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RESUMEN. El nifio con desnutricion grave tiene una disfuncion de
la respuesta inmune que puede aumentar de manera significativa la
morbilidad y la mortalidad por infecciones. Por ello, el objetivo del
presente estudio fue demostrar el efecto del apoyo nutricio intensivo
en la concentracion en suero y celular de I1L-2 y sub-poblaciones de
células CD4*, y CD8* T en nifios con desnutricion proteinico-ener-
gética grave. En un ensayo clinico se incluyeron 10 nifios con des-
nutricion primaria grave, menores de 48 meses de edad, quienes re-
cibieron una férmula sin lactosa por alimentacion enteral continua
por dos semanas y dos semanas mas ad libitum. Se obtuvieron la
concentracion sérica y celular de IL-2 y las sub-poblaciones de
linfocitos CD4*y CD8* en los casos y en un grupo control (n = 13).
Con la prueba t de student pareada se compararon los valores inicial
vs. final de los sujetos y se utilizo la prueba U-Mann-Whitney para
la comparacion con el grupo control. Se rechazo la hipdtesis nula
con una p < 0,05. Se observo un incremento notable inicial vs. final
en el porcentaje de expresion celular de IL-2 (p < 0,001) y en la
concentracion sérica de esta citocina (p = 0,001). Por tanto, cuatro
semanas de apoyo nutricio intensivo fueron suficientes para mostrar
un incremento significativo en la produccion de IL-2, independien-
temente de los nutrimentos involucrados, aunque aparentemente este
incremento dependi6 de la gravedad de la DPE.
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INTRODUCCION

La etapa lactante se caracteriza por un crecimiento muy
acelerado, gran demanda de nutrimentos y una mayor
susceptibilidad a la Desnutricion Proteinico-Energética (DPE)
primaria grave, enfermedad endémica que padecen aln
millones de seres humanos en paises subdesarrollados (1, 2).
La DPE grave afecta la inmunidad celular, la produccién de
anticuerpos, la secrecion de IgA y la produccion de citocinas
(3). También se ha observado deplecién marcada de linfocitos
CD4* (4), afectacion en la produccion de linfocitos, la
fagocitosis, la actividad microbicida y la produccion de
Interleucina-2 (IL-2) (2, 5). La IL-2, es un factor de
crecimiento producido por estimulacién antigénica de los

SUMMARY. Effect of the nutritional recovery on the
concentration of Interleukin-2 in severely malnourished children.
The severely malnourished child has dysfunction of the immune
response that may increase the risk of morbidity or mortality due to
infectious diseases, therefore, the purpose of this study was to
demonstrate the effect of intensive nutritional support on the cellular
and serum concentration of IL-2 and CD4*, as well as CD8* T cells
in children with severe protein energy malnutrition. A clinical assay
was carried out in a tertiary care hospital. 10 severely malnourished
children < 48 months of age who received formula without lactose
via enteral feeding for two weeks and ad libitum for an additional
two weeks were included. Cellular and serum concentrations of IL-
2 and the subpopulation of CD4* and CD8* were obtained. A control
group (n = 13) was included. A paired student t test for initial-final
determinations and the Mann-Whitney Test for comparison with
control group were used, and null hypothesis was rejected with a p
value < 0,05. There was a noteworthy increase in the comparison
between the initial vs. final percentage of the cellular expression of
IL-2 (p < 0,001) and in the serum concentration of IL-2 (p = 0,001).
Therefore, four weeks of nutritional recovery significantly restored
the production of IL-2, independently of the nutrients involved in
the process, although, the rate of restoration seems to depend on the
severity of the children primary PEM.
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linfocitos T y es producida por las sub-poblaciones de CD4*
T y en menor medida de CD8*. La IL-2 es responsable de la
proliferacion de células antigeno-especificas y de su
mecanismo autocrino. También puede funcionar como un
factor de crecimiento paracrino, estimulando las células T
adyacentes mientras que promueve la produccion y
diferenciacion de otras células inmunolégicas, particularmente
la funcion citolitica de las células asesinas (6).

