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RESUMEN

Hoy, en pleno siglo XXI, la desnutricion sigue siendo uno de los principales
problemas de salud publica y estd aumentando. La desnutricién es una de las
principales causas de muerte en nifios menores de cinco afios, principalmente
en paises en vias de desarrollo como el nuestro. Uno de los principales
problemas que origina la desnutricion es la alteracion del sistema inmunoldgico
lo cual hace al organismo mas susceptible a contraer infecciones.

La muerte celular por apoptosis es el tipo de muerte fisioldgica que se
encarga de mantener la homeostasis de los tejidos y es de especial importancia
en el sistema inmunoldgico. La alteracion de este proceso de muerte se veria
reflejada en la inadecuada formacion de la respuesta inmunolégica y por ende
en la incapacidad del organismo para responder ante el ataque de agentes
patdgenos.

La meta de este trabajo fue determinar por medio de citometria de flujo si la
frecuencia de apoptosis y la expresion de CD95 (molécula de membrana
inductora de sefales de muerte) se encuentran alteradas en linfocitos de nifios
con desnutricibn de segundo grado o moderada y nifios con desnutricion de
tercer grado o grave los cuales se encontraban entre 6 meses y 5 afios de edad.

En este estudio se incluyeron cuatro grupos de nifios: 1) Bien nutridos (BN)
sanos con peso Yy talla correspondientes a su edad. 2) Bien nutridos con
infecciones asociadas (BNI). 3) Desnutridos de segundo grado (DN2) con
infecciones asociadas y 4) Desnutridos de tercer grado (DN3), con infecciones
asociadas. En todos los casos las infecciones fueron graves de tipo bacteriano
en vias respiratorias o gastrointestinales.

Los resultados del presente estudio muestran que el grupo de los nifios DN3
presentan la mayor frecuencia de apoptosis de leucocitos totales, ademas hay
una relacion directa entre el grado de desnutricion, la frecuencia de apoptosis y
la expresion de CD95 en los subtipos celulares CD4" y CD8*. En la
cuantificacion de la expresion de Anexina V (o0 apoptosis) y CD95 se encontrd
que los niflos DN3 presentaron la mayor frecuencia de apoptosis en células
CD8" asi como la mayor expresiéon de CD95 en células CD4" y CD8", por su
parte, los DN2 tuvieron la mayor frecuencia de apoptosis en células CD4".

También se observo que la frecuencia de apoptosis y la expresién de CD95
fueron menores en el grupo de los nifios BNI en relacion a los DN2 y los DN3
pero fueron mayores que en los BN. El grupo de BNI es de gran utilidad, ya que
se considera el grupo control de nifios con infecciones pero sin desnutricion. Lo
anterior permitié considerar directamente a la desnutricibn como la responsable
tanto de la alta frecuencia de apoptosis como de la expresion de CD95.



En conclusion, la alta frecuencia de apoptosis en células T maduras en
sangre periférica podrian impedir que las células T se activen y lleven a cabo su
funcion, esto originaria una inadecuada formacion de la respuesta inmunoldgica
en los nifios desnutridos lo cual disminuye su capacidad para responder a una

infeccion. Esto sugiere que la inmunidad mediada por células esta alterada por
la desnutricion.



ABSTRACT

In the present malnutrition is still one of the main health public problems and it
is increasing. Malnutrition is one of the main causes of death in children aged
under five years, principally in developing countries like México. One of the main
problems of malnutrition is the alteration of the immunology system, this makes
the organism more susceptible to infection.

The programmed cell death (PCD) or apoptosis is the type of physiological
death that maintains homeostasis in all the tissues and is especially important in
the immunology system. The alteration of this death process will be reflected in
the inadequate formation of the immune response and in the incapacity of the
organism to respond to the attack of pathogen agents.

The aim of this work was to determine, using flow cytometry, whether the
apoptosis frequency and the CD95 expression are altered in lymphocytes of
children with second and third degree

This study included four groups: 1) healthy well nourished children (WN), with
weight and height corresponding to their age, 2) well nourished with associated
infections (WNI), 3) malnourished of second-degree (MN2 or moderate
malnutrition) withassociated infections and 4) malnourished of third-degree (MN3
or severe malnutrition) whit associated infections. In all the cases there were
serious bacterial infections inrespiratory or the gastrointestinal way.

The results of this study show that, the MN3 group had the greatest total
apoptosis frequency. Also we found that there is a direct relationship between
malnutrition degree, apoptosis frequency and CD95 expression in the
lymphocytes subsets CD4" and CD8".

In the measurement of Anexin and CD95 expression we found that the MN3
group had the higher apoptosis frequency in CD8" cells as well as the higher
CD95 expression in CD4" and CD8cells. In the MN2 group, it had the higher
apoptosis frequency in CD4" cells.

The apoptosis frequency and CD95 expression in the control group of
children with infection but without malnutrition (WNI) were lower than those of
MN2 and MNS3 children but were higher than in WN children. The comparison
between this group and the malnourished groups, permitted to consider
malnutrition the main reason for the high apoptosis frequency as the CD95
expression.

In conclusion the high apoptosis frequency on lymphocytes could alter T-cells
functions. This may be associated with the mechanisms involved in the
immunodeficiency observed in malnourished children. This finding support that
cell-mediated immunity is impaired by malnutrition.



I. INTRODUCCION

Contrario a algunos de los hallazgos cientificos mas relevantes como son el
desciframiento del coédigo genético humano o los primeros intentos por
conquistar otros planetas, la desnutricion sigue siendo uno de los principales
problemas de salud a nivel mundial (Vega-Franco, 1999). Hoy en pleno siglo XXI
este padecimiento que pareceria sb6lo de épocas pasadas va en aumento,
Instituciones como el Fondo de las Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF)
reporta que cerca de 150 millones de nifios en el mundo sufren de desnutricion,
la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la alimentacion
(FAO) reporta 800 millones de personas que sufren de desnutricion cronica.

La desnutricion calérico-proteica es directa o indirectamente responsable de
un tercio de las muertes totales en nifios menores de 6 afios de edad en
América Latina (Chandra, 1991; Chevalier y col. 1996). Los paises mas
afectados son paises pobres, en vias de desarrollo o que estan en guerra.

Para el afilo 2000 la cifra de nifios con desnutricion y retraso del desarrollo fue
del 33% a nivel mundial. Asia, Africa y Latinoamérica registran las prevalencias
alta, intermedia y baja respectivamente de retraso de crecimiento infantil. En
México, también en el afio 2000, se reporta un 46.4% de nifios con desnutricion
0 que alguna vez la padecieron distribuidas en 36.1% en primer grado, 9.0% en
segundo grado y 1.3% en tercer grado (Gamez y col.,, 2003). La mayor
prevalencia se registra en estados del sur de la republica y la mas baja en
estados del norte (Avila y col., 1998). Lo anterior hace a este padecimiento uno
de los problemas principales de salud publica (Lesourd y Mazari., 1997).

