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Resumen

Dentro del campo bioantropolégico se estudian los cambios somaticos rela-  Palabras Clave
cionados con el consumo de alimentos y el equilibrio de los nutrientes en el Nutrientes; Crecimiento:
cuerpo. En Argentina, se observa una disminucion de desnutricion aguda y un  Poblacion infantil; Modelos
aumento de obesidad, retraso cronico del crecimiento y desnutricion oculta. ;:‘r’%%’?fé’m'es" Estabilidad
La desnutricion oculta son conjuntos de carencias especificas de micronutrien-

tes. Una dieta desbalanceada puede incrementar la mutacion genética y las

aberraciones cromosdmicas. Debido a que las deficiencias de micronutrientes

no se detectan por antropometria, es importante el disefio de modelos expe-

rimentales que permitan investigar sus efectos. El objetivo de este trabajo es

presentar los resultados relacionados con la ingesta de macro y micronutrientes

de importancia para el normal crecimiento y desarrollo de la poblacién infan-

til. Se evaluo la inestabilidad gendmica asociada a la deficiencia de energia

y proteinas, y a las deficiencias y excesos de micronutrientes, y se analizo el

rango fisiolégico establecido para nifios.
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Analysis of the effects on genetic material of nutrients impor-
tant for the growth and development of the child population

Abstract

Within the bioanthropological field somatic changes related to food consump-
tion and the balance of nutrients in the body are studied. In Argentina, a
decrease in acute undernutrition and an increase in obesity, chronic growth
retardation and hidden hunger are observed. Hidden hunger is a set of specific
micronutrient deficiencies. An unbalanced diet can increase genetic muta-
tion and chromosomal aberrations. Because micronutrient deficiencies are not
detected by anthropometric techniques, it is important to design experimental
models to investigate their effects. The objective of this paper is to present
the results related to the intake of macro and micronutrients of importance
for the normal growth and development of the child population. Genomic
instability associated with energy and protein deficiency, and micronutrient
deficiencies and excesses were evaluated and the established physiological
range for children was analyzed.

Analise dos efeitos no material genético dos nutrientes im-
ortantes para o crescimento e desenvolvimento da popu-
acao infantil

Resumo

No campo bioantropoldgico sao estudadas mudancas somaticas relacionadas
ao consumo de alimentos e ao equilibrio de nutrientes no organismo. Em
Argentina, observamos uma diminuigao da desnutri¢ao aguda e um aumento
da obesidade, retardo cronico de crescimento e desnutricao oculta. A desnu-
tricao oculta é um conjunto de deficiéncias especificas de micronutrientes.
Uma dieta desequilibrada pode aumentar a mutagao genética e as aberragdes
cromossOmicas. Como as deficiéncias de micronutrientes nao sao detectadas
pelas técnicas antropométricas, é importante projetar modelos experimentais
para investigar seus efeitos. O objetivo deste trabalho € apresentar os resulta-
dos relacionados a ingestao de macro e micronutrientes de importancia para o
crescimento e desenvolvimento normal da populagao infantil. A instabilidade
gendmica associada a deficiéncia de energia e proteina e deficiéncias e excessos
de micronutrientes foram avaliadas e o intervalo fisiologico estabelecido para
criangas foi analisado.

Nutrientes, crecimiento y desarrollo

Una nutricién adecuada constituye la base para el bienestar y el desarrollo
fisico e intelectual de las poblaciones humanas. Se trata de un proceso complejo
en el cual intervienen no solo factores econdmicos sino también culturales, los
cuales inciden tanto en los habitos alimentarios como en los factores sanitarios.
En este contexto, desde el campo disciplinar de la antropologia bioldgica existe
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un marcado interés por estudiar los cambios somaticos relacionados con el
consumo de alimentos y el equilibrio de los nutrientes en el cuerpo (Diaz, 2011).

