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---- Resumen

Objetivo: comparar el efecto del all-trans &cido retinoico en la produccion de citocinas por células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) entre nifios con desnutricion aguda moderada (Dn-M),
grave (Dn-G) y un grupo control de nifios eutréficos (Eu). Metodologia: estudio cuasi-experimental in
vitro que evaluo el efecto de diferentes dosis de atRA (0, 17, 30 y 50 nM) sobre la concentracién de
citocinas (L-8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-o e IL-12p70) en CMSP de 21 nifios, distribuidos en 3 grupos: 7
con desnutricion moderada (Dn-M); 7 con desnutricion grave (Dn-G) y 7 eutréficos (Eu). Resultados:
aunque 71% de los nifios desnutridos (Dn-G y Dn-M) manifestaron signos de infeccién, presentaron
una poblacion de leucocitos y linfocitos mas baja que los Eu. En los nifios Dn-G se reportaron unos
valores de proteina C reactiva (CRP) significativamente mayores que en los otros dos grupos y si-
multdéneamente menor edad, menor estatura (T/E) y menor hemoglobina. Los valores de IL-18, IL-6,
IL-8, TNF e IL-10 en CMSP fueron mayores en Dn-M que en Dn-G y Eu. En la comparacion entre
grupos se encontré que con 50 nM de atRA el valor medio de la IL-8 fue significativamente menor y
el de IL-10 mayor en Dn-G comparados con los otros grupos; de acuerdo al andlisis MANOVA estas
diferencias se atribuyeron al hecho de pertenecer al grupo (Dn-G) y no a la dosis de atRA (50 nM). El
andlisis del efecto de las diferentes dosis de atRA al interior de cada grupo mostrd una disminucion
significativa con 50nM de atRA de IL-8 en Dn-G y de IL-10 en Eu. En Dn-M aumentd la IL-12p70
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atRA y produccion de citocinas en desnutridos

con dosis de 17 nM. Conclusion: el atRA influye en la produccion de citocinas, pero el principal determinante de la
concentracion es el tipo de desnutricién.

Palabras clave: cido retinoico, citocinas, desnutricién proteico-caldrica, proteina C-reactiva, nifios.

Effects of all-trans retinoic acid on the production of cytokines by peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) in children with acute malnutrition

Abstract

Objective: To compare the effect of all-trans retinoic acid in the production of cytokines by peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) among children with moderate malnutrition (Dn-M), severe (Dn-G) and a control group of children eutrophic
(Eu). Methodology: Quasi-experimental research in vitro, to assess the effect of different doses of atRA (0, 17, 30 and 50
nM) on the concentration of cytokines (L-8, IL-1p, IL-6, IL-10, TNF- and IL-12p70) in PBMC of 21 children, divided into three
groups: seven with moderate malnutrition (Dn-M), 7 with severe malnutrition (Dn-G) and 7 healthy children (Eu). Results:
Although 71% of malnourished children (Dn-G and Dn-M) showed signs of infection, had a population of leukocytes and
lymphocytes lower than the Eu. Children Dn-G reported a concentration of C-reactive protein (CRP), significantly higher
than the other two groups and simultaneously younger, shorter (T/E) and lower hemoglobin. The concentration of IL-18,
IL-6, IL-8, TNF and IL-10 in PBMC was higher in Dn-M than in Dn-G and Eu. Comparison between groups was found
that 50 nM of atRA concentration of IL-8 was significantly lower and the higher IL-10 in Dn-G compared with the other two
groups. MANOVA analyses indicate these differences were attributed to the fact to belonging the group (Dn-G) and not
the dose of atRA (50 nM). Analysis of the effect of different doses of atRA in each group showed a significant decrease
with 50nM of atRA of IL-8 in Dn-G and IL-10 in Eu. IL-12p70 increased with doses of 17 nM in Dn-M. Conclusion: atRA
affects the production of cytokines but the main determinant of concentration is the type of malnutrition.

Key words: tretinoin, cytokines, protein-energy malnutrition, C-reactive protein, children.

deficiencia de vitamina A altera el balance de citoci-
nas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias y el perfil
de linfocitos Th1 y Th2, generando una respuesta
inflamatoria inadecuada(3-4,9-15). La deficiencia
preexistente de vitamina A, al parecer, incrementa
las infecciones en los niflos menores de cinco anos;
la suplementacion ha demostrado una reduccion en
el riesgo de muerte de estos nifios hasta de 30% (16).

