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Resumen. Diversas investigaciones han demostrado que la deficiencia de
vitamina A (DVA) afecta la respuesta inmunoreguladora mediada por las cito-
cinas; sin embargo, estos estudios son controversiales. El objetivo de este es-
tudio fue analizar las concentraciones séricas de Interleucina-10 (IL-10) ¢
Interferon-gamma (IFN-gamma) y vitamina A en adolescentes femeninas. Se
estudiaron 73 adolescentes femeninas (15,95 = 1,10 anos de edad), no ges-
tantes segun fecha de dltima regla, escolarizadas, de baja condicion socioeco-
nomica. Se determiné la concentracion sérica de retinol por HPLC segin el
método de Bieri, utilizando los patrones de referencia internacional que defi-
nen DVA < 20ug/dL, riesgo de DVA 20-30ug/dL y suficiencia de vitamina A
>30ug/dL. Las concentraciones séricas de las citocinas (IL-10 ¢ IFN-gamma)
fueron determinadas con ¢l método de ELISA en pg/mL. Los datos fueron
analizados con el programa estadistico SAS/STAT, expresados como promedio
+ Desviacion estandar y las diferencias entre los valores promedio de las varia-
bles fueron analizadas con ANOVA. Se encontré que la prevalencia de DVA en
las adolescentes fue de 6,85% (Retinol sérico < 20ug/dL) y el 41,10% se en-
contraban en riesgo de DVA (20-30ug/dL). Las concentraciones séricas de
[FN-gamma mostraron valores significativamente mas altos en las adolescen-
tes con retinol sérico < 20ug/dL (p = 0,01), observandose una correlacion
negativa significativa (r = -0,29; p = 0,01) entre ambas variables. La adoles-
cencia representa un grupo de riesgo de DVA. En este trabajo encontramos
que bajos niveles séricos de retinol se correlacionaron con un incremento en
los niveles de IFN-gamma, citocina que se ha asociado con la presencia de
procesos inflamatorios créonicos que pueden incrementar la morbilidad y mor-
talidad en esta poblacion.
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Abstract. Many studies have demonstrated that vitamin A deficiency
(VAD) affects the immunomodulated response mediated by cytokines. How-
ever, these studies are controversial. The purpose of the present study was to
analyze Interleukin-10, gamma-Interferon and vitamin A serum concentra-
tions in adolescents. Seventy three female, not pregnant adolescents (15.95 +
1.10 years old), of a low socioeconomic condition were studied. Serum retinol
was determined by HPLC using the Bieri method. International reference
standards were considered to define VAD (serum retinol < 20ug/dL), risk of
VAD (20-30ug/dL) and vitamin A sufficiency (>30ug/dL). Serum concentra-
tions of Interleukine-10 (IL-10) and gamma-Interferon (gamma-IFN) were de-
tected by an ELISA method (pg/mL). The data were analyzed using the
SAS/STAT statistical program; the results were presented as mean * Stan-
dard deviation and the differences between mean values were analyzed by the
ANOVA test. The prevalence of VAD in adolescents was 6.85% (serum retinol
<20ug/dL) and 41.10% adolescents had VAD risk (20-30ug/dL). Adolescents
with VAD showed a significant increase of gamma-IFN serum concentration
(p = 0.01). Correlation between serum retinol and gamma-IFN was r = -0.29
(p = 0.01). Adolescents represent a VAD risk group. Low serum levels of
retinol were correlated with high levels of gamma-IFN, this cytokine has been
associated with chronics inflammatory processes and it can contribute to in-

crease the morbidity and mortality in this population.

Recibido: 25-07-2006. Aceptado: 18-01-2007.

INTRODUCCION

La deficiencia clinica de vitamina A no
es considerada un problema de salud publi-
ca significativo en la mayoria de los paises
de Latinoamérica, debido a que las lesiones
oculares que ocasionan ceguera irreversible
no son frecuentemente observadas (1-4).
Sin embargo, existen estudios que senalan
que la deficiencia subclinica de vitamina A
en la poblacion infantil puede incrementar
entre un 20 y 30% la morbilidad y mortali-
dad por diarrea, sarampion e infecciones
respiratorias severas, patologias estas que
puede causar entre 1 y 2,5 millones de

muertes anuales en ninos menores de 5
anos. La suplementacion con dosis adecua-
das de esta vitamina puede reducir la mor-
talidad a consecuencia de estas infecciones
(4-5).

