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RESUMEN

Introduccion: Como consecuencia de la desnutricion, se producen alteraciones que comprometen la respuesta antioxidante y la
inmunocompetencia. El objetivo del presente estudio es evaluar el efecto de la recuperacion nutricional sobre las concentraciones séricas
de Oxido Nitrico (NO), Malonaldehido (MDA) y TNF-a en el desnutrido grave.

Metodologia: Se estudiaron prospectivamente 47 nifios con edades comprendidas entre 2 meses y 8 afos, distribuidos en 27 nifios con
desnutricion grave de tipo mixto y 20 controles, que asistieron al Servicio de Educacion y Recuperacion Nutricional del Hospital
Chiquinquird de Maracaibo-Venezuela. EI NO y el MDA determinaron por ensayo de Diazotizacion y derivados del acido tiobarbiturico
respectivamente, y el TNF-o mediante la técnica de ELISA.

Resultados: Las concentraciones de NO y MDA no mostraron diferencias estadisticamente significativas con los controles, no obstante
se encontrd un descenso en estas concentraciones cuando se compararon con las obtenidas al inicio de la terapia (p < 0,0001 para NO y
p < 0,001 para MDA. Los valores séricos de TNF-a presentaron significancia estadistica en relacion con los controles y al inicio del
tratamiento (p < 0,0001).

Conclusion: La terapia de recuperacion nutricional incide en la disminucion de las concentraciones séricas de NO, MDA y TNF-aq,
debido probablemente a la suplementacion de vitaminas y micronutrientes administrados durante dicho tratamiento.
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SUMMARY

Introduction: Alterations involving antioxidant response and immunological competence are consequences of malnutrition. The aim of
this study is to assess the effect of nutritional recovery on serum concentrations of nitric oxide (NO), malonaldehyde (MDA) and TNF-
o in the severely malnourished child.

Methods: 47 children were prospectively studied (2 months to 8 years old): 27 children with mixed type severe malnutrition and 20
controls who attended the Department of Education and Nutritional Recovery at the Chiquinquira Hospital in Maracaibo-Venezuela. NO
and the MDA were determined by Diazotization trial and derivatives of the barbituric acid respectively; TNF-a was assessed by the
ELISA technique.

Results: NO and MDA concentrations showed no significant difference with controls, although there was a significant decrease with
respect to pre-treatment values (p < 0,0001 for NO and p < 0,001 for MDA. Values for TNF-a were significantly different from controls
and pre-treatment values (p< 0,0001).

Conclusions: Nutritional recovery therapy affects the decrease in serum concentrations of NO, MDA and TNF-a, probably due to the
supplementation of vitamins and micronutrients during this treatment.
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INTRODUCCION

La desnutricioén proteinico-energética (DPE) es una en-
fermedad multisistémica, que afecta a todos los drganos y
sistemas, producida por una disminucién dréstica, aguda o
crénica, en la disponibilidad de nutrimentos, ya sea por in-
gestion insuficiente, inadecuada absorcion, exceso de pérdi-
das o la conjuncion de dos o mas de estos factores (1).
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Multiples causas contribuyen a su etiologia, entre ellas, la
pobreza, la privacion socioecondmica, la falta de educacion
y la sustitucion de la lactancia materna por la artificial, fac-
tores interactivos que por mas de tres décadas han contribui-
do al incremento de la desnutricion en los paises de econo-
mias emergentes (2).

Como consecuencia del déficit nutricional, se producen en
el desnutrido alteraciones en su mecanismo de defensa que
comprometen severamente la respuesta antioxidante, al pro-
ducirse dafio oxidativo celular generado por el aumento de las
especies reactivas de oxigeno (ERO) (3,4). Igualmente, la in-
mucompetencia se encuentra comprometida, al observarse
una deficiencia de la IgA secretora y de los componentes del
complemento, especialmente del C3, una actividad disminui-
da de macréfagos y polimorfonucleares, asi como también
disminucion de las subpoblaciones de linfocitos CD3+ y
CD4+ (5-7). Otro elemento involucrado en la inmunoregula-
cion del desnutrido son las citocinas, proteinas multifuncio-
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nales de bajo PM, sintetizadas por una variedad de células
que intervienen en la regulacién de numerosos procesos bio-
loégicos, como mensajeros esenciales de la comunicacion in-
tercelular (8), y de particular interés en estos pacientes.

