tres grupos de niños estudiados, indicando que los niveles de daño 
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se hicieron mas homogéneos, es decir, los valores de migración del AON en los 

diferentes niños que formaban un mismo grupo fueron más parecidos entre sí. El tiempo 

cero, es el único punto en el que los valores de H mostraron diferencia estadísticamente 

significativa entre los tres grupos de estudio, lo que estaría indicando que las células de 

los niños respondieron de manera diferente al H20 2 dependiendo del grupo al que 

pertenecian. 

En el caso de los desnutridos el valor de H disminuyó considerablemente con 

relación 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 Gráfica 8 estas fueron mayores a las observadas en los dos grupos de niños bien 

nutridos (BN y BN~I) . A este tiempo cero, el coeficiente H fue significativamente menor en 

los ni nos DES-I (9.2), en comparación con los niños BN y BN-I (28.0 Y 22.0 

respectivamente). 

El coeficiente H (Cuadro 16) se incrementó gradualmente a los 5, 15, 30 Y 60 

minutos de reparación y no se observaron diferencias significativas entre los tres grupos 

de estudio. El incremento en los valores de H al aumentar el tiempo de reparación, tal vez 

implica una respuesta heterogénea de las diferentes subpoblaciones ce lulares al reparar 

el AON. A los cinco minutos de incubación los valores del coeficiente H fueron 34.0, 22.4 

y 20.1 para los niños BN, BN~I Y OES~I respectivamente. A los 60 minutos estos valores 

incrementaron a 40.3, 31 .6 Y 34.1 en los grupos BN, BN-I Y DES-I. 
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Cuadro 16. Promedios del coeficiente de dispersión (H) en los diferentes grupos de estudio. 
Se presentan los valores basales, y los obtenidos después del tratamiento con peróxido de 
hidrógeno, en los diferentes tiempos de reparación 

Coeficiente de dispersión (H) Í EE 

Bien Nutridos Bien Nutridos Infectados Desnutridos Infectados 

Control 
antes del 
tratamiento 
(Basal) 

Tiempo de 
incubac ión 

o min 

5 min 

15 mln 

30 min 

60 min 

44.0 ± 1.1 52.2 ± 1.4 

28.0 ± 1.6 22.8 ± 1.5-

34.0 ± 1.8 22.4 ± 2.0 

34.1 :1: 1.4 24.2 :1: 0.9 

36.0 ± 1.4 27.1 t 1.1 

40.3 ± 1.7 31.6 t 0.9 

• Oi ferencia estadlsticamente signifICativa (p<O.OS) con el grupo de nl/\os bien nutridos . 
•• Diferencia estadlslicamente significativa (p<O.OS) con el grupo de nl/\os bien nutridos infectados. 

50.3 ± 1.9 

9.2 ± 1.0--

20.1 ±1 .4 

26.2 ± 0.8 

29.1 ± 0.9 

34.1 t O.9 
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6. DISCUSiÓN 

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

El análisis de los datos de la migración del AON y del numero de células con daño, 

obtenidos en los niños BN, BN-I Y DES-I antes del tratamiento con peróxido de hidrógeno 

(daño basal) , permitió valorar el nivel de daño inducido al AON por las infecciones y por la 

desnutrición. 

Los datos obtenidos en esta parte del estudio mostraron que las infecciones 

contribuyeron a incrementar el daño en el AON , por otro lado, se infiere que el daño 

adicional observado en los niños DES-I esta asociado a la presencia de la desnutrición, 

debido a que no se contó con un grupo de niños desnutridos no infectados. En la longitud 

de las estelas se puede apreciar que la longitud basal promedio observada en los niños 

BN-I fue casi siete (6.8) veces. mayor que la de los niños BN. Este incremento en el daño 

al ADN estaría directamente relacionado con las infecciones bacterianas, ya que estos 

nif'los no se encontraban tomando medicamentos al momento en que se les extrajo la 

muestra de sangre para rea lizar el estudio. En los niños DES-I se observó que la longitud 

de las este'las fue casi catorce (13.9) veces mayor que en los BN, esto es un incremento 

dos veces mayor al que se observó en los BN-1. Estos resultados parecen indicar que hay 

un efecto aditivo en el daño al ADN, determinado por la presencia de las infecciones y de 

la desnutrición. Los resultados aquí obtenidos confirman lo reportado en un estudio previo 

en el que por medio del ensayo cometa se estableció, que las infecciones graves y la 

desnutrición son dos factores que están relacionados con un claro incremento del daño al 

ADN (Betaneourt et al. , 1995). 

El análisis de los porcentajes de las células con daño mostró que estas fueron 

mas numerosas en los niños que presentaron desnutrición y/o infecciones. Así , se 

observó que el porcentaje de células con daño fue 4.6 veces mayor en los niños BN-I que 

en los BN, mientras que esta proporción incrementó en los DES-I 1.6 veces en relación 

con tos niños BN-1. 
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Los porcentajes de células con daño bajo, medio y alto, particularmente las de las 

dos últimas categorías fueron claramente mas numerosas en los niños DES·I , lo que 

implica que estos niños tuvieron la mayor cantidad de células con niveles altos de daño 

en el AON . Se buscó la correlación entre la longitud de las estelas y/o la cantidad de 

células con daño, con respecto al número de infecciones o al tipo de infecciones 

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

Los valores del coeficiente de dispersión mostraron que existe heterogeneidad en 

la longitud de las estelas observadas en los tres grupos de estudio, lo que implica que en 

un mismo niño se tuvieron células con estelas pequeñas y grandes, e incluso se 

observaron células sin migración, lo que evidentemente contribuyó a incrementar la 

heterogeneidad, y por esta razón en general los valores de H fueron altos. La falta de 

diferencia estadística en los valores del coeficiente H entre los tres grupos de niños 

estudiados indica que ni las infecciones, ni la desnutrición contribuyeron a incrementar la 

heterogeneidad intercelular de la longitud de las estelas. Aún cuando los valores de H 

observados en este estudio fueron altos, son similares a los observados en otros estudios 

realizados en linfocitos de niños (Betancourt et al ., 1995). La variabilidad intraindividual 

observada en la cantidad de daño presente en el AON de las células de los niños 

estudiados, abre incógnitas en relación a si los niveles bajos, medios y altos de daño se 

distribuyen de manera similar entre las células pertenecientes a las diferentes 

subpoblaciones de linfocitos, o si los niveles altos o bajos de daño se limitan a alguna o 

algunas en particular. Por otro lado, sería fundamental establecer si los niveles altos de 

daño se relacionan con alteraciones en la activación de los linfocitos, o en su capacidad 

para sintetizar interleucinas o anticuerpos, que son moléculas de gran importancia como 

parte de la respuesta inmune normal. Se propone la realización de estudios adicionales 

que permitan obtener información al respecto. 

Como puede observarse en los Cuadros 6 y 8 la desnutrición y las infecciones, 

estuvieron claramente relacionadas con un incremento en la dispersión de los valores 

observados tanto en las longitudes de las estelas, como en el número de células con 

daño. Esta dispersión en los valores de las longitudes de las estelas y en los porcentajes 

de células con daño, debe estar relacionada con características intrínsecas de cada uno 
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de los niños que les permitieron responder de manera diferente ante estímulos negativos 

como son la desnutrición y las infecciones. 

El incremento al daño del material genético, observado en las células de los niños 

BN-I y DES-I , pOdría relacionarse con diversas causas que a continuación se comentan: 

Las infecciones bacterianas, las parasitarias y las virales, se han reconocido como 

factores de riesgo para el desarrollo de cáncer en humanos (Canella et al.. 1996). Esto se 

ha relacionado con el hecho de que se ha encontrado que algunas infecciones de tipo 

bacteriano inducen lesiones a nivel del material genético (Murthy y Rahiman, 1983; Rao 

et aL , 1990; D'Souza y Das, 1994), las que se ha propuesto se originan porque ciertas 

enzimas liberadas por las bacterias podrfan actuar como DNA-sas o endonucleasas, 

provocando alteraciones en el ADN de las células del organismo infectado (Ahuja, 1991). 

Otra posibilidad señala que los radicales libres liberados por las células linfoides del 

organismo infectado, como parte de la respuesta inmunitaria normal, pudieran también 

incrementar el daño al ADN (Ernst, 1999). El que estos factores determinen que se 

desarrolle un tumor dependerá de que la lesión en el ADN afecte a un oncogene o a un 

gene supresor de lumores (Canella el al ., 1986). 

Algunos ejemplos de agentes infecciosos que se han relacionado con daño al ADN 

son Helicobacler hepalicus, Helicobacler pilory, Escherichia coJi y Ureaplasma 

urealyticum. La infección por la bacteria Helicobacler hepaticus puede desencadenar la 

formación de tumores cancerosos, y se propone que esto ocurre por efecto de los 

radicales libres generadas durante la respuesta inmune normal, como un mecanismo para 

eliminar a los agentes patógenos, los que provocan la acumulación de bases oxidadas en 

el ADN (Canella et al ., 1996). Así mismo, Helicobacler pilory se ha visto claramente 

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

Otro ejemplo de agente infeccioso relacionado con daño al ADN es Ureaplasma 

urealyticum, que puede ser encontrado en el semen de hombres infértiles, este agente 

induce desnaturalización del ADN, y aunque no afecta la tasa de fertilización , sí altera el 

desarrollo de los embriones (Reichart et al ., 2000). 
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Para explicar el incremento del daño en el ADN presente en los linfocitos de los 

niños infectados, se señala como causa principal a la generación de radicales fibres , que 

se producen como parte de la respuesta inmunológica normal del huésped. Y aún cuando 

estos pueden ser inactivados por diferentes moléculas, como las vitaminas e y E, Y el 

glutati6n, en los niños con desnutrición diversos estudios han mostrado que estas 

moléculas antioxidativas se encuentran en concentraciones bajas, por lo que esto podría 

constituir un factor que permita explicar el mayor daño al ADN observado en los niños 

DES-!. Sin embargo, las evaluaciones de moléculas antioxidantes han mostrado 

resultados controversiales en los niños con desnutrición tipo marasmo ya que algunos 

autores señalan una considerable disminución en la concentración de glutatión (Becker 

et al., 1995), mientras que otros no encontraron diferencias significativas en comparación 

a los controles bien nutridos (Golden y Ramdath, 1987). En este aspecto los resultados 

son mas contundentes en los niños con kwashiorkor, ya que las deficiencias en 

concentración de éstas moléculas son mucho más evidentes (Becker et al ., 1995; 

Lenhartz et al. , 1998; Ashour et al. , 1999; Tatl i et al ., 2000). En esta parte del estudio se 

incluyeron dos niños con kwashiorkor, uno de ellos mostró el promedio de la longitud de 

las estelas mas alto, pero ninguno de ellos presentó el mayor porcentaje de células con 

daño. Se propone que un mayor número de niños con esta forma de desnutrición debe 

ser evaluado, para tratar de determinar con precisión la posible diferencia entre los dos 

tipos de desnutrición severa. 

Otra circunstancia que pOdría contribuir a explicar los niveles de daño 

incrementados en el ADN de las células de los niños DES es la deficiencia de cualquiera 

de los siguientes micronutrientes: Ácido Fólico, Vitamina B12, Vitamina 86, Niacina, 

Vitamina e, Vitamina E, Hierro o Zinc, ya que se ha observado que pueden ocasionar 

rompimientos de cadena sencilla o doble, y/o lesiones oxidativas en el ADN (Ames 2001). 

Por otro lado se ha establecido que algunos micronutrientes son requeridos para 

mantener en funcionamiento óptimo a las enzimas encargadas de la estabilidad del 

genoma, y que la deficiencia en estos podría generar efectos similares a los observados 

en las enfermedades genéticas o durante la exposición a carcinógenos (Fenech y 

Ferguson, 2001). También se señala a la deficiencia de proteínas que es tan común en 

ellos, como un factor que podría alterar el proceso de duplicación y/o de reparación del 

mismo, induciendo de esta manera daño en el ADN. 
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Además, en ambos grupos de niños infectados, la presencia de linfocitos en 

proliferación, podrían contribuir a incrementar la migración del AON, debido a que los 

sitios de replicación del AON se transforman en rompimientos de cadena sencilla cuando 

se somete a las células a tratamiento alcalino (Salagovic et al ., 1997), sin embargo, el 

efecto sería mayor en las muestras de los niños BN·I , ya que estudios previos (Nájera et 

al ., 2001a) muestran que los linfocitos de estos niños son los que tienen una mayor 

capacidad de activación, y por lo tanto de proliferación, mientras que los linfocitos de los 

niños DES-I presentan una activación disminuida. 

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

En esta parte del estudio se utilizaron los mismos niños BN·I y DES·I , antes y 

después de un perlada de tratamiento para tratar de establecer si alguno o algunos de los 

medicamentos administrados a los niños se relacionan con la inducción de niveles altos 

de daño al ADN, y por otro lado, para definir si es que alguno de estos dos grupos pudiera 

presentar una mayor susceptibilidad a presentar mayor daño en el ADN, en asociación 

con algún o algunos medicamentos. 

La migración del ADN antes del tratamiento con medicamentos, fue dos veces 

mayor en los niños DES-I (32.6 ~m) que en los BN-I (1 6.5 ~ m ) . En cuanto a la proporción 

de células con daño medio y alto observadas antes del tratamiento esta también fue casi 

dos veces mayor en los niños DES (40%) que en los BN·I (21.7%). Después del 

tratamiento con medicamentos el promedio de la longitud de las estelas fue dos veces 

mayor en los DES-I (58.9 ~m) a lo observado en los BN-I (28.8 ~ m) . En relación a la 

proporción de células con daño medio y alto, estas incrementaron 1.5 veces en los DES·I , 

además de que mostraron la proporción mas alta (40%) de células con daño alto, en 

comparación con los BN·I (11%). Esto parece indicar que las infecciones, la desnutrición 

y los medicamentos establecen una relación de tipo sumatorio, que incrementa el daño al 

ADN. 
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Los resultados obtenidos antes del tratamiento con medicamentos señalan a la 

desnutrición como un factor que contribuyó a incrementar el daño presente en el AON. 

Los datos obtenidos después del tratamiento mostraron que los medicamentos usados 

para combatir las infecciones contribuyeron también a incrementar este daño, tanto en las 

células de los niños BN-I como en las de los DES-L En todos los casos los valores del 

coeficiente de dispersión no mostraron diferencia estadísticamente significativa, lo que 

parece indicar que la distribución de la migración del ADN fue similar entre los diferentes 

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

En ambos grupos después del tratamiento con medicamentos, se observó la 

presencia de una sUbpoblación de células sin daño, la que aparentemente fue mas 

resistente al efecto inducido por los medicamentos sobre el ADN. Adicionalmente, los 

resultados mostraron que otra subpoblación celular en los niños DES-I pareció ser mas 

susceptible a alcanzar niveles altos de daño en el ADN (Cuadro 13). Estas respuestas 

extremas pOdrían explicarse considerando que a pesar de que se utilizó un tipo especifico 

de células para realizar el estudio, los linfocitos son una población celular heterogénea 

formada por diversas subpoblaciones, en las que se propone, por ejemplo, pOdrían 

presentarse diferentes concentraciones de antioxidantes (Visvardis et al. , 1997). Por otro 

lado, se tienen datos que muestran que algunos linfocitos como las células de memoria 

(CD45RO+) son in vitro mas rad iosensibles que las células nativas (CD45RO-) (Uzawa et 

aL , 1994), esto indica que algunas de las subpoblaciones de linfocitos pOdrían mostrar 

diferentes sensibilidades ante agentes que ocasionen daño en el ADN. 

La disminución en la proporción de células con daño alto observadas después del 

tratamiento en dos niños BN-I (JBM Y KFG) (Gráfica 5) y en un DES-I (NCR) (Gráfica 6) 

parece indicar que algunas células repararon muy eficientemente el daño al ADN por lo 

que este disminuyó. En este sentido Tice y Strauss (1995) señalan que los linfocitos B, T, 

T cooperadores y T supresores de individuos no infectados mostraron similares cinéticas 

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

El incremento en el daño al ADN observado tanto en los niños BN-I como en los 

DES-I después del tratamiento podria atribuirse a que algunos medicamentos parecen 

estar relacionados con la producción de radicales libres (Buschfort y Witte, 1994; Evans y 
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Halliwell, 1999; Kovacic y Becvar, 2000), y en vista de que los sistemas antioxidativos 

parecen estar fuertemente afectados en los niños con desnutrición proteico-calórica 

(Beeker et al. , 1995; Lenhartz et al ., 1998; Ashour et al. , 1999; Tatl i et al. , 2000), esto 

podría haber determinado la mayor longitud de las estelas y el mayor número de células 

con daño en estos niños. 

Medicamentos como el metronidazol, presentan por sí mismos actividad oxidativa, 

pero adicionalmente este puede dar origen a metabol itos que presentan rad icales 

hidroxilo (Do bias et al ., 1994), los que pueden reaccionar rápidamente con el ADN 

provocando rupturas en la molécula (Menéndez et aL , 2001). En este estudio se observó 

que los dos niños tratados con metronidazol, uno BN-I (NCH) y otro DES-I (GGG), 

mostraron una frecuencia elevada de células con daño alto. Adicionalmente, se sabe que 

no solo los antibióticos parecen estar re lacionados con inducción de daño al ADN, 

también se ha reportado que medicamentos antipiréticos como el paracetamol 

(acetaminofén) inducen la formación de rompimientos de cadena sencilla del ADN 

(Hongslo et al. , 1994). 

Es posible que una parte del daño asociado con las infecciones, tanto en los niños 

BN-I como en los DES-I sea producto de la inducción de apoptosis, ya que se ha 

establecido que algunos tipos de infecciones están relacionados con un incremento en la 

tasa de apoptosis (McCloskey et aL , 1998; Hotchkiss et aL , 1999). Así mismo, al parecer 

la desnutrición inducida experimentalmente en ratas está relacionada con una proporción 

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

En el presente estudio se observó una gran variabilidad interindividual, tanto en la 

longitud de las estefas como en el porcentaje de células con daño, la que fue 

particularmente evidente en los niños DES-I , lo que concuerda con lo reportado 

anteriormente (Betancourt et at. , 1995). Esto podría tener alguna relación con el hecho de 

que en general un mayor número de medicamentos fueron administrados a los niños 

desnutridos. La administración de mayor cantidad de antibióticos en los niños DES-I 

posiblemente se deba a su ineficiente respuesta inmune, ya que no se tienen evidencias 

de que estos niños muestren alteraciones a nivel de la absorción o de la eliminación de 

los medicamentos (Buchanan, 1984). 
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Aquí surge nuevamente la pregunta en cuanto a si los niveles altos de daño en el 

ADN , podrían estar relacionados con las alteraciones de la respuesta inmune que 

presentan los niños ' DES-I , considerando que tal vez estos niveles altos de daño 

determinen una función celular deficiente. Es necesario realizar mas estudios que 

permitan evaluar esta posibilidad. 