La vitamina A es un micronutriente
que ademds de participar en la visién, el
crecimiento y la diferenciacién celular, es
necesaria para el 6ptimo funcionamiento
del sistema inmune (6). La deficiencia de
este micronutriente se ha asociado con al-
teracion de los mecanismos de inmunidad
innata, tales como alteracion de la regene-
racién celular de las barreras epiteliales
permitiendo la entrada de los agentes infec-
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ciosos y la disminucion de la funcion de los
neutrofilos, macréofagos y células asesinas
naturales. Asimismo, es capaz de alterar los
mecanismos de inmunidad adaptativa me-
diados por los linfocitos T y B afectando el
estado de inmunocompetencia del indivi-
duo (6). Esto daltimo, debido a que la vita-
mina A actiia como cofactor de la actividad
de enzimas y mediadores del sistema inmu-
ne (7). La mayoria de las funciones de la vi-
tamina A son mediadas por su accién sobre
receptores nucleares especificos que afec-
tan la transcripcion de los genes, entre los
que se incluye los genes de las citocinas,
proteinas reguladoras del sistema inmunita-
rio (8).

Existen evidencias basadas en estudios
realizados en humanos y miridos que indi-
can que las células T colaboradoras (TH)
pueden dividirse de acuerdo con el patrén
de citocinas secretados en dos subtipos fun-
cionales: los linfocitos T colaboradores ti-
po 1 (TH1) que secretan principalmente
Interleucina-2 (IL-2) e Interfer6n-gamma
(IFN-gamma) responsables de la inmunidad
celular y el subtipo de linfocitos colabora-
dores tipo 2 (TH2) secretores de Interleuci-
na-4 (IL-4) e Interleucina-10 (IL-10) que in-
fluyen en la produccion de anticuerpos (9).
Los grupos de linfocitos TH1 y TH2 son re-
ciprocamente regulados por accion de las
citocinas secretadas, el IFN-gamma inhibe
la proliferacion de los linfocitos TH2 y la
IL-10 inhibe los linfocitos TH1 (9).

Los estudios realizados en animales y
humanos que relacionan los trastornos de
la respuesta inmunoreguladora mediada
por las citocinas y la Deficiencia de Vitami-
na A (DVA) son controversiales. Investiga-
ciones realizadas en miridos sefialan que la
DVA disminuye la activacion de las células
T y la produccion de IFN-gamma (10, 11).
Sin embargo, otros autores reportan que la
DVA se asocia con un predominio de las cé-
lulas TH1, sobreproduccion de IFN-gamma
y disminuciéon de la inmunidad humoral

(12, 13). En humanos, son pocos los repor-
tes acerca de los efectos de la DVA en la
funcién inmune. Estudios recientes realiza-
dos en humanos con DVA senalan que en
nifos con esta condicién no se altera la pro-
duccion de IFN-gamma, mientras que se ha
observado una disminucion significativa de
IL-10 sérica, tanto en nifios como en adul-
tos con DVA (14-16).

A pesar que las relaciones entre el sis-
tema inmune y el estado nutricional de la
vitamina A han sido analizadas, no existen
investigaciones en adolescentes que seiia-
len el comportamiento sérico de las citoci-
nas en presencia de la deficiencia de este
micronutriente. Por lo que, el objetivo del
presente estudio fue analizar las concentra-
ciones séricas de IL-10, IFN gamma vy vita-
mina A en adolescentes femeninas.

SUJETOS Y METODOS

Se realizé un estudio transversal, des-
criptivo en una poblacion de 97 adolescen-
tes femeninas entre 13 y 19 afos de edad,
no gestantes segtin Fecha de Ultima Regla
(FUR), quienes acudian a los diversos Insti-
tutos Educativos de los Municipios Maracai-
bo, Mara y Paez del estado Zulia en Vene-
zuela. El estudio cumplié con lo dispuesto
en las normas internacionales de ética para
la investigacion en humanos, por lo que fue
aprobado por el Consejo Técnico del Insti-
tuto de Investigaciones Biologicas de la Fa-
cultad de Medicina de la Universidad del
Zulia. Los padres o representantes legales
de las adolescentes, una vez informados del
objeto, beneficio y riesgos de la investiga-
cién, dieron su consentimiento verbal y es-
crito para su inclusion en el proyecto de in-
vestigacion.