En la desnutricion, el estrés oxidativo se ha asociado con
una franca disminucion de los sistemas antioxidantes, espe-
cialmente en la desnutricion severa o grave tipo kwashior-
kor, debido a la poca ingesta de nutrientes como vitaminas,
minerales y aminoacidos esenciales que impiden la sintesis
y/o el funcionamiento adecuado de enzimas y compuestos
claves necesarios para neutralizar los agentes oxidantes (9).

De interés relevante es también la determinacion del
oxido nitrico (NO), radical libre inorganico gaseoso, que se
origina de la accion de la enzima o6xido nitrico sintetasa
sobre el aminoacido esencial L-arginina (10) y cuya relacion
con la desnutricion ha sido poco estudiada. En grandes can-
tidades, el NO mata cualquier tipo de célula, inhibe el cre-
cimiento de muchos patdgenos incluyendo bacterias, hongos
y parasitos, en especial patdogenos intracelulares; posee ade-
mas, un papel importante en la inflamacion y en la modula-
cion de la respuesta inmune, posiblemente a través de la re-
gulacion diferencial de la sintesis de citocinas (11,12).

En lo que respecta a la peroxidacion lipidica, uno de los
marcadores bioldgicos validos utilizado con mayor frecuen-
cia es el Malonaldehido (MDA), producto final de la peroxi-
dacion de los acidos grasos con tres o mas dobles enlaces,
que puede servir como indicador del estrés oxidativo y de la
injuria tisular mediada por radicales libres de oxigeno (13).
Algunos trabajos sefialan cambios en los niveles de MDA y
NO en sujetos de edad pediatrica como consecuencia de cier-
tos estados patologicos (14,15); no obstante, sus efectos en
la desnutricion no han sido establecidos con exactitud.

Por otra parte, las alteraciones inmunitarias que presenta
el nifo desnutrido han sido estudiadas desde hace mas de dos
décadas, pero es solo recientemente cuando se han iniciado
los estudios sobre las proteinas moduladoras o reguladoras
de la respuesta inmune; es decir, las citocinas. Dentro de este
amplio grupo de proteinas, el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), considerado una citocina proinflamatoria junto con
la IL-1 y la I1-6 (16), es una glicoproteina que puede ser ex-
presada como proteina de membrana, actia a través de re-
ceptores, los cuales también permiten su unién a la linfoto-
xina (TNF-B) (17). Altas concentraciones de TNF actian
sobre las células de las regiones reguladoras del hipotalamo
en el cerebro para inducir fiebre, compartiendo esta propie-
dad con la IL-1 (pird6geno enddgeno), estimula la secrecion
de IL-1 e IL-6 al actuar sobre los fagocitos mononucleares y
sobre células endoteliales; estimula también los hepatocitos,
aumentando la sintesis de proteina C reactiva (PCR) y la pro-
teina A del amiloide sérico (18).

Dado que el paciente nutricionalmente comprometido
presenta alteraciones, tanto en la competencia inmune como
en la defensa antioxidante, las cuales pueden ser revertidas a
través de la suplementacion nutricional, el objetivo del pre-
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sente estudio es evaluar el efecto de la recuperacion nutricio-
nal sobre las concentraciones séricas de NO, MDA y TNF-a
en el desnutrido grave.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion

Se estudiaron prospectivamente 47 nifios, distribuidos en
27 nifos con desnutricién grave de tipo mixto y 20 contro-
les, en edades comprendidas entre 2 meses y 8 afios, de sexo
masculino y femenino, pertenecientes a familias de bajos in-
gresos (estratos IV y V) segun método de Graffar Méndez
Castellano (19), que asistieron al Servicio de Educacion y
Recuperacion Nutricional del Instituto Nacional de
Nutricion, ubicado en el Hospital Chiquinquira, Maracaibo,
Estado Zulia, Venezuela, durante el periodo comprendido
entre enero y diciembre de 2008.