INTRODUCCION

Las carencias de nutrientes aumentan el riesgo de
enfermedades infecciosas y generan mayor mortali-
dad (1). En el mundo mueren anualmente cerca de 10
millones de nifios, la mitad en paises en desarrollo y
en relacion con la desnutricién (2,3). En nifios desnu-
tridos es comun encontrar deficiencias concomitantes
de micronutrientes, entre ellos de vitamina A, en forma

de 9-cis-écido retinoico y de all-frans acido retinoico
(atRA), este ultimo considerado como el principal
metabolito activo y que modula el sistema inmunolé-
gico por participar en la respuesta humoral y celular,
al unirse a receptores nucleares RAR-RXR(4-8). Una
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En la malnutricién proteico energética (MPE) se
afecta la produccion y actividad de las citocinas y
de la proteina C reactiva (CRP), fundamentales para
detectar agentes infecciosos y localizar la respuesta
inflamatoria para evitar la sepsis (17).



Para tratar la desnutricion aguda grave y prevenir las
muertes por esta causa, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) implement? la estrategia Atencion
Integrada a las Enfermedades Prevalentes de la
Infancia (AIEPI) enfatizando en el manejo de la de-
ficiencia de micronutrientes, para lo que recomienda
utilizar suplementos como la vitamina A (18). Al
implementar el protocolo se ha logrado disminuir la
mortalidad por desnutricion a menos de 5%, pero
aun preocupa que la sepsis sea la principal causa
de muerte en los nifios con desnutricion grave; en
consecuencia, se dedican esfuerzos para estudiar
el comportamiento de los mediadores inflamatorios
y lainfluencia de los micronutrientes en la respuesta
inmunoldgica de los nifios desnutridos (18-19). Se
han realizado algunas investigaciones en células de
adultos eutréficos y en modelos murinos tanto in vivo
como in vitro para entender como actua el atRA en
la infeccion; la mayoria de estudios describen los
mecanismos moleculares por los cuales el atRA
ejerce sus efectos en condiciones nutricionales
adecuadas (20-23), también se dispone de investi-
gaciones sobre la respuesta inflamatoria en nifos
desnutridos, pero no hay estudios que evaluden el
impacto de la suplementacion con atRA en la fase
aguda de la respuesta, especificamente en nifos
con desnutricion aguda y su papel en la concentra-
cion de citocinas (24-31).

Por lo anterior este estudio evalué el efecto que
ejercen diferentes dosis de atRA (0, 17, 30 y 50 nM)
en la produccion de citocinas por CMSP de nifios con
desnutricion aguda moderada y grave, comparados
con nifios eutréficos.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion: nifios y nifias menores de 5 afios con
desnutricién aguda en el municipio de Turbo.

Muestra: se calculé con el programa Primer (Primer
of biostatistics: the program by Stanton A. Glantz,

¢1992 McGrawHill Inc. Version 3.02). Criterios: tres
grupos a comparar, error alfa 0,05; poder 0,90.
Segun Dulger (28), 11,91+4,5 pg/ml es la diferencia
en la concentracion de IL-6 entre nifios con desnu-
tricién aguda grave y eutréficos. La férmula define
un minimo de seis nifios por grupo; finalmente se
conformd una muestra de 21 nifios repartidos en tres
grupos: siete con desnutricién grave (Dn-G); siete
con desnutricion moderada (Dn-M) y siete nifios
eutroficos (Eu) sin infeccién.

Tipo de estudio: cuasi-experimental in vitro.

Criterios de inclusion y exclusion: los grupos
con desnutricién se conformaron con nifios y nifas
que ingresaron en un periodo de 12 meses a la UVI
(Unidad Vida Infantil) de Turbo (Antioquia) y que al
momento del ingreso se les diagnosticara Dn-M o
Dn-G. La desnutricion se clasificd segun el protocolo
de la OMS (18), asi: Dn-M relacion peso para la talla
(P/T) entre -2 y -3 DS con respecto a las normas
del National Center for Health Statistics (NCHS)
(32), Dn-G tipo kwashiorkor con edema nutricional
al menos maleolar bilateral, independiente de la
relacion P/T. Se excluyeron nifios con desnutricién
secundaria a otras enfermedades, con edema no
nutricional, deshidratados, con malaria, infectados
con VIH o sida, o que hubiesen recibido transfusion
20 dias antes del estudio.

Grupo control: a nifios y nifias Eu (P/T+1DS) sin
infeccion, seleccionados en el programa de Promo-
cion de la Salud, se verificd que estuvieran sanos y
sin signos de infeccion segun examen médico por
protocolo de AIEPI18 y por medicion de proteina C
reactiva (CRP).

Estado nutricional: se expresaron los indices
antropométricos como puntajes Z de longitud/esta-
tura para la edad, peso para la edad y peso para la
longitud/estatura. La poblacion de referencia fue la
del NCHS (32). Para las mediciones de peso, esta-
tura y longitud se utilizaron instrumentos precisos
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y personal estandarizado que siguié las normas
internacionales (33).