La deficiencia asociada de energia, proteinas y micronutrientes lleva a un
menor crecimiento somatico, en especial en las primeras etapas de la vida en
que la velocidad de este es mayor. Esta velocidad puede modularse por el
aporte de energia pero la recuperacion nutricional es capaz de mejorar solo
parcialmente lo perdido y la homeorresis es mas eficiente para el peso que
para la talla. Los factores genéticos explican la mayor parte de los retardos
del crecimiento en los paises desarrollados pero en los paises en vias de desa-
rrollo la principal influencia corresponde a las deficiencias nutricionales, que
pueden generar una malnutricion proteico-energética (MPE) (Waterlow, 1996).
Este fendmeno esta muy influenciado por otros factores, en particular por las
infecciones repetidas (Padula, Salceda, Prozzi, Fernandez y Seoane, 2004).

La transicion nutricional de nuestro pais se caracteriza por la disminucion de
la malnutricién aguda, un aumento de la obesidad y cifras relativamente altas
de retraso crénico del crecimiento y desnutricion oculta (O’Donnell, 1999).
La desnutricion oculta ha sido definida como un conjunto de carencias espe-
cificas de micronutrientes que se caracterizan por ser altamente prevalentes,
de importancia en la salud infantil y que requieren de cierta instrumentacion
para su diagnostico (Carmuega, 1999). Este tipo de desnutricion surge como
consecuencia de una alimentacién inadecuada, no diversificada, marginal con
relacion a algn nutriente, lo cual determina que las reservas corporales resul-
ten insuficientes para afrontar los esfuerzos del crecimiento, del embarazo, de
la lactancia o de una infeccion (Gonzalez, Disalvo y Varea, 2006).

Las deficiencias de micronutrientes mas importantes y reconocidas en la
nifnez son las de hierro, yodo, vitamina A, zinc, algunas vitaminas del grupo
B como la riboflavina, el acido folico, la niacina y acidos grasos esenciales.
La deficiencia de hierro —una de las principales causas de anemia— afecta el
funcionamiento cerebral y el desempefio intelectual del nifio, limita de este
modo su futura insercion productiva, lo expone a padecer enfermedades mas
severas y deteriora su salud gestacional y perinatal. La deficiencia de zinc
condiciona el crecimiento y el desarrollo, mientras que la falta de vitamina
A se relaciona con complejos fenémenos vinculados con la inmunidad y la
respuesta a las infecciones.

Las necesidades nutricionales de los nifios son mas elevadas que las de los
adultos; asi, las consecuencias de las carencias alimentarias sobre el crecimien-
to y el desarrollo son también mayores. El individuo adulto requiere de una
cantidad de energia y de nutrientes que son necesarios para reemplazar las
pérdidas cotidianas o para reponer la energia imprescindible para su meta-
bolismo basal y actividad fisica. Los nifios, en cambio, necesitan una cantidad
adicional para satisfacer las demandas del crecimiento. Como consecuencia
de la elevada velocidad de crecimiento durante los primeros afios de vida, la
selecciéon de alimentos con escaso valor o calidad nutricional puede afectar la
ingesta de nutrientes criticos y constituir uno de los factores involucrados en el
retraso de crecimiento. Este riesgo es aiin mayor en nifios con bajo o insuficien-
te peso al nacer y los que padecen una mayor prevalencia de infecciones como
consecuencia de un inadecuado saneamiento ambiental o familiar (Carmuega,
1999). Una inadecuada nutricion en la infancia tiene, asimismo, repercusio-
nes sobre las enfermedades de la adultez, el aprendizaje (O’'Donnell, 1999) y
la salud reproductiva de las mujeres (O'Donnell, Bengoa, Tortin, Caballero,
Pantin y Pena, 1997).

doi: 10.34096/runa.v42i2.7622
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Nutrientes y estabilidad genémica