El incremento en la migración del AON y en la proporción de células con daño alto, 

así como la disminución en la proporción de células sin daño (células -resistentes al 

daño·) indican que los niños con desnutrición fueron mas susceptibles al daño inducido 

por los medicamentos sobre la molécula de ADN. Esto último podría señalar la presencia 

de una sub población celular mas sensible al daño inducido al ADN por los medicamentos 

en los niños con desnutrición. Sin embargo, esto también podría interpretarse como una 

subpoblación de células que se encuentra en activa proliferación, y que por 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 comentó anteriormente, en los 

niños desnutridos e infectados se ha observado una menor capacidad de activación y por 

consecuencia de proliferación celular, comparado con la de los niños BN-!. La influencia 

que pOdrían tener los días de hospitalización en la mejoría del estado nutricional de los 

niños desnutridos, no sería suficiente como para determinar diferencias significativas en 

la proliferación de sus linfocitos, ya que un estudio previo (Ortiz et al ., 1995) realizado 

después de dos a seis meses de recuperación nutricional, mostró que la capacidad 

proliferativa, aun después de estos períodos no logra recuperarse en los niños DES-!. 

6.3 Evaluación de la reparación del daño inducido al ADN por peróxido de 
hidrógeno en los niños BN, BN-I Y DES-I 

La electroforesis unicelular ha mostrado ser una herramienta muy sensible en el 

estudio del dat'io inducido al AON por diversos agentes, así como para evaluar la cinética 

de reparación de esta molécula a nivel de células individuales (Rojas et aL , 1999). Por 

esto se le utilizó para realizar el presente estudio, en el que se consideró relevante 
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evaluar la capacidad de los linfocitos de niños desnutridos para reparar el daño inducido 

al ADN, ya que a pesar de la importancia que lleva implicita, no se tienen estudios en 

relación a este tema. 

Para evaluar la capacidad de los linfocitos provenientes de niños BN, BN-I Y DES-

1, para reparar rompimientos de cadena sencilla presentes en el ADN , se utilizó como 

agente inductor de daño al peróxido de hidrógeno (H20 2), este compuesto es capaz de 

atravesar fácilmente la membrana celular, y en el citoplasma se transforma en radicales 

hidroxilo por medio de un proceso no enzimático, que se realiza en presencia de iones 

metálicos (FeZ. o Cu2
.), reacción a la que se denomina de Haber-Weiss o reacción de 

Fenton. Los radicales hidroxilo pueden inducir rompimientos de cadena sencilla y/o de 

cadena doble, la formación de sitios sensibles al álcali y diferentes especies de purinas o 

pirimidinas oxidadas (Jonje, 1989; Sankaranarayanan, 1991). El daño oxidativo 

provocado en el ADN está sujeto a procesos de reparación celular, particularmente 

reparación por unión de cadenas rotas y reparación por excisión de bases, los que en 

condiciones normales se realizan de manera rápida (Collins et al. , 1995). La capacidad 

del H20 Z para inducir rompimientos de las cadenas de ADN, ha sido demostrada por 

medio de las técnicas de elución alcalina y el ensayo cometa (Gabelova et al. , 1997) . Por 

esta razón, se ha utilizado al peróxido muy comúnmente, como una herramienta en 

investigación, para inducir daño al AON y de esta manera poder comparar la sensibilidad 

de diferentes tipos celulares (Holtz et al ., 1995), la reparación del ADN (Colllns et al ., 

1996; Outhye y Hawdon, 1998), y el estado antioxidativo de las células (Panayiotidis y 

ColI;ns, 1997). 

La longitud promedio de las estelas en los niños BN-I fue mayor a la de los niños 

BN, en todos los tiempos de reparación estudiados, incluyendo al tiempo cero. Cuando se 

comparó la longitud promedio de las estelas de los niños BN-I contra la de los DES-I , se 

estableció que después del tratamiento con H20 2 (tiempo cero) no hubo diferencia 

estadisticamente significativa, sin embargo, en los tiempos comprendidos entre 5 y 60 

minutos, sí se observaron diferencias. Esto implica que aún cuando la longitud de las 

estelas después del tratamiento con H20 Z fue similar en ambos grupos, al aumentar el 

tiempo de reparación, en los niños DES-I la longitud de las estelas disminuyó mas 

lentamente en comparación con lo observado en los BN-I, estos datos indican que existen 
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deficiencias en la capacidad de reparar el daño inducido al ADN en las células de los 

niños DES-I. 

En cuanto al porcentaje de células con da"o se observó algo similar a lo que 

ocurrió con la longitud de las estelas. Entre los BN y los BN-I , se presentaron diferencias 

estadísticamente significativas, desde el tiempo cero hasta los sesenta minutos de 

reparación, observandose en todos los tiempos estudiados una mayor cantidad de células 

con da"o en los BN-!. Entre BN-I y DES-I se observó que a los tiempos cero, 5 y 15 no 

hubieron diferencias estadísticamente significativas, sin embargo a 30 y 60 minutos el 

número de células con dat'io fue mayor en los niños DES-I. 

El que las longitudes de las estelas y el porcentaje de células con daño entre los 

niños BN-I y DES-I no fueran estadísticamente diferentes al tiempo cero, muestra que 

ambos presentaron la misma sensibilidad al daño inducido por el H20 2 • Este hallazgo tal 

vez podría estar indicando que la población de niños DES-I estudiados presentaba 

concentraciones de antioxidantes similares a las de los niños BN, lo que ya se ha 

reportado anteriormente (Sive et aL , 1993). En este estudio el niño con kwashiorkor fue el 

que mostró la mayor longitud de las estelas y el mayor número ,de células con daño, lo 

que posiblemente este asociado a una capacidad antioxidante disminuida, que como 

muestran los datos de la bibliografía es particularmente grave en los niños con este tipo 

de desnutrición, y esto puede favorecer que los radicales libres actúen produciendo los 

síntomas característicos del kwashiorkor, que son el edema y el hígado graso. 

El promedio de células con daño, observado después del tratamiento con H20 2 en 

los niños BN-I fue de 88% y en los DES-I de 98%, esto indica que prácticamente todas 

las subpoblaciones de linfocitos fueron sensibles al daño oxidativo. También después del 

tratamiento, los ni"os BN-I mostraron un promedio de células con daño mayor al 

observado en los ni"os BN, esta diferencia podría atribuirse a los cambios en la 

proporción de las diferentes subpoblaciones de linfocitos que se presentan en los niños 

BN-I como consecuencia de las infecciones (Nájera et al ., 2001a). Un cambio que se ha 

observado en las subpoblaciones de linfocitos de nit'ios BN-I es el incremento en las 

células CD4+C045RO+ (células de memoria) (Nájera et al .. 2001 b), las que se mencionó 
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anteriormente parecieran ser mas sensibles a presentar daño en el ADN inducido por 

algunos agentes (Uzawa et at ., 1994). 

Adicionalmente, el anális is del promedio de células con daño mostró que a 5 '1 15 

minutos de reparación no se presentaron diferencias entre BN '1 DES-I , lo que indica que 

en ambos grupos se presentó una fracción de células que repararon con igual eficiencia, 

por lo que el porcentaje de células con daño disminuyó en una proporción similar en 

ambos grupos. A 30 '1 60 minutos de reparación se observó una franca diferencia entre el 

porcentaje de células con daño observadas en los niños BN-I con respecto a las de los 

niños DES-l , '1 aún cuando en ambos grupos los porcentajes tend lan a disminuir, es 

evidente que en los niños DES-I se mantuvieron los porcentajes de daño mas altos, esto 

indica que una fracción de linfocitos repara mas lentamente en los ninos con desnutrición. 

Para analizar la cinética de reparación del ADN de los tres grupos de niños, se 

utilizó un parámetro propuesto por Plappert '1 colaboradores (1 997) que se denomina 

capacidad reparativa (CR), la que se define como la disminución (%) de la migración del 

ADN o del porcentaje de células con daño, entre los diferentes tiempos de reparación. 

La CR calculada utilizando la longitud de migración del ADN, no mostró diferencia 

estadísticamente significativa entre los dos grupos de niños bien nutridos (BN '1 BN-I), lo 

que estaría indicando que aún cuando parten de niveles basales diferentes , tienen la 

capacidad de reparar de manera igualmente eficiente el daño, esto significa que la 

infección no intertirió con la CR de los niños bien nutridos. En contraste en los DES-I , se 

observó una CR claramente menor en todos los tiempos de reparación analizados. 

La CR evaluada por la migración del ADN , o por el porcentaje de células dañadas, 

mostró valores mayores en los dos grupos de ni!"los BN, en comparación con lo 

observado en los DES-I , por lo que resulta claro que en estos últimos se tuvo un retraso 

en la velocidad con que reparan el daño. Los trastornos de la reparación del ADN en los 

linfocitos de los niños desnutridos, detectados en este estudio, pOdrían contribuir a 

explicar porque en diversos trabajos, incluyendo este, se han encontrado mayor cantidad 

de alteraciones a nivel del material genético en ellos, ya que al reparar mas lentamente, el 

daño permanecerá durante mayor tiempo en sus célu las. 
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Las deficiencias a nivel de la reparación del ADN observadas en los niños 

desnutridos, podrfan explicarse considerando las evidencias que han mostrado su 

incapacidad de activar mecanismos de protección basados en un incremento en fa 

síntesis de proteínas (Becker et aL , 1995). Hasta el momento no está claro que cambios 

fisiológicos o patofisiológicos están relacionados con los trastornos de la CR de las 

células, sin embargo, se propone que estas podrían ser el resultado de alteraciones en 

una o mas de las muchas enzimas involucradas en las vi as de reparación del AON 

(Plappert et al. , 1997). 

El coeficiente H mostró que la respuesta de los tres grupos ante el peróxido es 

diferente, sus valores mostraron mayor heterogeneidad en los BN , ya que como se 

aprecia en la Gráfica 7, en ellos existe una alta proporción de células con daño bajo y el 

resto presentan niveles medios o altos, mientras que en los BN-I la proporción de células 

con daño bajo disminuye ligeramente aumentando aquellas con daño medio y alto, 

finalmente en los DES-I se tuvo una respuesta muy homogénea, que se reflejó en un 

valor bajo de H, el que puede correlacionarse directamente con porcentajes elevados de 

células con daño alto. Las diferentes respuestas observadas pOdrían atribuirse a la 

concentración de Fe2
• (que como se mencionó anteriormente, se requiere en la reacción 

de Fenton para la formación de los radicales hidroxilo), de enzimas antioxidativas (como 

la cata lasa o la 91utatión 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, así mismo. diferentes entre los grupos de estudio. 

Previamente se ha propuesto que las células de los niños desnutridos podrían ser 

mas susceptibles al daño ambiental, sin embargo, las observaciones realizadas aquí no 

indican que exista una mayor sensibilidad al daño inducido por el H20 2 sin embargo se 

necesitan mas estudios para analizar la posibilidad de que éstas manifiesten mayor 

sensibilidad a ser dañadas por otros agentes. Los resultados aquí obtenidos muestran 

que la capacidad de reparación del daño inducido al AON en linfocitos de niños 

desnutridos, está disminuida en relación a lo observado en los controles bien nutridos. 

Esto hace que el da~o al AON se mantenga durante tiempos mas largos en las células de 
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estos niños, lo que tal vez podría inducir alteraciones en la fisiología de sus células en 

general , o bien, incrementar la posibi lidad de que ellos pudieran desarrollar padecimientos 

de tipo canceroso. Por esto sería relevante realizar estudios de seguimiento en las 

poblaciones de niños que han presentado desnutrición severa, para documentar esta 

última posibilidad. 
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7.- CONCLUSIONES 

Las conclus iones del presente estudio son las siguientes: 

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

altos de daño en el AON. 

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

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

e) Los linfocitos de los niños DES parecen ser mas susceptibles al daño inducido al AON 

por los medicamentos. 

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

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

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

dañado por el peróxido de hidrógeno. 

f) Las infecciones no interfieren con la capacidad de reparación del daño en el AON de las 

células de los niños bien nutridos infectados. 

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

desnutridos está disminuida. 
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9. ANEXOS 

9.1 Ficha de datos 

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA· IZTAPALAPA 
Evaluación de daño al ADN y su relación con la respuesta inmune mediada por células 

en organismos infectados y desnutridos 
HOSPITAL PEOIATRICO ·IZTAPALAPA 

FICHA DE DATOS 

Fecha _______ _ 

1," Nombre del paciente 

2.- Numero de expediente 

3.- Domicilio y teléfono 

4.- Edad (en meses) ______ _ 

5.· Sexo _____ _ 

6.- Peso actual _____ _ Ta lla actual _____ _ 

7.- Peso al nacimiento ______ _ Tafia al nacimiento ______ _ 

8.- Fecha de ingreso (en caso de que sea hospitalizado el paciente) 

9.- Padecimiento(s) 

Oesnutrición si __ _ no __ 

Grado 10. __ 20. __ 30. __ 

Tipo Marasmo ___ _ Kwashiorkor __ _ 

Infecciones 
a) Vías respiratorias ___ _ 

b) Vías urinarias ____ _ 

el Gastrointestinal ____ _ 

di Otras ___ _ 
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Otros padecimientos de tipo no infeccioso 

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

a)Nombre del medicamento ________________________ _ 

b) Fecha en que se inicia la toma _____ _________________ _ 

c) Fecha de terminación _________________________ _ 

d) Dosis ___________________________ _ 

a)Nombre del medicamento _______ __________ _______ _ 

b) Fecha en que se inicia la toma ______________________ _ 

c) Fecha de terminación _ __________ ______________ _ 

d) Dosis _.,...,, __ -,---.,._-..,-__ -..,-__ :-:--,.,,---:-:--:--:---:-::=------­
(Si hicieran falta espacios, favor de anexar los datos al final de este formato) 

11 .- Exposición a radiación ( en caso de que al paciente se le hallan tomado radiograflas) 

Fecha(s)/ _________________________ _ 

12.- Resultados de análisis cHnicos 
Microbiolog la (organismos patógenos detectados) 

a) Bacterias 

b) Hongos _______ ___________________ ___ 

c) Parásitos 

Biometrfa hemática 
Fecha en que se realiza ___________ _ 

a) leucocitos ____________ _ 

b) linfocitos ____________ _ 

Quimica sanguinea 

a) Hemoglobina _ _________ _ 

b) Hematocrito __________ _ 
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Nombre de quien toma los datos 
OBSERVACIONES: 
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9.2 Soluciones 

9.2.1 Solución de lisis 

Solución stock: 

NaCI 

EDTA 

Tris 

Aforar a 1000ml con agua destilada. 

Solución de trabajo: 

Solución de lisis (Stock) 

Triton (Concentrado) 

DMSO (Concentrado) 

146.1 gr 

37.2 gr 

1.2 gr 

44.5 mi 

0.5 mI. 

5.0 mi. 

9.2.2 Solución amortiguadora para el corrimiento electroforetico 

Soluciones stock: 

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

b) 200mM EDTA (1 4.89 gr/200 mi de agua destilada) 

Para preparar la solución amortiguadora para el corrimiento disolver 30 mI. de la 

solución 10N de NaOH y 5 mI. de la 200mM de EDTA en 1000 mi de agua destilada. 

9.2.3 Solución amortiguadora de neutralización 

Tris - 48.5 gr, aforar a 1000 mi con agua destilada. Llevar a pH 7.5 con ácido clorh ídrico 

concentrado. 
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9.2.4 Solución de Bromuro de Etidio 

Solución stock: 

10 mg de Bromuro de Elidio en 50 mi de agua destilada. 

Solución de trabajo: 

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

9.3 Método para evaluar viabilidad 

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

Solución Stock de Bromuro de Etidio: 

Pesar 50 mg de Bromuro de Elidio, disolver en un mi de Etanol al 100%. Este 

volumen disolverlo en 49 mi de solución salina. 

Solución de Trabajo de Bromuro de Etidio: 

Tomar 50 ~I de la solución stock y disolver en 2 mi de solución salina. 

Solución Stock de Diacetato de Fluoresceina: 

Disolver 3 mg de Oiacetato de Fluoresceína en un mililitro de acetona. 

Solución de trabajo de Oiacetato de Fluoresceína: 

Diluir 84 )ll de la solución stock en 2 mi de solución salina. 

Solución de trabajo para evaluar viabilidad: 

Mezclar la solución de trabajo de Bromuro de Elidio y la solución de trabajo de 

Oiacetato de Fluoresceina en proporción 1: 1. 

La evaluación de la viabilidad celular se realizó directamente en las células que se 

encontraban en los geles, para esto se hicieron preparaciones adicionales, que fueron 

extraídas al tiempo cero (inmediatamente después del tratamiento con peróxido de 

hidrógeno) y después de 60 minutos de reparación . Finalizado el tiempo de exposición al 

peróxido de hidrógeno, las preparaciones se enjuagaron varias veces con solución salina 
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que se encontraba a 37°C. Concluido este proceso se les adicionó a cada preparación 50 

j..L1 de la solución de trabajo para evaluar la viabilidad, y se metieron a incubar en cámara 

húmeda a 37°C durante diez minutos. Al finalizar el periodo de incubación las 

preparaciones fueron nuevamente enjuagadas varias veces con solución salina, y se 

revisaron en el microscopio de epifluorescencia. Las células vivas se tiñeron de color 

verde, ya que permitieron el ingreso del diacetato de fluoresceina, y las muertas de rojo, 

ya que la pérdida de la integridad física de la membrana plasmática permitió el ingreso del 

bromuro de etid io. 
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AK~A: BIOQUIM IL A 

Daño Oxidativo y Antioxidantes 

)'I.m., (:n _III)" ( ;, '111.lIl'/ '[; ,rn:~. Mlgucl l \.ct~n("un-Rulc y Rud .. ()"" ,\1"'111 

l ·I1I\·~""Lul \lll""""", . \k(rol'"ln~n a . Unid:ul lz tapal.l p:o . ,\1':'1<:" D,I'. 