II. ANTECEDENTES

DESNUTRICION

La desnutricion es un estado de desequilibrio en el que el organismo requiere
una mayor cantidad de nutrientes de los que recibe, se puede generar por la
carencia de alguno o todos los elementos nutritivos requeridos en la dieta o por
alteracion en la digestion o absorcion de los mismos (Gamez y col., 2003).

La principal causa del origen de la desnutricion es una dieta inadecuada, la
cual es originada por deficiencia en vitaminas, minerales, proteinas y/o calorias
0 una combinacion entre ellas, ademas de factores socioculturales o ignorancia
en la poblacion (Jelliffe, 1985).



CLASIFICACION DE LA DESNUTRICION

Se ha determinado que la desnutricidn, se presenta con mayor frecuencia en
nifios ya que sus requerimientos de proteinas son mayores que en la edad
adulta. Con base en los factores que la causan, la desnutricibn se puede
clasificar como primaria, secundaria o mixta (Gémez y col., 1956).

En estudios nutricionales se han clasificado tres grados de desnutricion, de
primero, segundo y tercer grado o leve, moderada y grave respectivamente,
basandose en el peso para la edad del paciente o déficit corporal (Gomez y col.,
1956; Gomez, 2003).

> Desnutricién de primer grado o leve, se caracteriza por un déficit en
el peso corporal de 10 a 24% del promedio correspondiente a su

edad.

» Desnutricion de segundo grado o moderada, es mas marcada que
la anterior, el déficit de peso oscila entre 25 y 39% correspondiente
a su edad y frecuentemente los pacientes requieren hospitalizacion.

> Desnutricién de tercer grado o grave. Es conocida también como
desnutricién calérico proteica (DCP), se presenta normalmente en
nifios lactantes y preescolares, en estos pacientes las reservas
nutricionales practicamente se han agotado, el déficit de peso es
mayor al 40%, se producen cambios a nivel somatico, funcional y
psicolégico. En este tipo de desnutricion se distinguen dos tipos
clinicos: Marasmo y Kwashiorkor, aunque algunos autores agregan
el tipo Kwashiorkor marasmatico.

MARASMO

El Marasmo se ocasiona por una dieta baja en proteinas y calorias,
normalmente la padecen nifios menores de un afio. Presentan un desgaste
muscular muy marcado con disminucién en el contenido de grasa y por lo tanto
una pérdida considerable de peso, disminucidén en el crecimiento, su pelo es
aparentemente normal a comparacion de los que sufren Kwashiorkor, se puede
presentar diarrea y la concentracion de proteinas plasméticas disminuye (Figura
1) (Manocha, 1972).

KWASHIORKOR

En el Kwashiorkor la dieta es principalmente deficiente en proteinas y
abundante en carbohidratos, este tipo de desnutricion lo padecen normalmente
los nifios entre el primer y tercer aflo de vida (Jelliffe, 1985), en este
padecimiento el desgaste muscular es menos evidente que en el marasmo y



tanto el déficit de peso como el retardo en el crecimiento pueden “enmascararse”
por la presencia de edema, hay una gran retencion de agua (pérdida de potasio
y retencién de sodio), las proteinas plasmaticas se ven reducidas principalmente
en la concentracion de albumina, ademas hay cambios en la textura, resistencia
y color del cabello (Manocha, 1972). La presencia de edema, caracteristico del
kwashiorkor, se ha encontrado relacionada con una gran cantidad de grasa y
una deficiente capacidad antioxidante en el higado, por lo que la hipétesis de
generacion de radicales libres demuestra que la carencia de proteinas es la
principal pero no la Unica causa en el origen de este padecimiento (Figura 2)
(Waterlow 1961). Debido a la etiologia del kwashiorkor, también ha sido llamado
Sindrome Pluricarencial de la Infancia (Icaza y Béhar., 1981), en la actualidad el
kwashiorkor es menos frecuente que el marasmo. El tercer tipo de desnutricion
llamado kwashiorkor marasmatico, se refiere a los casos que presentan
sintomas de marasmo pero que ademas sufren de edema.

CONSECUENCIAS DE LA DESNUTRICION

Cualquier tipo de desnutricion trae consecuencias a corto o a largo plazo, ya
que es en los primeros afios de vida, especificamente durante la lactancia,
cuando el crecimiento corporal es mas rapido y los requerimientos nutricionales
son mayores, ademas algunos de los dafios causados en este periodo son
irreversibles (Ortiz y col., 1999). Al nacer y en los primeros afios de vida la
desnutricion se manifiesta principalmente como falta de peso y/o talla pero estos
parametros pueden recuperarse con una alimentacion adecuada ya que el
crecimiento del organismo se detiene hasta los 18 afios de edad; si la
desnutriciobn persiste, en los nifios se observard alta susceptibilidad a
infecciones, reducida capacidad de trabajo fisico, baja capacidad intelectual y de
aprendizaje entre otros (Pefla y Bacallao, 2002), incluso la respuesta
inmunolégica puede verse afectada.
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SISTEMA INMUNOLOGICO

Todos los seres vivos estan continuamente expuestos a algun tipo de
agresion del medio; el destino de un inmundgeno o antigeno que penetra las
barreras fisicas del sistema inmune innato depende en parte de su ruta de
entrada: 1) Si el inmundgeno entra al torrente sanguineo, pasa hacia el bazo
convirtiendose en el sitio principal de la respuesta inmunitaria, 2) Si el
inmundogeno permanece en la piel, se desarrolla una respuesta inflamatoria local
que viaja a través de los canales linfaticos aferentes hasta los ganglios 3) Si el
inmundgeno llega por las mucosas del aparato respiratorio o digestivo, donde
también existe tejido linfoide, se inicia una respuesta inmunitaria que terminara
diseminandose en todo el cuerpo, por lo que cualquiera que sea la via de
entrada, siempre habra una respuesta a nivel sistémico (Daniel y Abba., 1993).

El sistema inmunolégico estd formado por un conjunto heterogéneo de
células que se originan en la médula 6sea, donde muchas de ellas maduran y
luego migran hacia los tejidos a través de la circulacion sanguinea y linfatica.
Las células blancas del sistema inmunolégico derivan de una célula madre o
hematopoyética pluripotencial de la cual se desprenden otros 2 precursores: el
mieloide que es precursor de granulocitos, macrofagos y mastocitos y el comun
linfoide que da origen a los linfocitos.

