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RESUMEN. Estudios realizados en humanos y animales han
mostrado que la baja ingesta de vitamina A puede provocar anemia,
sin embargo, ain no se conocen los mecanismos etiopatogénicos
involucrados en tal proceso, lo cual puede ser debido a las complejas
interacciones de los micronutrientes entre si y con el sistema inmune.
El objetivo del presente estudio fue analizar las concentraciones
séricas del Interferon gamma (IFN- y) y la Interleucina 10 (IL-10) en
nifios anémicos y no anémicos segun el estado nutricional de la
vitamina A. Para ello, se estudiaron 53 nifios eutr6ficos (45-77 meses;
F=29, M=24), procedentes de Maracaibo-Venezuela, en quienes se
evalud: la presencia de anemia mediante el analisis de la concentracion
de hemoglobina, segun los criterios de la OMS (Hb<110g/L <60
meses, Hb<115g/L >60 meses); y el estado de la vitamina A por la
técnica de Citologia de Impresion Conjuntival (CIC), considerando
la prueba de CIC Normal=suficiencia de vitamina Ay CIC
Anormal=DVA. Asimismo, fueron determinadas las concentraciones
séricas de las citocinas (IFN-gamma e IL-10) en pg/mL con el método
de ELISA. Los datos fueron analizados con el programa estadistico
SAS/STAT, los grupos fueron comparadas aplicando ANOVA
(p<0,05). En nuestros resultados la prevalencia de anemia observada
fue de 75,50%; DVVA 50,94% y de Anemia+DVA 35,86%. Los nifios
anémicos con DVA mostraron valores séricos significativamente mas
bajos de IFN- ye IL-10 que el resto de los grupos. Esta alteracion de
los complejos mecanismos regulatorios del sistema inmunitario
pudiera ser un elemento responsable de los trastornos en la formacion
de los eritrocitos.

Palabras clave: Anemia-deficiencia de vitamina A, IFN-y-
Interleucina 10.

INTRODUCCION

La anemia y la deficiencia de vitamina A (DVA) son dos
importantes problemas de salud publica en los paises en desa-
rrollo (1-2). La anemia por deficiencia de hierro es el desor-
den nutricional de mayor prevalencia en el mundo, especial-
mente en los paises de América Latina (3, 4). La OMS esti-
ma que 1.300 millones de personas estan anémicas, de las
cuales de 500 a 600 millones tienen deficiencia de hierro (4).
En Venezuela, la prevalencia de anemia se ha ido
incrementando desde finales de la década de los afios 70, a
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SUMMARY. Serum levels of interferon-gamma and interleukine-
10 in anemic children with vitamin A deficiency. Studies done
with human and animals have shown that the diminished vitamin A
intake can produce anemia, but the ethiopathogenic mechanism hasn’t
been known due to the few studies about the complex interactions
between micronutrients deficiencies, immune system and cytokine
productions. The objective of the present study was to analyze the
serum concentration of IFN-y and IL-10 in anemic and non anemic
children according to vitamin A nutritional status. A descriptive
study of 53 euthrophic children, without infectious diseases (45-77
month old; 29 girls, 24 boys), living in a slum in Maracaibo-\Venezu-
ela. Anemia was evaluated by means of blood hemoglobin concen-
tration analysis, standard WHO criteria for anemia were Hb<110g/L
in <60 month old children; Hb<115g/L in >60 month old children.
Vitamin A status was assessed by Conjunctival Impression Cytol-
ogy (CIC) technique, which determines Normal CIC=Control or
Abnormal CIC=VAD. The serum concentration of IFN- yand IL-10
(pg/mL; X+DE), was determined by the ELISA method. Statistical
significance of differences was tested by ANOVA (p<0.05). Preva-
lence of anemia was 75.50%; VAD 50.94% and anemia+VAD
35.86%. The anemic children with VAD showed significant serum
values of IFN-y e IL-10 lower than in other groups. This alteration
of the complex immunoregulatory mechanism could be responsible
for dysfunction eritrhoid cell formation.

