Nutnjicién'
Hos

Editorial

Nutr. Hosp. (2004) X1X (6) 317-318
ISSN 0212-1611 « CODEN NUHOEQ
SV.R.318

NUTRICION HOSPITALARIA, Organo Oficial de FELANPE

J. M. Culebras* y A. Garciade Lorenzo**

*Director de Nutricién Hospitalaria. ** Redactor Jefe de Nutricion Hospitalaria.

La SENPE, en su vocacion de universalidad ha da-
do un nuevo paso: desde este numero NUTRICION
HOSPITALARIA se convierte en Organo Oficial de
la Federacion Latinoamericana de Nutricion Parente-
ral y Enteral (FELANPE). Hemos llegado a este mo-
mento tras varios afios de cooperacion, intercambio
cientifico y conversaciones del mas alto nivel con
nuestros colegas de Latinoamérica. Desde hace tiem-
po, Espafia es un miembro mas de FELANPE y, a pe-
sar de la distancia geogréafica, los lazos historicos, lin-
glisticos y de amistad han permitido una estrecha
cooperacion. Las paginas de nuestra revista recogen
con frecuencia articulos originales procedentes de
Ibero Américay, desde hace dos afios, publicamos los
resimenes de las comunicaciones de la Seccién Ibero
Latino Americanadel congreso de ASPEN.

En nuestro afan de aumentar la difusion de NUTR
HOSP estamos trabajando por dos vias diferentes. una
es la captacion de articulos cientificos de calidad vy,
dentro de este apartado, se encuentra nuestro reciente
compromiso con FELANPE y otro, lapotenciacion de
la difusion electronica. Desde hace cuatro afos
NUTR HOSP se puede consultar integray gratuita-
mente a través de la pagina web de SENPE
(www.senpe.com) y desde hace tres, nuestros articu-
los aparecen integramente en el portal de SclIELO (
Scientific Electronic Libraries Online) en formato
HTML. A través del portal del indice Bibliografico
espariol de Ciencias de la Salud (IBECS) y de SclE-
LO, NUTR HOSP no solo puede consultarse desde
todo € planeta, sino que, ademas se posibilitala con-
sulta ala coleccién completa de las revistas y se per-
mite recuperar la busgueda mediante distintos indices
(alfabéticos, de autores, titulos, materias, etc.) y for-
mularios normalizados que amplian las posibilidades
de acceso. Otra ventaja de ScIELO es que, desde las
referencias bibliograficas de cada articulo, permite
conexion directa con las principal es bases de datos bi-
bliograficasinternacionales, si el articulo se encuentra
referenciado en ellas. Entre otros val ores afiadidos,
merece resaltar que, en aguellos articulos en los que €l
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autor o autores han facilitado |os datos de su trayecto-
ria profesional se puede acceder alalineainvestiga-
dora de los autores con informacion sobre trabajos y
publicaciones relacionados con el tema del articulo.
El sistematambién es capaz de generar indicadores de
uso e impacto de laliteratura cientifica'.

A pesar de nuestros esfuerzos continuados en favor
de larevista, una valoracion objetiva e imparcial pue-
de detectar dos puntos flacos a la hora de comparar-
nos cientificamente con las revistas més “ poderosas’:
pocainternacionalidad y poco factor de impacto.

Para aumentar la internacionalidad contamos, a
partir de ahora, con los colegas de Felanpe. Nuestro
proposito es que, en €l proximo, bienio dos tercios de
|0 que se publique tenga su origen fuera de nuestras
fronteras.

En cuanto a factor de impacto... es una pescadilla
que se muerde la cola. No vamos a entrar en disquisi-
ciones sobre el trato desfavorable que reciben las re-
vistas no publicadas en inglés por parte de los que han
monopolizado la vara de medir factores de impacto.
Tampoco sobre el hecho de no ser de nacionalidad es-
tadounidense. Recuerde €l lector que “la vara de me-
dir factores de impacto” es propiedad del Institute for
Scientific Information (1SI) empresa privada radicada
en EEUU.

Digamos, con un atisbo de esperanza, que los pai-
ses del entorno de las bhibliotecas Virtuales de Salud,
con la Organizacion Panamericana de la Salud de la
Organizacién Mundial de la Salud (OPS/OMS) al
frente y la Biblioteca Regional de Medicina (BIRE-
ME), actuamente Centro Latino americano y del Ca-
ribe de Informacion en Ciencias de la Salud, preten-
den desarrollar unared de similares caracteristicas, a
partir de un sistema de acceso y difusion compatible
con las herramientas electronicas del |SI. Pero de mo-
mento la negociacion con ISl valenta porque no estan
dispuestos a ceder su informacion histérica si no me-
dia una compensacion econdmica desorbitada, inasu-
mible por BIREME.

SclELO calcula é factor de impacto de sus revistas
indizadas y nosotros mismos podemos conocer nuestro
propio factor de impacto en cada momento. Al finy a
cabo, el factor deimpacto no es mas que un numero que
resultade dividir las veces que se han citado articulos de
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un periodo determinado de una revista (habitualmente
dos afios) por el numero de articulos potencialmente ci-
tables de dicho periodo. Aclaro que solo contabilizan
paralaformulalos articulos de esos dos afios y no los
histéricos, algo que a nosotros nos parece absurdo.

ParaNUTR HOSP ese factor sigue siendo bajo en
términos absolutos. Asi y todo, segiin un reciente es-
tudio del Instituto de Historia de la Cienciay Docu-
mentacion “Lopez Pifiero” de la Universidad de Va-
lencia-Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, que puede consultarse en |la pagina
http://147.156.181.37/imecitas/impacto.shtml, la re-
vista Nutricion Hospitalaria es la de mayor impacto
de todas las revistas de nutricion publicadas en cas-
tellano.

Nuestro objetivo, en relacién con el factor de im-
pacto, es aumentarlo al maximo durante el proximo
bienio. Como herramienta fundamental aportamos

una amplisima difusion electronica. Nutricion Hospi-
talaria esta indizada en EMBASE (Excerpta Medica),
MEDLINE (Index Medicus), Chemica Abstracts, Cl-
NAHL, indice Médico Espariol, prel BECS, SENIOR,
Cancerlit, Toxline, Aidsline, Health Planning Admi-
nistration, Freebooks4doctors, IBECS, SclELO y BI-
REME. Lo que pedimos a nuestros autores son articu-
los con novedades, nivel cientifico y “gancho” para
ser citados.

Seguiremos evaluando NUTR HOSP y en 2006 ha-
remos nuevo balance de la situacion, si entonces se-
guimos contando con la confianza de la SENPE, pro-
pietaria de este 6rgano de expresion.
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Resumen

Junto al notable aumento de la prevalencia de la obesi-
dad en los paises desarrollados, aparece un incremento
paralelo de las enfermedades crénicas asociadas. La mor-
bilidad secundaria al sobrepeso y la obesidad incluye, ade-
mas de diabetes tipo 2, dislipemia, hipertension, enferme-
dad coronaria, enfermedad cerebro vascular, colelitiasis,
osteoartritis, insuficiencia cardiaca, sindrome de apnea
del sueiio, alteraciones menstruales, esterilidad y altera-
ciones psicoldgicas, una mayor susceptibilidad a padecer
algunos tipos de cancer e infecciones, hay mayor riesgo de
bacteriemia y una prolongacion del tiempo de cicatriza-
cion de las heridas tras intervenciones quirirgicas. Todo
ello indica que la obesidad ejerce efectos negativos sobre
los componentes del sistema inmune y su funcién.

En esta revision se describen las alteraciones inmuni-
tarias asociadas con la obesidad, y su posible relacion
causal. Los cambios inmunolégicos que se producen en
la obesidad afectan tanto a la inmunidad humoral, so-
bre todo a la secrecion de anticuerpos, como a la inmu-
nidad celular. En la actualidad se sabe que el tejido adi-
poso, ademas de constituir un almacén de reservas
energéticas en forma de triglicéridos, tiene importantes
funciones como 6rgano endocrino y es productor de di-
versas hormonas y otras moléculas de sefalizaciéon.

La respuesta inmune puede verse profundamente
afectada por la obesidad, jugando la leptina un impor-
tante papel. A lo largo del articulo se describen las pro-
piedades de la leptina, las alteraciones de hipo e hiper-
leptinemia en diversas circunstancias y sus variaciones
tras el tratamiento, médico o quirirgico de la obesidad.

(Nutr Hosp 2004, 19:319-324)

Palabras clave: Obesidad. Leptina. Sistema inmune.

Introduccion

La obesidad es un problema de salud publica.
Algunos autores consideran que alcanza actual-
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OBESITY AND THE IMMUNE SYSTEM

Abstract

With an increased prevalence of obesity in developed
countries, associated chronic diseases rise in a parallel
way. Morbidity secondary to overweight and obesity in-
clude type 2 diabetes, dislipemia, hypertension, heart di-
sease, cerebrovascular disease, cholelithiasis, osteoarth-
ritis, heart insufficiency, sleep apnoea, menstrual
changes, sterility and psychological alterations. There is
also a greater susceptibility to suffer some types of can-
cer, infections, greater risk of bacteremia and a prolon-
ged time of wound healing after surgical operations. All
these factors indicate that obesity exerts negative effects
upon the immune system.

Immune changes found in obesity and their possible
interrelations are described in this article. Changes pro-
duced during obesity affect both humoral and cellular
immunity. It is known that adipose tissue, together with
its role as energy reserve in form of triglycerides, has
important endocrine functions, producing several hor-
mones and other signal molecules. Immune response
can be deeply affected by obesity, playing leptin an im-
portant role. Properties of leptin, alterations of leptin le-
vels in different situations and its changes with different
medical and surgical therapies for obesity are described
in this article.

(Nutr Hosp 2004, 19:319-324)
Key words: Obesity. Leptin. Immune system.

mente la dimensién de pandemia en los Estados
Unidos!.

En Espaiia, la prevalencia de sobrepeso y obesidad
—es decir indices de masa corporal (IMC) superiores
a 24—, alcanzaria ya el 48,9% de los hombres y el
42% de las mujeres>.

Junto al notable aumento de la prevalencia de la
obesidad en los paises desarrollados, aparece un incre-
mento paralelo de las enfermedades crénicas asocia-
das y un comienzo clinico a edades mas tempranas.
En particular, la diabetes tipo 2, que aparece tradicio-
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nalmente en adultos de mediana edad, estd comenzan-
do a observarse varias décadas mds pronto, al afectar
la obesidad a un niimero creciente de nifios y adoles-
centes, tanto en Espafia y otros paises europeos, como
en EE.UU".

La morbilidad asociada al sobrepeso y la obesidad
incluyen, ademads de la diabetes tipo 2, dislipemia, hi-
pertension, enfermedad coronaria y cerebrovascular,
colelitiasis, osteoartritis, insuficiencia cardiaca, sin-
drome de apnea del suefio, alteraciones menstruales,
esterilidad y alteraciones psicolégicas.

Ademads de estas complicaciones, los individuos
obesos presentan una mayor susceptibilidad a padecer
algunos tipos de cancer e infecciones, tienen mayor
riesgo de bacteriemia y un mayor tiempo de cicatriza-
cion de las heridas tras una intervencién quirdrgica®.
Todo ello indica que la obesidad ejerce unos efectos
negativos sobre los componentes del sistema inmune
y su funcionalidad.

Si bien la obesidad se contempla hoy como una en-
fermedad de origen multifactorial, no es menos cierto
que se conocen ya nueve genes implicados en su géne-
sis. Se describi6 hace 30 afios el gen ob/ob que codifi-
caria un factor de saciedad que actuaria sobre un re-
ceptor, a su vez codificado por el gen db. Este factor
de saciedad se descubrié hace unos quince afios, deno-
mindndose leptina.

De forma mads reciente, se postula un papel adicio-
nal para la leptina. En efecto, un déficit de leptina,
tanto en humanos como en animales de experimenta-
cion, se traduciria en anomalias a nivel del sistema in-
munitario, aumentando la susceptibilidad de éstos a la
infeccion.

En esta revision trataremos de describir las altera-
ciones inmunitarias que pueden hallarse en relacién
con la obesidad, y su posible relacién causal.

Etiopatogenia

Hasta hace relativamente poco tiempo, habfamos
contemplado la obesidad de manera muy simplista. En
general, se consideraba que ésta se producia como
consecuencia de un aumento de la ingesta, mas alld de
las necesidades, o de una actividad fisica inadecuada
frente a una ingesta también inadecuada; esto es, co-
mo una alteracién del balance energético en el que la
energia ingerida era mayor que la requerida por el or-
ganismo.

Aunque diversos estudios han sugerido que hasta el
70% de la variabilidad del peso corporal puede atri-
buirse a factores genéticos (e.g., genes de la leptina y
del receptor de leptina), éstos no pueden explicar el
incremento de la prevalencia de la obesidad registrado
en las dltimas décadas’. Asi pues, el cambio en los hé-
bitos dietéticos y la progresiva falta de ejercicio fisico
deben jugar un papel importante®. También se han
postulado como factores causales la alteracion de la
regulacion de la ingesta a largo plazo (memoria meta-
bélica), la resistencia periférica a la insulina, la altera-

cion de la regulacidn que ejerce el sistema nervioso
central, a diferentes niveles cognitivos, sobre los me-
canismos de control del peso corporal (comportamien-
tos obsesivo-compulsivos), la disminucién de la
termogénesis inducida por la dieta (proteinas desaco-
pladoras, UCP) e incluso infecciones virales’.

Por tanto, la obesidad es una enfermedad enorme-
mente compleja en la que participan una serie de fac-
tores fisiol6gicos, metabdlicos, genéticos, econémi-
cos, culturales, emocionales, etc. Todos estos factores
se imbrican en el mecanismo etiopatogénico, ain no
completamente esclarecido, de una enfermedad que
ha adquirido unas dimensiones epidémicas, y cuyas
consecuencias tienen quizd un alcance que todavia
desconocemos®. Si sabemos que la obesidad se rela-
ciona con una amplia variedad de complicaciones co-
mo hipertension, dislipidemia, enfermedad cardiovas-
cular, diabetes y alteraciones de la coagulacién®.

Obesidad y sistema inmune

Sabemos que existe una relacion entre el indice de
masa corporal (IMC) y tasa de mortalidad, y que ésta
es siempre menor en la mujer que en el varén para un
mismo IMC. Asi, la mortalidad es muy baja cuando el
IMC estd entre 20 y 25, que seria el IMC 6ptimo; es
baja cuando se sitda entre 25 y 30, es decir, en una si-
tuacion de ligero sobrepeso; se hace moderada por en-
cima de 30-50, y es alta o muy alta cuando estamos
ante una situacién de obesidad mérbida’.

Las complicaciones de la obesidad antes menciona-
das pueden estar detrds de este aumento de la mortali-
dad.

Los cambios inmunoldgicos que se producen en la
obesidad afectan tanto a la inmunidad humoral, sobre
todo a la secrecién de anticuerpos, como a la inmuni-
dad celular, especialmente al recuento de leucocitos y
subpoblaciones linfocitarias y a la proliferacién de lin-
focitos en respuesta a mitdgenos®.

En la actualidad se sabe que el tejido adiposo, ade-
m4ds de su funcién de almacenamiento de reservas
energéticas en forma de triglicéridos, tiene importan-
tes funciones como 6rgano endocrino, productor de
diversas hormonas y otras moléculas de sefializacion.
Algunas de dichas moléculas secretadas por el tejido
adiposo, como la leptina, estdn activamente implica-
das en la homeostasis energética y en la regulacién de
la funcién inmune'.

La leptina, principalmente secretada por los adipoci-
tos, pertenece a la familia de las citocinas (estructural-
mente similar a IL-5, IL-6 e IL-15) y sus concentracio-
nes plasmadticas se correlacionan con la masa grasa y
responden a los cambios en el balance energético. En
este contexto, la leptina tendria como principal efecto
actuar sobre el sistema nervioso central e inhibir la in-
gesta para regular los depdsitos de energia. Adicional-
mente, aumenta el metabolismo basal, estimula la oxi-
dacién de 4cidos grasos y modula la funcionalidad de la
células 3 del pancreas. Por ello, se pens6 que un déficit
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de leptina podria ser la causa de la obesidad; sin embar-
g0, se ha observado que la mayor parte de los obesos
tienen niveles elevados de leptina. Lo que ocurre es que
estos individuos no tienen un déficit de produccién de
leptina, sino que en muchos casos lo que existe es un
fallo en el transportador de leptina desde la sangre al in-
terior del SNC, a través de la barrera hematoencefilica,
y/o una resistencia periférica a la leptina''.

Por ello, inicialmente, la leptina fue considerada co-
mo una hormona anti-obesidad, pero las evidencias
experimentales han demostrado los efectos pleiotrépi-
cos de esta molécula sobre la funcién reproductora, la
hematopoyesis, la angiogénesis, la homeostasis de los
organos linfoides y las funciones de los linfocitos T.
Dado que las acciones de la leptina estdn mediadas a
través de su unidn a receptores especificos (estructu-
ralmente similares a los receptores de citocinas hema-
topoyéticas), estos datos indican que no sélo tenemos
receptores de leptina a nivel de las células del sistema
nervioso, sino que éstos estdn presentes en otras mu-
chas células de nuestro organismo'.

Mais especificamente, la leptina parece constituir un
nexo de unidn entre la respuesta pro-inflamatoria Thl,
el estado nutricional y el balance energético. Asi, exis-
ten datos que indican que estimula la proliferacién y
activacién de células mononucleares periféricas, esti-
mula la produccién de citocinas proinflamatorias (IL-
6, TNF-a) por los monocitos circulantes, potencia la
activacion de linfocitos a agentes mitégenos como fi-
tohemaglutinina o concanavalina A, inhibe la produc-
cion de linfocitos T de memoria, aumenta la produc-
cién de linfocitos B, y estimula la produccién de
citocinas tipo Th1 (IL-2, IFN-y) por los linfocitos®.

El posible mecanismo de accién de la leptina sobre
las células del sistema inmune se esquematiza en la fi-
gura 1. La leptina estimula a los monocitos haciendo

que expresen mads receptores de leptina, y del mismo
modo actia sobre los linfocitos T haciendo que expre-
sen mds receptores de leptina y activdndolos'*. Como
consecuencia de ello, se va a producir una liberacién
de citocinas proinflamatorias por parte de los monoci-
tos; estas citocinas producen una estimulacién de los
linfocitos T los cuales responden aumentando la pro-
duccién de IL-2 y de IFN-y, dos citocinas de la res-
puesta Thl (fig. 1). La respuesta Thl es inmunopro-
tectora, pero también es proinflamatoria y, por lo
tanto, una respuesta Th1 exagerada es perjudicial. Por
otra parte, el IFN-y va a actuar sobre los monocitos
aumentando la produccién de citocinas proinflamato-
rias, por lo que podemos considerar que la misma lep-
tina es una citocina proinflamatoria (fig. 1)'3. Por
tanto, podriamos considerar la obesidad como una en-
fermedad inflamatoria en la cual se observan frecuen-
temente niveles altos de leptina circulante.

Como ya hemos indicado anteriormente, la leptina se
produce fundamentalmente en el tejido adiposo y, por
tanto, en aquellos individuos que tienen escaso panicu-
lo adiposo los niveles circulantes de leptina serdn bajos.
De hecho se ha visto que los nifios desnutridos tienen
niveles bajos de leptina y que esos niveles bajos se co-
rrelacionan con una disminucién de la respuesta linfo-
proliferativa ante una agresién'®. La hipoleptinemia
conducirfa a un aumento de la susceptibilidad a la in-
feccién debido a una disminucién de la activacién de
los linfocitos T helper y a un efecto directo sobre el ti-
mo''. Ademads, cuando estos nifios son realimentados y
ganan peso, los niveles de leptina se normalizan, y ello
va en paralelo con un aumento en la actividad Th1. Por
otra parte, se ha visto que el déficit congénito de leptina
se asocia con una mayor incidencia de infecciones y de
mortalidad!. Sin embargo, en los pocos individuos que
presentan esta deficiencia genética', la administracién

— Estimulacién directa = # Estimulacién cruzada

Receptor de leptina

Fig. 1.—Posible mecanismo
de activacion de las células
mononucleares por la lepti-
na (Modificado de Sdnchez-
Margalet y cols., 2003)".
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de leptina exdgena restaura la funcionalidad de sus lin-
focitos T, lo que viene a demostrar la existencia de un
efecto directo de la leptina sobre las células T'"*.

Por el contrario, un exceso de leptina, a través de la
estimulacién de respuestas Th1, aumentarfa la suscep-
tibilidad a las enfermedades autoinmunes, como su-
gieren algunos estudios experimentales''. Dado que
las mujeres son relativamente hiperleptinémicas (al
presentar una mayor masa grasa) y tienen una mayor
propension que los hombres a padecer enfermedades
autoinmunes, estas observaciones sugieren un papel
de la leptina en una susceptibilidad género-dependien-
te a la autoinmunidad. Al mismo tiempo, abren una
posible via de tratamiento de las enfermedades infla-
matorias y autoinmunes mediadas por células median-
te la utilizacién de anticuerpos anti-leptina.

De este modo, los niveles excesivos de leptina, en
los individuos con sobrepeso, podrian jugar un papel
en el desarrollo de patologias mediadas por una exa-
cerbacién de la respuesta inmune'?. Asf, la leptina,
junto con otras citocinas como IL-6 o TNFa, podrian
acelerar el desarrollo de arteriosclerosis, diabetes me-
llitus tipo 2, o Sindrome X; todas ellas enfermedades
inflamatorias o inmunolégicas®*.

Por dltimo, pero no menos importante, la forma
mds comun de obesidad humana, caracterizada por
una hiperleptinemia que origina una resistencia a la
leptina a nivel central y periférico', se asocia con una
incidencia aumentada de infecciones. En este contex-
to, la desensibilizacion del receptor de leptina es per-
cibida por las células T como un estado de deficiencia
de leptina, lo que conduce a una disfuncion del siste-
ma inmune similar a la producida por la malnutricién
y el déficit congénito de leptina.

Vemos pues como el sistema inmune puede ser
influenciado por los adipocitos, pero lo contrario
también es cierto. Esto es, linfocitos y monocitos
puede influenciar los depdsitos de grasa. En este
sentido, se ha observado que los ratones con defi-
ciencia de ICAM-1 desarrollan obesidad en su épo-
ca adulta y que ésta se asocia con una alteracién de
la migracién de leucocitos a los tejidos periféricos,
un aumento de la susceptibilidad a las infecciones,
una alteracién de la funcién de las células T y una
resistencia periférica a la leptina. Estas observacio-
nes sugieren que las interrelaciones inmuno-endo-
crinas pueden jugar un papel en la homeostasis de
linfocitos y adipocitos, siendo esto también aplica-

NIVELES DE LEPTINA
» Obesidad
* Deficiencia genética
receptor de leptina
Normales l
Altos
Respuesta
; » Disminucién Th1
Ir,lmfme » Alteracion de la RFA
optima
|
Susceptibilidad v
— Disfuncion
Proteccién S. Inmune
I
AUTO- Susceptibilidad
INMUNIDAD
Fig. 2.—Equilibrio entre
susceptibilidad a la infec-
ci(ﬁn_y susc_eptibilidgd ala
—— INFECCION +— T
do de Materese y cols.,
2002).,
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ble a las citocinas, como la IL-6 y el TNFa, que me-
dian estas interrelaciones!''.

En conclusioén, la respuesta inmune puede verse
profundamente afectada por la obesidad, jugando la
Iéptina un importante papel, como se muestra en la fi-
gura 2. La leptina tendria varias funciones, entre la
que destaca la integracién de la sefial de los depdsitos
de grasa con la actividad del sistema nervioso central,
especialmente a nivel de hipotdlamo, y con la activi-
dad del sistema inmune, que:

¢ Seria una sefial clave en control de la ingesta. Es-
to hace que ingiramos alimentos en funcién de las
necesidades; de modo que cuando disminuye su
produccién o cuando no puede ejercer esta fun-
cién sobre el sistema nervioso central, por altera-
ciones en su transporte a través de la barrera he-
matoencefalica, sobreviene la obesidad.

* La leptina estd muy relacionada con la patologia
inflamatoria y autoinmune, de manera que aque-
llos individuos con IMC muy alto suelen fallecer
de enfermedad cardiovascular, céncer, patologia
respiratoria, sindrome X, diabetes, mientras que
los individuos con IMC muy bajo mueren mas
por patologias digestivas o respiratorias, que mu-
chas veces son la causa de este bajo peso™.

* Finalmente, el déficit congénito o adquirido de
leptina o la resistencia a la leptina por déficit de
receptores o de-sensibilizacién de los mismos
conduce a un aumento de la susceptibilidad a las
enfermedades infecciosas.

Efectos de la reduccién ponderal sobre las
alteraciones inmunitarias

La reduccién ponderal, mediante restriccion dietéti-
ca o cirugfa baridtrica, tiende a corregir las alteracio-
nes de la funcionalidad del sistema inmunitario indu-
cidas por la obesidad, sugiriendo la reversibilidad de
las mismas. Sin embargo y probablemente porque los
estudios hasta ahora realizados son escasos, el patrén
de reversion es irregular.

Se ha observado que tras una restriccién caldrica mo-
derada durante 12 semanas, los pacientes obesos presen-
tan una menor respuesta proliferativa a mitégenos, un
descenso en la actividad respiratoria oxidativa de los mo-
nocitos y un disminucion del recuento de células NK,
aunque no se modifican los de linfocitos T y B. Estos
cambios son atribuibles fundamentalmente al descenso
de la ingesta energética mds que a una reduccién del
aporte de micronutrientes® . Resultados similares, dis-
minucién del recuento de NK y de los niveles de inmuno-
globulinas, ya se habian observado en obesas sometidas
durante 82 dias a una reduccion del 50% en su ingesta ca-
lérica, lo que produjo una pérdida de peso de 7-9 kg?.

Por otra parte, los periodos de restriccion caldrica
severa o ayuno son frecuentes en los individuos obe-
so0s, y estos pueden afectar a la inmunocompetencia.
Sin embargo, los resultados de diversos estudios indi-

can que el ayuno ejerce efectos diferenciales sobre las
funciones del sistema inmune mds que efectos deleté-
reos generalizados. Asi, el ayuno no modifica los re-
cuentos de linfocitos totales y aumenta los de NK y
los niveles de IgM, mientras que disminuye la res-
puesta proliferativa de los linfocitos frente a mitége-
nos?®.

En lo que se refiere a la cirugia baridtrica, Cottam y
cols.” encontraron una serie de alteraciones en el sis-
tema inmune de los individuos con obesidad morbida,
incluyendo niveles elevados de eosinéfilos y monoci-
tos CD14 (receptor de LPS), mientras que los de mo-
nocitos, neutroéfilos, linfocitos T y B y células NK
CD62L (L-selectina) estaban descendidos, lo que sus-
tenta la hipdtesis de la existencia de un estado infla-
matorio crénico en la obesidad mérbida. La disminu-
cién de la expresion de selectina probablemente altera
la capacidad de los neutréfilos para activarse y migrar
a los puntos de inflamacién, lo que a su vez puede ju-
gar un papel en la mayor incidencia de infecciones.

Por otra parte, también se ha encontrado en la obe-
sidad mérbida un aumento de la expresiéon de CD95
(Antigeno FAS, inmunodepresor) en neutréfilos, lin-
focitos T 'y B y células NK, lo que podria participar en
el mecanismo por el cual se observa una incidencia
aumentada de cdncer en los obesos mdrbidos*. Sin
embargo, estas anormalidades revierten rapidamente
con la pérdida de peso inducida por la cirugia de by-
pass gastrico sobre Y de Roux?,

En otro estudio, en el que la técnica elegida fue la
gastroplastia anillada ajustable consiguiendo una pér-
dida masiva de peso (minimo 20 kg) sin aparente des-
nutricion, los niveles de proteinas de fase aguda dis-
minuyeron con respecto a los obesos que no perdieron
peso, aunque fueron més altos que el los controles sa-
nos®. Ademas, se produjo una disminucién de leuco-
citos totales, neutrdfilos y linfocitos, hasta niveles
comparables a los de los controles. Sin embargo, las
diferencias en las poblaciones de linfocitos (aumento
de CD4 y descenso de CD8) inducidas por la obesidad
no se corrigieron tras la pérdida de peso. En otro estu-
dio en el que se utilizé esta misma técnica, pudo ob-
servarse una reduccion en los niveles séricos de IL-3 y
TNF a los 6 meses después de la intervencidn, cuando
los pacientes habian perdido un 25-30% del peso pre-
operatorio®. Lo mds interesante de este trabajo fue
que en aquellos pacientes que presentaban niveles pre-
operatorios altos de TNF, estos descendieron rapida-
mente tras la cirugia y mostraban valores practica-
mente normales a los 14 dias de la misma®.

Por tanto, la cirugia baridtrica no solo debemos
contemplarla como una intervencion para perder peso,
sino que ademds es procedimiento inmuno-restaura-
dor, como parece desprenderse de estos estudios.

Leptina y complicaciones de la cirugia bariatrica

Por otra parte, y en lo referente a las complicacio-
nes de la cirugia baridtrica, es de destacar que infla-

Obesidad y sistema inmune
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macién e infeccién son parte de la patogénesis de la
mayor parte de las complicaciones postoperatorias
precoces, tales como embolismo pulmonar, infeccion
de la herida y sepsis, sugiriendo que el sistema inmu-
ne juega un papel esencial en esta patogénesis. Esto
concierne especialmente las complicaciones sépticas,
que seguin opiniones de expertos —no refrendadas por
estudios comparativos— serian de curso mds grave en
obesos mérbidos que en pacientes delgados.

En este sentido, la leptina seria de interés en cirugia
baridtrica en cuanto a su propiedad de actuar inicial-
mente como proteina de fase aguda, para luego sufrir
un marcado descenso. Su aumento podria ser resulta-
do directo de incrementos de LPS, TNF-a e IL-1, to-
das ellas elevadas en esta situacidn, y susceptibles de
inducir produccién de leptina. Se postula que su papel
aqui seria proteger el organismo contra los efectos au-
toagresivos del sistema inmune®. Sin embargo, parece
que este incremento se invierte a partir del segundo
dia en que el efecto del ayuno se convertiria en domi-
nante, con lo que la disminucién de leptina circulante
a partir de entonces propiciaria complicaciones sépti-
cas a través de una disregulacién del sistema inmune.
Estas consideraciones llevan al planteamiento de la
utilidad de la leptina como intervencién farmacolégi-
ca de soporte del sistema inmune en el postoperatorio
de la cirugia baridtrica®.
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Abstract

The clinical trials of immunonutrition that we have un-
dertaken have often been small, single centre studies.
They have often been of limited statistical power and ha-
ve often included patients with a variety of underlying di-
sease states and at different points in the disease process.
Three meta-analysis and a consensus statement in con-
junction with a systematic review, have been performed
in an attempt to overcome many of these limitations and
understand further the clinical place for immunonutri-
tion. However, there are still many questions regarding
the place of immunonutrition in clinical practice that we
still do not understand or have definitive answers to.

For example, do we really know what is the optimal
combination of nutrients and in what quantities they
should be provided? Do we understand any potential in-
teractions that might occur between these nutrients?
What is the effect of the patients nutritional state?
When and for how long should immunonutrition provi-
ded? What is the impact of the patients’ underlying di-
sease process and how does this interact with the provi-
sion of immunonutrition?

At the present time whilst there is some indication
and evidence as to which patients might benefit most,
and as to those who may not benefit or even suffer detri-
mental effects from immunonutrition, we still can not
answer these questions with any definitive authority. It
is essential now that we undertake large well designed,
well controlled multicentre studies with adequate statis-
tical power to answer these questions. The indications
are that immunonutrition has the potential to help pa-
tients but its place must be more clearly defined before
its widespread acceptance into clinical practice is based
on sound scientific evidence.

(Nutr Hosp 2004, 19:325-332)
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INMU}NONUTRIC}I(')N
EN LA PRACTICA CLINICA:
(CUAL ES LA EVIDENCIA ACTUAL?

Resumen

Los ensayos clinicos sobre inmunonutricion que se
han realizado han sido en general pequeifios y unicéntri-
cos. Su poder estadistico se ha visto limitado y con fre-
cuencia se han incluido pacientes con situaciones patolé-
gicas subyacentes miiltiples y en diferentes puntos del
proceso de la enfermedad. Se han realizado tres meta-
analisis y una valoracion de consenso, junto con una vi-
sion sistematica en un intento de superar muchas de las
limitaciones y para entender mejor las situacion clinica
de la inmunonutricién. Sin embargo, hay todavia gran
nimero de incégnitas en relacion con el papel de la im-
munonutricién en la practica clinica, que todavia no en-
tendemos y para los que no tenemos contestaciones defi-
nitivas.

Por ejemplo, ;conocemos en realidad cual es la com-
binaciéon éptima de nutrientes y qué cantidades deben
ser administradas? ;Entendemos las interacciones po-
tenciales que pudieran suceder entre estos nutrientes?
¢ Cudl es el efecto sobre el estado nutritivo del paciente?
;Cuando y durante cuanto tiempo debe ser administra-
da inmunonutriciéon? ;Cual es el impacto de la enferme-
dad subyacente y como interactia ésta con la de immu-
nonutricion?

En el momento actual, hay alguna indicacion y evi-
dencia en relacion con los pacientes que se benefician
mas y en relacion con cuales no se benefician o incluso
puedan sufrir efectos detrimentales de la immunonutri-
cion, pero aiin no podemos responder a estas preguntas
con una autoridad definitiva. Es esencial que se lleven a
cabo estudios multicéntricos controlados, bien disefa-
dos con poder estadistico adecuado para responder a es-
tas preguntas. La inmunonutricién tiene potencial para
ayudar a los pacientes pero su lugar debera ser clarifi-
cado aiin mas antes de su aceptaciéon universal en la
practica clinica basada sobre una evidencia cientifica
solida.