Determinacion de hemoglobina, recuento leuco-
citario y CRP Hemoglobina: por cianometahemog-
lobina; valor para diagnosticar anemia <11 g/dL (34).

Recuento leucocitario: en contador celular Cell
Dyn 1200 Abbott laboratorios.

Proteina C reactiva (CRP) en suero: por nefelo-
metria. Reactivos de Beckman Coulter (C-Reactive
Protein Microparticulate Enhanced Reagent. Ref
474000, Calibrator 5. Ref 465250, Vigil Serology
Control Level 2. Ref 450163). Valor de referencia en
suero 0,10a 0,17 mg/dL, punto de corte: inflamacion
> 0,8 mg/dL (35).

Cultivo de CMSP y obtencién de sobrenadante
(36)

Sangrado: por personal experto, la muestra con
heparina se guardd a temperatura ambiente e
inmediatamente se envid via aérea a la ciudad de
procesamiento.

Medio de cultivo: mezcla de RPMI 1640 con anti-
biticos (penicilina 100 U.I, gentamicina 50 ug/ml,
anfotericina 0,25 ug/ml) al 2%.

Separacion de CMSP: mediante la técnica de Ficoll
Hipaque. Se vari6 la técnica de separacion cuando
se presentd microeritrocitosis (en nifios con anemia),
se lisaron los glébulos rojos y se prolongd el tiempo
de centrifugacion.

Siembra de CMSP: en platos de 24 pozos (Grei-
ner®), a una concentracion de 1.000.000 de células
por pozo, resuspendidas en 500 pL de medio de
cultivo.

Estimulacion de CMSP con atRA

Las CMSP se cultivaron por duplicado en presencia
o ausencia de atRA (atRA marca Sigma Prod. No. R
2625. CAS NUMBER: 302-79-4) diluido en dimetil
sulféxido (DMSO) a diferentes concentraciones, asi:
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17 nM de atRA en DMSO a 0,1%, 30 nM de atRA en
DMSQO a 0,18% y 50 nM de atRA en DMSO a 0,3%,
laincubacion se llevd a cabo durante 48 horas a 37°C
y 5% de CO2. Posteriormente se recolectaron los
sobrenadantes, haciendo un pool de los duplicados
y se centrifugaron a 1500 rpm por 10 minutos. Los
sobrenadantes se almacenaron en viales de 1,5 mL,
a-170°C en nitrégeno liquido, hasta la cuantificacion
de las citocinas.

Medicion de citocinas

La medicion de las citocinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12p70 y TNFa, en los sobrenadantes de CMSP,
se hizo mediante la técnica de citometria de flujo,
estuche comercial Human Inflammation Kit (BD™
Biosciences Cytometric Bead Array System CBA.
Cat. No. 551811).

Consideraciones éticas: aprobacion por el Comité
de Bioética de la Sede de Investigacion Universi-
taria de la Universidad de Antioquia. La persona
responsable del menor firmé el consentimiento
informado, el cual incluy6 los principios éticos para
las investigaciones médicas en seres humanos
de la Declaracién de Helsinki. Los investigadores
cumplieron en todos los casos con la Resolucion
8430 de 1993 del Ministerio de la Proteccién Social
de Colombia.

Analisis estadistico: para el analisis exploratorio
se empled la prueba de Shapiro Wilks, se compro-
bé homocedasticidad mediante prueba de Levene.
Se realiz6 estadistica descriptiva a las variables
cuantitativas y a las cualitativas se les realizé tablas
de frecuencia y andlisis comparativo mediante Chi
cuadrado. Para las comparaciones entre los tres
grupos se utilizaron ANOVA con pos-test de Tukey
o Kruskal Wallis con comparaciones multiples por
U de Mann Whitney. Para las comparaciones segun
dosis de atRA al interior de cada grupo se emplearon
Friedman y Wilcoxon. Las correlaciones se evaluaron
con Pearson o Spearman. Con MANOVA con con-
traste candnico ortogonal, se evalud la produccion



de citocinas segun las diferentes dosis de atRA, con
el fin de contrastar si existia divergencia estadistica
por la dosis o por el grupo. Se considerd significativa
p<0,05. El andlisis se realiz6 con el programa Statis-
tical Package for the Social Sciences, SPSS®V 17.0.