La exposicion in vivo a agentes mutagénicos y carcinogénicos puede incre-
mentar la mutacion genética y las aberraciones cromosomicas en las pobla-
ciones humanas (Parry, 1988). Una dieta desbalanceada puede tener efectos
similares (Ames, 1998). Muchos minerales y vitaminas actian como sustrato
y/o cofactores en reacciones de mantenimiento del ADN, por lo que su con-
centracion exacta en la célula es critica. Asi, niveles no adecuados de dichas
sustancias podrian imposibilitar la actividad de enzimas requeridas para la
estabilidad genémica al provocar fracturas de doble o simple cadena sobre
el ADN, lesiones oxidativas o ambas (Fenech, 2001 y 2005). Las recomen-
daciones actuales de ingesta diaria de nutrientes (RDA) (National Research
Council [US] Subcommittee on the Tenth Edition of the Recommended Dietary
Allowances, 1989) estan basadas en la prevencion de enfermedades tales como
el escorbuto, en el caso de la vitamina C, anemia en el caso del acido folico y
del hierro, y la pelagra para la niacina. No obstante, los micronutrientes son
importantes también en la prevencién de enfermedades degenerativas tales
como cancer, enfermedades cardiovasculares, Alzheimer y envejecimiento
prematuro (Giovannucci et al., 1998; Morris et al., 1998; Zhang et al., 1998;
Ambrosse et al., 1999; Selhub, Bagley, Miller y Rosenberg, 2000; Fenech, 2014).
Esto se debe a que estas enfermedades son causadas, en parte, por el dafno
en el ADN (Holliday, 1995; Ames, 1998, 2001). Dicho dafio actuaria como un
factor de riesgo para el desarrollo de las enfermedades degenerativas, ya que
aumentaria la probabilidad de padecerlas. Hoy en dia, la atencion esta cen-
trada en definir los requerimientos adecuados de minerales y vitaminas para
prevenir el dafio en el ADN nuclear y mitocondrial. El conocimiento sobre
los niveles 6ptimos de vitaminas y minerales para el mantenimiento de la
estabilidad gendmica es escaso y desordenado. Sin embargo, existe suficiente
evidencia que sugiere que la deficiencia marginal de folato, vitaminas B6, B12,
niacina, C y E, impacta significativamente en el porcentaje de dafio genético
espontaneo (Fenech, 2014).

Debido a que las deficiencias de micronutrientes requieren de cierta instru-
mentacion para su diagndstico, y no se detectan por técnicas antropomeétricas,
es de suma importancia el disefio de modelos experimentales que permitan
investigar el efecto de estas deficiencias y que aporten informacion que pueda
favorecer el desarrollo de politicas de prevencion. Dichas politicas deben hacer
hincapié en la importancia de la educacion nutricional abocada a la concienti-
zacion del problema y la generacion de una vigilancia social que traspase los
marcos de los programas predisefiados.

Para determinar la recomendacion diaria dada en la ingesta de un micro-
nutriente puntual es necesario realizar, por un lado, estudios in vitro dosis-
respuesta que analicen el efecto de la concentracion del micronutriente sobre
el dafio genético y la citotoxicidad. Y, por el otro, investigaciones in vivo de
corte transversal para evaluar la asociacién entre la ingesta de nutrientes y los
marcadores utilizados.

Si bien los estudios epidemioldgicos son eficaces sélo constituyen una parte
de las acciones a desarrollar para encarar cuestiones relacionadas con la adap-
tacion de las poblaciones humanas. Brindan una muy valiosa informacién, ya
que son los que mejor nos muestran lo que ocurre en poblaciones reales pero
tienen la desventaja de que se necesita una considerable cantidad de tiempo y
esfuerzo para llevarlos a cabo. Por su parte, los modelos in vitro son simples,
rapidos, confiables y se ha demostrado que son muy eficaces para determinar
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el efecto de los micronutrientes sobre el dafio genémico y la citotoxicidad
(Kimura, Umegaki, Higuchi, Thomas y Fenech, 2004; Wu, Lyons, Graham y
Fenech, 2009; Fenech, 2010). Este modelo es esencial para definir la concentra-
cién Optima, el limite superior mas seguro de los micronutrientes y el efecto
combinado de nutrientes (Fenech, 2010); aunque resulta dificil extrapolar los
resultados a lo que sucede in vivo.

Dentro del Laboratorio de Mutagénesis y Carcinogénesis del Instituto de
Genética Veterinaria (IGEVET) “Ing. Fernando Noel Dulout” de la Facultad
de Ciencias Veterinarias (Universidad Nacional de La Plata-Consejo Nacional
de Investigaciones Cientificas y Técnicas) surgié una linea de trabajo orien-
tada a la investigacion de los efectos sobre el material genético de nutrientes
vitales para el mantenimiento de la estabilidad gendmica, en nifios y adultos.
El surgimiento de la linea esta en relacion con el interés por estudiar la onto-
génesis de los individuos, que condujo en primer lugar a la investigacion del
impacto de la nutricién sobre el crecimiento infantil y, posteriormente, sobre
el material genético. Ya que una pérdida de integridad del genoma se asocia
de forma prospectiva con un mayor riesgo de enfermedades degenerativas, las
cuales pueden afectar el funcionamiento celular y del organismo, y alterar la
adaptacion del individuo y de las poblaciones humanas. Se trata de una linea
de investigacion original dentro del campo bioantropolédgico. En este sentido,
varias de las investigaciones que aqui se presentan han sido las primeras en
su tipo en llevarse a cabo a nivel nacional, y algunas, a nivel internacional.