(Nutr Hosp 2004, 19:325-332)

Palabras clave: Ensayos clinicos. Inmunonutricion.
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Introduction

For the last 30 years, interest has focused on the ef-
fects of loss of body weight in patients with a variety
of disease states, but particularly in those with severe
and critical illnesses. The impairments of immune
function and organ function that occur in these pa-
tients who have lost body weight have been well re-
cognised for many years'. The correlation between
between loss of body weight and morbidity and mor-
tality in patients undergoing surgery has also been
well documented previously>°. Therefore, in view of
thes many randomised trials have been undertaken to
determine what impact nutritional supplementation,
given enterally or parenterally, might have on both the
incidence of complications and mortality in patients
undergoing surgery or in those who have sustained a
critical illness.

Although many studies have been undertaken, the
results have often been difficult to interpret for va-
rious reasons. For example, different patient popula-
tions, differing nutritional interventions and for varia-
ble periods of time in the pre-operative, post-operative
and perioperative periods, have all been studied. In tr-
ying to understand the role of nutritional support more
clearly meta-analyses and detailed analyses have been
undertaken in attempt to overcome some of these limi-
tations of the studies**. The most recent meta-analyses
have suggested that such an approach can reduce the
risk of post-operative complications in patients under-
going major surgery. However, any effect on morta-
lity has been more difficult to demonstrate and, in
fact, the evidence suggests that there is no reduction in
mortality, in contrast to that in morbidity**.

It is important to remember that such approaches to
nutritional support have really focused on the provi-
sion of nitrogen and calories, together with other es-
sential nutrients, to replace or supplement what it is
expected to be a patient’s normal oral intake, with or
without considering the additional metabolic demands
placed on the patient by their underlying illness. Ho-
wever, the recent developments in nutritional science
have allowed a more full appreciation and understan-
ding of the roles and function of a variety of nutrients.
This knowledge is not only what is necessary to main-
tain health and organ function, but also what can hap-
pen if nutrients are given in amounts in excess of what
was recognised previously as that being required for
the maintenance of bodily function and homeostasis.

Certain key nutrients, if provided in excess of what
is their normal daily requirement will effect a modula-
tion of immune, inflammatory and metabolic path-
ways. The term “nutritional pharmacology” has been
used to describe this approach. When nutrients are
used specifically to modulate the immune system, alt-
hough this is clearly interlinked with inflammatory
and metabolic pathways, it is termed “immunonutri-
tion””-*, Many nutrients will modify these processes
but in this regard, most interest has focussed on amino

acids such as arginine and glutamine, fatty acids, ribo-
nucleotides and certain trace elements. These indivi-
dual nutrients have been discussed extensively elsew-
here™" and will not be further discussed individually
in this paper. Some of the key actions of these nu-
trients on the immune system are listed in table L.

It is not surprising that preliminary trials have been
carried out to determine if any of these nutrients them-
selves can have clinically beneficial effects. However,
at the present time, there is no evidence to support the
use of any of these as single nutrients in clinical prac-
tice, perhaps with the exception of glutamine'. A re-
cent meta-analysis of 14 clinical trials of glutamine
supplementation which has been given to critically ill,
or “surgical” patients, has suggested that there might
be beneficial effects. The results showed that patients
receiving glutamine supplementation had a reduction
in their risks of developing an infectious complication
and in the group of “surgical” patients there was a sig-
nificant reduction in the length of their hospital stay"’.

The most interesting results, however, have come
from the clinical trials where combinations of these
key nutrients have been combined together as com-
mercially available immunonutritional regimens and
which are for the enteral route. Most commonly, Im-
pact® and Immunaid® have been evaluated. The key
nutrients provided focused on arginine, glutamine, n-3
essential fatty acids and ribonucleic acid, but in diffe-

Table I
Modulatory effects of key nutrients

Arginine

— Increased responses of T cells to mitogenic stimulation
and delayed type hypersensitivity responses

— Increases in NK and LAK cell numbers

— Increases in circulating cytokine levels

— Increased nitric oxide production

— Enhanced wound healing and collagen synthesis

— Stimulates release of prolactin, insulin and glucagon

Glutamine

— Increased responses of T cells to mitogenic stimulation

— Increased B lymphocyte differentiation and antibody pro-
duction

— Increased macrophage phagocytosis and neutrophil func-
tion

— Increased cytokine production

— Maintenance of the intestinal mucosal barrier function

Fatty acids

— Suppression of T cell proliferative responses to polyclo-
nal mitogens

— Reductions in NK and LAK cell activity

— Impaired cytokine production

— Decreased neutrophil and monocyte chemotactic respon-
ses and superoxide production

— Alterations in cell membrane function and intracellular
signalling
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ring compositions and quantities in the different for-
mulations that are available (table II). The evidence
base for the rationale of the composition of these im-
munonutritional regimens is unclear and the optimal
combination and quantities for each of the nutrients is
debatable. Perhaps, the 30g per day of arginine has so-
me scientific basis in that a dose response study had
indicated previously that this had a greater effect than
did lower doses'. However, as regards other nutrients,
the value of combinations when compared with single
nutrients, the potential interactions between nutrients,
and potential synergistic or antagonistic effects, there
is even less evidence for their use in their current way.

Despite these considerations regarding the role of
each individual nutrient, initial studies compared the
effects of these combination of immunonutrients
against readily available nutritional regimens which
were commonly used in clinical practice'**. Although
the amounts of nitrogen and calories were usually
comparable between the formulations, it was the com-
position of specific nutrients that differed.

These immunonutritional combinations did modu-
late immune function in ways that would be expected
to be beneficial. The provision of immunonutritional
regimens resulted in enhancements of a variety of im-
mune functions, particularly lymphocyte responses to
mitogenic stimulation, phenotypic analyses sugges-
ting enhanced lymphocyte sub-set numbers and func-
tionally beneficial types of lymphocytes, in addition
to increased levels of circulating antibodies'*?2. These
key effects reported from these studies are summari-
sed in table III. These results from these immunologi-
cal studies were encouraging but the vital question re-
garding immunonutrition for use in clinical practice
must be whether or not these changes in immunologi-
cal parameters will translate into a better clinical out-
come for patients.

Clinical trials of immunonutrition in patients

A series of randomised clinical trials have been un-
dertaken to evaluate the role of these immunonutritio-

Table 11
Nutrient composition of two immunonutrition regimens
used in clinical trials

Table III
The effect of immunonutritional regimens on immune
function in clinical trials

Increased activation of T lymphocytes

— Increased Natural killer cells

Increases in Lymphocytes and percentage of T helper
cells increased

Polymorphonuclear phagocytosis enhanced

Respiratory burst enhanced

Circulating levels of IgG and IgM, and interferon gamma
levels increased

nal regimens in a variety of clinical settings. Most
commonly patients undergoing surgery for upper gas-
trointestinal cancer, patients with sepsis and critical
illness and patients who have sustained major burns,
have been studied and the results from these trials ha-
ve bee reported in detail previously-2>#.

Although the patient groups that have been studied
have differed, the end-points of these trials have been
comparable. In terms of morbidity, a key outcome me-
asure has been the incidence of infectious complica-
tions that occur in these patients. Also, other outcomes
that have been evaluated commonly in many of the
trials, have included the effects on hospital stay, inten-
sive care unit stay and patient mortality. Nevertheless,
interpretation of the results is difficult because of the
many variable features in each of these trials, particu-
larly regarding patient type and immunonutritional
provision. For example, the underlying pathophysio-
logical states, the baseline nutritional status, the type
and quantity of immunonutrition provided and the ti-
ming of provision of immunonutrition are all impor-
tant factors which have the potential to affect the re-
sults of each trial.

Meta-analysis of clinical trials of immunonutrition
which have evaluated clinical outcomes

In an attempt to further understand what effects
immunonutrition has on clincial outcome, three me-
ta-analyses*+” and a more recent systematic review*
and consensus statement have been reported during
the last five years. These analyses have examined
the published trials in some depth and try to draw

Impact®  Immun-Aid® some conclusions that can be applied to clinical

practice.
AID® In 1999, the first meta-analysis reported the results
Volume (ml) 1,000 1,000 from 1,009 patients who had participated in eleven
Protein (g) 56 80 clinical trials*. The underlying pathological states that
Arginine (g) 12.5 14 these patients had were frequently different but the pa-
Glutamine (g) . - 9 tients could be categorised as falling into two broad
Branched chain amino acids . 20 groups; those undergoing surgery for upper gastroin-
}I;I;C(I;C acids (g) é;; 221 0 Festinal cancer and those patien.ts whq were critically
N-3 EFA (%) 10 5 4"5 11.1 for a variety of other reasons including trauma, sep-
Selenium (ug) 46 100 sis and major burn.s. Althoqgh there were differences
in the methodological qulaity of the studies, three of
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these 11 trials had a difference in the nutritional intake
of the experimental and control groups of patients.
There was an increased intake of nitrogen in the im-
munonutrition groups when compared with the con-
trol groups and clearly this may have affected the out-
comes of the trials.

Nevertheless, when these trials were analysed to-
gether, there did appear to be clinical benefits in those
patients who received immunonutrition. In particular,
immunonutrition was associated with a reduction in
the risks of developing an infectious complication (de-
fined as intra-abdominal abscess, major wound infec-
tion, septicaemia, pneumonia). The magnitude of this
effect was substantial, with the relative risk being re-
duced to 0.47 (95%CI 0.32-0.70) by the use of immu-
nonutrition. A sub-group analysis also examined sepa-
rately at those patients with gastrointestinal cancer,
but not including those with critical illness. Again,
there was a significant reduction in infectious compli-
cations in patients receiving immunonutrition (relative
risk 0.47, 95%CI: 0.30-0.73). Another benefit to acrue
in these patients from immunonutrition was that their
length of stay in hospital was also reduced. Although
this was only by 2.5 days (95% CI, -4.0 to -1.0 days),
nevertheless, there is a potential financial saving
which may also be important®.

Did the provision of immunonutrition have any ef-
fect on mortality in these patients? Of the 11 studies,
only seven of these reported effects on mortality. The
overall realative risk in patients receiving immunonu-
trition was 1.77 (95% CI, 1.00 to 1.32)% . Although
this was higher in these patients it was not statistically
significant. Furthermore, there were no deaths in eit-
her the experimental or control groups in four of the
trials and only one showed a signficant difference,
with there being an increase in patients receiving im-
munonutrition. Closer examination of this latter study
revealed that there had been a randomisation error
with an increased number of patients with higher
APACHE 1I scores in the immunonutrition group. It
should also be remembered that the patients in this
study were those with sepsis or a systemic inflamma-
tory response syndrome and the potential significance
and importance of this with respect to immunonutri-
tion will be highlighted later.

As reports of more trials of immunonutrition began
to appear in the literature it wasn’t surprising that an
update of the first meta-analysis were published*. As
an interm step, Beale et al* then included four more
trials to give a total of 15 then available for statistical
analysis. The results were compared to those pre-
viously reported® in that immunonutrition was asso-
ciated with a reduction in infectious complications by
approximately one half, but there was no significant
effect on mortality*.

More importantly, by 2001, a total of 22 randomi-
sed controlled trials of 2,419 patients were suitable for
another more detailed, examination*. The trials had
included patients who had either undergone elective

surgery or who were criticaly ill, which was defined
as being cared for in a “critical care environment”.
The immunonutrition given to patients had to include
at least two of the four most commonly used immuno-
enhancing nutrients (arginine, glutamine, n-3 fatty
acids or nucleotides). There were also a large enough
number of studies to be able to carry out subsequent
sub-group analyses which compared the methodologi-
cally better studies with the remainder, and also com-
pared those trials where patients received immunonu-
tritional regimens which had higher arginine contents
with the others who did not.

When considering the resuts of this analysis in terms
of all trials together and the effect on infectious com-
plications, similar effects as noted before emerged*. In
the 18 trials where inectious complications were repor-
ted, patients receiving immunonutition had less infec-
tious complications (pneumonia, wound infections, in-
tra-abdominal abscesses, urinary tract infection,
intravenous line sepsis). Their relative risk of infec-
tious complications was 0.66 (95% CI, 0.54 to 0.80).
Furthermore, the provision of immunonutrition was al-
so associated with a reduction in their length of stay in
hospital by some 3 days (95% CI, -5.6 to —1.0 days)
from the 17 trials where this was reported. As observed
previously, when mortality was exmained there was no
difference between those patients receiving immuno-
nutrition or those in the control groups (Relative risk
1.10,95% CI, 0.93 to 1.31) (see table IV).

An important sub-group analysis separated out and
examined those patients who had a critical illness and
then compared them with those who had undergone
elective surgery. Here, a different picture emerged be-
cause in the critically ill patients there was no reduc-
tion in infectious complications associated with the
provision of immunonutrition (RR, 0.96, 95% CI,
0.77 to 1.20)¥. In contrast, there was a significant re-
duction in infectious complications in the elective sur-
gical patients who were given immunonutrition (RR,
0.53, CI, 0.42 to 0.68). Interestingly, in both groups of
patients there was a significant reduction in hospital
stay which was of comparable length between the two
groups, but there was no effect on mortality in either
type of patients®.

Perhaps the most interesting and thought-provo-
king data to emerge from this meta-analysis was the

Table IV
Effects of immunonutrition on clinical outcome in all
patients considered together

Number of trials 95% Confidence
evaluated  Relative risk  interval (CI)
Mortality effect 22 1.10 0.93t01.31
Infectious complications 18 0.66 0.54t0 0.80
Length of hospital stay effect 17 -33days  -5.6t0-1.0 days

Taken from Heyland et al (47).
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effect of immunonutrition on mortality. As already
discussed, there was no effect on mortality overall,
or in the sub-groups of patients with critical illness
or those in the elective surgery group. However,
when the patients who had received immunonutritio-
nal formulations with higher arginine contents were
examined then a different picture emerged. The rela-
tive risk of mortality was 2.13 (95%CI, 1.08-4.21) in
patients receiving a higher arginine content type of
immunonutrition. In contrast, patients with lower ar-
ginine immunonutritional regimens had a relative
risk of death of 1.03 (95%CI, 0.75-1.41). Furthermo-
re, this former group of patients also had a reduction
in risk of infections complications and a shorter hos-
pital stay than did patients in the latter group (see ta-
ble IV)*.

The other major subgroup analysis which was of
those studies with the better methodological designs
and performance. Again, of some concern was that the
mortality analysis from these studies gave a relative
risk of 1.46 (95%CI, 1.01-2.11). Whilst these results
are of some concern, it is important to remember that
they are from a subgroup analysis with all the atten-
dent statistical limitations. Nevertheless, as discussed
previously, it is important to consider the implications
of this further and this will be discussed later in this

paper.

Further understanding of the effect of the patients
underlying disease state on clinical outcomes

In trying to take the understanding of the role and
potential for immunonutrition to affect the clinical
outcomes from the treatment of critically ill patients,
most recent systematic review analysed the results
from 26 clinical trials of enteral immunonutrition®.
However, the results from this analysis were then sub-
jected to review by a panel of experts. These experts
then considered the appropriateness of these results
for clinical practice and made recommendations for
the use of immunonutrition. The general overall re-
sults from this analysis are shown In table V, but pa-
tients receiving immunonutrition had reductions in in-
fection rates, intra-abdominal abscesses, nosocomial

pneumonia and bacteraemia. Furthermore, these pa-
tients also had reductions in their length of time in
hospital, length of stay in the intensive care unit and
length of time for which they required mechanical
ventilation but there was no effect on mortality*.

These authors then attempted to answer five ques-
tions which were thought to be of major importance
for clincial practice and with respect to certain catego-
ries and subgroups of patients categorised according
to their underlying pathology. Their findings and in-
terpretations are summarised below:

In response to the question as to what effect of im-
munonutrition had on nosocomial infection in criti-
cally ill patients, then there was a reduction in patients
undergoing elective surgery (bacteraemias, intra-ab-
dominal abscesses) but no effect on wound infection
or nosocomial pneumonia. In addition, in patients who
had sustained a major burn, there was a reduction in
the incidence of nosocomial pneumonia.

The effect of immunonutrition in reducing hospital
stay times was beneficial in the patients who were un-
dergoing surgery and intensive care unit stay was also
reduced in both patients who had undergone surgery
and those who had sustained a major trauma. The aut-
hors also concluded that there was no convincing ef-
fect of immunonutrition on the incidence of multiple
organ dysfunction or adult respiratory distress syndro-
me, and no effect on in-patient mortality. Finally, the-
re was no evidence to answer the question as to the ef-
fect of immunonutrition on reduction of the financial
costs in patients with critical illness*.

Importance of timing of the provision of
immunonutrition

An important consideration when examining these
clinical trials is what effect the timing of the provision
immunonutrition might have on clinical outcome.
This might be extremely important in determining
what clinical outcomes may occur in such patients.
Immunonutrition differs from conventional nutritional
support in that it is not just simply the provision of nu-
trients, nitrogen, calories etc., to patients who are eit-
her not able to take in nutrients normally or who are

Table V
Effect of immunonutrition in “critically ill” patients considered alone

Odds ratio 95% Confidence interval
Intra-abdominal abscesses 0.26 0.12-0.55
Nosocomial pneumonia 0.54 0.35-0.84
Bacteraemia 0.45 0.35-0.84
Mortality 1.10 0.85-1.42
Reduction in time on mechanical ventilation 2.25 days (mean) 0.5-3.9 days
Reduction in time in ICU stay 1.6 days (mean) 1.9-1.2 days
Reduction in hospital stay 3.4 days (mean) 4.0-2.7 days
Data from Montejo et al. (48).
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malnourished. That is, immunonutrition is not desig-
ned or intended to maintain “normal” metabolic pro-
cesses or to cause an anabolic response in a patients. It
is conceptually and fundamentally a different appro-
ach to nutritional provision in the surgical or critically
ill patient. Immunonutrition is a provision of nutrients
with the specific aim of modulating the immune, me-
tabolic and inflammatory processes and it could be
considered, therefore, to be a “pharmacological” inter-
vention.

This point regarding the potential importance of ti-
ming of the provision of immunonutrition has been
developed in key studies reported by Braga et al* in
patients undergoing surgery for colorectal cancer. A
large, randomised, controlled study of such patients
evaluated the clinical effects of immunonutrition (Im-
pact®) when it was given perioperatively, including
the pre- and post-operative periods. Overall, immuno-
nutrition provision resulted in a reduction in post-ope-
rative complications and patients had a reduction in
their length of stay in hospital. These effects also had
a tangible benefit in terms of a reduction in the finan-
cial costs of treatment associated with the provision of
immunonutrition*#.

A post-hoc analysis was also carried out subse-
quently to determine if there was any affect on outco-
me which could be attributed to the timing of the pro-
vision of the immunonutritional intervention.
Interestingly, this indicated that the provision of nu-
trients pre-operatively was probably as good as admi-
nistration in the whole of the peri-operative period in
terms of effects on clinical outcomes. Clearly, sub-
group analyses do have limitations in the validity of
the conclusions that can be drawn from them, but they
do allow the generation of a hypothesis for future tes-
ting.

To answer this question definitively as to whether
immunonutrition given in the pre-operative period is
as effective as that given in both the pre- and post-
operative patients, Braga et al*® undertook another lar-
ge clinical trial. This study was designed not only to
look at clinical outcomes but also to examine carefully
what effects there were on basic physiological func-
tions. More than 200 patients with colorectal cancer
undergoing surgical resection were randomised to one
of four experimental groups; this was either (i) to re-
ceive pre-operative immunonutrition for 5 days, (ii)
pre-operative immunonutrition but then continued for
5 days post-operatively (jejunal infusion), (iii) oral in-
take of a standard isonitrogenous, isocaloric formula
for 5 days period to surgery, and (iv) a group of pa-
tients who were treated conventionally with no sup-
plementation before or after surgery.

It was demonstrated in this study that those pa-
tients receiving immunonutrition in either the pre-
operative period and the peri-operative period, had
improved immunological functions, better gut oxy-
genation and microperfusion than did the patients
who were not receiving immunonutrition®. This may

have an important clinical relevance in these patients
undergoing intestinal resections because of the ad-
verse effects on the healing of gastrointestinal anas-
tomosis that occurs with inadequate oxygenation. In
fact, there was almost a halving of the anastomotic
leak rate in those patients who received peri-operati-
ve or pre-operative immunonutrition when compared
with the other patients (although this was not statisti-
cally significant).

Is the provusion of immunonutrition appropriate
for all patients?

The previously discussed data suggests that there
are clinical benefits to be gained by providing immu-
nonutrition to patients undergoing elective surgery for
gastrointestinal tract cancers. However, not all pa-
tients may benefit, particularly those with critical ill-
ness and there is also a concern that there may be a
potential for harm in some patients>-**. In particular
concern has focussed on the role and effects of of argi-
nine as a componant of immunonutrition. This is be-
cause it was the studies using the immunonutritional
regimens that patients had an increased mortality*’. In
trying to understand this further, perhaps the precursor
role of arginine for nitric oxide (NO) synthesis via the
nitric oxide synthase (NOS) enzyme system provides
areason as to why there may be some concern. During
inflammatory conditions there is an increased produc-
tion of NO via the inducible (iNOS) enzyme system.
One of the key effects of NO is to cause a vasodilata-
tion, which can be substantial, and indeed has be
shown to be of therapeutic benefit in patients with hy-
pertension, claudication and coronary artery disea-
8654'55.

Is it possible that this resultant vasodilatation might
have harmful effects in patients who are critically ill?
It is certainly a possibility because experimental clini-
cal studies has shown that an intravenous bolus injec-
tion of arginine can have marked effects in patients
with sepsis®. This bolus administration of arginine ef-
fected a large reduction in the patients mean blood
pressure with concomitant reductions in systemic and
pulmonary vascular resistances, together with an in-
creased cardiac index. However, within ten minutes of
the arginine bolus having been given, these effects
had reversed and returned to the pre-treatment indices
for the patients®.

There are also other effects of arginine which could
be potentially harmful to critically ill patients. For
example, NO can affect cellular oxygen consumption
and utilisation, possibly by inhibiting the mitochon-
drial enzymes that are key to the process of electron
transfer”. In the clinical situation there is evidence to
support this possibility. The partial pressure of oxygen
in skeletal muscle has been shown to increase with in-
creasing severity of sepsis in critically ill patients
which is in proportion to the severity of sepsis which
patients are experiencing®. Whilst this is important
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circumstantial evidence for a block in oxygen utilisa-
tion, in animal studies there is more direct evidence.
Reduced levels of the cytochrome ¢ enzyme systems
have been documented in an animal model of sepsis®
and furthermore, this reduction was proportional to
the degree of the sepsis and septic shock™®.

NO is also important in the critically ill patient be-
cause it is essential in the physiological situation for
the maintenance of the gut-mucosal barrier and for en-
suring that its functions are optimal®. As already dis-
cussed, in inflammatory states where there is an incre-
ased iNOS system, then the administration of arginine
can result in the production of large amounts of NO
with resultant damage to the intestinal mucosa. If this
occurs there will be a failure of the gut-barrier func-
tion with ensuing translocation of bacteria and endoto-
xin and their adverse effects on critically ill patients.

Given these issues regarding arginine that may give
rise to some concerns, is there any more clinical evi-
dence that might support these being clinically rele-
vant effects? Certainly, the last meta-analysis*’ sug-
gested that high arginine-containing diets did have a
higher mortality but this was a subgroup analysis. Of
interest in this respect is the interim analysis of a re-
cent study which was reported by Bertolini et al®'. In-
cluded in this trial were 39 patients with severe sepsis
or septic shock who were randomised to receive either
immunonutrition enterally (Impact®) or total parente-
ral nutrition (TPN). There was a significant difference
in mortality between the two groups of patients;
44.4% in the immunonutrition group but only 14.3%
in the group receiving TPN°. Whilst there may be ot-
her reasons for this difference, it may well be related
to the arginine content and clearly requires further in-
vestigation.

Whilst the focus on immunonutrients has centred
on arginine, it is also important to consider other im-
munonutrients in relationship to the patients underl-
ying and dynamic pathophysiological changes, espe-
cially in those patients with sepsis. Initially these
patients experience an inflammatory response. Howe-
ver, as the sepsis process continues this may be super-
ceded by an anti-inflammatory response which may
be of even greater magnitude®. Although the mecha-
nisms of this remain to be fully clarified it appears
that the balance of cytokines produced by Thl and
Th2 cells is crucially important in this “switch”®. The
result of this is that there may be an immunosuppressi-
ve state in these patients® which would then be expec-
ted to result in an increased susceptibility of these pa-
tients to developing infectious complications.

Taking this into consideration, it is clear that in-
flammation and sepsis are constantly changing and
dynamic states which may at different times have an
enhanced inflammatory phase and a second phase
where there is impaired inflammation and immunity.
Therefore, immunonutrition with immunoenhancing
nutrients may not be appropriate to give to all patients
because the underlying and dynamic physiological

changes are different. Indeed, in those patients in
whom there is immunosuppression then immune en-
hancement is appropriate. In contrast, in those patients
in an inflammatory phase, immunonutrition with im-
munoinhibitory nutrients may be theoretically more
appropriate. This needs to be considered further and in
much detail if we are to understand further these po-
tential benefits of immunonutrition.
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Resumen

Algunas dietas lipidicas estan implicadas en la reduc-
cion de ciertas funciones inmunes. Sin embargo, la accién
inmunosupresora de estas dietas puede tener efectos ad-
versos sobre la resistencia inmune del individuo frente a
enfermedades de naturaleza infecciosa. En el presente es-
tudio tratamos de valorar el estado inmune de ratones ali-
mentados con dietas lipidicas e infectados experimental-
mente con una cepa virulenta de Listeria monocytogenes.

Ratones de la raza Balb/c fueron divididos en cuatro
grupos alimentados cada uno de ellos con su respectiva die-
ta: dieta baja en lipidos (control, 2,5%), dieta rica en aceite
de oliva (AO, 20%), dieta rica en aceite de pescado (AP,
20%) y dieta rica aceite de coco (AC, 20%). Los animales
fueron alimentados durante un mes y posteriormente in-
fectados con L. monocytogenes por via endovenosa.

Los resultados han mostrado una reduccion de la su-
pervivencia en animales alimentados con AP, asi como un
incremento significativo en el niimero de bacterias via-
bles aisladas a partir de bazo. Ademas hemos podido ob-
servar un aumento de la capacidad bactericida de células
peritoneales procedentes de ratones alimentados con AO,
aunque la invasividad de L. monocytogenes en este grupo
fue mayor que en el resto. Finalmente, una reduccion sig-
nificativa de la linfoproliferacion fue observada en el gru-
po alimentado con AP, mientras que la actividad de célu-
las natural killer (NK) no se ha visto modificada.

Estos resultados indican que dietas lipidicas consti-
tuidas por acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3
reducen la resistencia inmune de los ratones, mientras
que una dieta constituida por AO no produce un efecto
inmusupresor tan relevante y por consiguiente no redu-
ce drasticamente la resistencia inmune siendo mas efi-
ciente en la eliminacion de L. monocytogenes.

(Nutr Hosp 2004, 19:333-340)
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ANALYSIS OF THE IMMUNE RESISTANCE IN
AN EXPERIMENTAL MURINE MODEL FED
DIETARY LIPIDS AND INFECTED WITH
LISTERIA MONOCYTOGENES

Abstract

Several dietary lipids are capable of exerting an im-
munosupressor effect. This action may have undiserable
effects on the host immune resistance to infectious disea-
ses. The purpose of the present study was to determina-
te the immune status of mice fed dietary lipids and expe-
rimentally infected with a virulent strain of Listeria
monocytogenes.

Balb/c mice were divided into four groups and were
fed with their respective diet: low fat diet (LF, 20%), oli-
ve oil diet (OO, 20 %), fish oil diet (FO, 20%) and hydro-
genated coconut oil (HCO, 20%). Mice were fed for four
weeks and infected with L. monocytogenes by endove-
nous route.

Results have shown a survival reduction in mice fed
a diet containing FO, as well as a significant increase in
the number of viable bacteria from spleen. In addition,
we have observed an increase in the bactericidal acti-
vity in peritoneal cells from OO group, although the
invasion of L. monocytogenes in cells from this group
was larger. Finally, a significant reduction of lymp-
hocyte proliferation was observed in the group fed an
FO diet, whereas natural killer (NK) cell activity was
not modified.

These results indicate that dietary lipids constituted
by polyunsaturated n-3 fatty acids reduce the murine
immune resistance, whereas a diet constituted by OO-
does not exert an immunosuppressor effect as relevant
as FO diet, and it does not reduce the immune resis-
tance leading to an efficient L. monocytogenes elimina-
tion.

(Nutr Hosp 2004, 19:333-340)

Key words: Olive oil. Fish oil. Hydrogenated coconut
oil. Immunonutrition. Listeria monocytogenes.
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Introduccion

La interaccidn existente entre los nutrientes y el sis-
tema inmune de animales y humanos es de gran rele-
vancia y por consiguiente las consecuencias derivadas
de la administracion de ciertos componentes de la die-
ta deben de ser analizadas desde un punto de vista epi-
demioldgico, clinico y experimental. Los estudios epi-
demioldgicos llevados a cabo en los afios 70 y 80
contribuyeron considerablemente a la demostracidon
de los efectos inmunosupresores que el aceite de pes-
cado ejerce en Esquimales de Groenlandia (poblacion
caracterizada por consumir una gran cantidad de pes-
cado en su dieta), de manera que en esta poblacion la
incidencia de enfermedades inflamatorias es muy re-
ducida'. Posteriormente otros estudios han destacado
el papel del aceite de pescado (compuesto principal-
mente por 4cidos grasos poliinsaturados de la serie n-
3) y del aceite de oliva (compuesto principalmente por
acidos grasos monoinsaturados de la serie n-9) en la
reduccion de la actividad inflamatoria caracteristica
de enfermedades de naturaleza inflamatoria como por
ejemplo la artritis reumatoide>?. Por lo tanto, la admi-
nistracion de acidos grasos con actividad inmunosu-
presora podria tener efectos beneficiosos para la sa-
lud, dirigidos fundamentalmente a la prevencion de
desdrdenes de tipo inflamatorio. Sin embargo, investi-
gaciones paralelas a las mencionadas con anterioridad
indicaron que en los Esquimales de Groenlandia la ta-
sa de enfermos afectados por tuberculosis era signifi-
cativamente alta*>. Asi, este hecho revela que los pro-
cesos de inmunosupresion tras la administracion de
dietas ricas en acidos grasos poliinsaturados de la se-
rie n-3 reducen la resistencia inmune frente a agentes
infecciosos.

Posteriormente diferentes estudios experimentales
mostraron los mecanismos de accidon de diferentes
dietas lipidicas (fundamentalmente aquellas que con-
tienen acidos grasos poliinsaturados de la serie n-3)
que conducen a un proceso de inmunosupresion.
Igualmente otras investigaciones de caracter experi-
mental se han centrado en el estudio de las diferentes
funciones inmunes moduladas por estos 4cidos grasos.
Asi, a lo largo de los @lltimos afios numerosas investi-
gaciones han puesto de manifiesto las consecuencias
derivadas del consumo de una dieta rica en acidos gra-
sos de la serie n-3 en animales sometidos a una infec-
cion experimental con bacterias, virus o parasitos. Ge-
neralmente estas consecuencias se basan en una
reduccion de las funciones inmunes que conduce a un
incremento de la susceptibilidad del animal frente al
agente patdgeno®*.

Sin embargo, en nuestro estudio nos centramos
particularmente en los efectos que una dieta rica en
aceite de oliva puede provocar en la modulacion de
las funciones inmunes y por lo tanto es de gran im-
portancia la determinacion de las consecuencias que
la administracion de una dieta que contiene aceite de
oliva puede inducir sobre la alteracion de las funcio-

nes inmunes y especialmente sobre la resistencia a
enfermedades de naturaleza infecciosa. Asi, ratones
de la raza Balb/c fueron divididos en cuatro grupos y
alimentados cada uno con una dieta que contenia ba-
ja proporcién de grasas (control), aceite de oliva
(AO), aceite de pescado (AP) o aceite de coco (AC),
respectivamente. Una vez finalizado el periodo de
administracidén de las dietas, los ratones fueron so-
metidos a una infeccidn experimental con Listeria
monocytogenes, un patdgeno intracelular muy utili-
zado para establecer los mecanismos inmunes desen-
cadenados frente a bacterias que se desarrollan en el
interior de ciertos tipos celulares.

Material y métodos
Animales y dietas

Ratones Balb/c, (8-10 semanas de edad) obtenidos
de la Universidad de Jaén fueron mantenidos en jaulas
a 24° Cy ciclos luz/oscuridad de 12 h. Los ratones se
escogieron aleatoriamente y fueron divididos en cua-
tro grupos experimentales. Cada grupo tuvo acceso a
agua y a sus respectivas dietas experimentales ad libi-
tum. Las dietas eran idénticas en composicion a ex-
cepcion del tipo de grasa. Asi, el primer grupo fue ali-
mentado con una dieta que contenfa una baja
proporcion de lipidos (dieta control 2,5%), el segundo
grupo con una que contenia aceite de oliva (AO,
20%), el tercer grupo con una que contenia aceite de
pescado (AP, 20%) y finalmente el cuarto grupo con
una que contenia aceite de coco (AC, 20%). Las dietas
fueron administradas durante cuatro semanas antes de
la infeccidon experimental con L. monocytogenes. La
composicion de las dietas experimentales es mostrada
en la tabla 1.

Tabla I
Composicion de las dietas experimentales*

Componentes g/kg/dieta
Caseina 200
Metionina 3
Almidon 315
Sacarosa 155
Celulosa 80
Grasas® 200
Mezcla mineral 35
Mezcla vitaminica 10
Colina 2

‘Ratones Balb/c fueron alimentados con sus respectivas dietas du-
rante 4 semanas.

*Los aceites incorporados a las dietas fueron: aceite de oliva (AO),
aceite de pescado (AP) y aceite de coco (AC). El grupo control fue
alimentado con una dieta baja en lipidos (2,5%, dieta control).
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Infeccion experimental con Listeria monocytogenes

Una cepa virulenta de L. monocytogenes fue sem-
brada en agar sangre (medio agar triptona-soja [TSA]
suplementado con 7% de sangre) a 37° C durante 24 h.
Posteriormente para los ensayos de supervivencia, 107
unidades formadoras de colonias (UFC)/ml fueron re-
cogidas en tampon fosfato salino (PBS) y 100 pl de es-
ta suspension (10° UFC) fueron inyectadas a través de
la vena de la cola. Cada grupo estaba compuesto por
10 ratones y la muerte fue registrada cada 8 h. Los da-
tos son expresados como porcentaje de supervivencia.

