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ANTECEDENTES

La desnutriciddn es un problema mundial de salud pablica.

Por su origen la desnutricidn se clasifica en primaria y secunda-
ria. La primaria es debida a una insuficiente ingestion y tiene
sus raices en la pobreza. El segunde tipo es debido

a varias enfermedades (1) y es el que prevalece en 1los paises
industrializados donde los preblemas economicos son menores.

En 1979 se reportd una prevalencia de desnutricidn primaria en la
poblacidn mexicana general del 53% (2), pero con amplias varia-—
ciones segtn las distintas regiones del pais y el nivel soclo-
economico de las mismas. En cuanto a cifras de desnutricion
secundaria, no existen datos en nuestro pais.

Los datos publicados por Bistrian en 1974 (3) sobre desnutricion
intrahospitalaria en los Estados inidos permiten suponer que en
Mexico por lo menos el 50% de los pacientes hospitalizados cursa
con desnutricidn.

Durante las ultimas dos decadas diversos autores han estudiado
la compleja interrelacion de 1la funcion inpmune \'4 la
desnutricioén (4,5,6).

Scrimshaw en 1968 (4) sehald la relacidn entre " desnutricion

infecciones - defensas" aungue solamente analiz6 el problema en
terminos generales.
Las investigaciones sucesivas han permitido detallar las

alteraciones cualitativas y cuantitativas de las distintas
funciones y etapas de la respuesta inmune del desnutrido.

Sabemos en la actualidad que la respuesta inmune es un sistema
unico, compleijo y coordinado, gue comprende factores celulares y
humorales interdependientes (7).

Clasjcamente se distinguen dos tipos de respuesta inmune, la
respuesta de 'tipo humoral', caracterizada por la produccién de
inmunoglobulinas por 1los linfocitos B, la activacién del
complemento y de otras proteinas inespecificas y la respuesta de
‘tipo celular' en la que interactuan distintas celulas de las
subpoblaciones de linfocitos T con factores solubles.

De las pruebas ‘in vivo' e 'in vitro' para evaluar 1la funcion
inmune celular de un sujeto, las principalea son i
a)-cuantificacién y enumeracion de celulas del tipo de linfocitos
T y B y de subpoblaciones especificas, bl- simulacion de los
varios estadios de la respuesta inmune incluyendo el
reconocimiento antigénico y la proliferacion linfocitaria
(respuesta blastogénica a mitdbgenos y antigenos), c)-produccidn
de 1linfocinas (factor de inhibicion de la migracisn, factores
blastogénicos e interferédn}, d)- funciédn de células efectoras
(ensayo citotéxicol, y supresién.

INMUNIDAD HUMORAL Y DESNUTRICION

En ninos desnutridos se ha reportado un numero reducido (8),

o normal (3) de celulas B, asi comoc una respuesta profiferativa
aumentada al estimular sus linfocitos 'in vitro' con PWM (10).
Las concentraciénes sericas de inmunoglobulinas parecen estar
normalea (11) o aumentadas (12,13) en los sujetos desnutridos,
pero con funcidén deficiente, probablemente por escasa ‘afinidad
para el antigeno (14).

La sintesis de las inmunoglobulinas parece ser preferencial a la



de otras proteinas corporales, y se mantiene adn en condiciones de
desnutricion (15) sea esta de tipo kwashiorkor o marasmo, y hasta
ge incrementa cuando haya una infeccibtn concomitante (16).

Por otro ladeo en varios estudios prospectivos se ha encontrado
una produccion reducida de anticuerpos en respuesta a la
inmunizacién con antigenos virales (17), o bacterianos (18).
Son multiples los factores que pueden explicar estas diferencias:
el grado y tipo de desnutricidén (19), el tipo de antigeno (20) vy
el tipo de respuesta inducida {primaria o anamnestica) (21}, ¥y
probablemente la cantidad de antigeno (22) y la coexistencia de
otras enfermedades (23},

En general la desnutricion parece afectar en mayor grado la respue-—
8ta inmune primaria que la respuesta anamnéstica secundaria {(21).

A diferencia de las inmunoglohulinas circulantes los anticuerpos
de tipo secretorio, producidos en las superficies mucosas, vy
determinantes en las defensas del tracto respiratorio y del tubeo
digestivo, se encuentran profundamente alterados por la
desputricién (24).

La 4inmuncglobulina principal es 1la IgA secretora (lghs)
compuesta de un dimero de IgA unido por una molecula puente,
(componente secretor) que es una glicoproteina.

Hay evidencia de una notable alteracién de este tipo de defensas,
con reduccidn importante en la concentracidn de lgAs a nivel de
mucosas.

Como consecuencia existe una grave incidencia de infecciones
respiratorias (25) e intestinales (26) y, sSegdn Chandra manife-
stacionesa alérgicas (27), en relacién con la reduccion de la de—
puracion de particulas bacterianas a nivel pulmonar e intestinal(28).

INMUNIDAD CELULAR Y DESNUTRICION

La respuesta inmune de tipo celular participa en las reacciones
de hipersensibilidad retardada, en la inmunidad antitumoral, en
la resistencia a infecciones por organiasmos intracelulares
facultativos, y en el rechazo de injertos.

Este sistema conata de diversos tipos de linfocitos T, gue se
caracterizan por poseer diferentes marcadores de superficie
especificos vy por no presentar inmunoglobulinas en su membrana.
Dentro de la poblacidn de las celulas T, existe una cierta hete-
rogeneidad de subpoblaciones cuyas funciones son: de ayuda,
de memoria, supresidn y citotoxicidad.

Los diferentes eventos gue ocurren durante la activacitn de 1la
respuesta inmune de tipo celular se pueden simplificar en los
siguientes pasos: interaccibn de un antigeno con linfocitos
sensibilizados mediante la cooperacion de macréfagos,
transformacion del linfocito a una fase blastica primitiva con
incremento de actividad metabblica y sintética, sintesis de DNA y
mitosis con proliferacidn celular y generacién de celulas de
memoria y celulas efectoras.

En este proceso las clonas celulares estimuladas cooperan por
contacto directo y por medic de substancias solubles que tienen
diferentes funciones de regulacidén y que se denominan linfocinas.
En numerosos estudios se muestra una reduccién de las cantidades



de celulas T (29-33), ademas con la reduccion de las celulas T
ocurre un incremento de celulas ‘'nulas' (34) en desnutridos,

Las celulas ‘nulas' scn celulas sin marcadores de superficie, gque
se encuentran incrementadas en diferentes situaciones como la
lepra, el sindrome de inmunodeficiencia primaria y el cancer.

En el cuadro 1 se presenta el resumen de varios trabajos en qgue
se cuantifican los porcentajes de celulas T en desnutridos antes
y despues de la recuperacidn nutricia.

Cuadro 1 PROPORCION DE CELULAS T EN DESNUTR1DOS
desnutridos testigos renutridos
Chandra 1974 (29) 23 £ Y 71 % 60 %
Fergusen 1975 (30} 16 % 59 * 59 %
Bang 1976  (31)
pacientes con Kwashiorkor 40 * 63 *

Marasmo 44 L "

Edema 53 . "
Kulapongs 1977 (32) 24 x 57 % 60 %
Schepfer 1976 (33) 57 ) 62 %

Las pruebas cutaneas de hipersensibilidad retardada se han
utilizado para evaluar la inmunidad celular.

Consisten en la aplicacién intradérmica de un antigeno, Yy
la medicidn del eritema y de la induracidn desencadenadas a cabo
de 48 horas.

El fenomeno involucra una amplia gama de pasos, desde 1la
sensibilizacidén, el reconocimiento, la liberacidn de factoresa de
inflamacién, la amplificacidn de la respuesta, la transformacién
blastica y la proliferacién celular.

Los antigenos mas utilizados sont: estreptodornasa Yy estreptocinasa
(11), candida albicans (35}, trichophyton (36), PPD (37), KLH (38},
y asi miamo ciertos irritantes guimicos como el DNCB y DNFB (39).
En general se ha reportado una reduccion de la hipersensibilidad
cutanea retardada o anérgia en pacientes desnutridos (11,36-39),
El uso de uno u otro antigeno puede #ser determinante para
evaluar la respuesta o la anergia, pero seguramente también lo es
la cantidad de antigeno, habiendose encontrado en varios trabajos
que aumentando 1a dosis de 10 o mas veceas no se detectan
diferencias entre desnutridos y testigos (40).

El uso de esta técnica, aunque sea rutinario en la evaluacion

del estado nutricio en algunos hospitales, no es aceptado por
todos 1los autores debido a que son numerosos los factorea dque
pueden, aparte de la desnutricion influir scbre ella y determinar
su negatividad (41),



ESTUDIOS 'in vitro': TRANSFORMACION BLASTICA

Ciertas lectinas de vegetales tienen capacidad de inducir
transformacidn blastoide en los linfocitos.

Las mas conocidas y wutilizadas son la lectina de ‘Phaseolus
vulgaris' o Fitohemoaglutinina PHA y la fitolaca americana o PWM.
El efecto de la induccibn mitogénica se puede evaluar por
criterios morfologicos reportindose el % de blastos (42), o por
incorporacidn de timidina marcada ( cuentas por minuto en
contador beta) en la sintesis de DNA (43).

En los pacientes desnutridos se ha reportado reduccion importante
de 1la transformacion blastica de los 1linfocitos T sometaidos a
induccidn mitogenica bDor PHA, documentada por criterios
morfologicos (42) o por captacidn de timidina (43).

Por lo contrario, la transformacidn hlastoide de los linfocitos B
en los cultivos con el mitogeno PWM, ha sido reportada normal (45)
o hasta incrementada (46) en los sujetos desnutridos,

En cuanto a la funcién de los macrdfagos, determinantes en la
defensa contra organismos intracelulares facultativos, asi comoc en
el reconocimiento y procesamiento de los antigenos vy la
subsecuente interaccién con las celulas T y B (47), hay contro-
versias sobre la posible alteracidon por la desnutricién.

Se ha demostrado gue los macrofagos del Sistema Reticulo-endotelial
sufren la reduccidn numerica de la hipotrofia-—-atrofia secundaria
a desnutricion (481, pero parece existir un incremento
compensatorio de su  funcion, y esto ultimo evitaria que
aparecieran manifestaciones de defectos (49).

Siempre en relacidén con los estudios 'in vitro', se sabe que en
los cultives celulares ademas de los medios nutrimentales
comerciales, se requiere una cantidad de suerc por su contenido
de factores necesarios para la optima transformaciédn blastica.

El suero de nihos con Kwashiorkor resulta ser deficiente de
factores inductores de la blastogénesis (50), wmientras que por
otros autores parece contener algun factor inhibidor de 1la
blastogénesis [(51). :

También se cuenta en la actualidad con algunos datos relativos a
la preduceidn de interleucinas por parte de las celulas
involucradas en la respuesta inmune.

Brown (1967) reportd haber obtenido recuperacién pasiva de
hipersensibilidad cutanea a PPD en nifios desnutridos mediante
transferencia de factores sclubles (52); desafortunadamente tales
resultados han sido criticados por defecto metcdoldgico, siendo
que no pudo diferenciar el efecto de la recuperacion nutricia del
efecto de la transferencia de factores solubles.

En 1977 Schlesinger reportd una reduccién significativa en 1la
produccion de ‘interferon’', en cultivo de leucocitos estimulados
con virus de Newcastle, debida a desnutricion (53).

EFECTO DE LAS DEFICIENCIAS VITAMINICAS Y DE MUTRIMENTOS INORGANICOS
EN LA RESPUESTA IMMUMNE

En el intento por definir la relacidn entre la alteracidn de 1a
respuesta inmune y la desnutricidn, algunos autores han llevado a
cabo estudios gue investigan ciertasgs vias metabolicas principales



dependientes de vitaminas y oligominerales en los leucocitoes.
Contamos en la actualidad con numerosas publicaciones al respecto
y nos fundamentamos para este tema en la revisibdn elaborada por
el Dr Beisel (54).