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas y estado nutricional de
los nifios del estudio: 57% de los nifios pertenecia
al género masculino, sin diferencias significativas
entre los tres grupos (p=0,280). Los Dn-G presen-
taron la menor edad (p=0,039), desnutricion cronica
grave con un puntaje Z de T/E significativamente
menor (-3,02+0,55 SEM) que en los Dn-M (IC 95%:
1,81;0,63) y que enlos Eu (IC 95%: 2,60; 0,63). Los
nifos con Dn-G presentaron la mayor prevalencia
de enfermedad diarreica (4 de 7 nifios con Dn-G vs.
2 de 7 con Dn-M), la mayoria de ellas agudas y sin
disenteria, la anemia se presentd en los dos grupos
de nifios con desnutricion, pero la concentracion

de hemoglobina fue significativamente menor en
Dn-G que en Dn-M (p=0,030) y Eu (p=0,002). De
los 14 nifios con desnutricién, 10 (71%) presen-
taron signos de infeccion al ingreso, sin diferencia
estadisticamente significativa entre ellos (p=0,559)
(Tabla 1), los Dn-G presentaron los valores mas
bajos de linfocitos y cifras de CRP significativamente
mayores (p=0,030).

Cultivos de CMSP obtenidas de los nifos del
estudio

Mediante la técnica de Ficoll se reportan porcentajes
de recuperacion de CMSP entre 60y 95% (36-37), en
nuestro estudio luego de la incubacion de las CMSP
durante 48 horas con diferentes dosis de atRA, todos
los grupos mostraron una disminucion similar en el
numero de células recuperadas, obteniendo un por-
centaje promedio de recuperacion cercano al 64%, sin
diferencias significativas en la disminucion (p=0,393),
concluyendo que los cultivos son comparables desde
el punto de vista de las CMSP recuperadas.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y estado nutricional de los nifios del estudio (X + SEM)

Variable Dn-G (kwashiorkor) Dn-M Eu p
n=7 n=7 n=7
Edad (meses) 9+1,8° 324747 216,72 0,039 *
Peso (g) 6037+793,9° 9751+ 965,5° 11063+1150,72 0,005 **
Estatura (cm) 62,1+3,1° 85,6+5,3 @ 80,3+4,9 @ 0,005 **
PZTIE -3,02+0,55° -1,21+0,452 -0,42 +0,30 0,002 **
PZ PIT -0,38+0,38 2 -2,11£0,12° 0,02+0,15¢ 0,013*
Leucocitos 11657+1079 10440+1308 12271+ 1695 0,685 **
Linfocitos 42,9442 47,8+6,28 52,8+5,34 0,388 **
Hb (g/L) 7,7¢0,75° 10,3£0,75 2 11,320,222 0,004 *
CRP (mg/dl) 3,1£1,36° 0,4£0,152 0,5+0,09 0,053 *

PZ P/T: puntaje Z peso para la talla. PZ T/E: puntaje Z talla para la edad.
La letra b indica el grupo que presento la diferencia significativa en la comparacion.

SEM: error estandar de la media muestral.
*indica que se empled la prueba de kruskal Wallis.

**indica que se empled la prueba de andlisis de varianza (ANOVA).
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Comparacion en la concentracion de citocinas
entre los grupos estudiados

Sin estimulo de atRA (cultivos control) no se encon-
traron diferencias estadisticamente significativas en
los valores promedio de ninguna de las citocinas
entre los tres grupos, aunque la concentracion de
la IL-6, IL-10 e IL-12p70 fue mayor en los nifos con
desnutricion que en Eu. Entre los dos grupos con

desnutricion, los Dn-M presentaron mayores concen-
traciones de IL-1p3, IL-6, IL-8, IL-10 y TNFo que los
Dn-G. Cuando se compararon los valores promedio
de citocinas con los diferentes estimulos de atRA
entre los 3 grupos, se observaron mayores efectos
con la dosis de 50 nM, con esta dosis el valor medio
de IL-8 en nifios con Dn-G fue significativamente
menor (p=0,021) en comparacion con la de los otros
dos grupos (Tabla 2, figura 1A); con 50 nM de atRA,

Tabla 2. Produccion de citocinas en CMSP en presencia o ausencia de atRA (X + SEM)