LINFOCITOS

Los linfocitos forman parte de los leucocitos o células blancas, son células
pequefias con poco citoplasma y escasos organelos pero con una gran cantidad
de material genético en etapa inactiva, son las células principales del sistema
inmunoldgico (Janeway y col., 2000). Existen dos tipos de linfocitos, los T y los B
gue reciben su nombre dependiendo del sitio donde hayan llevado a cabo el
proceso de maduracion ya sea en timo (los linfocitos T) o en médula ésea (los
linfocitos B).

La funcién central del timo es el rearreglo y expresién de los genes del
receptor de las células T (TCR) y la seleccion subsecuente del repertorio de
receptores para el antigeno que permite a las células T maduras reconocer
antigenos ajenos, pero por lo general, no a los propios. Por medio de grupos de
diferenciacién (CD, cluster diferentiation por sus siglas en inglés) se pueden
identificar los diferentes tipos y subtipos de linfocitos. Para ello se utilizan
anticuerpos monoclonales que identifican la misma molécula de la superficie
celular, esta molécula se designa con las letras CD seguida de un numero
(Figura 3).



LINFOCITOS T

Los linfocitos T, son esenciales en la respuesta inmunolégica mediada por
células y se dividen en dos tipos: T CD4" y T CD8". Los linfocitos T CD4" o
cooperadores (Th) estdn especializados en activar a las células efectoras
(también conocidas como células citotdxicas) de la respuesta inmunoldgica, se
subdividen en Thl y Th2, esta diferenciacion dependera de la expresion de
moléculas de sefalizacibn especificas, sintetizadas por las células
presentadoras de antigeno (APC por sus siglas en inglés). Las Thl participan en
la inmunidad celular, activan macréfagos para que destruyan agentes patdégenos
intracelulares, por su parte las células Th2 activan células B para que produzcan
anticuerpos para combatir a organismos extracelulares formando parte de la
inmunidad innata. Los linfocitos T CD8" o células citotoxicas también se
subdividen en Tipo 1 y Tipo 2, estos tipos celulares se encargan de aniquilar
células infectadas por virus por medio de la liberacién de granulos liticos que
contienen perforina y granzimas (Janeway y col., 2000).

Durante el proceso de maduracion, los linfocitos adquieren la capacidad de
reconocer a los antigenos propios del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) e identificaran lo propio y lo extrafio o ajeno. El CMH es el segmento de
cromosoma que contiene los genes en donde esta codificada la informacién para
la sintesis de los antigenos de histocompatibilidad. Las dos moléculas
principales del CMH son las de clase | y las de clase Il. Las moléculas del CMH
clase | estan formadas por dos cadenas peptidicas una ay otra b, la cadena
a posee un extremo intracelular, otro hidrofébico transmembrana y uno
extracelular que esta compuesto por tres dominios @1, a2y a3) cada uno de los
dos ultimos dominios posee alrededor de 90 aminoacidos y posee un enlace
disulfuro. Los dos primeros dominios aly a2 tienen secuencias de aminoacidos
que pueden variar de un individuo a otro y forman el sitio donde la molécula se
une a los determinantes antigénicos extrafios. Las moléculas del CMH clase I
también posee dos cadenas (una a y otra b), cada una de estas cadenas posee
tres segmentos. Los segmentos extracelulares tienen dos dominios de los cuales
los dominios aly bl de cada una de las cadenas son los que forman el sitio de
union para el oligopéptido que contiene el determinante antigénico. Una vez que
los determinantes antigénicos extrafios estan conjugados a las moléculas de
histocompatibilidad clase | ¢ 1l, se lleva a cabo la interaccion entre la célula que
presenta y la que reconoce. Los antigenos de histocompatibilidad clase | y Il de
las APC, no solo son reconocidos por el receptor de los linfocitos T sino que,
ademas interaccionan con los antigenos CD8 y CD4 respectivamente (Garcia-
Tamayo, 1997; Janeway Yy col., 2000; Mosmann y Subash, 1996; Rojas, 1996)
(Figura 3).

Ademas del proceso de maduracién y diferenciacion que presentan los
linfocitos en médula 6sea o timo, éstos adquieren una serie de marcadores que
los distinguen antigénica y funcionalmente de los linfocitos inmaduros y de otros



tipos de leucocitos. Los linfocitos T maduros en sangre periférica se identifican
con el marcador CD3, los subtipos de linfocitos cooperadores y citotoxicos se
identifican con los marcadores CD4+ y CD8+ respectivamente.
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Figura 3. Presentacion del antigeno por moléculas del CMH | y Il a células T CD8 y CD4
respectivamente y reconocimiento del receptor de células T (TCR). Tomado de Daniel y col.,
1993.

LINFOCITOS B

Los linfocitos B maduran en la médula 6sea, son las células responsables de
la inmunidad humoral, una vez activados, se diferencian a células plasmaticas
que tienen como funcién principal la produccién de anticuerpos especificos en
contra del antigeno que los estimuld. Se necesitan al menos dos linfocinas
producidas por las células Th para que se lleve a cabo el crecimiento y
diferenciacion de las células B, una es el factor de crecimiento para células B
(BCGF por sus siglas en inglés) que junto con el antigeno estimula la
proliferacion de las células B, la otra es el factor de diferenciacion de células B
(BCDF por sus siglas en inglés) que induce a estas células a diferenciarse y
producir anticuerpos. (Figura 4).
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Figura 4. La célula B, presenta el antigeno (Ag) por medio del CMH —II a la célula Th, se activa el
receptor de células T (TCR) y esta sefial induce la secrecion de linfocinas (BCGF y BCDF) por
las células Th que estimulan la proliferacion de las células B en células plasmaticas para la
produccion de anticuerpos, otras permanecen como células B de memoria. Tomado de Daniel y
col., 1993.

Una vez que los linfocitos terminan el proceso de maduracion y
diferenciacion, entran a la circulacion sanguinea y de ahi migran a los érganos
linfoides secundarios para ejercer su accion.

ORGANOS LINFOIDES

Los drganos linfoides se clasifican en centrales o primarios y periféricos o
secundarios. Dentro de los primeros se encuentran el timo y la médula 6sea, en
ellos se lleva a cabo la maduracién de los linfocitos T y B respectivamente. Entre
los 6rganos secundarios donde los linfocitos, previamente madurados, llevan a
cabo su funcidon para iniciar la respuesta adaptativa en la cual participan
(Guevaray col., 2002), se encuentran:

1. Ganglios linfaticos, 6rganos altamente organizados donde convergen los
vasos colectores de liquido extracelular llamado linfa procedente de los tejidos
que después retorna a la sangre. Los vasos aferentes conducen el liquido desde
los tejidos y ademas llevan células con antigenos desde los sitios de infeccidon
hasta los ganglios donde son atrapados. Los linfocitos B se localizan
principalmente en los foliculos y los T en las areas paracorticales (Guevara y
col., 2002).