Con base en estudios previos se acepta la participacion que tiene
cada nutrimento individualmente en la respuesta inmunoloegica,
aungque se desconocen los mecanismos involucrados en cada una de
las manifestaciones, y el campo de investigacion esta abierto para
interesantes estudios que tengan en cuenta la evaluacidn de las
vias metabolicas conocidas donde intervienen cada uno de 1los
nutrimentos como coenzima o como 'factor regulador'.

La deficiencia de vitamina B12 {58-59), de 4cido félico (55-56),
de hierro {60,61,62), de zinc (6B8,69,70) y de cobre (71), ha sido
reconocida como determinante de la reduccién de la respuesta
inmune, tanto en estudios en animales como en humanos, 'in vivo' e
‘in wvitro'.

En particular la deficiencia de acido folico ha sido relacionada
con reduccion de la cuenta linfocitaria y de la produccion de
anticuerpos en ratones (%5). En humanos ha 8ido reportada una
reduccidtn de la reapuesta de hiperesensibilidad retardada (56)

asi como de la respuesta blastogénica de linfocitos en cultivo con
mitégenos (57). La correccidn de la respuesta blastogénica se
observa despues de tres meses de iniciada la supplementacidn con
dicha vitamina 'in vivo', pero si la suplementacidén ocurre en los
medios de cultivos la recuperacién es inmediata [58).

La deficiencia de vitamina B12 aparentemente no reduce el numero
de linfocitos perifericos, pero 81 reduce 1la capacidad
blastogénica medida por captacién de timidina marcada (5%). La
correccidn de este defecto sique el mismo patrén gque la del
Acido folico (5B).

La deficiencia de hierro ha sido relacionada con la reduccién
del numero de linfocitos totales (60), asi como de 1la
poblacion de linfocitos “7T" (61) acompattada de alteraciones
estructurales mitocondriales. Estos cambios parecen desaparecer en
un tiempo de 1 mes aproximadamente de iniciarse la suplementacion

(62). La respuesta mitogénica a PHA en cultives '‘'in vitro'
parece también reducida (60,61), pero esta observacion
no es aceptada por todos los autores (57). Al contraric 1la

respuesta de tipo humoral no parece estar afectada por esta
deficiencia, ni en la produccién de anticuerpos 164), ni en

las concentraciones séricas (62,64,65) o salivares (62),

Por otro lado el aporte en exceso de hierro ha sido considerado
responsable del desarrclleo de infecciones en individuos
desnutridos con escasa capacidad de ligar y almacenar el mineral,
el cual dquedaria disponible para los siderdforos de los
microorganismos (66).

La deficiencia de Zinc produce hipoplasia de é4rganos linfaAticos,
reversible si tratada a tiempo, como ha sido demostrado en estudios
realizados en animales (67) v en nihos (68).

La produccion de IgG séricas parece depender de la disponibilidad
de este mineral (69).

La respuessta mitogéniga sufre particularmente de esta deficiencia
(69). En los nihos con Sindrome de Acrodermatitis Enteropatica
(enfemedad congénita debida a deficiente absorciétn de zinc



intestinal, es caracteristica la inmunodeficiencia (70).

La deficiencia de cobre ha sido relacionada con una pobre respue-
sta de anticuerpos a la inmunizacidn y, en ninos cen la enfermedad
de Menkes Kinky Hair se ha demostrado defecto en la conversion de
la etapa de produccidn de IgM a la de produccioen de IgG (71].

En los cuadros 2 y 3 se presentan en forma resumida los efectos de
los nutrimentos mas conocidos sobre algunos indices inmunolégicos.

EFECTOS INMUNOLOGICOS DE LA DEFICIENCIA DE ALGUNAS VITAMINAS

Cuadro 2.
B2 B6 Pant Bio Fol B12 ¢C A
Tejido linfaAtico - - - -
Cuenta linfocitaria - - - -T -
Produccidn lgs - - - - - - —=
Induc. blastogénica - - - —n
Hipersensib.Cutanea - - —u —n

Rechazo de injerto - -

EFECTOS INMUNOLOGICOS DE LA DEFICIENCIA DE NUTRINENTOEB INMORGANICOS

Cuadro 3.
Fe Zn Cu Se Mg

Tejido linfitico - - +
Cuenta linfocitaria - -7
Produccién Igs —-n - - - -
Induc. blastcgénica - -
Hipersensib.Cutanea - - -

= ningun efecto; - reduccion; + incremento.

En base a los estudios previos es conocide que la alteracion en la
respuesta inmune secundaria a desnutricidén varia en grado vy

‘reversibilidad’ dependiendo de 1la fase de desarrollo del
individuo.

En el periodo perinatal la desnutriciédn provoca supresion del
sistema inmune timodependiente con atrofia organica; con

consecuencias duraderas e irreversibles sobre la respuesta inmune,
ademas del aumento de la mortalidad (72,73,74).

En la infancia y periodo preescolar, la desputricién impide una
adecuada respuesta de tipo celular y humoral a la estimulacion
antigenica, lo cual ha 1llevado al fracaso de programas de
vacunacion impartidos por los crganismos de salud publica (7%).
Aun en adultos la respuesta de tipo celular se ve afectada por la
desnutricidn, de tal manera que las pruebas cutaneas de
hpersensibilidad retardada se hacen negativas, al miamo tiempo



que se reduce la cuenta linfocitaria en la sangre
periferica (76,77).

También la inmunidad humoral se afecta por la desnutricion, vy
se han reportado concentracicnes de inmunoglebulinas sericas y de
inmunoglobulinas A secretoras reducidas tanto en ninos como en
adultos (78).

Contampa en 1la actwalidad con muchas evidencias de gue las
alteraciones de 1la respuesta inmune por la desnutricidn, son
reversibles siempre que no hayan ocurrido en el periodo perinatal
y bhayan causado atrofia timica.

PROBLEMAS METODOLOGICOS EVIDENCIADOS EN ESTUDIOS PREVIOS

La escasa unanimidad en los resultados de los estudios previos ha
sido relacionada con problemas de tipo metodolégico: en varios
estudios no se logra una estratificacion adecuwada de los sujetos
de estudio por edad, sexo, coexistencia de otras enfermedades sobre
todo las infecciosas, grado y tipo de desnutricién, y deficiencia
de nutrimentos especificos. Por otro lado cabe mencionar que los
grupos testigos no siempre se parean adecuadamente.

Por la elevada incidencia de infecciones [ actuales o latentes)
en los desnutridos Edelman sugiere que en estudios futuros se
usen testigos bien nutridos pero con infeccionea (79).

AdemAs es importante enfatizar que la mayoria de los estudios
mencionados analizan una unica funcidn de la respuesta inmune o
bien un paso especifico, y que las condiciones basales de los
sujetos de estudio y las mismas tecnicas empleadas son muy
diferentes entre un estudio y otro, a veces contrastantes, y todo
esto tiene repercusiones importantes sobre la interpretacidn de
loas resultadoes.

Por lo anterior creemos conveniente llevar a cabo en una
investigacion pruebas de los diferentes pasos secuenciales de 1la
funcidon inmune, teniendo en cuenta al mismo tiempo los
factores clinico-nutricios mencionades: gradeo y tipo de desnutri-—
cion, deficiencia selectiva de algun nutrimento especifico, edad,
sexo y finalmente las enfermedades coexiastentes infecciosas o no.

Con las teécnicas inmunoldégicas desarrolladas en los ultimos anos,
es posible proceder al analisis 'in vitro' de la funcion de cada
tipo celular, utilizando 1la metodologia del cultivo celular
autdlogo o heterdlogo.



RIPOTESIS

En el adulto desnutrido, la cooperacidn celular en la respuesta
inmune sufre alteraciones predictibles y reversibles, dependientes
de lag concentraciones séricas de algunos nutrimentos.

OBJETIVOS

El objetivo del estudic es la evaluacidn de 1los pasos de
cooperacidn celular que llevan a la replicacidn celular, a
partir de la estimulacién mitogénica y a traves de la interaccidn
de cada tipo y subtipo celular involucrado. Para eso se analizan
los efectos a nivel de proliferacion linfocitaria, medida esta
como captacidn de timidina marcada.

Dentre de 1los limites intrinsecos a las tecnicas elegidas se
podra responder a lasg sigulentes preguntas:

1.— Cual es el efecto de la desnutricién con sus diferentes
grados sobre la respuesta inmune ?

2.~ Cual es el efecto de la desnutricién sobre la funcidn de
los macrofagos ?

3.— Cual es e]l efecto de la desnutriciédn sobre la funcién de los
linfocitos T ?

4.- Cual es el efecto de la desnutricidn sobre la eficiencia de
1a funcidn de los linfocitozs B 7

5.— Cual es el efecto de la desnutricién sobre la funcion del
suero en la respuesta inmune ?

6.— Cual es la relacitn entre la concentracién de hierro serico
¥ la eficiencia del suero en la respuesta inmune ?

7.— Cual es la relacién entre la concentracidén de zinc plasmatico
Yy la eficiencia del suero en la respuesta inmune ?

8.~ Cual es 1la relacién entre 1a concentracion del cobre
plasmatico y la eficiencia del suero en la respesta inmune ?

9,~ Cual es la relacidn entre la concentracion de la vitamina B12
serica y la eficiencia del suero en la respuesta inmune ?

10.~Cual en 1la relacidtn entre la concentracibdn de folatos sericos
¥ la eficiencia del suero en la respuesta inmune ?

11,~-Cual es el efecto de variaciones en 1los pniveles de las
subpoblaciones de linfocitos T, por desautricidn, en la
respuesta inmune ?



METODOLOGIA

SUJETOS DE ESTUDIO
Se decididb estudiar sujetos adultos con desnutricidn de II grado
de evolucién crénica {mayor de 6 meses) o subcronica (entre 2

Yy 6 meses). Se definieron como factores de exclusion las
infecciones agudas, las enfermedades necplasicas e inmdlogicas o
bién diabetes mellitus. Los sujetos que durante la realizacion

del estudio manifestaran alguna de las entermedades consideradas
como criterios de exclusion fueron eliminadoes del estudio vy
substituidos, Los testigos "bien nutridos", pareados con los
desnutridos por sexo y 1lustro de edad se requirieron para
realizar cultivos hetersdlogos vy para su seleccidn también se
aceptaron algunos pacientes bien nutrideos que se internaron en el
hospital del INNSZ para realizar estudios diagnosticeos o bien algun
tratamiento quirurgico electivo.

NUMERO DE SUJETOS

Se realizdé un estudio piloto en 6 sujetos 'bien nutrides’,
consistente en la induccibdn de proliferacion celular en cultivo
autdlogo bajo estimulo por PHA y por PWM, y se midié la captacioén
de timidina marcada en camara de centelleo liquidoc de medidor
beta. Los resultados que se obtuvieron fueron los =siguientes:

CAPTACION DE TIMIDINA MARCADA EN CULTIVO CELULAR AUTOLOGO PILOTO
DE SUJETOS BIEN NUTRIDOS

Sujeto PHA WM
1 20 178 34 081
2 53 867 48 551
3 24 435 17 B854
4 33 274 23 375
S 60 373 45 595
6 30 144 - ——
M(+DE) 37 045 (+16 324) 33 891 (#£13 413}

Con base en estos resultados, buscande una diferencia de por lo
menos una desviacidn estandar entre los valores de los sujetos
bien nutridos y los desnutridoz, y aceptando un error alfa de 5%
y beta de 20%, utilizandoc la formula de Young (8B0) para
variables continuas encontramos que se reguerian por lo menos 17
sujetos; valor que se incrementd a 20.