La muestra fue seleccionada al azar.
La evaluacién incluy6: la determinacion de
la condicién socio-econdémica segiin el Mé-
todo de Graffar, adaptado para Venezuela
por Méndez Castellano y Méndez (17), la va-
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loraciéon nutricional antropométrica, el in-
terrogatorio y examen clinico.

La evaluacion nutricional antropomé-
trica fue realizada considerando las varia-
bles peso (P) en Kg. y talla (T) en metros, a
partir de las cuales se calcul el Indice de
Masa Corporal (IMC = P/T?). Las adoles-
centes fueron clasificadas en cuatro grupos
de acuerdo al IMC: normales (IMC =
18,5-24,9 kg/m?), desnutridas (IMC < 18,5
kg/m?), sobrepeso (IMC = 25 - 29,9 kg/m?)
y obesas (IMC> 30 kg/m?) (18).

El interrogatorio y la evaluacion clini-
ca fueron realizados por el equipo médico
de investigadores, con el objeto de detectar
signos clinicos de DVA, asi como la presen-
cia de procesos infecciosos e inflamatorio
agudos o crénicos.

Ademis, se les tom6 una muestra de
sangre (5 mlL), por puncion venosa antecu-
bital, en ayunas, entre las 8:00-9:00 am, la
cual fue dispuesta en un tubo sin anticoa-
gulante y sometido a centrifugacion a 3000
rpm durante 10 minutos, con ¢l objeto de
obtener el suero, el cual se repartio en ali-
cuotas en tubos plasticos (Eppendorf).
Estas alicuotas fueron almacenadas a —70°C
para posteriormente determinar los valores
séricos de retinol y citocinas (IL-10 ¢
IFN-gamma). Las muestras hemolizadas
fueron descartadas.

Para evaluar el estado de la vitamina A,
fueron determinados los valores séricos de
retinol por Cromatografia liquida de alta re-
solucion (HPLC) segin el método de Bieri y
col. (19), estandarizado en el Laboratorio de
Investigacion en Malnutricién Infantil del
Instituto de Investigaciones Biologicas de la
Universidad del Zulia, utilizando un croma-
tografo liquido marca LKB modelo 2152,
con columna de fase reversa (3,9 mm X
150 mm), Nova-pak C18, 60A y 4 pm y un
detector de rango UV. Los resultados fue-
ron expresados en ug/dL. Se utilizaron los
patrones de referencia internacional para
considerar deficiencia de vitamina A cuan-

do las concentraciones séricas de retinol
son <20 ug/dL; valores entre 20-30 ug/dL
indican riesgo de deficiencia y >30 ug/dL
como indicativos de suficiencia de vitamina
A (20, 21).

Para la determinacién de citocinas, las
alicuotas de suero conservadas a —=70°C, fue-
ron transportadas y analizadas en el Labora-
torio Regional de Referencia Viroldgica de
la Facultad de Medicina de la Universidad
del Zulia, donde se aplic6 el método de
Inmunoanadlisis Enzimatico (ELISA) de do-
ble anticuerpo Modelo humano (BioSource
Europe SA), basado en la deteccion de la ci-
tocina contenida en las muestras de suero
con un anticuerpo monoclonal, previamen-
te adherido a la superficie de los micropo-
zos de una placa de plastico (poliestireno),
por medio de una reacciéon colorimétrica
medida en un espectrofotémetro a una lon-
gitud de onda de 450nm.

Los valores obtenidos de retinol sérico
(ug/dL), IL-10 e IFN-gamma (pg/mlL), fue-
ron expresados como Media + Desviacion
Estandar (X = DE). El procesamiento de los
datos se realiz6 con el programa de Sistema
de Analisis Estadistico (SAS) (SAS Institu-
te, Cary, NC). Para comparar las medias de
los grupos de las adolescentes se utilizo el
Analisis de la Varianza (ANOVA). En caso
de significancia estadistica, la prueba fue
seguida del Test de Tukey, para determinar
diferencia entre los grupos. Para establecer
el grado de asociacion entre las variables,
se calcul6 el coeficiente de correlacion de
Pearson. Se considerd el 95% de confiabili-
dad estadistica con una p<0,05.