El objetivo de este trabajo particular es presentar aquellos resultados relaciona-
dos con la ingesta de macro y micronutrientes de importancia para el normal
crecimiento y desarrollo de la poblacién infantil. En este sentido, se realizaron
investigaciones de caracter epidemiologico e in vitro, en las que se evaluo la
inestabilidad gendmica asociada tanto a la deficiencia de energia y proteinas
como a las deficiencias y excesos de micronutrientes puntuales (zinc, hierro,
cobre y vitaminas) y se analizaron las dosis adecuadas de ingesta diaria de
estos nutrientes.

Todos los proyectos del grupo de trabajo cuentan con la aprobacion del comité
de ética pertinente y se desarrollaron conforme con los principios proclamados
en la Declaracion Universal de los Derechos Humanos de 1948, las normas
éticas instituidas por el Cédigo de Niiremberg de 1947 y la declaracién de
Helsinski de 1964 y sus sucesivas enmiendas y clarificaciones. Se tuvo en cuen-
ta lo normado por la Ley Nacional 25.326 de Proteccion de Datos Personales,
su decreto reglamentario y restantes normas que la complementan. La recolec-
cion de datos personales se realizo de acuerdo con el articulo 3°, mediando en
todos los casos la autorizacion escrita en la que figura el consentimiento libre y
expreso de los padres o tutores e informado en los términos de los articulos 5°
y 6°. Los padres de los individuos incluidos fueron citados para poder expli-
carles los objetivos de la investigacion y solicitarles su permiso para que sus
hijos pudieran participar de ella. S6lo en los casos que aceptaron se les pidio
un consentimiento informado confeccionado a tal fin y se procedi6 al registro
de datos y la toma de una muestra de sangre periférica por puncién venosa.

Malnutricion proteico-energética primaria, micronutrientes y
dafio genético

Algunos autores analizaron los efectos de la MPE primaria sobre el dafio
genético, tanto en animales de laboratorio como en humanos, y observaron

doi: 10.34096/runa.v42i2.7622
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resultados contradictorios (Armendares, Salamanca y Frenk, 1971; Thorburn,
Hutchinson y Alleyne, 1972; Alu y Murthy, 1993; Terreros, De Luca y Dulout,
1993). Debido a ello, nos propusimos analizar la induccion de aberraciones
cromosdmicas estructurales (ACE) en una poblacién de nifios menores de cinco
anos con MPE primaria (Padula et al., 2004; Padula, 2008; Padula, Salceda y
Seoane, 2009). Se llevaron a cabo estudios de tipo caso-control apareado por
sexo y edad en nifios malnutridos (25) y eutroficos (25) que concurrieron al
Consultorio del Nifio Sano del Hospital Interzonal de Agudos y Cronicos
Dr. Alejandro Korn (La Plata, Argentina). El protocolo fue aprobado por el
comité de ética de dicho hospital. Para determinar el estado nutricional se
realizé la evaluacién antropométrica de los nifos, para lo cual se registraron
las variables: peso (P), talla (T), edad (E), perimetro braquial (PB) y los plie-
gues cutaneos tricipital (PTR) y subescapular (PSE), y se establecieron los
indicadores P/E, T/E, P/T, PB/E, PTR/E y PSE/E, utilizando tanto referencias
naciones como internacionales (Sociedad Argentina de Pediatria, 2001; Hamill,
Drizd, Johnson, Reed y Roche, 1977). Dicha evaluacion fue complementada
con el examen clinico realizado por el médico pediatra. Asimismo, se apli-
c6 una encuesta semiestructurada en la que se tuvieron en cuenta: peso al
nacimiento, alimentacion, enfermedades virales y/o infecciosas y exposicion
a agentes potencialmente genotoxicos (tales como antibioticos, antiparasita-
rios, plaguicidas y rayos X). Aquellos nifios expuestos a rayos X que hubieran
consumido vitaminas o minerales y sufrido alguna infeccién un mes previo al
estudio fueron excluidos. Se realizaron cultivos in vitro de linfocitos y luego se
analizaron 100 metafases por cada nifio. Se evalud la frecuencia de ACE total e
individual (gaps de mono e isocromatida, fracturas de mono e isocromatida,
fragmentos, cromosomas dicéntricos, asociaciones teloméricas y anillos) y se
observd que todas las frecuencias (excepto las de anillos, que fueron nulas
para ambos grupos) fueron significativamente mas altas en los nifios con MPE
respecto de los nifios eutrodficos. Este dafio en los cromosomas pudo deberse
a diversos factores tales como la severa deficiencia de nutrientes esenciales
requeridos para la sintesis de ADN (zinc, hierro y vitamina A), el deterioro
de los mecanismos de reparacion frente a un incremento inusual de aberra-
ciones y/o la ausencia de compuestos protectores frente al dafio oxidativo. El
hallazgo mas importante de este trabajo fue la identificacion del dafio en los
cromosomas como un factor de riesgo para la salud de los nifos afectados.
Cabe destacar que este estudio, en el que se evalu6 la frecuencia de ACE en
una poblacién de nifios menores de 5 afios con MPE primaria, fue el primero
de este tipo realizado en Argentina.