Key words: Anemia- Vitamin A deficiency — Interferon gamma-
Interleukin 10- Pre-school children.

pesar de la fortificacion con hierro de las harinas de maiz y
trigo desde 1993 (5-7). La deficiencia leve y moderada de
hierro, alin sin anemia, se ha asociado con trastornos del de-
sarrollo psicomotor, alteraciones moleculares y celulares de
la respuesta inmunitaria e incremento la morbilidad debida a
infecciones (8).

Con respecto a la DVA, en los paises de América Latina,
no es frecuente la forma clinica severa de esta vitamina (9).
Sin embargo, la forma subclinica es capaz de provocar tras-
tornos de la integridad de las barreras epiteliales, del sistema
inmune y contribuir en el incremento de la morbilidad debi-
da a enfermedades infecciosas, incluso antes de que ocurra
dafio manifiesto en el sistema visual (9,10). En Venezuela, la
prevalencia de DVA es variable, se han reportado cifras que
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van desde 0,5% hasta 60%, dependiendo de la condicién
socioeconomica, el grupo etareo, la region geografica y el
método de deteccion de la vitamina A (7,11-17). En el Estado
Zulia, Amaya-Castellanos y col. (15) en el afio 2001, y Castejon
y col., (16) en el afio 2004, aplicando la técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) para la
determinacion de retinol sérico, han reportado una prevalen-
cia de 22,20% y 21,78%, respectivamente; mientras que por
latécnica de Citologia de impresion conjuntival (CIC) Castejon
y col., en el afio 2001 (17) reportaron en nifios de condicion
socioecondmica marginal una prevalencia de DVA de 35,46%.

Diversos estudios en humanos y animales han demostrado
que la baja ingesta de vitamina A en la dieta puede provocar
anemia (18-20) y que la suplementacion con vitamina A me-
jora el metabolismo del hierro (21,22). Si bien, no se conocen
en forma cierta los mecanismos etiopatogénicos de la anemia
por DVA, estudios epidemiologicos han mostrado que existe
asociacion significativa entre los niveles séricos de retinol y
los indicadores bioquimicos del estado del hierro (18-23).
Ademas, la vitamina A parece involucrarse en el desarrollo y
diferenciacion de las células progenitoras de los eritrocitos
(23) y en la inmunidad contra enfermedades infecciosas (24).

La vitamina Ay el hierro pueden regular la secrecion de
citocinas, mediadores solubles producidos por células linfoides
y no linfoides, capaces de modular el sistema inmunitario
(25,26). La vitamina A actta sobre receptores nucleares espe-
cificos afectando la trascripcion de los genes de las citocinas
(25). Aunque poco se conoce sobre los efectos de la anemia
por deficiencia de hierro sobre la produccion de citocinas, di-
versos estudios han demostrado que el hierro esta involucrado
en laregulacién segundos mensajeros relacionados con la pro-
duccidn de citocinas (26). Sin embargo, son escasas las inves-
tigaciones que analizan las complejas interacciones de estos
micronutrientes entre si y con el sistema inmune, por lo que
aun no se ha llegado a conclusiones integradoras de las condi-
ciones anemia, DVA e Inmunidad. Asimismo, no existen re-
portes en humanos que sefialen la relacion del IFN-yy la IL-
10 con la coexistencia de anemia y deficiencia de vitamina A.
De alli que, el objetivo de la presente investigacion fue eva-
luar el comportamiento del IFN- yy la IL-10 sérico en nifios
anémicos y no anémicos segun el estado nutricional de la vi-
tamina A.

SUJETOS Y METODOS

Sujetos

Se evallio por antropometria, analisis clinicoy determina-
cion sérica de la proteina C reactiva una poblacion preescolar
de un Centro de Educacion situado en el Noroeste de
Maracaibo-Venezuela, en una zona ubicada en los estratos IV
y V de pobreza criticay extrema, estimada por el Método de
Graffar, adaptado para Venezuela por Méndez Castellano y

Méndez (27). Se seleccion6 una muestra que cumplié con los
criterios de inclusion: edad entre 3 y 6 afios, ambos sexos,
eutroficos y sin patologia aguda, cronica, o proceso inflama-
torio activo. Luego se tomd una sub-muestra de 53 nifios en
forma aleatoria, la cual luego fue clasificada en cuatro gru-
pos, de acuerdo con los valores de hemoglobina (no anémi-
cos y anémicos) y del estado nutricional de la vitamina A
(normales o deficientes de vitamina A). GRUPO 1: Sin ane-
mia, con suficiencia de vitamina A (n=5). GRUPO 2: Sin ane-
mia, con deficiencia de vitamina A (n=8). GRUPO 3: Anémi-
cos, con suficiencia de vitamina A (n=21). GRUPO 4: Ané-
micos con deficiencia de vitamina A (n=19).