RESUl\-tEN 

Para lo~ olJ;lnl~mos acmllios d , .xi.l.'I;n. , ~, U( I el ~llp''''~f(' <.-"!:Cnci:d , 
sin cmbar¡.:o, Su reducción SCGK.'tlCul d..,l1tr11 ,!c bs (dulas eondo« 
a la forma,i"n de las [ b m~ da5 '--Sp'X;Il"S rc"c[i\',, ~ dlO' '.Xlg<:no. <luc 
son en su ma)"ori:!, rndicalcs libres. en r:1dicll hh", l"; "'1.1 m nl~ub 

o un amfTlO '1uc prcsent::l. un o:!C(:lI'I>n no jrarC" .I(¡'~ r:llón por la 
cual son sumamente rC3(:U\'OS. ;\1 f"mlar«: pucJ ... " imcr:lcmar 
r:i.pitbmCOIC (QI"I mol6:ulas ol},>:inio:;.1s ,ID cnmo p .. nlcin:os,lipidos. 
carbohidratos, e induso con el ADN, pn)1' ocar1<.k> en ellas di,·crus 
alteraciones esuuccuralo:s, que conJucen a :;l'Cr:lC~)(\.:s de tipo 
funcional, y de CStl nuncn la fisiolol;1J. de bs células)' por 
oonsecuencU.1:t de los organismos. se " c aicrtadJ. E l C!'rudlO de los 
nldi<::ales libres ha permitido rcl:u:ionarlm ,Iircc:ramenu: con cl 
deSlrroUo de diversas enfermedades de uro neurodc¡.,'I:<ler.l.ovo 
(Ab:haimer, Humington, Parkinson),Coo la on:in,,~ ...... 'nIOSIS, )'oon 
el em-cjecimiento. Pa~re al estud io, de los radictles libres, el 
es rudio de los :lllrioxkhmes consri ruye aClualmeOle un lema de 
invesrig:¡ción sumamente impolUflIe, ya que se h3 cnnsiderado 
que d conocimieOlO de los meonislTlt.>S ele xó,'", {k e<1:1.~ !l1OIroJIas 
podri:l. permitir, en algún momenm,la uUI1J:aCKin de bs lIamad:l.S 
tenpi:l.S :l.ntioxicbntcs. para disminui r lo!; efc.:::I"" bll>lo~oicos de los 
rndicales libres.. 

P:l.bbru el:l.ve: r.Wk:ales libres, an(lo~Kbflle s, daño nXI<:bti\"n 

INrRODUCCION 

El o:..igcnocs un eompuesroe5Cnci~1 en el melal)O ,hsmnd<; todus 
los organismos ~erobios, ya que p.\fl,cipa cn di,·tf'<as rc~eeiooes 
de o xid3ción, iocluyendo [a respirlciún. D ur a 1l{~ (S[o» proxesos 
el oxigeno molecular se redUCt:. [brlllo<llif.,~n a las UaOlad:lS es¡xcir:s 
reactivas de O:<Ígeno. [:1.5 que en S Ul11a ~"()ria <no I":ldic:l.lcs libres. 

Un rndieallibre es un:l. espeCIe quimle.l (molcrub (l Momo) 
que presenu al menos un decllnn no aparcado. 1"1 ma~"Ori:l. de 
los ndicales libres son en exrremo reacm'O$)" nendcn a :l.SOClafSC 
" :l.pareando'· el clCCtIÓn libre l. Los r:ldicalesdem-a,¡'li'< del oxib'COO 

son altameOle IÓxicos)' son capaces de reaccionar con d,,·ers:l.s 
molecul :l.s o rgánic:l.s, m ee:l.nismo :l. [u\'es d,,1 cual prn\'o c:l.o 
daño a nivel celubr y usubr. cun la consi.I.:UI"III( ahe f ~ción de 

P",fcootU T;,,,larn del Dq>aru.mcn,,, ti< c",,,,,,.,.1e b ~.,I",I l 'n"'cnkl>d 
.\",e.nom. M.'ropoli .. n~ . l ' n..!....J [«",,,11[ ... 

eottupond ~nci .: ~1>,i . en,,,n. G .. n ," I~ , T ",,~,. Del' .. ,,,",,n,,, de 
C,enc;., d. l. S.lud. l" n;' · ... "I.d ,\ ",ónom. \1,·""p"I".~. l" nid.d 
1".p.l.po. A,'. :l.lochoocin l' l. PUfi"n" 1:,,1 ",«m,"> Ud.¡: •• , .. " 
1""1'.1,1"- c.P. 09340. MéxK" D.F.. E·m .. l. ,nc ~,' " •.• n"," v,m.m, 

ABSTKACT 

(hn:cn is an csseOlial ll10lccllk t;,. 11\ In).! .L<.:f< ,l." ''')!;.ml~I11~, 
h<""'C"erilschemicaJ rc<luctinll U\~I.lt 111<.: cdl< pro ~ luelO~ Ih" ,-alkJ 

re:.cri\'c Ol'y¡.,"Cn 5pecic~, mmr , 'lrhlOlll ,m' trl"<' " ... he.Lls. 'I'L"S<; 'Ir<.: 
:I.[OIl1S, o r molccuk-s. \l/ith an unpalrcd dc"C[r, "l. ' I1 L~ pr<.:~CI1CC ,,1 
unpaircd clc.:::rron C:l.uSC~ ,h!.T r" Ix: hll!hk n;.'en",· . \frer lIS t'''· 
m:l.lion.lhey imeract .... ,ith nr.c;anl( nH ,kcu1.-< . , ~ p" 't e\1l~, lIplds. 

nrboh)"dr:.lte5, and ON 1\. producl!1~ '" lh"l11 'n ~rll <lructu.al 

and funcnonal modifieil[ion5 and allcr.l '" .. ' s .. h" rcs<lh 0 1 , h15 

d~mlgc rhc rhysio [ogy of cells aM o~" I1I~nls l' "Iso ahercd. 
This kind of dal11Jgc has bcen :l.ssoclared ""h «;\'er,¡l dlscascs as 

Alzhaime r, H untingron, P:l.rkinsol1, a< well as [() carcin<1,oenic 

aod :l.ging procenes. SimultanOOt.l s l ~·, rhc s[udlcs on antloxidant 
~n lS hu bo::com c:l. \'cry imporn!1[ rc<carch tick!, S1I1ce rhrou¡:h 

Ihe knowledge of Iheir mechanisms o i aClinnl1 m,ghr he pos· 

sible ro counrernct the effens of free r:tdIC11., in ordcr '" Jimin­

ish the biological effeet of oXld:l.UI·e dJma¡.,><:. 

Kcy words: free radic:l.ls, anr ioxld3 nr ~, ,'x Kbu ,",~ d3m3b't. 

su (unción l. Reciente mente se I c~ ha ,mpl iead" eo dl\'crsos 
¡y.odccimienros como l:l.carcin %>éoe5'~ . el ~mTic<:101 IcOIo . ~'con 
desordcnes dc tipo neurológico cnmo l.1 cpllcp"la.1.! cnfemlcdad 
de H umingron l y el trull de Parkim()n '. 

Los radic:l.les lib res ~ e puedcn ¡""rmar en el 10r~fI '" de ¡as 
c¿lu!:l.s como p ro d ucto d c s u s ~ CII\"ldadc' li~I()I,,¡:ica5 

normales' 0:1. parti r de procc~o~ coo", L1 111 1' ''~ I.,. ~ n la ql.le 
se observa un 3umcnro en [a formaclon de r ... lleales lib res. 
que pueden induci r lipopc roxldac l(,n en la IllcOlbrao~ Je las 
c¿lulas del cereb ro)' con esto ~hcr.ICL"ne~ en IJ (unclúo del 
m is mo ' . En el Cuad ro 1 sc menC"'l1ao 1,,, SlII'" d" la c~lula 
en donde p u ed en gen erarse rad l,~lcs libr("< " j' .lftlf de lo, 
procesos fisiológicos normales. 

Los radiaJcs libres pueclen gem.T.lr.;t: [OImbll.'n a pmlr de f"cOle~ 
nógcnu, como [as nldiacionc; infll laO[C. "hr."·I()!c tJ.1a viSible 
o [ermin, d rogas :l.nritumor:l.les, a l~un,,< productos quimico~ 
Cllfc1nogenicos, agen tes contamioanres. pCSIICI<I.J, ~. humo del 
cigarrol.l '·Il ; tambi¿n d i\'ersos m cdlc~mc,,[O~ pu<.:den IOduClf la 
liberación de radicalcs libres, como el Jc<;tanl1o"i¿o "" , la 
ncomicina,l:i. po[imixina B, I:I. kanJOllcma,lJ !-.'<.!01 al11le ln~ ".'. ~'cl 
eloramfenicol '-. 
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LIS CSpcCIC~ rC.lCI1I.1S de H'Uj...'I:!lO -.: IOr1mn por IJ n.odLlcCllm 
~cucnCl. 11 de! "~II . .'cno (O j, 'luc primer!) produce el .mlc.!.1 
supcruXkio (O. l. vd 1':1!.1lo1 pahiJroWo (HO:),po<'!cnonll(nu: 
¡..~ el pcró~K..l,l ,le ll1d r ú~, ''':lln (H ,O .) r lin...merllc el ndlCaJ 
hKlmSJIo ( l lll) " t )nn r:lt.!iaI librc.p: k iomu de b reKC~KI<k~ 
r.KhcaJ $llpo.--nlX!Jo:l (, >11 d '¡XkJ .. rumOJ e5 el peroXJrumrfl (0(\( X ). l. 
A J ~'UI\.1S de e$f:lS rt.'lICO>fl~"S !Ion JcpcnJlCmC$ de I~ prl:.'\oCncl:t de 

ffi<: laks de u·:r.n ~I Cl\m. l· n p:tru<:u[;u dc tkm. l' cob re ,; -', 

L.:u especlcs n::r.crl'":as de UXI!->eno mas Impon:r.mc$ \ sus 
CllI'lICtCriSticu fuoo.bmcoWcs 5C pn:scnl2n en d ClI.ldro Z. . \unquc 
en ¡,,'Cncnl se com ldcra <JIU: 1m ....... Iiclles hbrcs !lencn una al!" 
rc:tcuI'idad, esr:! puede ser "':l riable, siendo posiblemente 10$ 
r.Idic:IIcs meT1O$ 1'0(01'0$ 105 nu..~ ili.ñinos al oerus CU 'CunSunCla.~, 

debido a la prnilblhd:ad que tienen Jr: ImcnCluar con CSIt\lCt\lt2S 

blológ1c:u :d crubJ de su SIUO de Qn~n ' . t$IO es II,,'ualmeme 
\':ili&o p:lnl los proJuctos gencndo$ dc la im('f:lCCIÓn p"m~n~ 
entre un ndical ~bre runa mol6eub blolOg1ca. 

I..:as consecuencias de w rearoooesde: los OOíaks ~bres oon 
diferentes matenales celulares pueden ser mu!' ..ariada$. Los 
ob,elh'os celulares Irccucmemcnte :aw;:Wo$ son: el AON, los 
Iiptdos mcmbnnales.:.\Si como prmcin:as ~ · ClrbohidnIO$ . A ni~"Cl 
de o r g~nt::los, se na observado que lu mitocondnu son 
sumameme sensibles a la presion oltidativ3, lo que se re/leja en 
cami<bdcs elevadu de o:tid:lCÍÓn en tipidos r prmeínu. )' en 
mutaoones del ADN milocondri:tl !l. 

DANOALAON 

El dmo pro\"0C200 a nivel del ADN fJOf los radic:aJes ~bre $ puede 
genenr mutaciones somiricas, que Uevaru.n a l~ simeslS de 
pro tein:as defectuous, )' posiblemem.:- a la genenclón de 
tnnsfomuciones m:ahgnas . . 

Uno de [os componentes 0.1.:- la moléCula de ADN que es 
~U5 cepoble a ser dañado por ndic:lI.:-s libres es la Je soxi rnb<)$~ 

:J, la que:tl oxidarse puede indudr cJ rompimi.:-mo del enlac.:­
entn: eSle :azocar)' el grupo foshlo del Slguieme nudeótido. 
mecanismo medianil: el cual se forman rompimientos de 
cadcna sencilb, los que: son repar:ados por medio de las enllmas 
correspondientes. Cuando gr:an cantidad de FoIdicales nidrolJlo 
atacan una pane rest ringida de I:a molécula de AO N, se forman 
numerosos rompimientos de cadena sencill:a, que por su 
cerania podrim conducir a b form:.&OÓn de romplmlCntOS dc 
cadena doble, los que provocan daño permanente al malerial 
genético ". L:I reactkidad de! T1Idital hidroxilo haCia los 
diferentes ,hornos de hidrógeno de la desoxirnbou \"lria 
.:onsiderablemente, siendo los carbonos 4 r 5 los Sitios 
primarios de at:aque, ya que en la molécula de ADN son los 
que quedan mn expuestos !l. 

Los r::adiealcs hidro:cilo oenen la capaCidad de:. reaCClOn,u 
también con lu bues nitrogen adas del AON. El upo 
pra.lominante dc aIlCT1ICIÓn que: puede o b serv us~ a eSle N"eI 
50n Lu substituciones, aunque tambltn el frecuente ob$Crl"llT 
dc:1ec:ioocs y con mct\(H" fm:ucnci:¡ inserciones. Se: ha \1StO que w 
substituciones frccucntanmll: involucr:an al p:u- guarum-cllocma, 
con el que los ooc:aks hidroJ.iJo y el oxigeno Simple re:acclonm 
direc=nen!e l.u mutaciones 5C conccnmn en rq.;.oncs c:spccirk:u 

4 

Jcl \[Ji\.. qUé ~c J én,)nurUIl' ;.umo' CJhCnlcs". 1 .. 'luc ,nJIC.\ 
quc C~ I.1n rchCKIflJd.l< con la , _CCUCIIC11S Jc: baSl:5 puncl~ ,. 
pmnudlcJS "'. 

I'.s probahle ' luC el " xlcen •• <l mple relcoooe con b .I(\Ianml 
ehnlln:indola del .. \ O ¡.... J.) o.¡l.I': prm'oca [l iOrn13c¡lin Je 
rompimientos dc clJcna s~ nCI¡¡a." l>lcn. quc pueda ¡.:enerJr un 
~r .ln numcrod~ pnJo:tuclOl' dc reacción defll":klns de ell¡ (tk ln< 
que se han I<lcnlilicld" n¡ SII ,luce dl lercnu:s) los 'luc 
consutulrin lo~ lbnud"s 'IUOI scnslbles al ilcah. que ~ 
convemr:ln en rornp,nncmns Jc ~ pue:s de lFollamlento altllln,) 

. L'no de los pruduclOs t"rmaJos cs la 8·h ldm:<I~,'"UaOOJlna, Jl 
que: puede forma~e por los r:ulicalc5 libres d ireclJmcntc sobre 
la molécula de 1\01\:: o s()br~ los pr!'<uTSOrcs de lJ misma, ~st:a 
molécula puede idenulica r!oC en la onna humana. cuando c:I 
dlño al AON fue: repando :". 

L..:u mUlaClones se establecen cu~ndo una cadena de ¡\DN 
dañada es copiada duran le la duplicaclon llo. O {FoI poSibilidad. 
es que la duplicaCión quede bloquead1 cuando la t\ON 
polimerua encuentr1 un3 lesión. o bl~n. en ~tOS punlos de 
lesión la cruima puede leer errooc:arnrnle el rnmuJ<:' de La cadCIU 
d.ñada)' generar una udena complementaria defecTUOsa !.l. 

DANOAU PlDOS ME MBRANALES 

u 000ación de los lipidos mcmbr:aruks proVOCl ahcncioncs en 
la permeabilidad, o la pérditb de: la imegndad de: la membnn:a 
pbsmiriu )' la de los organelos cc:Julares. Con respectO a la 
pcrme:abilidad se afecta tamo c:J tnruport<: pasivo como el «ovo 
a1:t11Cf":1.tSe bs intcrrclacioncs de flwdc.¡: de los Iipi<b que torman 
tu membranu biológicas ro. 

Los icidos gr:asos poli .insarurados.quc p~temmte 
~ ubican en lu membT1lnn cdulares, son panicubrmenle 
suscepubles al ataque de los radic:tles Ubres. Cuando los radicales 
ludroxilo se form:m cerca de la mcmbnrua son capaccsde: utrKr 
átomos de hidrógeno de los fosfolipidos que: l:a componen, 
después de eS la reaccIÓn aunque d hKirol.l1o onginal se ha 
mactlndo, ~ forma un ndieal ~pidico, e! que: dcspué$ de un 
rearrcglo mol!'<ular (dieno conjugado), puede reacOomr con el 
oxigeno para originar elndlcal pcroxilo (R.OD"), este puede 
reaccionar con otrOs ácidos gr:asos de la membrana, formando 
más radicales Iipidicos, mientras él mi$mo se transforma en 
hldropcróxido (R.OOH), el que en presencia de vanO$ 
complejos mecilicos puede descomponerse en mu FoIdlcales, 
induyendo entre dios :ti ndiul hidroXilo, lo que provoca un 
fenómeno de expansión del daño, en el que se considen que la 
pcroxidación se ha propagado (Cuadro J). 

En auSC'Ooa de iones metiocol los hldropc:róxido$ pue:den 
acumularse en La mcmbruu r con estO altem: su función, pucdc:n 
Innsfomurse en aldehidos, dentro de los que: el mas estudi:ado 
es d m:tlondialdehido y que puede provocar daño a ou:a$ 
mol6cul:as comoel AO N la. Allernativamente el radical pcroxilo 
puede dar origen a peróxido$ cicllcos. los que pueden 
descomponerse para forma r radicales lipidicos 1.1 . A esre 
feoómeno globalmente se le denomma lipopcroxidaoon )' en 
auscOCla de a1gUn proceso que la mh..ib3 puede: provout La tipada 
destrucCión de la f:ase lipidica de: las membT1lnas :<J . 
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ct;l1<'!l!em<-tlll: 1.1 ¡'po 'fICr. '~I<bc ">n )' 1:1 fr.u.,'IIICI1t!lClo,n Jd \DN, 
) J ' Iue .k< .... I~ rn,lOl'n '«' C\'1!3 L:a (Y.' nKlp'.K:KKltlc estos m(uld cn 

bs ,<';tC,," "K : S l ~ ~"k <oC pn"lu(I:n b s .li(cn'fu< .... cspt.-c1C$ telCtlvl.~ 
dc "~I , ¡':~!l " '.' ,.'" 