2. Bazo, este 6rgano colecta antigenos procedentes de la sangre, esta
compuesto por pulpa roja con numerosas células sanguineas y pulpa blanca

donde se encuentran los linfocitos.

3. Tejido linfoide asociado al tracto respiratorio e intestinal, esta constituido
por amigdalas, adenoides, apéndice y placas de Peyer en el intestino delgado
(Guevaray col., 2002)



RESPUESTA INMUNOLOGICA

RESPUESTA POSITIVA'Y NEGATIVA

La respuesta del sistema inmunoldgico puede ser positiva 0 negativa segun
sea el origen de los antigenos, éstos pueden ser propios o extrafios. Si los
antigenos son reconocidos como propios, la respuesta inmunitaria es negativa e
implica una tolerancia hacia ellos. En cambio, el reconocimiento de los antigenos
extrafios generalmente estimula una respuesta positiva que tiene como
consecuencia la eliminacién de las moléculas que proceden del medio externo o
la destruccion de las células que los portan en su citoplasma o adheridas a su
membrana.

La inmunizacion es el proceso de introducir un antigeno al cuerpo y obtener
una respuesta inmunolégica positiva contra sus determinantes. Los animales
inmunizados adquieren inmunidad, o sea, capacidad de eliminar de sus cuerpos
las moléculas extrafias que son reconocidas positivamente por los linfocitos, la
respuesta de los linfocitos puede ser diferente dependiendo de la poblacion con
que participe.

La capacidad de un individuo para mantenerse libre de infecciones depende
tanto de su resistencia natural (inmunidad innata) como de la resistencia que
pueda desarrollar o adquirir durante su vida (inmunidad especifica o adquirida)
(Janeway y col., 2000).

INMUNIDAD INNATA

La inmunidad innata esta presente desde el nacimiento y a diferencia de la
adquirida, comprende elementos no especificos. La piel es la primera linea de
defensa contra la penetracion de microorganismos. Si ocurre la penetraciéon de
algun organismo invasor, la lisozima que esta distribuida en las secreciones
puede lesionar la pared celular de muchas bacterias, posteriormente ocurre la
activacion del complemento, la elevacién en la concentracion de proteina C
reactiva y finalmente se considera importante la participacién de los macréfagos
para lisis y fagocitosis del organismo invasor ( Garcia-Tamayo 1997).

INMUNIDAD ADQUIRIDA

La inmunidad adquirida se genera después del contacto con un agente
infeccioso y es especifica para el mismo. Ademas, la inmunidad adquirida
depende de un sistema celular altamente especializado, los efectores de esta
forma de inmunidad incluyen tanto elementos celulares como moléculas solubles
(Rojas, 1996).



ACTIVACION DE LINFOCITOS T

Los antigenos son fragmentos peptidicos de proteinas derivadas de agentes
patégenos en forma de complejos presentados por moléculas de CMH en la
superficie de células infectadas o que han estado en contacto con patdégenos o
presentadas por APC, la fragmentacion del antigeno se lleva a cabo en el
compartimiento acidico de la célula y asociado a moléculas clase Il del CMH se
expresan en la superficie celular donde estan al alcance de las células Th, es
entonces cuando se inicia la activacion de la Th, este evento se identifica por
dos sucesos principales uno es la unién del receptor de células T con el
complejo antigeno-molécula clase Il del CMH sobre las APC y la otra sefal
proviene de la interleucina 1 (IL-1) secretada por la APC (Figura 5), esto
desencadena la liberacion de otras citocinas esenciales para la activacion de
diferentes tipos celulares (Figura 6) (Daniel y Abba, 1993).

Los linfocitos T maduros CD4" y CD8" migran a través de la circulacion
sanguinea hacia los 6rganos linfoides periféricos, donde ejecutan sus funciones
con la ayuda de la expresién de moléculas de comunicacion intercelular.

Cuando los linfocitos especificos de antigeno se activan a través de sus
receptores (Figura 5), primero experimentan su transformaciéon a blastos y
comienzan a aumentar su nimero exponencialmente por division celular. Esta
expansion clonal (Figura 6) permite a los linfocitos, especificos para el antigeno
infeccioso, aumentar y predominar sobre otras poblaciones. Después de la
expansion clonal, las células T activadas se diferencian a células efectoras,
éstas eliminan el patégeno del cuerpo lo cual termina con el estimulo antigénico.
Cuando la infeccidon se ha terminado, las células T efectoras activadas ya no son
necesarias por lo que inician el proceso de muerte celular (Figura 7) por
apoptosis inducido principalmente por medio del receptor Fas de las células T
por unién a su ligando Fas (Janeway, 2000).
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Figura 5. La APC capta y procesa el inmundgeno, el epitopo inmunogénico se asocia con
moléculas clase Il del CMH, esta molécula se encarga de llevar al inmundgeno a la superficie
celular donde esta al alcance de la célula Th, la unién del inmundgeno con TCR activa al
linfocito. Tomado de Daniel y col., 1993.
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Figura 6. La APC produce IL-1y le presenta el antigeno oprocesado a la Th, ésta se activa y
produce IL-2 para la autoactivacion de células, por otra parte, se promueve la expansion clonal
de los linfocitos y su proliferacion. Tomado de Daniel y col., 1993.
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Figura 7. Término del estimulo antigénico e inicio de la muerte celular. La Th activada produce

IL-2, mientras que por otra parte, la molécula CMH clase | le presenta el inmundgeno a una
célula Tc (o CD8), estas sefiales activan a la célula CD8 la cual secreta toxinas que matan a la
célula diana infectada. Tomado de Daniel y col., 1993.

MECANISMOS DE REGULACION DE LA RESPUESTA
INMUNOLOGICA

CITOCINAS

Las citocinas son moléculas de comunicacion intercelular sintetizadas por
una gran variedad de células del cuerpo entre ellas los linfocitos y macréfagos,
son liberadas después de la activacion de la célula, modulan las respuestas
inmunolégica e inflamatoria, regulan el crecimiento, la diferenciacion y la
movilidad de los leucocitos (Baird y col., 1999). Las principales citocinas en
humanos que participan en este proceso son: interferones (IFN) a,b y g,
linfotoxina (LT), la familia del factor de necrosis tumoral (TNF ay b) el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), la familia de
guimiocinas, e interleucinas (IL) de la 1 a la 23 (Mosmann y Subash, 1996).



FACTOR DE NECROSIS TUMORAL a

Asi como existen factores que regulan positivamente la respuesta
inmunoldgica, también existen factores que la regulan negativamente, tal es el
caso del TNFa?El TNFa es miembro de la familia de citocinas, regula procesos
fisiologicos y del desarrollo, cruciales en la respuesta inmunoldgica adquirida e
innata del huésped incluyendo organogénesis del tejido linfoide periférico y la
regulacion de células asesinas naturales, ademas de la diferenciacion de
linfocitos.