Recuperacion y cuantificacion de bacterias viables a
partir del bazo

Los ratones fueron infectados a través de la vena de
la cola (10* UFC por raton). Los bazos de los ratones
infectados fueron homogenizados asépticamente y las
células lavadas tres veces en agua destilada para pro-
ducir un choque osmdtico y liberar a las bacterias que
crecen en el interior. Seis diluciones seriadas fueron
llevadas a cabo en solucion salina mediante la transfe-
rencia de 10 ul en placas de agar TSA-sangre. Las pla-
cas fueron incubadas a 37° C durante 24 h y el nimero
de colonas bacterianas fue contado. Los resultados
son expresados como log, de bacterias viables.

Medicion de proliferacion de linfocitos

La proliferacion de linfocitos aislados del bazo de
ratones alimentados con las dietas experimentales fue
cuantificado mediante la técnica colorimétrica con (3-
[4,5-dimethyithiazol-2 yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) (MTT)’. Los esplenocitos fueron cultivados
en placas de 96 pocillos a una concentracion de 10°
células/pocillo e incubados en una atmosfera humidi-
ficada a 37° C 'y 5% de CO, durante 24 h y en presen-
cia de concanavalin A (Con A) a 5 ug/ml. Posterior-
mente se ahadid 150 ul de HCI 0.04N en isopropanol
para disolver los precipitados de formazan. La densi-
dad optica de cada muestra en triplicado se cuantificd
en un lector de microplacas a 550 nm (longitud de on-
da de medida) y 620 nm (longitud de onda de referen-
cia). los resultados son expresados como indice de es-
timulacién que fue calculado como densidad Optica
(DO) en presencia del mitdgeno dividido por la DO en
ausencia del nitogeno.

Actividad de células natural killer (NK)

La actividad de las células NK fue determinada me-
diante la medicion de la liberacion de la enzima lacta-
to deshidrogenasa (LDH) producida por las células es-
plénicas en sobrenadantes de los cultivos celulares. La
citotoxicidad fue medida mediante un kit (Promega,
Madison, WI, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante, Las células esplénicas (células efectoras)
fueron ajustadas a una concentracidon de 2 x 10° célu-

las/pocillo en triplicado, mientras que las células
YAC-1 (células diana) fueron ajustadas a una concen-
tracion de 10* células/pocillo en una placa de microti-
ter de 96 pocillos y a un ratio efectoras:diana de
100:1, 50:1 y 25:1. La liberacion maxima de LDH fue
determinada al incubar las células diana con Triton X-
100 al 0,8%. En cambio, la liberacion de LDH espon-
tanea fue cuantificada mediante el cultivo de las célu-
las diana en RPMI 1.640 suplementado con suero
bovino fetal (SBF) al 5%. La placa fue centrifugada
durante 5 min a 700 rpm y posteriormente las células
se incubaron durante 5 h a 37° C y en una atmosfera
humidificada con 5% de CO,. El tampdn de liberacion
maxima fue ahadido 45 min antes de que finalizara el
periodo de incubacion. El substrato fue ahadido a cada
pocillo, incubando las células durante 30 min a tempe-
ratura ambiente y protegidas de la luz. Finalmente la
reaccion fue detenida al afadir la solucidn stop y la
placa fue leida en un lector de microplacas a una lon-
gitud de onda de 492 nm, Los valores son expresados
como porcentaje de liberacion de LDH y calculados
segtin la siguiente ecuacion:

CltOtOXICIdad= [(Doexperlmemal_DOespoménea
-DO )(D

espontinea diana

efectoras-
1 x 100

méximo diana esponténea diana)

Andlisis de la actividad bactericida

La eficiencia de células peritoneales para eliminar a
L. monocytogenes fue determinada mediante protoco-
los previamente descritos'. Células peritoneales ajusta-
das a una concentracion de 2 x 10° células/ml fueron in-
cubadas con bacterias viables a 37° C durante 30 min
(20 bacterias por célula). Una solucion de gentamicina
a una concentracion final de 50 pg/ml fue ahadida con
el objeto de eliminar a las bacterias no fagocitadas. Tras
15 min de incubacidn, las células fueron lavadas dos
veces en PBS suplementado con 1 g/l de albGimina séri-
ca bovina, Una alicuota de las células fue lisada con di-
gitonina al 0,1% a 4° C con el objeto de liberar las bac-
terias internalizadas. Las muestras fueron sembradas en
triplicado en placas de TSA-sangre (recuento inicial).
La alicuota restante fue incubada durante2h a37° Cy
procesadas como se ha descrito anteriormente (recuen-
to final). La actividad bactericida de células peritonea-
les se expresa como la diferencia entre las lecturas prac-
ticadas a O h (recuento inicial) y 2 h (recuento final) x
100 y dividido por la lectura a O h.

Determinacion de adhesion e invasion de
L. monocytogenes

Para este ensayo las células esplénicas ajustadas a una
concentracion de 3 x 10° por pocillo fueron dispuestas
en placas de 24 pocillos. Para los ensayos de adhesion,
las células fueron infectadas con 0,1 ml de suspension
bacteriana (20 bacterias por célula, indice de multiplici-
dad 2001) durante 2 h de incubacion a 37° C 'y 5% C0,.
Posteriormente las células fueron lavadas tres veces y li-
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sadas con 1 ml de Triton X-100 al 1% durante 5 min a
37° C, seguido por 10 diluciones seriadas en TSA-san-
gre. Las UFC fueron contadas después de 24 h de incu-
bacion de las placas a 37° C. Para los ensayos de inva-
sion 50 pg/ml de gentamicina fueron afiadidos al cultivo
celular infectado para matar las bacterias extracelulares;
seguido de 2 h de incubacion a 37° C. Finalmente, las
células fueron lavadas dos veces y lisadas con Triton X-
100 al 1% durante 5 min a 37° C. Los resultados fueron
expresados como log,, de bacterias viables.

Andlisis estadistico

Los datos son presentados como media + error es-
tandar de la media, Los resultados fueron determina-
dos por analisis de varianza (ANOVA) para comparar
los efectos de las dietas experimentales y el grupo
control. Cuando ANOVA indic6 diferencias significa-
tivas, se utilizo el test LSD. Las diferencias estadisti-
camente significativas fueron consideradas a P < 0,05.

Resultados
1. Andlisis in vivo
Peso de raton y bazo

Los pesos de ratdon y bazo no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en todos los grupos
analizados, con excepcion del grupo alimentado con
AP en el cual una reduccion significativa en el peso de
raton y bazo fue observada después de la administra-
cion de la dieta (tabla II).

Tabla II
Pesos de raton y de bazo después de la administracion de
las dietas experimentales

Grupos experimentales Peso del raton ~ Peso del bazo

(8) (mg)
Control 25,9°+39 143 £ 31
AO 26,7+32 170 £ 24
AP 22,7 £3,2% 110 = 19*
AC 26,5+ 1,9 157 +28

‘Media + error estandar de la media (n = 5 en cada grupo experi-
mental). AO: aceite de oliva; AP: aceite de pescado. AC: aceite de
coco. *P < 0,05 es considerado como estadisticamente significativo.

Acidos grasos poliinsaturados n-3 reducen la
supervivencia de ratones infectados

La figura 1 muestra los valores de supervivencia de
ratones alimentados con dietas lipidicas a una infec-
cion experimental con L. monocytogenes. Los anima-
les alimentados con la dieta que contiene AP mueren
antes que aquellos alimentados con los otros tipos de
dieta analizados. De hecho, a las 48 h de la infeccion
experimental con L. monocytogenes sblo sobrevivie-
ron el 20% de los animales, mientras que a las 96 h
murieron el 100% de todos los animales que integra-
ban este grupo. Sin embargo, en los grupos alimenta-
dos con AO o AC los animales sobrevivieron durante
mas tiempo especialmente en los animales alimenta-
dos con esta ultima dieta, donde los porcentajes de
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supervivencia fueron superiores al resto de los gru-
pos.

Recuentos de bacterias viables a partir del bazo

El recuento de bacterias viables obtenidas a partir
del bazo de ratones alimentados con dietas lipidicas ha
mostrado un incremento estadisticamente significati-
vo en los grupos alimentados con AO, AP o AC con
respecto al grupo alimentado con una dieta baja en li-
pidos (control) (P < 0,05). Sin embargo, es destacable
mencionar el elevado niimero de bacterias aisladas en
bazos de ratones alimentados con la dieta que contiene
AP, mayor que en el resto de los grupos analizados

(fig. 2).

2. Andlisis ex vivo

Proliferacion de linfocitos estimulados con
concanavalin A (Con A)

La figura 3 muestra la proliferacion de linfocitos es-
timulados con el mitogeno Con A. La proliferacion de
linfocitos procedentes de ratones alimentados con AP
mostrd una reduccidn estadisticamente significativa
con respecto a los valores de linfoproliferacion en ani-
males alimentados con una dieta control (P < 0,05).
En el resto de los grupos no encontramos alteraciones
estadisticamente significativas con respecto a la proli-
feracion de linfocitos, aunque podemos observar un li-
gero incremento en la proliferacion de linfocitos en el
grupo alimentado con la dieta que contiene AO.

Actividad de células natural killer (NK)

La tabla III muestra la actividad de células NK en
animales alimentados con dietas lipidicas. La admi-
nistracion de las diferentes dietas lipidicas no modifi-
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Fig. 2.—Recuentos de Listeria monocytogenes aislada a partir
del bazo de ratones alimentados con dietas lipidicas (n = 5 en
cada grupo experimental). * P < 0,05 comparado con el grupo
control es considerado como estadisticamente significativo.
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Fig. 3.—Medicion de la proliferacion de linfocitos estimulados
con concanavalina A (Con A) en animales alimentados con
dietas lipidicas (n = 5 en cada grupo experimental). *P < 0,05
comparado con el grupo control es considerado como estadis-
ticamente significativo.

can la actividad de células NK medida como porcenta-
je de citotoxicidad.

Actividad bactericida

La actividad bactericida determina la capacidad de
las células fagociticas para eliminar un determinado
patogeno. La tabla IV muestra la medicion de la acti-
vidad bactericida de células peritoneales procedentes
de animales alimentados con dietas lipidicas. En el
grupo alimentado con AP podemos observar una re-
duccidn significativa de la capacidad de estas células
para eliminar a L. monocytogenes (P < 0,05), mientras
que en el grupo alimentado con AO el porcentaje de la
actividad bactericida es mayor que el del grupo con-
trol.

Adhesidn e invasion

En este estudio tratamos de determinar también la
capacidad de adhesion e invasidon de L. monocytoge-
nes en esplenocitos procedentes de animales alimenta-
dos con dietas lipidicas. Los valores de adhesion fue-
ron reducidos significativamente en esplenocitos de
animales alimentados con AP, mientras que los mayo-
res valores de invasidon fueron observados en el grupo
alimentado con AO (fig. 4).

Discusion

Los estudios experimentales y epidemiologicos lle-
vados a cabo hasta el momento han revelado las pro-
piedades inmunomoduladoras de algunas dietas lipidi-
cas y la importancia que han adquirido algunos acidos
grasos en inmunonutricion'''2. Sin embargo, la accion
que ejercen las mencionadas dietas lipidicas depende
fundamentalmente del tipo de 4cidos grasos conteni-
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Tabla III
Medicion de la actividad de células natural killer (NK)

Citotoxicidad (%)
Ratio (E:D) Control AO AP AC
100:1 62 + 1,5 58+1,3 65,7+ 1,3 53,5+1,0
50:1 31,113 35+1,0 36,8 £1,2 448 £1,0
25:1 16 £0,9 27+ 1,1 142+1,0 8,5+0,6

“Media + error estandar de la media (n = 5 en cada grupo experimental).

AO: aceite de oliva. AP: aceite de pescado. AC: aceite de coco. E: efectoras. D: diana.

Tabla IV
Medida de la actividad bactericida en ratones alimentados
con las dietas experimentales e infectados con
L. monocytogenes

Grupos experimentales Actividad bactericida (%)

Control 63,2:+ 10
AO 71,1 £ 16
AP 32,3 +13,6*
AC 532+ 14

“Media + error estandar de la media (n = 5 en cada grupo experi-
mental).

AO: aceite de oliva. AP: aceite de pescado, AC: aceite de coco.

*P < 0,05 es considerado como estadisticamente significativo.

5 J—
=6 %
oy %
= |:] Adhesion
g‘j
=
S 4+
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3
m 2

Control AO AP AC

Dietas experimentales

Fig. 4.—Medicion de la adhesion e invasion de Listeria mo-
nocytogenes en esplenocitos procedentes de animales alimen-
tados con dietas lipidicas e incubadas durante 2 h. Adhesion
(barras abiertas), invasion (barras cerradas). *P < 0,05 com-
parado con el grupo control es considerado como estadistica-
mente significativo (n = 5 en cada grupo experimental).

dos en ellas. Tal y como hemos indicado con anterio-
ridad, el aceite de pescado compuesto principalmente
por acidos grasos de la serie n-3 es el mas inmunosu-
presor ejerciendo su efecto sobre diferentes funciones

del sistema inmune como es la proliferacion de linfo-
citos®, produccion de diferentes citoquinas', actividad
de células NK*, o moléculas de adhesion'. Esta pro-
piedad inmunosupresora se ha revelado muy impor-
tante en la reduccion de los sintomas inflamatorios ca-
racteristicos de enfermedades autoinmunes como por
ejemplo la artritis reumatoide>*. Sin embargo un efec-
to inmunosupresor también puede ser perjudicial,
puesto que reduce la resistencia inmune del individuo
frente a agentes patdgenos®’. Muchos son los estudios
que han indicado que la administracion de dietas que
contiene acidos grasos de la serie n-3 reducen la resis-
tencia inmune frente a patdégenos tan importantes
como Mycobacterium tuberculosis’, Salmonella typ-
himurium" Pseudomonas aeruginosa® o L. monocyto-
genes®™2, Por el contrario es necesario mencionar que
otros estudios han demostrado un incremento de la re-
sistencia inmune en animales alimentados con dietas
enriquecidas con aceite de pescado e infectados expe-
rimentalmente con Klebsiella pneumoniae*?*, 0 bien
una ausencia de efecto en ratones alimentados con di-
ferentes dietas lipidicas en infectados con Pseudomo-
nas aeruginosa o Salmonella typhimurium®. Sin em-
bargo, a nuestro juicio estas discrepancias se pueden
deber a los diferentes mecanismos de patogenia que
utilizan las diferentes bacterias expuestas con anterio-
ridad, si bien los estudios llevados a cabo con el virus
influenza en animales alimentados con aceite de pes-
cado han demostrado también una reduccion de la re-
sistencia inmune frente a este agente®?".

Estas propiedades inmunosupresoras asociadas a la
administracion de dietas que contienen aceite de pesca-
do no se ven tan agudizadas con la administracion de
dietas que contienen AO, puesto que esta grasa no ejer-
ce un efecto inmunosupresor tan relevante como el
AP%. Asi, los ensayos in vivo han demostrado como
los indices de supervivencia de los animales alimenta-
dos con acidos grasos saturados son mayores y conse-
cuentemente sobreviven a la infeccidon con una dosis
letal de L. monocytogenes durante un periodo de tiem-
po ligeramente superior que el grupo alimentado con
AP2. Paralelamente este estudio ha demostrado como
a partir del bazo de los animales experimentalmente
infectados con L. monocytogenes y alimentados con
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una dieta que contiene acidos grasos saturados se pro-
duce una reduccion en el recuento de bacterias viables
en comparaciéon con el grupo alimentado con la dieta
que contiene AP, esto indica que el sistema inmune del
grupo alimentado con 4cidos grasos saturados posee
una mayor capacidad para eliminar a L. monocytoge-
nes que el grupo alimentado con una dieta que contie-
ne AP%. En nuestro estudio hemos podido comprobar
como se reduce la supervivencia en el grupo alimenta-
do con AP, mientras que la recuperacion de bacterias
viables aisladas a partir de bazo es mayor, lo cual indi-
ca una ineficiente capacidad de eliminacidon de L. mo-
nocytogenes en el grupo alimentado con esta dieta. Por
el contrario, en el resto de los grupos el porcentaje de
supervivencia fue ligeramente superior y la recupera-
cion de bacterias viables a partir de bazo fue menor
que en el grupo alimentado con la dieta que contiene
AP.

Las propiedades inmunosupresoras asociadas al AO
se deben exclusivamente a la accion del acido oleico y
por lo tanto, otros componentes menores que forman
parte de este aceite no estan implicados en estas accio-
nes®. Ademas, la administracion de N-acetil-L-cisteina,
agente con funcidn antioxidante, no produjo ningin
efecto en la supervivencia o en el recuento de bacterias
viables obtenidas a partir del bazo de animales alimen-
tados con una dieta que contenia AO o AP, lo que de-
muestra que el posible papel de la oxidacion causada
por la administracion de dietas que contienen acidos
grasos poliinsaturados o monoinsaturados, no adquiere
ninguna importancia en la supresion del sistema inmu-
ne y por lo tanto, otras causas diferentes a los procesos
de oxidacidn son responsables de la modulacion del sis-
tema inmune por los acidos grasos de la dieta®.

Uno de los posibles mecanismos implicados en un
mejor estado del sistema inmune en animales alimenta-
dos con AO puede estar relacionado con una mejor res-
puesta linfoproliferativa. En esplenocitos procedentes
de ratones alimentados con AO y estimulados con un
mitdgeno de células T como es Con A pudimos obser-
var un incremento de esta actividad, mientras que una
reduccion significativa del indice de estimulacion fue
cuantificado en esplenocitos de animales alimentados
con AP. Este dato indica la capacidad supresora de esta
dieta, tal y como algunos estudios sugieren'®. Por otra
parte, en nuestro estudio no comprobamos ninguna al-
teracion de la actividad de células NK después de la ad-
ministracion de dietas lipidicas, mientras que otras in-
vestigaciones han encontrado una reduccion de la
actividad de estas células®. Aqui, también determina-
mos la capacidad de adhesion e invasion de L. monocy-
togenes en esplenocitos de animales alimentados con
dietas lipidicas. Como podemos apreciar, los valores de
invasidon son superiores en el grupo alimentado con la
dieta que contiene AO, mientras que la capacidad bac-
tericida en este grupo fue mayor. Estos resultados indi-
can que uno de los factores implicados en la elimina-
cion de L. monocytogenes en el grupo alimentado con
AO esta relacionado con la capacidad de las células

procedentes de estos ratones para posibilitar la entrada
de L. monocytogenes, mientras que simultineamente un
incremento de la actividad bactericida frente a este pa-
togeno ha sido evidenciado, lo cual facilita considera-
blemente la eliminacion de este patdgeno™®.

De estos estudios se deduce principalmente que si
bien el AO ejerce un proceso inmunosupresor, éste no
es tan relevante como el derivado de la administracion
de dietas que contienen AP y esto provoca un mayor
incremento de la resistencia inmune del individuo
frente a enfermedades de naturaleza infecciosa. Por
consiguiente, a raiz de estas investigaciones se des-
prende la secuencia de los acidos grasos mas inmuno-
supresores; asi acidos grasos poliinsaturados > acidos
grasos monoinsaturados = acidos grasos saturados.

Sin embargo, a pesar de los descubrimientos dentro
de este campo, en los Gltimos afios se han generado
una serie de discrepancias lo cual hace necesario una
mayor investigacion con el objeto de despejar las ac-
tuales controversias y determinar las razones por las
cuales en algunos casos las dietas enriquecidas con aci-
dos grasos poliinsaturados de la serie n-3 incrementan
la resistencia inmune, mientras que en otros casos la
reducen. Este hecho podria estar relacionado con la ne-
cesidad de definir de forma precisa los componentes
del sistema inmune requeridos para la defensa frente a
un patdgeno especifico, el modo de administracion del
patogeno, las especies animales objeto del estudio o la
cantidad de acidos grasos administrados en la dieta.

Conclusiones

Las dietas lipidicas constituidas por acidos grasos
poliinsaturados de la serie n-3 (contenidos fundamen-
talmente en el aceite de pescado) producen una supre-
sion de las funciones inmunes, lo cual conduce a una
reduccion de la resistencia inmune del individuo fren-
te a agentes patogenos (bacterias o virus). Sin embar-
go, las dietas constituidas por acidos grasos monoin-
saturados (contenidos particularmente en el aceite de
oliva) no ocasionan una inmunosupresion tan agudiza-
da como los acidos grasos poliinsaturados de la serie
n-3 y no inducen un incremento tan severo de la sus-
ceptibilidad del individuo a enfermedades de naturale-
za infecciosa.
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Abstract

This study was designed to evaluate the protective
effects of zinc on the liver activities of antioxidant
enzymes in protein-deficient rats. Zinc sulfate at a dose
level of 227 mg/l in drinking water was administrated
to Sprague Dawley normal control as well as to pro-
tein-deficient rats for a total duration of eight weeks.
The effects of zinc treatment and protein deficiency
alone as well as combined were studied on rat liver an-
tioxidant enzymes which included catalase, glutathione
peroxidase (GPX), glutathione reductase (GR), supero-
xide dismutase (SOD), and glutathione S-transferase
(GST). Protein deficiency in normal rats resulted in a
significant increase in hepatic lipid peroxidation and in
catalase, Gpx, GR and GST activity. A significant inhi-
bition in the levels of SOD activity and reduced glutat-
hione (GSH) was observed following protein deficiency
in normal rats. Zn treatment to protein deficient ani-
mals lowered lipid peroxidation and catalase, Gpx and
GST activities, and also resulted in a significant eleva-
tion in the levels of GSH and SOD activity. The con-
centration of zinc decreased significantly in protein de-
ficient animals but returned to normal levels when zinc
was administered.

(Nutr Hosp 2004, 19:341-347)

Key words: Zinc. Protein deficiency. Liver antioxidants.

Introduction

Nutritional stress in the form of deficient protein
condition is quite prevalent in the developing coun-
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EFECTOS DEL ZINC SOBRE ENZIMAS DE
ESTRES OXIDATIVO EN EL HIGADO DE RATAS
CON DEFICIT PROTEICO

Resumen

Este estudio fue disefiado para estudiar los efectos
protectores del zinc sobre la actividad de los enzimas
antioxidantes del higado en ratas con déficit proteico. Se
administré sulfato de zinc en una dosis de 227 mg por li-
tro en agua a ratas Sprage Dawley control y a un grupo
de ratas con déficit proteico durante un periodo de ocho
semanas. Los efectos del tratamiento de zinc y de la defi-
ciencia proteica per se, asi como su combinacién, fueron
estudiados sobre los encimas antioxidantes de; higado
de la rata, incluyendo catalasa, glutation peroxidasa
(GPX), glutation reductasa (GR), superéxido dismutasa
(SOD) y glutation s-transferasa (GST). La deficiencia
protéica en ratas normales produjo un aumento signifi-
cativo en la peroxidacion lipidica del higado, asi como
en la actividad de catalasa GPX, GR y GST. Hubo una
inhibicién significativa de los niveles de actividad SOD y
una reduccion del glutation en las ratas con déficit pro-
teico. El tratamiento con zinc a los animales con déficit
proteico disminuy¢ la peroxidacion lipidica y la activi-
dad de catalasa GPX y GST, y también produjo una ele-
vacion significativa en los niveles de actividad de GSH y
SOD. La concentracién de zinc disminuyé de manera
significativa en los animales con déficit proteico, pero
volvié a los niveles normales cuando se administré zinc.

(Nutr Hosp 2004, 19:341-347)

Palabras clave: Zinc. Déficit proteico. Antioxidantes he-
pdticos.

tries, including Asian countries in which 33% of the
world population lives'. Even in developed countries
like America up to 85% of the older adults living in
nation’s nursing homes suffer from protein-caloric
malnutrition (PCM)2. Protein deficiency is rampant
among the industrial workers in India and other third
world countries® and this may be associated with ad-
verse functional disorders of body metabolism, which
is likely to be exaggerated in conditions of heavy me-
tal toxicity. Protein malnutrition disorders include
growth failure, hypoproteoinemia, hypoalbuminemia,
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edema, fatty liver, atrophy of lymphoid tissues and de-
creased host immune defense in humans and
animals*®. Protein deficient diet intake strongly in-
fluences the activity of drug metabolizing enzymes®’
as well as antioxidant enzymes®®. Feeding of a pro-
tein-deficient diet to rats has been shown to increase
Hpid peroxidation (LPO) and to induce significant
changes in the liver activities of catalase, glutathione
peroxidase (GPX) and superoxide dismutase (SOD) in
the liver'®". The significant increase in SOD activity
associated with the decrease in plasma ceruloplasmin,
antioxidant vitamins and the whole blood GPX acti-
vity in protein energy malnourished children suggest
that these children are potentially susceptible to high
oxidative stress. It has been proposed that free radical-
mediated tissue damage may be involved in the patho-
genesis of liver diseases, mainly because of the inade-
quate protective and repair mechanism in protein
deficient individuals'2.

Persons afflicted with protein malnutrition are defi-
cient in a variety of micronutrients. Protein deficiency
has been shown to decrease the hepatic levels of zinc,
manganese, copper, calcium and magnesium in expe-
rimental animals'*'“. Alterations in the levels of trace
elements result in number of diseases like hypoalbu-
minemia, and anemia in malnourished children®.
Bhaskaram and Hemalatha. 1995'° observed that chil-
dren suffering from severe protein energy malnutri-
tion have very low levels of the thymulin, hormone
which is a sensitive indicator of zinc status in the
body, and low leukocyte count, indicating zinc defi-
ciency, which got improved when zinc supplements
were provided along with rehabilitation diets. It is
known that dietary protein variation affects the ab-
sorption and uptake of ®Zn". Zinc supplementation
during nutritional rehabilitation of PEM hastens the
recovery from protein deficiency and helps in gaining
body weight'®. Supplementation of zinc restores se-
rum thymulin activity and improves the nutritional
status of elderly people in terms of food intake and se-
rum albumin'*.

Zinc has been shown to have an antioxidant poten-
tial through the non-enzymatic stabilization of bio-
membranes and biostructures. Dhawan and Goel,
19942' have shown that CCI, induced lipid peroxida-
tion in the microsomal fraction of liver homogenates
was inhibited by adding zinc to the incubation me-
dium. The present study was undertaken to further
elucidate the protective role of zinc on the status of
antioxidant enzymes in conditions of protein defi-
ciency.

Materials and methods

Animals

Rats in the weight range of 110-120 g of Sprague
Dawley (SD) strain were obtained from the Central
Animal Home, Panjab University, Chandigarh. The

animals were housed in polypropylene cages in the
animal house of the Department of Biophysics, under
hygienic conditions and were acclimatized for at least
one week before putting them on different treatments.
Thereafter, the animals were randomly divided into
four groups each having ten animals each.

G-1, Control

Animals in this group served as normal controls and
were fed a diet with a normal protein content (18%).
Composition of the diet® is given in the table below.

G-2, Protein deficient (PD)

Protein deficiency was induced in the animals of
this group by feeding a protein-deficient diet with a
8% protein content. Composition of the diet* is also
given in the table.

G-3 Zinc treated (Zn)

Animals were given zinc in the form of ZnSO, at a
dose level of 227 mg/L in drinking water and had free
access to the normal diet.

G-4, Zn + PD treated

Animals received ZnSO, in the drinking water and
were given the protein deficient diet.

Composition Normal (18%) Low (8%)
(%) Protein Diet Protein Diet
Casein (g) 18 8
Starch (g) 25 31.5
Sucrose (g) 25 31.5
Cellulose (g) 14

Corn oil (ml) 10 10
Vitaminmixtura (g) 2 2

Salt mixture (g) 6 6

The treatments of rats continued for a period of eight
weeks. At the end of the treatment, the animals were
weighted and were sacrificed by exsanguination under
light anesthesia. Livers were removed immediately and
were perfused and rinsed in normal saline (NaCl, 9
g/l/w/v). One lobe was preserved by for the determina-
tion of various trace elements and the other was proces-
sed immediately for various biochemical investigations.

Biochemical determinations

The livers were removed and perfused with normal
saline (0.9% WN) to reduce red blood cell contamina-
tion. Samples were homogenized in 100 mM potas-
sium phosphate buffer (pH 7.5) containing 0.15 M
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KCl to obtain 25% homogenate, using a motor driven
teflon fitted homogenizer. The homogenates were
centrifuged in a cold centrifuge (4° C, REMI instru-
ments, Bombay) at 10,000 xg for 30 minutes. The pe-
llets were discarded and the supernatants were again
centrifuged at 10,000 xg for 30 minutes. The pellets
were discarded and final post mitochondrial superna-
tant (PMS) was preserved for the estimation of antio-
xidant enzymes and lipid peroxidation.

The method of Luck, 1971 was used for the estima-
tion of catalase*. Glutathione peroxidase was assayed
by the method of Flohe and Gurtzler?. Glutathione re-
ductase was assayed by the method of Williams and
Arscott®*. The activity of superoxide disminase was
estimated by using the method which is based on the
principle of the inhibitory effect of SOD on reduction
of nitroblue tetrazolium (NBT) dye by superoxide
anions, which are generated by the phomoxidation of
hydroxzylamine hydrochloride (NH,OH.HCI). Esti-
mation of reduced glutathione was performed in the
tissue homogenates of liver by the method of Moron
et al”’. Glutathionc-S-Transferase was assayed by the
method of Habig et al®. Lipid peroxidation was esti-
mated by the method of Ohokawa et al, 1979%. Pro-
tein was measured by the method of Lowry et al,
19512,

Zinc concentration

Estimations of zinc concentrations in the liver sam-
ples of the different treatment groups were carried
using Energy Depressive X-ray Fluorescence
(EDXREF), one of the most suitable analytical method
to analyze trace elements because of its properties
such as non-destructive, sensitivity up to ppm and
multielemental analysis.

The liver tissues of all the animals were oven dried
at 70° C to a constant weight and then ground with the
help of Agate Pestle and Mortar. 300 mg dried powder
of the tissue so obtained was weighed and mixed with
equivalent mount of Hoechst Wachs (wax) to make
self supporting pellets. The pellets were made by using
a specially designed pure, steel dye and a hydraulic
press from Paul weber, Germany. A force of approxi-
mately 45 KN (Kilo newtons) was applied at the dye
top in order to make pellets of uniform thickness.

The pellets of tissues were analyzed using an
EDXRF X-Lab, 2000 to determine the levels of va-
rious elements. The X-lab, 2000 spectrometer invol-
ved a 0.4 kw Pd mode Xray tube as source of excita-
tion. The power of the X-ray tube was adjusted on line
for each individual measurement by the spectrophoto-
meter software, to secure optimum acquisition para-
meters for the current analysis.

Presently, different X-ray energies and excitation
modes are being used but the most important mode
used was of 40 kV and excitation used was polarized
X-Ray. A Si (Li) detector coupled with computer
(Pentium, 600 MH, software package SPECTRO X-

LAB?®™° 2.2) was used to collect the flourescent X-ray
spectra from the samples. The X-ray tube, secondary
exciter, target and the Si (Li) detector were placed in a
triaxial geometry mode. This geometry was used to
minimize the background due to scattered photons.

Statistical analysis

The statistical significance of the differences was
measured by one way analysis of variance (ANOVA)
followed by Newman-Keuls test. The determinations
are presented as Mean + S.D.

Results

The results of all the experiments conducted du-
ring the current study we depicted in various tables.
All the results of various treatment groups have been
compared with their normal controls. Results of zinc
+ protein deficient (G-4) treated group have been
computed with the results of the protein deficient
group (G-2).

Body weights

Changes in the body weight of the animals subjec-
ted to the different treatments me shown in table I.
Body weights of normal control and zinc treated rats,
increased progressively throughout the study. Protein
deficiency resulted in a significant (p < 0.001) decrea-
se in the body weights after eight weeks, when com-
pared to normal control rats. Zinc treatment to the pro-
tein deficient rats tended to improve the body weight
growth in comparison to protein deficient (G-2) rats
but body weights in protein deficient rats were statisti-
cally different from normal control rats.

Hepatic protein contents

Table I shows hepatic protein contents in the diffe-
rent experimental groups expressed as mg g' tissue.
Protein deficient animals, showed a highly significant
(P < 0.001) reduction in the hepatic protein contents

Table I
Effect of zinc treatment on body weight and hepatic protein
concentration in protein-deficient rats

Hepatic Protein
Group Weight (g) (mg.g" tissue)
G-1 Control 199 =7 156 £ 5
G-2 Protein-deficient 146 =29 112 £ 5%
G-3 Zinc-treated 180 + 22 162 +7
G-4 Protein-deficient + Zinc 161 = 30 151 £ 9%

Values me Mean + SD.
“p <0.05, ?p <0.01 and “p < 0.001 in comparison to G-1.
*p < 0.05,"p < 0.01 and *p < 0.001 comparison of G-4 with G-2.
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as compared to the control group. However, zinc ad-
ministration to the protein deficient rats helped in rai-
sing the hepatic protein contents as compared to their
respective controls.

Antioxidant enzymes and lipid peroxidation

The effects of zinc treatment in control and protein
deficient rats in different groups on hepatic lipid pero-
xidation, catalase, glutathione peroxidase, glutathione
reductase, superoxide dismutase, reduced glutathione
and glutathione-S-transferase areshown in table II.

Protein deficient rats showed a significant (p <
0.001) increase in hepatic lipid peroxidation, catalase,
glutathione peroxidase, glutathione reductase, and
glutathione-S-transferase. A significant (p < 0.001) in-
hibition in the levels of superoxide dismutase activity
and reduced glutathione was detected following pro-
tein deficiency in normal rats.

Zn treatment to protein deficient animals could lo-
wer significantly (p < 0.01) the already raised levels
of lipid peroxidation and the activities of enzymes ca-
talase, glutathione peroxidase and glutathione-S-
transferase when compared to control animals. Also,
Zn treatment to the protein deficient animals resulted
in a significant elevation (P < 0.001) in the levels of
GSH and SOD activity as compared to their respective
controls, thereby indicating its effectiveness in regula-
ting their levels in adverse conditions.