RESULTADOS

Se evaluaron 73 adolescentes femeni-
nas (15,95 = 1,10 afios de edad), no ges-
tantes segtin Fecha de Ultima Regla, sin
sintomas ni signos clinicos aparentes de de-
ficiencia de vitamina A y otros procesos in-
fecciosos ¢ inflamatorios agudos o crénicos.
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No se observ) correlacion significativa en-
tre los dias transcurridos entre la fecha de
altima regla y el momento de la evaluacion
clinica con respecto a las concentraciones
séricas del retinol y las citocinas analizadas.
El 84,93% de las adolescentes procedian de
los estratos socioecondémicos de pobreza
critica y extrema segin el método Graffar
modificado.

La Tabla I presenta las caracteristicas
generales de la muestra estudiada. El
83,56% de las adolescentes se encontraban
eutroéficas; 6,85% desnutridas; 6,85% con
sobrepeso y solo 2,74% obesas. El 47,95%

de las adolescentes mostraron niveles séri-
cos de retinol por debajo de aquellos consi-
derados adecuados (<30 wg/dL), de las
cuales el 41,10% mostraron riesgo de defi-
ciencia de vitamina A y solo el 6,85% defi-
ciencia de vitamina A subclinica. No se ob-
servaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas de los valores séricos de retinol y
las citocinas en las adolescentes estudiadas
segun grupo etareo, estrato social e indice
de masa corporal.

La Tabla II muestra las concentracio-
nes séricas de las citocinas segin los valo-
res séricos de retinol de la muestra analiza-

TABLA I
CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS ADOLESCENTES FEMENINAS ESTUDIADAS

Variables Adolescentes femeninas (n = 73)
n % X = DE

Edad (Anos)

<15 9 12,33 14,37 £ 0,42

15-<17 52 71,23 15,81 £ 0,56

17-<20 12 16,44 17,77 = 0,77
IMC (kg/m2)

< 18,5 5 6,85 17,38 £ 0,66

18,5-24,9 61 83,56 21,28 = 1,65

25-299 5 6,85 27,90 = 0,76

> 30 2 2,74 31,60 £ 2,26
Retinol sérico (ug/dL)

>30 38 52,05 39,85 + 9,30

20-30 30 41,10 25,05 = 2,87

<20 5 6,85 15,54 = 2,92
Citocinas (pg/dL)

IL-10 595+ 1,51

IFN-gamma 0,37 = 0,37

TABLA 11
CONCENTRACIONES SERICAS DE IL-10 E IFN-GAMMA EN ADOLESCENTES FEMENINAS
SEGUN LOS VALORES DE RETINOL SERICO

Citocinas Retinol sérico (n = 73)
(pg/mL) >30ug/dL (n = 38)  20-30 ug/dL (n = 30) <20 ug/dL (n = 5)
X = DE X = DE X = DE
IL-10 6,19 = 1,28 5,63 = 1,65 6,10 = 2,24
IFN-gamma 0,28 = 0,27 0,44 = 0,38 0,59 + 0,72*
n = muestra. X = Promedio. DE = Desviacion estandar. *p = 0,01. r =-0,29. p = 0,01.
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da. Se nota que las adolescentes con DVA
mostraron un incremento significativo en
las concentraciones séricas de IFN-gamma
al comparar con las adolescentes sin DVA.
Con respecto a las concentraciones séricas
de la IL-10, no se observaron variaciones en-
tre los grupos. El andlisis de la correlacion
de Pearson mostré una relacion negativa
significativa entre los valores séricos de re-
tinol e IFN-gamma (r = -0,29; p = 0,01).

La Fig. 1 muestra las concentraciones
séricas de retinol versus IFN-gamma en las
adolescentes femeninas estudiadas. Nétese
la presencia de una débil asociacion lineal
inversa entre los valores de retinol sérico y
el IFN-gamma.