Demro J.::: la$ prm(Ín3$ qtK se la).."1I1 :iI mct:lks se pueden 
mCt1(:I(lIL1r la (crnuna, tnnsíernn.a, ccrulopbsm,n¡" 1:1 :;¡JbUmina y 
las mcmlolloncltl a ~. En el pluma s:tIl,l;uillCO la ma)'Or 'lCclon 
pnJll"Clora es cttefUlo .. b I"If IJ Ir.msicrn ,\a l ' la cel'\llopl~mHu. La 
fern u n~ ('$ una pnllcinllmracelularque .. :vlta la acumubclÓn de 
fierro labrc. mlcmr:u quc b ccruloplasmlna cs la cl"IC":I. r)..'7oda de 
Clpt;u- aprol<,m:1(bmente el 9a'/.,1c! robre e~ trncelvl;u-. Su xtlvKbd 
mu imlxlr¡:tntc reside en macriv:!.f el r:I\Jic:t1 ,uperóxldo", 

U :illbúmifUl. que C$ b prolcin:il m:ilS :!.bondante del pluma 
presenla prupk..bdes amiollldtlÍVu, Se le considera b responsable 
de c:tpmr cntrc el 10 Y el SO"/. dd toul do: rnlic:;¡Jes peroxiloquc sc 
¡:c-ncr:m en el pluma hurruoo. :ildemu de que tiene: la capaad:ild 
de ururse :;¡J cobre. y de esu l1UfICf:lI tnhibc L:a fonnxión del r:iIdioJ 
hId roxIlo que sc rorm:il:il putir del peróxIdo de hidrógeno " . 

En un scgulldo ni,'eI de prOtección está la acción de los 
:tnOOXldantes. que eliminan a los radiC1.les para suprimir su 
actmdad nociva en la célula. Eslos agcmes pueden dividirse en 
dI» catcgori~: no enzim:.itieos y enzimilicos, 

Los WÚOXl<bIllCS no rozinUticos se unen a los radiales ~brcs. 
y 105 tl'l1nsfieren de sitios donde pueden provocar graves daño. 
(p. ej. las membranas) a comparlÍmentos edulares donde sus 
ef«tos sean menos dristicos (p_ ej_ el ciloplasrru.) , o bien, los 
tr:ulsfomun en ndicaks trteOO5 agresivos. Ejemplos de dIe tipo 
de anooltidmtes son: a · tocoferol (yitamina E), p-uroteno, 
a$Corbato (vitamma Q. glUtarión, urato. bilirrubina y f1avonoidcs 
entre Otl'OS_ La viumina E, el Il-caroteno y b vitamina e son los 
unieos nutrientes cscnciaJe$ que atrapan directamente radiC1.les 
~bres. La vitlll11lna e cs soluble en agu:t)' so:: ubia. en el citopbsrrnt 
celular, mientns que la vitamina E y el Il·earoteno son solubles 
en lipido$ :lI. ...... 

El a -tocoferol cstá presente en las mcmbrarus celulares)' en 
las Upoproteinas plasmáticas, y se caracteriza por presentar en su 
eHluctura un grupo ·OH, del que el :itorno de hidrógeno puede 
remo\'erse f:iclltrtemc. Los r:ildiulcs pcro1lllo formados dunnte 
la bpopcrollldación ticfIcn UIU. rrnt~'or afinidad pare! a -tocofcrol, 
que por las udenas de los :icidos grasos adyacentes, la reacción 
con\icne o.-mcoferol en un radical, que cs poco acavo e incapaz 
de reacooIUT con otn:I$ icidos grasos, Y de CSt:l l1UnCr'I detiene b 
odena de raccioncs de la lipopcroxidación ' .!l. En eSle punto L:a 
"itamina e juega un plpel imponante)'1 que regenera 13 forma 
antiox:idwte de la vn:l.mm:il E. adem:.is de que tiene la capacidad 
de fC2Cciorulr por si nusrru con bI r:tdiaIcs supcroxido, hidrosiIo 
y perhldroxilo !<l. 

Se conSidera que la vitamin:il e esta en la fase acooS-l, y es la 
defensa m:is impon3nte eonua los radicalu libres ::o, 
ebmm:indolos de los compartimentos hldrofilicos de la célula, 
de L:a matriz extr:iCelvl;u-)' del listana circubtono, que es donde se 
k puede encontrar, adem.:is, participa en l:t p rotección de lu 
moléculas hidrofóbicas como las ¡ipoproreinu del plasma 
H nguinco y de los I¡pldos membranales , l..u eyidenClIS 
expcnment31cs mUCS lran que L:a ImeracclÓn entre la Vitamina e y 

6 

L:a YlunUIU E po;mule b rq::mcraaon 1lOcn:t.tr11:11lC1 tid o.·toc:, tten'¡ 
( l"eUII) a partir del ndtnl a -mcopcm xll (r o)" ).<juc se lo mu 
cuando el a-rocofeml reacciona con los radicales pcrultl lo 
(ROU') , CWl por mcdio del ucorba lo (A I/ ) (Cuadro 4), 
Fin3lmente cllsc:orbato es tegener'ldo a tr:ill'és de una via 
cnztmiuea "'. 

El j).earnlenn llene dos (unCIones: cn primer lu¡.:ar aCIUa 
di recumemc como atrap~do r del oxigeno Simple y de 
lipoperóxidos. y en s.egundo l u~ ar puC"de ser Innsformado a 
vitamina A en ellntCSUllO humano ' , Tanto el f)-caroreno como 
l:il vilamina ¡\ son antioxidantes solubles en Jípidos y llenen la 
posibiUdad de uni rse a las diferentes espeCies re:!.ellvu de 
o xigeno, aunque b m'lnera en que lo hacen no se conoce 
compktamenle ". Se :uume que el f)-nroteno sc ubica en el 
inrerior de lu mcmbranu. o en lu lipoprotcinas del plasma \l. 

El glUDOOn juega un papel importante en L:a protección celular 
conlrll el dmooooativode Iipidos, proteínas y :.icidos nudcicos. 
PrescnD una interacción sinétgica con IXr05 agentes antioxidantes 
como L:a vitamina e, la vitamina E y L:as superóxido-dismutaS-ls 
'>.)4. ActUa como :!.lrlIpador de OOicaks hidroxilo y del oxigeno 
simple. además de tener L:a cap3ei<hd de rnetivar enZlmu que 
son inhibid:u :;¡J so::r CllpucSt» a :;¡Jw concentraOOf1('$ de oxigeno. 
En lo. humanos la il"lC":l.¡»cidad p:tra sin tetizar gluta tión puede 
provoc:ar anemia hemolitioa y :aJtenciones ncurológicas " , Así 
mismo. d glUDtión protege contra d d300 oDd:!.tIVO reduciendo 
b coocefllrllción de p<:rÓxido.lo que es valioso 'f:iI que eSle. como 
OCUlTe en la lipopcro~ión.1mplific a el proceso de tlaño u, 

OtroS ejemplos de antioxidantes no enzim:.iticos son la 
poIWnina cspamin.a. la cocnzirru Q y los f1ayonoidcs, 1:1. primen. 
se encutntra normalmente en concentnciones milimolares en el 
núdcoyparticipa dirtttammlCromo~dc~ libR:s. 
actuand o como el m:!.yor compuestO nnu r:il! ubicado 
intnedularrnente y que: es o.pude proteger:;¡J AON del ataque 
de los n dic:;¡Jes ~ bre s !oO. La cocnzirru Q funciona como un 
antioxichnte alamc:nte dicien te en las membranas (clubres en 
que sc cncucmn " . Los f1avonoides por su pane actúan como 
inhibidores de la lipopcroxid:tción, ademb de poder interactuar 
dirccwnentc con ]u espa::ic:s re2CtÍvas de oxígeno y como :agenteS 
quclantcs para iones divotlentes " , 

Con respectO a los antioxidantes cnzim:.itko$ sc puede señalar 
que en las células sc plCscnun ues SiMemas principales de cnzimu 
antioxid:uiV1$: L:as supetóxidodi5muasas. L:a o.w:ua y las glutaOOn 
ptroUdas:u "_ 

Las superóxido d ismut:tSl (SOD) nt:tlinn el cambio 
del ndiaJ superóxido :iI peróxido de hidrc>gcno. La. dismutaci6n 
es un:!. reacción en la que dos moléculu de SUSlrllto idenucas 
tienen deninos d ife ren tes, en eSle c:!.so una molécub de 
superóxido se o xid:t y la Otra se reduce: 

20) +- 2H ' ~ H¡Ü¡ +- 0, 
SOD 

Esw son uru familia de mc:taIocnzimu, quc contKncn cobre 
y zinc. De dbs se conocen al mct'IOS tres formas diferentes, que sc 
ubican en el cilopluma de 11 caub, en las mitocondriu y en los 
fluidos (.)lrracelubres respectivamente \ ' .1&. 
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1-1 c ~[~ .. b.u es 11m enzima de a mpl¡~ JistnhuclO.in. que conSiSte 
tic: cuat ro subuniJadcs prO!clC~.', ( Mil una con un grupo hCnlO 
urudo a su SlIio leUvo. Se caraClcnu :wicm:is por pfC~n ' :lr una 
un de renovaCión clIu ao n.Jinulamcnlc elevad .. (> 40 000 
molCcubs ¡xM" ~ndo) . Su actJ\· ... b J se locallU bislC:Il11Cntc en 
los peromomu, al donde: OIubu la con,~ de pcrU~uJo de 
hidrógeno, en agm. y oligeno mok<:ular en muchos tejidos'. 

21-' Pl ~ 211¡<.) + O ! 
",""u 

Laglut:uión-pcrolÚdua (G I') e$ una enzima que utiliza como 
cofactor al selenio, y que se ha encomrado en el d loplasffi :l. y las 
mitocoodri:u de los Icjidr» animales. Ú .I1Jiu la f'C2cción a r.nv¿, 
de la cu.aI el g1uutióo reducido (GSH) rew::iona con pcróx.ido5 
pan tnnsfomurlos en agua y akohol. Dunmc el proceso el 
glul:ló6n es oxidado (GSSG), pan. posteriormente ser regresado 
a su csudo o riginal, por la enzima g1uutión reducasa .. , 

Lugar 

2GSH + HP: ~ GSSG + 2 H,o 
GP 

Reacci6n 

SI dcspucs de 13 .• CCI' ,n de 1,,, ~ml< Ix,J:1!lrcs el Jan" pcr,,~ r c. 

el U!Dm ... mve! .1.: pOll.:CO ~l de I~ c dul~ c,m~I'IC en 1 ... rep~r:tC1On 
de lu leSiones, 1 .. "lue re ~ ,de: bASlumenll' e:n la aet"'ld~d de: 
en~lm~s "lue: repal':l.l':I.ll el d ~ ñf) nwJuc ... llI p',r I,.s oolule"S libres 
al ADN, rde .. ,nos "luc Je"SIfUU'llUllu prntclnu J ~ñ1d~s por los 
I':I.dlolcs lib res ,; bs "luc remo\'crAn k,s " ,d .. s }.:r:a$Os Olud~dos 

de las membr:anu '''. 

1..:. , mpon~l1el~ de la Imeueelún de I ~ s diferentes cspccles 
rellel1vas de o ~i¡: c n o con moléeulu b ,oió¡';lCU como el ADN, 
los lip,dos, I ~ s prOlcinu y los c arb"hldr.lIos , sc tr1lduce en 
~Ite r ~ciones de l ~ CS tr UClur~. o en b fng:me m:lción de lu 
biomol«ul:lS, lo que esu relaCionado con las modificaciones de 
la fisiologia celubr, y por COflsccueflCl3. de los org:¡nismos de 
que fonn:ln parte. Por lo amenor se C'S t:í "n¡!izando el pape! de 
las espcciC'S reactivas dc oligeno en e! desarrollo de di\'er$Os 
p:adecimknlos, y la lIcUvkbd de los 1I¡.:e¡>1C'S anOoJOOanlcs, romo 
medios potenciales ¡nn controlar los cfCCIOSM los n diulcs 
lib res, sobre IOdo ~n l e la poSibilidad de implemcmar las 
"Ienpias antio~id .. ntes ". 

Retículo endopl:ismico Tr:Ulsporte de electrones dependiente del G tocromo P-450 
Transponc dc electroncs dependiente del Gtocromo b5 

t-lilocondria 

Lisosomas 

Membranas 

Perousomas 

Citoplasma 

Fuentes: t , 7, 8, 9 

Tr:Ulsporte de eI«uoncs (cadena respintoria: principaJcs sitios. complcjo NAD H-CoQ 
rcduCl2Sa y formas reducidas de la cocnzima Q: 02 + e ~ O,") 
Lipoperoxidacion -

Sistema de la mieloperoxidasa 

Lipopcrox.idación 
Lipo-ol igcnasa 
Prostaglaodina sintetasa 
NADPH-oltidasa"' 

Oxida.sas 
Aavoproteínas 

Auto-oxidacion de la oxihemoglobina (He m o-Fe ~· - O ~ ~ Hemo_r'1;J' O : 
Auto-oxidación de molttulas pequeñas: adrenalina, tioles, flavin mononuc1cótido (FMN), 
navín adenin dinuclcótido (FAD), glucosa 
Procesos de tflll}sferc:ncia de el«trones mediados por metales de transición como el hierro 
y el cobre, o por enzimas 

• Oxida el NAOP· , con la resultantc reducción del oxígeno pan formar el radic21 superólido. este mecarusmo es 
utiliz2do por los neuuófilos, monocitos, macrófagos V eosinóftlos pan eliminar bacterias, proccso dUr:Ulte el cual los 
tcjidos circundantcs pueden verse umbién afecrados 16. 

Cu.d to 1. S,rioo.x l. ~él" L. r ~"<1On<" ",,¡mICO' O pon .. de 1 .. '!"C oc Ir'nelln udIC.Ic. hb,n. 
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Nombre 

Supcn'\.'II" 

I lIdrm .. il .. 

PeniSldo d e HldrO¡.;coo 

Pcrosiniuito 

Oxígeno simple 

C:lt:lc ledslic:loS 

I ·,~ mm rCOIClI"" ell mCllio 11Idn ,f" b ico, pero 110 ruclle :ur:tn:s:tr hbn:mente 
b~ mem b r.lIl : l ~ bl"lüj.,,'lcas .. en ctlllIlicinncs fis,oló¡.,'1c:lS pUClle tr: l!l ~fmm:H S C 

CI1 pen"ld" ,Ic hll lrrl)..:cml l" 

Fs el ll1:t s reacn" .. )" se le h:t rcl:c.cloll:ldo con el d:uio sufrid .. ,lifl'((;¡meIllC 
cn ,\I)N, protclnas r lipKlos 

No es un radlC21, pero puccle ~; cnera r l(ls ripldamcme 21 e~rn r en comaclo 
con Iones nlct;ilicos. como el Fierro r el CobN: ".). 

Sc form:1 :t p:trti r de b rc::lcció n del radical superóxido con el ácido nímco, 
Se le h:t re b cion~do dirc:ct:c.mc:nte con la pawlogía de vanos desordenes 
neurnde¡.;ener:tti\'os, como la enfermedad de I\ lzhcimer :1 

Se forma corno produclo de la rcaceM>n dd glut;¡¡oón reducido y el rad IC21 
superóxido. y durante la lipopcroxid;¡¡ción 11, Juega un papcllmponOlmc: c:n 
p rocesos de: mut;¡¡g-::nu is, c:ucinogene:sis, e:nveieeimlenro )' desordenes 
degenerativos 

RH + R:tdicales libN:5 -t R' 

R" (rc::l rN:glo molc:cullr, formación de un dicno coniugado) + 0 : -t ROO' 

ROO' + RH -t ROOH + R' 

ROOH + r~ !' -t ROO' + 'OH 

RH - Addo graso poli-ins:.nurado. R· - R2dieallipídico. ROO- - R;¡¡dical pcroxilo. 
ROO H • Radical hidropcróxido. ·OH • Radical hidrolUlo. 

R(XY + TCOH ~ ROOH + TCO' 

TCO· + AH ~ TCOH + A 

ROO· . R3dic~1 pcrOJ<l lo. TCOH • Vill\mlOa E. TCO'· Rad ic~1 Q.focopcrox!l. AH · Vitamllla C. 
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Hydroge n Peroxide-Induced DNA Damage and DNA 
Repoir in Lymphocytes From Molnouri she d Children 

C. Gon'lalez, " O . Nójero,l E. Cortés,' G. Toledo,J l.lape,,· 
M. Be toncourt,' ond R. Orti:r: ' 
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MéJlico Dis/rito Federal, Me)lico 

4Hosp"ol'nfon/illztopolopo, Deportamento Distrito Federal, 
Méx ICO Distrito Fedflrol, Mflxico 

Tha oim of Ih,s sludy wos lo oss.ess ONA repai r 
c:opocily in Iymp/wxytes 01 c:hildren wirh prolein 
c:olorie molnut";lion using Ihe sifl9llH;ell gel eleclfo­
phofesis ¡cometl ossoy Repo; . c:opociry wos o,. 
sesse<:! by estimol'"g Ihe relot,ve decreoSl 01 DNA 
migrolion lenglh 5, 15, 30, on<! 60 min ohe< 
hydrogen pero~JC!e treotmenl. ,n rh.ee group$ of 
children: w~"shed IWN). wen~.i~ in­
'ected (WN~) , ond molnouriihed infer:ted ¡MN.fI. 
In oddition, rhe ONA migrohon lenglh wos eYOI..,. 
oted in 011 gloups belare ond 011&1 pero~ide Ifeol· 
men!. Compollson 01 meon migrotion lengrhs ob­
s.erved in WN on<! WN.J child.en st.owed 
~ignilicont d¡fference, ot 011 times I" ted; between 
WN~ ond MN.j d,lIe.ences .... e.e olso obSlf'led, 
e",(epl ol1e. hyd.ogen perox,de eXpoiUre. This i",.. 
plies Ihollymphocytel of WN.j ond MN.j c:hildren 
were equotly s.en"hve lo hydrogen pefo.,de. Nev· 

INTRODUCTION 

Approximately ooe· third of the chltd population 5uffers 
from protc:in calorie malnutnllon tpCM ) worldwide. affect· 
ing lIIainly developing co unt nc~ In Afriea. Asia. Latin 
America, and Oceania [De Ollis el al .. 1993). Furthermore. 
PCM is Ih.: delerminillg cau\<! of death in approxi malely 
S5% of the ehildren who die belween I :md 4 years of age 
[Pellclier el al.. 19931. 