Asimismo, analizamos la relacion entre la MPE, las infecciones bacterianas y el
dano genético (Padula y Seoane, 2008, 2011). En este caso, se obtuvo la frecuen-
cia de ACE en linfocitos de sangre periférica de nifios con MPE y eutréficos con
y sin infeccién bacteriana (14 con MPE sin infeccién, 11 con MPE infectados; 18
eutroéficos sin infeccion, 7 eutroficos infectados). El relevamiento se llevé a cabo
en el mismo consultorio mencionado anteriormente. Se realiz¢ la evaluacion
antropométrica y clinica de los nifios y se aplicé una encuesta semiestructu-
rada, de la misma manera que fue explicitado en el trabajo previo. Los nifios
con anemia o signos evidentes de deficiencia de otros micronutrientes fueron
excluidos. Los resultados no arrojaron diferencias significativas en la frecuencia
total de ACE dentro del grupo de nifios con MPE, independientemente de la
presencia de infeccién. Ademas, los nifos con MPE mostraron una frecuencia
total de ACE significativamente mayor a la de los nifios eutréficos, infectados o
no. Por otra parte, dentro de los eutrdficos, aquellos que cursaban infecciones
bacterianas tuvieron un aumento significativo de ACE respecto de los sanos. En
base a estos hallazgos pudimos concluir que la infeccidn severa se asocioé con
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el dafio cromosomico, y provocd efectos mas notorios en aquellos nifios que
ademas estaban malnutridos. Otros autores obtuvieron resultados semejantes
(Gonzalez et al., 2002a y b). Es importante destacar que es dificil discriminar
si el dafio en el material genético se debid a la malnutricion en si misma, a
las infecciones bacterianas o a todos estos factores actuando sobre los tejidos
carentes de nutrientes esenciales. La disminucidn de energia y aminoacidos
esenciales que conlleva la malnutricion puede afectar la sintesis de enzimas
requeridas para la reparacion del ADN. Como consecuencia, una célula con
dificultades para reparar el dafio puede mutar mas facilmente y desencadenar
procesos de mutagénesis, carcinogénesis, teratogénesis, senescencia temprana
o incluso apoptosis (Natarajan, 2002).