Por tanto, el propdsito de esta comunicacion es reportar el
efecto de cuatro semanas de apoyo nutricio intensivo sobre la
produccién celular de IL-2, su concentracion sérica y la
proliferacion de linfocitos CD4*y CD8* T en nifios con DPE
primaria grave.
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SUJETOS Y METODOS

Se llevo a cabo un ensayo clinico no aleatorizado, de casos
consecutivos, donde se incluyeron solo nifios que habian sido
recién nacidos de término, con peso al nacer > 2500 g, de seis
a48 meses de edad, con DPE primaria grave. Cuando los nifios
presentaron los indices peso/edad y peso/longitud abajo de —
3 DE de la mediana de referencia (7, 8), o cuando presentaban
edema o el cuadro clinico de kwashiorkor o marasmo-
kwashiorkor independientemente del déficit peso/edad o peso/
longitud fueron incluidos en el estudio. La DPE se definio
como primaria cuando la causa de la desnutricion fue una
inadecuada e insuficiente ingestion de nutrimentos asociada
o no a infecciones repetidas de vias respiratorias superiores o
episodios diarreicos frecuentes.

El ensayo clinico se realizé una vez que las condiciones
iniciales de gravedad se habian estabilizado y los niflos se
encontraban libres de infeccion, diarrea o cualquier
enfermedad que pudiera alterar la recuperacion nutricia. Los
sujetos fueron alimentados con una formula lactea de inicio
sin lactosa (Nestlé ®) con la adicion de miel de maiz para
incrementar la densidad energética a~ 0,8 kcal/mL. Al Inicio
se incluyeron 16 sujetos. Tres fueron excluidos por las
siguientes razones: mucoviscidosis, diagnosticada dos semanas
después del ingreso, otro por deterioro de su desnutricion y
uno mas por fallecimiento. Tres fueron excluidos por
dificultades técnicas de laboratorio. Con el propdsito de
comparar los indicadores de respuesta inmune con un grupo
testigo, se incluyeron 13 nifios no desnutridos, sanos de 12 a
48 meses de edad que acudieron de manera espontanea a la
consulta externa del mismo hospital por entidades no
infecciosas o enfermedades cronicas que pudieran influir los
resultados.

Variables dependientes

Leucocitos cel/uL, linfocitos (%), células T CD4* y CD8*
(%), proporcion CD47/CD8", porcentaje de expresion
intracelular de IL-2 y concentracion sérica de IL-2 (pg/mL).

Variables independientes e intervinientes

La formula lactea de inicio sin lactosa; (Nestlé¢ ®), edad
(meses); sexo (M/F), el periodo de recuperacion nutricia, tipo
de desnutricion, con edema, peso/edad y peso/longitud > - 3
DE (kwashiorkor); con edema, peso/edad y peso/longitud < -
3 DE (marasmos-kwashiorkor) y sin edema, peso/edad, y peso/
longitud < - 3 DE (marasmo).

Administracion de la formula

La formula fue colocada en una bolsa de alimentacion de
500 mL (Pisa®) e introducida mediante un tubo de
alimentacion naso-gastrica (D-731 o 732, Desvar de Mexico,
S.A.)y dada al nifio con bomba de infusion continua (Braun®).

Después del 5° dia se incremento la cantidad de formula para
suministrar alrededor de 200 kcal/kg/d de energia y 4 g/kg/d
de proteinas. Al inicio de la tercera semana, fueron alimentados
ad libitum con biber6n y los nifios mayores de 12 meses
iniciaron con alimentacion complementaria en papilla (cereal,
y/o verduras mezcladas con la misma formula). Antes y
después de cada alimentacion el biberén con formula y el
recipiente con la alimentacion complementaria fueron pesados
en una balanza analitica (Ohaus®). Cada dia se calculo la
ingestion total de formula, alimentacion complementaria,
energia y proteinas.

La cantidad de formula administrada aseguro la cantidad
de agua, energia, proteinas y otros nutrimentos durante las
dos semanas de alimentacion enteral por lo que no se
suministraron otros alimentos. Esto se debid a que en este
periodo incluso en lactantes mayores de 12 meses de edad
con DPE primaria grave tienen un indice peso/edad muy bajo
y practicamente todos rechazan los alimentos por hiporexia
extrema o porque la alimentacion por via oral es muy pobre.
Desde el primer dia todos los nifios recibieron una dosis oral
de vitaminas (1 mL) (vitamina A 5000 UI, vitamina D 1000
Ul, vitamina C 50 mg, tiamina 1 mg, riboflavina 0,8 mg,
niacina 6 mg) y acido folico (0,5 mg). A partir del sexto dia se
agrego hierro elemental a dosis de 3 mg/kg. Después,
dependiendo del nuevo peso, se ajusto la ingestion de energia
y proteinas a 200/Kcal/d y 4 g/kg/d respectivamente.