Dentro de los criterios de inclusion se considerd todo
nifio con desnutricion grave tipo kwashiorkor, marasmo o
mixta, sin infeccidn, en a base la evaluacion integral reali-
zada a través de la interrelacion de los indicadores del esta-
do de nutricién; es decir, antropométricos, clinicos, dietéti-
cos y de laboratorio.

La evaluacion antropométrica se llevé a cabo utilizando
las variables: edad, sexo, peso y talla, las cuales al ser rela-
cionadas entre si permitieron conocer los indicadores nutri-
cionales de dimensiones corporales: peso para la edad (P/E),
talla para la edad (T/E), peso para la talla (P/T), indice de
masa corporal (IMC) e indice de Mac Laren. Para la estima-
cion del déficit nutricional se utilizé un método recomenda-
do por la OMS por su capacidad para descubrir el estado nu-
tricional como es el z-score y las desviaciones score (DS), lo
cual muestra el nimero de desviaciones estandar por debajo
o por encima del valor medio de referencia (20).

Para la evaluacion clinica se considerd el examen fisico
tomando en cuenta los signos clinicos presentes en la desnu-
tricion, tales como: disminucion del paniculo adiposo, cam-
bios en el cabello, dermatosis, palidez cutaneco mucosa,
edema, hepatomegalia, entre otros signos.

Dentro de los indicadores de laboratorio se hizo la determi-
nacién de: proteinas totales, albumina, glicemia y creatinina.
Los resultados obtenidos fueron relacionados con el resto de
los indicadores nutricionales, ya que valores aislados de estas
pruebas no indican la presencia de desnutricion ni el grado de
déficit nutricional. Con la finalidad de excluir los niflos con
procesos infecciosos se realizaron: hematologia completa, re-
actantes de fase aguda (proteina C reactiva) y uroanalisis.

Metodologia de laboratorio

Recoleccion de las muestras

En condiciones de ayuno se les extrajo a los nifios selec-
cionados, Sml. de sangre de la vena cubital anterior o de la
vena femoral de acuerdo al caso, la cual fue colocada en tubo
de polipropileno sin anticoagulante, separando luego el suero
por centrifugacion y colocando las respectivas alicuotas en
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viales de igual material (polipropileno) debidamente identi-
ficados, guardados a -70° C hasta el momento de ser proce-
sadas. Una vez tomada la primera muestra, los nifios inicia-
ron su terapia de recuperacion nutricional, permaneciendo en
el Servicio de Educacion y Recuperacion Nutricional del
Hospital Chiquinquira por 7 semanas. Finalizada dicha tera-
pia, se tom6 una segunda muestra, la cual se proceso de la
manera anteriormente descrita.

Determinacion de NO y MDA

El NO se determin6 mediante el ensayo de diazotizacion
(reaccion de Greiss) previa reduccion de los nitratos (21). La
determinacion del MDA se efectué mediante la formacion de
derivados del acido tio barbiturico (22).

Determinacion de citocinas

Se realiz6 mediante la técnica de ELISA tipo sandwich
de los Laboratorios R & D SYSTEM (USA) y siguiendo las
especificaciones de la casa comercial. La sensibilidad para el
TNF-a es de 4,4 pg/mL. En cuanto a la especificidad, no pre-
senta reactividad cruzada con otros analitos, incluso con
otras citocinas presentes en el suero.

Analisis estadistico

Los valores obtenidos de las concentraciones séricas de
NO, MDA y TNF-0, se expresaron en términos de media +
desviacion estandar (X + DE). Se tomo el 95% como indice
de confiabilidad estadistica (p < 0,05).