A todos los sujetos ae realizaAron mediciones antropométricas vy

bioguimicas y se le tomd sangre periferica para la realizacibn
de los cultivos celulares al iniciares el estudio y en la fase de
recuperacidén nutricia. A este respecto se definio como

recuperacién adecuada para los fines del estudio la condicidn
en la cual se encontraran normalizados los niveles de albumina

sérica, la cuenta linfocitaria vy, ademads, existiera un
incremento de peso de por lo menos el 10% respecto al peso medido
al inicio del estudio. A cada sujeto se le pidis una

autorizacidn verbal de consentimiento a participar al estudio,
haciendo enfasis en la extraccidn de 180 ml de sangre.



EVALUACION DEL ESTADO NUTRICIO

MEDICIONES ANTROFOMETRICAS

Para la evaluacibtn del estado nutricio se requirid la medicion de
l1a talla, del peso, de la circuntferencia mesocbraquial y del pliegue
cutaneo tricipital segun las tecnicas descritas por Jelliffe (B1).
El peso habitual del paciente se obtuvo mediante interrogatorio
directo en el casec de no poder contar con registro escrito.

Se calculd el indice de area muscular braguial segun la fdérmula
de Heymsfield 1(82). El calculo del indice creatinina talla se
realizé utilizando los valores de referencia habituales (83).

Se wutilizaron como tablas de referencia para el calculo del peso
para la talla, las de Ramos Galvan (84) hasta edades de 24 anos,

¥ las reportadas por Frisancho (B5) para edades superiores,

MEDICIONES BIOQUIMICAS

Las determinaciones del laboratorio para creatinina, urea, glucosa
en sangre, colesterol, albamina y globulinas en suero fueron
realizadas utilizando 1las técnicas habituales {B6). Para la
determinacidn de la cuenta leucocitaria y de linfocitos en sangre
periférica 8e usaron las tecnicas descritas por Sanchez Medal

y asi miamo para hierro serico y capacidad total de fijacién de
hierro en suerc (87).

Las determinaciones del examen coproparasitoscopico y el examen
general de orina fueron realizadas por el laboratorios de
infectologia y el laboratorio clinice del Hospital del INNSZ.
Para determinar 2inc y Cobre &n el plasma se uad la técnica de
absorcidn atomica por espectrofotometria (88). Para determinar la
concentracion de vitamina B12 en suero y de Folatos en suero se
utilizé  la teenica de radioinmuncanalisis (Dual Radioassay Kit
code CT.301/CT.302 Amersham).

DPIAGNOSTICO DEL ESTADO NUTRICIO
Para elaborar un diagnéstico del estado nutricio se establecieron
las siguientes definiciones:

DESNUTRICION DE 1° GRADO CRONICA: paciente con historia de
perdida de peso de mas de 6 meses, con peso para la talla o con
Indice Creatinina Talla entre 90 y 76% de los tedricos y con
valor de albumina serica superior a 3.5 grdl.

DESNUTRICION DE 1° GRADO AGUDA: paciente con historia de
perdida de peso de menos de 6 meses, con peso para la talla

vy con Indice Creatinina Talla normal, vy con valor de albOmina
sérica entre 3 y 3.5 grsdl.

DESNUTRICION DE 1° GRADO CRONICA AGUDIZADA: paciente con historia de
perdida de peso de mas de 6 meses, con peso para la talla o con
Indice Creatinina Talla entre 90 y 76% de los tedricos, y con
valor de albumina sérica entre 3 y 3.5 g/dl.

DESNUTRICION DE 2° GRADO CRONICA: paciente con historia de
perdida de peso de mas de 6 meses, con peso para la talla o con
Indice Creatinina Talla entre 75 y 60% de los teodricos, y con
valor de albdmina sérica superior a 3,5 g/dl.

DESNUTRICION DE 2° GRADO AGUDA: paciente con historia de
perdida de peso de menos de 6 meses, con peso para la talla
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¥ con Indice Creatinina Talla normal, vy con valor de albumina
sérica entre 2.5 y 2.9 g/al.

DESNUTRICION DE 2° GRADO CRONICA AGUDIZADA: paciente con historia
de perdida de pesc de mas de 6 meses, con peso para la talla o
con Indice Creatinina Talla entre 75 y 60% de los tebricos, vy

con valor de albumina sérica entre 2.5 y 2.9 gr/dl,

DESNUTRICION DE 3° GRADO CRONICA: paciente con historia de
perdida de peso de mas de 6 meses, con peso para la talla o con
Indice Creatinina Talla inferiores a 60% de los tedricos, y

con valor de albumina sérica superior a 3.5 gr/dl.

DESNUTRICION DE 3° GRADO AGUDA: paciente con historia de
perdida de pesc de menos de 6 meses, con peso para la talla

¥ con Indice Creatinina Talla normal, vy con valor de albuamina
sérica inferiores a 2.5 grsdl.

DESNUTRICION DE 3° GRADO CRONICA AGUDIZADA: paciente con historia
de perdida de pesp de mas de 6 meses, cCcon peso para la talla o
c¢on Indice Creatinina Talla inferiores a 60° de los tedricos, y
con valor de albumina serica inferiores a 2.5 g/dl.

DIAGNOSTICO DE ESTADO DE SEPSIS

Para - elaborar el diagnostico de sepsis actual o previa se
utilizaron loas siguientes criterios:

SEPSIS ACTUAL, si durante el periodo comprendido entre los 21
dias previos vy 21 dias sjguientes al estudio el paciente
manifestara signos o sintomas compatibles con cuadro infeccioso
de cualquier organo o aparatec, necesitando tratamiento aunque
sintomatico. Consideramos esta deficion suficiente para
abarcar 1los casos que cursaran con infeccién latente al momento
de realizar el estudio de cultivo celular.

SEPSIS PREVIAS, s8i el sujeto estudiado hubiese presentado un
c¢uadro infeccioso de cualquier organo o aparato, necesitando un
tratamiento especifico aunque sintomatico en un periodo de 2
meses previo a la realizacion del estudio. Todos los datos fueron
concentrados en la forma especifica (anexo 1).

TECNICAS DEL LABORATORIO DE INMUNOLOGIA

OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES (89)

Se obtuvo sangre venosa periférica de los pacientes y testigos
sanos por venopuncién y se diluyd con igual cantidad de soluciodn
amortiguadora de fosfatos, de pH 7.4 (PBS).

Las células mononucleares (CMN) se obtuvieron mediante gradiente
de densidad, utilizando una solucién de Ficoll-Hypaque (Pharmacia,
Uppsala, Winthrop,Mexico) con densidad de 1.077 gsml Y
centrifugacion a 130 g durante 15 minutos,

La interfase de C.M.N. u2e lavd 3 veces con PBS y se resuspendié en
medio de cultivo RPMI 1640 (Grand Island, Biological Corporation,
Grand Island,N.Y.), a la concentracién de 10x10 /ml, anexo 2.
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DETERMINACION DE SUBPOBLACIONES '

Se realizé mediante inmunofluorescencia indirecta, utilizande los
anticuerpos monoclonales T de la serie Ortho: OKT3, OKT4, OKTSB,
de acuerdo con la tecnica previamente descrita (Ortho Instruments
Westwood ,Mass,).

SEPARACION DE SUBPOBLACIONES CELULARES

Los linfocitos T se obtuvieron mediante la formacién de rosetas
con glébulos rojos de carnero (90). En breve, se mezclaron las CMN
a la concentracibn mencionada, con un volumen igual de eritrocitos
de carnero tratados con hidrobromuro de aminoetilisotiouranio
(A.E.T.) de Sigma Chemical Co., St.Louis Mi., de acuerdo con la
técnica de Johnsen vy Madson (91) ajustados en medio minimo
esencial (MEMl(grand Island Biological Co.} al 4% La mezcla asl
preparada se mantuvo durante una hora en hielo con tecnica esteril
antes de centrifugar a 2000 g por 20 minutos y separar el boton
de rosetas. Este se traté con solucidn tris-NHAC1l durante dos
minutos, con lo cual se lisaron los eritrocitos. Los linfocitos
T recuperados se lavaron tres veces con PBS y finalmente se
ajustaron en suspensién a la concentracidn de 1x10 por ml en
RPMI 1640.

Las células restantes después de la separacion de las rosetas se
mantuvieron suspendidas en RPMI 1640 y suero fetal de ternera a
la concentracion de 10%10 /ml en upa caja Petri durante 1 hora
en estufa de incubacion a 37°'C, 100% de humedad relativa y 5% de
Co2. Se #separaron de las cajas los linfocitos B mediante
aspiracion y 1lavade Lligero repetido tres veces, dejande los
macréfagos adheridos a 1a caja Petri, Los linfocitos B asi
obtenidos fueron suspendidos en RPMI 1640 a la concentracisdn de
0.5x 10 /ml. A los macrofagos adheridos a la placa se anadio
RPMI 1640 y 8e pasd por una camara fria con la finalidad de que se
desprendieran facilmente con frote ligero y aspiracion. Los
macrofagos se suspendieron en RPMI 1640 a la concentracion de
0.5x10 /ml. Todos estos pasos se realizaron con una teécnica
estrictamente esteril vy utilizando material esterilizado en
autoclave o por filtracion por membrana 'Micropore' de 0.22 um.
Los sueros de los pacientes y de los testigos se descomplementaron
mediante temperatura (56°'C durante 30 minutos). E1 suero asi
obtenide se utilizd en la formacion de los medios para cultivo
celular segan el esguema propuesto. El medio de cultivo usado en
los procesos descritos y en la preparacioéon sucesiva de los pozos
de cultivo fue "RPMI 1640" al cual se le anadieron 10.000 U.I,
de penicilina, 10 mg de estreptomicina y 2mMol de L-glutamina por
cada 100 ml, para evitar crecimiento bacteriano.

CULTIVOS CELULARES

Se realizaron microcultives de acuerdo con Bradley (92,93), con una
cantidad total de 150.000 celulas en cada pozo, con la siguiente
proporcibtn: 66% linfocitos T y 33% macrbéfagoes en caso de cultivo
con mitogeno PHA y 200,000 cé&lulas con la proporciotn de 50%
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linfocitos T, 25S% linfocitos B y 25% macrdfagos en el caso de
cultivo con mitdgeno PWM, Los cultivos se realizaron en dos
condiciones de estimulacion distintas, con PHA como mitdgeno

en una y con PWM en la otra. Las condiciones con PHA se muntuvieron
48 horas en incubacidn, separadas en pozos de cultivos de caja
tipo ‘'Costar' y despues se agregd 3H-Timidina en cantidad de
0.5 uCi en cada pozZo. Despues de 8 horas de haber aplicado 1la
timidina marcada con tritio (New England Nuclear,Boston, Mass.)
s8e procedid a cosechar las celulas en un cosechador automatico.
Una vez cosechadas, se procedid a la medicidn de captaciédn de

la timidina marcada integrada en los acidos nucleicos de 1las
células. La medicidon de la radiactividad beta asi obtenida se
considerd como un indicador de captacién de la timidina marcada,
reflejo, a su vez, de la replicacidén de 1los acidos nucleicos
celulares, inducida por los des mitogenos mencionados. Para

las condiciones con PWM se mantuvieron los cultivos durante & dias,
al termino de los cuales se aspiré el sobrenadante y se reintegrd
un igual volumen de medio RPMI 1640 y sucesivamente se procedid
como por los cultivos con PHA. Cada condicidén de cultivo y cada
medicién de captacidn de timidina fue realizada por triplicade.
El coeficiente de variacién que obtuvimos en este proceso fue 2.7%.
Las diferentes condicicnes de cultivo fueron las gue se reportan
en los cuadros 4 y 5 con las que se logrd cubrir todas las
posibilidades segin el plan inicial de estudio, es decir:

cultivos autologos de desnutridos y cultivos autologos de
testigos, cultivos heterologos formados por mezclas de cada tipo
de celulas mononucleares (macrofagos, linfocitos T, linfocitos B)
¥ suero de cada paciente con su respectivo testigo.