Hepatic concentration of zinc

Table III shows the concentration of zinc in liver
tissue of the different groups. Zinc concentration de-
creased significantly in protein-deficient animals. Ho-
wever zinc levels got elevated to within normal levels
in these groups in which zinc was administrated along
with other treatments.

Table III
Levels of zinc following zinc treatment in
protein-deficient rats

Group Zinc (ug/g)
G-1 Control 58+6
G-2  Protein-deficient 40 + 5%
G-3 Zinc-treated 58+ 8
G-4 Protein-deficient + Zinc 51 5%

Values me Mean + SD.
p <0.05, ?p <0.01 and “p < 0.001 in comparison to G-1.
bp < 0.05, 2p <0.01 and **p < 0.001 comparison of G-4 with G-2.

Discussion

We observed that the body weights of normal control
and zinc treated rats increased progressively throughout
the study. Protein deficiency resulted in a significant
decline in the body weight after eight weeks, when
compared to normal control rats. Loss in body weight is
characteristic of protein malnutrition. In an earlier re-
port from our laboratory it has been observed that pro-
tein deficiency leads to significant growth retardation in
animals11. Many other workers have also reported the
decrease in body weight due to protein deficiency>*'. It
has been observed in these studies that retardation in
body weight growth over a period is not due to low fo-
od intake but to a deficiency in protein intake. Zinc tre-
atment to the protein-deficient rats tended to improve
the body weight growth. Similar protective effects of
zinc in improving the body weight gain of the animals
have also been reported in other studies, in which radia-
tions or carbon tetrachloride was used to induce liver
injury?-323, The protective effects of zinc could be attri-
buted to its ability to reduce collagen accumulation in
liver and also it exerts critical physiological role in re-
gulating the structure and function of cells.

Table I1
Effect of zinc on lipid peroxidation, reduced glutathione concentration and antioxidant enzyme activities in liver of protein
deficient rats

Catalase GPX GR GST
LPO (mmol H,0, (umol (umol SOD GSH (umol CDNB
Group (n mol mg"! decomposed NADPH GSSG (IU) (umoles of GSH g conjugated min’
protein 90 min”') min'mg?! oxidized reduced hr' tissue) mg’ protein)
protein) min' mg! mg’! mg’!
protein) protein) protein)
G-1 Control 0.99 +0.00 0.63+ 0.07 0.43+0.04 1.67+0.23 224 +0.28 2.66 +0.08 0.43 +0.04
G-2 Protein-deficient 1.31 £0.24® 0.76 £0.08% 0.60 £0.02°  2.34+0.14*  1.73+0.15® 1.98 +£0.02 0.60 +£0.02
G-3  Zinc-treated 1.00 +£0.00 0.68£0.02 0.39+0.02 1.76 £0.09 227+0.12 278 £0.21 0.39+£0.02
G-4 Protein-deficient ~ 0.99 £0.01* 0,64 £0.06® 0.42+0.0-3® 2.03+0.29" 2.10 +0.04» 2.60 +0.09" 0.42 +0.03

+ Zinc

Values me Mean + SD.
ip <0.05,%p <0.01 and “p < 0.001 in comparison to G-1.
*p <0.05,p <0.01 and **p < 0.001 comparison of G-4 with G-2.

344 Nutr. Hosp. (2004) 19 (6) 341-347

P. Sidhu y cols.



In our study, the levels of zinc decreased in protein-
deficient rats, but returned to normal following zinc
supplementation. The observation of depressed Zn le-
vels in the liver of protein deficient rats in the present
investigation we in conformity with previous stu-
dies* >, Abnormalities in zinc metabolism leading to
its deficiency are generally attributed to various fac-
tors like, malabsorption, malnutrition, decreased in-
testinal zinc binding factors or the increased excretion
of the zinc via the gastrointestinal tract or via urine are
of common occurrence in chronic liver disorders®.
The results of the current study for lowered zinc con-
centrations could be explained on the basis that either
it is excessively being utilized in providing antioxi-
dant defense mechanism or there is some defect in the
absorption/ metabolism of zinc in toxic conditions
created by protein deficiency. Studies carried out in
animals and humans had shown that zinc is essential
for utilization of aminoacids®*. Conversely, protein
malnutrition plays a major role on liver zinc deple-
tion*. Zinc has been found to be associated with metal
binding proteins that are known to regulate the func-
tions of zinc as well as copper. Metallothionein also
plays a role in the detoxification of heavy metals and
stabilize membranes?.

Protein-deficient treatment groups, showed a highly
significant reduction in the protein content as compa-
red to normal control group which is in agreement
with the earlier reports®. Davenport et al, 1994% de-
monstrated that in protein deficient states, the reduc-
tion in serum albumin contents were due to depletion
in amino acid precursors of albumin synthesis. Howe-
ver, zinc administration to the protein deficient rats
helped in raising the hepatic protein contents (p <
0.001) and were brought to normal limits as compared
to their respective controls. This property of Zn could
be attributed to its role in the induction of metallothio-
nein (Zn binding protein) thereby regulating the ami-
no acid precursors for albumin synthesis®%.

Lipid peroxidation is the process of oxidative de-
gradation of polyunsaturated fatty acids (PUFA). Its
occurrence in biological membranes causes impaired
membrane function, impaired structural integrity*', de-
crease in fluidity, and inactivation of a number of
membrane bound enzymes and protein receptors. Li-
pid peroxidation is an autocatalytic free-radical pro-
cess and could be responsible for DNA damage®.

A significant increase in malondialdehyde products
was observed in the protein deficient groups in the
present study which suggested that low protein diet in-
take might result in enhanced lipid peroxidation in li-
ver. These results seems to be in agreement with pre-
vious findings®!" suggesting that the rats fed on a low
protein diet might be more susceptible to peroxidative
tissue damage under the influence of oxidative stress.
The increased lipo peroxidation could be attributed to
the reduction in detoxifying hyperperoxides in protein
deficient conditions. Moreover, the degree of depres-
sions of detoxifying hyperperoxides in protein defi-

cient conditions might also be correlated with the de-
gree of protein deficiency?®.

The normalization of lipo peroxidation due to Zn
administration could be attributed to its antiperoxida-
tive property. Studies have shown that Zn causes inhi-
bition of both endogenous as well as induced lipid pe-
roxidation to stabilize biomembranes*-'s. Further, the
levels of zinc which were reduced in low protein con-
ditions got maintained by its supplementationand this
apparently contributed to a reduction in lipid peroxi-
dation.

To protect themselves against free radicals, cells
have developed antioxidant defenses and repair sys-
tems which prevent the accumulation of oxidatively
damaged molecules. The antioxidant defense system
include enzymes like glutathione peroxidase (GPx),
catalase, glutathione reductase (GR), glutathione-s-
transferase (GST), superoxide dismutase (SOD), as
well as small molecules such as ascorbic acid, reduced
glutathione (GSH) and uric acid*#. Catalase is a ubi-
quitous enzyme and is a major component in primary
antioxidant enzyme system, which catalyzes the de-
composition of H,O, to H,O and sharing this function
with glutathione peroxidase (GPx). Glutathione pero-
xidase on the other hand is located in the cytosol and
mitochondrial matrix and catalyzes the reduction of
H,0, and lipid and nonlipid hydroperoxides to oxidi-
zed glutathione (GSSG) using two molecules of GSH.
Further oxidized, GSSG is reduced back to GSH by
glutathione reductase (GR), which utilizes NADPH
regenerated by glucose-6-phosphate dehydrogenase.

In the present study, after subjecting the rats to pro-
tein deficiency the hepatic activity of catalase, glutat-
hione peroxidase and glutathione reductase got raised
but superoxide dismutase activity was found to be in-
hibited. Darmon et al, 1993 also observed an increa-
se in catalase activity in low protein diet fed rats. Zhu
et al, 19934 accounted the high levels of GPx follo-
wing protein deficiency due to its low utilization and
increase in synthesis. An enhanced level of glutirthio-
ne reductase has been reported earlier in rats fed pro-
tein restricted diet**. The observed elevation in the
activities of both GPx and GR in the present study un-
der low protein diet may be due to enhanced synthesis
of these enzymes, which are actively involved in redu-
cing the H,0O, generation®.

The observed increase in lipid peroxidation in the
protein deficient group seems to be associated with a
decrease in SOD activity, as SOD inhibits hydrogen
peroxide by scavenging free oxide molecule*. Our re-
sults regarding the significant decrease of SOD follo-
wing restriction of protein diet are in agreement with
earlier reports*->. Following zinc treatment the altered
levels of enzymes tended to be normalized because of
the antioxidant property of zinc.

Glutathione-s-transferases (GSTs) form a group of
enzymes that are present in high concentrations in the
cytosol and catalyze a wide variety of substitution reac-
tions in which glutathione (GSH) replaces an easily dis-
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placed group on the xenobiotic, and thus prevents the
subsequent toxic reactions®. This reaction involves a
compound with an electrophilic atom and GST facilita-
tes the nucleophilic attack of glutathione thiolate on this
electron deficient atom of the hydrophobic compound.
GSH plays an important role in intracellular protection
against toxic compounds, reactive oxygen species, and
free radicals®. Reduced glutathione (GSH) protects the
liver microsomes against the effects of reactive (peroxi-
des and oxygen) intermediates which are formed by Cy-
tochrome P450 system as well as lipid peroxidation™.

In the present study the low protein diet caused a
marked decrease in the levels of GSH which is in agre-
ement with earlier studies*-¥. Ayala et al’ observed
that in rats fed on a low protein diet, supplemented with
all essential amino acids except methionine, there was a
decrease of GSH levels. They proposed that low intra-
cellular concentration of cysteine available for GSH
synthesis and feed back inhibition of gamma glutamyl
cysteine synthetase may be responsible for inhibition in
the activities under protein deficient conditions. The
low protein diet results in increase of hepatic levels of
glutathione degrading enzyme, gamma glutamyl trans-
ferase (y-GT) and, thus, a decreased concentration of
glutathione*. Because GSH is an important component
of the detoxification mechanism, its lowered concentra-
tion in protein-deficient conditions would, therefore, le-
ad to decreased detoxification capacity of liver. Further
reduction in GSH levels in protein deficient is unders-
tandable in the light of elevation of GPx under these
conditions. The present observations of a decline in
GSH levels in protein deficient groups are in coherence
with earlier reports' and can be attributed to the activa-
tion of y-GT to replenish intracellular glutathione on
the sinusoidal surface of the liver cells.

We have also observed an increase in GST activity
following protein deficiency treatment. Ramdath and
Golden® reported a similar increase in malnourished
children. Cho et al* stated that the antioxidant respon-
se element (ARE)-binding activity of protein-calorie
malnutrition rats gets increased, which in turn results
in activation of certain GST mRNAs and a higher
GST activity.

The observed normalization of GSH levels and
GST activity following Zn treatment could be because
of its property to induce metallothionein (S-rich pro-
tein) as a free radical scavenger, or its indirect action
in reducing the levels of oxygen reactive species®, ho-
wever the precise mechanism for these actions re-
mains to be elucidated.

In conclusion, the present study highlights the pro-
tective role of zinc in maintaining the activities of
enzymes involved in oxidative of stress induced in
conditions of protein deficiency.
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Ingesta excesiva de alcohol, malnutricion y cancer de cabeza y cuello
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Resumen

Los pacientes con cancer de cabeza y cuello presentan
generalmente una excesiva ingesta de alcohol en su dicta
diaria. El objetivo de este trabajo sera establecer la rela-
cion entre consumo excesivo de alcohol en cincer de ca-
beza y cuello y malnutricién junto al posible valor pro-
noéstico del abuso de alcohol en su evolucién oncolégica.

Pacientes y métodos: Se estudian de forma prospecti-
va 50 pacientes con cancer de cavidad oral o faringola-
ringe en estadio T2-4. Se investigara sobre el estado nu-
tricional y la aparicion de recidivas en funcion de la
ingesta de alcohol, asi como la posibilidad de abandono
del consumo de alcohol al finalizar el tratamiento onco-
logico.

Resultados: El 51% de nuestros enfermos ingeria dia-
riamente una cantidad excesiva de alcohol en su dieta.
El 70% de los grandes consumidores de alcohol presen-
taban mal estado nutricional, frente a una incidencia de
desnutricion del 30% en los enfermos que no tomaban
alcohol (p < 0,01 ). E1 30% de los pacientes que tomaban
alcohol en exceso presentaron recidiva tumoral frente al
13% de recidivas en pacientes no bebedores (p < 0,05 ).
Solo el 48% de los pacientes con ingesta excesiva de al-
cohol consiguié abandonar su habito téxico, siendo los
pacientes alcohélicos con malnutricion los enfermos que
mas fracasaron en el abandono de la ingesta excesiva del
alcohol.

Conclusiones: El exceso de alcohol en la dieta de los
enfermos con cancer de cabeza y cuello se asocia a mal-
nutricion y a mal pronéstico oncologico. Es necesario
ofrecer a estos enfermos tratamiento nutricional, médi-
co y farmacolégico para reducir la ingesta alcohdlica y
mejorar sus posibilidades de supervivencia.

(Nutr Hosp 2004, 19:348-352)
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HEAVY ALCOHOL INTAKE, MALNUTRITION
AND HEAD AND NECK CANCER PATIENTS

Abstract

Head and neck cancer patients are frecuently heavy
alcohol drinkers. The aim of this study is to determine
the impact of alcohol intake on nutritional status and the
impact in prognoses.

Patients and methods: Fifty patients with oral and
pharyngolaryngeal carcinomas were prospective stu-
died in a control-case study. We studied nutritional sta-
tus and tumoral recurrence in alcoholic and non-alcoho-
lic patients. We also studied alcohol intake after
oncologic treatment in these patients.

Results: 51% of these patients had excesive alcohol
intake before oncologic, treatment. The impact of mal-
nutrition was 70% in alcoholic patients vs 30% in non-
alcoholic (p < 0.01). Tumoral recurrence was 30% in al-
coholic patients vs 13% in non-alcoholic patients (p <
0.05 ). Only 48% of alcoholic patient stopped alcohol in-
take after treatment.

Conclusions: Excesive alcohol intake in head and
neck cancer patients is a predictive malnutrition factor
and it is related to poor prognoses. Alcoholic patients
with head and neck cancer and malnutrition need an
agresive nutritional, medical and psycosocial suppor af-
ter oncologic treatment, in order to reach a better and
longer survival.

(Nutr Hosp 2004, 19:348-352)

Key words: Alcohol. Malnutrition. Head neck neo-
plasms.

Introduccion

Aunque sigue existiendo controversia sobre la rela-
cion entre alcohol y peso corporal, en general se con-
sidera que la ingesta excesiva de alcohol es causa de
pérdida de peso y malnutricion'*. En un estudio reali-
zado en nuestro paifs sobre 1.320 ancianos en el que
se identificO un riesgo nutricional moderado en el
79,1% de los pacientes, el factor de riesgo nutricional
que de identificd con mayor frecuencia fue el excesi-
vo consumo de alcohol’.



Se estima que mas del 80% de los enfermos con
cancer de cabeza y cuello son consumidores habitua-
les de alcohol en la dieta diaria en nuestro medio®,
frente a un 48% de sujetos que refieren tener proble-
mas con el alcohol en poblacidén masculina no selec-
cionada del norte de Espafna®. Los enfermos con can-
cer de las vias aerodigestivas superiores son enfermos
de alto riesgo de desnutricion por su proceso cancero-
s0'™!' y por la localizacidn de su tumor en la via diges-
tiva alta'>®, en los que el consumo excesivo de alco-
hol agravara su deficiente estado nutricional y su
inmunodepresion'4. Ademas, es probable que el alco-
hol por si mismo provoque un aumento en la prolifera-
cion en las células escamosas de cabeza y cuello®. Por
todos estos factores, el consumo de alcohol excesivo
es un co-factor de suma importancia en la morbi-mor-
talidad del enfermo con cancer de cabeza y cuello (fig.
1), que debe ser adecuadamente estudiado tanto como
por su impacto sobre el estado nutricional como en el
prondstico oncologico del enfermo'.

El objetivo de este trabajo sera valorar la incidencia
de consumo excesivo de alcohol en pacientes con can-
cer de cabeza y cuello y su impacto sobre el estado
nutricional de los enfermos y en el prondstico oncolo-
gico. Se estudiard ademas el abandono del hdbito al-
cohdlico tras finalizar el tratamiento oncologico, tra-
tando de identificar que pacientes presentan mayor
riesgo de fracaso en abandonar este habito toxico.

Material y métodos

Pacientes

Se incluyen en este estudio 50 pacientes con diag-
nodstico de carcinoma epidermoide de cavidad oral,
oro e hipofaringe diagnosticados y tratados en nuestro

servicio durante los afios 1998-2000. Los enfermos
fueron seguidos en nuestras consultas al menos duran-
te 24 meses tras finalizar el tratamiento.

Diserio del estudio

Realizamos estudio de casos y controles en funcidon
de la ingesta excesiva de alcohol (> 170 g de alcohol a
la semana). Estudiamos las siguientes variables en ca-
da grupo de pacientes:

1. Estado nutricional del paciente al ingreso, con-
siderando como criterio de malnutricion una
pérdidad mayor del 10% del peso corporal nor-
mal en los Gltimos 6 meses.

2. Aparicion de recidiva tumoral a lo largo del se-
guimiento.

3. Ingesta de alcohol tras finalizar el tratamiento
oncoldgico.

Analisis estadistico

Se realizd anélisis estadistico de las variables me-
diante la prueba de la t de Student, tomando para la
comparacion entre el grupos un nivel de significacion
de p > 0,05. Se buscara en funcion de los métodos es-
tadisticos establecer una posible relacion estadistica
de la ingesta de alcohol y del estado nutricional del
enfermo, asi como su relacidon con la aparicion poste-
rior de recidiva tumoral.

Resultados

El 54% de nuestros enfermos consumia de forma
excesiva alcohol en su dieta habitual (27/50). De los

Alt. Inmunologicas
—

Pat. Cardiovascular
Hepatopatia
Pancreatitis

Fig. 1.—Los individuos que

consumen alcohol en exceso

(Factor Promotor?

tienen mayor riesgo de falle-
cer por los efectos inmuno-
supresores del alcohol —que
se potencian por la malnu-
tricion— y por patologia sis-
témica relacionada con el
alcohol. En el enfermo on-
cologico, el alcohol aumen-
ta la incidencia de cdncer y
de co-morbilidad.
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enfermos con consumo excesivo de alcohol, el 70%
presentaba ademas desnutricion, frente a una inciden-
cia del 35% de enfermos desnutridos entre los enfer-
mos que no tomaban alcohol. El estudio estadistico
sefnal6 que la desnutricion se asociaba a consumo ex-
cesivo de alcohol de forma estadisticamente significa-
tiva (p <,01). Tabla 1 y fig. 2.

En el seguimiento del grupo de enfermos conta-
mos con 11 recidivas tumorales (22% a los dos
anos). En funcidn del consumo de alcohol en la die-
ta diaria, encontramos que el consumo excesivo de
alcohol se asociaba a un peor prondstico oncoldgico
de forma estadisticamente significativa (p < 0,05).
Mientras que el 31% de los enfermos que consumian
demasiado alcohol a diario presentaron recidiva de
su tumor en el seguimiento, sdlo el 13% de los en-
fermos no alcohdlicos presentaron esta recidiva (fig.
3 y tabla II).

Tras finalizar el tratamiento oncologico y reco-
mendarselo al paciente el abandono del habito alco-
holico, solo el 48% de los enfermos consiguieron su-
primir la ingesta de alcohol de forma duradera (mas
de 24 meses). En el intento de abandonar este habito
toxico, fracasaron mas los enfermos que ademas de
tomar alcohol presentaban un mal estado nutricional:
de 19 alcohdlicos desnutridos 11 siguieron consu-
miendo alcohol de forma excesiva, mientras que tan
solo 2 de los 8 pacientes con un estado nutricional
aceptable continian tomando alcohol al cierre del es-
tudio (fig. 4).

Tabla I
Relacion entre ingesta excesiva de alcohol y desnutricion
en pacientes con cdncer de cabeza y cuello (p < 0,01)

Alcohol No alcohol
No malnutricién 8 15
Malnutricion 19 8
27 23
p<0,01

B Malnutricion

O No malnutr

Alcohol No alcohol

Fig. 2.—Incidencia de malnutricion en funcion de la ingesta al-
cohdlica.

30 p <005
25
20
B Recidiva
15
O No recidiva
10
5

Alcohol I No alcoholl

Fig. 3.—lIncidencia de recidiva tumoral en funcion de la ingesta
alcohdlica.

Tabla II
Incidencia en la estancia hospitalaria de la localizacion
primaria del tumor (p < 0,05)

Alcohol No alcohol
Recidiva tumoral 8 3 11
No recidiva 19 20 39

50 -

40

30 1 H Alcohol

0 No alcohol

20 1

10 1

Pre-Tto Post-Tto

Fig. 4.—Incidencia de consumo excesivo de alcohol antes y
después del tratamiento oncoldgico.

Discusion

Nuestros resultados sobre la alta incidencia de la in-
gesta excesiva de alcohol en enfermos con cancer de
cabeza y cuello coinciden con los de otros autores de
nuestro pais*'®, y sin embargo, su impacto sobre el es-
tado nutricional y el prondstico oncoldgico no ha sido
adecuadamente valorado'.

Observamos que la ingesta excesiva de alcohol du-
plico en nuestros enfermos la incidencia de malnutri-
cion. El enfermo con cancer de las vias aerodigestivas
superiores, que es un paciente con alto riesgo de des-
nutricion por sus especiales caracteristicas'®®, ve agra-
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vado su problema nutricional por el consumo excesivo
de alcohol, que le producird una pérdida de peso por
alteracion del metabolismo de la glucosa, de las protei-
nas y de los lipidos®®. Esta desnutricion agrava el pro-
blema de inmunosupresion que el enfermo ya tiene por
su cancer, y por tanto, sus posibilidades de superviven-
cia'. Es por tanto necesario aumentar nuestros conoci-
mientos en la malnutricion asociada al alcoholismo,
para poder aplicar con éxito una terapia nutricional en
estos enfermos, en los que alcohol y malnutriciéon son
con frecuencia factores intimamente relacionados'®.

A mediados de los noventa se demostrd que el con-
sumo excesivo de alcohol era un factor prondstico in-
dependiente en los enfermos con cancer de cabeza y
cuello', encontrandose diferencias en la superviven-
cia a 5 afios de hasta el 40% en funcion de que el en-
fermo tomara o no alcohol de forma excesiva. Nues-
tros resultados, a pesar de contar con un grupo
limitado de pacientes, sefiala ya este mal prondstico
asociado a la excesiva ingesta de alcohol. Otros auto-
res han atribuido al alcohol el 80% de las muertes de
los enfermos con cancer de esta localizacion'’, bien
directamente a bien a través de co-morbilidad'.

Un resultado de nuestro estudio que creemos intere-
sante por lo poco que ha sido reflejado en la literatura
y por su gran importancia clinica es el dato sobre el
abandono de la ingesta de alcohol al finafizar el trata-
miento oncoldgico. Se ha visto que la morbi-mortali-
dad por alcohol aumenta en funcion de la cantidad de
alcohol ingerido en la dieta y que el abandono definiti-
vo del habito endlico consigue por si solo mejorar la
supervivencia de estos enfermos'®. Pero, como sefiala
nuestro trabajo, algo menos de la mitad de los enfer-
mos consiguen abandonar la ingesta diaria de alcohol
tras superar el tratamiento de su cancer, y precisamen-
te van a fracasar mas los enfermos mas desfavoreci-
dos: los alcohdlicos que ademas presentan malnutri-
cion. En este estudio, Ginicamente se le aconsejaba al
enfermo abandonar la ingesta de alcohol, lo cual como
vemos no es eficaz en algo mas de la mitad de los en-
fermos. En estudios randomizados realizados en nues-
tro pafs se pone de manifiesto que el consejo médico
debe ir acompanado de seguimiento largo del enfer-
mo'", habiéndose comunicado también en estudio ran-
domizado éxito del 76% en el abandono del habito al-
cohdlico mediante terapia de grupo®. El dato de que
algo menos de la mitad de nuestros enfermos consi-
guen dejar el alcohol tras finafizair el tratamiento on-
cologico pone pues de manifiesto que este tipo de en-
fermos deben ser tratados no solo del cdncer, sino
ademas del su habito alcohdlico* y de su desnutri-
cion® de forma coordinada, para poder asi mejorar la
supervivencia'* con la mejor calidad de vida posible.

Conclusiones

1. Los enfermos con cancer de cabeza y cuello con in-
gesta diaria excesiva de alcohol presentan con fre-
cuencia un problema de malnutricion severa ahadido.

2. El consumo de alcohol excesivo es un indicador
de mal prondstico oncoldgico para el enfermo
con cancer de cabeza y cuello.

3. Los pacientes con consumo excesivo de alcohol
que ademas presentan desnutricion tienen alto
riesgo de fracaso en el intento de abandonar este
consumo excesivo al finalizar el tratamiento on-
coldgico.

Estos datos sugieren que el enfermo con cancer de
cabeza y cuello que ademéas consume diariamente en
su dieta cantidades excesivas de alcohol precisa, junto
a la cirugfa y radioterapia para eliminar su tumor, tra-
tamiento nutricional, médico y psicoldégico para rom-
per el circulo cdncer, alcohol y desnutricion que em-
peora su supervivencia global y su calidad de vida.
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Abstract

Changes in nutritional status are related to an increa-
se in morbidity and mortality. It is well established that
health care professionals, particularly physicians, lack
formal education to recognize nutritional disorders,
which malnutrition may worsen in the hospital, and that
appropriate education could effectively correct this pro-
blem.

Aim: To evaluate the awareness of the health care
university students and professionals about the nutri-
tion disorders in Amazon region hospitalized patients
before and after a specific education program.

Study design: An intensive Course on Clinical Nutri-
tion, given in three weekly classes was offered to the
multidisciplinary health care students and professionals
of the health care tem.

Cases and methods: 195 participants started the cour-
se. They were 97 students of nursing, 52 students of me-
dicine, 20 nurses, 15 resident physicians, 3 physicians, 3
dietitians, 2 others, 1 no answer. 165 participants con-
cluded it. Precourse and postcourse tests were answe-
red. The results of these tests are presented in this study.

Results and Discussion: 76.4% of the participants
were graduation students. 40 % of participants had no
contact with patients yet. When the exposure of the
participants of the course to the theme Nutrition was
analyzed, 46.7 % of the resident physicians considered
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PROPUESTA DE EDUCACION
NUTRICIONAL PARA ESTUDIANTES Y
PROFESIONALES DE LA SALUD EN
AMAZONAS

Resumen

Las alteraciones del estado nutricional estin relacio-
nadas con el aumento de la morbilidad y mortalidad. A
pesar de no haber consenso en relacion a los criterios
diagnésticos de la malnutricion, ésta se agrava a medida
que aumenta el tiempo de internacion hospitalaria. Di-
versos autores concluyen que el equipo de salud, parti-
cularmente los médicos, no estan siendo ensefiados a re-
conocer la malnutricion, que esta malnutricion es
agravada en el hospital y que la educacion puede efecti-
vamente corregir el problema.

Objetivo: Evaluar la concientizacion de los estudian-
tes de graduacion en salud y de los profesionales de la
comisién multidisciplinar de salud al respecto de los de-
sordenes nutricionales de pacientes hospitalizados antes
y después del programa intensivo de educacion.

Diseiio del estudio: Un curso intensivo de Nutricién
Clinica, fue administrado en tres clases semanales para
los estudiantes de graduacion en salud y profesionales
en el equipo de salud.

Pacientes y métodos. 195 participantes iniciaron el cur-
so, frecuentado por 97 estudiantes de enfermeria, 52 estu-
diantes de medicina, 20 enfermeros, 15 médicos residen-
tes, 3 médicos, 3 nutricionistas, 2 otras actividades y 1 sin
respuesta. 165 concluyeron el curso. Una prueba antes y
una prueba después del curso fueron respondidas. El re-
sultado de estas pruebas es presentado en este estudio.

Resultados y discusion: 76,4% de los participantes son
alumnos, con edad media de 24,39 aiios. 40% de los par-
ticipantes atin no habian tenido contacto con pacientes.
Cuando la exposicion de los participantes del curso al te-
ma Nutricion fue analizada, 46,7 % de los médicos resi-
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their contact with the subject superficial and 13.3%
had no contact with it, reinforcing the physician’s lack
of knowledge to recognize malnutrition. Participants
admitted having significantly profited from the cour-
se.

Conclusions: the lack of awareness of the multidis-
ciplinary health care team about nutritional disorders
may contribute to worsen hospital malnutrition. An
intensive course for graduate students and residents
may help to raise awareness for clinical nutrition. The
great interest and enthusiasm shown by the students
and other participants and the profit obtained by
them from the course suggest that teaching of clinical
nutrition should be implemented in all health care
schools.

(Nutr Hosp 2004, 19:353-361)

Key words: Nutrition disorders. Hospital malnutrition.
Clinical Nutrition. Nutritional Assessment Hospital. Educa-
tion-Nutrition. Acre. Brazil.

Introduction

The first studies demonstrating that changes in nu-
tritional status are related to an increase in morbidity
and mortality started in the 30s of last century'. But
only later the classical work of Butterworth? entitled
“The skeleton in the hospital closet”, arouse attention
for the possibility of finding malnutrition in
inpatients®. Malnutrition predisposes to several severe
complications, including a tendency to infection, diffi-
culty of scar formation, respiratory failure*®, cardiac
failure, a decrease in hepatic protein synthesis, reduc-
tion of glomerular filtration and of gastric acid pro-
duction’®. Malnutrition also contributes to increase
morbidity in hospitalized patients, as slow scar forma-
tion with fistulas®, elevation of the rate of hospital in-
fection'®!!. These complications lead to a delay in the
duration of hospital stay, to a rise in coasts and in
mortality, especially in surgical patients''2. Otherwi-
se, overweight and obesity are also risk factors for a
varied number of health injuries, the most frequent
being: ischemic heart disease, arterial hypertension,
dyslipidemia, cerebral vascular accident, type 2 diabe-
tes mellitus, cholelithiasis, osteoarthritis (especially of
knees), postmenopausal breast cancer, endometrial
cancer, reflux esophagitis, hiatus hernia and psycholo-
gical problems'+ 1.

The prevalence of malnutrition in patients has va-
ried from 10 to 70%, depending on the diagnostic cri-
teria used, the hospital studied and the duration of ad-
mission'®. Therefore classifying malnutrition
continues to be a controversial theme in the literatu-
re'*!. Although there is no consensus about the crite-
ria for the diagnosis of malnutrition, it seems to
worsen meanwhile the hospitalization time increa-
SeSlO.l].17-2].

Unfortunately, despite the high prevalence of mal-
nutrition among inpatients, nutrition support is,

dentes consideré su contacto anterior con el tema como
superficial y 13,3% no habian tenido ningiin contacto,
reforzando la idea de muchos autores que los médicos no
estan siendo ensefiados a reconocer una malnutricion de-
bido a falta de énfasis dada a la nutricion del curriculum
médico. Los participantes del curso de Nutricion Clinica
reconocieron haber obtenido lucro significante.

Conclusiones: Malnutriciéon hospitalaria puede ser
agravada por la falta de concientizacion de la comision
multidisciplinar de salud al respecto del problema. Pero
el gran interés y entusiasmo demostrado por los partici-
pantes y el lucro obtenido con el curso sugiere que la lla-
ve para abrir la puerta del armario es la educacién. La
ensefianza de Nutricion debe ser implementada en todas
las escuelas de profesiones que cuidan de la salud.

(Nutr Hosp 2004, 19:353-361)

Palabras clave: Desdrdenes nutritionales. Desnutricion
hospitalaria. Evaluacion nutricional. Nutricion Clinica.
Hospital. Educacion-Nutricion. Acre. Brasil.

usually, neglected, that little attempt is made to rever-
se malnutrition and that physicians lack concern for
the nutritional status of their patients!®-!!-18.22:25,

The high prevalence of nutritional deficiencies
among hospital patients has also been attributed to in-
sufficient pertinent knowledge of physicians due to
the lack of emphasis given to nutrition in the medical
curriculum'.

In 1982, Long® published a historical review about
the problem of education in the nutrition area, relating
his experience as president of the American Society of
Parenteral and Enteral Nutrition (ASPEN). In his opi-
nion, the key to open the closet door is medical educa-
tion.

Roubenoff et al.” called attention that physicians
are not presently being taught to recognize malnutri-
tion, which such malnutrition is iatrogenically worse-
ned in the hospital, and that physician education can
effectively correct this problem.

In Brazil, a sectional, multicentric, study with ran-
dom choice of 4,000 patients, entitled Brazilian Natio-
nal Survey (IBRANUTRI) was performed!'. This
study revealed that almost half (48.1%) of hospitali-
zed patients was malnourished and severe malnutri-
tion was found in 12.5% of them. Hospital related
malnutrition progressed in proportion to the duration
of hospital stay; and only in 18.8% of the medical
charts there was any report on nutritional status of the
patient. Only 7.3% patients received nutritional the-
rapy (6.1% enteral nutrition; 1.2% parenteral nutri-
tion)". The authors concluded that the prevalence of
malnutrition in hospitalized patients in Brazil is high,
physician awareness of malnutrition is low, and nutri-
tion therapy is underprescribed!!. Based on this study,
the Brazilian Public Health Department, with the coo-
peration together Brazilian, Society of Parenteral and
Enteral Nutrition, SBNPE, published rules for prepa-
ration and use of parenteral and enteral nutrition the-
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rapy. According to these, Brazilian hospitals are re-
quired to maintain a formally appointed multidiscipli-
nary nutrition support team composed of physicians,
nurses, dietitians and pharmacists to provide parente-
ral and enteral nutrition therapies®*?. Efforts were de-
veloped in order to bring education to physicians by
many educational initiatives. One of these was the
course entitled Total Nutrition Therapy® designed to
introduce physicians to the bases of clinical
nutrition'".