Mediciones antropométricas

Al inicio del estudio y después cada semana se llevaron a
cabo las siguientes mediciones por dos observadores
entrenados y calificados (EVG, KS): Todos los nifios fueron
pesados y medidos con el mismo procedimiento. Peso: los
sujetos fueron pesados sin ropa en una bascula calibrada (®
Bame model 440, México, con minimo de 5 g). La longitud
de cada sujeto se obtuvo mediante un infantdmetro con una
lectura cercana a 0,1 cm como se ha descrito (9). Se calcularon
los indices peso/edad, longitud/edad y peso/longitud y se
expresaron en puntuaciones Z.

Procesamiento de muestras

Las muestras de sangre fueron obtenidas a las 07:00 am por
veno-puntura ante-cubital y colectadas en el siguiente orden:
Primero, antes del inicio de la intervencion, después a las cuatro
semanas (dos semanas de alimentacion enteral y dos semanas
de alimentacion ad libitum). Se incluy6 un grupo control en las
condiciones previamente descritas. Se obtuvo sangre periférica
para obtener células mono-nucleares a través de gradiente de
separacion Limphoprep con una densidad de 1,007 (Nycomed
™) y lavadas dos veces con una solucion salina buffer de fosfatos
(PBS) e inmediatamente después se realizo el cultivo de células.
En cada experimento las células mono-nucleares de los sujetos
de estudio se compararon con un control.
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Citometria de flujo

Para evaluar la expresion de las sub-poblaciones CD4" y
CDS8", se tomaron 100 UL de sangre total heparinizada y se
adicionaron SpuL de anticuerpos monoclonales conjugados con
fluoro-cromos: Isotiocianato de fluoresceina (FITC) para el
anticuerpo CD3"y fico-eritrina (PE) para CD4". Como control
se utilizaron isotipos tipo IgG1 conjugados con los fluoro-
cromos previamente descritos, se incubaron durante 20 min.
y posteriormente se utilizo un Kit buffer de lisis inmuno-prep
(anticuerpos y buffer todos de Beckman- Coulter ™). Los
resultados se evaluaron por citometria de flujo en un equipo
Beckman Coulter EPIX-XL-5 y descritos como porcentaje de
expresion.

Cultivo celular y estimulacion

Para evaluar la expresion de la IL-2 en células T se
realizaron cultivos de células mono-nucleares purificadas con
el gradiente previamente descrito. Se sometieron a cultivo
durante seis horas en medio de cultivo RPMI-1640
suplementado con 10% de suero fetal de bovino (SIGMA ™),
antibiotico 10 U/mL penicillina, 10 pg/mL estreptomicina
(GIBCO ™), y estimulada con PMA (SIGMA ™) 50 ng/mL,
Ionomicina (SIGMA ™) 1 pg, y se adicionaron 250 pg/mL de
Ionophoro A (SIGMA™) 23187. A las células estimuladas se
adicionaron 5 pL de anticuerpo CD3" conjugada con FITC;
posterior a dos lavados se agregd solucidon buffer de
permeabilizacion que contiene saponina al 0.1% y se incubo
por 5 min. Posteriormente, se adicionaron 5 puL de anticuerpo
anti IL-2 con fluoro-cromo de PE; las células se lavaron y
fijaron con formaldehido al 0.05% y los resultados fueron
obtenidos por citometria de flujo en un citometro (Beckman
Coulter EPIX-XL-5).

ELISA

La concentracion sérica de IL-2 se cuantifico mediante Kit
de Elisa de alta sensibilidad de (R&D™) y se tomo la lectura
en un lector de ELISA; los resultados fueron expresados en
pg/mL.

Anélisis estadistico

Se obtuvieron estadisticas descriptivas y se utilizo la prueba
t de Student pareada para la comparacion inicial vs. final de
los sujetos estudiados y la prueba no-paramétrica Mann
Whitney U-Test para la comparacion de los sujetos vs. Grupo
control en los dos estadios (inicial y final) del ensayo clinico
considerando la dispersion de las varianzas. Se utilizaron los
programas Excel, Epi-Info 2000, version 1,0 y SPSS-10 para
Windows para la captura, procesamiento y analisis de datos.
Se rechazo la hipotesis nula con una p < 0,05.

Consideraciones éticas

El protocolo para el ensayo clinico fue enviado y aprobado
por el Comité de Bioética del Hospital Civil de Guadalajara
“Dr. Juan 1. Menchaca”. Los padres o personas legalmente
responsables fueron informados del protocolo de estudio y
una vez seleccionados fueron admitidos en la sala metabolica
de la Unidad de Estudios de Nutricion Infantil. Los nifios
quedaron a cargo de personal especializado las 24 horas del
dia.