Cuadro 4. CONDICIOMNES DE LOS CULTIVOS CELULARES ESTIMULADOS CON PHA

CONDICION MACROFAGOS LINFOCITOS T RPMI-1640 SUERO PHA

variable 5x10 loxio0 200ul 20ul 20ug
1 D D + D -
2 D D + T -
3 T T + D -
4 T T + T -
5 D D + D +
6 T T + D +
7 T T + T +
8 D T + T +
9 T D + T +
10 T T + pos 120 +
11 T T + D10 Ti5 +
12 T T + D15 Ti0 +
13 T T + D20 TOS +
i4 T T + D40 +

D= desputrido; T= testigo; D 5, D10, D15, D20, D40= microlitros

de suero de desnutrido; T 5, Ti0, T15, T20 = microlitros de suero

de testigo.
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Cuadro 5. CONDICIOMNES DE LOS CULTIVOS CELULARES ESTIMULADOS COM PWM

CONDICION MACROFAGOS LINF. T LINF. B RPM1-1640 SUERO
variable 5x10 10x10 5%10 200ul
1% D no separadas D D + D
16 D D D + D
17 T no separadas T T + T
18 T T T + D
19 T T T + T
20 T T D + T
21 T D T + T
22 D T T + 't
23 D no separadas D D + D
23 D D D + D
25 D D D + T
26 T no separadas T T + T
27 T T T + D
28 T T T + T
29 T T T + D20 TOS
30 T T T + Di% T10
31 T T T + D10 TiS5
3z T T T + Dos T20

D« desnutride; T= testigo; D 5, D10, D15, D20, D40= microlitros
de suero de desnutrido; T 5; T10, T1S5, T20 = microlitros de suero
de testigo. no separadas = son cultivos con 200,000 celulas
mononucleares en la proporcion existente en la sangre periferica.

En todos los otros casos la

proporcidn y cantidades fueron

las estandares descritas en metodeclogia.

Al momento de analizar los resu
de Indice de Estimulacidn de 1la

ltados , se utilizaron los valores
captacidn de timidina, el cual

consiste en la relacidén entre el valor de radioactividad (cpm)
de un determinado cultivo estimulado con mitogeno y el valor (cpm)
del cultivo homologo no estimulado, de la siguiente maneras

INDICE DE ESTIMULACION (I.E.) =

Cuentas/min cultivo c/mitog.(M+)

Cuentas/min cultivo s/mitog.(M-)

Cuadro 6. INDICES DE ESTINULACION DE CULTIVOS ESTIMULADOS CON PHA

I.E. M+
11 = 5
I 2 = 6
I 3= 7
1 4 = 8
I &= 9
I 6 = 10
1 7= 11
I8 = 12
I1 9= 13
110 ~ 14

1.E.= Indice de Estimulacién;
con mitbgeno; M- = condicidn d
Las condiciones reportadas son

/ M-

/ 1

/ 3

7/ 4

/s ((142+3+41%0.25)
/ ((142+3+4)%0.25)
/7 3

7/ 3

/ 3

7/ k}

/ 3

M+ = condicidn de cultive celular

e cultivo celular sin mitégeno;
las descritas en el cuadro 4.

i1a

PWM
20ul

L+ 4+ ++++++

++F+1



Cuadro 7. INDICES DE ESTIMULACION DE CULTIVOS ESTIMULADOS COM PWM

I1.E.
I11
112
Ii3
114
I1S
116
117
118
119
120
121
122

M+
18
16
18
17
19
20
21
22
29
30
a
32

I.E.= Indice de Estimulacién;
con mitodgenn; M- = condicibn de cultivo celular sin mitégeno;
Las condiciones reportadas son las descritas en el cuadro 5.

MRANRNARNNNNNNANDN

M+

15

M-

27
27
27
27

{(24+254+27+28)%0.25)
((24+25+27+28)1%0.25)
((24+425+27+28B)%0,25)

condicidn de cultivo celular



RESULTADOS
SUJETOS ESTUDIADOS

Se estudiaron 22 sujetos desnutridos, gque habian ingresado al
Hospital durante el periodo comprendido entre mayo de 1984 y marzo
de 1985. Todos estos sujetos se internaron por estudio y trata-
miento de otro padecimiento primario aparte gue por desputricion;
dos sujetos fueron eliminados por resultar portadores de neoplasias.
Las enfermedades que encontramos en estos sujetos fueron
prevalentemente del aparato digestivo, 8 sujetos cursaban con
enfermedad acidopeptica, 2 con fistula enterocutanea, 2 con
pancreatitis aguda; ademas hubo 3 con anorexia nerviosa y 5 con
diagndsticos diversos (ver cuadro 8),

Cuadro 8 DIAGNOSTICOS DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO

FOLIO DESNUTRI1IDO TESTI1GO TESTIGO
etapa 1 etapa 2

01 Enfermedad Acidopeptica Litiasis Vesicular

02 Fistula Enteroccutanea Voluntario sano

03 Estendsis Pilorica Voluntario sano Hernia Iatal

04 Malabsorcidn Inteatinal Osteocartrosis

0% Estendais Pilorica Eliminado por cancer

06 Enfermedad Acidopeptica Litiasis Vesicular

08 Insuficiencia Cardiaca Litrasis Vesmicular

09 Anorexia Nerviosa Voluntario ‘sano’ Fistula Tratada

10 Estomago Retencioniata Voluntario *sano’ Apendicitis

11 Atrofia gastrica voluntario 'sano’

12 Fistula Enterocutanea Voluntario '=sano'

13 Anorexia Nerviosa Voluntario ‘sano’

14 Pseudoquiste Pancreatico Enfermedad Acidopeptica

15 Pancreatitis Aguda Litiasis Renal Estentsis Esofagica

16 Litiasis Vesicular Aneurisma de la Aorta Hipertensidn Arterial

17 Enfermedad Acidopeptica Aneurisma de la Aorta

19 Anorexia Nerviosa Litiasis Vesicular Hernia Abdominal

20 Oclusién Intestinal Insuficiencia Cardiaca Litiasis Renal

21 Aneurisma Abrtico Osteocartrosis Neumopatia Obstructiva

22 Desnutricidn Primaria Osteoartrosis Hernia Umbilical

La edad promedio fue de 57 ahos (DE+21) siendo el limite inferior
21 anos ¥y el mayor 80; 10 sujetos fueron de sexc masculino y 10
de sexo femebnino. En todos los sujetos estudiados fue relevante
la perdida de peso ocurrida en el ultime aho previo al estudio,
reportada del orden del 28% del peso habitual (DE#13%).

Solamente a 10 sujetos se le pudo realizar una segunda
evaluacion; de los restantes sujetos 2 fallecieron y 8 dejaron de
atenderse en el hospital. Los sujetos testigos fueron en total
29 habiéndose eliminado uno por resultar portador de neoplasia.
En 7 sujetos desnutridos y 5 testigos se llegdb al diagndstico
de "sepsis previa" segun los reguisitos expresados en el protocolo,
en ningun caso se diagnosticd "sepsis actual". Los datos completos
de todos los sujetos se encuentran en los cuadros en el apendice.
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INDICES ANTROPOMETRICOS

Los valores de la talla de los sujetos desnutridos resultaron

dentro de 1los 1limites habituales de la poblacion mexicana V¥

gsimilares a los de los testigos, con excepcidn de dos mujeres.

Por lo contrarioc se encontrd una diferencia marcada en los valores
de peso actual, pliegue cutaneo tricipital, circunferencia

mesobraquial y area muscular braguial. Cabe sehalar gque con

respecto a las tablas de referencia mencionadas, los valores de

los 1indices antropométricos resultaron inferiores a la centila §

en 18 sujetos.

En los pacientes renutridos se aprecid una mejoria significativa

en cuanto al peso (p<.02), en el area muscular braguial (p<.01}

venel I.C,T. (p¢.01) {cuadro 9).

CUADRO DE DATOS ANTROPOMETRICOS DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO

Cuadro 9 DESNUTRIDOS TESTIGOS
X DE+ n X DE+ n
EDAD ahos 57.0 21.0 21 52.0 18.8 19
TALLA cm 160.1 9.7 20 161.4 8.5 19
PESO ACTUAL kg 46.3 12.8 20 69.1 12.7 19
% PESO TEORICO 76.9 16.8 20 118.0 20.0 19
PESO PERD1DO kg 18.4 8.4 20 - - - - -
% PESO HABITUAL 28.9 12.9 20 - - - - -
Circ Mesobraq cm 191..8 41.3 20 283.4 27.1 19
Plieg Cut Tric mm 7.4 4.8 20 17.9 6.4 19
Area Musc Bragq cm2 15.9 9.0 20 31.7 7.6 19
RENUTRIDOS TESTIGOS
X DE+ n X DE+ n
EDAD anos 58.7 22 11 56.5 19.6 10
TALLA cm 160.8 9.7 11 154.9 10.4 10
PESO ACTUAL kg 52,1 11.1 114 61.7 8.9 10
% PESO TEORICO 87.6 12.2 11 112.6 15.8 10
PESO PERDIDO kg 9.0 3.9 11 - - - - -
% PESO HABITUAL 15.4 7.2 11 - - - - -
Circ Mesobraq cm 233.6 34.1 11 261.5 25.t 10
Plieg Cut Tric mm 12.0 5.3 11 16.4 4.0 10
Area Musc Brag cm2 22.4 8.0 11 28.3 5.8 10
DESNUTRIDOS RENUTRIDOS
X DE+ n X DE+ n
EDAD anos s8.6 22.2 10 58.7 22 11
TALLA cm 160.5 10.2 10 160.8 9.7 11
PESO ACTUAL kg 44.8 14.0 10 52.1 11.1 11
% PESO TEORICO 74.2 17.2 11 87.6 12.2 11
PESO PERDIDO kg 17.4 10.1 11 9.0 3.0 11
% PESO HABITUAL 28.5 15.3 11 15.4 7.2 11
Circ Mesobrag cm 190.9 40.4 11 233.6 34.%1 11
Flieg Cut Tric mm 8.2 5.5 11 12.0 5.3 11
Area Musc Brag cm2 14.1 6.6 11 22.4 8.0 11

*x = significanza con p < 0.02
%% = mignificanza con p < 0.01
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DETERMINACIOMNES DE LABORATORIO

El valor de la albumina serica en los desnutridos fue en promedio
de 2.4 grs/dl (DE*x.5). Subdividiendo a los desnhutridos con base en
que el valor de albumina fuera inferior o no a 2.5 g/dl se
obtuvieron dos grupos, uno con 13 y el otro con 7 sujetos
respectivamente. Este indice permitid una mejor detinicién del
estado nutricio resultando 3 pacientes (folios 11,17,19) con des-
nutricién cronica, 3 (2,13,21) con desnutricion aguda, y 14
(2,2,3,4,5,7,8,10,12,15,16,20,22) pacientes con desnutricion
cronica agudizada. También el valor de capaciddad total de
fijacidn de hierro results bajo en 1los desnutridos A4
significativamente diferente (p<.05) con respecto a los testigos.
No hubo diferencla significativa en los valores de lo3 niveles
sanguineos de urea, glucosa, creatinina y colesterol entre los
grupos. En la segunda evaluacién, en la fase de recuperacidn
nutricia, se encontro una mejoria significativa en la concentra-
cién de la albumina serica (p <.001) siendo gue todes los sujetos
con excepcion de uno llegaron a los limites normales. También en
la capacidad total de fijacion de hierro 1la me joria fue

significativa (p<.0i}, cuwadro 10. £l Indice Creatinina Talla
(I.C.T.) en los pacientes desnutridos resulto ser de 47.6% (DE
13.3) lo cual confina al grupo en un grado estremo de

desnutricidén. Subdividiende los sujetos en base al valor de
I.C.T. inferior a 60% y entre 60-75% se definieron dos grupos de
desnutridos de 3 y 2°' grado con 16 y 4 pacientes respectivamente.