Recently the impact of the TNT course was evalua-
ted. Students were surveyed about the use of nutrition
knowledge acquired, in their clinical practice. It was
verified that the majority of the physicians participa-
ting in this survey increased their use of nutrition as-
sessment and time dedicated to nutrition therapy, and
increased the number of their patients placed on nutri-
tion therapy?.

To our knowledge there are, in Brazil, only a few
medical and nurse schools that have in the graduation
curriculum time dedicated to the teaching of clinical
nutrition.

In the other hand Amazon region is far away from
the central medical centers in the country and suffers
from its intercontinental size in terms of poor resour-
ces for education and health care. The State of Acre
(fig. 1) is located in the Amazon Region, distant
from the great Brazilian Metropolitan Areas, in a
frontier region (with Peru and Bolivia). It has
557.526 habitants, but the capital Rio Branco con-
centrates 45.4% of the State population (IBGE,
2000). The annual per capita income is US$ 1.841.

Health care graduate education is relatively new in
Acre. The Course of Nursing of the Federal Univer-
sity of Acre - UFAC was created in 1976, and has
168 students. The Course of Medicine of UFAC was
recently created (2002), for 40 students per year. The
post-graduating training - medical residence pro-
grant was also recently created (2000), as a part of
the State government project to improve the local
medical care. It offers basic medical training. There
are only 20 Resident Physicians who work with
adults and old age people. The Bahia Federal Uni-
versity Medical School (UFBA) is advising the State
of Acre government with actions to improve Medici-
ne development in the region.

In the tentative of reduce the lack of formal educa-
tion in clinical nutrition in our region we have develo-
ped a new educational intervention.

The present study aims to evaluate the awareness of
health care graduating students and professionals of
the multidisciplinary health team about the malnutri-
tion and nutrition disorders in hospitalized patients in
the Amazon region before and after taking an intensi-
ve education program in clinical nutrition.

Cases and methods

The present intervention study was performed from
september 29 to october 15, 2003, in the Fundacao
Hospital Estadual do Acre (FUNDHACRE) - Acre
State Foundation - Hospital, in the town of Rio Bran-
co, Brazilian Amazon Region. It’s a tertiary hospital
with 150 beds.

.

AMAZONAS

oF o

URINAME

GUIANA
. FRANCESA

BOLIVIA Fig. 1.—The Map of the Sta-
i te of Acre and the capital
Rio Branco.
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A Course on Clinical Nutrition, given in three we-
ekly classes, of four hours each, was offered to the
multidisciplinary health team, consisting on students
of Nursing and Medicine of Acre Federal University
(UFAC), nurses and physicians. The purpose of this
course was to raise the awareness of the multidiscipli-
nary health team about malnutrition and nutrition di-
sorders, responsible for increases in morbidity and
mortality in hospitalized patients.

It was approved by the Ethics Committee in Rese-
arch, FUNDHACRE.

An open divulgation of the course, through posters,
was done. The candidates were included after signing
the Informed Consent in participating of the study.

The design of this study was similar to the proposi-
tion of Roubenoff et al. (1987).

During the first week, the class was exposed to the
practice of nutritional assessment, in which each partici-
pant evaluated the nutritional status of the hospitalized
patient. In this moment, they answered some basic ques-
tions about their awareness on clinical nutrition, and re-
ceived a book entitled “Nutritional Assessment of Adult
and Aged”. In order to guide the participants during the
course, four Nursing students and six Medical students
had been trained for the previous six months.

On the second week, the students were required to
discuss about the theoretical subjects from the book,
formerly distributed. The contents were: 1. Nutrition di-
sorders in the hospital setting; 2. Nutritional Assess-
ment; 3. Nutritional History; 4. Nutritional Physical
examination; 5. Subjective Global Assessment; 6.
Anthropometry; 7. Laboratory tests; 8. Multiple inde-
xes; 9. Peculiarities of old-age and nutrition; 10. Practi-
cal guide for adult nutritional assessment, for regions
with shortage of resources; 11. Practical guide of old
aged nutritional assessment, for regions with shortage
of resources. The objective of the theoretical class was
to awaken the multidisciplinary health team about hos-
pital malnutrition and to teach a nutritional status as-
sessment, possible for regions with shortage of resour-
ces, but that permit the diagnosis nutritional risk
patients. It was a four hour class, using dynamic metho-
dology. Anthropometrics measurements were taught.

In the last week, the practice of evaluating the nutri-
tional status of the hospitalized patient was repeated.
Then, the participants answered some basic questions
about the course performance.

In this study, the results of the questions answered by
the participants before and after the course are presented.

For data analysis the SPSS (version 9.0) program
was used. The continuous variables were studied as
averages, standard deviations, minimal and maximal
values. The qualitative variables were evaluated by
their percent values. It’s a descriptive study.

Results

The course started with 195 participants. Their cha-
racteristics are presented in table I. Their age varied

from 17 to 51 years old. The mean age was 24.39 (+
6.21) years old. In table I their schooling is presented.
Three dietitians and two professionals of other areas
participated, although they didn’t belong to the study
group, so they were excluded from analysis. In three
questionnaires the majority of the questions weren’t
answered, leading to their exclusion, totalizing 187
valid participants.

Considering that the characteristics of each cate-
gory differed from each other, each one was studied
separately. Basic questions about awareness on clini-
cal nutrition were answered (table II). Clinical expe-
rience was also investigated (table III). The most fre-
quent problems the participants of the course related
to malnutrition were: immune function deficit, healing
impairment, weight loss, anemia and increased predis-
position to infections. They considered the major pro-
blems related to obesity as: hypertension, diabetes and
dyslipidemia.

During the last class, a questionnaire about the
course performance was answered. A total of 165 par-
ticipants concluded the course, distributed as follows:
86 (52.1%) students of nursing, 46 (27.9%) students
of medicine, 14 (8.5%) nurses, 11 (6.71%) resident
physicians, 3 (1.8%) physicians, 2 (1.2%) dietitians, 2
(1.2%) others, 1 (0.6) no answer. The answers given

Table I
Characteristics of the 195 health care students and
professionals who started the Course of Clinical Nutrition,
UFBA/FUNDHACRE/UFAC, september/octoer 2003

Characteristics n %
Gender
Male 74 38.0
Female 119 61.0
No answer 2 1.0
Racial group
White 126 64.6
Mulatto 58 29.7
Black 5 2.6
Indian mestice 3 1.5
No answer 3 1.5
Origin
Rio Branco 78 40.0
Other city (Acre) 30 154
Other State 81 41.5
Other Country 2 1.0
No answer 4 2.1
Schooling
Students of Nursing 97 49.7
Students of Medicine 52 26.9
Nurses 20 10.3
Resident physicians 15 7.7
Physicians 3 1.5
Dietitians 3 1.5
Others 2 1.0
No answer 3 1.5
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Table I1

Answers to basic questions about awareness on nutrition disorders given by 187 health care university students and
professionals who participated in the Course of Clinical Nutrition. UFBA/FUNDHACRE/UFAC, september/october 2003

University Students Professionals
n (%)
Question Nursing Medicine Nurses Resident Physicians TOTAL
Physicians
AWARENESS ON NUTRITION
DISORDERS
1. During your professional formation,
was the theme nutrition taught?
No 11(11.4) 35(67.4) 0 0 1(33.:3) 47(25,1)
Yes 34(35.0) 8 (154) 15 (75.0) 8(53.3) 2(66.7) 67 (35.8)
Superficially 49 (50.5) 7(134) 5(25.0) 7(46.7) 0 68 (36,4)
No answer 3(3.0) 2(3.8) 0 0 0 52.7)
TOTAL 97 (100.0) 52(100.0) 20 (100.0) 15 (100.0) 3(100.0) 187 (100.0)
2. When was your greater contact
with th theme nutrition before this course?
I 'had a little or no contact
with the theme 40 (41.4) 37(71.2) 1(5,0) 2(133) 1 (313) 81 (433)
During the graduation 51(52.6) 4(1.7) 16 (80.0) 11(73.4) 2(66.7) 84 (44.9)
In extra-curricular activities 4(4,2) 9(173) 0 2(13.3) 0 15(8.0)
During post-graduation courses 1(0.9) 2(3.8) 3(15.0) 0 0 3(1.6)
No answer 1(0.9) 2(3.8) 0 0 0
TOTAL 97(100.0) 52(100.0) 20 (100.0) 15 (100.0) 3(100.0) 187 (100,0)
3. Do you become worried if your patient looses weight?
Yes 66(68.0) 8 (154) 19.(95.0) 14 (93,3) 3(100.0) 110 (57.9)
No 33.1) 0 1(5.0) 1(6.7) 0 5(2.6)
I'had no contact with patients yet 28(28.9) 44 (84.6) 0 0 0 72 (31.9)
TOTAL 97 (100.0) 52(100.0) 20 (100.0) 15 (100.0) 3(100.0) 187 (100.0)
4. Do you worry about your patients' nutritional intake?
Yes 68(70.1) 7(135) 20 (100.0) 15 (100.0) 3(100.0) 113 (60,4)
No 0 0 0 0 0 0
I'had no contact with patients yet 29(29.9) 45 (86.5) 0 0 0 74 (39.6)
TOTAL 97(100.0) 52(100.0) 20 (100.0) 15 (100.0) 3(1000) 187 (100.0)
5. Do you take note about
nutritional disorders of your patients?
Yes 40(41.2) 2(3.8) 13 (65.0) 9(60.0) 1(33.3) 65 (34.7)
No 6(6.2) 3(5.8) 1(5.0) 1(6.7) 2(66.7) 13(6.9)
Sometimes 19(19.6) 1(1.9) 6 (30.0) 5(333) 0 31(16.7)
I'had no contact with patients yet 32 (33.0) 46 (88.5) 0 0 0 78 (41.7)
TOTAL 97(100.0) 52(100.0) 20 (100,0) 15 (100.0) 3(100.0) 187 (100.0)
6. Do you observe the reports about
nutrition disorders of your patients?
Yes 44 (45.4) 4(1,7) 15 (75.0) 13 (86.7) 1(33.3) 77 (412)
No 6(6.2) 1(1.9) 0 0 2(66.7) 9(4.8)
Sometimes 15(15.5) 1(19) 5(25,0) 2(133) 0 23(123)
I had no contact with patients yet 32(33.0) 46 (88.5) 0 0 0 78 (41.7)
TOTAL 97 (100.0) 52(100.0) 20 (100.0) 15 (100.0) 3(100.0) 187 (100.0)
7. Do you worry about your patients' weight?
Yes 40(41.2) 5(9.6) 14.(70,0) 15 (100.0) 2(66.7) 76 (40.6)
No 26(26.9) 1(19) 6 (30.0) 0 1(333) 34(18.1)
I had no contact with patients yet 31(32.0) 46 (88.5) 0 0 0 77 (41.7)
TOTAL 97 (100.0) 52(100.0) 20 (100.0) 15 (100.0) 3(100.0) 187 (100.0)
8. And height?
Yes 19(19.6) 4(1.7) 6 (30.0) 8(53.3) 2(66.7) 39(20.8)
No 47 (48.5) 2(3.8) 13 (65.0) 7(46.7) 1(333) 70 (37.4)
I had no contact with patients yet 31(32.0) 46 (88.5) 0 0 0 77 (4.1)
No answer 0 0 1(5.0) 0 0 1(0.5)
TOTAL 97 (100.0) 52(100.0) 20 (100.0) 15 (100.0) 3(100.0) 187 (100.0)
9. Are you informed that nutrition
disorders are responsible for increases
in complications and mortality?
Yes 37(38.1) 17(32.7) 17 (85.0) 13 (86.7) 2(66.7) 86 (45.9)
No 21 (21.6) 20 (38.5) 2(10.0) 1(333) 1(333) 45 (24.0)
Superficially 36 (37.1) 13(25.0) 1(5.0) 1(6.7) 0 51(274)
No answer 3(3.0) 2(3.8) 0 0 0 5(2.7)
TOTAL 97 (100.0) 52(100.0) 20 (100.0) 15 (100.0) 3(100.0) 187 (100.0)
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Table III
Clinical Experience of the 187 health care university students and professionals who participated in the Course of Clinical
Nutrition, UFBA/JFUNDHACRE/UFAC, september/october, 2003

University Students Professionals
n (%) n (%)
Question Nursing Medicine Nurses Resident Physicians TOTAL
Physicians
CLINICAL EXPERIENCE
1. Have you already accompanied some
malnourished patient?
No 54(55.7) 48(92.3) 0 1(6.7) 0 103 (55.0)
A few 36 (37.1) 4(1.7) 8 (40.0) 3(20.0) 2(66.7) 53(28.4)
Some 0 0 2(10.0) 5(333) 1(333) 8(4.3)
Alot 6(6.2) 0 10 (50.0) 6(40.0) 0 22(11.8)
No answer 1(1.0) 0 0 0 0 1(0.5)
TOTAL 97 (100.0) 52(100.0) 20 (100.0) 15 (100.0) 3(100.0) 187 (100.0)
2. How often do you have contact with
malnourished patients?
Never 39 (40.2) 45 (86.5) 0 1(6.7) 0 85 (45.5)
Seldom 37(38.1) 6(11.5) 2(10.0) 3(20.0) 1(33.3) 49(26.2)
Occasionally 17(17.5) 1(19) 13 (65.0) 5(333) 2(66.7) 38(204)
Very often 221 0 0 0 0 2(1.0)
No answer 2(2.0) 0 5(25.0) 6(40.0) 0 13(6.9)
TOTAL 97 (100.0) 52(100.0) 20 (100.0) 15 (100.0) 3(100.0) 187 (100.0)
3. Have you seen any complications in
malnourished patients?
No 69 (71.1) 48(92.3) 0 1(6.7) 0 118 (63.1)
A few 22(22.7) 3(5.8) 8 (40.0) 9(60.0) 2(66,7) 44(23.5)
Some 0 0 2(10.0) 3(20.0) 0 527
Alot 4(4.1) 0 10 (50.0) 2(133) 1(33.3) 1709.1)
No answer 2(2.0) 1(1.9) 0 0 0 3(1.6)
TOTAL 97 (100.0) 52(100.0) 20 (100.0) 15 (100.0) 3(100.0) 187 (100.0)

by the 2 dietitians, 2 other professions and 1 no ans-
wer were excluded resulting in 160 valid answers. The
absolute majority (96.7%) considered the course a
very important initiative. Considering the scale (0=
very bad to 10.0= excellent), the grades for it varied
from 7.0 to 10.0, with the average grade of 8.64 (+
0.87). The opinions about the course given by the par-
ticipants were: Fair 2, 1.2%; Good 34, 20.6%; Very
good 99, 60.0%; Excellent 30, 18.2%.

Various aspects were investigated, reinforcing the
changing of procedures to prevent malnutrition in the
hospitalized patients (table IV).

An amount of 105 participants (53.8%) didn’t know
about the Nutrition Support Multidisciplinary Team,
135 (69.2%) didn’t get the information about the re-
cent rules for Clinical Nutrition in Brazil, but 148
(89.7%) agreed that creation of the multiprofessional
team facilitates and enriches the nutrition support of-
fered to the inpatient.

After taking the course the participants improved
their diagnostic ability to diagnose malnutrition. Most
important almost 100% of the participants have agre-
ed that the couse has motivated their interest into prac-
tice of preventive measures to avoid the development
of hospital malnutrition.

The practical procedures enumerated by the partici-
pants as being important were: measuring weight and
height at hospital admission, weighting the patients at re-

gular intervals, to respect patients’ food preferences, to
avoid prolonged patients fasting and to take legible notes.

Discussion

In 1987, Roubenoff et al.?” developed a study in the
John Hopkins Hospital in which they studied all pa-
tients admitted to an acute medical ward service befo-
re and after their physicians and medical students we-
re taught to recognize nutritional deficiencies early
and to intervene appropriately. They demonstrated
that physician education can bring about significant
improvement in the nutritional care of patients. The
present study was inspired in the methodology propo-
sed by Roubenoff et al.””.

The TNT course was developed for physicians by
physicians®, and its impact in improving physicians
knowledge of clinical nutrition and the resulting bene-
fits on the patients care were demonstrated.

But the problem of hospital malnutrition involves
the multidisciplinary health team, because nurses are
not aware about the problem too*.

And this may happen because both physicians and
nurses were not taught clinical nutrition or their contact
with the theme was superficial in the graduated school.

So this study was designed to present this subject to
university students and health professionals with dif-
ferent educational level.
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Table IV
Evaluation of knowledge developed, by the 160 valid finalists, during the Course of Clinical Nutrition,
UFBA/FUNDHACRE/UFAC, september/october, 2003

University Students Professionals
n (%) n (%)
Question Nursing Medicine Nurses Resident Physicians TOTAL
Physicians
1. Did you incorporate some procedures
in your clinical practice after the Course
of Clinical Nutrition?
No 7(8.1) 0 0 0 0 7(43)
Yes 28 (32.7) 8(17.4) 13(92.9) 11 (100.0) 3(100.0) 63 (39.4)
I'm not developing clinical practice now 49 (56.9) 37(80.4) 1(7.1) 0 0 87 (54.4)
No answer 2(23) 1(22) 0 0 0 3(1.9)
TOTAL 86 (100.0) 46 (100.0) 14 (100.0) 11 (100.0) 3(100.0) 160 (100.0)
2. Did any modification of your diagnostic
ability happen after the Course?
No 2(23) 487 0 0 0 6(3.7)
Alittle 30 (34.9) 9(19.6) 7(50.0) 5(45.5) 0 51 (3L9)
Very much 52(60.5) 32(69.6) 7(50.0) 6(54.5) 2(66.7) 99 (61.9)
No answer 2(23) 1(22) 0 0 1(333) 425
TOTAL 86 (100.0) 46 (100.0) 14 (100.0) 11 (100.0) 3(100.0) 160 (100.0)
3. After the course, did you become
more worried about your patients' food
intake?
No 0 0 1(1.1) 1(9.1) 0 2(12)
Alittle 4(47) 4@8.7) 1(1.1) 0 0 9(5.6)
Very much 60 (69.8) 21 (45.7) 11(78.6) 10 (90.9) 3(100.0) 105 (65.7)
I'had no contact with patients yet 20 (23.3) 20 (43.5) 1(7.1) 0 0 41 (25.6)
No answer 2(23) 1(22) 0 0 0 3(1.9)
TOTAL 86 (100.0) 46 (100.0) 14 (100.0) 11 (100.0) 3(100.0) 160 (100.0)
4. Did this course motivate your interest
in practice of preventive measures to
avoid the development of hospital malnutrition?
No 0 1(22) 0 0 1(0.6)
Alittle 6(7.0) 3(6.5) 2(143) 0 11(6.8)
Very much 86 (93.0) 42(91.3) 12(85.7) 11 (100.0) 3(100.0) 148 (92.5)
TOTAL 86 (100.0) 46 (100.0) 14 (100.0) 11 (100.0) 3(100.0) 160 (100.0)
5. In your opinion how is the relationship
between the different professionals, which
take part of the Nutrition Multidisciplinary
Team?
Very bad 9(10.5) 0 2(14.3) 1(9.1) 0 12(75)
Fair 50 (58.1) 14 (30.4) 5(35.7) 6(54.5) 1(33.3) 76 (47.5)
Good 24(219) 23(35.7) 4(28.6) 3(27.3) 2(66.7) 57(35.6)
Very Good 3(3.5) 7(28.6) 2(14.3) 1(9.1) 0 13@8.1)
Excellent 0 0 2(43) 0 0 2(13)
No answer 0 0 0 0 0 0
TOTAL 86 (100.0) 46 (100.0) 14 (100.0) 11 (100.0) 3(100.0) 160 (100.0)

A three class course was offered to students and
professionals of Nursing and Medicine. The Course of
Clinical Nutrition, UFBA/FUNDHACRE/UFAC at-
tracted a public of 195 participants. Of them, 97
(57.8%) of the 168 Students of Nursery of Acre Fede-
ral University (UFAC) participated. The Nursery
Course of UFAC has two theoretical disciplines rela-
ted to Clinical Nutrition, of 30 hours each in the se-
cond and fifth periods. This explains the fact that 34
(35.0%) of them said they had contact with the theme
during the graduation course, but due to the small
class hours and the absence of practical credits, 49
(50.5%) classified this contact as superficial. Calls the
attention the fact that 47 (48.5%) of the Nursery stu-

dents and 13 (65.0%) Nurses didn’t worry about the
patients’ height.

Of the 80 Medical students of UFAC, 52 (65.0%)
participated. They are in the beginning of the course,
what explains the high aniount (88.5%) of them that
had no contact with patients yet. In the curriculum of
the Medicine Course of UFAC, there is no formal dis-
cipline that teaches Clinical Nutrition, which is super-
ficially taught during Internal Medicine in the seventh
period.

Of the 20 medical residents of FUNDHACRE that
lead with adults and aged, 15 (75%) participated.
When we analyze their contact with the theme Nutri-
tion we observe that 46.7% of the Resident physicians

A proposal for clinical nutrition
education for health care university
students and professionals in the Amazon

Nutr. Hosp. (2004) 19 (6) 353-361 359



considered their exposure to the theme superficial and
13.3% had no contact with it. Considering that the Re-
sidents Physicians were selected from the best gradua-
ted physicians through tests, this present observation
reinforces the idea of many authors that the physicians
are not presently being taught to recognize malnutri-
tion?, that there is a lack of emphasis given to nutri-
tion in the medical curriculum”, and that nutrition
awareness is the exception and not the rule in the hos-
pital setting'".

A total of 165 participants concluded the course.
Almost all considered the course a very important ini-
tiative, giving it an high average grade. Besides the
positive evaluation, participants of the course admit-
ted having profited significantly from it, with the in-
corporation of procedures and almost 100% of the
participants have agreed that the course has motivated
their interest into practice of preventive measures to
avoid the development of hospital malnutrition, despi-
te their clinical experience. This observation reinfor-
ces the conclusions of Roubenoff et al*’, who detected
a great interest and enthusiasm shown by the students
and house staff in their study, again suggesting that
physicians are not a priori reluctant to consider nutri-
tion in evaluating their patients.

Coats et al.? demonstrated a great reduction in the
increasing of malnutrition prevalence in hospitalized
patients after the implementation of medical education
and the creation of a multidisciplinary nutrition sup-
port service. The influence of the present course on
diagnosis ability and incorporation of procedures by
the multidisciplinary health team, and the nutrition as-
sessment of hospitalized patients are being analyzed
for future publication soon.

Corish & Kennedy® emphasize the importance of
the nutrition support team and the proposition that Nu-
trition should be recognized as a medical specialty in
Ireland. In Brazil, it is already recognized as a medical
specialty (Nutrology) and there are rules that impose
to hospitals the work of the Multidisciplinary Nutri-
tion Support Teams!'. More than half of the partici-
pants of the course considered that the relationship
between the different professionals, which take part of
the Nutrition Multidisciplinary Team is very bad/fair
and 148 (89.7%) agreed that the creation of the Multi-
disciplinary Nutrition Support Teams facilitates and
enriches the nutrition support offered to the inpatient.
Recently, FUNDHACRE is structuring its Multidisci-
plinary Nutrition Support Team, according to Brazi-
lian rules.

Conclusions

Several studies demonstrated that hospital malnutri-
tion is a very serious health problem, which increases
greatly the prevalence of complications and mortality.
Many factors contribute for its development, but the
lack of awareness of the multidisciplinary team about
the problem has an important participation. This is the

result of the lack of emphasis given to Nutrition in the
medical curriculum. But the great interest and enthu-
siasm shown by the participants as well as the appa-
rent profit obtained suggest that the key to open the
closet door is education. Teaching of Nutrition must
then be implemented in Medical, Nursing and Phar-
macy schools, and should include theoretical and
practical credits.
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Resumen

Objetivo: Determinar la incidencia de hipofosfatemia
en pacientes con nutricion parenteral, la cantidad de
fosfato necesaria para prevenir esta complicacién y los
factores de riesgo asociados.

Ambito: Estudio observacional no controlado en un
hospital de nivel I11.

Pacientes: pacientes ingresados con nutricion paren-
teral a los que se les ha realizado como minimo una ana-
litica completa.

Intervencion: Se registran durante un afio, los dias de
nutricion parenteral, el fosfato administrado y los nive-
les plasmaticos de calcio ionizado, y-glutamiltranspepti-
dasa, glucosa, fosfato, prealbiimina, urea y leucocitos.
Para el analisis se aplica una regresion miiltiple stepwise
y una regresion logistica.

Resultados: Se incluyeron en el estudio 827 determina-
ciones correspondientes a 401 pacientes. Las variables
significativas (p < 0,05) fueron: fosfato administrado y
los niveles séricos de calcio ionizado, glucosa, prealbimi-
na y urea; los coeficientes de regresion fueron 0,004
(95% IC: 0,002-0,006), -0,156 (95% IC: -0,270-0,037), -
0,014 (95% IC: -0,022-0,009), 0,005 (95% CI: 0,002-
0,009) y 0,019 (95% 1C: 0,016-0,022) respectivamente; la
constante fue 1,0735 (95% IC: 0,939-1,2079). El riesgo de
desarrollar hipofosfatemia disminuyo de 0,65 (95% IC:
0,33-1,26) a 0,16 (95% IC: 0,078-0.35) cuando el fosfato
administrado variaba deL rango 7,5-17,5 mmol a valores
superiores a 27,5 mmol.

Conclusiones: es necesario suplementar rutinariamen-
te las nutriciones con fosfato debido a que su contenido en
las emulsiones lipidicas comercializadas no es suficiente
para evitar la hipofosfatemia en la mayoria de pacientes
con nutricion parenteral. El aporte de fosfato debe ser su-
ficiente para restaurar el déficit de fosfato intracelular y
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HYPOPHOSPHATEMIA IN
PARENTERAL NUTRITION:
PREVENTION AND ASSOCIATED RISKS
FACTORS

Abstract

Aim: To determine the incidence of hypophosphate-
mia in parenterally fed patients, the phosphate amount
necessary to prevent this complication and associated
risks factors.

Setting: Observational study, not controlled, in a
third level hospital.

Patients: In-patients with parenteral nutrition with at
least a complete laboratory work-up.

Intervention: For a complete year, days on parenteral
nutrition, administered phosphate and plasmatic ioni-
sed calcium levels, y-glutamiltranspeptidase, glucose,
phosphate, pre-albumin, urea, and leukocytes were re-
corded. A multiple stepwise regression analysis and lo-
gistic regression are used for data analysis.

Results: Eight hundred and twenty seven determina-
tions, corresponding to 401 patients, were included. Sig-
nificant variables (p < 0.05) were: administered phosp-
hate and ionised calcium serum levels, glucose,
pre-albumin, and urea; regression coefficients were
0.004 (95% CI: 0.002 to 0.006), -0.156 (95% CI: -0.270 to
0.037), -0.014 (95%IC: -0.022 to 0.009), 0.005 (95%CI:
0.002 to 0.009) and 0.019 (95% CI: 0.016 to 0.022), res-
pectively; the constant was 1.0735 (95% CI: 0.939 to
1.2079). The risk for developing hypophosphatemia de-
creased from 0.65 (95%CI: 0.33 to 1.26) to 0.16
(95%CI: 0.078 to 0.35) when administered phosphate
varied from the span 7.5-17.5 mmol to values higher
than 27.5 mmol.

Conclusions: It is necessary to routinely supplement
nutrition with phosphate since its content in commer-
cially available lipidic emulsions is not sufficient to pre-
vent hypophosphatemia in the majority of patients with
parenteral nutrition. Phosphate intake must be suffi-
cient to restore the intracellular phosphate deficit and to
compensate for the plasmatic phosphate fall, with spe-
cial attention to poorly nourished, hyperglycaemic or
with renal failure patients. Phosphate intakes around



compensar la caida de fosfato plasmatico, con especial
cuidado para los pacientes desnutridos, hiperglucémicos
o con insuficiencia renal. Aportes de fosfato entre 27-37
mmol, disminuyen drasticamente la incidencia de hipo-
fosfatemia en los pacientes estudiados, no registrandose
ningin caso de hipofosfatemia severa.

(Nutr Hosp 2004, 19:362-366)

Palabras clave: Hipofosfatemia. Factores de riesgo.
Aporte de fosfato.

Introduccion

La hipofosfatemia es una complicacion metabodlica
frecuente en la poblacion hospitalaria'-2. Esta asociada
a ciertas situaciones (enfermo quir@rgico, renal, hepa-
tico, estado critico etc.) y su incidencia se ha visto in-
crementada desde la introduccion en la practica clini-
ca de la Nutricion Parenteral (NP). Después de
reanudar la alimentacion en un paciente desnutrido, se
produce como respuesta un incremento de determina-
dos intermediarios de la glicolisis asi como un aumen-
to de la sintesis de ATP provocando el paso de fosfato
plasmatico a fosfato intracelular. Por otra parte, la ad-
ministracion de cantidades elevadas de glucosa en la
NP estimula la liberacion de insulina la cual incide en
la redistribucion y en la caida del fosfato plasmatico®.
Todo ello, sumado a las especiales caracteristicas del
paciente con NP (desnutricion, pérdidas incrementa-
das o disminucidn de la absorcion de fosfato, determi-
nadas patologias predisponentes y estados de hiperca-
tabolismo etc.), provoca que la hipofosfatemia pase a
ser una complicacion metabolica frecuente en los pa-
cientes con NP, registrando todavia hoy en dia unos
valores relativamente altos de incidencia, y pudiendo
revestir graves consecuencias en el paciente critico*®.
Ademas, sobre todo en el caso del paciente grave,
existe controversia sobre la cantidad ideal de fosfato
para la prevencion de la hipofosfatemia.

Los objetivos del estudio son: determinar la inci-
dencia de hipofosfatemia en una muestra amplia de
pacientes con NP en nuestro ambito, cuéles de los da-
tos analiticos de los pacientes recogidos sistematica-
mente son indicadores de riesgo de la hipofosfatemia
y la cantidad de fosfato necesaria para prevenirla.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio de tipo observacional, no con-
trolado y retrospectivo en los pacientes con NP ingre-
sados durante 1 afio en un hospital de nivel III que tu-
vieran al menos una analitica completa durante su
tratamiento con NP. Los datos para la realizacion del
estudio se obtuvieron del programa informatico de se-
guimiento de la Unidad de NP del Servicio de Farma-
cia, donde se registran semanalmente las analiticas

27-37 mmol dramatically decrease the incidence of hy-
pophosphatemia in studied patients, with no recorded
cases of severe hypophosphatemia.

(Nutr Hosp 2004, 19:362-366)

Key words: Hypophosphatemia. Risks factors. Phospha-
te intake.

completas de los pacientes: urea, prealbtimina, fosfa-
to, glucosa, calcio ionizado, y—glutamiltranspeptidasa
y leucocitos. Consideramos hipofosfatemia cuando el
valor del fosfato plasmatico es inferior a 0,81
mmol/L; hipofosfatemia moderada cuando las con-
centraciones plasmaticas de fosfato, estaban compren-
didas entre 0,4 y 0,8 mmol/L e hipofosfatemia severa
con concentraciones inferiores a 0,4 mmol/L). Segtin
el tipo de formula de NP utilizada, el aporte de gluco-
sa suministrado a los pacientes vario entre 75 y 300 g,
el aporte de lipidos entre 50-100 g, el de aminoacidos
ente 52-135 g, las calorfas no proteicas fluctud entre
800 y 2.200 y el aporte de fosfato entre 7,5 mmol-37
mmol. Siendo 7,5 mmol el fosfato incluido en las
emulsiones lipidicas.

Andlisis estadistico

Como variable dependiente se estudio el nivel de
fosfatemia de los pacientes con NP (mmol/L). Como
variables independientes se estudiaron: a) nimero de
dias con NP previos a la determinacion analitica. b)
nivel plasmatico de urea (mmol/L). c) nivel plasmati-
co de glucosa (mmol/L). d) nivel plasméatico de GGT
(pkat/L). e) nivel plasmatico de leucocitos (U/uL). f)
nivel plasmatico de prealbamina (mg/dL). g) nivel
plasmatico de calcio ionizado corregido (mmol/L). h)
la media del fosfato administrado en los 3 dias antes
de la determinacion. Los datos relativos a la poblacion
se expresaron como media, desviacion estandar y por-
centaje. Se aplicaron dos tipos de andlisis multivarian-
tes para determinar los factores de riesgo asociados a
hipofosfatemia’.

1. Estudio cuantitativo: Se realizd una regresion li-
neal maltiple stepwise para obtener las variables
relacionadas en una ecuacion de prediccion y los
coeficientes de regresion relacionados con los
niveles séricos de fosfato. Se consider6 que las
variables muestran una relacion significativa
con un valor de p < 0,05.

2. Estudio cualitativo: Se aplic6 una regresion lo-
gistica multiple para determinar los factores de
riesgo. Se analizaron las variables independien-
tes que eran significativas en el modelo anterior.
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Los odds ratio y los intervalos de confianza se definie-
ron como medidas de riesgo. Todos los datos fueron
procesados en software de analisis estadistico SPSS.

Resultados

La edad media de los pacientes estudiados fue de
56,8 + 17,6 ahos, con un peso corporal medio de
66,8 £ 14,4 kg. Distribuidos por sexos 363 corres-
pondian a hombres y 160 a mujeres. La media del
fosfato plasmatico determinado fue de 1,2 + 0,4
mmol/L (0,23-5,5).

Los diagnosticos iniciales de estos pacientes se de-
tallan en la tabla I. La mayoria de estos pacientes
(79,4%) estuvieron sometidos a cirugia (54,7% a ciru-
gia digestiva, 7,3% a trasplante de médula 6sea y
17,4% a otros tipos). Fueron incluidas en el analisis
multivariante 827 determinaciones analiticas corres-
pondientes a 401 pacientes con NP de las cuales 78
(9,4%) se asociaron a hipofosfatemia. La incidencia
de la hipofosfatemia en los 401 pacientes incluidos es
del 17,7 % (1,7% con hipofosfatemia severa 'y 16%
con hipofosfatemia moderada).