DISCUSION

En el presente estudio, observamos
que el 6,85% de las adolescentes mostraron
deficiencia subclinica de vitamina A (reti-
nol sérico < 20ug/dL). Esta cifra fue mayor
que la reportada en Venezuela por Paez y
col. (22) quienes observaron en ninos me-
nores de 15 afos de una comunidad margi-
nal de Valencia un déficit de 0,7% y que la
observada por Hevia (23) en una poblacién
de adolescentes entre 14 y 16 anos en la
ciudad de Caracas con un déficit del 5%; y
superior a la senalada en una poblacion si-
milar de Colombia (3,6%) (24) y Argentina
(3,5%) (25). Sin embargo, la prevalencia de
DVA de nuestra muestra fue inferior a la ci-
tada recientemente por Monge-Rojas y col.
(10%) (26) y por Woodruff y col. (15%)
(27).

La prevalencia en adolescentes de valo-
res de retinol sérico marginales, considera-
dos como en riesgo de deficiencia de vita-
mina A (20-30ug/dL) fue de 41,10%; este
resultado se encuentra por encima del re-
portado por Paez y col. (25,4%) (22) y por
Bianculli y col. (37%) (25). La identifica-
cion de este grupo en riesgo de deficiencia,
es de gran importancia ya que debido a las

2,0

r =-0,29 (p=0.01)
L ]

Interferon gamma (pg/mL)

10 20 30 40 50 60 70 80

Retinol sérico (ug/dL)

Fig. 1. Concentracion sérica de retinol vs. inter-
ferén gamma en adolescentes femeninas.
Se utilizaron los patrones de referencia
internacional para considerar deficiencia
de vitamina A cuando las concentracio-
nes séricas de retinol son < 20 ug/dL;
valores entre 20-30 pg/dL indican ries-
go de deficiencia y >30 ug/dL como in-
dicativos de suficiencia de vitamina A.

limitaciones de sus reservas, es un grupo
que en caso de un aumento en la demanda
de la vitamina A, o de una disminuciéon del
consumo, pueden presentar deficiencia de
este micronutriente y las repercusiones so-
bre el 6ptimo funcionamiento del organis-
mo.

Ademas, nuestros resultados revelan
que el grupo de adolescentes femeninas con
deficiencia subclinica de vitamina A mostra-
ron un incremento significativo de los valo-
res séricos de IFN-gamma (p = 0,01). Asi-
mismo, se observo una correlacion negativa
significativa entre los valores séricos de re-
tinol ¢ IFN-gamma (r = -0,29; p = 0,01).
Sin embargo, es importante senalar que
existen otras condiciones clinicas como
procesos infecciosos e inflamatorios que
pueden estar presentes y afectar los niveles
séricos del retinol y el IFN-gamma, los cua-
les deben ser evaluados a través de la deter-
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minacion de reactantes de fase aguda como
la Proteina C reactiva (28). De igual mane-
ra, las deficiencias de macronutrientes y
otros micronutrientes, que no fueron eva-
luadas en las adolescentes estudiadas, pue-
den también afectar la respuesta del siste-
ma inmune (29).

Los resultados observados en la pre-
sentes investigacion, coinciden con los es-
tudios realizados en muridos con DVA, los
cuales han demostrado que en ausencia de
vitamina A, la transcripcion de los genes
del IFN-gamma no pueden ser inhibidos, lo
que determina la expresion constitutiva de
estos genes y una alta produccion de esta
citocina (13, 30-33). Pero difieren de los re-
portados por Filteau y col. (14) y de los se-
nalados en un estudio previo realizado por
nuestro grupo de investigacién en nifos
con DVA (15), en los cuales no se observa-
ron variaciones en las concentraciones séri-
cas del IFN-gamma; asi como, del estudio in
vitro realizados por Wieringa y col. (34), en
cultivo de linfocitos de nifios con DVA esti-
mulados con fitohemaglutinina (PHA), en
el cual demostraron una reducida produc-
cion de IFN-gamma.