Han sido descritos dos tipos de receptores del TNF (TNFRs), uno de 55kDa
(TNF-RI o p55) y otro de 75kDa (TNF-RIl o p75), el primero es expresado
principalmente en células susceptibles a la accién citotoxica del TNFa y juega un
papel critico en la defensa del hospedero contra microorganismos y sus factores
patogénicos, p75 esta presente en muchos tipos celulares especificamente de
origen mieloide como las células T (Mackay y col., 1994). La mayoria de los
efectos bioldgicos estan mediados a través del TNF-RI. Ambos tipos de
receptores se encuentran en una amplia variedad de células (Janeway y col.,
2000).

Los TNFR se dividen en dos grupos en base a su dominios de sefalizacion
citosdlicos. Un grupo lo forman los que tienen un dominio de muerte (DD) y
activan apoptosis, el otro grupo son los TNFRs que tienen un papel de
reconocimiento de péptidos cortos para reclutar factores asociados al TNFR
(TRAFs) y activar factores de transcripcion como NFKB. Los TNFR con dominio
de muerte mas conocidos e implicados en enfermedades inmunes y muerte
celular en roedores y humanos son: CD95 (APO-1 o Fas), TNF-R1, DR3
(TRAMP, wsl-1, APO-3, LARD), TRAIL-R1 (ligando inductor de apoptosis
relacionados a TNF-R1, también conocido como DR4, APO-2), TRAIL-R2 (DR5,
TRICK, KILLER), y DR6; todos inician sefializacion apoptética a través del
reclutamiento de proteinas adaptadoras con DD como las FADD (Janeway y
col., 2000).

CD95 (APO-1 0 Fas)

La primera proteina descrita como inductora de apoptosis fue CD95 o Fas. Es
una proteina de superficie de 48 kDa que al unirse con su ligando (FasL) induce
apoptosis en un amplio grupo de células incluidos los linfocitos T y B activados;
esta es la via de sefializacion de apoptosis mejor caracterizada y se lleva a cabo
activando una serie de proteasas 0 caspasas que a Su vez activan otras
proteasas nucleares que inducen la fragmentacion del ADN (Acido
desoxirribonucléico) (Janeway y col., 2000), (Figura 8).

La deteccion de CD95 por medio de citometria de flujo es una técnica rapida
y confiable para cuantificar células en apoptosis por medio del uso de

anticuerpos monoclonales y fluorocromos La proteina FITC (Isotiocianato de



fluoresceina), es una molécula que absorbe energia y emite fotones, se une a
CD95 en la superficie de la membrana, en el citbmetro, una luz de un laser de
480nm incide en la célula previamente marcada con FITC/CD95, las
caracteristicas de la célula hacen que se emitan fotones los cuales se
manifestaran con luz fluorescente a una longitud de onda de 530nm.

La célula necesita condiciones adicionales a la expresion de Fas para inducir
la sefializacion de apoptosis, como en los timocitos; estas condiciones
adicionales podrian estar relacionadas con la presencia de proteinas especificas
que solo se expresen en las diferentes etapas de desarrollo del individuo o bien
en cierto estado nutricional del mismo. Existen trabajos en los que se ha
observado que la expresion de células positivas a Fas o CD95 aumenta con la
edad. Al comparar linfocitos previamente activados de sangre periférica de
individuos recién nacidos de ocho meses de tres y veintiocho afios, se observé
que, la mayor expresion de Fas la registraron los individuos de veintiocho afios
(Miyawaki y col., 1992).

MUERTE CELULAR

Para cada estirpe celular, el control del nUmero de células es el resultado de
un balance dinamico entre la proliferacion y la muerte. La muerte celular es
necesaria para mantener el equilibrio entre las poblaciones celulares de los
tejidos y puede darse de dos formas, por necrosis o por un tipo de muerte celular
programada (Death cell programed o PCD por sus siglas en inglés) llamado
apoptosis.

NECROSIS

La necrosis es el proceso de muerte que se desencadena cuando una célula
sufre un dafio severo y pierde entre otras cosas la integridad de la membrana y
muere por lisis, los dafios pueden ser fisicos o quimicos, por ejemplo por
privacion de oxigeno como ocurre en un ataque al corazon o por dafios en
membrana. Los primeros cambios se dan en las mitocondrias, posteriormente se
lleva a cabo la disolucion de organelos y pérdida del control de la permeabilidad
selectiva de la membrana, hay entrada de fluidos que causan edema celular y
vesiculacion que lleva a la ruptura de la membrana y la subsecuente
desintegracion celular por la accion de hidrolasas liberadas por la lisis de
lisosomas, esto afecta a células contiguas y normalmente desencadena una
reaccion inflamatoria (Alfaro y col., 2000).

APOPTOSIS
En el organismo, todos los tejidos requieren de especificidad para mantener

el balance entre sus poblaciones celulares, por lo que se requiere de un tipo de
muerte celular programada.



La apoptosis requiere de la activacion de genes especificos para que se lleve
a cabo y por esto se le da el nombre de muerte celular programada (Alfaro y col.,
2000), ésta, es una muerte fisiologica, se presenta porque el organismo
requiere, para su desarrollo, la muerte particular de esa célula o porque la célula
sufrid un dafo irreparable y la célula muere en beneficio del organismo, por lo
tanto, la apoptosis, es crucial en la remodelacion de tejidos y se produce durante
las diferentes etapas de desarrollo del organismo por lo que tiene un papel muy
importante en enfermedades degenerativas (Ramirez y col., 1999).

En el proceso de muerte celular por apoptosis es importante considerar
cuatro puntos 1) sus proteinas componentes estan expresadas
constitutivamente en todas las células animales nucleadas, 2) en su ejecucién
esta involucrada una cascada proteolitica, 3) su activacion es controlada por una
familia de proteinas reguladoras intracelulares y 4) su activacion durante el
desarrollo podria frecuentemente ser controlada por la expresion de factores de
transcripcion (Michael y Migwel ., 1997).

Las principales funciones de la PCD durante el desarrollo de un individuo son
cinco: esculpir partes del cuerpo, eliminar estructuras indeseables, controlar el
namero de células, eliminar células anormales, no funcionales o dafiinas y
producir células diferenciadas (Figura 8).