De los pacientes a los que se les administrd més de
27 mmol de fosfato no se registrd ninglin caso de hi-
pofosfatemia severa y sdlo 10 mostraron hipofosfate-
mia moderada en comparacidon con los 6 y los 28
casos de hipofosfatemia severa y moderada respecti-
vamente del grupo con menor aportacion de fosfato
(tabla II).

En el estudio cuantitativo, las variables que mostra-
ron una relacidn significativa con la hipofosfatemia

Tabla I
Diagndstico de pacientes con nutricion parenteral total

Diagndstico Pacientes n (%)

Neoplasia digestiva 93 (23,1)
Neoplasias no digestivas 62 (15.5)
Patologfa digestiva no tumoral 144 (35,9)
Traumatismos 32 (8)
Patologfa cardiovascular 38(9.4)
Infecciones 14 (3,4)
Otros 18 (4,6)
Tabla II

Niveles de fosfato sérico en funcion
del fosfato administrado

Fosfato Casos hipofosfatemia (n)

Administrado (mmol) Severa Media Normofosfatemia

fueron: urea, glucosa, calcio, fosfato administrado y
prealbimina (tabla III).

La ecuacion predictiva para el nivel plasmatico de
fosfato es:

Y=1.0735 + 0.0196X, + 0.0059 X, + 0.00466 X, - 0,0144 X - 0.1565 X,

Y = niveles séricos de fosfato
X, = urea plasmatica

X, = prealbamina plasmatica
X, = fosfato administrado

X, =glucosa plasmatica

X, =calcio ionizado

Los valores plasmaticos de urea y prealbimina, asi
como el fosfato administrado, presentaron un coefi-
ciente de correlacidn positivo, es decir, mantienen una
relacion directa con los valores plasmaticos de fosfa-
to. La glucosa y el calcio mostraron en cambio el coe-
ficiente de correlacion negativo y la relacidon con el
fosfato plasmatico es inversa.

En el estudio cualitativo se determinaron los odds
ratio y los intervalos de confianza (tabla IV).

El riesgo de hipofosfatemia es tres veces mayor pa-
ra valores de prealbimina menores o igual a 20
mg/dL. En cuanto al fosfato administrado, tomando
como referencia el valor minimo (7,5 mmol), el riesgo
de hipofosfaternia disminuye diez veces si la adminis-
tracion es > 27,5 mmol aproximéandose a riesgo 0. Fi-
nalmente el riesgo de hipofosfatemia casi se duplica
cuando la glucosa es mayor de 8 mmol/L o el calcio
ajustado aumenta a valores mayores de 0,7 mmol/L.

Discusion

Se ha descrito una incidencia de hipofosfatemia en
pacientes hospitalizados entre 0,2-12% y de hipofos-
fatemia severa entre 0,42-0,48%"2%° llegando a valo-
res del 30-40% cuando se trata de pacientes con so-
porte nutricional®'2. La incidencia de hipofosfatemia
que hemos encontrado en nuestro estudio esta por de-
bajo de los valores descritos en la literatura debido po-
siblemente al tipo de poblacion estudiada, a la meto-
dologia y a la composicion de la NP. Los pacientes
incluidos en nuestro estudio presentaban una gran he-
terogeneidad en el tipo de patologia y gravedad. En
general, otros estudios se centralizan en un grupo es-
pecifico de pacientes criticos. Por otra parte, la forma
de presentacion de la hipofosfatemia durante uno o
dos dias en la primera semana de NP, ocasiona que se-
glin la frecuencia de las determinaciones analiticas, la
hipofosfatemia puede llegar a no detectarse. Final-
mente, otro factor a tener en cuenta, es la composicion
de la NP no siempre descrita en los estudios. Asi{ por
ejemplo, la inclusion de lipidos en la formulacion de
la NP permite disminuir la cantidad de glucosa admi-
nistrada que en enfermos desnutridos es una de las
principales causas de la caida del fosfato plasmatico.

Son muchas las causas de la hipofosfatemia descri-

<75 6 28 152
75-17,5 0 18 120
17,5-27,5 0 16 194
>275 0 10 283
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Tabla III
Factores de riesgo. Estudio cuantitativo: regresion lineal miltiple stepwise

Variable X B Intervalo de confianza Significacion Ecuacion
Urea plasmatica X, 0,0196 0,016-0,022 0,0001 Incluido
Prealbimina plasmatica X, 0,059 0,002-0,009 0,0004 Incluido
Fosfato administrado X, 0,0466 0,002-0,006 0,0001 Incluido
Glucosa plasmatica X4 -0,0144 -0,022-0,006 0,0002 Incluido
Calcio plasmatico ionizado X -0,01565 -0,275-0,037 0,0103 Incluido
Namero de dias X, — NS No incluido
Leucocitos X, — NS No incluido
GGT plasmatica X, — NS No incluido

Coeficiente de determinacion R> = 0,194.
F Snedeckor = 39.206.

SIG F =0,00001.

NS: no significativo.

Tabla IV
Estudio cualitativo: regresion miiltiple logistica

Variables Hipofosfatemia Odds Intervalo de
Si No ratio confianza

Fosfato administrado

< 7,6 mmol 34 152 1

7,5-17,5 mmol 18 120 0,655 0,338-1,268

17,5-27,5 mmol 16 194 0,343 0,175-0,673*

> 27,5 mmol 10 283 0,166 0,08-0,351

Glucosa plasmatica

< 8,1 mmol/L 38 505 1

> 8 mmol/L 40 244 1.815  1.096-3.004*

Urea plasmética

<21 mmol/L 70 683 1

> 20 mmol/L 8 66 0,451 0,192-1,058

Prealbtimina plasmatica

>20 mg/dL 4 145 1

<21 mg/dL 74 604 3.495 1.201-10.167*

Calcio plasmético

(ajustado)

< 0,7 mmol/L 15 298 1

> (0,7 mmol/L 63 451 1.948  1.057-3.589*

* Estadisticamente significativo.

tas en los pacientes hospitalizados'?, sin embargo, hay
pocos estudios en la literatura revisada que hayan de-
terminado especificamente los factores de riesgo de la
hipofosfatemia en pacientes con NP.

En pacientes con una disminucion de la funcion re-
nal (niveles altos de urea), la concentracion plasmati-
ca de fosfato aumenta debido a una disminucion de su
aclaramiento renal. Sin embargo en pacientes desnu-
tridos y sometidos a dialisis, la hipofosfatemia puede
ser com{n'>,

La prealbimina como marcador del estado nutricio-
nal, presenta una relacion directa con el fosfato plas-

matico. Multiples estudios han sefhalado el estado de
malnutricidbn como causa de aparicion de hipofosfate-
mia sobre todo en la introduccidn de la alimentacion
después de un periodo en el que no se ha recibido nin-
gan aporte nutricional (“refeeding»), sin embargo, so6-
lo un estudio en la literatura revisada, presenta a la
prealbiimina como factor prondstico. Marik'® determi-
nd en un estudio prospectivo con 62 pacientes criticos
la incidencia de hipofosfatemia en el periodo de la in-
troduccion de alimentacidn, e identifico a la concen-
tracidn sérica de prealbimina como tnico factor de
riesgo capaz de predecir la hipofosfatemia.

Respecto a la variable fosfato administrado, en
nuestro estudio valores de fosfato administrado en la
NP superiores a 27,5 mmol (hasta un maximo de 37,5
mmol) reduce drasticamente la hipofosfatemia, siendo
el riesgo de hipofosfatemia inversamente proporcional
a la cantidad de fosfato administrado.

Estudios anteriores habian intentado definir la can-
tidad de fosfato necesaria para prevenir la hipofosfa-
temia. Thompson'® en un estudio retrospectivo con 61
pacientes con NP conteniendo 13,6 mmol/L de fosfa-
to no detectd ningtin caso de hipofosfatemia severa,
aunque se produjo una alta incidencia de hipofosfate-
mia (38% de los pacientes). Clark encontrd insufi-
cientes los 15 mmol/I o los 710 mg (23 mmol) de fos-
foro/L incluidos de forma estandar en las NP o
formulas enterales respectivamente, y precisd incre-
mentar las dosis de fosfato en los pacientes criticos
administrandolo en forma de uno o mas bolus endo-
venosos'’. Takala recomienda dosis de fosfato de 0,5
mmol/kg de peso para cubrir las necesidades diarias
en un estudio realizado en 24 pacientes criticos con
NP, aunque pueden ser insuficientes en pacientes con
prolongado hipercatabolismo'®. Dosis mayores de
37,5 mmol de fosfato como las recomendadas en al-
gunos estudios, con vistas a conseguir un balance po-
sitivo de fosfato en enfermos criticos'>%, han de valo-
rarse por el peligro que suponen los precipitados de
fosfato calcico tal como advierte la alerta de la FDA
en 1994*'. Como solucion no parece aconsejable la al-

Hipofosfatemia en nutricion parenteral:
prevencion y factores de riesgo asociados

Nutr. Hosp. (2004) 19 (6) 362-366 365



ternancia de calcio y fosfato en la NP ya que la los ra-
tios de retencion de calcio-fosfato son mejores cuan-
do se administran conjuntamente, seglin el estudio de
Kimura realizado en pacientes pediatricos con NP2
Para aumentar la estabilidad de las mezclas de NP, la
Asociacion Americana de Nutricion Parenteral y En-
teral (ASPEN) recomienda la utilizacion de calcio or-
ganico®. Otra posibilidad es la utilizacion de fosfato
orgéanico (D-fructosa-1,6 difosfato) segiin un estudio
in vitro comparativo de compatibilidad entre calcio-
fosfato®.

El aumento de glucosa en sangre ocasiona la caida
del fosfato plasmatico debido por una parte a la fosfo-
rilacion de la glucosa y al incremento de los requeri-
mientos del fosfato intracelular, y por otra, al aumento
de la excrecion de fosfato por diuresis osmotica. Por
ello debe vigilarse la cantidad y la velocidad de admi-
nistracion sobre todo en pacientes desnutridos®>.

En nuestro estudio, el calcio ionizado y corregido
presenta una correlacion negativa con el fosfato plas-
matico. Debido a la interrelacion entre el calcio y el
fosfato, un aumento del calcio en el lumen intestinal
favorece un descenso en la produccidn de vitamina D,
provocando una disminucion en la absorcion del fos-
fato. En un estudio realizado en 22 pacientes en el pe-
riodo postraumatico inmediato el calcio ionizado no
mostrd relacion alguna con el fosfato plasmatico. Sin
embargo se trataba de pacientes sin nutricion parente-
ral o enteral, y la determinacidn del calcio se realizd
Gnicamente durante 3-4 dias después del trauma®. En
otro estudio retrospectivo con 44 pacientes a los que
se habia practicado una reseccion hepatica mayor no
se encontrod relacion entre hipofosfatemia y calcio
aunque en este caso no se determiné el calcio ionizado
y eran enfermos sin NP?.

En conclusion, es preciso suplementar rutinaria-
mente las nutriciones con fosfato ya que el contenido
en las emulsiones lipidicas comercializadas no es sufi-
ciente para evitar la hipofosfatemia en la mayoria de
pacientes con NP. Debido a las especiales caracteristi-
cas de los pacientes con NP el aporte de fosfato debe
ser suficiente para restaurar el déficit de fosfato intra-
celular y compensar la caida de fosfato plasmatico,
con especial cuidado para los pacientes desnutridos,
hiperglucémicos o con insuficiencia renal. Aportes de
fosfato en la NP entre 27-37 mmol, disminuye drasti-
camente la incidencia de hipofosfatemia en los pa-
cientes estudiados, no registrandose ninglin caso de
hipofosfatemia severa.

Referencias

1. Halevy J, Bulvik S: Severe hypophosphatemia in hospitalized
patients. Arch Intern Med 1998, 148:153-155.

2. Camp MA, Allon M: Severe hypophosphatemia in hospitali-
zed patients. Miner Electrolyte Metab 1990, 16:365-368.

3. Berner Y, Shike M: Consequences of phosphate imbalance.
Am Rev Nutr 1988, 8:121-48.

10.

11.

12.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

366 Nutr. Hosp. (2004) 19 (6) 362-366

Hoff SD, Rowlands BJ: Guillain-Barré Syndrome due to hy-
pophosphatemia following intravenous hyperalimentation.
JPEN 1988, 12:414-416.

Solomon SM, Kirby DF: The refeeding syndrome: a review.
JPEN 1990, 14:90-97.

Weinsier RL, Krumdieck CL: Death resulting from overzea-
lous total parenteral nutrition: the refeeding syndrome revisi-
ted. Am J Clin Nutr 1980, 34:393-399.

Domenech JM, Sarria A: Construccion de un modelo de regre-
sion maltiple con fines predictivos: seleccion de la mejor
ecuacion. En: Analisis multivariante en ciencias de la salud:
modelos de regresion. Gréficas Signo ed. Esplugas de Llobre-
gat: José M." Domenech Massons, 1997.

Betro MG, Pain RW: Hypophosphatemia and hyperphospha-
temia in a hospital population. Br Med J 1973; 1:273-276.
Guy JIM, Stewart MK, Olukoga A, Horsman G, McMurray
JR: Hypophosphatemia in general practice patients. Ann Clin
Biochem 1999; 36:37-42.

Sacks GS, Walker J, Dickerson RN, Kudsk KA, Brown RO:
Observations of hypophosphatemia and its management in nu-
trition support. Nutr Clin Pract 1994, 9:105-108.

Baker SS, Dwyer E, Queen P: Metabolic derangements in chil-
dren requiring parenteral nutrition. JPEN 1986, 10:279-281.
Zazzo JF, Troché G, Ruel R, Maintenant J: High incidence of
hypophosphatemia in surgical intensive care patients: efficacy
of phosphorus therapy in myocardial function. Intensive Care
Med 1995, 21:826-831.

Druml W, Kleinberger G: Hypophosphatemia in patients with
chronic renal failure during total parenteral nutrition. JPEN
1999; 23:45. Letter.

Duerksen DR: Response to Drs Druml and Kleinberger. JPEN
1999, 23: 45. Letter.

Marik PE, Bedigian MIK: Refeeding hypophosphatemia in
critically ill patients in an intensive care unit. A prospective
study. Arch Surg 1996, 131:1043-7.

Thompson JS, Hodges RE: Preventing hypophosphatemia du-
ring total parenteral nutrition. JPEN 1984, 8:137-9.

Clark CL, Sacks GS, Dickerson RN, Kudsk KA, Brown RO:
Treatment of hypophosphaternia in patients receiving speciali-
zed nutrition support using a graduated dosing scheme: results
from a prospective clinical trial. Crit Care Med 1995,
23:1504-1511.

Takala J, Neuvonen P, Klossner J: Hypophosphatemia in hy-
percatabolic patients. Acta Anesthesiol Scand 1985, 29:65-67.
Pigon J, Lindholm M, Eklund J, Hagelback A: Phosphate sup-
plementation in parenteral nutrition. Acta Anesthesiol Scand
1985, 29:50-54.

Pomposelli JJ, Pomfret EA, Burns DL y cols.: Life-threatening
hypophosphatemia after right hepatic lobectomy for live donor
adult liver transplantation. Liver Transpl 2001, 7:637-42.

FDA Safety alert: hazards of precipitation associated with pa-
renteral nutrition. Am J Hosp Pharm 1994, 51:1427-8.
Kimura S, Nose O, Seino Y y cols.: Effects of alternate and si-
multaneous administrations of calcium and phosphorus on cal-
cium metabolism in children receiving total parenteral nutri-
tion. JPEN 1986, 10:513-516.

National advisory group on standards and practice guidelines
for parenteral nutrition. Safe practice for parenteral nutrition
formulations. JPEN 1998, 22:49-66.

Prinzivalli M, Ceccarelli S: Sodium d-fructose-1,6-diphospha-
te vs sodium monohydrogen phosphate in total parenteral nu-
trition: a comparative in vitro assessment of calcium/phospha-
te compatibility. JPEN 1999, 23:326-332.

Rasmussen A: Carbohydrate induced hypophosphatemia.
Anasthesiol Scand 1985, 29:68-70.

Daily WH, Tonnesen AS, Allen SJ: Hypophosphatemia: inci-
dence, aetiology, and prevention in the trauma patient. Crit
Care Med 1990, 18:1210-1214.

George R, Shiu MH: Hypophosphatemia after major hepatic
resection. Surgery 1992, 111:281-286.

J. M. Llop Talaveroén y cols.



Nutnjicién'
Hos

Original

Nutr. Hosp. (2004) XIX (6) 367-371
ISSN 0212-1611 « CODEN NUHOEQ
S.V.R. 318

Quality of Life of obese patients submitted to bariatric surgery

N. Barreto Villela*, O. Braghrolli Neto**, K. Lima Curvello***, B. Eduarda Paneili****,

C. Seal***** D, Santos***** and T. Cruz******

*Associate Professor. Bahia Federal University (UFBA) Nutrition School. Coordinator of the Nutrition Staff of the Professor
Magalhdes Netto Pavilion. **Full Profesor of Surgery. UFBA Medical School. ***Teaching Staff. UFBA Nutrition School.
***%%Graduation Students. UFBA Nutrition School. *****Graduation Students. Department of Psychology. UFBA Philosophy
and Humans Sciences School. ******Agsociate Professor. UFBA Medical School. Chief of the Endocrine Service Prof.

Edgard Santos University Hospital (HUPES). Brasil.

Abstract

Introduction: The quality of life (QOL) of patients
with morbid obesity (MO) is reduced given the restric-
tions it imposes. Bariatric surgery is considered an effi-
cient treatment for MO as it leads to marked and pro-
gressive weight reduction. Weight loss, appropriate
nutritional advice and follow up may induce significant
improvement in QOL.

Aim: To evaluate the degree of QOL in patients with
MO before and after bariatric, surgery (Fobi-Capella
reducing gastroplasty).

Cases. Material and Methods: 95 morbidly obese(BMI
> 40 kg/m?) or moderately obese (BNI 35 - 39 kg/m?) pa-
tients with co-morbidities were seen, followed up and gi-
ven advice by the Nutrition, Psychology, Endocrinology
and Surgery staff at the Federal University of Bahia
Hospital. Group I included 66 subjects at the pre-surgi-
cal stage and Group II was composed of 29 other pa-
tients in a late postsurgical phase. Group II patients were
seen at 6, 12 and more months after bariatric surgery.
The medical outcomes study Short-Form Health Survey
(SF-36) was the instrument used to evaluate QOL in this
study. Data were analyzed using the Mann-Whitney
non-parametric method and the SPSS program.

Results: A statistically significant improvement in
QOL was detected in the aspects of general health, func-
tional ability and vitality. A progressive improvement in
physical conditioning was particularly observed in the
patients who had had bariatric surgery less than 6
months before, between 6 and 12 months and more than
12 months before. Small changes in subjective features
were seen. An improvement in social aspects was obser-
ved after a post surgical fall. This explains why do not
changes appear when pre and post surgical patients are
compared.

Conclusions: Fobi-Capella bariatric surgery for our
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CALIDAD DE VIDA EN PACIENTES
OBESOS SOMETIDOS A
CIRUGIA BARIATRICA

Resumen

Introduccion: La calidad de vida (QOL) de los pa-
cientes con obesidad mérbida (OM) se ve reducida da-
das las restricciones que esta situaciéon impone. Se consi-
dera que la cirugia bariatrica es un tratamiento eficaz
para la OM puesto que conduce a una reduccion notable
y progresiva del peso. Perder peso, el consejo dietético
adecuado y el seguimiento pueden favorecer una mejo-
ria notable en la QOL.

Objetivo: Evaluar el grado de QOL en pacientes con
OM, antes y después de la cirugia bariatrica (gastro-
plastia reductora de Fobi-Capella).

Casos, material y métodos: Noventa y cinco pacientes
obesos morbidos (IMC > 40 kg/m?), o moderados (IMC
35 -39 kg/m?) con comorbilidades, fueron vistos, segui-
dos y recibieron consejo por parte del personal de Nu-
tricion, Psicologia, Endocrinologia y Cirugia del Fede-
ral University Bahia Hospital. El grupo I incluia
individuos en la etapa prequirirgica y el grupo II se
componia de 29 pacientes distintos en una etapa pos-
quiridrgica avanzada. A los pacientes del grupo II se les
vio a los 6, 12 y mas meses después de la cirugia baria-
trica. Se utilizé el estudio de resultados médicos Short
Form Health Survey (SF-36) para evaluar la QOL en
este estudio. Se analizaron los datos utilizando el méto-
do no paramétrico de Mann-Whitney y el programa
SPSS.

Resultados: Se detecté una mejoria estadisticamente
significativa en la QOL, en los aspectos de salud general,
capacidad funcional y vitalidad. Se vio una mejoria pro-
gresiva en la forma fisica, particularmente en los pa-
cientes que habian sido sometidos a cirugia bariatrica
en los dltimos 12 meses, entre los 6 y 12 meses, y hacia
mas de 6 meses. Se vieron pequeiios cambios en los pun-
tos subjetivos. Se observé un cambio en los aspectos so-
ciales tras una caida posquirurgica. Esto explica el por-
qué los cambios no se ven cuando se comparan pacientes
pre y posquirdrgicos.

Conclusiones: La cirugia bariatrica de Fobi-Capella
en nuestros pacientes con obesidad mérbida o con obesi-
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patients with MO or with co-morbidities associated mo-
derate obesity resulted in QOL improvement, and gra-
dual but marked improvements in physical condition
over time.

(Nutr Hosp 2004, 19:367-371)

Key words: Quality of life. Morbid obesity. Moderate
obesity with co-morbidities. Bariatric surgery. SF-36.

Introduction

Obesity is a complex and multi-factorial disease
arising from excessive storage of fat which results
from the interaction of social, behavioral, cultural,
psychological, metabolic and genetic factors.

The prevalence of obesity has increased signifi-
cantly in the last decade in Brazil, especially in fe-
male adults reaching 13.3%'. The rate at which obe-
sity is increasing in this country is 0.36/year for the
female and 0.2/year for the male populations, as
compared to the US and the UK, where it varies from
0.5 to 1.0/year'. These values are considered alar-
ming when one takes into account the elevated pre-
valence of co-morbidities (high blood pressure, dys-
lipidemia, carbohydrate intolerance). A greater
mortality rate is found among individuals whose
obesity is classified as severe or morbid. The most
recent version of the weight classification from the
World Health Organization (WHO), shown in table
I, uses the Quetelet or Body Mass Index (BMI) and
expresses its values in kg/m?.

Quality of life, as defined by the WHO QOL Group
is “the perception of the individual in life, in the con-
text of culture and in the system of values where
he/she lives in relation to his/her objectives, expecta-
tions, standards and concerns™. QOL may be unders-
tood as the degree of satisfaction an individual reaches
in relation to his/her essential and secondary needs in
the environment where he or she lives. Essential needs
are those related to education and health: secondary

Table I
WHO classification according to
the Body Mass Index (BMI)

BMI (kg/m?) Categories
18.5t024.9 Normal
25.0t029.9 Overweight

30.0 to 34.9 Grade I obesity
35.0t039.9 Grade I obesity
=40 Grade III obesity

Source: Practical Guide: Identification. Evaluation and Treatment
of Overweigt and Obesity in Adults. NHLBI-Obesity Education Ini-
tiative-WHO. October 2000.

dad moderada y comorbilidades asociadas supuso una
mejoria en la QOL, y una mejoria gradual, pero nota-
ble, en la situacion fisica a lo largo del tiempo.

(Nutr Hosp 2004, 19:367-371)

Palabras clave: Calidad de vida. Obesidad morbida.
Obesidad moderada con comorbilidades. Cirugia baridtri-
ca. SF-36.

needs are subjective, psychological and frequently of
an environmental and esthetic nature*.

It is important that people feel psychologically
well, in good physical condition, socially integrated,
functionally competent and thus able to reach an ade-
quate QOL.

The tools for QOL evaluation are multidimensio-
nal, including both subjective and objective features
of well being. They also reflect the effects of the treat-
ment used and this may lead to new procedures in the
post surgical follow-up and enable the provision of
public and private expenses for the treatment.

Bariatric surgery is one of the therapeutic modali-
ties considered able to offer acceptable results favo-
ring rapid weight loss and a reduction of risks from
morbid or co-morbidities-associated moderate
obesity*’.

The techniques of bariatric, surgery available today
may be classified in three groups: a) dysabsorptive -
resulting in reduction of the absorption of ingested nu-
trients; b) restrictive-causing reduction of gastric ca-
pacity and consequently diminishing food ingestion,
and ¢) mixed-techniques including features from the
two previous groups.

No surgical intervention is free of risk but there are
factors that can interfere in the surgical outcome such
as the type of surgery with its respective implications,
the age and the clinical status of the patient. Despite
the possible risks, bariatric surgery is used since it of-
fers greater perspectives for a longer, and better qua-
lity of life.

It has been suggested that the QOL of morbidly or
moderately obese patients with associated co-morbidi-
ties improves after bariatric surgery. However, this
impression derives from individual observations, nee-
ding confirmation via a systematic group study capa-
ble of quantifying the variation of the level of QOL of
the subjects. The present study proposes to evaluate
this degree of variation in patients before and after ba-
riatric surgery and to allow the drawing of conclusions
confirming one of the following hypotheses:

a) the surgical procedure led to an improvement in
the QOL of the patients

b) after bariatric surgery the level of QOL in both
groups studied did not change.
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Cases, material and methods
Design

Cross-sectional study evaluating the groups studied
at different intervals.

Patients

Data were collected between October 2002 and
May 2003 from patients classified as Grade III and co-
morbirlities-associated grade II obese patients. These
patients were divided into 2 groups. Group I was ma-
de up of individuals recommended for surgical treat-
ment for their obesity. Group II includes patients who
had had bariatric surgery. Most patients evaluated in
this study had comorbidities usually associated with
obesity (arterial hypertension, dyslipidemia, glucose
intolerance or even diabetes mellitus).

In total 95 patients with obesity, classified either as
grade III or grade II with co-morbidities, 66 of which
were in pre-operative phase and 29 who had been ope-
rated on at least 2 months before, were studied. The
aim was to measure their quality of life before baria-
tric surgery (group I) and to follow their recovery
from surgery and to evaluate their quality of life
(group II). No patients were evaluated before and after
the surgery. All 95 patients were seen and followed
during the perioperative period by the staff of Sur-
gery, Endocrinology, Nutrition and Psychology at the
Professor Magalhdes Netto Pavilion, a multidiscipli-
nary clinic which is an annex to Professor Edgard
Santos University Hospital (HUPES).

The following criteria were used to exclude patients
from this study; a) age lower than 16 and above 65 ye-
ars; b) heavy alcohol use or drug addiction; c) unsta-
ble personality; d) depression or history of suicidal at-
tempts; e) strong family opposition to the surgery, and
f) unreal expectations related to the surgical results or
clues that the patient would not follow the recommen-
dations and requirements during follow up.

Material

The questionnaire adopted in this study for the
analysis of quality of life of the patients was the SF-
36%, validated in Brazil by Ciconelli in 1991°. The
questions are subdivided into eight subscales: limita-
tions on physical activities, limitations on social acti-
vities due to physical or emotional problems, limita-
tions on daily activities, pain mental health
(psychological disturbances), limitations on daily acti-
vities due to emotional problems, vitality.

Methods

The patients in group I were first seen by the endo-
crinology staff and then passed to surgical staff for
evaluation, decision-making and scheduling of the
surgery. They were then sent to the nutrition and psy-

chology staff who obtained anthropometric measure-
ments, collected social data and gave diet counseling.
Consent was also obtained and the SF-36 questionnai-
re was applied.

The staff of the 1.* Clinica Cirtrgica (First Surgical
Service) of the Professor Edgard Santos University
Hospital was responsible for the surgical intervention.
The surgical technique used in all patients was the Fo-
bi-Capella technique which is classified as mixed (res-
trictive and dysabsorptive). Patients who had under-
gone surgery (group II) were subsequently seen by the
above mentioned staff at various intervals.

In the Nutrition and Psychology Outpatients Clinic
the entire protocol was followed as for group I after
the surgical procedure. Dietary orientation depended
on the post-operative phase the patients were in when
seen.

Data Analysis

Data were analyzed by the Mann-Whitney non-pa-
rametric method in order to verify, at a 95% confiden-
ce level, if there was difference in the average scores
of the patients in the QOL index between the pre and
post operative groups.

The SPSS program, version 10.0, was used for sta-
tistical analysis and a hypothesis test was performed
for each point (the variables composing the QOL in-
dex), by comparing the averages found for both
groups.

Results

After statistical analysis between groups I and II
improvement was observed in postoperative well-
being and it was statistically significant in the items
concerning functional ability (from 20.2 to 25.3), vita-
lity (from 14.6 to 17.8) and general health (from 16.5
to 26.5) as can be observed in figure 1.

The analysis of the data obtained from Group II pa-
tients was carried out by comparing the patients at th-
ree different stages: less than 6 months after surgery, 6
to 12 months and more than one year after bariatric
surgery. A progressive improvement was observed to
have occurred in aspects related to physical condition
(functional ability and physical aspects). The item
physical aspects improved more than 100% from less
than 6 to more than 12 months after bariatric surgery.
Slight changes were found in the features evaluated
more subjectively (general health, mental health, emo-
tional aspects). Changes in the social aspects were not
observed.

Emotional aspects also significantly differed in
Group I and II patients. Patients submitted to Fobi-Ca-
pella’s gastroplasty socialize more than pre-surgical
morbidly obese or comorbidities associated modera-
tely obese patients seen before bariatric surgery. Post
surgical participation in family and social events after
a initial fall became more constant due to better mobi-

Quality of life of obese patients
submitted to bariatric surgery
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Fig. 1.—Average values of
the indicators of quality of
life in the obese patients
seen in the Professor
Magalhdes Netto (UFBA)
Out-patient service before
(Group 1) and after (Group
II) bariatric surgery. Sal-
vador, 2003.
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Fig. 2.—Average value of
the indicators of quality of
life according to the time
from bariatric surgery in
the patients seen in the Prof.
Magalhdes Netto Outpatient
Service (UFBA). Salvador,
2003.

lity and greater acceptance by people around them. It
may be that a significant difference between pre and
post surgery does not appear either due to this fall or
to insufficient time to have elapsed.

Discussion

Obesity is considered an important component of a
metabolic syndrome usually associated with high blo-
od pressure, dyslipidemia and impaired glucose tole-
rance and is implicated in increased cardiovascular
risk. Disorders involving other system as seen as psy-
chological problems are more frequent in obese pa-
tients>!*2. Physical restrictions associated with exces-
sive weight may limit individual mobility. Social

disadvantages caused by prejudice may result in psy-
chological deterioration, depression and self esteem
loss, which may worsen the clinical picture. All these
factors work against a good QOL for morbidly obese
or moderately obese individuals with associated co-
morbidities’.

Therapy for morbid obesity and co-morbidities-as-
sociated moderate obesity require the coordinated at-
tention of a professional team, each playing a relevant
role to achieve success. The medical staff count on the
collaborations of endocrinologists for initial evalua-
tion and therapy and frequently the help of experien-
ced surgical staff specialized in bariatric surgery. The
evaluation of QOL, tracing its improvement or dete-
rioration, therefore depends on the involvement of se-
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veral health professionals interacting together. The
psychology team, also part of this group, not only eva-
luates QOL but can also help to alleviate affective and
emotional suffering. Their work is essential to promo-
te the learning of new abilities and changes in patterns
of thinking and behavior. It is also important for re-
flection on the new strategies the individual adopts in
the relationship with him/herself and with others, pro-
moting well being* . The nutrition staff play an active
role during the entire perioperative period. Before sur-
gery a diet is prepared so as to favor weight reduction
and correct possible biochemical abnormalities the-
reby contributing to lowering surgical risk. The pa-
tient’s dietary re-education for their new post surgical
condition is of upmost importance to avoid nutritional
deficiencies frequently present in operated patients'*'.

The present day concern with the concept of quality
of life reflects a movement within human and biologi-
cal sciences to widen and attach greater importance to
parameters other than the control of symptoms, morta-
lity reduction or the extension o life expectation'e.

The quest for well being and quality of life begins
with self knowledge. The first step to reach this con-
sists of the perception, by the individual, of his/er sta-
te of physical, psychological and nutritional health, as
well as the good or bad habits acquired over the years.
To obtain this perception a global evaluation of he-
alth, via the collection of anthropometric, biochemi-
cal, clinical and psychological data is often necessary.

The present investigation included two groups of
patients who, at first glance, cannot be compared be-
cause they were not composed of the same patients
evaluated before, followed up and reevaluated after
surgical treatment of obesity. Measuring quality of li-
fe in such a group would give more precise and com-
parable results of the change in QOL than evaluate the
benefits bariatric, surgery would offer. However,
Group I could serve as control group and group II as
treated group and this could be a way to proceed to in-
fer what changes in QOL surgical treatment may bring
in extreme or complex obesity.

Our results, although incomplete, give an idea of
the advantages of the Fobi-Capella’s therapeutic op-
tion in the type of patients studied. They demonstrate
a significant reduction in the QOL in group I (pre-sur-
gical patients) and they show improvement in functio-
nal ability, vitality and general health in operated pa-
tients (group II). The results also demonstrated that
this improvement increases after surgery and may be
able to reduce potential complications. Improvement
in the emotional problems associated with extreme or
complicated obesity is important because patients pro-

fit from feeling emotionally better and become more
enthusiastically engaged in treatment, which in turn
helps their progress.

Finally, this paper underlines the importance of the
feasibility of multi-professional work in treatment and
the advantages of interdisciplinary team-work in the
treatment of morbid or comorbidities-associated mo-
derate obesity.

Further investigation with more prolonged follow
up is required for a better understanding of the role of
bariatric surgery in positive changes in QOL.
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Abstract

The One Anastomosis Gastric Bypass has been deve-
loped from the Mini Gastric Bypass procedure as origi-
nally described by Robert Rutledge. The modification of
the original procedure consists of making a latero-late-
ral gastro-jejunal anastomosis instead of a termino-late-
ral anastomosis, as is carried out as described in the ori-
ginal procedure.