RESULTADOS

Cuatro sujetos presentaron marasmo, tres marasmo-
kwashiorkor y tres kwashiorkor sin observar diferencias en
las concentraciones de IL-2 y sub-poblaciones de linfocitos
entre los tres tipos de desnutricion, probablemente por el
pequeno numero de sujetos en cada grupo. La Tabla 1 muestra
las caracteristicas fisicas de los sujetos y controles y los indices
antropométricos. La edad promedio fue de 20,9 £ 9,8 y 25,7
+ 12,1 meses de edad en los sujetos y grupo control
respectivamente. La comparacion de los valores iniciales de
expresion de IL-2 (%) y concentracion sérica de IL-2 (pg/
mL), mostraron que fueron significativamente menores en los
sujetos vs. controles (p = 0,013), Tabla 2. En la comparacion
de los valores finales la concentracion sérica de IL-2 (pg/mL)
permanecié mas baja en los sujetos vs. controles (p =0,013),
Tabla 3. El cambio mas relevante fue el incremento
significativo inicial vs. final de IL-2 (%) y suero IL-2 (pg/
mL), Tabla 4.

TABLA 1
Caracteristicas fisicas de los sujetos. Promedio = DE *

Indicador Casos (n = 10) Controles (n = 13)
Edad (meses) 20,9 9,8 25,7 12,1
Peso (g)

Al inicio 6441 1230 12006 3460
Cuatro semanas 9039 1704

Longitud (cm)

Al inicio 71,2 4,4 83,9 11,3
Cuatro semanas 72,8 4.2

Peso / Edad (2)

Al inicio -3,87 0,77 -0,31 1,12
Cuatro semanas - 1,86 0,88

Longitud / edad (Z)

Al inicio -3,18 1,12 - 0,60 0,86
Cuatro semanas -2,89 1,07

Peso / longitud (Z)

Al inicio -2,81 0,83 0,14 1,18
Cuatro semanas - 0,25 0,95

* Promedio *+ Desviacion estandar
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TABLA 2
Sub-poblaciones de linfocitos e IL-2. Comparacion inicial:
Promedio + EEM *

Indicador Casos (n = 10) Controles (n = 13)
Leucocitos (cel/ul) 11970 1670 8938 874
Linfocitos (%) 45,6 5,1 49,4 3,1
CD4+ (%) 42,3 2,7 44,5 4,1
CD8+ (%) 234 1,7 25,8 2,8
CD4/CD8 1,89 0,18 2,15 0,49
IL-2 (cel/uL) 558 1 109 1132 174
IL-2 (%) 12,1} 2,5 25,0 1,9
IL-2 Sérica (pg/mL) 26,4 ** 10,4 109,5 6,7

* Promedio * Error estandar del promedio
Casos vs. controles, { p =0,013; | p=0,002;**p < 0,001

TABLA 3
Sub-poblaciones de linfocitos e IL-2. Comparacion final:

Promedio = EEM *

Indicador Casos (n = 10) Controles (n = 13)
Leucocitos (cel/pL) 10880 1251 8938 874
Linfocitos (%) 49,1 3,0 494 3,1
CD4+ (%) 37,6 2.4 44,5 4,1
CD8+ (%) 25,5 2.4 25,8 2,8
CD4/CD8 1,67 0,29 2,15 0,49
IL-2 (cel/uL) 1079 146 1132 174
IL-2 (%) 23,0 39 25,0 1,9
IL-2 Sérica (pg/mL) 79,0 i 21,8 109,5 6,7

* Promedio * Error estandar del promedio; § Casos vs. Controles, p
=0,013;

TABLA 4
Sub-poblaciones de linfocitos e IL-2. Comparacion Inicial
vs. Final. Promedio = EEM *
Casos (n = 10)

Indicador Inicial Final P

Leucocitos (cel/ul) 11970 1670 10880 1251 0,524
Linfocitos (%) 45,6 5,1 49,1 3,0 0,377
CD4+ (%) 42,3 2,7 37,6 24 0,178
CD8+ (%) 23,4 1,7 255 24 07325
CD4 / CDS 1,89 0,18 1,67 0,29 0,054
IL-2 (%) 12,1 2,5 23,0 3,9 0,000
IL-2 (cel/uL) 558 108 1080 146 0,000