Posteriormente se comenzo a investigar el rol de ciertos nutrientes esenciales,
tales como el zinc, en la reparacion del dafio provocado por la malnutricién.
Este micronutriente juega un papel vital en el crecimiento longitudinal de los
ninos y participa en la sintesis y reparacion del ADN (Grandy, Weisstaub y
Lopez de Romaiia, 2010; Sharif, Thomas, Zalewski, Graham y Fenech, 2011).
En este sentido, se realizaron una serie de experiencias con el objetivo de
analizar el efecto genético de la suplementacion in vitro con sulfato de zinc en
linfocitos de sangre periférica de nifios con MPE sin infecciones asociadas. Se
tomaron muestras de 12 nifios diagnosticados con MPE en el Observatorio de
Calidad de Vida del Hospital Interzonal de Agudos Especializado en Pediatria
“Sor Maria Ludovica” de La Plata. Los cultivos fueron suplementados in vitro
con sulfato de zinc (Padula ef al., 2014b). La investigacion fue aprobada por el
Comité Institucional de Revision de protocolos de Investigacion (CIRPI) del
mencionado hospital. Se realizd, por un lado, la evaluacién antropométrica de
los nifios (utilizando los indicadores P/E, T/E y P/T con el estandar de la OMS)
y, por el otro, se determind el estado bioquimico de algunos micronutrien-
tes (zing, folato, vitamina A). Se aplicé una encuesta similar a la utilizada en
trabajos anteriores y se tuvieron en cuenta los criterios de exclusion ya espe-
cificados. Cada muestra de sangre fue fraccionada y cultivada por separado;
una de ellas fue suplementada con sulfato de zinc y la otra no, de este modo,
cada nino fue su propio control (figura 1). Los efectos citotdxicos y cromoso-
micos fueron evaluados a través del ensayo de micronticleos por bloqueo de la
citocinesis (CBMN). A partir del analisis bioquimico se observé que ninguno
de los participantes tuvo deficiencia de zinc, folato o vitamina A. Se observé
una reduccién significativa en las frecuencias de dafio cromosémico en los
cultivos suplementados respecto de los no suplementados. Asimismo, la divi-
sion nuclear aumentd de manera significativa en los cultivos suplementados.
Comprobamos que tanto los efectos citotoxicos como el dafo cromosémico
que ocasiona la MPE en los nifios pueden ser reparados in vitro con la suple-
mentacion de zinc. Debido a que todos los individuos presentaron niveles
de zinc dentro del rango fisioldgico normal establecido (80-280 pg/dl) (Feliu,
Pifieiro, Lopez y Slobodianik, 2005), concluimos que dicho rango deberia ser
revisado para lograr una mejora en los mecanismos de reparacion y evitar
asi la persistencia de dafno en el ADN. Este fue el primer trabajo en el cual
se evaluo el papel de la suplementacion in vitro de sulfato de zinc en sangre
periférica de nifos con MPE en el mundo.

A partir de estos estudios, surgid el interés por valorar la concentracion de
ciertos minerales y vitaminas importantes para la poblacion infantil con el pro-
posito de establecer la ingesta adecuada de nutrientes que ayuden a minimizar
el dafio en el ADN (Padula et al., 2016, 2017; Gambaro, Seoane y Padula, 2018a
y b). Se continu6 trabajando con el sulfato de zinc, esta vez con el objetivo de
analizar los efectos citostaticos, citotdxicos y genotdxicos provocados por la