Interleucina Dn-G (Kwashiorkor) Dn-M Eu p*
IL 1 control 330,5+194,8 575,9+353,30 400,6+239,9 0,824
IL1B17nM 404,2+267 1 585,3+364,0 318,4+181,4 0,775
IL1p30nM 358,7+247,8 552,1+339,2 297,9+164,7 0,974
IL1B50nM 593,8+467,7 586,9+309,0 582,6+358,4 0,765
IL-6 control 2415,1£942,5 3424,9+997,9 2342,5+£943,4 0,590
IL-6 17 nM 2365,0+£951,5 2676,3£919,6 1882,1+865,9 0,831
IL-6 30 nM 2352,6+953,1 2286,6+962,9 1922,8+868,6 0,909
IL-6 50 nM 2508,1+ 1114,4 2777,4+922,4 1885,3+857,9 0,777
IL-8 control 4336,4+ 663,6 5000,0+0,0 5000,0+0,0 0,395
IL-8 17 nM 4362,5+637,5 4288,6+711,4 5000,0+0,0 0,589
IL-8 30 nM 4335,0+664,9 5000,0+0,0 5000,0+0,0 0,368
IL-8 50 nM 3968,9+741,3° 5000,0+0,0° 5000,0+0,0° 0,021*
IL-10 control 57,5+19,6 74,7+28,7 39,8+13,6 0,557
IL-10 17 nM 58,1+21,9 38,7+11,7 20,4+10,1 0,210
IL-10 30 nM 46,1179 38,0+11,8 17,3+7,5 0,191
IL-10 50 nM 45,5+19,8 37,7£13,0 13,3+6,4 0,328
IL-12p70 control 9,5+3,8 8,2+4,0 7,9+3,4 0,956
IL-12p70 17 nM 9,6+3,8 11,7+3,9 7,6+3,4 0,742
IL-12p70 30 nM 9,7+3,8 9,7+3,7 7,734 0,890
IL-12p70 50 nM 4,0+1,4 59+2,7 3,9+1,3 0,912
TNF-o control 25,3+7,5 171,4+104,0 136,4+92,0 0,922
TNF-0 17 nM 81,6+53,7 204,4+123,1 36,7+17,5 0,721
TNF-o 30 nM 103,1+75,6 181,1£108,3 42,8+23,4 0,737
TNF-o. 50 nM 80,8+60,9 134,5+83,3 40,9+24,8 0,765

En esta tabla se aprecia la media y el error estandar de la media muestral (SEM) de la produccion de cada una de las citocinas
evaluadas de acuerdo al grupo y a la dosis de atRA (control, es decir sin adicion de atRA, con dosis de 17, 30 y 50 nM de atRA).

La letra b indica el grupo que presento la diferencia significativa en la comparacion.

* El valor de p, esta dado segun la prueba de kruskal Wallis.
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Figura 1. Promedio de la concentracion de citocinas en sobrenadante de CMSP de los tres grupos, A,
IL-8, B, TNF-a, C, IL-1B, D, IL-10, E, IL-12p70 y F, IL-6
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los Dn-G también presentaron valores mayores pero
no significativos, de IL-1$3 e IL-10 que los otros dos
grupos. Al estimular las CMSP con las diferentes
dosis de atRA el promedio del TNFa. mostré una
concentracion menor en los Eu que en los otros dos
grupos pero la diferencia no fue significativa (Tabla
2, figura 1B).

Al interior de cada grupo se observo que la dosis
de 50 nM de atRA produjo el mayor valor promedio
de IL-1B (p=0,765) y el menor valor promedio tanto
en la IL-10 como en la IL-12p70, sin diferencias
significativas entre ellos (p=0,328 y p=0,912 res-
pectivamente), (Tabla 2, figuras 1 C, Dy E).

Para comprobar si las diferencias de los promedios
de cada una de las citocinas entre los grupos se

debian al grado de desnutricién (consecuencia de
pertenecer al grupo) o eran efecto del estimulo con
atRA independiente del grupo, se utiliz6 la prueba
estadistica MANOVA (la cual hace una comparacion
multiple de todos los estimulos y de todos los grupos
al mismo tiempo), teniendo en cuenta el criterio de
Wilk's, encontrando que las diferencias significativas
estaban determinadas por el grupo (p=0,000), mas
no por los estimulos (p=0,436). Mediante el pos hoc
de Tukey, se determind que las diferencias significa-
tivas se presentaban entre los Dn-G con el promedio
mas bajo de IL-8 y mas alto de IL-10 comparado con
los Eu (Tabla 3).

En los sobrenadantes de las células control (sin
estimulo) se hall6 una correlacion positiva y signifi-

Tabla 3. Diferencias en los promedios de las citocinas segun los diferentes estimulos y grupos

Citocina Estimulo Grupo
F* p F* p Promedio por grupo
Dn-G 4154
IL-1 0,21 0,892 0,53 0,588 Dn-M 596,4
Eu 399,9
Dn-G 2406,6
IL-6 0,13 0,939 0,92 0,402 Dn-M 2873,5
Eu 2008,2
Dn-G 4261,1
IL-8 0,18 0,906 3,20 0,046 Dn-M 4808,5
Eu 5000
Dn-G 52,0
IL-10 1,50 0,221 412 0,020 Dn-M 47,2
Eu 22,7
Dn-G 83
IL-12p70 1,34 0,267 0,33 0,720 Dn-M 8,4
Eu 6,7
Dn-G 72,3
TNF- o 0,12 0,945 3,06 0,052 Dn-M 178,4
Eu 64,2