CUADRO DE DATOS DE LABORATORIO DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO
Cuadro 10

DESNUTRIDOS TESTIGOS
X DE+ n X DE+ n
ALBUMINA q/dl 24.5 5.5 20 43.2 2.9 19
GLOBULINAS grsdl 24.3 6.3 20 27.8 5.5 19
C.T.F.H. ug/dl 203.4 91.6 1S 315.0 43.0 13
COLESTEROL mgr/dl 147.6 47.2 16 210.4 38.0 18
Creat Urvsdia mg 549.8 217.7 20 1008.4 229.9 19
I.C.7T. L 47.6 13.3 20 89.2 6.9 19
RENUTRIDOS TESTIGOS
X DE+ n X DE+ n
ALBUMINA gsdl ag.2 6.1 11 41.1 4.4 10
GLOBULINAS gs/dl 23.1 6.9 11 28.9 3.1 10
C.T.F.H, ugsdl 322.5 61.4 8 327.2 47.1 7
COLESTEROL mg/dl 200.6 39.3 8 216.3 59.9 9
Creat Ur/dia mg 730.0 228.3 11 902.4 274.6 10
I.c.T. % 66.6 17,3 11 89.5 6.4 10
DESNUTRIDOS RENUTRIDOS
X DE+ n X DE+ n
ALBUMINA g/dl 25.4 5.9 11 a8.2 6.1 11
GLOBULINAS gsdl 23.6 7.0 11 23.1 6.9 11
C.T.F.H. ug/dl 220.9 50.9 - 322.5 61.4 a
COLESTEROL mgsdl 148.5 S3.7 8 200.6 39.3 8
Creat Ursdia mg 525.3 219.9 11 730.,0 228,33 11
I1.C.T. % 47.1 13.5 11 66.6 17.3 11
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CONCENTRACIOMNES SANGUINEAS DE NUTRIMENTOS

En los 3sujetos desnutridos las concentraciones séricas de
vitamina B12, de folatos, y asi mismo las concentraciones
plasmiticas de cobre se encontraron dentro de los limites normale
con excepcidn de un sujeto quien cursaba con anemia
megaloblastica. Las concentraciones de hierro sérico y de zinc en
plasma fueron bajos en los desnutridos, con una diferencia
significativa con 1los de los testiges (p¢.001). Una vez
sometidos a recuperacion nutricia hubo mejoria notable de estos &
nutrimentos la cual fue significativa (p<.01) en lo que concierne
el hierro y el =zinc, (cuadro 11)

8,

CUADRO DE COMCENTRACION SANGUINEA DE ALGUNOS MINERALES Y VITAMINAS

DE LOS SUJETOS DESMUTRIDOS ESTUDIADOS Y SUB RESPECTIVOS TESTIGOS
Cuadro 11

DESMUTRIDOS TESTIGOS
X DE n X DE +
HIERRO ugrsdl 60.3 29.4 15 96.7 26.0
Z2INC ug/dl 84.5 28.8 20 117.2 32.5%
COBRE ug/sdl 127.4 45.4 20 138.8 40.5
VITAMINA B12 pgr/dl 295,3 215.0 19 279.1 57.5
FOLATOS ug/dl 28 .6 13.5 19 25.5 5.8
REMUTRIDOS TESTIGOS
X DE + n X DE +
HIERRO ug/dl 96.5 28.6 8 B7.4 18.7
ZINC ug/dl 119.2 55.1 10 106.8 27.3
COBRE ug/dl 203.0 112.9 11 162.2 13.4
VITAMINA Bl12 pgr/dl 645.% 333.6 11 307.5 142 .4
FOLATOS ug/dal 45.7 18.2 11 28.7 11..5
DESNUTRIDOS RENUTRIDOS
X DE =+ n X DE #
HIERRO ug/dl 61.5 32.0 8 96.5 2836
2INC ugs/dl 86.0 25.2 11 119.2 55.1
COBRE ugsdl 143.5 41.6 11 203.0 112.9
VITAMINA Bi2 pgr/dl 356.0 234.2 10 645.5 333.6
FOLATOS ug/dl 31.8 11.9 10 45.7 18.2
* = significancia con p ¢ 0.05
*%x = significancia con p ¢ 0.02
**x = significancia con p < 0.01
xxxkx = significancia con p ¢ 0.00%
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INDICES INMUNOLOGICOS GENERALES

No encontramos diferencia entre desnutridos y testigos en cuanto
a la cuenta leucocitaria, pero el numero de linfocitos totales
resultd extremadamente deprimido en los desgnutridos (p<.01)., Con
la recuperacion nutricia hubo mejoria significativa en el numero
de linfocitos {p<.01). Cabe senalar gue en el numerc limitado de
sujetos en 1los cuales se pudo realizar la determinacion de
subpoblaciones de linfocitos T se encontrd cierta diferencia
aungue no significativa en lo que concierne la proporcidén de los

linfocitos T, que resultd mas baja en desnutridos. Con 1la

recuperacidon nutricia no se detectaron cambios de la subpoblacidn
T la cual quedo en valores significativamente mas bajos (p<.01)

que los de testigos, (cuadro 12).

CUADRO DE DATOS GENERALES INMUNOLOGICOS DE LOS SUJETOS DESNUTRIDOS
ESTUDIADOS Y DE SUS RESPECTIVOS TESTIGOSB

Cuadro 12
DESNUTRIDOS TESTIGOS
X DE+ n X DE+
LEUCOCITOS n/mm3 7171.5 2925.5 20 7172.0 1623.8 1
LINFOCITOS n/mm3 864 .5 398.2 20 1861.7 216.4 1
Linfocitos T % 47.3 5.8 6 54.2 6.5 1
Subpoblac. Tc % 26 .4 8.0 9 28.7 8.2 1
Subpoblac. Ts % 25. 11.2 9 25.0 6.7 1
RENUTRIDOS TESTIGOS
X DE+ n X DE#+ n
LEUCOCITOS n/mm3 6590.9 1953.2 11 6670.0 990.0
LINFOCITOS n/mm3 1552.7 367.7 11 1644.4 250.3
Linfocitos T L 47.8 3. 5 65.6 3.5
Subpoblac. Tc % 34.3 5.1 7 40.7 4.5
Subpoblac. Tas % 24.3 7.6 7 22.1 5.8
DESNUTRIDOS RENUTRIDOS
X DE+ n X DE+ n
LEUCOCITOS n/mm3 79%902.7 28B33.8 11 6590.9 1953.2 1
LINFOCITOS n/mm3 B64.5 398.2 11 1552.7 387.7 1
Linfocites T % 43.3 5.0 3 47.8 3.8
Subpoblac. Tc % jo.a 3.6 4 34.3 5.1
Subpoblac. Ts % 21.23 4.6 4 24 .3 7.6

Tc = linfocitos T cooperadores; TS = linfocitos T supresores.
** « significancia con p ¢ 0.02

x*x « gignificancia con p ¢ 0.01
*xx%* = gignificancia con p ¢ 0.001
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RESULTADO DE LA RESPUESTA PROLIPERATIVA A MITOGENOS EN
MICROCULTIVOS AUTOLOGOS CON SUERO HUMANO

Aungue los sujetos desnutridos presentaran ind:ces de
proliferacion inferiores al valor de los testiges, tanto en 1los
cultivos estimulados con PHA gque con PWM (cuadro 131, estas
diferencias no fueron significativas debido a la wvarianza tan
grande dentro de los grupos. Tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los 1indices de proliferacién de los
desnutridos antes y después de 1la recuperacioén. Con estos
resultados no pudimos detectar efectos de la desnutricion y de la
recuperaclion nutricia sobre 1a respuesta proliferativa a
mitégenos (1° objetivo del trabajol.

Cuadro 13 PROLIFERACION CELULAR "in witro' INDUCIDA COM PHA
resultados de Indice de Estimulacion de cultivos autologes

CULTIVO ADTOLOGO X DE =+ n
1.E.
11 Desnutridos 71.6 74.4 19
I a Testigos B5.5 74.2 18
I1 Renutridos 50.2 41.2 9
I 3 Testigos 138.1 133.8 8
I1 Desnutridos 70.6 §2.4 9
I 1 Renutridos 50.2 41.2 9

PROLIFERACION CELULAR *in vitro®' INDUCIDA CON PWM
resultados de Indice de Estimulacidén de cultivos autologos

CULTIVO AUTOLOGO X DE + n
I.E.
I12 Desnutrides 40.7 45.9 18
115 Testigos 52.7 57. 17
I12 Renutridos 1.8 18.0 7
I1s Testigos 40.8 44.1 7.
112 Desnutrido 26.0 21.9 7
112 Renutrido 19.8 18,0 7

l1.E.=Indice de Estimulacién examinado (referente a los cuadros 6 y 7)
X = valor promedio del grupo; DEt = desviacién estandar;
n = pumerc de sujetos examinados en el grupo.

21



RESULTADO DE LA RESPUESTA PROLIFERATIVA A MITOGENOS EN CULTIVOS
HETEROLOGOS

FUNCION DE MACROFAGOS

Al analizar el efecto de la desnutricidn y recuperacidn sobre 1la
funcidn de los macrofagos (objetivo 2° del trabajo) no
encontramos diferencias entre la eficiencia de los macrofagos de
desnutridos versus los de testigo ni versus los renutridos, tanto
en los cultivos estimulados con PHA comeo en los estimulades con
PWM (cuadro 14).

Cuadro 14 PROLIFERACION CELULAR ‘in witro' INDUCIDA CON PHA
resultados de Indice de Estimulacidn de cultivos heterelogos
FUNC1ION MACROFAGOS

I1.E. X DE + n
13 Testigos 85.5 74.2 19
I 4 Desnutridos B4.7 as.2 18
1 3 Testigos 138.1 133.8 a
1 4 Renutridos 108.1 133.0 8
1 4 Desnutridos B87.5 93.7 8
I 4 Renutridos 108.1 133.0 8

PROLIFPERACION CELULAR ‘in vitro®' INDUCIDA CON PWM
resultados de Indice de Estimulaciéon de cultivos heterologos
FUNCION MACROFAGOS

1.E. X DE * n
Its Testigos 52.7 57.4 17
I18 Desnutridos 27.9 23.2 16
115 Testigos 40.8 a3.1 7
118 Renutridos 47.7 51.3 7
118 Desnutridos 28.3 25.8 7
118 Renutridos 47 .6 51.3 7

1.E.=Indice de Estimulacidén examinado (referente a los cuadros & y 7}
X = valor promedio del grupo; DE+ = desviacidn estandar;
n = numero de sujetos examinados en el grupo.

22



FUNCION DE LINFOCITOS T

Al analizar el efecto de la desnutricidm y recuperacidn nutricia
sobre la funcidn de los lintfocitos T (3° objetivo del estudio)
encontramos que los linfocitos T de desnutridos responden en
forma limitada, pero estas diferencias no fueron significativas ni
al usar PHA ni al usar PWM como inductores de proliferacion. Este
fenomeno se observé también al comparar la respuesta de los
sujetos desnutridos antes y después de la recuperacidn (Cuadro 15).