doi: 10.34096/runa.v42i2.7622
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Figura 1. Foto representativa de
la suplementacién con sulfato de
zinc de las muestras de sangre
periférica, en cabina de seguri-
dad tipo Il (Area de Cultivo del
IGEVET).
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deficiencia y el exceso; asimismo, se evalud el rango fisioldgico normal esta-
blecido para nifios (Padula, Ponzinibbio y Seoane, 2014a y Padula et al., 2017).
El desarrollo experimental se llevd a cabo con muestras de sangre periférica
provenientes de seis donantes sanos del mencionado Observatorio de Calidad
de Vida y el protocolo fue aprobado por el CIRPI. Se establecieron cultivos
deficientes y con exceso de sulfato de zinc y cultivos suplementados con dosis
correspondientes al rango fisioldgico normal (12, 80, 180, 280 y 380 ug/dl). Se
utilizaron los ensayos CBMN (dafio cromosémico, necrosis y apoptosis) y
Cometa (dafio citomolecular) y se determind la viabilidad celular con el colo-
rante vital azul de tripano (figura 2). El dafo cromosémico y citomolecular
resultd significativamente mas elevado en los cultivos deficientes (12 pg/dl), en
los que fueron suplementados con el limite superior del rango (280 pg/dl) y en
aquellos con exceso de sulfato de zinc (380 pg/dl), mientras que la viabilidad
fue menor. En los cultivos con exceso se observé ademas un aumento de la
frecuencia de células necréticas, mientras que en los deficientes se observaron
las frecuencias mas elevadas de células apoptoticas. Otros estudios realizados
in vitro también mostraron altos niveles de dafio y falla en los mecanismos
de reparacion del ADN en células deficientes en zinc (Dreosti, 2001; Ho y
Ames, 2002; Yan, Song, Wong, Hardin, y Ho, 2008; Sharif, Thomas, Zalewskib
y Fenech 2012) y aquellas con exceso (Sharif ef al., 2011, 2012). En nuestro
trabajo, las dosis mas beneficiosas fueron las del limite inferior y medio del
rango fisiologico normal (80 y 180 pg/dl). Estos resultados obtenidos in vitro
permitieron sugerir que la suplementacion con dosis intermedias de sulfato
de zinc (80 y 180 pg/dl) seria beneficiosa para la salud por su contribucién al
mantenimiento de la estabilidad genomica, mientras que la suplementacion
con la concentracion correspondiente al limite superior del rango fisiologico
normal establecido para nifios incrementaria la inestabilidad, tanto como lo
hacen la deficiencia y el exceso. Estos hallazgos son importantes, ya que para
prevenir el dafio en el ADN es necesario definir los niveles adecuados de
ingesta de minerales, con el propdsito de establecer recomendaciones que
contemplen la prevencién del desarrollo de enfermedades. Se trata del primer
estudio en el que se analizan los efectos de la deficiencia y el exceso de zinc,
asi como el rango fisioldgico normal establecido para nifios, en la Argentina.
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Figura 2. Foto representativa de
la determinacién de la viabili-
dad celular con el colorante vital
azul de tripano por microscopia
dptica (Area de Cultivo del
IGEVET)

Por su parte, estudiamos los efectos sobre el material genético de dos tipo de
suplementacion preventiva de la anemia por deficiencia de hierro (ADH) con
sulfato ferroso. La deficiencia de hierro es la carencia nutricional mas prevalen-
te y la principal causa de anemia a escala mundial. Los grupos poblacionales
con mayor riesgo son los nifios de entre 6 y 24 meses de edad y las mujeres
embarazadas (Gambaro et al., 2018a y b). En los nifios la causa mas comun es
el aumento del requerimiento ferroso relacionado con la mayor velocidad de
crecimiento. La Sociedad Argentina de Pediatria recomienda como tratamiento
preventivo de la anemia la suplementacion diaria con sulfato ferroso (Comité
Nacional de Hematologia, Oncologia y Medicina Transfusional y Comité
Nacional de Nutricién, 2017). Sin embargo, a partir de la década del noventa
algunos autores plantearon como tratamiento alternativo la suplementacion
con una dosis semanal tinica, la cual provocaria menos efectos adversos (Tee et
al., 1999; Viteri, Ali y Tujague, 1999; Agarwal, Gomber, Bisht y Som, 2003; Zalles
Cueto, Rojas Meneces, Rojas Soto y Sejas, 2005; Pefia Rosas, De Regil, Gomez
Malave, Flores Urrutia y Dowswell, 2015). El hierro participa en las reacciones
de 6xido-reduccién de la célula y en estas se generan especies reactivas del
oxigeno (ROS) las cuales pueden ocasionar dafio permanente en las proteinas,
en los lipidos y en el ADN (Aksu ef al., 2010; Jomova y Valko, 2011; Lin, Li, Jia,
Ward y Kaplan, 2011; Pra, Franke, Henriques y Fenech, 2012). En trabajos donde
se evalud el efecto del tratamiento terapéutico de la ADH con sulfato ferroso
se observo un aumento de fracturas de ADN, micronticleos y bases oxidadas
en ninos y en animales de laboratorio (Aksu et al., 2010; Pra et al., 2008, 2012).
Nos propusimos entonces analizar el dafio gendmico inducido por ambos tipos
de suplementacion preventiva de la ADH en linfocitos humanos cultivados
in vitro (Gambaro et al., 2018 a y b). Se utilizaron muestras de 10 donantes
sanos que concurrieron al Observatorio de Calidad de Vida; el protocolo fue
aprobado por el Comité Consultivo de Bioética de la Universidad Nacional
de La Plata. Los cultivos fueron suplementados in vitro por 7 dias con dosis
semanales y diarias de sulfato ferroso (figura 3); la concentracion de hierro se
midio a través de espectrometria por absorcion atémica. Se evalué la viabili-
dad celular mediante el ensayo de una sal de tetrazolio mejor conocida como
MTT (actividad mitocondrial) y el ensayo de rojo neutro (actividad lisosomal).
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Figura 3. Foto representativa de
la suplementacion con sulfato de
hierro de las muestras de sangre

periférica, en cabina de seguri-

dad tipo Il (Area de Cultivo del
IGEVET).