Prueba Manova
* Estadistico F
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cativa entre las citocinas IL-1f3 con la IL-6 (r=0,884,
p=0,00), con la IL-10 (r=0,927, p=0,00) y con el
TNFa (r=0,874, p=0,00). La IL-1 del sobrenadante
control también correlaciond positivamente con la
IL-6 producida con dosis de atRA de 17, 30 y 50
nM (r=0,839, p=0,00; r=0,897, p= 0,00; r=0,792,
p= 0,00 respectivamente), con el TNFou en células
estimuladas con dosis de atRA de 17, 30 y 50 nM
(r=0,831, p=0,00; r=0,834, p=0,00; r=0,894, p=0,00
respectivamente) y con la IL-10 en sobrenadante
estimulado con dosis de atRA de 17, 30 y 50 nM
(r=0,642, p=0,00; r=0,638, p=0,00; r=0,741, p=0,00
respectivamente). Con dosis de 50 nM de atRA se
encontré una correlacion positiva entre la IL-8 y la
IL-1B (r=0,595, p=0,00) y entre la IL-8 con la IL-6
(r=0,605, p=0,00).

Cambio al interior de cada grupo en la produccion
de citocinas segun las diferentes dosis de atRA

Se midieron en un mismo momento los valores
promedios de las citocinas en los sobrenadantes
de CMSP al interior de cada grupo de nifios y
se encontrd una disminucion significativa en la

produccion de IL-8 con el estimulo de 50 nM de
atRA (Figura 2, Tabla 2). En los sobrenadantes de
CMSP de nifios con Dn-M se observé un aumento
significativo en los promedios de IL-12p70 (Figura
3, Tabla 2). En el grupo de nifios Eu se observo
una disminucion significativa de la IL-10 (Figura
4, Tabla 2).

El mayor cambio en la concentracion de IL-1[3,
aunque sin significancia estadistica, se observo
con dosis de 50 nM, con la cual aumentaron las
concentraciones de esta citocina en los sobre-
nadantes de CMSP en los tres grupos de nifios
estudiados: Dn-G, Dn-M y Eu (tabla 2). La dosis
de 50 nM de atRA en comparacion con el control
(sin atRA) indujo un aumento en los valores de IL-6
en sobrenadantes de CMSP de nifios con Dn G y
contrariamente, una disminucion de dicha citocina
en los sobrenadantes de CMSP de nifios con Dn-M
y Eu, sin diferencias significativas (Tabla 2, Figura
1F). Las diferentes dosis de atRA incrementaron la
produccion de TNFa. en nifios con Dn-G y la dismi-
nuyeron en nifios Eu, aunque tampoco se presentd
significancia estadistica.

Figura 2. Disminucion significativa de IL-8 en el sobrenadante de CMSP del grupo con Dn-G

retado con estimulo de 50 nM de atRA.
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Figura 3. Aumento significativo de IL-12 p70 en el sobrenadante de CMSP del grupo con
Dn-M retado con estimulo de 17 nM de atRA.
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Figura 4. Figura 4. Disminucion significativa de IL-10 en el sobrenadante de CMSP del grupo
Eu retado con estimulo de 50 nM de atRA.
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DISCUSION

La desnutricion y la deficiencia de micronutrientes
impiden una adecuada respuesta inflamatoria al
disminuir la produccion de reactantes de fase aguda
como la CRP y alterar la respuesta inmune mediada
por células Th1 y Th2, en la cual intervienen las
citocinas, siendo la respuesta Th2 la que mas se
afecta (37).

En la primera fase del estudio se analizaron las
caracteristicas clinicas y el estado nutricional de
los nifios con el fin de tener mayores elementos de
analisis al estimular sus CMSP con atRA, encontran-
do que el 71% de los Dn-G presentaron procesos
infecciosos, lo cual se correlaciond con un valor
significativamente mayor de CRP. En concordancia
la mayoria de investigaciones han demostrado que
en malnutricién hay aumento de proteinas de fase
aguda, pese al desgaste proteico (28,30,38-39).
Amesty-Valbuena y colaboradores (17) demostraron
que habia una concentracion de CRP significativa-
mente mayor en nifios infectados que en sanos, pero
una magnitud de respuesta supetrior en nifios con
estado nutricional adecuado que en los desnutridos
graves; en la MPE aunque se carece de suficientes
sustratos para la sintesis de nuevas proteinas, se
incrementa el recambio proteico para producir las
de fase aguda, pero en menor magnitud, por lo que
hay mayor ocurrencia de sepsis.