El presente estudio transversal cumplid con lo dispuesto
en la Declaracion de Helsinki por lo que fue aprobado por el
Consejo Técnico del Instituto de Investigaciones Bioldgicas
de la Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia. Los
padres o representantes legales de los nifios dieron su con-
sentimiento verbal y escrito para la inclusion del nifio en el
proyecto de investigacion.

Evaluacion nutricional — antropométrica

Para la evaluacion nutricional antropométrica, se estable-
cieron las variables Peso, Talla y Edad, y la combinacion de
éstas. Se aplicd el puntaje Z para el analisis de los indicadores
Peso//Edad (P//E), Talla//Edad (T//E) y Peso//Talla (P//T), uti-
lizando el programa estadistico Epi-Info, version 6.04 (Centers
for Diseases Control and Prevention, Atlanta, Georgia, U.S.A.
OMS, 1994), tomando como base el patron de referencia in-
ternacional del Centro Nacional de Estadistica en Salud de
USA (NCHS/OMS), valido para estudios en Latinoamérica.
Valores de Puntaje Z entre +2 y =-2 Desviaciones Estandar
(DE) fueron considerados indicativos de nutricién adecuada
(eutrdficos) y valores <-2 DE indicativos de desnutricion (28).

Toma de la muestra

Los nifios eutréficos incluidos en el estudio fueron eva-
luados mediante interrogatorio y examen fisico, ademas se
les tom6 una muestra de sangre (5 mL), por puncién venosa
antecubital, en ayunas, entre las 8:00-9:00 am, la cual fue
vertida en dos tubos: uno con anticoagulante (EDTA), desti-
nada a estudios hematoldgicos, y otro sin anticoagulante, los
cuales fueron trasladados en un medio refrigerado al Labora-
torio de Investigacion en Malnutricion Infantil. La muestra
contenida en el tubo sin anticoagulante fue sometida a
centrifugacion a 3000 rpm durante 10 minutos, con el objeto
de obtener el suero, el cual se repartio en dos alicuotas en
tubos “Eppendorf”.

Andlisis de la proteina C reactiva

Se tomo una alicuota para el andlisis semicuantitativo de
la Proteina C Reactiva (Wiener Lab), con el objeto de incluir
en el estudio los nifios eutréficos libres de infeccion al exa-
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men fisico y con Proteina C reactiva negativa. El resto de las
alicuotas fueron conservadas a -70 °C hasta su estudio. Las
muestras hemolizadas fueron descartadas.

Andlisis hematologico

Para evaluar la condicion de anemia en la poblacion in-
fantil estudiada, la sangre colocada en los tubos con EDTA
fue analizada con un contador hematolégico automatizado
Sysmex K-800, y se tomaron los valores de Hemoglobina (Hb)
establecidos por la OMS/UNICEF/UNU para definir anemia
en poblaciones ubicadas a nivel del mar, se tomé como pun-
tos de corte en nifios menores de 60 meses valores de Hb <110
g/L y en los mayores o igual a 60 meses, cifras de Hb <115 g/
L para definir la anemia (29).

Evaluacion del estado nutricional de la vitamina A

Para evaluar el estado nutricional de la vitamina A, se aplico
la técnica de Citologia de Impresion Conjuntival (CIC), de
acuerdo al Manual de Instrucciones del International Center
for Epidemiologic and Preventive Ophthalmology (ICEPO)
(30). Se considero que un resultado de CIC normal era indi-
cativo de un adecuado estado nutricional de vitamina A; mien-
tras que una CIC anormal era indicativa de deficiencia de vi-
tamina A.

Determinacion de las concentraciones séricas de las
citocinas Thl (IFN-y) y Th2 (IL-10)

Para la determinacidn de citocinas, las alicuotas de suero
conservadas a -70°C, fueron transportadas y analizadas en el
Laboratorio Regional de Referencia Viroldgica del Instituto
de Investigaciones Clinicas de la Facultad de Medicina de la
Universidad del Zulia, donde se aplico el método de
Inmunoanalisis Enzimatico (ELISA) de doble anticuerpo
(BioSource Europe SA).