The cYlogenetie cffects of !'CM ha\'e becn assessed in 
malnourished ehi ldren by scvcrJI mClh<xis. Sisler-i:hromalid 
e~c hange analyscs (SCEI havc pro\'idcd controvcrsial dala: 
whereas Mutchinid; el al. 119791 fOllod Ihal SCE freque o. 
des werc similar ill wcll · n ouri~hcd and malnourished chil· 
dreno Murthy alld R.:ahiman [ 19SJI and Oni ... el al. [19941 
obscT'\ed significanlly hiyhcr SCE rh.'quelleles in children 
wi lh ma.lnulritiOfl. The basal frequcllcy of microouc!Cl was 
gre:lIer 111 PC!'.1 childrcn Ihan In \\cll·nourishcd coolrols. 
.:and lymphocytes of malnotm shcd c!lIldrcn ~ how e d grcaler 

ermeleu, me MN~ grOOJp deorly shows the grect. 
esl Q>leroll pefl::entoge 01 domoged cell, ot ollt,mes 
lested. In "Io.ion lo repoi. copocily. 01 5 m,n it 
wos oppro.imolely 30% in boIh 9fOUP' 01 well. 
nouri,hed c"ild"n, bul only 20"4 ,n MN.j; 15 m,n 
ofter expowr., repo;, c:opocily ,ncreo~ 10 51'\ in 
~rished children bu! onIy 10 3 1% ,n MN-l; ond 
01 60 min lhis copoc:ity inaeor.ed /o 82% ,n wd­
nouri$hed but onIy 10 55% in MN.4 These doto ind~ 
<:Ole thot Iymphocytet 01 molnourished ch,khn w,..... 
O decreosed copoc:ily 10 repoir hydrogen pefoxlde-­
inducid DNA domoge c:ompored 10 IIIot oIwwll.nO\lf· 
i¡hed control,. This re/leas Ihot onIy molnulr~ion 'i 
oisocioted wilh decreosed ONA 'epa" c0f>OC'ry Ad­
dilionolly, !he dolo conlirm thoI __ ere Il'lIection ond 
moInuIrifion Ofe two foaon deorIy o~socioled ..... th 
inaeosed ONA dcmage. Environ Mol Mutogen. 
39:33- 42, 2002. e 200'2 woioyt. ... It.c 

susccptibility to mitornyein C-mdueed dam.:age ¡Ortiz el.:al.. 
19911. FurthertTlOfe. illcreasetl DNA damage \O malnulnllon 
has becn dcICCted b y the ~ln~ I (' ·ce ll gel declrophorcsis 
technique (SCGE or comel a ~s a y). allhough ¡he d:lmage was 
also associated wilh lhe prcscoce of inrecuon and tlrog 
Irealments (Bet3l1coun el al .. 1(95). 

Thc alkaline SCGE tcchniquc pro \' idc~ a \'cry sensl1ive 
mclhod for dClecling DNA dama.ge induced by 5e\'cral 
factors (Tice. 1995I. This mClhod detecls single·mand 
breaks a.nd alka.li · l:lbile rcgions io mdi\idual cells by sub­
milling DNA 10 an eleclric ficld . SCGE h:lS 'iC\eral advan· 
l.:ages: il requi res .:a minimum al1lounl of samplc. ¡hc analysis 

·Com.'Spondence !O: Crisli", G.Jn t:lI.,. o.,P""'''''' ""} <k c.(roc'~ s (\( la 
Salud. Un;'·"rJi<.bd Au,&noma M ~"""'h'.n.:o · I";opIII.pa ..... pdo PI»Ial SS· 
jJ5. C.P. 09340 Mi, ...... DF .. Mn ..... ' f. ma,1 ""'S,(t '3num u¡m.ml 

R ... ..,"·ed 7 "1""1 2001; pro ........... Jl~ ;-''\:cporo!J Jul. :!rol. alld 'R "1131 
form 16 Oc ... 2001 

Pubh..ncd onh"" 23 Januuy 2002 



l4 Gon~a!e, el 01. 

1" .. al'n..:d ,'ut ,.tt IIllJi, n.lua! .. ..:lb ,lIld ~'att tx· p\: r lnrll1~'d ,m 

,:motl' ,..:11 lypC" frnm diIT..:r..:nl '1'>1:(1":'. "mi" r..:lól li \'..:Iy 
'Impl..: .IIIJ !:lst lll-kK..:h..:y. M:ln ill ":l :11. I'N.11. Be(au~..: ,,1" 
ib ''':I1,üllily. SCGE h;,¡s ¡Li so bc":l1 11,..:,1 10 ól"o.:" DNA 
n:p:ul' 111 1101'111:11 :tnJ tróm~f()rll\eJ .. di POPUbllllll ' ISi ll¡!h 0.:1 
;tI. 1'Jl\X: Olíl'C el at.. I??O: SlIl¡!h el ,11.. I'NU, \<)'1" : T i(..: 
0.:1 ,11 .. \9'.10: Cnllílb el at.. 1'J<).'i : Lanklllcn 0.:1 al.. 11)1)6: 
Lankin..:n ¡lI1J Vilpo. 19'.17: PlóIPp.:rt ":l ,d .. 1')'171· 

It~r..:a,<"d DNA J :lIn¡lge fouod io >:1.' 11, 01 Illa ln"un"h..:d 
~lH\dren I1l>1y be cau~cJ by \'an uu, fa": loP;, 'udl ... ' lite 
[njlowin,;: 

l . The immune r..: sponsc triggered by 1:I0lh h:l(lerial ;,¡nd 
p:"-.I,ill.' ínl"ec tiuns [rcquc l11 ly ;,¡.' .. ociated wi th malnutri­
lion increases free-radical conccttlmlions, whlch IIlducc 

DNA dama.!.!e ICanclla el at.. 19961. 
... TO)linS libcrated by sever~ 1 pathoge n ~ may induce 

DNA d;,¡magc in Ihe host cC!11Ahup. 1991]. 
3. M:lInourished children show free-mdical-sca\'enging 

molecule dellóency (vitamins C and E ano glutalhionc) 
IS cckcr el al.. 1995: Lcnhanz el al.. 19981. 

4. Prolein deticíency (very common among malnourisht-o 
chíldren) may alter Ihe DNA duplic;¡t ion process, 

5. Proteio dcficiency may alter Ihe DNA rep~ir process. 

The D:-.'A repair process has nOI been sludied in malnour­
ished children . Thereforc, the aim of this sludy was 10 assess 
DNA repaír capacíty in hydrogen peroxide-cx posed Iym­
phocytes of childrcn with PCM using Ihe SCGE techniquc. 

MATE RIA LS ANO METHOOS 

Thi~ :Iud~ W~S ;,.sf><'S~d ~rod appro'...:! by lhe Elhle, CommLllu v( lhe 
o.,roerJI O,r~cl\ .. " 01" M...:!Ieal s.,,,,",(s. F~ ... .-.I D, .. ncl De!",n""""1 (Mu· 
'CIII. no.: "''''pks ,, ~r~ pro,,1lN by Ir.. X""hL""k" ~1Id I,.,upal"!", Ch,t. 
IIren', f t ,,'p't~I~. Mnico, 

Subject5 

Th= groul'" oi ch,ld,e" ",·c", Sludi.d: 

Group " Well-Nourisheá , No,,;n/ecte á Chiláren (WNJ 

Thi$ group '"" lud...:! .i .• ,,·.II·noorühcd ch,ld'(R ""h no "w"",,. of 
,,,I;"'t,on. ri'e boy,,1Id one gorl. w~ ages "'""ged ¡roo" 13 10 JJ momh •. 

AtI hall ad"'lUale he'ghl and "'.'glu acrord,ng '" ~ ~ ~detiCll < !()<l,I. 

Group 1/= W./I-Nourish.á, InF. d.á Chi/á,." (WN-IJ 

Th,,, ~'OlIp iocll>lkd '" w.lI·noun ,hed bo~, ho'pluli/.ed b<1:,,,>c o( 
, •• pir:I1Ot)·. !l"rOmle,lmal. O< urina,y Dac"n,1 ",(""" "", no.:" ag •• 
r:mged from 7 h.> !~ t\lOn,hs. "nd atl hao! "<!<-qua,. "'eighlIheLghl r""OS 

,",co"lL"g tu ag •. 

Group IH: Mol"o ur;lheá , I"F. cteá Chilá re" (MN_I, 

Th" group ",duded ti,. ~" I > all<ll"·" 1>.')"" \\ 00'" ")\"' rJ" ged from '" 
,,) 2<) " .. ,nd" AII h..J ",'.re ,,,alnUI"',,-,,, ," \lere noara"",,, ¡ ""cIghú 
I\<'ghl rall" Jetie LI > .u~ 1 "nJ """ kw"h, .. ,~, ... ¡,,'eighlIh.' ghl 1'"100 
J.:nel1 \1', y , 1 Th:)' haJ I',:"n ",¡'niued ""',u"",, of 8",,,,,;.le'I"'.1. 

"·'r"."'''~. 'w ":""11,,,,;,<,,.,1 ,,,I , ... II'~" W ",~hlllll',~I" ,10;10,'" \1," J.."., 
,,,,,,,,J .... ,' ,,-J'n~ lo ,,¡'I~, rn, ~1""'.lIl ,'h,¡,I,c" ,n ~ li ,.",,", l ~~"''''" 

('"h,,, .. l'I1('j 

Bl ood Sampling a nd Isolotion a f Cell s 

~ .. "'pk, "t pcnpl\<r"l ¡,hoJ , .: ,,,1 1 ,,,'",, ,l ... "" ¡""" ,·,,,'11 , 'h,IJ 'ror"w 
1,' ,nlll,"'"'' "t J",~ ,"""111,,,1\11 ,,,,¡ "'"e,¡ ""h pl""I>h,lc.l>.,ftcrC<.! '-"1I\1c 

11'11" 1:1. vi, J. Th: ''''''pi< ,..", ''''elully rl.",,,,J '"' L",I;'1":.o.I ,M"",bh. 
~k",'''I. aoo ~cnl"rU~'1...J al .' IlU ,~ tn • . '(j """. Ly",pI~ .. )I~, ""'" "rlko;,,-.J 

,,00 \\'.,I.:J , ''''''" ""h PBS hd, ,,c d"CI"'I"""""·' 

Hyárogen Pe rol\ ide El'Iposu re, ONA Re poir, ond 
Alkoli"e Single-Ce ll Gel Electrophore,¡s Auay 
(SCG E) 

Lymphocy"'. "'.'" ~suspcndW ,n 1",.. "",ltin~ I'",nl "~" n "" lappn". 
,mJldy 10' ~cU. In 7S tL! a1;"""'" ~nd pipcn.'<! onln a ("'SIC<.! ,!oJe • 
p.-«OOI....J ""i,h a la~ of fcg:ular ",.n.".,. aJd,n)\ • filoa l I,,)'e. of 1"" 
melling po;m agarose. Thc . Iide., "'e'~ IInmtrscd ,n a 10 tLM h)'JN1en 
p.-:ro.idc: \ H,O ,I soIuli"" fOt 10 m,n JI .. ' C aoo lr..n in MeCoy', h 
"kl(!,1ied mcJium supplemcnlN " '"h 10% fetal ~ -Jl r "''''''' .11 n 'c To 
1);>O:S' ONA "'1lair. lhe ,Ii&. were analytcd 0, 5, 1 S. 3O.,1Id 6U mln .!lcr 
11 ,0 , uposlI"'. AII .,Iide'; wcre prc~ • ....J in lripl icale . C.II ,· .. b,lilY " 'a, 
""""sed immcdlOlcly and 60 ",m . fler e,posu", u,in K ",h,d,um brnm,lIc 
all<l ftuon:scein dilCe,a'c doouble ~ a,nm~ 1 Slrauss. 1991 1. Une\po>C<.Il)'",. 
phoc yles "'ere u~s scd 10 dc,entllllC ba,;ol dam:lge tc>'ds in 11\< 11\= ,,<I(Iy 

group'. 
Thc Cllon1el ass.ay w~s perfQt!ned ~' <Jc:¡cnbed by Sin!h .1 al. I !1j8~1 ""h 

mod,tiulions dcscribed by TlCe (1'1. (19901. Ati", i""ub:m on. ,lIde, "ere 
immerscd in ty sis -'01"lion (2 .S M ",:oC!. 100 m ~t EOTA. all<l 10 m~1 

Tn .... NaOH IQ pH 10.0. ~nd Tri."" X·loo w"h 10% fr.,h OMSO í"" '1 fo< 
. 1 lu" ! h •. Afl.""ard. lhey w= imme1Wd in .Ib li"" !>uff".,. 000 mM 
N~O U ~nd 1 mM EDTA) fo< !O min to :olIo ... the c~"",,,ion \lf ~Ju Ji·l,b,le 

,," ... ~ 1Id DNA ~nw,nding . 11Ie ,lIdo-, ..... r •• Itelrophor.snl (e1telrupho"'­
,,' buffer JOO m.\t N.OH .nd 1 m.\1 EDTAI JI 25 V ,1Id.1«) mA r", ~U 
min, ... ""hnl lh"", limes for 5 min ,,"h nculr.li"ntt t>uffer lOA M Tn,. pH 
7 . ~). nd lhen SllIned "' ;I h elhid;um brom,dc \ 20 tLVml in di,,,IIe<! .... ~'erl 

Shdcs "·'.c ~'...:! al 400X " ,, " an OIympus (~h" ", . FLi mJCI"O>C'>f'" 
ftUO«:SI: ..... -.: equippcd " ilh a SIS· 'o ~f~)·n m excn." "" Jill~r all<l, 5t¡()·nm 

b;trri.r l'ilto:r. Fin .. " cclls pe' !Wo"'pk "'el"<' Jn,ly/cd (25 e.lls pe' .IIJeI. 
ON ... n,igrJllOfI (taLl len gllll ..... , ,,....:,,ufflJ fNm ¡I\< Il:I i \ " ,~ ed~. 01 lhe 

n .. dcu. 10 lhe Icooin! .dgc o( 11\< 1"1. ""ng • "Ik-o IInag,ng '; ~,Icm 

(S~n .Qptin, Sunny~ 3 le, C .. >,¡. • h,gh.",>O-I~l i on CCO .... ""1:1. and \"lOS 
IV >ohw:u. (An.lyl",.1 Mca, ,,,,ng S! .Ie",., Cambn.dge. UK I, Thl> >! ,I~", 

"11010.'00 ' ..... sun") !Il<: l3il lentl lh J"~Clly from lhe rompule. 1JlOt1,1(). AtI 
sJido-. ... ere roded.nd scorcd blindl!' , 

Doto Anolysis 

,\Iu" t.il Icnglhs were e>lIm .. lt"J "1 d,(fercnt ,,,,,uba",,n lime. In .11 
groul". Thc fI dispcrsion ~ o dfiel.nl "'as c't'm:lle<I. to eSl .. bl"h O>,J,\ 
m,~r:uiOfl Ien~lh in!.rcellul.ll' di sml>ution. " 'herc H " lhe r:llio 01 ,be 
",,,,pie ~ ari ancc to ,he sample mean {Tic. el al.. 19'J~I. 

Rep:1Ir tap;tClly (RCI ,,'aS cstlmatcd a .. ,Ic>c"bed by Plappo;n CI ,1. 

(IW711O u~ss ONA !cpoir k"k'II,'s. Th" p"""'''''er i. deriroeJ,; Ihe 
fCl ~ lI~e dc c ,..,.~ 1%) of 11\( DNA m,.r""OO knglh ~fler~ , 15.30. ,nd f,() 

mm of H,O,I""""llC"l. 
Th: se~. nl y of DNA d.nl3gc \la' ",.,.:u.ed eO"'I,mng "M,,., 1. ,1 

k"~lhs with lhe di.",.,e, uf . t>c m ""ku~ or UIl<l3",~go!<J ~dl. obs<nN in 

11\< "'",. fidd IMend,ola-C ru:t"nd 'l"'at ... R a mi",~. 199'11. Th"", JJmagc 
,a,ego,.,.,; " 'e", ",""der....J, ( 1) 1"" ' lII~r ... llon (t ~ Illenl'l h "'I,,, .. len' '" '" 
,,,oatler !lI.:In tlle di amcle. o( und,,,oa~ed o...,;lc,): !~l ",,-.J.um m'gu""" 
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fig. 1. Pe=nl~Jt of cetl¡ ... ieh lo .. ·. medium. ~ nd hirh dmIlo;e lA "'e tl·noun >l\ed (WN1 ... ~II · nouno.hnl 

InfC<."lCd (WN·II.:ond m;¡lnoun'>bed 'Af«~ IMN· IJ childr.on bccfcn and afie, hy~n pemud. U""I"",nl. 

(I~ il mnsumJ up 10 Ihr« IInle.' lile di.,,,,,1Cr uf un¡J,;¡m~,~d nU(IeL); ~nd (3 ) 

hi¡ h m'gf31 ..... (lall "':os Iltrn: foldloosn Ih.:In lile d l~me1 U of undlolN¡ed 

nucl", ). 
AIIIM _'''-o<;al .an;dY'" " "2» l"'fÍumled .. uh JMP soft'lo'at'e .... J.1.1 

(Nonh Carol,na. USA¡ Tho w ilrou ... ·s mau:hed·paors r.ltI.k ~>I "'"aS u.>td 
!O romp3'" mi,r.lIIOA lenllh d:lla aoo lile ehi'''Iuarc le.>! 10 Comp ;lf~ lile 
propon;on of ",,111 " 'lIh Iow. lJle\l,um. 300 h,~h migr.luoo. Thc Tul;cy­

Kra"le' 10>1 "'as u~ d 10 ooermll\e "'h<'llIer ditY.r.n l IYpe of infeclian. su. 
31. ...... ~Igh l doOCII . .. e',hI. or ho,:'ghl romI3 1 .~ " 'jlh bas.Jl 01'1" WIIUII'. 
andfor f\:paif 'ap3CIl~ a"""'l chil;Jr"n ot """h ,"",p. StllI>I ..... lIy. "",niñ· 
c¡¡nl ch:ong. m¡u,n:U P < 00'5 

RESUlTS 

Bo ~ ol ONA Domoge 

Cell vi::abiliI Y. ::as ::a5Sessed by Ihe Iluorescein dl::ace l:J1cJ 
elhidium bromide melhod. w::as greater Ihan 95% in alt 
caSc!s , 

B::asal DNA damage was estim:J1cd as Ihe mean DNA 
migral ioo lenglh obser"cd prior 10 H10 1 exposure. Indi vid· 
ual mean ba.'>:!1 DNA migralion ranged from 2 10 .. ~m in 
the \\IN groop. fro m 1" (O 24 ~In in lhe \\IN· I group. and 
from 20 10 54 ~m in Ihe MN· ¡ group (mean :!: SE: 2.7 :!: 
0.6. 18.2 :!: 0.9. and 27.2 :!: 1."2 ~1l1 . respectivelyl. Slatis­
tical anal)'ses rc\"eale<! significa m differences nO( onl )' be· 
¡ween the WN and WN·I groups bUI also between ¡he WN-I 
and MN·I groops. 