The rationale for these changes is to try to reduce
exposure of the gastric mucosa to biliopancreatic se-
cretions because of their potentially carcinogenic ef-
fects with longer term exposure, which is the major
criticism of the original technique. If we fix the jejunal
loop to the gastric pouch some centimetres up to the
gastro-jejunal anastomosis the biliopancreatic secre-
tions have less possibility of coming into the gastric ca-
vity (gravity force). Furthermore, if the anastomosis is
latero-lateral this possibility is reduced even more. In
addition, the intestinal loop reinforces the staple line
against disruption, and also the gastric pouch against
dilatation.

(Nutr Hosp 2004, 19:372-375)

Key words: Mini Gastric Bypass. Gastric pouch againts
dilatation.

Introduction

When surgeons needed to develop a procedure
for effecting weight loss, they mimicked clinical
situations where weight loss occurred. Therefore,
the initial concept was to use a surgical procedure
which provoked a short bowel syndrome- (jejuno-
ileal bypass) which is the clinical situation with
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EL BYPASS GASTRICO DE UNA
ANASTOMOSIS: UN PROCEDIMIENTO SIMPLE,
SEGURO Y EFICAZ PARA TRATAR LA
OBESIDAD MORBIDA

Resumen

El Bypass Gastrico de Una Anastomosis se ha desarro-
llado a partir del Mini Bypass Gastrico descrito por Ro-
bert Rutledge. La modificacion del procedimiento original
consiste en hacer una anastomosis latero-lateral en lugar
de termino-lateral como se hace en la técnica original.

Este cambio intenta reducir la exposicion de la muco-
sa gastrica a la secrecion bilio-pancreatica, evitando asi
el posible efecto carcinogénico de la exposicion crénica
que constituye la mas importante critica del procedi-
miento original. Al fijar el asa de yeyuno a la nueva bol-
sa gastrica unos centimetros por encima de la anastomo-
sis gastro-yeyunal, la secrecién bilio-pancreatica tiene
menos posibilidades de entrar en la cavidad gastrica
(fuerza de gravedad). Al ser la anastomosis latero-late-
ral esta posibilidad se reduce aiin mas. Ademas, el asa
de yeyuno refuerza la linea de grapas contra su disrup-
cion y previene la posible dilatacion de la bolsa gastrica.

(Nutr Hosp 2004, 19:372-375)

Palabras clave: Mini Gastric Bypass. Dilatacion bolsa
gdstrica.

most weight loss. However, the dramatic metabolic
consequences’? indicated the necessity to develop
less aggressive, but still efficient, surgical proce-
dures to bring about a loss of weight. The different
approaches that have been developed during the
years aimed to minimise the operative trauma and
optimise the long term nutritional and metabolic
consequences. As a result, procedures such as ver-
tical banded gastroplasty® and gastric banding* we-
re introduced into clinical practice. These procedu-
res were associated with a limited weight loss but,
importantly, there were undesirable chronic side
effects and complications also occurred. For these
reasons, other techniques have been developed in-
cluding mixed restrictive and low malabsorptive
procedures such as the Roux Y gastric bypass™¢, or



high malabsorptive as biliopancreatic bypass™® and
duodenal switch operations®'°. However, these are
also associated with more morbidity and signifi-
cant chronic nutritional and metabolic complica-
tions.

In 1997 Robert Rutledge took again as a starting
point the Billroth II gastric operation which has been
carried out previously by others' and shown in a mi-
Ilion patients to provoke loss of weight. He adapted
the original operation as described by Billroth and ap-
plied laparoscopic techniques to its further develop-
ment. Indeed, excellent results for the first 1,274 pa-
tients who were treated using this technique have been
reported'2.

Some surgeons were concerned that patients who
were subjected to a Billorth II procedure (as well as
those undergoing other procedures for peptic ulcer di-
sease such as vagotomy) had a risk of 0.8% of develo-
ping gastric cancer within 25 years of the operation
and have criticized the procedure®. However, this fin-
ding has not been consistent and others have failed to
demonstrate this link'.

We have studied in depth the advantages and di-
sadvantages of the Mini Gastric Bypass procedure,
and finally we have concluded that the new procedu-
re had many differences when compared with the
original Billroth II, or other gastric bypasses based
on it. Furthermore, these differences could explain
the results reported by Rutledge. The new procedure
has, in our opinion, clear advantages over other sur-
gical operations in use at present for treating morbid
obesity.

However, in order to reduce the contact of bilio-
pancreatic secretions with the gastric mucosa, and al-
so for reducing the possibility of gastric pouch dilata-
tion, we have introduced some modifications into the
Mini Gastric Bypass as originally described by Robert
Rutledge. These will be described below.

The technique

Mini Gastric Bypass One Anastomosis Gastric Bypass

Fig. 1. —Schematic representation of the original Mini Gastric
Bypass and the One Anastomosis Gastric Bypass.

The laparoscopic One Anastomosis Gastric Bypass
is similar to the Mini Gastric Bypass'2. The differen-
ces are illustrated in figure 1. As can be observed, the
gastro-jejunal anastomosis is performed latero-late-
rally instead of termino-laterally.

Detailed description of the surgical tecnique

The procedure commences by inducing a pneumo-
peritoneum through the left subcostal space (figure
2).

The first trocar (10 mm) is introduced through the
middle point of the line between the xiphoid and um-
bilicus, and through which we introduce the camera.
The second trocar (12 mm) is positioned 5 cm to the
right side of the first, and at the same level. Then, the
third trocar (12 mm) is inserted 5 cm to the left side
of the first one, and again at the same level. The
fourth and smallest trocar (5 mm) is inserted into the
right flank at the lower edge of the liver (internal
view control) and serves to allow the introduction of
the liver retractor. Finally, the fifth trocar (5 mm) is
positioned in a left sub-costal position, and is appro-
ximately 10 cm away from the second trocar (see dia-
gram).

Once the operation field has been prepared, the
esophago-gastric junction is identified. The first step
consists of preparing a hole in the gastric fundus at the
esophago-gastric junction. This allows the access to
the posterior wall of the stomach which will facilitate
the later creation of the gastric pouch.

Then, we move to the lesser curvature and iden-
tify a point at the “crow’s foot” level. As close as
possible to the gastric serosa, we start to make a ho-
le in order to gain access to the posterior wall of the
stomach. Once we come to the posterior stomach
wall we introduce a 45 mm EndoGhia, 3.5 mm car-
tridge (Tyco®) and transect the stomach horizon-
tally. Then, we commence the vertical stomach tran-
section  which  progresses until the
esophageal-gastric junction has been reached, using
a 1 cm nasogastric tube placed in the lesser curvatu-
re of the stomach, as a guide. We use two or three
60 mm EndoGhia, 3.5 mm cartridges (Tyco®) to
complete the transaction of the stomach. An additio-
nal 30 or 45 mm EndoGhia, 3.5 mm cartridge
(Tyco®), is sometimes needed.

After making the gastric pouch, we insert a sixth
trocar (5 mm) at McBurney’s point. We proceed iden-
tifying the angle of Treitz. Then we measure aproxi-
mately 2 m jejunum distally from this point. Once this
point has been localized, a 10 cm long and 0.5 cm wi-
de rubber band is passed around the small intestine.
With the help of a “grasp”, we approximate the jejunal
loop to the gastric pouch.

When both are in position side by side, we fix the
jejunum to the staple line of the gastric pouch with 6
to 10 sutures using an Endostitch (Tyco®). When
both are fixed, we anastomose the gastric pouch to

One anastomosis gastric bypass: a
simple, safe and efficient surgical
procedure for treating morbid obesity

Nutr. Hosp. (2004) 19 (6) 372-375 373



-Forceps
-Staples

-U-Scapel /\

o 20

12 mm Camera 12 mm
@

& 5mm

o
Liver retractor

°5mm

-Localisation
intestinal loop

-Retraction
gastro-entero

-Scissors

9 %(S

peritoneum

o 5mm >
Stomach
retraction

Pneumo-

/

Fig. 2.—Schema of the port
sites and the instruments

the jejunal loop using a 30 mm EndoGhia, 3.5 mm
cartridge (Tyco®) from which we introduce only a
part (the length of the anastomosis is between 15 and
20 mm). The gastric and jejunal holes are closed
using 4 to 6 sutures. For checking if the anastomosis
is securely closed, we put it under saline and inject
60 to 100 ml of air through the nasogastric tube and
there should be no air bubbles seen to be escaping
from the anastomosis. Finally we seal the anastomo-
sis by using 2 ml of fibrin glue (Tissucol®). We place
a suture between the intestinal loop and the gastric
antrum so as to “unload” the anastomosis trying to
avoid any tension on it. An omentoplasty is always
performed using omentum to cover the gastro-jejunal
anastomosis. Finally, a soft drain is always positio-
ned below the liver.

Twenty four hours after the operation we perform a
radiological contrast study (oral gastrograffin) to
check that the pouch and anastomosis is not leaking. If
the result is normal we start as a three hours liquids to-
lerance checking before the patient goes home.

Comments

The surgery to treat morbid obesity should follow,
in our opinion, the principle of “the simplest procedu-
re that permits enough weight loss with less short and
long-term complications and better quality of life”.

The One Anastomosis Gastric Bypass is a mini-
mally traumatic procedure for the patient. The techni-

used through each of them.

que is carried out in the same way always, and inde-
pendently of the weight of the patient. However, the
results are always comparable: the patients lose
around 80% of their pre-operative excess body weight
during the next two years (most of this occurs during
the first year). This has been shown from the results of
the first 200 first patients we have operated on.

The most important changes that occurs in this ope-
ration when compared with the classical Roux-en-Y
Gastric Bypass (RYGB) are: 1) it is not necessary to
interrupt the physiological intestinal transit; 2) hence,
we do not produce a hole in the mesentery which
avoid the possibility of developing around 8% post-
operative intestinal obstruction'?; 3) the latero-lateral
gastrojejunal anastomosis using linear staples also
avoids the 10% risk of gastrojejunal strictures occu-
rring after RYGB; 4) finally, we also avoid the lumi-
nal nutrients having contact with the intestinal jejunal
mucosa without prior mixture with the biliopancreatic
secretion. This would not happen under physiological
conditions (luminal nutrients are always together with
biliopancreatic secretion as happens in our bypass
procedure) which has been proven to provoke muco-
sal hypotrophy and bacterial translocation®.

The most important change when compared with the
original Mini Gastric Bypass as described by Robert
Rutledge', is the type of anastomosis. Our modification
of the original procedure tries to minimise the contact
and chronic effect of the biliopancreatic secretions on
gastric mucosa, which is an important reason for per-

374 Nutr. Hosp. (2004) 19 (6) 372-375

M. Garcia-Caballero y M. Carbajo



forming this otherwise very efficient procedure. At the
same time, we cover the distal part of the staple line and
protect it against disruption and dilatation.

To achieve that, we fix the jejunal loop to the stomach
pouch some centimetres over the anastomosis (see figure
1) so that the biliopancreatic secretion fall down some
centimetres to the 15 to 20 mm latero-lateral gastro-jeju-
nal anastomosis. The effect of the gravity force and the
lateral connection with the stomach (together with the
entry of gastric secretion and the alimentary bolus), mini-
mizes the contact of the biliopancreatic secretions with
the gastric mucosa (as demonstrated during the clinical
evolution in our first 200 patients where there hasn’t be-
en symptomatic episodes of gastric irritation).

In summary, the One Anastomosis Gastric Bypass is,
as is also the original Mini Gastric Bypass, a quick to
perform and low risk procedure with minimal post-
operative complications experienced by the patients.
Because of the minimum trauma associated with this
procedure, the postoperative recovery period is in the
region of 24 hours. The patients recover quickly and
can resume their activities within two to three days. The
weight loss that occurs subsequently, is not accompa-
nied by nutritional or metabolic disturbances. This
weight loss is maintained for more than two years (as
demonstrated by the long-term follow-up of Mini Gas-
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La expresion de IL-10 interviene en la regulacion de la respuesta
inflamatoria por los acidos grasos omega 3

S. Sierra, F. Lara-Villoslada, M. Olivares, J. Jiménez, J. Boza y J. Xaus

Departamento de Inmunologia y Estudios Preclinicos. Puleva Biotech. Granada.

Resumen

Objetivo o antecedente: Los acidos grasos poliinsatura-
dos son importantes para el organismo humano debido a
su implicacién en numerosas funciones biolégicas. Las
dietas occidentales se caracterizan por ser excesivamente
ricas en acidos grasos w-6 y pobres en acidos grasos w-3.

Los acidos grasos de la serie w-3 son necesarios para
el normal crecimiento y desarrollo del individuo asi co-
mo para la regulacion de la respuesta inmunolégica. El
objetivo de este estudio es analizar el efecto de una dieta
enriquecida en acidos grasos w-3 frente a un proceso in-
flamatorio asi como el estudio de los mecanismos impli-
cados en dicho efecto.

Intervenciones: Para ello, ratones Balb/c fueron alimen-
tados durante un mes con una dieta cuya fuente lipidica era
100% aceite de girasol (control), o con la misma dieta en la
que el 12% de la grasa era aceite de pescado y el resto acei-
te de girasol (W-3). Doce horas antes de su sacrificio se in-
dujo en una de las orejas de cada animal una dermatitis de
contacto que curso con inflamacion y edema. Como agente
inflamatorio se utiliz6 2,4 dinitrofluorobenceno. Tras el sa-
crificio se tomaron diversas muestras y se analizaron.

Resultados: La inflamaciéon, medida como peso y conte-
nido de agua de las orejas, disminuyo¢ significativamente en
los ratones alimentados con w-3. La medida de la infiltra-
cion leucocitaria y los parametros de oxidacion revelaron
también la mejora en el proceso inflamatorio de dichos ra-
tones. Para explicar estos hechos se analizo la expresion de
diversas citocinas, observandose un incremento de IL-10 y
una disminucion de citocinas tanto Th1 como Th2.

Conclusiones: Los acidos grasos w-3 poseen un efec-
to inmunomodulador al actuar como antiinflamatorios
y antialérgicos, al tiempo que aumentan algunas defen-
sas del organismo. La citocina reguladora IL-10 podria
ser la responsable del efecto antiinflamatorio ejercido
por los acidos grasos w-3.

(Nutr Hosp 2004, 19:376-382)

Palabras clave: Acidos grasos poliinsaturados. Inflama-
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IL-10 EXPRESSION IS INVOLVED
IN THE REGULATION OF THE
IMMUNE RESPONSE BY OMEGA 3 FATTY
ACIDS

Abstract

Introduction: Polyunsaturated fatty acids play a key
role in a huge number of biological functions. Western
diets are highly rich in w-6 fatty acids. However the con-
tent of w-3 fatty acids is not suitable in those diets, des-
pite of their importance in normal development of the
human body and regulation of immune response.

The aim of this work is to examine the effect of w-3
fatty acids enriched diet in the regulation of inflamma-
tory response.

Material and methods: Balb/c mice were fed either w-
6 fatty acids rich diet (100% sunflower oil) or w-3 fatty
acids fortified diet (12% fish oil plus 88% sunflower oil)
during 28 days. Twelve hours prior to sacrifice, the mice
were treated with 2,4-ninitro-1-fluorobezene on the left
ear to induce the inflammatory reaction. Afterwards the
mice were sacrificed and the different samples collected
were analized.

Results: Ear inflammation of mice fed the w-3 diet
was significantly lower. Leukocyte infiltration and oxi-
dative stress were also lower in those mice. To explain
these results, cytokine expression and plasma eicosanoid
concentration were measured. An increase in IL-10 le-
vels and a down regulation of Thl and Th2 responses
were observed in mice fed the w-3 diet.

Conclusion: Not only n-3 fatty acids exerts an antiin-
flammatory and an antialergical role but also they en-
hance some of the organism defenses.

Our data suggest that w-3 fatty acids downregulate
the inflammatory response by enhancing IL10 expres-
sion.

(Nutr Hosp 2004, 19:376-382)

Key words: Polyunsaturated fatty acids. Antiinflamma-
tory. Organism.



Introduccion

El sistema inmunoldgico esta involucrado en la de-
fensa del organismo frente a agentes extrafos, células
tumorales y agresiones externas. Un elevado niimero
de organos, células, tejidos y moléculas interactian
para llevar a cabo esta mision.

El desarrollo, mantenimiento y 6ptimo funciona-
miento del sistema inmunologico depende de la dieta
entre otros factores. Entre los nutrientes que mas afec-
tan al sistema inmunoldgico destaca la grasa cuya de-
ficiencia o desequilibrada aportacion asi como la cali-
dad de la misma comprometen la estabilidad del
sistema inmunoldgico'.

La relacidn entre acidos grasas e inflamacion se de-
be principalmente al componente fosfolipidico de las
células del sistema inmunolodgico. Los acidos grasos
incorporados en la membrana de las mismas pueden
afectar a las funciones de ésta y por tanto al funciona-
miento celular. Los fosfolipidos de membrana son res-
ponsables de la fluidez de la misma, que afectara a los
diferentes componentes anclados en ella. Diversas se-
flales intracelulares parten de estos fosfolipidos y su
composicion, por tanto, afecta diferentes vias de trans-
duccion de senales. Ademas, los acidos grasos sinteti-
zados a partir de los fosfolipidos, son sustratos para la
sintesis de un grupo de mediadores, los eicosanoides,
de marcada importancia biologica2.

Actualmente, el interés por el estudio de los acidos
grasos es creciente, y cobra importancia la influencia
de ellos sobre la respuesta inmunoldgica. Dicho interés
se ha centrado en el estudio de los acidos grasos poliin-
saturados de cadena larga (AGPI-CL), procedentes de
las familias w-6 y w-3, cuyos precursores, cidos lino-
léico y a-linolénico, son esenciales, debiendo ser inge-
ridos con la dieta, asi como se recomienda también in-
cluir en ella algunos de sus derivados, como el acido
eicosapentaenoico (EPA), docosahexaenoico (DHA) y
araquidonico (AA), ya que a través de las vias metabd-
licas, por elongacion de sus precursores, no se alcan-
zan los niveles adecuados®.

En individuos que consumen dietas occidentales,
las células inflamatorias contienen elevadas propor-
ciones de AGPI-CL de la serie w-6, especialmente de
AA y bajas proporciones, sin embargo, del EPA de la
serie w-3*. El principal papel de AA es actuar como
sustrato para la sintesis de mediadores bioactivos del
tipo eicosanoides. Estos estan implicados en modular
la duracion y la intensidad de la respuesta inflamato-
ria. Los derivados del AA, como TXA, y LTB,, son
potentes agentes con un marcado efecto infamatorio.
El TXA,, tiene efecto vasoconstrictor y proagregante
mientras que el LTB, es un potente agente quimiotac-
tico®. Ademis, la PGE, induce fiebre, aumenta la per-
meabilidad vascular y la vasodilatacion, al tiempo que
la produccion de IgE por células B.

El aumento del consumo de los acidos grasos w-3
conlleva una disminucion del AA en las membranas
de las células inflamatorias disminuyéndose asf su ca-

pacidad para sintetizar a partir de la COX y la LOX
eicosanoides derivados del AA. Ademas de inhibir el
metabolismo del AA, el EPA inhibe la oxigenacion
del AA por la COX, y suprime la induccion de ciertas
citocinas que actlian sobre la expresion génica de la
COX-2 y la 5-LOX. También es capaz de actuar como
sustrato de la COX y la 5-LOX, dando lugar a eicosa-
noides considerados bioldgicamente menos activos®.
Todo esto lleva a la idea de que el aceite de pescado
tiene propiedades antiinflamatorias. El consumo en
individuos sanos de una proporcidén adecuada de los
acidos grasos w-6 y w-3 llevaria a una mejor regula-
cion de la respuesta inmunoldgica, y el consiguiente
incremento de la proporcion de los acidos grasos w-3
resultarfa beneficioso para sujetos que padezcan en-
fermedades autoinmunes o inflamatorias por el efecto
antiinflamatorio de los mismos'.

No solo estos mecanismos estian involucrados en el
efecto antiinflamatorio sino que actualmente se esta
conociendo su implicacion a nivel de vias de sefaliza-
cion como NFkB, MAPK o PPAR y LXR®. La actua-
cion a través de estos dos Giltimos receptores abre un
nuevo campo de investigacidon y una mayor gama de
aplicaciones de los acidos grasos w-3 debido a la loca-
lizacion y funcion de los mismos.

El presente estudio trata de poner de manifiesto el
efecto antiinflamatorio de los 4cidos grasos w-3 y los
mecanismos implicados, midiendo parametros inmu-
noldgicos que permitan comprobar su efecto a nivel
sistémico, y analizando el curso de una inflamacién
inducida para determinar su actuacion a nivel local.

Material y métodos
Reactivos y anficuerpos

La concanavalina A (Con A) y el lipopolisacarido
(LPS) fueron proporcionados por Sigma Chemical Co
(St Louis, Mo). Para medir inmunoglobulinas se utili-
zaron anticuerpos proporcionados por Bethyl (Mont-
gomery TX) y en el caso de las citocinas por Biosour-
ce (Camarillo, CA). La peroxidasa de rabano, el
bromuro de hexadeciltrimetilamonio, el clorhidrato de
o-dianisidina y el perdxido de hidrogeno para la medi-
da de actividad miloperoxidasa asi como el acido tri-
cloroacético, el B-NADPA, el 5,5-ditio-bis (2-acido
nitrobenzoico) y el glutation fueron también adquiri-
dos en Sigma. La glutation reductasa fue suministrada
por Roche. Se empled agua desionizada purificada
con un sistema Millipore Milli-Q (Bedford, MA).

Animales y dietas

Ratones macho Balb/c al destete de tres semanas de
edad fueron proporcionados por la Universidad de
Granada. Se les mantuvo durante todo el experimento
a una temperatura controlada de 22° C y bajo un ciclo
de luz de 12 horas. El experimento global fue llevado
a cabo 3 veces con resultados similares.

La expresion de IL-10 interviene en la
regulacion de la respuesta inflamatoria
por los 4cidos grasos omega 3
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Todos los estudios animales que se realizaron se
llevaron a cabo seglin las Normas de Etica Animal fi-
jadas en los Criterios de Helsinki.

El experimento consta de 2 grupos de ratones (n =
10) alimentados durante 28 dias con dietas base igua-
les y cuya diferencia radica en el tipo de grasa inclui-
da. Ambas contienen el 5% de grasa del total de la
dieta. Este 5% de grasa esta constituido por aceite de
girasol en el caso del grupo usado como control. En el
caso de la dieta w-3, el 12% del contenido total de
grasa es aceite de pescado refinado, mientras que el
resto de la grasa es el mismo aceite de girasol del gru-
po anterior. Ambas dietas fueron elaboradas de mane-
ra especifica siguiendo las recomendaciones de la
Academia Americana de Veterinaria para Nutricion
Animal. De este modo se prepararon dietas semisinté-
ticas incluyendo en las mismas el 5% de grasa, 21,3%
de proteina, 67,5% de hidratos de carbono, 5,2% de fi-
bray el 1% restante de una mezcla de vitaminas y mi-
nerales.

Las dietas fueron conservadas en atmosfera de ar-
gbn y administradas diariamente a los ratones para
evitar la oxidacion de los AGPI-CL. A lo largo del es-
tudio se llevo a cabo un control del peso y aspecto.

Doce horas antes del sacrificio se indujo una der-
matitis de contacto en una de las orejas de cada raton.
El agente irritante usado fue el 2,4-dinitro-1-fluoro-
benzeno al 0,5% en una solucion de acetona: aceite de
oliva 4:1. Se utilizaron de esta solucion 80 ul que se
pusieron en cada oreja’.

El sacrificio se realizd por medio de una inyeccion
intraperitoneal de pentotal sddico (50 mg/kg) y segui-
damente la sangre fue extraida por puncidén cardiaca
en tubos que contenian EDTA (60 mg/ml). La sangre
se centrifugo6 (3.500 rpm) 10 minutos a 4° C y las ali-
cuotas de suero fueron recogidas y almacenadas a -
80° C.

Procesamiento de las orejas

Ambas orejas de cada ratdn fueron pesadas en ba-
lanza de precision. La mitad de ellas fueron introduci-
das durante 24 horas en una estufa a 60° C y posterior-
mente se analiz6 su peso seco y su consiguiente
contenido de agua. La mitad restante, se homogeneizo
independientemente en tampdén HITAB (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) a la proporcion de 1/20 para
proceder a la medida de glutation total y de actividad
mieloperoxidasa. Dichas medidas se realizaron segin
lo descrito anteriormente®°.

Cultivo de células

Los bazos de cada raton se extrajeron y cultivaron
como se ha descrito anteriormente. La médula dsea
de los fémur y las tibias de cada ratdon fueron extraidos
por inyeccidn de medio y cultivadas, previa diferen-
ciacion, segiin se ha descrito con anterioridad".

Ensayo de proliferacion

Los linfocitos derivados de bazo fueron cultivados
en placas de 24 pozos (2 x 10¢, células/pozo) con 500
ul de medio e incubados en presencia o ausencia de
Con A (5 ug/ml) o LPS (50 pug/ml). Timidita tritiada
(Amersbam Biosciences, Arlington Heights, IL) a la
concentracion de 1 yCi/ml fue ahadida a cada pozo.
La incorporacion de timidina tras 48 horas fue anali-
zada como se ha descrito anteriormente''. Las medidas
se realizaron por duplicado y fueron representadas co-
mo la media + SD.

Produccion de citocinas

Los linfocitos de bazo fueron cultivados en placas
de 6 pozos (5 x 10° células/ml) con 5 ml de medio y
fueron estimulados con Con A y LPS a las mismas
concentraciones usadas en el ensayo de proliferacion.
Tras 48 horas se recogieron los sobrenadantes. El se-
dimento fue lisado con 1 ml de trizol para posterior
extraccion de RNA. En el caso de los macrofagos, es-
tos fueron cultivados en placas de 6 pozos (3 x 10° cé-
lulas/pozo) y estimulados con LPS (100 ng/ml). Tras
24 horas se recogio el sobrenadante y se lisaron los se-
dimentos celulares.

Los niveles de IgA, IgE, e IgG,, fueron determina-
dos en suero. La concentracion de IL-10, TNFa, e IL-
2 fue medida en sobrenadante de bazo y de macrofia-
gos por ELISA siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Andlisis estadistico

El grado de significacion estadistica entre los gru-
pos fue determinado por el test de la -Student a dos
colas y con varianzas iguales entre las muestras (p <
0,05). Los resultados han sido expresados como la
media + SD.

Resultados

Los animales fueron controlados durante el mes que
dur6 el experimento observandose una conducta y as-
pecto normales. Se comprob6 que la evolucion en el
crecimiento era la adecuada y que no existian diferen-
cias entre los dos grupos. No existid tampoco ninglin
tipo de anomalfas con respecto a la cantidad, consis-
tencia y aspecto de las heces, siendo el contenido de
agua de las mismas similar en ambos grupos.

Con el objetivo de evaluar los efectos de los acidos
grasos w-3 en los roedores se estudiaron diversos pa-
rametros sistémicos que pudiesen aportar informacion
de como estos modulan el sistema inmunoldgico y por
tanto, aclarar sus posibles mecanismos de accion.

Las citocinas son un grupo muy diverso de molécu-
las producidas por células en respuesta a una gran va-
riedad de estimulos y que son capaces de alterar de al-
guna manera el comportamiento de otras células. Es el
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caso de la IL-10, una interleucina de tipo regulador
que media la denominada respuesta Th3. En este estu-
dio se tomaron suero, sobrenadante de cultivo de lin-
focitos y sobrenadante de macrofagos y se determind
por ELISA los niveles de dicho mediador, descubrién-
dose un aumento significativo en el grupo de ratones
alimentados con acidos grasos w-3 en la produccion
de IL-10 por parte de macrofagos (94,7 + 57,8 vs
126,5 + 37,6 pg/ml, p = 0,05) y linfocitos (31,56 +
5,51 vs 61,29 + 29,08 pg/ml p = 0,045) al ser las célu-
las estimuladas (fig. 1).

Como consecuencia del incremento de IL-10 se ob-
servo la disminucion de citocinas de tipo Thl, como
por ejemplo la IL-2 liberada por linfocitos (332,83 +
197,86 vs 181,61 + 137,1 pg/ml, p = 0.05) (fig. 2A). El
descenso en los niveles de esta interleucina llevo a la
disminucidn significativa de la proliferacion de linfoci-
tos B en el grupo de ratones tratados con w-3 (7.300 +
2.873,55 vs 4.681 £2.243,35 cpm, p =0,04) y a una re-
duccidn de la proliferacion de los linfocitos T (7.622,6
+ 3.692,8 vs 5.048,4 + 2.507,07 cpm, p = 0,07) seha-
lando ya un posible efecto supresor de los 4cidos gra-
sos w-3 sobre el sistema inmunologico (fig. 2B). Este
dato se correlaciond también con una tendencia a dis-
minuir el tamano del bazo expresado como mg bazo/g
raton (5,72 £ 1,36 vs 4,7 £ 0,54, p =0,08).

Esta disminucion en el niimero de linfocitos debe
tener una repercusion drastica sobre el sujeto debido
al papel fundamental de estas células en la defensa del
organismo. Por tanto, otras citocinas liberadas por es-
tas células podrian estar alteradas. También el efecto
de la IL-10 deberia haber recaido sobre los macrofa-
gos por lo que para comprobar si se producia dicha co-
rrelacion se procedid a medir algunos de estos media-
dores como, por ejemplo, el TNFa (5.306 + 0,51 vs
3.831 + 0,82 ng/ml, p = 0,06) (fig. 2C).

Ademas de la disminuciodn de la respuesta tipo Thl,
también observamos que la dieta rica en w-3 ejercia
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Fig. 2.—La dieta w-3 reduce la respuesta Thl en linfocitos y
macrofagos. (A) Niveles de IL-2 en el sobrenadante de linfoci-
tos obtenidos en los ratones alimentados con la dieta control
(girasol) o rica en w-3 estimulados con Con A. (B) Prolifera-
cion de linfocitos obtenidos del bazo de ratones alimentados
con la dieta control (girasol) o rica en w-3 estimulados con
LPS o Con A. (C) Niveles de TNFo. en el sobrenadante de ma-
crdfagos obtenidos de los ratones alimentados con la dieta con-
trol (girasol) o rica en w-3 estimulados con LPS.

un efecto inhibidor de la respuesta Th2 como se obser-
va por la disminucién de los niveles plasmaticos de
IgE (291,7+ 53,06 vs 176,04 + 71,4 ng/ml, p = 0,06) e
IgG (802,31 + 228,1 vs 392,01 £ 191,3 pug/ml, p =
0,05) (fig. 3A,B) o de IL-4 e histamina (datos no mos-
trados).

A pesar de la disminucion generalizada de la res-
puesta inmunologica, los ratones alimentados con w-3
no experimentaron sintomas de debilidad ni predispo-
sicion a la infeccion. Esto puede ser debido al incre-
mento en estos animales de parametros relacionados
con la defensa natural del organismo como pueden ser
los niveles de IgA séricos (208,23 + 100,3 -vs 572,26
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Fig. 1.—EI consumo de dcidos grasos w-3 induce la expresion
de IL-10. Niveles de IL-10 en sobrenadante de cultivo de bazo
sin estimular o estimulado con concanavalina A (Con A).

Fig. 3.—Los dcidos grasos w-3 disminuyen la respuesta Th2.
Niveles de IgE (A), 1gG, (B) o0 IgA (C) en sueros de ratones ali-
mentados con cada una de las dietas.
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+ 135,01 pg/ml, p = 0,04) (fig. 3C), expresion de
iNOS y la producciéon de NO por los macrdfagos (da-
tos no mostrados).

Todos estos resultados sugieren un papel antiinfla-
matorio de los acidos grasos w-3. Para reafirmar dicho
papel se empled en estos mismos ratones un modelo
de dermatitis de contacto donde intervienen tanto la
respuesta Th1 como la Th2. Se llevd a cabo en las ore-
jas, y el andlisis de las mismas aportd informacidn so-
bre el curso de la inflamacion y sobre las consecuen-
cias palpables de la administracion de 4cidos grasos
w-3.

Tras la induccidn de la dermatitis de contacto, las
orejas fueron cortadas y rapidamente se analizaron sus
pesos, observandose un mayor incremento de peso de-
bido a la formacidn del edema, con respecto a la sana,
en los ratones cuyas dietas contenian aceite de girasol
solamente (168,041 + 20,16 vs 113,024 + 11,9 expre-
sado en %, p = 0,0003) (fig. 4A); su peso seco se de-
termind viéndose que en ambos grupos se adquirian
valores semejantes y que, por tanto, el incremento de
peso experimentado, es exclusivamente debido a la
extravasacidon de liquidos y a la migracién de células
hacia el foco inflamatorio. Se evalud el contenido de
liquido de las orejas, comprobandose que también era
muy superior en el grupo de ratones alimentados con
acidos grasos w-6 (19,4+ 4,5 vs 3,94 + 292 mg, p =
0,002) (fig. 4B).

Se determinaron otros parametros que aportasen
mas datos sobre el concurso del proceso inflamatorio,
En este sentido, el glutation de las orejas de los rato-
nes que consumieron dietas ricas en acidos grasos w-3,
era significativamente superior al del grupo control
(61,04 = 4,5 vs 123,69 = 24,2 expresado en %, p =
0,02) (fig. 4C).
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Fig. 4.—EI consumo de w-3 disminuye la inflamacion en un
modelo de dermatitis de contacto. (A) Incremento de peso de la
oreja enferma con respecto a la sana. (B) Contenido de liquido
de la oreja enferma con respecto a la sana durante el edema.
(C) Incremento de GSH de la oreja sana con respecto a la en-
ferma. (D) Incremento de infiltracion leucocitaria medido como
MPO de la oreja enferma con respecto a la sana.

La mayor gravedad de la inflamacion también fue
corroborada con la medida de la actividad mielopero-
xidasa. Esta enzima est4 presente en los granulos de
los neutrofilos y cataliza la produccion de HCIO,
constituyendo un marcador sensible de infiltracion de
neutr6filos y de inflamacion. Se observd una mayor
infiltracion leucocilaria en las orejas inflamadas de ra-
tones que habian consumido aceite de girasol (163,19
+ 52,9 vs 1.009,74 + 404,69 expresado en %,
p =0,014) (fig. 4D).