Analisis estadistico

Con el fin de estimar la relacion del sexo o la edad con las
variables estudiadas, los datos se agruparon por sexo y edad.
Los valores obtenidos de las variables hematolégicas y las
concentraciones de IFN-y e 1L-10 (pg/mL), fueron expresa-
dos como Media + Desviacion Estandar (X+DE). Para com-
parar los resultados las variables cuantitativas del estudio (he-
moglobina, citocinas) se aplicé la prueba t para muestras in-
dependientes. Para comparar las medias de los cuatro grupos
estudiados se aplico el Analisis de la Varianza (ANOVA) de
dos vias. En caso de significancia estadistica, la prueba fue
seguida del Test de Tukey, para determinar diferencia entre
las varianzas de los promedios entre los grupos. Se considerd
el 95% de confiabilidad estadistica con una p<0,05. El pro-
cesamiento de los datos se realizé con el programa de Siste-
ma de Analisis Estadistico (SAS) (SAS Institute, Cary, NC).

RESULTADOS

Indicadores Antropométricos, hematologicos y estado
nutricional de la vitamina A

Se seleccion6 una sub-muestra de 53 nifios eutroficos
(F=29, M=24), edad comprendida entre 45-77 meses (X+DE:
65,21+7,83 meses). En el presente estudio la prevalencia de
anemia fue de 75,50% (n=40) y de CIC anormal, indicativa
de DVA fue de 50,94% (n=27). La prevalencia de DVVA detec-
tada en los nifios no anémicos fue de 61,53% superior a la
encontrada en los nifios anémicos (47,50%). No se observa-
ron diferencias significativas de los valores de hemoglobinay
las concentraciones séricas de las citocinas entre los nifios
con suficiencia o deficiencia de vitamina A. Igualmente, no
se evidenciaron relaciones significativas con el sexo ni la edad
en los grupos estudiados. Sin embargo, prevalencia de la co-
existencia de anemia y DVA fue mayor en los nifios del sexo
masculino (52,60%) y en los mayores de 60 meses (84,20%);
sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente sig-
nificativas. Notese en la Tabla 1, que los valores promedio de
Hb y Hematocrito (Hcto), como es de esperar, fueron
significativamente menores en los nifios anémicos en compa-
racion con los no anémicos, independientemente de la condi-
cion de la vitamina A. Con respecto al andlisis del puntaje Z
de los indicadores antropométricos no se observaron diferen-
cias significativas entre los grupos estudiados.

TABLA 1
Indicadores antropometricos y hematolégicos
en los nifios estudiados

Poblacién infantil estudiada (n=53)

No anémicos Anémicos
(n=13; 24,50%) (n=40; 75,50%)
sin DVA con DVA sin DVA con DVA
(n=5; 9, (n=8; 15, (n=21; 39, (n=19; 35,
42%) 08%) 64%) 86%)
X+DE X+DE X+DE X+DE
Puntaje Z:
P/IT 0,35+0,64 0,25+1,01 -0,07+0,71 0,19+0,55
TIIE -0,75+0,76  -0,01+0,73 -0,93+0,54 -0,57+0,68
P/IE -0,25+0,79  0,15+1,06 -0,52+0,72 -0,21+0,72
Variables

hematologicas
Hemoglobina (g/L) 117,0+3,8
Hematocrito (%) 34,87+0,59

118,1+1,6  102,7+6,3* 105,4+4,3*
33,92+0,91 32,08+1,59° 31,88+1,39°

DVA: Deficiencia de vitamina A detectada por Citologia de Impresion
Conjuntival. P//T: Peso para la talla. T//E: Talla para la edad. P//E: Peso
para la edad.

a. Diferente significativamente de los grupos no anémicos sin y con DVA
(p<0,05).
b. Diferente significativamente de los grupos anémicos sin y con DVA
(p<0,01).
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Citocinas séricas

Notese en la Tabla 2 que el grupo de nifios anémicos con
DVA mostraron valores séricos significativamente menores de
IFN-y e IL-10 (p<0,05) al compararlo con el grupo de nifios
anémicos sin DVA. EIl grupo de nifios anémicos sin DVA
mostrd valores mas altos de IFN-yaunque no significativos en
comparacion con los nifios no anémicos con y sin DVA.