Cuadro 1% PROLIFERACION CELULAR ‘in vitro' INDUCIDA CON PHA
resultados de Indice de Estimulacion de cultivos heterologos

FUNCION LINFOCITOS T X DE + n
I.E.
13 Testigos 85.5 74.2 i8
IS Desnutridos 67.1 7.3 i8
I3 Testigos 138.1 133.8 ]
I5 Renutridos 72.8 87.8 8
I 5 Desnutridos £6.6 71.3 8
165 Renutridos 72.8 B7.8 8

PROLIFERACION CELULAR 'in vitro® INDUCIDA COM PWM
resultados de Indice de Estimulacion de cultivos heterologos

FUNCION LINFOCITOS T X DE n
1.E.
115 Testigos 52.7 57.4 17
117 Desnutridos 30.0 23.3 16
I15 Testigos 40.8 44.1 7
117 Renutridos 50.4 54.5 7
117 Desnutridos 33.5 29.9 7
I17 Renutridos %0.4 54.5 7

I1.E.=Indice de Estimulacién examinado (referente a los cuadros 6 y 7)
X = valor promedio del grupo; DE+ = desviacion estandar;
n = numero de sujetos examinados en el grupo.
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FUNCION DE LINFOCITOS B

En cuante al efecto de la desnutricidén y recuperacién sobre 1la
eficiencia de 1la funcion de los linfocitos B (4" objetivo del
estudio) se encontro que al usar los linfocitos B de desnutridos
se obtenia un indice de proliferacidn del 55% respecto al de leos
teatigos, y lo misme paso al comparar 1los lifocitos B de
desnutridos antes y después de la recuperacion. Pese a gque estas
diferencias fueron notables no fueron significativas (cuadro 161).

Cuadro 16 PROLIFERACION CELULAR ‘in vitro' INDUCIDA CON PWM
resultados de Indice de Estimulacidén de cultives heterologos

FUNCION LINFOCITOS B X DE + n
1.E.
115 Testigos 52.7 57.4 17
116 Desnutridos 29.4 22.3 16
115 Teutigos 40.8 44.1 7
I16 Renutridos 56.3 61.6 7
I16 Desnutridos 32.3 22.5 7
I16 Renutridos 56.3 61.6 7

I.E.=Indice de Estimulacién examinade (referente a los cuadros 6 y 7)
X = valor promedio del grupo; DEtr = desviacién estandar;
n = numero de sujetos examinados en el grupo.
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FUNCION DEL SUERO

En cuanto al efecto de la desnutricidn y la recuperacidn nutricia
sobre la eficiencia del suero (5° objetivo del trabajo)
encontramos que con sSuero de desnutridos la respuesta
proliferativa se redujo tanto con PHA como con PWM. Ademas se

encontrd gque el suero de los renutridos mejoraba la respuesta

proliferativa de 1las celulas estimuladas con PHA, pero las
diferencias no fueron significativas (Cuadro 17). .

Cuadro 17 PROLIFERACION CELULAR 'in vitro' INDUCIDA CON PHA
resultados de Indice de Estimulacidén de cultivos heterologos

FUNCION SUERO X DE + n
1.E.
I3 Testigos 85.5 74.2 is
I 2 Desnutridos 73.1 B4.4 18
I 3 Testigos 138.1 133.8 9
I 2 Renutridos 102.4 124.8 8
I 2 Despnutridos 61.8 76.3 8
1 2 Renutridos 186.9 225.4 8

PROLIFERACION CELULAR 'in vitro® INDUCIDA CON PWM
resultados de Indice de Estimulacion de cultivos heterologos

FUNC1ON SUERO X DE + n
I.E.
I15 Testigos 52.7 57.4 17
113 Desnutridos 41.6 43.0 17
I1%5 Testigos 40.8 18.0 7
113 Renutrideos 56.9 53.4 7
I13 Desnutridos 57.5 60.6 7
113 Renutridos 56.9 53.4 7

En vista de la reduccidn marcada de la proliferacion celular encon-—
trada al usar zuero de desnutrido se montaron pruebas adicionales
que pudieran indicar si este efecto es debido a la deficiencia
de algqun factor indispensable (hermonal o nutrimental) o bien a
la presencia de substancias inhibidoras. Se montaron cultivos
con cantidades doble de suero de desnutrido y también cultives con
mezclas de suero de desnutrido y testigo. Esto se hizo en la
inteligencia de que un efecto inhibitoriec 1incrementaria al
aumentar 1la dosis de suero de desautrido. Los resultados
mostraron que al doblar la cantidad del suero de desnutrido no se
obtenian cambios en la proliferacion, tampoco se ohservaron al
cambiar proporciones de suero de desnutride y testlgo. Al
analizar en estos cultivos el efecto del suerc de desnutrido antes
y despues de la recuperacidn encontramos gque no se mejoraba,
(cuadro 18). Por lo anterior no pudimos responder a la interesante
pregunta de si la menor eficiencia del suero de desnutrido se
debia a algun efecto inhibitorio o a deficiencia de nutrimentos.
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Cuadro 18 PROLIFERACION CELULAR *in vitro*® INDUCIDA CON PHA
resultados de Indices de Estimulacidn con alicuotas diferentes de suero

I.E. X DE % n

I 2 Suero 20 Desnutr 73.1 Ba.a 18

I10 Suero 40 Desnutr 68.1 84.8 16

I 2 Suero 20 Renutr 102.4 124.8 B8

I10 Suero 40 Renutr 113.5 169.4 6
Mezcla de Sueros de Desnutridos y de Testigoes

X DE + n

I 6 D % ~-20T 64.1 79.9 17

I 7 D10 - 1S 7T 75.4 88.4 17

I8 b1 — 10 7T 75,3 B7.4 17

I9 D 20- ST 67.3 92.4 17
Mezcla de Sueros de Renutridos y de Testigos

X DE + n

16 R §-20T 164.5 206.1 8

I 7 R 10 - 15 T 158.% 193.8 8

18 R 15 - 10 7T 149.0 180.1 8

19 R 20~ ST 114.8 114.8 8

PROLIFERACION CELULAR ‘'in vitro' INDUCIDA CON PWM )
resultados de Indices de Estimulacién con alicuotas diferentes de suero

Mezcla de Sueros de Renutridos y de Testigos

I.E. X DE + n
122 D 5 - 20T 30.5 21.0 16
121 D10 - 15 T 40.9 43.4 17
izo D15 - 10 7 39.4 6.2 17
I19 D20~ 57T 36.5 a6.2 17
Mezcla de Sueros de Renutridos y de Testigos

I1.E. X DE + n
122 R 5 - 20T 49.5 35.6 7
121 R 10 - 15 T 56.1 45.9 7
I20 R15 - 10T 51.9 51.1 7
119 R 20 - 57T 80.7 59.5 7

Suero 20 = 20 microlitros de suero; Suero 40 = A0 microlitros de suero

D § ~ 20T = & microlitros de suero de desnutrido y 20 del de testigo
D 10 - 15 T = 10 microlitros de suero de desnutrido y 15 del de testigo
D15 -~ 10 T =« 15 microlitros de suerc de desnutrido y 10 del de teatigo
D 20 - S5 T = 20 microlitros de suero de desnutrido y 5 del de testigo
R S - 20T « 5 microlitros de sueroc de renutrido y 20 del de testigo
R 10 - 15 T = 10 microlitros de suero de renutrido y 1% del de testigo
R 15 — 10 T = 15 microlitros de suero de renutrido y 10 del de testigo
R 20 - S T = 20 microlitros de suero de renutrido y 5 del de testigo
1.E.=Indice de Estimulacién examinado (referente a los cuadros 6 y 7)

X = valor promedio del grupo; DEx = desviacidn estandar;

n = numero de sujetos examinados en el grupo.
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ANALISIS DE CULTIVOS ESPECIALES

Pensando que la forma estandar de cultivo con un numero prefijado
de c¢élulas fuese la causa de la homogeneidad de los resultados en
desnutridos y testigos, se probb otra tecnica de cultivo gue
respetara la proporcidén natural de cada tipo celular. Estos
cultives, a diferencia de los descritos en la metodologia, no
tuvieron una separacién de las poblaciones de las celulas
mononucleares y estas se pusieron en el pozo de microcultivo
reapetando unicamente el npumero total de 200.000 celulas.
Tampoco esta variante a la metodologia permitidé encontrar
diferencias significativas entre desnutridos y testigos, pudiendo
concluir gque la técnica estandar no difiere de esta ultima en
estudios de desnutrides (cuadro 19).

Cuadro 19 PROLIFERACION CELULAR 'in witro' INDUCIDA CON PWM

CULTIVO AUTOLOGO X DE + 3]
1.E.
con células no separadas
I11 Deanutridos 59.2 90.6 18
114 Testigos 77.4 104.1 17
con células separadas
I12 Renutridos 40.7 . 45.9 18
115§ Testigos 52.7 57.4 17
con células no separadas
I11 Renutridos 22.6 17.7 7
I1s Testigos 62.3 56.1 7
con células separadas
I12 Renutridos 19.8 18.0 7
115 Testigos 40.8 44.1 7
I.E.=Indice de Estimulacion examinado (referente a los cuadros &6 y 7)
X = valor promedio del grupo; DE+ = desviacion estandar;
n = numero de sujetos examinados en el grupo.
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE LOS MNWUTRIMENTOS SOBRE LA
PROLIFERACION CELULAR DE CULTIVOS AUTOLOGOS ¥ HETEROLOGOS

HIERRO

Se encontrd una correlacidn significativa (p<.0%) con r=.750
entre la concentraciétn de hierro serico y la eficiencia del suero
en la respuesta proliferativa (objetivo 6° del trabajo), pero

iunicamente en los cultivos, estimulados con PHA, del grupo de
sujetos renutridos.

ZINC

Se encontrd una correlacidn significativa (p <.05) pero negativa
{r=-.520) entre la concentracidn de =zinc en plasma la
proliferacidn celular, inducida por PHA, en el grupo de sujetos
con indice creatinina talla inferior a 60%. Lo mismo se observd
en cultivos estimulados con PAM del grupo de los sujetos
desnutridos (p<.0%) con una r= -.542; en los sujetos testigos la
correlacién fue significativa (p<.01) pero positiva con r=+.431,

Y esta correlaciodn positiva se pudo apreciar también en los
desnutridos sin sepsis previa. Al analizar la correlacidon entre
la proliferacién en cultivos con PHA ¥ la relacidn Fe/Zn {(séricos)
encontramos una r=.543 (p<.05), mientras que en cultivos con PWM la
correlacién fue inversa r=-.617 (p<.05) en el grupo de desnutridos,

COBRE

Se encontrd una correlacion significativa entre 1a concentracion
de cobre plasmatico v la eficiencia del suero en 1la respuesta
proliferativa (objetivoc 8° del trabajo) con r=.723 (p¢.05), pero

unicamente en el grupo de sujetos desnutridos con sepsis previa,

También en los cultivos con PWM encontramos una correlacién

con r= .647 (p<.0S)} pero en el grupo de desnutridos sin sepsis
previa. Encontrames una correlacidén significativa (p<.05) con
r=—.550 entre la relacidn Zn/Cu ¥ la proliferacion celular bajo

estimulo con PHA en el grupo de desnutridos.

VITAMINA B12

En cuanto a la relacibn entre la concentracion de Vit.B12 serica y
la eficiencia del suero en la respuesta proliferativa (objetivo 9°
de}l trabajo) encontramos dnicamente en los cultivos con PWNM del

grupo de sujetos renutridos una correlacién significativa [(p<.05)
con r= .784.

FOLATOS

En cuanto a la relacion entre la concentracidn de folatos sericos
¥ la eficiencia del suerc en la respuesta preliferativa (objetivo
10° del trabajo) se encontrd, unicamente en cultivos coen PHA de
los desnutridos sin sepsis previa y en los cultivos con PWM de
desnutrides con albumina inferior a 2.5 g/dl una correlacién
significativa (p<.0%5) con r= .535. '
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EFECTO DE LOS LINFOCITOS SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR DE
CULTIVOS AUTOLOGOS

En cuanto a la relacidn entre subpoblacidn de linfocitos T y la
eficlencia de proliferacidn celular (objetivo 11° del trabaijo) se
encontro una correlacidn significativa en lo que concierne el
numero de linfocitos totales tanto al estimular los cultivos con
PHA, r=.694 (p<.001), como con PWM,r=.486 (p<.001)},

En cuanto a los efectos, sobre proliferacion celular, de 1la
subpoblacidén T cooperadora se encontrd una correlacion
significativa (p<.05) con r=.593 en cultivo estimulado con PHA,
en el grupo de desnutridos; la correlacidn inversa se encontrd,
como era esperado, con la subpoblacion T supresora p<.05) con
r=—,645 en el grupo de desnutridos. Finalmente l1la relacion Tc/Ts
en cultivo con PHA tuvo mejor correlacion con la proliferacion
celular (p¢.001) con r= .8B42 en el grupo de desnutridos.