Contrario a la necrosis, en la apoptosis, la célula muere por la activacion de
una serie de mecanismos que dan como resultado cambios de tipo morfologico,
bioguimico y funcional de los cuales los principales son:

CAMBIOS MORFOLOGICOS

DISMINUCION DEL TAMANO CELULAR

*CONDENSACION DE CITOPLASMA

*ENGROSAMIENTO DEL RETICULO ENDOPLASMICO
CAMBIOS EN LA MEMBRANA NUCLEAR
*FRAGMENTACION NUCLEAR

*PERDIDA DE ESTRUCTURA DE LA SUPERFICIE CELULAR
*FORMACION DE CUERPOS APOPTOTICOS
*FAGOCITOSIS RAPIDA

*SIN REACCION INFLAMATORIA

CAMBIOS BIOQUIMICOS Y FUNCIONALES

+AUMENTO DE Ca?" IONICO LIBRE

«INTERACCION ENTRE EL GEN bcl2 Y LA PROTEINA BAX
*PERDIDA DEL POTENCIAL DE MEMBRANA EN LAS MITOCONDRIAS
*PROTEOLISIS

*EXTERNALIZACION DE LA FOSFATIDIL SERINA

*PROTEOLISIS DE LA LAMININA B, TOPOISOMERASA Y PROTEINAS
REGULADORAS DE LA MITOSIS

*DESNATURALIZACION Y FRAGMENTACION DEL ADN (50-300 kb)



Los linfocitos presentan un proceso de seleccion positiva y otro de seleccion
negativa que pueden ocurrir en 6rganos linfoides centrales y periféricos e incluye
la induccién de muerte celular por apoptosis, esta seleccion es esencial para

mantener el balance de poblaciones celulares del sistema inmunoldgico en
individuos que sufren alguna alteracion de éste.
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Figura 8. Funciones principales de la muerte celular por apoptosis.
Tomado de Michael y col., 1997.

El proceso de muerte celular por apoptosis se puede dividir en dos fases, en
el primer estadio los mediadores génicos y bioguimicos intracelulares se activan
para intentar reparar el dafio pero si este mecanismo falla, se inicia la muerte
celular y se entra en la segunda fase de ejecucién donde la célula sufre
alteraciones estructurales que conducen a la muerte con la ayuda de una amplia
gama de proteasas llamadas caspasas (Ramirez y col., 1999).

CASPASAS

En el proceso de muerte celular programada, la maquinaria efectora de
muerte es manejada por una familia de cistein proteasas (Cistein Aspartato
Specific ProteASEs o CASPASAS) que cortan las cadenas proteicas ubicadas
después de residuos de &cido aspartico. Las caspasas son inicialmente
sintetizadas como proteasas citosoélicas inactivas las cuales tienen dos dominios
uno pl0 y otro p20 que en respuesta a estimulacion son fagmentados para
formar la enzima activa. Las caspasas activas fragmentan muchas proteinas
celulares vitales como las de la familia de las Bcl2 o, actian en varios substratos
nucleares como laminina, ademas de que activan proteoliticamente enzimas



tales como la DNasa DFF40/CAD que contribuyen a la destruccion celular
(Janeway y col., 2000).

La fragmentacién de proteinas blanco originada por la accién de las caspasas
activadas, puede dar como resultado una activacion o una inactivacion de otra
proteina pero nunca la degradacion de ésta. Algunos blancos de tales eventos
de fragmentacion incluyen polimerasas, proteinas de retinoblastoma, lamina
nuclear, proteincinasas dependientes de ADN y proteinas implicadas en la
replicacion del ADN (Alnemriy col., 1996).

Se conocen cerca de una docena de caspasas las cuales pueden participar
en tres vias de sefializacién principalmente: 1) Activadoras de citocinas
proinflamatorias como es el caso de las caspasas 1, 4, 5, 11, 12, 13,y 14; 1)
Promotoras de muerte celular o caspasas proapoptoticas, las 2, 8, 9y 10 y Ill)
Ejecutoras como son la 3, 6 y 7 (Janeway Yy col., 2000). Otra clasificacion de las
proteasas es en inductoras y efectoras ( ejemplo: caspasas 8 y 3
respectivamente), como su nombre lo indica las caspasas inductoras son las que
inician la cascada de sefializacion una vez que el ligando se une con su
receptor, mientras que las efectoras actian activando otras proteasas que
fragmentan el ADN.

El mecanismo de muerte celular donde se involucra la activacion de
caspasas por la previa activacion de los llamados receptores de muerte (por
ejemplo: Fas o CD95, TNFR1, DR4, etc.) a través de la unidon con sus
respectivos ligandos es comunmente referido como la via extrinseca de la
apoptosis.

VIA EXTRINSECA DE LA APOPTOSIS

Esta via se inicia cuando el ligando de Fas (FasL) trimerizado, induce la
oligomerizacion de Fas en la superficie de la célula T, este reconocimiento
promueve el reclutamiento de un numero de proteinas adaptadoras con
dominios de muerte que se unen a los dominios de muerte de Fas en particular
la proteina FADD (proteina con dominios de muerte relacionada a Fas) que a su
vez interactla a través de un segundo dominio de muerte con la caspasa-8, el
paso siguiente se puede dividir en dos vias partiendo ambos de la caspasa-8.
Una via se va hacia la activacion de otras caspasas (8, 9 y 3) y culmina con la
activacion de DNasas activables por caspasas (CAD) que se encuentra en el
citosol en forma inactiva unida a una proteina inhibitoria denominada FCAD,
cuando esta proteina inhibitoria -CAD es eliminada por la accion de las
caspasas, CAD entra al nucleo y corta al ADN en fragmentos alrededor de 200
pares de bases que son caracteristicos de la apoptosis, (Figura 9) (Janeway y
col., 2000).
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Figura 9. Via extrinseca de sefializacion de muerte celular por medio de Fas.

Tomado de Janeway, 2000.

VIA INTRINSECA DE LA APOPTOSIS

La otra via, referida como via intrinseca, se lleva a cabo con la participacion
de la mitocondria, ésta actia como un punto de control central en muchas
formas de apoptosis, esta via esta mediada también por caspasas, después de
la activacion de la caspasa-8, la mitocondria se hincha y libera citocromo ¢ hacia
el citoplasma, este puede unirse al factor estimulador de apoptosis 1 (Apaf-1), la
caspasa 9 también se asocia con Apafl promoviendo su activaciéon
autoproteolitica. La unién del citocromo c, la caspasa 9 y Apaf-1 forman el
complejo llamado apoptosoma. La caspasa 9 subsecuentemente activa otras
caspasas incluyendo la caspasa 3 lo cual lleva a la activacion de otras proteasas
y factores inductores de apoptosis, la caspasa 3 se ancla a un dimero llamado
Factor de Fragmentacion del Acido desoxirribonucléico y finalmente se comienza
la degradacion de proteinas, dafio en la membrana y fragmentacion del DNA con
una inminente muerte celular (Janeway y col., 2000).

La supervivencia de los linfocitos se mantiene por un equilibrio entre
miembros promotores e inhibidores de muerte de la familia de proteinas Bcl2.
Esta homeostasis en la poblacion de linfocitos se mantiene a partir de las
sefales que los linfocitos reciben continuamente a través de sus receptores de
antigeno.