La atrofia generalizada de tejidos linfoides y escasez
de nutrientes como la vitamina A alteran la prolife-
racion de linfocitos T; en nuestro estudio los nifios
con desnutricién e infeccién presentaron valores
bajos de linfocitos. La célula dendritica presentadora
de antigenos (CPA) aporta atRA e IL-2 a la célula
T, durante la sinapsis inmunoldgica y estimula la
expresion de ciclina D3, por medio de receptores
nucleares RAR, para activar la maquinaria celular,
promoviendo el paso de los linfocitos T (LT) de la
fase G1 ala fase Sy estimulando su proliferacion; la

IL-2 disminuye la apoptosis y aumenta la vida media
del LT humano activado; ante una deficiencia de
vitamina A la poblacién celular disminuye (4-7). Las
citocinas IL-1, IL-6 y el TNFo también promueven la
proliferacion de LT, los valores de estas tres citocinas
fueron mayores en los Dn-M, quienes presentaron
ademas una mayor cantidad de linfocitos, en com-
paracion con los Dn-G.

La anemia afecta el sistema inmunoldgico, por al-
terar la funcion de los LT, la produccién de citocinas
y la actividad de los neutrdfilos, generando mayor
dificultad para combatir las infecciones (40-43).
Entre el hierro y las citocinas pro-inflamatorias
existe una relacion reciproca, dicho mineral regula
su produccion, en particular la IL-1p, al tiempo que
las citocinas permiten el mantenimiento del balance
de hierro intracelular (40); en el presente estudio los
Dn-G mostraron valores significativamente mas ba-
jos de hemoglobina y concentraciones mas bajas de
citocinas pro-inflamatorias; un estudio previo reportd
concentraciones bajas de hemoglobina en nifios con
kwashiorkor (8.9+1.24 g/L) y en nifios con marasmo
(9.8+1.41 g/L)(30). La concentracion baja de IL-113
e IL-8 en nifios con Dn-G, se relacionan con bajas
concentraciones de hemoglobina en este grupo;
Bergman y colaboradores (41) demostraron que
las CMSP de pacientes con anemia por deficiencia
de hierro secretaban menos IL-2 que las células de
sujetos sanos, citocina esencial para la proliferacion
y diferenciacion de LT; Jason y colaboradores (42)
también reportaron disminucion de IL-8 como en el
presente estudio, ademas de incremento de la IL-6
en nifos con deficiencia cronica de hierro.

Los promedios de las citocinas se midieron antes de
estimular las CMSP con atRA (control), encontrando
concentraciones mayores en nifios desnutridos que
en los Eu, y entre los desnutridos eran mayores
en Dn-M que en Dn-G. Diversas investigaciones
reportan concentraciones mayores de citocinas
proinflamatorias en CMSP en nifios desnutridos
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que en eutrdficos (28-29,44-45). Otros autores han
reportado menor produccion de IL-13 en CMSP de
nifos con desnutricion grave (kwashiorkor), lo que
se relaciona con la incapacidad de manifestar fiebre
y la dificultad para el diagnostico de sepsis (46-47).
En el presente estudio el grupo de nifios con Dn-G
fue el mas afectado en peso y talla, el mas anémico,
con los valores de CRP mas elevados, mas bajos
de linfocitos y con menor capacidad para producir
citocinas, evidenciando asi que entre mayor es el
grado de desnutricion, mayor es el compromiso en
la respuesta inmune.

Los nifios con Dn-G tipo kwashiorkor presentan
comprometida la reserva y disponibilidad de micro-
nutrientes y aminodcidos, lo que les impide realizar
un adecuado recambio proteico y responder a las
demandas de la infeccion (39). En el presente estu-
dio se observaron diferencias en la produccion de ci-
tocinas segun el grado de desnutricion, lo que podria
explicarse por las carencias multiples de sustratos
para aumentar sus concentraciones (14). Azevedo
y colaboradores (29) demostraron que las células
sanguineas de los nifios con desnutricién no eran
deficientes en la produccion de TNFa, y sugirieron
que sus células aumentaban de manera primordial
la cantidad de esta citocina; Mufioz y colaboradores
(48) reportaron disminucién del TNFa. en nifios con
marasmo; Velasquez y colaboradores (30) encon-
traron valores significativamente mayores de IL-8,
IL-1, IL-6, TNFa e IL-10 en el suero de nifios con
kwashiorkor comparados con los de nifios con ma-
rasmo; aunque se conoce que las concentraciones
de citocinas pro-inflamatorias, son mas bajas en las
células que en el plasma de los nifios desnutridos.

La disminucién del TNFo puede provocar disemina-
cion de la infeccion y sepsis (49), principal causa de
muerte en los nifios con Dn-G(19). En este estudio
se encontrd una fuerte correlacion entre la IL-1, IL-6
y el TNFa, las dos primeras contribuyen a la sintesis
de proteinas de fase aguda (50-51). Adicionalmente
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estas tres citocinas correlacionaron con el valor
medio de IL-10, lo que podria sugerir que la IL-10
(reguladora) aumenta para atenuar la respuesta
pro-inflamatoria.