El IFN-gamma, una citocina pro-intla-
matoria secretada por los linfocitos TCD4 +
del fenotipo TH1 y las células asesinas natu-
rales (NK), capaz de activar a los macroéfa-
gos, los cuales a su vez producen IL-12 ¢
IL-18 que actiian sinérgicamente sobre las
células TH1 y NK incrementando atin mas
la produccion de IFN-gamma es responsable
de la inmunidad mediada por células contra
virus y bacterias intracelulares (9). Sin em-
bargo, aunque atin no esta claros los meca-
nismos etiopatogénicos, se conoce que la
sobreactivacion de las células THI1 y la so-
breproduccion de IFN-gamma se han aso-
ciado con el desarrollo de procesos inflama-
torios cronicos y enfermedades autoinmu-
nes tales como la artritis reumatoide, Dia-
betes Mellitus tipo 1 y esclerosis multiple.
Ademas, el IFN-gamma puede inhibir el de-

sarrollo de los linfocitos TH2 y la secrecion
de IL-4, IL-5 e IL-6 necesarias para la pro-
duccion de anticuerpos responsable de los
mecanismos de defensa contra microorga-
nismos extracelulares y parasitos (35).

Con respecto a las concentraciones sé-
ricas de IL-10, en nuestro estudio no se ob-
servaron diferencias significativas entre las
adolescentes analizadas. Este resultado es
contrario al observado en un estudio previo
realizado por nosotros en nifios con DVA
(15), y a los resultados presentados por Au-
krust y col. (16) en adultos inmunosuprimi-
dos con DVA, quienes mostraron una dismi-
nucion significativa de los niveles séricos de
IL-10. Probablemente, esto se deba a varia-
ciones de las concentraciones séricas de las
citocinas relacionadas con el sexo y la edad,
las cuales atin no han sido completamente
estudiadas.

En conclusién, en situaciones donde el
adolescente se ubica en los estratos socioe-
condémicos menos privilegiados de la pobla-
cion (IVy V), donde existe una baja priori-
dad en la distribucién de alimentos y una
alta ocurrencia de embarazos a temprana
edad, el crecimiento puede ocurrir pero a
costo de la reduccion de las reservas de
ciertos micronutrientes, entre ellos la vita-
mina A. Una mayor demanda de este micro-
nutriente en esta etapa del desarrollo y en
este grupo de adolescentes vulnerables, con
una alta prevalencia de valores en riesgo de
DVA (41,10%), los cuales a pesar de no ser
deficitarios tampoco son 6ptimos y podrian
conducir a una deficiencia de vitamina A.

Asimismo, la deficiencia de este micro-
nutriente puede afectar diversos componen-
tes del sistema inmunitario, tal como obser-
vamos en la presente investigacion, la DVA
puede provocar un incremento en la pro-
duccion de IFN-gamma, citocina relaciona-
da con el desarrollo de procesos inflamato-
rios cronicos y enfermedades autoinmunes
(36). Ademas, existen estudios in vitro que
han demostrado que los retinoides son ca-
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paces de inhibir la proliferacion de los linfo-
citos TH1 y suprimir la produccion de
IFN-gamma por lo que tienen actividad
anti-inflamatoria, pudiendo actuar limitan-
do la inmunidad mediada por células, lo
cual puede contribuir en la mejoria de las
enfermedades asociadas con el predominio
del fenotipo de citocinas secretado por los
linfocitos TH1 y favorecer la respuesta in-
munitaria mediada por anticuerpo (37). Sin
embargo, debido a las limitaciones en el di-
sefio de nuestro estudio, el tamarfo de la
muestra y la imposibilidad para evaluar en
la presente investigacion las proteinas de
fase aguda y la deficiencia de otros micro-
nutrientes intervinientes que pudiesen afec-
tar la homeostasis del sistema inmune; es
necesario en futuras investigaciones: 1)Rea-
lizar estudios de casos-control para demos-
trar la posibilidad de causa y efecto entre el
retinol y el IFN gamma, puesto que en el
presente estudio transversal solo se descri-
be la presencia de una baja asociacion entre
estas variables; 2) Incrementar el tamano
de la muestra; 3) Evaluar las proteinas de
fase aguda y 4) Detectar la deficiencia de
otros micronutrientes como lo son el hierro
y el zinge, los cuales pueden junto con la vi-
tamina A tener importantes efectos en el
sistema inmunitario y en el estado de inmu-
nocompetencia del individuo. Asimismo,
son necesarias otras investigaciones in vivo
e in vitro que evaltien el comportamiento
de estas citocinas no solo en los casos de
DVA, sino en los casos de suplementacién
con dosis adecuada de este micronutriente,
que permitan ademds comprobar la reversi-
bilidad de los efectos perjudiciales ocasio-
nados por la DVA sobre la respuesta inmune
en grupos de alto riesgo.
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