IL-2 (séricang/mL) 264 104 79 21,8 0,001

* Error estandar del promedio

DISCUSION

Después del periodo de recuperacidén nutricia la
concentracion sérica de IL-2 (pg/mL) en el grupo de casos
permanecié persistentemente mas baja que en los controles.
Sin embargo, la elevacion significativa de los valores de
expresion de IL-2 (%) y la concentracion sérica de IL-2
(pg/mL) al finalizar las cuatro semanas de recuperacion
nutricia sugieren que una adecuada recuperacion nutricia tiene
una influencia decisiva en este proceso pro-inflamatorio de
respuesta inmune en lactantes y preescolares con DPE grave,
independientemente de reconocer cual o cuales son los
nutrimentos que mas influyen en esta mejoria. Asimismo, se
observé una proporcion mayor, casi significativa (p = 0,054)
de linfocitos T CD4" sobre CD8". Es sabido que estos niflos
con desnutricion grave estan sometidos a la estimulacion de
multiples antigenos lo cual activa la secrecion de IL-2, y en
consecuencia propicia la expansion clonal y la diferenciacion
celular con accion efectora de las células CD4" sobre
macrofagos y linfocitos B, células encargadas de la inmunidad
innata y humoral (6).

Se ha observado que bajo condiciones normales de
nutricion algunos nutrimentos especificos pueden afectar la
concentracion de citocinas en seres humanos (10, 11). Lofty
et al (12) estudiaron 40 nifios, de cinco a 20 meses de edad
con DPE grave y 20 nifios sanos con buen estado nutricio.
Encontraron que las células mono-nucleares de pacientes con
DPE produjeron menos IL-1 e IL-2 aunque el nimero total de
linfocitos en estos pacientes era significativamente mas elevada
que en los niflos sanos, indicando que el dafio en nifios con
DPE grave es mas numérico que funcional. Asimismo, se ha
observado que la suplementacion con Vitamina E (presente
en la formula utilizada), tanto en roedores como en adultos
sanos, aumenta la proliferacion de linfocitos inducidos por
mitdgenos, la produccion de IL-2 y la proporcion y la
proliferacion de células T CD4+/CD8+ (13-16). Por otra parte,
la disminucion de la respuesta inmune mediada por células y
el incremento en la frecuencia de infeccidon en sujetos
deficientes de zinc podria ligarse al efecto del Zinc en la
produccion de citocinas, especialmente IL-2 (17). Los niflos
que reciben suplementacion con Zinc tienen un nimero
significativamente mayor de células CD4*CD3" en sangre
periférica y una mejoria en la inmunidad mediada por células
T (18). El Zinc contenido en la formula utilizada fue de 0,75
mg/100 kcal.

La evaluacion de marcadores de respuesta inmune durante
el proceso de recuperacion nutricia en nifios con DPE primaria
grave nos permite entender como ciertos métodos de manejo
dietético, o bien el uso alimentos o nutrimentos especificos
pueden influir significativamente en la respuesta inmune de
una manera directa o indirecta. Esta evaluacion nos permitiria
identificar cuales marcadores podrian ser utilizados como
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indicadores de recuperacion de la DPE primaria grave durante
el periodo de apoyo nutricio intensivo. Sin embargo, el reto
principal implica reconocer que las adecuaciones nutrimentales
o el uso de ciertos alimentos probablemente modifiquen mas
de un aspecto de la respuesta inmune (19), por lo cual seria
necesario controlar el papel que cada nutrimento desempefia
en los mecanismos de respuesta inmune sin desconocer los
efectos potenciales de interaccion entre los distintos
nutrimentos. Desde luego que el estudio de cada nutrimento
por separado seria practicamente imposible en humanos y
éticamente inadmisible.

En conclusion, el presente estudio demostro la hipotesis
alterna de que un periodo de cuatro semanas de apoyo nutricio
intensivo y adecuado con dos semanas de alimentacion enteral
continua y dos semanas de alimentacion ad libitun, con el uso
de una formula lactea de inicio sin lactosa disefiada para
lactantes, fue capaz de restaurar la capacidad de expresion
celular y mejorar significativamente la concentracion sérica
de IL-2. No obstante, después del periodo de estudio (cuatro
semanas) la concentracion sérica de IL-2 fue aln
significativamente menor que en los controles de la misma
edad. Por tanto, es probable que: a) Se requiera mas tiempo
para que un nifio con DPE primaria grave restaure totalmente
la respuesta inmune, especialmente aquella donde participen
mediadores como la IL-2; b) Que sea necesario utilizar
suplementos con uno o mas nutrimentos especificos que tengan
una influencia directa sobre la produccion de IL-2; y ¢) Que la
velocidad de restauracion total de la respuesta inmune dependa
de la gravedad de la desnutricion del nifio.
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