Consideraciones Eticas

El protocolo para el ensayo clinico fue enviado y aproba-
do por el Comité de Bioética del Departamento de Pediatria
del Hospital Chiquinquira de Maracaibo. Los padres o perso-
nas legalmente responsables fueron informados del mismo, y
una vez obtenido su consentimiento, los nifios seleccionados
fueron admitidos en la investigacion.

RESULTADOS

Las concentraciones séricas de ON, MDA y TNF-a en los
nifios desnutridos graves, antes de iniciar el Programa de
Recuperacion Nutricional y su grupo control (eutréfico) apa-
recen en el Cuadro 1. Se encontrd que los valores de ON y
MDA fueron de 29,96 + 9,67 uM y de 1,77 = 1,11 uM res-
pectivamente, sin diferencias significativas con el grupo con-
trol (29,63 + 12,31 uM para ON y 2,27 + 2,2 uM para
MDA). Por su parte, el TNF presentd concentraciones de
14,3 £ 6,33 pg/mL, con significancia estadistica (p < 0,0001)
en relacion a sus pares controles (5,48 + 6,33 pg/L).

Los valores correspondientes a las concentraciones séri-
cas de ON, MDA y TNF-a antes y después de la terapia de
recuperacion nutricional se muestran en el cuadro 2. Para
NO (p £0,0001) y MDA (p <0,001) se encontr6 un descen-
o en estas concentraciones cuando se compararon con las
obtenidas al inicio de la terapia. Los valores séricos de TNF-

o presentaron significacion estadistica, tanto con los contro-
les eutréficos, como al inicio del tratamiento (p < 0,0001).

Cuadro 1
Concentraciones séricas de ON, MDA y TNF-a
en los desnutridos graves antes de la Recuperacion
Nutricional y sus controles

Sujeto Control 1?12?2 ltjgri::

Oxido Nitrico (uM) 29,63+ 1231 29,96 + 9,67
Malondialdehido (uM) 22722 177+ 1,11
Factor de 548 571 14,3 +6,33*

Necrosis Tumoral (pg/mL)
Los datos expresados como Media + Desviacion Estandar

*Diferencia significativa entre desnutridos y controles p <0,0001

Cuadro 2
Concentraciones séricas de ON, MDA y TNF-a en los nifios
desnutridos graves antes y
después de la Recuperacion Nutricional

Desnutrido- toma

Desnutrido post recuperacion
1era toma nutricional
Oxido Nitrico (uM) 29,96 + 9.67 22,92 + 9,62*
Malondialdehido (uM) 1,77 + 1,11 1,06 + 0,28**
Factor de Necrosis 143 + 6,33 6,99 + 567"

Tumoral (pg/mL)

Los datos expresados como Media + Desviacion Estandar
* Diferencia significativa antes y después entre
desnutridos p <0,0001

** Diferencia significativa entre desnutridos p <0,001

DISCUSION

En la DPE existen deficiencias nutricionales que conlle-
van a los defectos metabolicos e inmunitarios que se obser-
van en este grupo de pacientes; no obstante, los aspectos re-
lacionados con la lesion oxidativa en los sistemas biologicos
y el papel de los distintos antioxidantes en la desnutricion
han sido poco estudiados.

En la presente investigacion, las concentraciones séricas
de NO en los desnutridos graves antes de iniciar el programa
de recuperacion nutricional no mostraron diferencias signifi-
cativas con su grupo control, contrario a otras investigacio-
nes (23). Una vez finalizado dicho programa, se observo un
descenso en las concentraciones de NO, el cual puede deber-
se al suministro de vitaminas y micronutrientes incorpora-
dos en la terapia de recuperacion nutricional, que probable-
mente favorezcan el balance oxidacion - antioxidacion, al
inducir la sintesis y /o el funcionamiento adecuado de enzi-
mas y compuestos esenciales para neutralizar los agentes
oxidantes (24).