TABLA 2
Concentraciones séricas del interferon gammayy la
interleucina 10 en los nifios eutr6ficos no anémicos y
anémicos de acuerdo al estado nutricional de la vitamina A

Poblacion infantil estudiada (n=53)

No anémicos Anémicos
(n=13) (n=40)
Citocinas sin DVA con DVA sin DVA con DVA
(pg/mL) (n=5) (n=8) (n=21) (n=19)

Interleucina 10 4,61+1,11 4,34+0,86 4,88+0,96 3,99+0,64°
Interferon-y ~ 7,55+1,46 7,44+1,14 8,01+1,29 6,93+0,91°

DVA: Deficiencia de vitamina A detectada por Citologia de Impre-
sion Conjuntival

a. Diferente significativamente de los nifios anémicos sin DVA
(p<0,05).

b. Diferente significativamente de los nifios anémicos sin DVA
(p<0,05).

DISCUSION

Indicadores antropométricos, hematolégicos y estado
nutricional de la vitamina A

En la presente investigacion la prevalencia de anemia en
los nifios estudiados (75,50%) fue superior a las reportadas en
nifios de diferentes grupos etareos en afios recientes en Vene-
zuela por Castejon y col., 2004 (38,11%) (16); en
Latinoamérica por Morasso y col., 2003 (66,4%) (31),
Cunninghamy col., 2001 (26,3%) (32). Este resultado, revela
la existencia de un serio problema de salud publica debido a
la falta de estrategias efectivas y sostenidas para la prevencion
y el control de la anemia y la deficiencia de hierro que puede
afectar a gran parte de la poblacion infantil causando dafios
irreversibles en su desarrollo psicomotor y cognitivo, trastor-
nos en el crecimiento pondoestatural y en el funcionamiento
de los sistemas endocrino, gastrointestinal e inmunitario (8)

En el grupo de nifios estudiados se detecté por CIC una
prevalencia de DVA subclinica de 50,90%, que supera la se-
fialada por la OMS para definirla como un problema de salud
publica (33). La citologia de impresion conjuntival, es una
metodologia que detecta los cambios histolégicos del epitelio
conjuntival antes del desarrollo de los primeros signos clini-
cos evidentes de DVA como la ceguera nocturna y la

xeroftalmia, lo cual determina su importancia como método
diagnostico que permite decidir sobre las medidas terapéuti-
cas pertinentes antes del desarrollo de las formas clinicas se-
veras (34). Investigaciones realizadas en poblaciones infanti-
les de nuestro pais fundamentadas en la técnica de CIC, mues-
tran una prevalencia de DVA subclinica que varia entre 9%y
35,4% (14,17). Otros reportes, basados en la determinacion
sérica de retinol por HPLC, han mostrado que la prevalencia
de DVA varia desde 0,5% hasta 60% en las diferentes regio-
nes de Venezuela (7,11-16,35).

La prevalencia de anemia asociada con DVA observada
en este estudio fue de 35,86%, superior a la sefialada recien-
temente por Castejon y col. de 7,92% (16). Diversos reportes
epidemioldgicos han planteado potenciales mecanismos bio-
ldgicos a través de los cuales la DVA podria causar anemia
(23), y algunas de estas investigaciones han mostrado que la
deficiencia de hierro y vitamina A por separado afectan el
estado funcional del sistema inmunitario (36,37).

Ante estos graves problemas de salud publica, se consi-
dera necesaria la educacion nutricional y para la salud, tanto
en los hogares como en las comunidades, con el objeto de dise-
fiar y ejecutar programas que incluyan la intervencion nutricional
con multiples micronutrientes. Estas medidas, deben ejercerse
en forma sostenida y extenderse a toda la poblacion infantil,
adolescentes y las madres embarazadas, las cuales al ser bien
conducidas y ampliadas minimizarian la prevalenciay por ende
las consecuencias clinico-patologicas.