Al adicionar atRA a los cultivos de CMSP de nifios
con Dn-G se evidenci6 una tendencia no significa-
tiva al aumento de IL-1B y TNFo y a la disminucion
de IL-12p70 e IL-10, lo que podria sugerir que se
favorece la focalizacion de la inflamacion y se evita
la sepsis; sin embargo este efecto se contradice
con el hallazgo mas relevante en este grupo que
fue la disminucion significativa en la IL-8 con dosis
de atRA de 50 nM, potente factor quimiotactico de
neutrofilos, que amplifica la respuesta inflamatoria
local; los neutrdfilos expuestos a IL-8 junto con el
TNFa. se activan para producir explosion respiratoria
y contribuir a la defensa del hospedero(48), por tal
motivo la disminucién de la IL-8 en los nifios con
Dn-G, quienes presentan procesos infecciosos y
requieren localizar la respuesta inflamatoria, podria
considerarse como un efecto poco benéfico del atRA
a dosis altas (50 nM), debido a que al no localizar la
inflamacidn, el proceso infeccioso se podria disemi-
nar aumentando la produccion de TNFa. por otros
tejidos, con efectos deletéreos para la salud y podria
generar un alto grado de mortalidad por sepsis (51).

La adicion de atRA a cultivos en Dn-M evidenci6
un aumento significativo de la IL-12p70 (pro-
inflamatoria) con dosis de 17 nM; ésta se produce
rapidamente cuando hay una infeccion y aumenta
la produccion de INFy para activar las células fa-
gociticas, favoreciendo la respuesta de linfocitos
Th1 e inhibiendo Th2; sin embargo con la dosis
de 50 nM la IL-12p70 presentd una tendencia a
disminuir en los tres grupos estudiados, lo que
podria corroborar el efecto del atRA en favor de la
respuesta Th2, como lo demuestran investigacio-
nes previas que reportan que el atRA a través del
ligando RAR/RXR inhibe la trascripcion de genes
de respuesta (22, 52-54).



Varios estudios reportan aumento de la IL-10 como
un mecanismo de autorregulacion (la I1L-12p70
induce la produccién de IL-10, para bloquear la
accion de la IL-12p70 (22,55-56). Los resultados
indicaron que la IL-10 present6 una tendencia a
la disminucion en los tres grupos de nifios, pero
permanecié mas elevada en nifios con Dn-G en
comparacion a los nifios con Dn-M, similar a lo
reportado en otros estudios, que evidencian efecto
estimulador o ningun efecto de los retinoides en la
sintesis de IL-10 (20), por lo que el retardo leve en
la expresion de la IL-10, comparada con la IL-12p70
y con otras citocinas pro-inflamatorias tanto in vivo
como in vitro, evidencia una respuesta particular-
mente efectiva de regulacion (56) y posiblemente
para poder evidenciar el efecto en la disminucion
de IL-12p70 y el aumento en la IL-10, se requie-
ran dosis mas altas de atRA o un mayor lapso de
tiempo; no obstante Dawson y colaboradores (20)
reportaron en un estudio la disminucién en IFNy,
IL-2, IL-12p70 y TNFo. en CMSP de individuos
sanos, dependiente de la dosis de atRA y evidente
a las 12 horas post estimulo.

En los nifios Eu se encontrd una disminucion signifi-
cativa en la concentracion de IL-10 con dosis de 50
nM de atRA, su disminucion con dosis altas de atRA
podria comprometer la capacidad de regulacion de
la respuesta inflamatoria en nifios con adecuado
estado nutricional (49).

Una limitante de esta investigacion es que no permite
sacar una conclusién en cuanto a la induccion de
los linfocitos T hacia un perfil Th1 0 Th2; tampoco se
pudieron homogenizar el tipo de infeccion (que de-
termina repuesta Th1 0 Th2), el tiempo de evolucion
del proceso infeccioso, la deplecion de nutrientes

requeridos para el funcionamiento del sistema
inmunoldgico, entre otros (43,57-58).

Prospectiva: continuar investigando las repercu-
siones de la suplementacién con vitamina A en la
disminucion de la IL-8 en los nifios con Dn-G, la cual
es clave para la quimioatraccion, localizacion de la
infeccion y evitar la sepsis, debido a que pudiera ser
mas un riesgo que un beneficio su disminucién en
una fase inicial de la infeccion.

Quedan interrogantes: ¢la induccion que hace el
atRA en la produccion de citocinas requiere del
apoyo de otros nutrientes o de un tiempo de estimulo
mayor?, ¢la respuesta inmunoldgica de un nifio con
desnutricion depende del tipo de desnutricion que
presente?, ; el tratamiento de recuperacion nutricional
y en especial la suplementacion con micronutrientes,
deberia ser diferente segun la modulacion que se
quiera lograr en el sistema inmunitario o dependera
ademas del tipo de infeccién y del estado nutricional?
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