In Ihe WN chlldren. lhe pcrccnlagcs of medlllm and 
highl y d:.maged cells "'ere \'ery 1010.' (0.6%). In WN ·I ehi l· 
dreno Ihe frJC liuns of m~diu m ¡<J%) and hlghly (4'i1- ) dam­
¡¡ged cells ...... erc mcrcased. In MN· I chi ldrcn a further in-

crease in the proportion of eells wilh a high le vel of DNA 
dam3ge was detected ( 13%) (Fig . 1). Differenees among lhe 
three sludy groups were st31istically significaRl. The diffe r­
ences show Ihat infcclion aOO malnutri tion are associaled 
wilh an ¡ncrease in lhe numbcr of cells wilh high d::amage. 

StaliSlical anal)'sis rcve::aled no au ocialion belween SCII. 

age. weighl defici l ....... eighl. heighl. and Iype o f malnulrilion 
wi lh basal DNA damage 3mon~ lhe children. 

Re pair of Induced ONA Oomoge ond DNA 
Domoge levell 

In the three sludy groops. mean DNA migr.uion lenglhs 
cle::arly increased after h)'drogen peroll lde exposure (Fig. 1) 

aOO DNA repair kinetics lendeocies ~ "ere similar. given Ihal 
bolh Ihe mean ONA mlgrallon lenglh and the pen:ent3ge o f 
damaged cells decreased proponionally 10 ¡hc iocubalion 
(repair) periodo However. decreased d3mage was much less 
el-idenl in MN·¡ children. 

In lhe WN group. ONA migralion r::anged from 32 10 56 
,.un (mean :!: SE: "5.8 -= 2.7 ~ m ) al lime O and fmm 5 lO 
1I ¡.¡.m afle r 60 min of ineubation {mean:!: SE: 8.5 :!: 0.7 
j.l. l1l l. In WN-I children. migralion Icnglh r::anged from 53 10 
9" ~m al time O 3nd from 8 10 15 ¡.¡.m afler 60 mln of 
incubation (mean :!: SE: 77.1 :!: 1.1300 12.0 :!: 0.7 ~m . 

rcspeclivcly). In conlrast. migration 111 MN-I ch,ldren 
r:mged from 64 10 129 ~m (mean :!: SE: 93 .7 :!: 2.5 ~m ) 

immcdiately afler H ~ O ~ ex!X'sLlre and from 31 10 63 ~m 
afler 60 min of incubalion (mean :!: SE: " 1.4 :!: 2.0 ~m ) 

iTable I and Fig. 2). Mean migratioo lenglhs obscr\"ed In 
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JABLE l. M c~ n ONA M i¡:r .. IM,n 1 .... 11 1:110 IU"(IIr" ~ IIU An\'r lI ~ d r ,,!., '(' n " eru.\i.d" Exp .. sur,, ' ~I1U M.':'" ": ... ,:,;r ( ' '' lo;'' '; I ~ in \ \ ... 
WN· I. :md MN· I Childn:n 

IlNA 1L"~r .. ,,,., kn~'h ' .... '", 

\\·dl·", ..... ,ho.'\I ",t"'t~J IV. '01 ·11 

('""m,1 bdi ... c 'r~""",,,,, 
In" .. uba""" lime 

O "un 

5 "un 

15 """ 
.'O m,n 

no nlln 

J ~ H ('2 - ~, 

\~ . \I. ~~ -~ ~, 

!:7(1~-I~, 

lJ.S I7_2S, 
• ..sIS-llt 

°Ran;.:s ~~ U~ S ..N in p;on:lIlho:>.o. 

~"I'''' , .. " .... ,.) .. 

11.7IS.I-IIJI' 
SoI.tI IJ7-1S ,' 
36.M I26-1lt· 
2S2 I1M-.I I1' 
12.tItH- ISlo 

~cl·"r 

~ .. p. ... ,, )" .. 

'11711>-1 t:'I, 

l' 11" t2U,· 
M M , ~ ~ '12, ,. 

.\.l 7 ,.12 -11>, ' 
JI ~ ,1 ' ¡.1,' 

t'l'I 

'" '" ~S ! 

~ R(p;'" c:opacoty" ,Idi...,j a.,!he ~l:IIj,( dtt",a"., , ... , 01 , .... ONA "".r:lI_ 1e"llh S. IS. 311. anIi bO I1"n ~r!ef h.,-dn>t:.·" I"'" .. ,J,.. '", .. ,n","1 
'S"n,ric"," diff(r~n..--c IP < O . ~) cornp:ornllo WN ,roup. 
"Si."ificant d,!Ten:nte IP < O . ~, COOlpllll:"ll'n WN·¡ " o"p 
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f"tg. l . ONA ""inl"'" len~,h afler O . .s. l.s .• \(1. a .... 60 n,;n of O"' .... ,epa" in "~{{ ·noumhcd (WN,. 
"·eU·nouri ..... d ,nfe<.1cd ,WN-h. and ",alnoun,lotd ,nf"",nI IMN.I) ch,ldren. 

\VN and \VN-I children wcre significanlly differenl al aJ1 
incubalion times lesled. Ahhough immedialely lfler H!O! 
expos,ure mean migr:t.lion Ic:nglhs wen: nOI significamly 
di ffcrenl in WN-I and MN· I children. differences became 
significlnl af¡er 5. 15. JO. and 60 min of incub:uion. 

Figures 3.". l nd 5 show lhe proportlon oí cells wi lh low. 
medium. and high migr:t.tion. re s ~ ti vcly. Immedialely ar· 
ler H ~ O ~ exposure (lime O) JO. 21.6. and 14% of cells oí 
\VN children showed low. nledium . and high rn igralion. 
respeclÍvely. In WN-I children 16.4. 33.6. and J7.8'k of 
ccl ls showed low. mediurn. and high damage. respecl ively. 

whereas 11. 27.5. and 6Q<l, cells of ~ ' I N-1 children showed 
low, medi um. and high damage, respecli \·ely. Al lhl s tune. 
significanl differences were obscrved only belween lhe \VN 
aOO WN· I groups. 

However. al 5. 15.30. and 60 min afler c.\posure. differ· 
eoces belween WN-I :Ind MN· I becatne significanl. Afler 60 
min of recovery. WN children showed 13.4% eo."lls " ' llh 
low. 3% cells wilh medium. and 0% cclls wilh high nllgra­
lion. whereas Ihesc value5 were 26.4. 0 .2. and 0.0%. respec· 
lively. in WN -I chi ld ren and 22.4. 26.8. and 12%, respec­
lively. in Ihe MN-I group. TIlCSC dala indicalc lhal in /..·lN-l 
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1''9. 3. ~rccl\la~c oftcll~ ""¡Ib Iov. . mo:dium.:and h"h o.b~, .n ",·dl ·nou .. shed tWN¡ ctuldun aflerO. S. IS. 
;¡el. :and 60 mln of DN,\ r~p: .. r. 

children Ihe frJCllon of mcdium 10 highl)' damagcd cells 
was Ihreefold and I ] · fold grc:aler Ihan Ihal in wcll·nour­
ished childrcn 5 and 60 min after exposure, respcctively. 
The MN-[ group clearly sholOo's Ihe grealest overall pcrcenl­
age of damaged cells, and Ihe highesc increased proponíon 
of medium to h;ghl )' damaged cells :1\ alllimes (Fig, 5), 

Repair Capacity (Re) 

Re increased proponlonally 10 IOcuballon lime in a1l 
groups (Table 1). RC was \'ery similar in bolh groups of 
well-nourished children, bul clearl )' decrc:ased in lhe MN-I 
group. Al S min repalr, RC was 28.7% for the WN group, 
30.2% rO( Ihe WN-I grouJ). and only 19.9% for malnour· 
ished ehildren, whereas 15 mín afler exposure RC increase 
approximalely 20% in well ·nourished groups (50.] and 
52,0% for WN and WN-1. respcclivd)') and 11.5% in MN· [ 
childrcn (mean ] 1.4). Silll)' minutes afler exposurc, RC 
reachcd 79.7% in WN aOO 10 84.]'1- lO WN·I children, bul 
only 55.2% in malnourished children. 

To show Ihat Ihe differc:nees in repair capacily among 
groups were O()( detennined b), lhe d ifferem basal damage 
values observed, lhe mean basal DNA migration ""as sub­
lraeted fmm lhe mean migration al lime O in cach group. 
Thus, Ihe correclI .. -d mean migration was 43. 1 ~m for WN 
ehildren, 59.5 ~m for WN-I children, and 66.5 ~1I1 for 
MN-¡ childrclI . TIlcse I'a!ues show Ihe sensili l'il)' 01' cclls 
from diffcrcnl groups 10 h)'drogcn pcm~ide - indueed dam-

age. and would correspond 10 eSlimales al time O. Compar­
ing Ihese values with ¡hose oblained 60 mm after exposure, 
migr.uion 1ength decreased from 4].1 lO 8.5 ~m in che WN 
group (Ihal is a fivefo ld decrease). fmm 59.5 to 12 ~m in Ihe 
WN· I group (also a iivefold decrcasc). and from 66.5 10 
ollA ~m in the MN-l group fon l)' a 1.6-fold decrc:ase). 
These inclicalc !hal wcll-nourished chtldren. infecled ur 
noninfecled, showed similar rep;.¡ ir capaCI!)', .:md thal thls 
iunelion i5 clearl)' impaired in malnourished childrc:n. 

The Mann-Whilne)' leSt was uscd 10 delenninc !Ile mltu­
cnee of including Of ex.eluding Ihe onl)' KwashiorKO( patient 
sludied. results of which slwwed 00 diffcrence. 

Statistical anal)'sis revealed no associalÍon belween SC;¡¡, 
age, weighl defkit, weighl, heighl. and I)'pe of malnutntion 
"ilh DNA repa;r capadl)' among lhe chi ldren. 

H Di$penion Coeffi cienl 

The prelrealmenl (basal) H coefficienlS wcre higher m 
WN-I ¡mean:!: SE: 52.2 !: 1.4) and MN-I children (50.] =: 
1.9) Ihan in WN chi ldren (4J,1 :!: 1.1 ), Allhough IheS/! 
\alues were 11()( signifieantl)' diffcrent, infccled ehildren 
showed grcatcr DNA migralion Icngth hcterogencit)'. 

H rocffid ent deereased afler H ~ O ! e;¡¡posure. indicaling 
Ihat damage l e H~l s differed lcss amung individual cells. 
Onl)' immcdialcJ)' afler exposurc: H coefticicnts were sig­
nificantl)' different 3mong Ihe Ihree gruups, revealing dif· 
1'crences in Ihe rcspQf1lM: of each group 10 H!O!-indueed 
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fig. A. P e,,:e nta~c o(cclls .... ;tlllo .... med;um.:md lI;gll d.Jmage in \'iell-nourished in(..,led [WN·!) cll,ld"," 
, fter O.~. l ~ . 30. 00<1 6ll min of DNA "'I"';r. 

dJmage. Atlhis IÍme (lime O), Ihe H coeffident was signif­
icantly lowcr in mJlnOllrished childrcn (9.2 = I.Q). because 
a grealer propon ion of cells showed similar damage levels, 
which tended to be higher than Ihose observed in bolh 
groups of well-nourished children. In WN and WN-I. lhe H 
valucs were 28.0 = 1.6 and 22.8 = 1.5, respectively. 

The H cocfficient increased gradually 5, 15. JO. <tnd 60 
min after cJiposure, and no significant differellces werc 
observed among Ihe Iluee sludy gruups. [ncrease<! H coef­
fiden t va[ues suggest a heterogeneous response of cells in 
rcpairing DN A d;¡mage. Fin: minutes after eJiposure the H 
coeffiden t was 34.0 = 1.8. 12.-l = 1.0, aOO 20. 1 in WN, 
WN- 1. and MN chi[dren . respeclively. whereas 60 min after 
eJiposure H cocnident esti1llJtes wcre 40.3 = 1.7. ] 1.6 = 
0.9, :lIld 34. 1 .= 0.9, respectively, f()( WN, WN-1. and MN 
groups. 

OISCUSS ION 

The basal damage level in both WN and MN chi ldren 
clearly illcreased with infeclion. Previolls reports demon­
sl raled th;¡t cenain Iypes of b;¡cterial infeclions are aswci­
ated wilh ONA damage [Rao el al., 1990: O'Souza and Oas. 
19941. and Ihat Ihese in fect;ons are cOflsidercd as a risk 
fac tor for Ihe developnlt:nt of several lypt:S of c:mccr in 
humJns [Canella el al.. 19961. Cenain baclcrial cnzymes 
c;¡n a': l as ONAases or e ndo n \lclea);c~. induc ing DNA dJm­
ag:c tn the cells of InfcClcd org¡1Il1SmS 1 AhujJ, 19911: ~Iso 

free radicals liberall-d by Ihe Iymphoid cells of the infected 
hOSI, ~ s pan of Ihe nonn;¡1 immune response, may increase 
ONA d a m~ge (HatliwelL 1997]. 

Moreover, basal DNA migralion length analysis shows a 
dear relalionship belween malnulrit;on and increased DNA 
damage. Our resullS confirm those of previous sludies in 
which the come! assay was used 10 eS l abt i ~ h Ihal severe 
infeclions aOO malnutrition are d eJrly associalcd wilh in· 
creased DNA damage [Belancoun el aL. 1995]. Funher· 
more. in this slUdy. DNA damage severily was assessed by 
c lassifying cells with low. medi um, and high d3mage levels. 
Ihus fllCi litating cetl observalion and an<llysis [Schi.ibcr el 
al., [994: Tice, 1995 ]. This ;¡nalysis showed Ihat malnour­
ished infccted c hild re n had highcr proponions of highly 
damaged cells compared 10 Ihat in WN and \VN-I children . 

In addition to injury induced by infeclions in malnour­
ished children, increase<! DNA dam;¡ge may be related 10 
decrc;¡sed concenlralions of anlioxidant molecules. How­
ever. reports on Ihe c.:oocenl ra l;o n of cena!n antiox;dant 
molccules such as glutathione in marasmus children are 
controversial: al lhough some aUlhors repon significanl ly 
decreased concenlralions (l3ecker el al.. 19951. olhers found 
no significant differenc.:es c.:ompared 10 we!J-nourished con ­
lmls [Golden and Rarndalh. 19871 . lt has becn suggesled 
Ihal local fllCtOrs such as the propon ion of cenain amino 
acids such as cysleine ()( mClhionine can modulalC Ihe 
al110unt o f ant;oJiidant molecules in children wilh maras­
mus. However. antioxidant cO ll c en . rali o n ~ are d e3rly de· 
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cTeascd in kwashiorkor t:hildrc:n IBed.er el al.. 1995 : Len­
hanz el al.. 1998] and Ihis cffecl mar help 10 cllplain why 
Ihe only kwashiorkOf palient included in Ihis sllIdy showed 
lhe mOSl scvcre DNA darnage. 

Single-ce!! eleclrophoresiS has pro\'ed 10 be a ver)' sen· 
silivc melhod 10 assc§s ONA damage induced by several 
agents. and (O a ssc:s~ illdi\'idual ceU repair "meties [Rojas el 
al.. 19991. The :1Oal)'si5 of DNA rcpair kioel;es in malnu· 
trilion ;s IllOSl relevant, p;micularly beclUSC: thcrc: are: no 
prcvlous reports. 

To asscss the DNA repai r capacil)' or cells fmm Ihe 
diffcrent sfUd)' groups. DNA dam¡¡ge was induced wi!h 
H ~ 0 1' a moleculc ¡ha! e:lSlly goes Ihrough Ihe cell mem­
brane and is Ir:msronlled in hydro .... yl rndicals by a nonen­
z}'malic process in lhe presence of melal ions (Fe~ ~ or 
Cu~·) occuning in Ihe cyloplasrn. known as Ihe Habcr­
\VellOs or Fentoo reactioo. Ilydro .... yl r:¡dicals cao induce 
single-sl rand breaks. double-strand breah. alka li-Iabi le 
slIes. aOO various spccies of oxidizcd pudoes aOO pyrimi­
dioes Uoenje. 1989: Sankaranamyanan_ 199 I J. O .... ldalive­
Induccd DNA damage is subjecllo eel luJar repair processcs. 
panicularJy slrand break reJoming aOO base excision repai r, 
which under noonal conditions are performed f:lpidly [Col­
lios el :11 .. 1995 J. Thc capacity of H!01 10 induce DNA 
sl rand breaks ha~ been demonslrated by teehniques such as 
al !'ali ne elUlion. alkali ne DNA unwinding. and smglc-ce ll 
gel clcctrophore~is IGabclo~a el al.. 191)7 1. 

Hydrog.:n pero:o.idc is gcncrJlcd in v i~u as a product of 

Ihe enzyme supcroxide dismul3se. 1l\e enz)'me calal~1.e s 

the lransformation of s uperoxide radical: Ihl5 mdical Is a 
product of physiological sources like mi!ochondrial electron 
Imnsport ehain. or i5 produccd during ¡he o .... ldalioll of many 
molecules in elldoplasmie reliculum. In pcroxysomes 0'1:1-

dalion reac!ÍOIlS can direelly produce H10 1 lBuoker. 1992J. 
Hydrogeo peroxide has been \'\'idc:ly used a~ ao imeSli­

¡¡alive 1001 rOl' iOOuction of DNA damage aod 10 compare 
lhe response of differtnl cel1ular Iypes [Holz el 31.. 1995J. 
rOl" lhe sludy of intrJ-tnd i ~ldual ":tnauon) Yiuh lime [Col­
lios el al.. 1991]. for DNA repair e\'alualioos [Collins el :1;1,. 

1996: DUlhie aod Hawdoll. 19981. and rOl' lhe e\'alualion of 
anlioxidant status {paouyiotidis and Col1ins. 1997]. lo slUd­
ies performed wilh human Iymphocytcs. che hydrogerl fl(r­
oxide coneentratl0ns 1110SI rrcquent ly used 10 induce D:-.rA 
damage raoge from la f.l.M ¡Holz el al.. 1995 1 10 280 f.I.~ ' ! 