Anemia y citocinas

El grupo de nifios anémicos sin DVA estudiado mostré
concentraciones séricas de IFN-y e IL-10 mayores pero no
significativas al compararlo con los grupos no anémicos con
y sin DVA. Al respecto, Beard, (8) sefialé que el hierro esta
involucrado en la regulacion de la produccion de citocinas.
Por su parte, Janson y col. (26), han reportado en estudios “in
vitro” una alta produccion de IFN-y en nifios con deficiencia
cronica de hierro. Feelders y col. (38), demostraron que altas
concentraciones de IFN-y se relacionan con un incremento
en los niveles de ferritina y de los depdsitos de hierro, y con
una disminucion del hierro sérico. Tilg y col., 2002 (39) re-
velaron que niveles elevados de IL-10 son capaces de inhibir
la secrecion de IFN-y, y en consecuencia disminuir los valo-
res de la ferritina y los depdsitos de hierro, e incrementar la
disponibilidad del hierro sérico necesario para la eritropoyesis;
por lo que, el IFN-y y la IL-10 parecen ejercer efectos
inmunoreguladores en la homeostasis del metabolismo del
hierro, situacion que pudiera comprobarse o descartarse en
préximas investigaciones.

Deficiencia de vitamina Ay citocinas
Aunque los estudios acerca de DVA-citocinas son
controversiales tanto en animales (40,41) como en humanos
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(42,43), los mismos han sefialado que la DVA afecta la inmu-
nidad celular en relacién a la funcion y cantidad de leucocitos
y linfocitos circulantes, lo cual altera la secrecidn de citocinas.
Al comparar el grupo de nifios con DVA'y sin DVA analiza-
dos en el presente estudio, no mostraron diferencias signifi-
cativas entre las concentraciones séricas de las citocinas eva-
luadas. Estos resultados son contrarios a los demostrados en
otros estudios realizados en animales (40,41) y en humanos
(42,43), en los que la DVA determina un fuerte imbalance
regulatorio de células TCD4+, con sintesis excesiva de
citocinas fenotipo Th1 e insuficiente secrecion por el fenotipo
de células Th2.

Anemia, DVAY citocinas

En nuestro estudio, la coexistencia de anemiay DVA afecto
significativamente los niveles séricos de ambas citocinas, pues-
to que el grupo de nifios anémicos con DVVA mostro valores
séricos significativamente mas bajos de IFN-y (6,93+0,91 pg/
mL) e IL-10 (3,99+0,64 pg/mL) (p<0,05) que los nifios ané-
micos sin DVA (IFN-vy: 8,01£1,29 pg/mL. IL-10: 4,88+0,96
pg/mL), no asi la condicion de anemiay DVA por separado.
El IFN-y es una citocina que induce la muerte de las células
progenitoras hematopoyeticas a través del incremento de la
apoptosis (muerte celular programada). La sobreproduccion
de IFN-y, en animales, se ha asociado con la patogénesis de la
Anemia de Fanconi (44) y en humanos con la patogénesis de
la Anemia Aplasica (45). Por otro lado, la IL-10 es capaz de
incrementar la formacion de colonias eritroides de manera
dosis dependiente, y limitar la produccién de IFN-y en pa-
cientes con anemia aplasica severa (45). Aunque no se dispo-
ne de otros estudios que evallen las concentraciones séricas
de IFN-y e 1L-10 en nifios con DVA y anemia nutricional,
nuestro hallazgo sugiere la presencia de complejos mecanis-
mos inmunoregulatorios cuyo objeto probable sea garantizar
la formacion de los eritrocitos ante situaciones adversas.

En la presente investigacion, el porcentaje de determina-
cioén indica que un 66,90% de los cambios observados en el
IFN-y son explicables por las variaciones de la IL-10 o vice-
versa, quedando un 33,10% de variacion atribuible a otros
factores involucrados, tales como la participacion de otras
citocinas y la posible deficiencia de otros micronutrientes
como: vitaminas B6, B12, acido félico, vitamina E, niacina,
zinc y selenio cuyas carencias repercuten en la inmunidad
celular y que pueden producir alteraciones en los procesos
inmunoldgicos (42). Por ello, es importante ampliar el estu-
dio debido a la cantidad de factores intrinsecos y extrinsecos
involucrados en la afectacion del sistema inmunitario en los
casos de coexistencia de DVA 'y anemia.
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