TABLAS DE CORRELACION M

CUADRO 20. CORRELACION ENTRE CARACTERISTICAS CLIMICO-MUTRICIAS
Y FUNCIOMNES ESPECIFICAS DE COOPERACION PARA LA PROLIFERACION CELULAR
EN LOS SUJETOS DESNUTRIDOS utilizando "PHA" como wmitogeno

De los indices clinico-nutricios se analiza el valor de cada uno en

las unidades de medida habituales, es decir: globulinas y albumina mgr/dl,
linfocitos n/ mm3, linfocitos T y Tc Ts en %, hierro Zinc cobre y folatos
en ug/dl, vitamina B12 pgrs/dl. En lo que respecta la funcidtn de los com-
ponentes se analiza el indice de estimulacidén como resultado del cultivo
celular. Los componentes mencionados en la sequnda columna son los que
se analizan en cada experimento especifico. El numero de la tercera co-—
lumna indica el grupo tomado en cuenta.

INDICES FUNCION DE LOS COMPOMENTES gl r P ¢
~CLINICO-NUTRICIO _componentes grupo

Globulinas Suero 20 ul 4 10 .666 .08
Linfocitos Ceélulas y suero 5 19 . 694 . 001
Linfoc Tc Células y suero 5 12 .593 .05
Linfoc Ts Células y suero 5 12 -.641 .05

Te / Ts Células y suero 5 11 .842 . 001
Hierro Células y suero 6 5 . 750 .05
2inc ’ Suero 20 ul 2 13 -.520 .05
Cobre Suero 20 ul 3 6 723 .05
Zn / Cu Suero 40 ul 5 16 -.550 .05
Fe 7/ 2n Células y suero 4 12 .543 .05
Folatos Suvero 20 ul 4 10 .594 .05

grupos: is=desnutridos con albumina serica inferior a 2.5 gsdl
2=desnutridos con I.C.T. inferior a 60%
isdesnutridos con sepsis previa
4=desnutridos sin sepsis previa
S=desnutridos todos
6=desnutridos reestudiados una vez recuperados
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Cuadro 21. CORRELACION ENTRE CARACTERISTICAS CLINICO-NUTRICIAS
Y FUNCIOMNMES ESPECIFICAS DE COOPERACION PARA LA PROLIFERACION CELULAR
EN LOS SUJETOS DESNUTRIDOS utilizando *“PWM" como mitogeno

De los indices clinico—nutricios se analiza el valor de cada uno en
las unidades de medida habituales, a decir: globulinas y albumina mg/dl,
linfocitos n/ mm3, linfocitos T3 T4 TB en %, hierro zinc cobre y folatos
en ugsdl, vitamina Bi2 pgrs/dl. En 1o que respecta la funcidn de los com-
ponentes se analiza el indice de estimulaciodn como resultado del cultivo
celular, Los componentes mencionados en la sequnda columna son los gue
se analizan en cada especifico experimentc. El numero de la tercera co-
lumna indica el grupo tomado en cuenta.

INDICES FUNCION DE LOS COMPOMNENTES gl r p <
CLINICO-NUTRICIO _componentes grupo
I.C.T. " Suero 20 1 3 11 .564 .05
Linfocitos Células y suero 5 17 .4B6 .0%
Zinc Suero 20 1 4 10 671 .05
Células y suero 5 17 —.532 .05
Cobre Suero 20 1 4 9 .647 .05
Vitamina B1l2 Suero 6 6 . 784 .05
Folatos Células y suero 1 11 . 835 .05
Fe / 2Zn Células y suero 5 13 —-.617 .05

grupos: i=desnutridos con albumina serica inferior a 2.5 grdil
2ndesnutridos con I.C.T. inferior a 60%
3=desnutridos con sepais previa
4=deanutridos sin sepsis previa
S«desnutridos todos
6=desnutridos reestudiados una vez recuperados
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DISCUSION
SUJETOS ESTUDIADOS

LLa poblacidn de sujetos desputridos se caracterizé por cursar con
un grado avanzado de desnutriciébn. Todos padeclan alguna
enfermedad que atfectaba directa o indirectamente la ingestidn de
alimentos, por lo cual la desnutricidn Se considerd de tipo
secundario con excepcién de un caso en que ésta tue debida al
estado de senectud y de abandono familiar. Podrita haber algunas
objecciones con respecto a los sujetos con anoreXia nerviosa la
cual para nosotros es causa de desnutricién de tipe secundario.
En cada caso se esperd la resolucitn del padecimiento primario y
que el paciente estuviera estable antes de realizar el estudio, tanto
en la primera como en la segunda fase. Se puso particular cuidado
en descartar cualdquiera interferencia por efecto de sepsis o uso
de farmacos que pudieran modular la respuesta inmune.

Pese a lo anterior no se cbtuvieron diferencias estadlsticamente
significativas entre 108 resultados de los desnutridos y los
testigos. La estratificacion en 2° y 3° grado de desnutricién no
mejord la discriminacidn en lo que concierne a la eficiencia de la
respuesta proliferativa. Tampoco las estratificaciones segtn el valor
de albuna sérica y el Indice Creatinina Talla permitieron mejorar
esta discriminacién. Loz sujetos que fueron estudiados en la 2°
fase (de recuperacibn nutricia) presentaron substancial mejoria
del estado nutricio con excepcion de un solo paciente que
persiatidé con peso corporal y concentracién sérica de albamina
bajos, debido a la persistencia del problema (se trataba de un pa-
ciente con retencidn gastrica postgastrectomia parcial). De todas
formas este sujeto fue integrado al estudio porque el nomero de
linfocitos totales se normalizé y su inclusidén no modifico
significativamente los resultados de proliferacidn celular,

Los sujetos testigos fueron voluntarios sanos o pacientes
internados en el hospital del Instituto Nacional de la Nutricioén
para ser sometidos a revision diagnéstica o a alguna intervencion

quirargica electiva. La razén de la eleccidn de pacientes como
testigos ftue 1la escasez de voluntarios ‘sanos' de la edad
requerida. Podemos suponer gque el tipo de padecimientos

presentades por estos testigos especiales no afectd al estudio
siendo qgue no requertan de terapia farmacologica. AdemAs en
algunos casos los diagnoesticos fueron de padecimientos que se
pueden aceptar como ‘casi fisiologicos' por el estado de
senectud, por ejemplo la "osteoporosis". En dos casos un mismo
sujeto sSirvid como testigo de dosa pacientes desnutrideos, en 1la
elaboracién de 1los cultivos celulares heterologos. En el
anslisis general de los resultados se tuvo la precaucion de no
repetir sus valores dos veces para no afectar el significado
estadtico de 1las pruebas, pero cabe comentar gue sus valores
resultaron similares a ios de los demas testigos.

CONCENTRACION SANGUIMNEA DE NUTRIMENTOS
Peze a la desnutricidén tan avanzada no encontramos concentracio-

nes sanguineas alarmantes de ningin nutrimento; con excepcidén de
hierro vy zinc y en muay pocos casos. Estos resultados son

31



discordantes con los estudios previos, en especial los realizados
en nihos. Una explicacién para tal discordancia puede ser

que el estado de desnutricion de los pacientes estudiados es
cronico y en muchos casos agudizado. Estos sujetes sutrlan
probablemente degradacién de masa celular gue, ademas de
surtir metabolitos energécos, también libera cantidades
proporcionales de los demas nutrimentos integrados en las
estructuras intracelulares, cuales son los nutrimentos
inorgadcos y las vitaminas. Aungue no se cuente c¢on documentacio-
nes precisas publicadas, se pueden inferir las cantidades de
nutrimentos liberados por la degradacidn de la masa celular vy
estas son suficientes para mantener concentraciones sanguineas
dentro de limites normales o ligeramente bajos de sodie, potasio,
fosforo, calcio y probablemente de hierro, =zinc vy cobre.
La alteracion en la relacidn zinc/cobre sanguinea gque se
encontrd en estos pacientes desnutridos no es una novedad, ha
sido informada con anterioridad (94) y se justifica por la
reducida depuracion del cobre respecto al =zinc, mas evidente
cuando el aporte a la sangre es de origen endégeno,

Lo que mas llama la atencidén son las concentraciones normales de
vitamina B12 y folatos en todoa los sujetos con excepcidn de un
sujeto con diagndstico de anemia megaloblastica. Una explicacion
para estas concentraciones normales seria 1la de una probable
ingeatién previa de polivitaminicos, la cual no fue confirmada en
todos los casosa,

Solamente en tres casos se encontraron concentraciones de zinc pla-
amatico inferiores a 70 ugsdl y en otros dos casos fueron de 71 y
72 ug/dl. En los estudios a los cuales hemos8 hecho referencia se
consideraba 70 ugrdl como valor critice en zinc para que se afecta-
ra la respuesta proliferativa celular. En cuanto a las concentra-
ciones séricas de hierro en B pacientes desnutridos se enconhtra-
ron valores inferiores a 50 ugqsdl (limite inferior normal).

En la sequnda fase del estudio, la administracion de
polivitaminicos Jjustifica 1los resultados tan elevados en los
sujetos renutridos.

Respecto a la cuenta linfocitaria, los sujetos desnutridos pre-
sentaban linfopenia; al usar la clasificacion de Seltzer (95)
podemos definir tres grupos! uno con numero de linfocitos totales
entre 1000 Yy 1500 formado por 7 pacientes, uno con numere de
linfocitos totales entre 500 y 599 formado por 10 pacientes y un
tercer grupo con menos de %00 linfocitos por milimetro cubice de
sangre periferica formade por 3 pacientes. Aungque este indice haya
sido wutilizado para definir y clasificar el estado nutricio de
los pacientes, en este estudio no encontramos concordancia entre
el significado de la cuenta linfocitaria y los indices nutricios
habituales come son: el valor de albtmina, el Indice Creatinina
Talla, el area muscular braquial y el de deficit de peso.

PROLIFERACION CELULAR EN CULTIVOS AUTOLOGOS Y HETEROLOGOS
Aunque los valores promedico de proiiferacidbn celular de los
distintos grupos (desnutridos, renutridos y testigos) fueron en

algunos casos notablemente distintos, la varianza tan grande que
encontramos en las dos poblaciones estudiadas restd significancia
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a los resultados,.
Las causas gue pudieran explicar esto son de tres tipos:

1.—- Eleccidén de una metodoldgia inadecuada para valorar la

alteracidn de la respuesta i1nmune por desnutricién,

2.— Errores técnicos de la metoddlogia para llevar a cabo

el cultivo celular en los diferentes pasos.

3.— Defectos en la estratificacion de los sujetos de estudio.
Respecto al primer punto, la metoddlogia para las pruebas de
proliferacion inducida por mitdgenos en cultivos celulares ha
gido considerada adecuada por diferentes autores en cuanto refleja
'in vitro' la respuesta inmunoldgica 'in vivo', pero hay algunas
consideraciones gue se pueden hacer. En primer lugar el
microcultivo se forma con un namero fijo de ceélulas en cada pozo
¥ una proporcibn definida de cada tipo de células: macrofagos,
linfocitos T y 1linfocitos B. Siendo dque en los pacientes
degnutridos se puede alterar tanto el numero absoluto de ceélulas
como la proporcién entre cada una de ellas, pudiera ser gue esta
técnica elimina la posibilidad de detectar la influencia real
de estos dos fenbmenos, pero las pruebas especiales realizadas
(cuadro 19) mostraron gque la proporcecidn fija estandar de
celulas mononucleares no afectaba los resultados.