Todos estos resultados indican que la incorporacion
a la dieta de los acidos grasos w-3 produce una regula-
cion del sistema inmunolodgico que hace que el indivi-
duo esté menos predispuesto a padecer procesos infla-
matorios. La modificacion de un gran ntimero de
parametros sistémicos entre los que destaca el incre-
mento de la IL-10, podrian ser los responsables de la
proteccidn ejercida por los 4cidos grasos w-3 de la
dieta.

Discusion

Entre los acidos grasos, los de la serie w-3 parecen
ser los de mayor actividad inmunomoduladora y den-
tro de los w-3, son los derivados del pescado, EPA y
DHA, los biol6gicamente mas activos*. Numerosos
experimentos en animales y estudios de intervencion
clinica indican que los 4cidos grasos w-3 poseen pro-
piedades antiinflamatorias y que por tanto podrian ser
atiles en el tratamiento de enfermedades inflamato-
rias, y autoinmunes.

La primera evidencia de la importancia de incluir
acidos grasos w-3 en la dieta a nivel de inflamacion,
surgid por observaciones epidemiologicas de la baja
incidencia de enfermedades autoinmunes e inflamato-
rias en los esquimales de Groenlandia. Poco mas tarde
se producia un periodo de expansion en el conoci-
miento de los PUFA en general, y de los w-3 en parti-
cular.

Actualmente se sabe que los acidos grasos w-3 son
esenciales para el normal crecimiento y desarrollo del
individuo y que juegan un papel clave en la preven-
cion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares,
hipertension o artritis entre otros*.

Desafortunadamente, en las dietas occidentales pre-
domina el consumo en exceso de acidos grasos w-6,
metabolicamente distintos a los w-3 y con funciones
fisiologicas generalmente opuestas. Este desequilibrio
contribuye al aumento en la incidencia de problemas
cardiovasculares y desordenes inflamatorios*. Por to-
do ello, se convierte en un reto para numerosos cienti-
ficos, el demostrar y dar explicacion al efecto antiin-
flamatorio de los 4cidos grasos w-3.

Nuestros resultados sugieren que los acidos grasos
w-3 disminuyen la proliferacion de linfocitos proba-
blemente debido al efecto que ejercen sobre la produc-
cion de IL-2 y otras citocinas implicadas en la prolife-
racion y diferenciacion linfocitaria. Estos mismos
resultados han sido encontrados por numerosos estu-
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dios en animales de experimentacidon'>®. En estudios
clinicos en humanos donde se incluyeron 4cidos gra-
sos w-3 también se han analizado estos parametros,
encontrandose disminucidn de proliferacion de linfo-
citos, aunque en este caso sin afectarse los niveles de
IL-2%. Sin embargo, los resultados aportados por los
estudios en humanos son conflictivos, encontrandose
algunos trabajos, incluso del mismo grupo, donde no
se modifica® o hasta se aumenta'® la proliferacion de
linfocitos. Estas diferencias pueden ser debidas a: Las
dosis de acidos grasos probados en estudios humanos
no se pueden comparar con las elevadas dosis admi-
nistradas en animales; los preparados de aceite de pes-
cado que se utilizan en los diferentes estudios varian
sus concentraciones de EPA y DHA pudiendo variar
también los efectos, y por Gltimo la mayoria de los es-
tudios humanos no han sido lo suficientemente consis-
tentes para tener en cuenta la gran variaciéon en algu-
nos parametros de la respuesta inmunolbgica.

Los 4cidos grasos w-3, ademas de disminuir la pro-
duccidn de la citocina IL-2, disminuye otra serie de ci-
tocinas también Thl, como son la IL-18 y el TNFa
producidas por macr6fagos. En humanos sanos, los ni-
veles de ambas citocinas también son regulados por
los acidos grasos w-3' sugiriéndose que el efecto an-
tiinflamatorio podria estar mediado por la modulacion
ejercida sobre estas citocinas.

Respecto a la respuesta Th2, nuestro estudio de-
muestra también una disminucion de la misma puesto
que hemos observado una reduccion de los niveles séri-
cos de histamina, IgE e 1gG,, asi como de citocinas Th2
como la IL-4. Hay diversas evidencias epidemiologicas
que apoyan el papel protector de los acidos grasos w-3
en enfermedades de tipo alérgico. Sin embargo, estu-
dios usando suplementos de pescado en asma revelan
un escaso impacto clinico a pesar de los cambios bio-
quimicos significativos que se producen'®. Alin asf, se
estan realizando nuevos estudios en asma y otras ato-
pias con el fin de mejorar el curso de la enfermedad.

Diversos autores defienden otro tipo de acidos gra-
sos diferentes a los w-3 por pensar que pudiese llegar
a un estado de inmunosupresion que dejase al indivi-
duo desprotegido y comprometiese su estado de sa-
lud®. Sin embargo, nuestros resultados sugieren que
los acidos grasos w-3 son capaces de potenciar algu-
nas defensas del organismo, como por ejemplo la in-
munoglobulina A, cuyo incremento puede estar tam-
bién potenciado por el aumento de IL-10 que induce el
cambio de isotipo de las inmunoglobulinas. En este
estudio también se observa el incremento en la expre-
sion de iNOS en macréfagos que supondria una ayuda
frente a un ataque externo.

En nuestra opinion, el resultado maés relevante y no-
vedoso de este estudio es el incremento de la citocina
reguladora IL-10, la cual podria ser considerada res-
ponsable del efecto antiinflamatorio de los acidos gra-
sos w-3, asi como del antialérgico, ya que el poder in-
munosupresor de dicha citocina podria disminuir las
respuestas tanto Th1 como Th2.

Diversos estudios, como los realizados en modelos
de pancreatitis experimental*® donde se aplico nutri-
cidn parenteral con aceite de pescado, coinciden en
que los acidos w-3 inducen un incremento de los nive-
les de IL-10. Sin embargo, otros autores no observan
diferencias® o incluso perciben una disminucion de la
IL-10* en otros modelos. Serfa recomendable profun-
dizar en este hecho para tratar de concretar el papel de
la IL-10 en el mecanismo de accidn de los acidos gra-
sos w-3 por lo que estudios con Knock-out para IL-10
estan previstos realizarse en nuestros laboratorios.

El modelo de dermatitis de contacto empleado en
este estudio, permite la observacion a simple vista del
efecto antiinflamatorio de la dieta enriquecida en &ci-
dos grasos w-3. Los valores del peso de las orejas y
del contenido de agua de las mismas ya refleja el claro
efecto amiinflamatorio del aceite de pescado. Que el
peso y el contenido de agua de las orejas inflamadas
de ratones alimentados con w-3 fuese menor era indi-
cativo de que en dicho grupo la vasodilatacion habia
sido menos drastica y por tanto el edema mas leve. Es-
tudios japoneses confirman estos efectos en un mode-
lo similar, atribuyendo en ese caso el efecto al mayor
poder del DHA’. Un estudio semejante, usando este-
res de phorbol (TPA) como agente irritante, también
sehala el poder antiinflamatorio, en este caso por
igual, de DHA y EPA®.

La medida de MPO pone de manifiesto una menor
infiltracion leucocitaria con el tratamiento de acidos
grasos w-3. La migracion de leucocitos desde la mi-
crovasculatura hasta el foco de la lesion donde se acu-
mulan, es un paso clave caracteristico de la inflama-
cion aguda®’. Los 4cidos grasos w-3 parecen poseer
un importante papel a este nivel ya que en dicho grupo
apenas se percibe el fenomeno.

Los radicales libres asociados a la inflamacion lle-
van a estrés oxidativo, involucrado en el agravamiento
de numerosas enfermedades. El glutation es un tripép-
tido de elevada capacidad antioxidante al que recurre
el organismo para la neutralizacion de los radicales li-
bres. En las orejas de ratones donde se indujo la der-
matitis de contacto los niveles de glutation disminu-
yen significativamente al hacer frente al estrés
oxidativo generado. Sin embargo, en el grupo w-3 es-
ta disminucion esta reducida o compensada ya que al
ser el dano menor, su efecto antioxidante no es tan re-
querido. Estos resultados podrian sugerir que los aci-
dos grasos w-3 aumenten los niveles de glutation, pe-
ro, al analizarse el contenido de glutation en el higado
de todos los roedores no se observaron diferencias.
Sin embargo, si que existen estudios que relacionan el
consumo de acidos grasos w-3 con un incremento en
las defensas antioxidantes®*.

Podemos concluir atribuyéndoles a los acidos gra-
sos w-3 un potente papel antiinflamatorio donde el au-
mento de la IL-10 parece ser el factor desencadenante
de una serie de modificaciones en la respuesta inmu-
noldgica que llevan a dicho efecto. La disminucion de
la proliferacion de linfocitos y de las respuesta de tipo
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Thl

y Th2 son algunas de estas modificaciones. El es-

tudio del efecto de los acidos w-3 a nivel de vias de
transduccion de sehales se hace imprescindible para
terminar de dar explicacion a la gran actividad de es-
tos compuestos, no solo a nivel de inflamacidn sino
también a nivel de alergia.
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Este articulo clésico hace referencia a la X observa-
cion, dentro de una serie de experimentos realizados por
William Bosworth Castle (fig. 1). Castle, siendo joven
estudiante de Medicina de la Universidad de Harvard, y
posteriormente alumno interno del departamento de Me-
dicina Interna del Boston City Hospital, elucida a través
de sus observaciones y a lo largo de su trayectoria profe-
sional, la patogénesis de la anemia perniciosa.

Hasta entonces se sabia que la anemia que aparecia
en el curso de una gastritis atrofica era conocida como
anemia perniciosa, denominacion que fue hecha por
Addison en 1855 y posteriormente corroborada por
Biermer en 1872. En aquella época esta enfermedad
evidenciaba un mal prondstico pero todavia no se co-
nocia su causa. El concepto clasico descrito por Addi-
son de anemia perniciosa era':

“En los pacientes el rostro se vuelve palido, el blanco
de los ojos toma un color perlado, toda la superficie cor-
poral presenta un color blanquecino y apariencia encera-
da, los labios y la lengua parecen faltos de sangre, incre-
menta la flacidez de lo solido, disminuye el apetito, se
produce dificultad para respirar y taquicardia, aparecen
ligeros edemas generalmente en los tobillos, la debilidad
llega a ser extrema y el paciente llega a no poder levan-
tarse de la cama, la mente ocasionalmente ausente, y lle-
ga a entrar en un toérpido estado de un largo morir.”

Pero ya adentrados en el siglo XX, este concepto
continuaba sin aclararse y la anemia perniciosa conti-
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nuaba siendo una misteriosa y fatal enfermedad. Castle,
en su época de estudiante y posteriormente alumno in-
terno en el Massachusetts General Hospital, habia visto
morir a gente de esta enfermedad. Comenz6 entonces a
investigar en este sentido de la mano de Peabody y Mi-
not. Peabody fue el primer director del Thorndike Me-
morial Laboratory en el Boston City Hospital donde
Castle realizar4 sus primeros experimentos. Peabody y
su sucesor Minot, dos buenos amigos, constituyen en
aquella época, el centro de atencion, por sus investiga-
ciones, en el campo de la anemia perniciosa de Harvard
en particular y de Boston en general.

Minot en 1928 en el Peter Bent Brigham, comenzd
a administrar a sus pacientes un tipo de dieta enrique-
cida en higado. W. Murphy colaborador de Minot, se
encargaba de realizar contaje reticulinico seriado a es-
tos pacientes, observando ambos que se producia cri-
sis reticulinica en estos enfermos a los pocos dias del
inicio del comienzo de la dieta. Posteriormente el test
reticulocitario realizado a pacientes durante los perio-
dos de administracion de sustancias concretas llego a
ser la base de numerosos ensayos clinicos que investi-
gaban la fisopatologia de las anemias nutricionales.

En 1926, en la ciudad de Atlanta, siendo Peabody
secretario de la Asociacion Americana de Medicina,
Minot cautivo la atencion de los médicos con este ex-
perimento.

En los cuatro ahos siguientes, la amplia aceptacion
de la dieta de Minot y Murphy, basada en una dieta ri-
ca en higado, disminuyd la mortalidad de esta enfer-
medad en un 50% en hombres y mujeres de raza cau-
casica, con edades comprendidas entre 55 y 64 ahos,
pico de edad en el que previamente se habia estimado
una alta mortalidad.

Los esfuerzos en encontrar la terapia curativa de la
anemia perniciosa marcaron el precedente del esfuer-
zo de Castle para encontrar la etiologia de esta enfer-
medad.

Por esa época Castle contribuia aportando biopsias
de médula 6sea realizadas en tibia a los pacientes con
esta enfermedad antes y después de ser sometidos a
este tratamiento dietético. Mientras tanto Minot, con
la ayuda de Edwin J. Cohn, profesor de fisico-quimi-
ca, continud sus investigaciones, dirigidas a purificar
el principio activo hepatico que inicialmente se 1lamo
Fraccion G.

En la primavera de 1927, se crea un comité de ex-
pertos en anemia perniciosa, bajo la direccion de Wal-
ter B. Cannon en la Universidad de Harvard.

En diciembre del mismo afo, Castle fue nombrado
secretario del comité de anemia perniciosa. Simulta-
neamente, Minot fue llamado a Indianapolis para tra-
tar a la sehora J.K.Lilly, mujer del presidente de la
compaiiia Eli Lilly, afecta de anemia perniciosa. Mi-
not le administra el tratamiento dietético rico en ex-
tracto de higado, que resulta curativo. Lilly aprovecha
la ocasidn para comercializar el extracto hepatico, que
elabora como presentacion oral y que denomina
“Lilly 343” de 12,5 g de peso, equivalente a 300 g de
higado de ternera.
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En aquel momento Castle ya sabfa que los pacien-
tes con anemia perniciosa tenfan asociado un cuadro
de aquilia géstrica, aunque la relacion fisiopatologica
entre ambos alin no se conocia. Por aquel entonces se
crefa que la causa podia ser la ausencia del efecto an-
tiséptico normalmente presente en el jugo gastrico so-
bre la flora bacteriana del intestino delgado, donde los
nutrientes son normalmente absorbidos. Para Castle
efecto beneficioso de la ingesta de extracto hepatico
parecia insuficiente para suplir el este efecto, como
habia descrito Hurst en 1924.

Al mismo tiempo Austin Flint en 1860 y Samuel
Fenwict en 1870, observaron al microscopio la ausen-
cia de pliegues gastricos de pacientes fallecidos por
esta causa, coincidiendo ambos, en que la atrofia gas-
trica contribuye a la ausencia del proceso de diges-
tion. Castle, entonces, plantea la siguiente hipdtesis:

“El paciente con anemia perniciosa es incapaz de
realizar al completo el proceso de digestion, causando
deficiencia de una sustancia que permite el contacto de
la comida con el estobmago en el individuo normal.”

Diseno entonces, tres estudios: un primer test que
evaluaba el proceso de digestion de estos pacientes; un
segundo test que valoraba su metabolismo hepético y por
altimo un tercer test que determinase ambos procesos.

Castle, en la primavera de 1927, inicia el ensayo
en enfermos con anemia perniciosa en el laboratorio
Thorndike. Comienza el experimento comiendo el
propio Castle hamburguesa de ternera (supuestamente
rica igualmente en sustancias similares a las del higa-
do), y posteriormente, a la hora de la ingesta, indu-
ciéndose el vomito a si mismo, analizaria el jugo gas-
trico recuperado que describe como:

“Material semiliquido amarronado, con una buena
cantidad de moco y un pH entre 4 y 5.”

Castle aflade a este material como denomina, dcido
clorhidico hasta conseguir un pH entre 2,5 y 3,5; pos-
teriormente lo incuba durante un tiempo superior a 6
horas, filtrandolo luego a través de un fina capa de pH
neutro al que afiade hidroxido de sodio. Esta mezcla
es administrada a cada uno de sus enfermos afectos de
anemia perniciosa, a través de una sonda nasogastrica.
Castle realiza al mismo tiempo un contaje reticulinico
que contrasta con la respuesta clinica de los enfermos,
observando crisis reticulinica aproximadamente al dé-
cimo dia de inicio. Este experimento, repetido diaria-
mente, contribufa a la mejoria clinica de estos pacien-
tes. Sin embrago, este hecho contribuia con el paso de
los dias a que el propio Castle sufriera un empeora-
miento progresivo de su estado general, debido funda-
mentalmente, al vomito que se provocaba diariamen-
te, lo que lleg6 a alertar a sus colegas. Incluso su
propio jefe, Peabody, alarmado por el estado de salud
de Castle, ordend continuar el experimento utilizando
estudiantes de medicina voluntarios, a los que se les
administraba una hamburguesa diaria y a la hora se
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les inducfia el vomito, recibiendo por ello una pequea
recompensa econdmica.

Castle concluy0, que la digestion de la carne de
ternera generaba una sustancia semejante a alguna
sustancia presente también en el higado.

En mayo de 1928, Castle present6 estos experi-
mentos en Washington donde se celebro la primera
Reunidn de la Sociedad Americana de Investigacion
Clinica. Posteriormente fueron publicados en el Ame-
rican Journal of the Medical Science.

El siguiente experimento de Castle consistid en es-
tablecer tres grupos de pacientes administrando dife-
rentes dietas a cada uno de ellos: el primer grupo de
pacientes recibi6 carne de ternera, sin jugo gastrico; el
segundo grupo recibid jugo gastrico de pacientes sa-
nos que no habfan ingerido previamente carne de ter-
nera; y un tercero grupo recibi6 una mezcla de carne y
jugo gastrico de pacientes sanos. Observando, una au-
sencia de recuperacion hematologica en los dos pri-
meros grupos, y una clara crisis reticulinica en el ter-
cero, demostrando as{, la presencia de un principio
eritropoyético en la mezcla obtenida.

Castle en ese momento piensa que tal vez, el con-
tacto de las células de la mucosa géastrica con la carne
ingerida pudiera contribuir a la secrecion de alguna
sustancia similar a la presente en el higado.

Castle fue premiado por este experimento el 6 de
octubre de 1933 con el denominado Warren Triennial
Prize of Massachusetts General Hospital dotado con
500$ que recibié de manos de Harvey Cushing en el
115 aniversario de la Universidad de Harvard.

Castle continud sus experimentos volviendo a es-
tablecer tres grupos de pacientes. El primero de ellos
recibid jugo géastrico procedente de personas sanas; un
segundo grupo recibid jugo géstrico de personas sa-
nas, las cuales habian sido sometidas a la ingesta de
200 g de carne hacfa méas de seis horas; y un tercer
grupo, recibid la misma cantidad de carne, incubada
durante 2 horas con acido clorhidrico. Solamente en
este Gltimo grupo se observo crisis reticulocitaria.
Castle concluye:

“Creo que por primera vez la relacién entre la fun-
cidn géstrica y la funcion de la médula 6sea ha sido de-
mostrada.”

Estas conclusiones son publicadas en 1930, en su
IIT Observacion, con el titulo de Etiologia de la rela-
cion entre la anemia perniciosa y la aquilia géastrica.

Castle, sin embargo, contin@ia con la investigacion
de cuél puede ser el factor o factores que intervienen
en los procesos que asocian ambos procesos. Por lo
que continfia sus experimentos, y esta vez, administra
carne incubada con saliva humana a un primer grupo;
carne incubada con contenido duodenal a un segundo
grupo; y carne incubada con jugo gastrico humano
precalentado; y por @ltimo un cuarto grupo que recibid
carne de ternera incubada con jugo gastrico humano
durante un periodo de dos horas, observando Gnica-
mente en este grupo de pacientes crisis reticulocitica.

Castle plantea la siguiente hipotesis:

“El constituyente activo o factor intrinseco del estd-
mago con toda probabilidad es secretado por la mucosa
géstrica de las personas sanas, estando ausente en la sali-
va y en las secreciones duodenales asi como en los en-
fermos con anemia perniciosa.”

Esta sustancia termolabil, necesita de una segunda
sustancia, que denomind originalmente factor extrin-
seco y que se encuentra presente en el higado y en la
carne de ternera. De esta forma concluye:

“La ausencia de factor intriseco en el contenido gés-
trico de los pacientes con anemia perniciosa es el defec-
to esencial del desarrollo de esta enfermedad.

En mayo de 1929, Minot titul6 el trabajo de Castle
“El descubrimiento que marcd una época”, en el libro
The Interurban Clinical Club (1905-1976).

El 11 de junio de 1929 en Londres, Castle dirige
una reunion en la Royal Society of Medicine en la
cual resume sus experimentos y expone:

“En la diabetes mellitus el pancreas es el 6rgano el
que falla y el defecto fisiologico tiene lugar en el meta-
bolismo interno de los carbohidratos. En la anemia per-
niciosa el drgano defectuoso es el estdbmago y el meca-
nismo fisiopatologico es la ausencia de factor
extrinseco?.”

En 1932, de modo experimental®, se confirma que
el déficit nutrional provocado en monos, conduce a un
estado de anemia, leucopenia y trombopenia severas,
siendo comparable este cuadro, con aquel que pade-
cian los Indios nativos y que se denominaba “anemia
macrocitica tropical” tratada con una levadura rica en
vitamina B. En todo momento, se intenta correlacio-
nar la actividad del jugo gastrico humano, ya que éste
por si sblo carece de actividad antianémica, con la
funcidon hematopoyética*, de forma que en conjunto se
consiga una correccion del estado de anémico de estos
pacientes’. En 1937 Miller, demuestra la presencia del
factor extrinseco de Castle en la leche®. Pero también
la levadura de Brewer’s, administraba en grandes can-
tidades resulta de utilidad, atribuyendo por entonces
sus efectos a su contenido en folatos’. Con posteriori-
dad, se relaciona el factor extrinseco con el complejo
vitaminico B®.

Por lo tanto, Castle, a lo largo de aproximadamen-
te un cuarto de siglo, elucida la patogenia de la ane-
mia perniciosa a través de sus observaciones. Este ar-
ticulo histdrico hace referencia a la nimero X donde
Castle le pone nombre y apellidos, (vitamina B ), al
factor extrinseco implicado en la patogenia de la ane-
mia de aquellos pacientes con aquilia gastrica’. El
descubrimiento de Castle en 1948, puesto de mani-
fiesto en este articulo, es que determinados alimentos
como las carne de vacuno, los huevos y la leche po-
seen el factor anti-anémico, denominado originaria-
mente “factor extrinseco”. En un primer momento, se
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creia que el paciente con anemia perniciosa necesita-
ba ambos factores (intrinseco y extrinseco) para esti-
mular la produccion hepatica del factor anti-anémico
y que la unidon de ambos factores no era estrictamente
necesaria’®. Con posterioridad, se observd que la in-
gesta de una dieta rica en higado o carne de vacuno,
era capaz de estimular la secrecion de jugo géstrico,
obteniendo una buena respuesta hematopoyética.

Castle en este articulo nos muestra como adminis-
trandole a un paciente con un cifra de 2.500.00 de he-
maties, 1 centimetro cibico de una solucidn oral que
contiene extracto de higado durante 10 dias, se alcan-
za una respuesta reticulocitaria de un 3,4% y si esta
misma dosis se repite durante 10 dias mas, la cifra de
hematies se eleva a 2.980.000.

En este mismo momento Smith aifsla en el higado
la vitamina B, o factor anti-anémico hasta ahora as{
denominado, necesitando para ello cuatro toneladas
de higado para obtener un gramo de esta vitamina'''%.

Castle entonces, administra diariamente a cuatro
pacientes con anemia perniciosa, 5 microgramos de
vitamina B , disuelta en 125 6 150 centimetros cibi-
cos de solucion salina, via oral durante un primer pe-
riodo de 10 dias. En los 10 dias siguientes, administra
a estos mismos pacientes similar cantidad de vitamina
B,,, asociando esta vez 125 6 150 centimetros ciibicos
de jugo gastrico humano neutralizado. Realizando un
estudio comparativo entre los dos métodos viene a de-
mostrar que la actividad anti-anémica de la vitamina
B,, es potenciada por la administracion simultanea de
jugo gastrico.

Hoy se sabe, que las principales causas de anemia
macrocitica son de caracter nutricional, debido a un
déficit vitaminico que origina cambios megaloblasti-
cos en la médula 6sea, dando lugar a eritrocitos de
gran tamafo'. Las causas mas frecuentes de anemia
de origen nutricional son, por un lado, el déficit de co-
balamina o vitamina B, (cuya causa mas frecuente, es
la malabsorcidn) y, por otro lado, el déficit de 4cido
folico (cuya causa més frecuente es la carencia en las
dietas inadecuadas)'. Cuando se analiza la posible in-
fluencia de la dieta en la aparicion de anemia megalo-
blastica, como consecuencia de un déficit vitaminico,
hay que tener en cuenta que las reservas de cobalami-
na en el organismo son suficientes para subsistir de 3
a 5 ahos sin aporte, mientras que las de 4cido folico se
agotan en 3-4 meses”.

Una vez conocidos los posibles déficits vitamini-
cos mas importantes que pueden ser causa de anemia
megaloblastica, hay que diferenciar que, por tradi-
cion, la anemia que aparece en el contexto de una gas-
tritis atrofica se debe a un déficit de cobalamina, co-
mo consecuencia de la ausencia de FI y se conoce con
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el nombre de anemia perniciosa, como se describe
con anterioridad. Y que la causa mas frecuente de au-
sencia de factor intrinseco es una alteracion histologi-
ca y funcional de la mucosa géstrica conocida como
gastritis atrofica.

En resumen, los experimentos que Castle llevo a
cabo a lo largo de su trayectoria profesional, ayudaron
a clarificar la patogénesis de la anemia perniciosa.
Con sus observaciones, no solo desperto el interés so-
bre otros déficits nutricionales, sino que contribuyd al
desarrollo de la Hematologia y de la investigacion cli-
nica de la Universidad de Harvard.
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Observations on the etiologic relationship of achylia gastrica to
pernicious anemia X. Activity of vitamin B, asfood (extrinsic) factor

Lionel Berk, M. D.1, William B. Castle, M. D.}, Arnold D. Welch, M. D.§, Robert W. Heinle, M.
D.Y, Rudolf Anker, Ph.D/, and Martin Epstein, M. D.**
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BOSTON, MASSACHUSETTS, AND CLEVELAND, OHIO

It has been shown that various foods —for
example, beef skeletal muscle!, milk? and eggs’—
contain a heat-stable, unidentified substance?, the
so-called extrinsic factor. When such a source of
extrinsic factor as beef muscle is ingested by a pa-
tient with pernicious anemia, untreated or in re-
lapse, it produces little or no hematopoietic effect
unless normal human gastric juice is also adminis-
tered, either simultaneously or at least within six
hours®. The very small amount of the gastric se-
cretion of the patient with pernicious anemia thus
apparently supplies little or none of the heat-labi-
le substance, possibly an enzyme®®, that is respon-
sible for the activity of the so-called intrinsic fac-
tor of normal human gastric juice when
administered with beef muscle. Gastric juice
when given without opportunity for contact with
beef muscle or with components of an unrestric-
ted diet possesses no hematopoietic power®. Des-
pite claims to the contrary’, incubation of mixtu-
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res of beef muscle and gastric juice does not pro-
duce the heat-stable, antipernicious-anemia prin-
ciple of liver in vitro®. Although there is reason to
believe that contact between beef muscle and gas-
tric juice at or near a neutral reaction within the
intestinal tract is requiered for hematopoiesis®,
attempts to concentrate hematopoietic substances
from incubated mixtures of beef muscle and gas-
tric yuice have given inconsistent results at best.
These observations are compatible with the the-
ory that the patient with pernicious anemia requi-
res intrinsic factor to utilize extrinsic factor at
some stage in the production of the antiperni-
cious-anemia principle of liver, but that a direct
reaction between extrinsic and intrinsic factors
does not necessarily occur.

Extrinsic factor is presently recognizable only
by virtue of this hematopoietic potency upon oral
administration in pernicious anemia with normal
human gastric juice. Consequently, we have assu-
med as a working hypothesis that the greatly in-
creased hematopoietic activity in pernicious ane-
mia of liver' and of relatively crude liver extracts'!
when ingested with normal human gastric juice
indicated the presence of both the extrinsic factor
and the antipernicious-anemia principle. Re-
cently, however, we have found that refined liver
extracts when given by mouth are also potentiated
in their hematopoietic activity by gastric juice, as
shown by the following observation, which was
conducted according to the methods referred to
below.

A patient with pernicious anemia and an initial
red-cell count of 2,540,000 was given 1 cc of solu-
tion of liver extract, purified (Lederle), containing
15 U.S.P. units (injectable), daily by mouth for
ten days. A reticulocyte peak of 3.4 per cent was
attained on the seventh day. During a second con-
secutive ten-day period, the simultaneous admi-
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nistration of normal human gastric yuice with the
same amount of liver extract produced a second re-
ticulocyte peak of 6.6 per cent at an initial red-cell
level 0f 2,980,000. In other patients it was shown
that hydrolysis of liver extracts with dilute sulfu-
ric acid, which apparently destroyed most of the
antipernicious-anemia principle, also prevented
the material from being potentiated by normal
human gastric juice.

With the isolation'? of crystalline vitamin
B,,. which behaves so far as is now known like
the classic antipernicious-anemia principle of
liver'!* the effect of normal human gastric jui-
ce on the activity of the pure substance when
orally administered could for the first time be
tested. Accordingly, S microgm of vitamin B )*
dissolved in 125 or 150 cc of physiologic saline
solution was given daily by mouth during a first
ten-day period to 4 patients with untreated per-
nicious anemia. Immediately thereafter in a se-
cond ten-day period, the same amount of vita-
min B,, was given by mouth simultaneously
with 125 or 150 cc of previously neutralized
normal human gastric juice to each patient.
The methods of dietary control, of obtaining
normal human gastric juice and of blood study
employed in these observations have previously
been described"® as has the interpretation of
successive reticulocyte responses'®. Particular
attention was paid to administering the gastric
juice at times as widely separated as possible

* Kindly supplied for clinical use by Dr. August Gibson, of
Merck and Company, Incorporated Rahway, New Jersey.

Tablel

from meals to minimize possible contact bet-
ween the patient's food and the gastric juice. As
an additional control on any hematopoietic ef-
fect of the gastric yuice on the food, 3 patients
(Cases 102, 103 and 140) received gastric juice
during the first period twelve hours before each
dose of vitamin B ,.

As shown in table I, in each case a reticulocyte
response was observed during Period II. Except in
Case 104, this was accompanied by a significant
increase of red cells and indicates the greater he-
matopoietic effect of vitamin B, given simultane-
ously with normal human gastric juice. The reti-
culocyte peaks were not marked in Period II of
Cases 103 and 104. However, no hematopoietic
effect whatever was noted during Period I, and sig-
nificant clinica improvement did not begin until
the reticulocyte response appeared in Period II of
the observations on these 2 patients. In Case 104,
during Period III, 5 gamma of vitamin B,, was gi-
ven intramuscularly daily. This resulted in a stri-
king second reticulocyte response.

Conclusions

These observations indicate that the hemato-
poietic activity in pernicious anemia of orally ad-
ministered vitamin B, is potentiated by the si-
multaneous administration of normal human
gastric juice but, as with liver extracts, is not so
great as the activity of the vitamin B, when given
parenterally. It is suggested, therefore, that the fo-
od (extrinsic) factor may be identical with or clo-

Potentiation of Hematopoietic Activity of Orally Administered Vitamin B,, by Normal Human Gastric Juice

Case  Ten-Day

Reticulocyte Peak

No.  period Red-Cell Count Daily Therapy™
No. Initial Final
x 10° x 10¢ % day

101 I 1.56 1.91 5.7 8 SgammaofvitaminB fat8p. m.
I 1.82 2.72 9.3 7 Sgammaof vitamin B, and 150 c. of gastric juice at 8 p.m.

102 | 1.79 1.74 2.5 10 5gamma of vitamin BlzT at8a.m.;at8 p.m., 150 cc of gastric juice.
II 1.65 2.45 16.7 7 Sgammaof vitamin B, and 150 cc of gastric juice at 8 p.m.

103 1 1.62 2.12 none none S gammaofvitaminB fat8a.m.;at8p.m., 150 ccof gastric juice.
I 1.90 2.54 3.8 8  Sgammaofvitamin B, and 150 cc of gastric juice at 8 p.m.

104 | 2.16 1.93 none none Sgammaofvitamin BlzT at9a.m.;at9 p.m., 125 cc of gastric juice.
II 2.14 2.10 3.8 10 5 gammaof vitamin B ,and 125 cc of gastric juice at 9 p.m.
111 1.91 2.57 14.0 8  Sgammaofvitamin B, intramuscularly

*Given orally unless otherwise indicated.

tSuspended in 125 or 150 cc of physiologic saline solution.
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sely related chemically to the antipernicious-ane-
mia principle of liver, which is itself presumably
identical with vitamin B . It is further suggested
that the gastric (intrinsic) factor is necessary for
the optimal utilization of the relatively small
amounts of vitamin B, or of chemically related
substances present in various foods.

Preliminary microbiologic findings with the
use of Lactobacillus leichmanii(A.T.C.C. 4797)
in an untreated patient with pernicious anemia
suggest that the fecal elimination of vitamin B,
is of such magnitude that either the vitamin deri-
ved from the food, or more probably that synthe-
sized by intestinal bacteria, is not absorbed in
sufficient amounts to abolish the deficiency.
(Since this manuscript was submitted for publi-
cation Bethell and his associates'® have reported
the results of microbiologic observations de-
monstrating large daily fecal excretions of vita-
min B, in 4 cases of untreated pernicious ane-
mia, and from this fact have drawn similar
conclusions.) Other observations suggest that
material soluble in 70 per cent alcoholic extracts
of beef muscle, a classic source of extrinsic fac-
tor, when prepared in a form suitable for parente-
ral administration, possesses both microbiologic
activity as vitamin B,, and hematopoietic activity
upon intravenous injection in pernicious anemia.
It is therefore possible that the function of the
intrinsic factor of normal human gastric juice is
to facilitate the absorption by the intestine of vi-
tamin B, or of chemically related compounds in
the food, rather than to react with the extrinsic
factor as hitherto assumed.
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