Se analizo la peroxidacion lipidica por medio de la técnica de T-Bars y se
midio la respuesta antioxidante con la determinacion de las enzimas supe-
roxido dismutasa SOD y catalasa. Por ultimo, se evaluaron los efectos sobre
los cromosomas con el ensayo CBMN y sobre el ADN con el ensayo Cometa.
Todos los biomarcadores analizados mostraron una disminucién del dafio,
del estrés oxidativo y un aumento de la viabilidad durante la suplementacion
semanal, lo que sugiere que una menor produccion de radicales libres del
oxigeno disminuye el estrés oxidativo y, como consecuencia, el dafio genético.
La evidencia en la literatura mostrd que el tratamiento terapéutico con sulfato
ferroso de la ADH causé un mayor dafio en el ADN (Pra et al., 2008). Mientras
que en otros trabajos se observé que el estrés oxidativo y la respuesta antioxi-
dante no presentaron incrementos (Hacthamdioglu ef al., 2013; Zaka-Ur-Rab,
Adnan, Ahmad e Islam, 2016). Los resultados obtenidos permiten proponer
a la suplementacion semanal como una mejor alternativa para la prevenciéon
de la anemia ferropénica. Cabe destacar que este fue el primer estudio a nivel
mundial donde se realiz6 la comparacion de ambos tipos de suplementacion
preventiva (diaria y semanal) y se evalud el estrés oxidativo, la respuesta
antioxidante y el dafio en el ADN.

Actualmente, se estan investigando los efectos de la suplementacién combi-
nada de algunos minerales y vitaminas. En un caso, estamos comprobando
los efectos de la suplementacion conjunta de hierro con vitaminas E 0 C; y en
otro caso, se esta evaluando el efecto combinado del cobre y el zinc. Ambos
estudios se encuentran en curso.

A modo de cierre

Todos los nutrientes mencionados juegan un rol fundamental no sélo en el
crecimiento y desarrollo de los nifios sino en el mantenimiento de la estabilidad
gendmica y el desarrollo de enfermedades degenerativas. En este sentido, la
prevencion del dafio en el ADN es un parametro importante para la definicion
de nuevos valores de referencia dietéticos, porque se ha demostrado repeti-
damente que una pérdida de integridad del genoma se asocia de forma pros-
pectiva con un mayor riesgo de enfermedades degenerativas. De este modo,
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es importante disenar protocolos de investigacién que permitan, por un lado,
conocer la situacion nutricional de los nifios para contribuir a la reformulacion
de estrategias de atencién primaria de la salud infantil teniendo en cuenta el
criterio de factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades degenerativas.
Y, por el otro, definir los valores adecuados de ingesta diaria de nutrientes de
manera individual o combinados. Las actuales recomendaciones de ingesta
proporcionan una guia para la prevencion de enfermedades causadas por defi-
ciencia o exceso de ciertos nutrientes. Determinar estos extremos es importante,
pero el mayor desafio sera establecer la ingesta adecuada de micronutrien-
tes a partir de mejores dietas, fortificacién de alimentos y/o suplementacién
farmacologica, con el propdsito de optimizar el funcionamiento celular y del
organismo, para favorecer la adaptacion del individuo y de las poblaciones
humanas. Esto se vuelve especialmente importante en la infancia, ya que los
requerimientos nutricionales tinicos de los nifios los hacen inusualmente sus-
ceptibles a una ingesta inadecuada de nutrientes. Definir la ingesta adecuada
de nutrientes podria ser el mejor camino para minimizar el dafo en el ADN
con el fin de mejorar la salud y prolongar la esperanza de vida.
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