INoroozi et al.. 1998]. l o Ihe prescnl S1udy \\'e used a 10 f.L.M 
H p~ SOlulioll . which induced a high DNA damage 1.:\1;:1 
withoul :a higher eell monalily aSSOClaled. 

Previous reports show Ihal DNA repair l'ao be e\'alualed 
for long ¡xriods (i.e .. 10 d3YS). in cultures wllh folate 
deficiency. an e.enl Ihal is eo nduci~e 10 increascd DNA 
breal;age and repair prevenllon tDulhie aod Hawdoo. 19981. 
Ne~e n heless. darnage indueed by hydrogc:n pcroxldc: 15 
rcpaired "ery rapidly lGabelovn el al. . 19971. 

In Ihis sludy. Ihe H eocfficient showed Ihallhe Ihrec ~ Iudy 
groups responded d iffcrcn tlY 10 hydrogcn perO\ldc. 
Whereas Ihe WN group showed the mOSE hClerogcllcity 
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U,II11,lg~', IIl lh..: \\IN -I gruul'. lhe p.:rc":lll¡¡gl' ,11 cdl, wuh luv. 

d,1111.1g..: lIccrc,lsc.1 :lnd Ihc JI..:n:el1l~gc uf ccll, wdh I1I1:UIIIIIl 
,md 11Igh d,IIIl;¡~c I11cfca ~c u , lIglnly TII..: .:..:II~ rn llll MN· I 

..:1I1I,lr":l1 _h.'v.e.1 ,1 lay 11I1I11<'gellc"\I' r":'I)O,II1 "": (101 ..... H 

..:tldli..:lcl11 I .... IIh I..:ry hlgh p..:n: ":lIlage~ \Ir hlghly U:lIl1ag..:u 

e..:lI~ Thc....: \hffcn:nI rc'I"It1'-C' IIMy h..' a",lClaleu ..... Ilh 
':ln,IIIIIn, 111 Fe! ' o"M.:cmr.llion, relluircd In rno n hydnlxyl 
r.1ll .. ;al, ( F clll" o ·~ reacunn ), anllo~".bll\ ' C c nlym..:~ (su..:h ~~ 

eal:II,I''': or l!hualhl\ltl..: pcmxlda.\Cl. ur frc ... ·muieal K~vcn· 
gcr, ('uch ;I~ t'IC0l'hcroll. which ;Ire rOll l1U al differe nt 1cvels 
tn 'cI'Cral ccl l typcs anu '1I l1ong Iymphocyte subscts IVis­
\ ' arui~': 1 aL 19971. 

Jt ha ~ Ix:cn ~ugge~t..:d Ih¡¡t cclls of malnourished children 
are more ~ u sc ep l i bl c 10 envlronmcmal d:unagc IOniz CI al.. 
19971. Ahhough ~ 1;¡ 1I ~ IICal :lnalyMs c~nied out io Ihis sludy 
doi:~ nOI sup¡x>rt :m o\'crall grealcr susceptibility in mal· 

l101.lflShed Iymphocytes 10 DNA damage induccd by perox­
ide. c learly Ihesc ¡;hildrcn showed Ihe highesl proponion uf 

highly dam;;¡gcd ce lls after H:Ol Ircalme nl (Fig. I J. This 
resuh may imply IIlaI a ccll frac lion may be: more suscep· 
lible 10 rexh higher Ic.'cI5 of DNA dam;;¡ge. Funher studies 
are necdcd 10 analyze whctl1cr lhey ~ how gre¡¡ter suscepli· 
bihly 10 damage induccd by othcr agems. 

Results obta ined ¡¡fler lile DNA rep;;¡ir periods lesled 
sho v.·cd thal RC was similar in oolh groups of well ·nour· 

ishcd ehi ldren (Tablc 1). Tll is impl ies Ihal in feclion uid no! 
inlcrfere wi lh RC in wcll · nourished child ren. Moreo ... er, ¡¡n 
unCKpecledly more effecli"e repai r capac ily was obscrved 
in the WN· I gmup. This more efficienl DNA rcpair, which 
was more ;;¡pparenl in \\IN· I children Ihan in WN uniofected 
childreo. may be: associaled wilh a normal response 10 x Ule 
lO fection. In Ihis process. Ihe prolein clea ... age rate iocreases 
so Ihal Ihe infecled individual can synlhesize proleins nec· 
essary ror lhe immune response [Rceds el al.. 199.l; Maoary 
el al.. ]9981. The presence of lhe palhogen may have 

lOcrcascd Ihc avai]abili lY of amioo xids, allowing Ihe: cells 
o f well·nourished ehilJ re: n 10 synthesize proleins involved 
in Ihe DNA repair process. Thls issuc requircs further slUdy, 

In conlraSI, Re was clearl)' dccrcascd in MN-I children. 
who showed dcl¡¡yed damage repair. Se ... eral Duthors have 
reponed grc:uer DNA damage in malnourished childrcn. 
[)elayed repai r could be relaled 10 Ihis linding, bccausc 
dam¡¡gc mighl remain in Ihe eell fOf Ionger periods before il 
can be completely rep;¡ired: Ihis may IIlduce cell physlology 
altCl1lllons probably rel;;¡led 10 Ihe ¡¡hered immune response 
observed in malnourished childrcn. Thc high damage levels 
and impaired RC, in additiOIl 10 olher wcJl · koown immune 
sys lem alteral ioos in ma lnourished chitdrcn (Chandra. 
199 1], may le:ld 10 increascd susceplibilily 10 malignanl 
u·::lIIsform¡¡tion. It seems Ihal there IS a closc rclalionship 
belwecn nutn liooal SI;;¡tuS. immune syslem funclion, and lhe 
de\elopmcnl of d irfere l1l Iypes of cancer lNewbcme aOO 
Rogers, 19861. Follow.up sludies o f ¡;hlldrcn Ihal ha ... e 

lklo.:ltln":nI Ih" bllcr ¡x ... "biltIY, 
In \\IN · I ,IIIU MN·[ .:hl[d r..: n lhe m.:r..: .. -co ONA u.unag..: 

oh., ... núl lila)' he a~"lo.: l a l cd wilh a high..:r a])(IplO~l' mlc. 
I'n:,illl" t'CJ llllh ¡" dll·,tl c Ihal .,¡ ,n IC Iypc, 01" Ul f .. '( tinn, :lr~' 

rel:tlúl \\lIh ~n 1JlCrca",..: IJI Ihc apo.11){OIl ..: ..:eJl rractiOI1 IMe· 
CI, ... ¡"cy el al, 19<)$; Hutchl iss el al.. 19991. Mor ... ol· ... r. 
m;¡ lnllln ll t)1l muoced c"penmclllally in ral.). ha., oc"(.'o rcl;;¡led 

10 a In¡;hcr pwponion of 'ponlal1\.'Ot.l" ~poptotic Ihymocylt:S 
10" i1. el :11., 2m l l. ApOI)!osi5 may ¡;ontnOule 10 Ihe in· 
¡; rcascd DN A dumagc obscrveu bcforc hydrogen peroltld ... 
lreallllcnl, since one o f Ihe Ix:st·descnbed Char.lClcriSIlCS of 
Ihis proccss i~ Ihe '\C k 't; l i~ ' e dc¡;rJda lion in Ihe inlernucleo· 
soma l ONA linker regions ISgnoc und Gl'1.lber. 19981 Ne ... . 
e n hcle~s, apuplosis cannot be associaled with lhe damag ... 
obserl'~<d after hydrogen perolldc: lre:umenl andlO( wuh 
DNA repai r capadl)'. eonsidering Ihal lhe c\';;¡lualion V.lS 
uone aftc r 60 mi no and DNA fragmenlalion rdaled wilh 
apoplosis induelio n rc quir c.~ looger limes 10 be deleclcd 
(Wyll ic , 1980; HamplOn and Orrenius, 1997 ). The id ... nlifi · 
cal ion o f apoPIOl ic Iymphocytes in MN· I and WN· [ chlldren 
is ao impon¡¡nt tinding Ihal requires funher ..... ork. 

[o summary. results presenled here suppon lhe conclu· 
sion Ih':lI se \'ere lOfections aoo malnulrilion an: 1 ..... 0 faclQfli 

associalcd wilh increased DNA damage. Moreover. 1)'01 · 

phocyles fmm malnounshed chi ldrcn seClO nOl 10 be: more 
suscepti ble 10 DNA damage iOOuccd by hydrogen peroxide. 
Add itionaJJ y. il was o bserved Ihal se ... ere infCClions are nOI 
relmed with a dccrcase in lhe DNA rcpair capacily in 
wcll -noonshed infected chi ldren, Finally. m;;¡lnulnuon is 
cle;;¡rly .:lSsocialed wilh a dccreased ONA rep¡¡ir capacily of 
DNA d;;¡magc: induced by hyurogen peroxide in peripheral 
blood lymphocylC:s. 
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Infectiou5 disease and maInutrition in children are public heaIlh problems in devel· 
oping countries. Malnutrition is asrociated with higher levels of DNA damage, and 
lhis inereased damage could be due to different factors, including the possibility 
that cells from malnourished children could be more susceptible lO environmcntal 
damage. The aim of the present sludy was to evaIuate lbe susceptibilily of Iympho. 
cyles from malnourished children lO DNA damage induced by anl ibiotics by usíng 
lhe comet assay. The same group of malnourished infeeled children were sludied 
befo re and after a treatmenl pcriod, and compared 10 a group of weH ·nourished 
infeeted children. Results showed that before and alter drug treatment. tail length 
migration was two times greater in maInourished Ihan in well-nourished chi ldren. 
The proponion of eells with high damage was aIso increased in malnouri shed chil · 
dreno Additionally in well·nourished and malnourlshed children, a cel! subpopula· 
tion (non·damaged cells) more resislant tO DN A damage induced by antibiotics 
was obscrvcd; this was more prevaJent in lbe well-nourished children. Meanwhile. 
in malnourished children, a eel! population seelll!!l to be more susceptible and reaches 
hi ghcr levels of DNA damagc. This might help explain the impaired immune re· 
sponse obscrved in malnourished children. The increased DNA migratíon and Ihe 
increascd proponíon of ce lls with higher levels of damage $Cem tO indicate that 
malnourished children are more susceptible to DNA damage induced by drugs . 
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INTROOUCTION 

Infeclious di scase and malnutrition in childrcn are public heahh problems in 
developing countries. PrOtein -calorie malnulrition is clcarly rc!;:ued 10 a higher mor· 
talit)' of hospilaliscd children. w;lh dealh be ing due mainly 10 overwhel ming infee ­
lion despite Ihe fael Ihal many of Ihese ehildrcn receivc approprialc antim ierobial 
Iherapy (i.e .. umpicillin, pcnicillin, kanamycin. elc.) [1 ,21. 

Sludies conduclcd la asscss the possiblc consequcnces of $Cvere protein-calorie 
malnutrilion have demonstrated un increase in ¡he frequency of sistcr chromalid ex­
changes [3,4 1. a grcalcr frcquency of micronuclei [51. and higher levels of DNA 
damage cvalualed by Ihe eomel assay [6] in peripheral blood Iymphocytes from mal ­
nourished children. 

This inercased ONA damage observcd in cells from malnourished children could 
be rclaled 10 Ihe following faclo rs: free radical increase associated wilh ¡he immune 
response triggered b), bolh baclerial and parasitc infeelions (frcquenlly associated 
with malnulrilion) 171. toxi ns libcraled by palhogens [81. deficiency of free radical­
scavenging molcculcs [9. 101. and/or prole;n dencieney Ihal may aller DNA duplica­
tion or DNA rcpair process (prolein defieiency is a vcry com mon evenl among 
malnourished children). In addilion. il is known Ihal a variely of agenLS, uscd for 
antimicrobial lherapy, arrccl ¡he DNA inlegrity either in vivo or in 'litro and may 
cause DNA damage (11 J. Morcover, il has been proposed lIlal cells from malnour­
ished childrcn would be more susceptible 10 environmental damage [5] including 
injury induced by antimicrobial agenLS. 

The comet assay Of single cell gel eleclrophorcsis is in widespread use in 
genotoxicity lesting. Il detecLS DNA damage dcrived from DNA double and single 
strand breaks, DNA interstrand cross- linking. alkali labile siles, and incompletely 
rcpaircd excision sites. The comel assay is sensitive and si mple, requires a small 
number of cells. can evaluale ONA damage in non-proliferaling cells, and si.nce Ihe 
ONA migralion data are oblaincd on a cell by celJ basis. it be able to measurc the 
inlracellular distribulion oC ONA damage [12J . 

The aim of!he present study was lO use lhis technique lo evaluate !he suscepti­
bi lity of Iymphocytes from malnourished children 10 ONA damage after a periad of 
drug trcalment. 

MATERIAL ANO METHOOS 

Heparinised pcripheral blood samples wcrc obtained in the "Hospital Infantil 
IZlapalapa" and "Hospitallnfan lil Xochirnllco." The study was approved by the Medi­
cal Elhics Committee of lhe General Dircction of Medical Serviees (D.O.F. Mexico). 

Subjects 

G roup t (WN): Well-nourished severely infected e hild~n , without lrea l­
menL This group consistcd of six well-nourished severely infccted children. Their 
ages ranged from 7 10 36 monllls. Five werc boys and one was a girl. AlI had ad­
equate height and weight according 10 age (deficil < 20%) (Table [). 

Group 2 (WN-ll: Well -oourishcd severely inIected c.hildren, aner a period 
with drug trea lme.nL After a period with drug trealment, a blood sample was ob­
lained from lhe same children of Group l . Hospitalisation days al sampling lime and 
drugs administered lO each child are shown in Table n. 
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TA RLE 1. Characlerislics ol Well-Nouri5hed Inrected Children (WN) 

A,o Wcight fl clght 

SamEIc (monlhs) So. (k¡s) (cms) lnfcellon 

EGE 7 M •. s 70 GastrOintestinal reSplfalory 
lPA " M JO.O " Gutrolntcst inal resplratory 

JB~ ' " M 9.9 78 Gasu Olntcsunal, resptr.l lory aOO unnary 
lGC 22 M 10.0 88 GaslfOlntcst;nal respmllory 
NCH 34 M 13 .0 93 Scpsis 

' FG 36 F 14.0 " Resplra tory 

G roup 3 (MN): Malnourishcd scvcrcly inrectcd childre n, wit hout d rug 
treatment. IncJuded in Ihis group were four girls and IwO boys. Their ages ranged 
from 6 10 29 months. Al! had severe malnulrition: five werc marasmus chi ldrcn and 
one was wilh mixed malnutrilion. Al! childrcn showed a ver)' high weighúhcighl 
dclicit (more than 40%) (Table 1II). 

Group 4 (MN-T): Malnoun shed scvcrcly inrccted children, after a pcriod 
with drug treatment. Thi s group consisted of Ihe same ehi ldrcn as Group 3. 
Hospitalisation days al sampling time and drugs adminislered 10 eaeh ehild are shown 
in Tablc IV. 

In the four groups, the weighúheight dclicit was delennined aeeording to lables 
for Mexiean ehildrcn [131. Children of Groups 1 and 2 had nonnaJ weight and heighl 
fo r their age. AH ehildrcn were hospitali sed for sorne type of gastrointestinal, respi­
ralory, or urinary bacterial infcclions (Tables 1 and rrt). Group I and Group 3 blood 
samples were oblai ncd al hospital admission prior 10 trcalrnenl. Group 2 and Group 
4 blood samples werc obtained after a period of anlimicrobiaJ therapy. 

8100d sampling and isolation of cells 

Prior and after drug trcatrncnt, approximalel y 2 mi of pcripheraJ blood were 
drawn from eaeh child. Blood was mixed wi th PBS (1:1, v/v). The sample was care­
fu lly plaeed on Linfograd (Microlab, Mexieo), and ecnlri fuged al 300g for 30 min. 
Lymphocytes were collccted and washed twice with PBS before elcclrophoresis. 

Alkaline single-cell gel electrophoresis assay 

The eomet assay was perfonned as describcd by Singh et al. 11 41 with modili­
calions describcd by lice et al. [151. Low melting poinl agarosc and regular agarosc 
(Biorad, Richmond , CA) wcrc prepared at 5% in ealcium and magnesium-free phos­
phate-burrercd salinc solution (PBS); 110 .... 1 of regular agarosc was addcd 10 a fully 
frosted microscope slidc. After the agarosc ¡ayer solidified. 75 JlI of low melting 

TA BLE 11. HO!IpitallutloD Days at Sampllnl TIme and Orugs Admlnlstued In Well-Nourished 
Inf« ted CblldnD (WN·T) 

Sample 

EGE 
lP' 
J8M 
lGC 
r-:CH 
KFG 

Hospitaliution days at samplin, time 

7 
7 
7 
7 
7 

• 

Oruas administered 

Sulra-trimetroprim 
Sul ra. trimeuoprim 
SalbutamOl. ambroxol 
Amiklc in 
Cefowdme. dicloxacillin, metrooidazo\e 
Pe nici llin 
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TABLE 111. Characteristia or Malnourished In(<<lfd Child rf: n (MN1 

A" Welghl Ile lghl \VI II deficlI Type o{ 

Samelc (monlhs) S" (kls1 (cnn) (eH m31nutnl1on In rCClion In ~ 

IRP , M '.1 " " M:J.rasmus Respir.I101'} 
GGG \O F '.' " ., Marasmus GaStrointestInal 
KCR 10 M ,., 67 '0 M3USmUS Gastrointestinal 
JG M 12 F '.0 66 41 Marasmus Gutminlestinal 
NBS 14 F 3.4 " " MilO: Gastrointestinal 
LPA 2. F 1.'2 NO '0' Marumus RespiralOl'} 

·W/H. ..... cightlheight; NO. nOl determina!. 
'Only weight dcficil. 

poim agarosc containing approximalcly lO' cclls were added. Finally, a 10p layer of 
low melling agarosc (75 ~ I) was addcd and Ihe agarose allowed lO solidify. Slides 
wcrc immerscd in Iysis solution [2.5 M NaC!, 10 mM EDTA and 10 mM Tris, NaOH 
10 pH 10.0, and Trilon X-lOO with 10% fresh DMSO (v/v» ) fo r alleast 1 h. Aner­
wards. Ihey were immersed in alkaline buffer (300 mM NaOH and t mM EDTA) for 
20 min to allow lhe expression of alkali -Iabile sites and DNA unwinding. 1be slides 
were eleclrophorescd al 25V and 300 roA for 20 min, washed thrce ti mes for 5 min 
with neUlralising burrero and then stained with elhidium bromide (20 J-lg/ml in di s­
Iilled water). 