No se pudieron realizar cultivos con un ndmero total de ceélulas pro-—
porcional al namero encontrando en la sangre dado gue la técnica de
medicion de la proliferacién celular usada no permite realizar esta

variante a la metodologla. En efecto, si ponemos un
namero inferior de células la mediciétn de captaciédn de timidina
marcada saldria obligadamente menor. Intentar analizar el

resultado como indices proporcionales al namero de células del
cultivo resolverla el problema, pero se reguerirla afinar
notablemente tanto la técnica de separacion y de distribuciédn de
las c&lulas como la técnica de medicién de captacibdn de timidina
con contador beta. En efecto en este mismo estudio encontramos una
correlacién positiva y altamente significativa entre el 1indice
de proliferacion y el numero de linfocitos totales.

Finalmente el microcultivo cuenta con un medio especial optimo
para el crecimiento y multiplicacidn de las celulas
mononucleares. Este medio, por la rigqueza de nutrimentos, puede
anular la influencia de 1los factores nutricios séricos (en
especial Acido folico vy wvitamina B12) en 1la proliteracidn

celular. La técnica prevee una cantidad fija de medioc de cultivo
80% del volumen total, y 8% de suero humano y esta cantidad fue
la que se utilizé, Para eliminar esta influencia podria ser

recomendable realizar cultivos con menor cantidad de medio, esn
decir con una cantidad critica de medio para 1la proliferacion.
Respecto a4l segundo punto se optd por una revigién minuciosa de
la metodologla, cuande ya se contaba con los resultades de 10
sujetos esatudiados sin poder detectar ninguna falla importante y
manteniende un coeficiente de variacion interior al 3w,

Respecto al tercer punto, cabe la duda de que los indices
empleados para la identificacion de las poblaciones no fuesen
suficientemente discriminativos. En la literatura se reportan
trabajos realizados en poblaciones infantiles cuyos individuos
habian sido caracterizados 4nicamente con base en el peso para la
talla, albumina sérica, cuenta linfocitaria y , en algunos pocos
casos, por la coexistencia de infecciocnes.
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El protocolo planteaba definir la poblacion de desnutridos con
base en 1indices disponibles a nivel hospitalario; con estos
indices y eliminande la influencia de factores reconccidos que
afectan la funciéon inmune (criterios de exclusidn) pensabamos
poder detectar individuos con respuesta inmune alterada por
pura desnutricidén, de manera homogenea.

Cabe mencionar, con respecto a la edad de los sujetos, que el
hecho de parear con testigos del mismo sexo y edad se considera
satisfactorio en el campo de la investigacién inmunolégica.

No existendio antecedentes firmes para clasificar los sujetos con
base en la concentracidn sanguinea de los nutrimentos en estudio,
no se realizaron agrupaciones especificas en este gsentido. Unica-
mente conocemos el intento del Dr Chandra en definir el nivel
critico para el Zinc en la sangre [ alrededor de 70 ugs/dl}), no co-
nocemos intentos con respectec al hierro, cobre, vit B12 y folatos.
Pero tampoco con base en el valor de zinc en plasma se pudo
detectar una poblaciétn de desnutridos con pobre respuesta
proliferativa ya gque el analisis de correlacién proporciond una r
negativa.

Finalmente ¥y aunque no previsto en el protocolo originarico se
procedid a subclasificar los sujetos desnutridos con base en la
cuenta linfocitaria, con 1lo cual pudimos dividir tres grupos;
pero tampoco se logro encontrar diferencias con significanza
estadistica entre los testigos y los desnutridos con menos de 500
linfocitos por mm3 en sangre periferica.

CORRELACION ENTRE PRUEBAS 'IN VITRO ' Y CARACTERISTICAS GENERALES
DE LOS SUJETOS

Por medio del analisis de correlacion encontramos que el numero
de linfocitos en la sangre periferica puede predecir la eficiencia
de la proliferacidn celular en cultivos estimulados tanto con FPHA
como con PWM. También se obtiene la misma capacidad de prediccibn
con las subpoblaciones linfocitarias Te (de cooperacion) y Ts (su-
presoras) y mas aun lo es la relacion Tc/Ts en lo gque concierne
unicamente los cultivos con PHA. En los cultivos con PHWM se
encontrd que la eficiencia de la proliferacidon celular por efecto
de los linfocitos B se correlaciona con el I.C.T. Este resgultado
tiene un notable valor teorico y practico. El significado teorico
es gque existe un comportamiento similar en los diferentes tejidos
en condiciones de desgnutricién. El I.C.T. es un indice de tejido
muscular cuyo recambio es regulado distintamente que el recambio
del tejido involucrado en la respuesta inmune.

Probablemente por tratarse de sujetos no en estado de estres ni
expuestos a ningin reto antigénico particular se pudo encontrar
eata correlacion. Para fines practicos podemos aceptar esta
correlacidn en los sujetos estables, mientras que otros resultados
probablemente encontrarlamos en sujetos con estimulo antigénico o
estado de estres.

Contrariamente a lo reportado en la literatura, nuestro estudio
encontrd una correlacién inversa (con una r negatival entre la
concentracion sanguinea de zinc y proliferacién celular. 1lgual
mencion vale para la correlacidn encontrada entre la concentracidn
sanquinea de cobre y la proliferacion, la cual en nuestro estudio
tuvo una r positiva mientras que seria de esperar negativa.
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Unicamente en los desnutridos guienes habian sufrido sepsis
previa se encontrd una r negativa.

En 1los sujetos renutridos encontramos que el hierro sérico es5 un
factor coincidente en la respuesta proliferativa, siendo gque la
correlacidn es significativa y la r positiva. El hecho de que
encontramos esta correlacidn solamente en la fase de recuperacion
sugiere que cuando un organismo es puesto en fase anabolica, el

aumentado requerimiento de nutrimentos hace gque se pueda
manifestar una deficiencia relativa por algunos de ellos y sobre
todo por aguellos cuya absorcidn, liberacion y transporte

reguieren de mecanismos mas complejos,

En nuestro estudio esta puede ser una Justificacidon de 1la
correlacion encontrada también entre concentracion sérica

de folatos y vitamina B12 ¥y los indices de proliferacion celular.
En cuanto a la concentracion sérica de la wvitamina B12
encontramos que loas cultivos que mayormente sufren su influencia
son los de linfocitos B,
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CONCLUSIONES

LA DESNUTRICION REDUCE LA RESPUESTA PROLIFERATIVA DE LAS
CELULAS INMUNOCOMPETENTES , PERO EL EFECTO NO ES
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATI1VO,

LA RECUPERACION NUTRICIA MEJORA LA RESPUESTA PROLIFERATIVA DE
LAS CELULAS INMUNOCOMPETETNTES, PERO EL EFECTO NO ES ESTADI-
STICAMENTE SIGNIFICATIVO.

EXISTE UNA CORRELACION ALTAMENTE SIGNIFICATIVA ENTRE
EFICIENCIA DE LA PROLIFERACION 'IN VITRO' DE LAS CELULAS
INMUNOCOMPETENTES Y LOS VALORES DE LA CUENTA LINFOCITARIA, DE
LA RELACION Tc¢/Ts, DE LOS NIVELES DE HIERRO, DE FOLATOS Y DE
VITAMINA Bi2.

EL MODELO ELEGIDO DE PROLIFERACION 'IN VITRO' CON MEDIO DE
CULTIVO SOBREENRIQUECIDO NO PUEDE CONSIDERARSE EL ADECUARO
PARA EVALUAR LOS EFECTOS DE LAS CONCENTRACIONES SERICAS DE
FOLATOS Y VITAMINA B12,

PARA ESTUDIOS FUTUROS ES CONVENIENTE PROBAR MEDIOS DE CULTIVO
ESPECIAL, QUE PERMITAN EVIDENCIAR CON MAYOR CLARIDAD LA
FUNCION DE CADA ESPECIFICO NUTRIMENTO SOBRE LA RESPUESTA
PROLIFERATIVA. ’
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HOJA DE CONCENTRACION DE DATOS GENERALES
-]
FISIOLOGIA DE LA NUTRICION N

"COOPERACION CELULAR EN LA RESPUESTA INMUNE EN SUJETOS DESNUTRIDOS"

Folio Folio

Archivo i) Archivo 2
Miembro de pareja D Miembro de pareja T
Etapa Etapa

Registro INNSZ Reglstro INNSZ
Edad_afios Edad afios

Sexo M F) Sexo [M_F)

Talla cm Talla cm

Peso actual Kg Peso actual Kg

Peso _habitual Kg Peso habitual Kp

Peso teorico Kp " 'Peso_teorico Kg

Circum. M 8 c om Citcum M B c cm

Fliep. C. T. mn_ - Plieg. C.T. nm -
Area Musc. Br, an” Area Musc. Br, cm
Albtmina g/dl Alblmina p/dl
Globulinas g/1 Globulinas g/1

Urea mg/dl ) Urea mg/dl

Creat ser mg/dl Crent_ser mg/dl

Creat Urin 24 hr.mg Creat Urin%@ hy mg
Leucocltos n” /i, " Leucocitos nimm .,
Linfocitos njmm Linfocitos n°/mm

T-3 % T-3 %

T-4 % T-4 %

T-8 % T-8§ §

C.T.F.H. mp/d1 C.T.F.H. mg/dl

Fe ug/dl Fe ug/dl

1.5, % 1.5, %

I.C.T. ¢ 1.C.T. ¥

Colesterol mg/dl Colestercl mg/dl
Coproparasitoscopico +/- Coproparasitoscopico +/-
EGO EGD

Zinc ug Zinc yp/dl

Cobre ug Cobre ug/dl

Vit BiZ pp it BiZ ppg/dl

Folatos ug Folatos ug/dl

TG mg/dl IpC mg/fdl

IgM mg/dl IgM mg/dl

Sepsis Previa si/no epsls Previa si/no
Sepsis Actual si1/no Sepsis Actual si/no
Pesnutricién cronica si/no Edo. Nutricio normmal si/no
Desnutricidn aguda s1/no Edo. Nutricio obeso si/no

Desnutricidn tipo marasmo_si/no _
Desnutricibn tipo Kwashiorkor si/no

DESNUTRIDO TESTIGO
x I x I
11 11

I11 111



CONTENIDO

SALES INORGANICAS

Ca(NO3)2 4H20
KC1

MgSO 7H20
NaCl

NalCO3
Na2ZHPO4

OTROS COMPONENTES

Dextrosa
Glutatiodn
Rojo fenol sbédico

AMINO ACIDOS
L-atrginina
L-asparagina H20
L-icido aspiirtico
L-cistina
L-glutamato
Glicina
L-histidina
L-hidroxiprolina
L-isoleucina
L-leucina
L-1lisina HC1
L-metionina
lL.-fenilalanina
L-prolina
L-serina
L-treonina
L-triptofano
L-tirosina
L-valina

VITAMINAS

Biotina

D - Ca pantotenato
Clorhidrato de colina
Acido félico
i-inositol
Nicotinamida

PABA

Piridoxina HC1
Riboflavina
Tiamina HC1
Vitamina B12

RPMI 1640 MEDIUM

CANTIDAD
mg/L

100.0
400.0
100.0
6000.0
2000.0
800.7

2000.0
1.00
5.0

200.00
56.82
20.00
50.00
20.00
10,00
15.00
20.00
50,00
50.00
40,00
15.00
15,00
20.00
30.00
20.00

5.00
20.00
20.00

6.20
0.25
3.00
1.00
35.00
1.00
1.00
1.00
0.20
1.00
0.005
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CAPTACION DE TIMIDINA TRITIADA (cpm) DE CULTIVOS ESTIMULADOS CON PHA; sujetos desnutridos y testigos.
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