En la via intrinseca, las proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bcl-x. pueden
unirse a la membrana mitocondrial para bloquear el hinchamiento y la salida de



citocromo c y asi inhibir el proceso que lleva a la muerte celular (Scaffidi y col.,
1999; Peterson y Koretzky, 1998), (Figura 10).
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Figura 10. Via intrinseca de sefializacién de muerte celular por medio de
mitocondria-citocromo ¢. Tomado de Janeway, 2000.

Al final del proceso de muerte por apoptosis llegan a observarse fragmentos
de membrana con restos de citoplasma que forman los cuerpos apoptoticos
(Figurall), estos ultimos son fagocitados, lo que evita la infeccion o lesion de
otras células y la respuesta inflamatoria (Ramirez y col., 1999) por lo que este
tipo de muerte no afecta a células contiguas a menos que se encuentren en la
misma situacion. En las células del sistema inmunoldgico la muerte celular por
apoptosis es esencial para mantener la homeostasis celular.
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Figura 11. Formacion de cuerpos apoptoticos

RELACION DESNUTRICION- SISTEMA INMUNOLOGICO- APOPTOSIS

Desde hace algunas décadas, se ha mostrado interés en estudiar los efectos
causados por la desnutricion infantil y las posibles secuelas en la salud y
desarrollo posterior del organismo. En México existen varios grupos de
investigacion que han abordado este padecimiento a diferentes niveles:
fisioldgico, bioquimico, celular y citogenético.

En la década de los 80, se inicié en el laboratorio de Biologia Celular de la
Universidad Autbnoma Metropolitana — Iztapalapa, un programa con el objetivo



de estudiar los efectos producidos por la desnutricion en los niveles celular y
citogenético (Betancourt y Ortiz, 1991). Dentro de los diferentes tipos de células
gue se han analizado, se han estudiado principalmente a las células del sistema
inmunoldgico. Se ha identificado que la desnutricion es un importante factor de
riesgo que predispone a las infecciones que pueden conducir a la muerte.
Ademas, diversas observaciones indican que existe una estrecha relacion entre
la desnutricion y las infecciones graves (Ortiz y col., 2006).

La alteracion del sistema inmunoldgico aumenta la susceptibilidad a contraer
infecciones tanto  bacterianas como virales. ElI riesgo aumenta
considerablemente si el individuo padece algun tipo de desnutricion, esto lo
puede llevar a la muerte (Redmond y col., 1991) ya que se ha demostrado que la
desnutricibn afecta a los mecanismos de defensa especifica e innata del
organismo (Dai y col., 1998). Los estudios en el area inmunoldgica, se iniciaron
con trabajos hechos en individuos que presentaban desnutricion, con una dieta
deficiente en proteinas pero rica en carbohidratos (kwashiorkor), en los cuales
se presentaban infecciones y la presencia de parésitos (Jelliffe, 1985).

Algunos de los efectos de la desnutricién en la inmunidad innata son: se
afecta la produccion de células mieloides y su liberacion de la médula ésea; se
reduce la movilizacion de células inflamatorias hasta el sitio de lesion; se alteran
los procesos de fagocitosis, movilidad y quimiotaxis de neutréfilos; hay una
disminuciéon en la produccion de citocinas (Simpson y Hoffman-Boetz 1993;
Borrelli y col. 1995; Dai y col. 1998), hay una alteracion en la secrecion de IgA y
existe una disminucién en la afinidad de anticuerpo.

Ante necesidades inmediatas del organismo, los linfocitos se expanden de
forma rapida (Janeway y col., 2000). El proceso de apoptosis en linfocitos es un
evento esencial para las propias funciones del sistema inmunoldgico, consideran
este proceso como responsable de la homeostasis de células inmunes y que
juega un papel clave en la eliminacién de linfocitos autoreactivos (Scaffidi y col.,
1999). La evaluacion de este proceso permitira aportar nuevos conocimientos en
campos tan importantes como son la inmunologia y la desnutricion. Estudios
realizados en ratas desnutridas experimentalmente durante la lactancia han
mostrado una disminucién en el nimero de linfocitos T en sangre periférica, esta
etapa de desarrollo se podria extrapolar a la infancia temprana en nifios (Ortiz y
col., 1999).

El modelo de induccion de apoptosis con dexametasona en timocitos de ratas
desnutridas (con desnutricion grave), se ha utilizado para estudiar el proceso de
muerte celular programada. Ortiz y colaboradores (2001) observaron un
incremento de la apoptosis espontanea en timocitos de ratas desnutridas en
comparacion con la observada en ratas bien nutridas, sin embargo la frecuencia
de apoptosis inducida con dexametasona fue similar en ambos grupos. En nifios
nacidos con bajo peso se ha observado que el porcentaje de linfocitos en



apoptosis es de 5 a 12 veces mayor que en linfocitos de nifios nacidos con peso
normal (Barg y col., 2004).

La desnutricion ya sea ocasionada por deficiencia de proteinas, minerales o
vitaminas, afecta los componentes linfoide y epitelial del timo, esto se refleja
como cambios en el microambiente del timo y posteriormente en una atrofia de
este 6rgano debida a una disminucion de los timocitos inducida por apoptosis,
afectando particularmente a los linfocitos inmaduros (Prentice , 1999).

En necropsias de nifios desnutridos se determind la disminucion de timocitos
por medio de estudios histoldgicos, ultra estructurales e inmunohistoquimicos en
los que se observd un incremento consistente en la red intralobular conteniendo
matriz extracelular (MEC), lo cual fue detectado por la densa tincion de
reticulina. Esta anormalmente densa red en la matriz extracelular contenia
fibronectina, laminina y colagena tipo IV. El aumento de matriz extracelular
timica en individuos desnutridos correlaciond positivamente con el grado de
disminucién de timocitos. Esta correlacién podria presentar una relacion causa-
efecto en la cual el contacto de timocitos con cantidades anormalmente altas de
MEC, dispara o aumenta la muerte celular programada (Lyra y col., 1993).

En estudios con organismos desnutridos se ha demostrado que existe una
disminucién en el nimero absoluto y relativo de linfocitos T maduros circulantes
(Shenkin y col.,, 1995) y una disminucibn mas marcada en la poblacion de
linfocitos T CD4, también hay una pérdida de las funciones efectora y reguladora
de linfocitos T, disminuye la resistencia contra enfermedades infecciosas
presentandose una pérdida de reacciones de hipersensibilidad retardada y una
reduccién de la proliferacion inducida por mitdgenos y antigenos, aunque este
trabajo aporta informacion al tema, los resultados son controversiales (Dai y col.,
1998).