Al igual que para el ON, la recuperacion nutricional in-
cide en el descenso de las concentraciones séricas de MDA,
probablemente por el aporte de formulas nutricionales suple-
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mentadas con vitaminas (A, C, E) y minerales, que favore-
cen la disminucion del estrés oxidativo al impedir la pero-
xidacion lipidica y la formacion de MDA.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion,
tanto para MDA como para ON, no pudieron ser comparados
con otros estudios, dado que en la literatura consultada, no se
encontraron trabajos donde se determinen las concentracio-
nes de estos analitos en el nifio desnutrido, y mas aun some-
tidos a terapias de recuperacion nutricional, lo que amerita
seguir realizando investigaciones mas exhaustivas en este
grupo de pacientes.

Con respecto al TNF-a, los resultados de la presente in-
vestigacion mostraron en el grupo de desnutridos graves
antes del inicio de la terapia de recuperacion nutricional, un
aumento significativo de esta citocina (p < 0,0001) en rela-
cion con el grupo de eutrdficos. Estos resultados son simila-
res a los de Giovambattista y col. (25), quienes reportan ni-
veles séricos elevados de TNF en nifos desnutridos, encon-
trando paraddjicamente valores disminuidos de esta citocina
en los estudios realizados in vitro en estos mismos pacientes.
Los trabajos de Vethencourt y col (26), utilizando cultivos
celulares sin estimulo, arrojaron concentraciones elevadas de
esta citocina. Por otra parte, Berberoglu (27), no encuentra
variacion en las concentraciones de TNF en nifios desnutri-
dos en comparacion con su grupo control.

El aumento significativo de los niveles séricos de TNF-a
encontrados en esta investigacion antes de la terapia de recu-
peracion nutricional, pudiera explicarse mediante algunos
mecanismos propuestos por Malavé y col. (28) como son: la
persistencia de agentes infecciosos y sus productos, por una
sobrecarga bacteriana intestinal y por una probable depre-
sion de los mecanismos inmunitarios responsables de su eli-
minacioén (29) .

En relacion al descenso de los niveles séricos de TNF-a
posterior al tratamiento, éste pudiera estar basado en los
mecanismos reguladores mencionados en los trabajos re-
portados por Spinas y col. (30), Grimble (31) y Gronowitz
y col. (32), dentro de los cuales se encuentra la accion de
las vitaminas A, C y E, que al actuar como antioxidantes, in-
hiben el factor de transcripciéon nuclear NFkB, y por con-
siguiente la trascripcion del ARN mensajero para esta cito-
cina, lo que provoca una disminucion en su sintesis (33,34);
y en este sentido el papel de los antioxidantes en el desnutri-
do ha comenzado a ser estudiado por algunos investigadores
tal como Ashour y col. (35), demostrando una disminucion
de vitaminas antioxidantes y aumento de radicales libres en
nifios con DPE, hecho condicionado por el déficit en la in-
gesta de nutrientes.

Los resultados del presente estudio, permiten concluir
que los desnutridos graves no muestran una variacion signi-
ficativa de las concentraciones de NO y MDA antes de la te-
rapia de recuperacion nutricional en comparacion con los
controles eutroficos, observandose por el contrario una dis-
minucion de las mismas posterior al tratamiento. En cuanto
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al TNF-q, el aumento y disminucion de sus niveles séricos,
antes y después de la recuperacion nutricional respectiva-
mente, pudiera traducirse como una capacidad conservada
del desnutrido grave para producir esta citocina, sumado a
cambios en los mecanismos de regulacion de su sintesis.
Finalmente, la suplementacion de vitaminas y micronutrien-
tes administrados durante dicho tratamiento incide en la dis-
minucion de las concentraciones séricas de NO, MDA y
TNF-a; de alli la importancia de implementar programas
de recuperacion nutricional y de desarrollar estudios que de-
muestren la incidencia de éstos en la recuperacion metabd-
lica e inmunitaria del paciente desnutrido.
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