Slides were observed at x400 with an Olympus (Miami, FL) fluorcscence mi­
eroscope equipped wilh a 515-560 nm excitalion filler and a 590 nm barrier filler. 
Fifty ceUs per sample were analysed (25 cells pcr slide). DNA migralion (taillength) 
was measured from Ihe lrailing cdge of the nucleus 10 the !eading edge of me tail, 
using a video imaging s)'stem (Syn-Oplics, Sunn)'va!e, CA), a high-resolulion CCO 
camera and VIDS rv soflware (Analylical Measuring Systcms, Cambridge, UK). This 
system altowed measurcmem of !.he tail length dircctly from the computer monitor. 
Al1 slides were coded and scored blindl)'. Mean tai! lengths werc cstimaled. before 
and afler drug treatment in severcl)' infected WN and MN chi!dren. 1be H dispersion 
coefficient was eslimated in order tO establish DNA migration !ength intercellular 
dislribulion, where H is the ratio of the samp!e vanance 10 !.he sample mean [16). 

The severi ty of DNA damage was measured comparing eomel tail!engths wilh 
lhe diameter of me nuc1eus of undamaged eells observed in the same field [17}. 
Three damage eategories werc considcred: Low migralion: tail length equivalent 10 

oc smal1er lhan me diameter of undamaged nuc1ei; Medium migration: tall measured 
up to three limes the diarneter of undamagcd nuc1ei ; and Hi gh migration: tai! was 
tbree times ¡onger than the diamcler of undamagcd nuclei. 

TABLE IV. Uospllaüuolioo Da,. al Sampting Time and OrupAdministc:rm in MalncMtrisbtd 
Inftcttd Childrm (MN-l1 

Sample 

1RP 
GGG 
KCR 
JGM 
KBS 
LPA 

H05piL&liuuon days 1I sarneling llInc: 

4 , , 
7 , , 

DruIS administercd 

Ampicillin, ami.kacia, cdalu. in 
Amihcin, mctronM1u.o4e 
Ampieillin. amikac:iri 
Ampicillin, amiltacin 
Penieillin, amikacin 
Cc:{otaxima. didoucill in 
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Statistical analysis 

To evaluatc Ihe possible incrcascd susceplibiliLy 10 DNA damage in lympho­
cyles from malnouri shed ehildrcn, and Ihe eITeel of malnutrition and drog trealmenl 
on lhe extenl of DNA damagc, Ihe mean laillenglh of DNA migralion was compared 
using lhe non-paramelric Wi!coxon's malched pairs rank lest. Also, lhe Wi lcoxon 
test was used lO determine whelher sex, age, wei ghl, or hcight showcd a COITelalion 
with ONA damage obscrved befare and afLer drog treatmen!. To determine lhe effecl 
of malnutrition and drug Irealmenl on Ihe inlerccllu lar dislribulion of migralion lai! 
lenglhs, a similar analysis was conductcd using Ihe dispcrsion cocffieicnt H. The 
chi-squarc teSI was used 10 compare Ihe proportion of cells wi lh low, medium and 
high migralion. Statisti eal significance was considered when P < 0.05. 

RESULTS 

DNA damage befare drug treatment 

In WN ehildren, the average migralÍon length before drug lrcalment was 16.5 
)..lm, while lhe average dispcrsion coefficient was 52.3 (Table V). In MN children, 
the average ¡ength of ONA migration was 35.1 )..lm and Ihe average dispcrsion cocf­
ficient was 55.1 (Table V). Thc average migration length showed statistieal differ­
ences between WN and MN children. The comparison bctween WN and MN 
dispersion coefficient values did not show statistieal differences. 

In WN children before lrcalmenl, the proponion of eells wilhout ONA 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 chi ldren, before trcatment, the proponion of eells 
lacking damage was 56.6%. Cells with low, medium, and hi gh damage represented 
3.3, 16.7. and 23.3% rcspcctively (Fig. 1). SlalÍstical differcnces were observed be­
tween proportions in WN and MN childrcn. 

ONA damage after drug treatment 

Well-nourished severely infected children and malnourished severcly ¡nfected 
children showed an ¡ncrease in average mi gral ion length over that for untreated 
children. 

The average length of DNA migration was 28.8 1J.m in WN-T after a drug treat­
ment (Table VI). In MN-T. this DNA migralion was 62.8 )..lm (Table VI). ONA mi -

TABLE V. Mean DNA Migration and Dispersion Coefrldent in Wdl·Nourisbed lnCec:ted 
Cbildren and Malnourisbed Inrected Children al U05pitalization (Berore Drug Trealmtnt)· 

WelJ-nOur1shcd children MaJnourishcd children 

Mean tail Dispersion Mean tail Dispcl"lion 
Sam~ le \en¡th (¡.tm) ± SE coc:ffieient (H) Samplt len8;th (I:!:m) ± SE coefficicnt (H) 

EGE 14.9 ± 4.3 62.5 IRP 29.2 ± 6.1 16.5 
JPA 19.3 t 4.8 59.4 GGG 19.9 ± 5.1 641 
JBM 20.6 t 4.3 46.6 NeR 51.2 t 1. \ 49.1 
JGC 13.9 t J. I J5.1 JGM 50.2 ± 6.6 4J .3 
NCH 15.7 ± 4.2 56.4 NBS 23.4 t 4.8 50.0 
KFG 4. 7 ± 3.9 53.9 LPA 36.6 t 5.9 41.3 
Mean ± SE 16.5 ± 4.] 52.3 ± 4.1 35.1 ± 5.4 55.1 ... 5.2 

• Mean tail Icn8th: P < 0.006; Dispersion coefficicnl: P > 0.05. 
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Fig. 1. Freqllency of cells with low, medillm, and high DNA migration in wel1·nourisha! (WN) in· 
fecta! and malnourished (MN) infected childrcn before and alter a drug treatment periodo 

gralion length observed in MN·T children was stalislieally higher than that observed 
in WN·T ehildren. 

The intercellular dislribulion of DNA damage was 45.6 for WN·T and .59.8 for 
MN-T (Table VI). Differcnces belween H eoefficient values were nOI statistieall y 
signifieanl. In addition , the eomparison belween eoeflicienl H values obscrved in 
WN ehildren before and afler treatment, and in MN ehildren before and afler treat· 
mento did nOI show statislieally signifieant differences. 

The average lenglh of DNA migration inereased in botb groups, so taillength in 
MN-T children increased from 35.1 J.1m (before treatment) to 62.8 ~m (afte r treat­
ment). In the same way. in WN-T children lhe taillength increased from 16.5 J.1m to 
28.8 J.1ffi. The ONA migration length average increase in MN·T ehildren was 27.7 

TABLE VI. Mean DNA Milration a nd Dis¡M:rsioD CoefficieDl tD Wel1 ·Nourisbed 1nCeded 
Cbildren and Malnourisbed lnCected Childl'l!n After a DruS Tl'I!almeDI Period· 

Well· nourlshed children Malnourishcd childrcn 

Mean tail Dispersion Mean tai1 Dispersion 
Sam2te tenlLh (~ ) ± SE codficient (H) Sam21e lenath ~m) ± SE eoefficienl (H) 

EGE 24.! ± 6.2 79.9 IRP 51.8 ± 9.2 i 2.4 
JPA 4 1.6 ± 5.4 35.\ GGG 4i.9 ± 9.0 U5 
J8M 18.3 ± 3.9 4{J.' NCR 79.5 ± 6.9 29.9 
lOC 27.5 t 4.3 33.9 lGM 75.0 ± 7.7 39.2 
NCH 34.3 ± 5.8 49.5 NBS 46.6 ± 8.3 74.6 
KFG 27. 1 t 4.3 34.1 LPA 74.9 ± 8.6 49.3 
Mean ± SE 28.8 t 4.9 45.6 ± 7.2 62.8 ± 6.2 59.8 ± 9..5 

·Mean Llil leng\h: P < 0.003; Dispcnion cocfficicnt: P > 0.05: Mean aillcn¡th: WN bcrore trutmcnt 
VI WN alter tn:a1ment P < 0.0\; Dispcnlon cocfficien t: WN before tn:atmeDt VI WN aftcT lreauncnt P 
> 0.05 ; Mean tai l lenglh: MN before lI"eatmenl vs MN afler Ul:atment P < 0.02; Dispersioo coctrJcicnt: 
MN before U"eauncnt VI MN alter U"ealmenl P > 0.05. 
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f.lm , while in WN -T children this increment was only 12.3 ~m and lhe inerement in 
laillc nglh was IWO limes grcater in MN·T ehildrcn. 

Afler drug trealmen!. in WN·T group the proponion of cclls wilhout damage 
was 56.7% (Fig. 1). The proponíon o f cclls with lo w, rncdium and high mi gralion 
wcre 2.7. 29.7. and 11 % respcctively. In \V N chi ldren a staliSlical difference (P<O.05) 
was observed belwccn thc proponions of differcnl lcvc ls of damaged cc lls obscrvcd 
before and afler drug Ircalmcnt. 

In MN· T childrcn. aftcr drug lrCalmen!. cells withoUl damage wcre 39.3%, and 
eells with low. mcdium and high damagc wcrc 1, 19.7, and 40% respcclivc ly (Fig. 
1). Slalístical diffcrence (P<Ú.OO 1) was observed belween (he proponions observcd 
before and after treatment in MN·T childrcn. As well. stalislical differences were 
observed bctwccn WN and MN ehildren. before (P<Ú.OOI) and aftcr (P<Ú.OO1) drug 
trcalment. 

Thc pcrcentage of damaged cclls in WN ch ildren before trcatment was 28% and 
after treatrnent, it was 43 .3%. In MN chi ldren, Ihe percentagc of damaged ee lls be· 
fo re trcatmcnt was 43.4% and aftcr drug trcatmenl, the pcrecntage incrcascd 10 60.7%. 

In bolh groups, no cOITclation was observed betwecn drugs administered, SC ll, 
age, weighl. or height of chi ldren sludicd, and ONA migration or with the proponían 
of ccUs with no damagc, and with low, mcdium, and high damage. 

An individual analysís of cell s with low, medium, and high damage showed Iha( 
cell s with low damage wcre higher in WN childrcn, bolh before and aftcr drug trcat· 
menl (dala nol shown). In relation 10 medium damaged ceUs, they increased in all 
WN children after drug treatment (Fig . 2), the sarnc efTcel was obscrved in lhree MN 
ehildren (Fig. 3); this is spccially evident in one child (NCR) that showed a higher 
¡ncremcnl of cells with medium damage. The other three malnourished children 
showed after trcatmcnl a considerable dccrease in medium damaged cells. 

Clearly, a highcr proponion of cells wilh high damage was observed in Ml'l 
chi ldren (Fig. 4), in both cases, befare and afler drug trcalmenL After lrealmenl, five 

i _l+-_­
t , , 

Fia· 2. Pt:n::enta&e of cells witb medium DNA migtalion in I ¡roup of wcll · oourishcd chudrcn beforc 
and afier 1 pcriod wilh drug treatment. 
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Fig. J, Pcrcentage of ce lls with medium ONA migration in malnounshed chi ldrc:n befon: and .rter a 
period of drug trcatrncnL 

MN childrcn showcd an ¡ncremen( in these cells, il was particularly evidcnt in three 
chi ldren (GGG , NBS , and LPA). One MN child (NCR) showed a dccreased number 
of cell s wilh high damagc (associatcd with lhe higher proponion of cclls wilh me­
dium damage). In WN childrcn (Fig. 5), cells with high damage were less evident 
lhan Ihal observcd in MN childrcn (Figs. 4 and 5); after drug treatmcnt two WN 
childrcn (18M and KFG) showcd a dccreasc. while four showed an ¡ncrease in the 
proportion of cells highly damaged. After treatrncnt only one WN child (NeH) showed 
a propon ion of high damagcd cclls grcatcr lhan 20%, but in MN children. these ccUs 
rcpresentcd in all cases more lhan 30%. 

1 
t , , 

Fil . 4. Pcrcc:nlagc: oC c:c:lIs with high ONA migr;lIion in malnouri$hc:d childreD beforc: ami aflc:r dnig 
Itcatmcnt. 
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Fig. S. ?creenLage of eell s with high ONA mignt ion in l group of well-nourished children before and 
alter a period of drug o-eiltmcnl. 

DISCUSSION 

DNA migration lenglh before drug treatment was two times greatcr in MN se­
verely infected children (35_1 ~m ) Ihan in WN severely infected children ( 16.5 ~m) . 

Also, the proponion of ce lls with medium and high damage be fore drug trcatment 
was nearly twice as high in MN children (40%) than in WN children (21.7%). 

Alter drug treatment, the average taillength was again twofold grc:atcr in MN-T 
(62.8 ~ m) than that obsc:rved in WN-T childrcn (28.8 ~m) . In relation to lhe propar­
tion of cells with medium and high damage, this increase was only 1.5 times in MN­
T children. Nevenheless, these children c\early showed a grc:atcr (40%) proponion 
of cells wilh high damage. in relation 10 WN·T (lI %). 

These rc:sults show lhat malnutriLion and drug treatment are: lwO factors associated 
with a significant increasc in DNA damage in Iymphocytc:s samplc:d from malnourished 
and well-nourished children, both severc:ly infected. In a previous study in well-nour­
ished and malnourished, infected children, lhc same association was previously oh­
servc:d [6] . In lhat work, we proposed lhal greater levels of DNA damage associaled 
with malnutrition could be related 10 !he dcficiency of proteins implicat.cd wi!h DNA 
inlegrity andlor 10 a depressed ability of cells from Ihese childrcn to repair ONA dam­
age. At present, we have evidence supponing this lasl possibility (dala not shown). 

In me present study. we comparcd lhe same group of chi ldren before and afler a 
drug trcalmcnt 10 determine if malnourished children had a higher susceptibili ty la 
ONA damage induced by drugs. As menlioned in lhe Introduction, higher levels of 
ONA damage in malnourished may be rclated also to olher factors, and certainly this 
higber ONA damagc may rcsuh from !he intc:raction of severa! factors. 

In al1 cases dispcrsion coefficicnt values did not show statistical differc nces. 
This indicates that ONA migration lenglh intercellular di stribulion was simi lar be­
twccn WN and MN. berore and after lreatmcnt. This means that I)' mphocytcs from 
WN and MN childrcn presented a vari able response 10 lhe drug treatment. 
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In both groups, it was observed that there was a ecll subpopulation (non -dam ­
aged cells) apparenlly more resiSlant 10 ONA damage induced by drugs. Thi s sub­
populalion c1early was more prevalent in WN ehildren . In addition. MN children 
even showed a higher proportion or cells with low. medium. and high damagc . Afler 
treatmcnl, in WN-T childrcn. lhe proportion of ec ll s wilh mcdium damagc showed a 
larger increase. In MN ehildren thc cclls wi th low damage diminishcd, and eells with 
medium and high damage inereased eonside rably. particularly with high damagc. 
Only one WN child (NCH) showcd an clcvatcd proportion of high damaged ccUs . 
Thcsc rcsullS showed thal a ceU subpopulalion in MN chi ldren seems 10 be more 
susceptible 10 highcr lcvcls of ONA damage. 

The dccrcasc in lhe proportioo of cc11s wilh high damage obscrvcd in IWO WN ­
T childrcn (18M and KFG) and in onc MN-T child (NC R) may indicatc that some 
ccll s vcry crficicotly repair ONA damage and Ihi s tends to dccrease. The increase io 
¡he proportion of ceUs with high damage, observed in one WN ch ild (NCH), secms 
lo be related wilh the administralion of metronidazol ; il is know Ihal this drug is 
associated with an increase of DNA strand breaks (181. In MN children, this relation 
is nOI so clear. lo general, a higher numbcr of drugs was adminislcred 10 malnour­
ished children. possibly due lo their impaired immune response. since there is no 
evidenee supponing ahcrations in absorption or c1imination levels of drugs in ehil­
dren wilh proteio-calone malnutrition (1 J. 

Transition from low to medium or high damage may be associaled wilh 
anlioxidalive protecLion in \he cells. It is well known that sorne of the drugs used 
may produce free radicals 119-21 J. and conscquenlly the antioxidanl defence syslem 
cou ld be affected in children with prolein-ca1one malnutrition (22 ,23] . 

Anlibiotics induce ONA damage, not only by the production of free radicals, 
but sorne intcrfere wilh DNA synthesis [21.24]. Others. like aminoglycosides inler­
fere al sorne level with the oonnal translation of proteins [25), although it appears 
Ihat increased DNA damage is not directed sirnply through a general reduclion in 
protein synlhesis [26). Moreover, il i5 known that aminoglycosides are polycationic 
molecules with a strong affinity for DNA nucJeotides [271-

lo the presem study an extensive imenndividual variability was observed. lt 
was panicularly cvidcnt in the MN children group; this observation agrus with pre­
vious repons in which a higher variability was observed in lhese childrcn (6) . Fur­
thermore, as previously mentioned more drugs were administered to malnounshed 
children, this may contribute 10 thc incrcased variability observed in these children . 

The higher levels of DNA damage could be relaled to an impaired immune 
respon se observed in MN ehildren, considenog Ihat the grealer levels of DNA dam­
age appear 10 be associated with an impaired cell function . More studies are nceded 
10 evaluate this possibilily. 

CONCLUSIONS 

This sludy shows that before treatment lhe mean migralion lenglhs and lhe pro­
portion of Iymphocytes with highly damaged DNA were found tO be significantly 
higher in malnounshed childrcn. This implies lhat malnutrilion is c1early related 10 
increased DNA damage. Aftcr treatment with drugs, migration lenglhs and the pro­
portion of cells wilh high DNA damage increase in both groups and differ signifi­
canlly bctwccn the MN and the WN children and these werc also greater in MN 
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childrcn. Thi s show that drugs used fOf antimicrobial trcalmcnt, ahhough neccssary 
may rcsult in undcsirable side crfeets such as incrcased ONA damage . 

Thc incrcascd migration 1cngth and the ;ncrcased proportion of cells w;th higher 
Icvels of damagc, see ms 10 indieate Ih at malnourished chi ldrcn are more susceptible 
10 ONA damage induccd by drugs. Additionally, lhe incrcascd proportion .of eells 
wilh high damage indicates lhat MN childrcn had a cell subpopu lalion more suscep­
tible 10 ONA damage. Thi s may hc1p 10 explain thc impaired immune response ob­
sc rved in MN chi ldren . 
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