En nifilos desnutridos con infecciones de tipo bacteriano se han encontrado
alteraciones en el nimero de linfocitos T y B. La proporcion disminuida tanto de
linfocitos totales como CD4" y CD8" podria ser debida principalmente a la
presencia de infecciones, mientras que la incapacidad para incrementar la
proporcién de linfocitos B se encuentra asociada a la desnutricion (Najera y col.,
2004). El deterioro en el sistema inmunolégico podria no so6lo deberse a la
disminucion en el nimero de linfocitos especificamente de los TCD4" (Dai y col.,
1998) sino también o principalmente a la fisiologia alterada de estos (Gonzalez y
col., 1997).

La formacion de una respuesta protectora de células T contra agentes
infecciosos es un proceso complicado en el cual las citocinas y moléculas
coestimuladoras proveen sefiales que dirigen el desarrollo de la inmunidad
adaptativa. Se ha visto que en nifios desnutridos se afecta la produccién de
citocinas tipo 1 (IL-2 e IFNg y tipo 2 (IL-4 e IL-10), cuando esto sucede, la
capacidad de activacion de los linfocitos T disminuye lo cual podria estar



involucrado en la deteriorada respuesta inmunolégica y por lo tanto una mayor
susceptibilidad a infecciones en los nifios (Rodriguez y col., 2005).

TECNICAS PARA LA DETECCION DE APOPTOSIS

La determinacién de la apoptosis esta relacionada con diversos parametros y
es necesario considerar diferentes aspectos para elegir el método que se va a
utilizar, (Moreno y col., 2000). Para cuantificar este evento se aprovechan
algunos de los cambios morfolégicos presentes durante el proceso de muerte
celular, los métodos mas utilizados son los que se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Métodos para la deteccion de apoptosis

METODO DETECCION NIVEL MOMENTO

Morfologia celular (1) Cambios en la morfologia Individual Temprano y tardio
celular

Electroforesis de DNA (2) Degradacion Poblacion Tardio
internucleosomal

Electroforesis de DNA de|Fragmentos de 50 y/o 300 | Poblacién Temprano

pulso-campo (2) Kpb

ELISA para nucleosomas|Degradacién de Poblacion Tardio

3) internucleosomas

TUNEL (1y 4) Marcaje terminal de DNA Individual Temprano y tardio

Deteccion de ploidia (4) Contenido celular de DNA Individual Tardio

Deteccion de DNA de|Deteccién de degradacién | Individual Temprano y tardio

cadena sencilla (4) de DNA

Deteccion de la exposicion | Cambios en la simetria de | Célula individual | Temprano

de fosfatidil serina (1 y 4) la membrana

1) Microscopia 6ptica o electrénica, 2) Electroforesis, 3) Ensayo inmunoenzimatico o ELISA, 4) Citometria de flujo.

El andlisis citométrico de la expresion de residuos de fosfatidilserina (PS) en
la membrana plasmética, es un método sencillo y rapido que permite cuantificar
el evento de apoptosis con la ayuda de anticuerpos monoclonales vy
fluorocromos.

El marcaje combinado de Anexina V-FITC con yoduro de propidio (IP) se ha
utilizado para hacer un marcaje diferencial entre células en apoptosis y células
en necrosis. La Anexina V, es una proteina que tiene afinidad por la
fostatidilserina en la superficie celular. La Anexina V marcada con FITC puede
unirse a la PS indicando su ubicacion, esto permite detectar las células en
apoptosis en leucocitos de sangre periférica. La molécula de superficie CD95 se
expresa en la membrana de células en apoptosis y por medio del marcaje con
FITC se pueden detectar las células que responden positivamente a este
marcador ya que FITC emite fluorescencia, la interseccion de cada célula con la
luz laser provoca la emisién de una serie de sefales luminosas que son
detectadas, procesadas y almacenadas en el citbmetro para su posterior
andlisis.

El IP, es uno de los fluorocromos mas utilizados para marcar acidos nucléicos,



entra en la célula por un aumento de la permeabilidad de la membrana y se
intercala entre las bases de acidos nucléicos de doble cadena (Figura 12). El IP,

es excitado por luz azul dando una fluorescencia roja. El uso del IP permite
diferenciar células en situacién de apoptosis de células en necrosis (Ormerod,
1994).
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Figura 12. Accién del yoduro de propidio (PI)

Durante el proceso de apoptosis, en la membrana plasmatica se expresan
residuos de PS se encuentran normalmente en el lado interno o cara citosélica
de la membrana, pero durante la apoptosis, se transloca hacia la monocapa
exterior, estos fosfolipidos de membrana con carga negativa que son expuestos
al exterior son afines al marcaje con moléculas conjugadas con fluorocromos
como la Anexina V conjugada con FITC (Figura 13), de esta forma, el porcentaje
de células fluorescentes puede cuantificarse facilmente. Esta técnica es la mas
aceptada y estandarizada ya que detecta los cambios de fosfolipidos de

membrana que aparecen de forma temprana en células apoptoéticas (Alfaro y
col., 2000).
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Figura 13. Translocacién de fosfolipidos y externalizacion de la PS
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CITOMETRIA DE FLUJO

El citometro de flujo (CMF) es un instrumento que cuenta con a) un sistema
optico constituido por la fuente de iluminacion, filtros para discriminar la sefial
luminica que envian al detector y los fotodetectores que recogen la luz, b) un
sistema hidraulico compuesto por la camara de flujo y el sistema de presion y de
inyeccién de la muestra y ¢) un componente electronico que transforma los
pulsos de luz detectados por los fotorreceptores en sefales analdgicas o
digitales (Figura 14). Los datos obtenidos con la lectura del citometro de fujo
pueden ser almacenados en forma de histograma o como base de datos, para
Su uUso e interpretacion posterior.

La citometria de flujo es una herramienta que permite realizar la medicion
simultdnea de multiples caracteristicas de una sola célula. Los CMF analizan
células en suspensiéon que atraviesan de forma individual una fuente de luz. La
interseccion de cada célula con la luz laser provoca la emision de una serie de
sefales luminosas. La luz con desviacion frontal (Forward scatter o FSC) y la luz
con desviacion lateral (Side scatter o SSC). Estos pardmetros proporcionan
informacion tanto del area de la superficie celular (tamafio relativo) como de la
granularidad (complejidad) de la misma. La posibilidad de realizar un triple o
cuadruple marcaje con anticuerpos monoclonales (amc) en una misma muestra,
ha permitido profundizar en el conocimiento de las diferentes poblaciones
celulares. Ademas esta técnica es un método rapido, que permite analizar un
elevado numero de células a la vez (de 10,000 a 50,000) y proporciona un
registro computarizado de los resultados. El programa Cell Quest es el mas
utilizado en citometria para el andlisis de resultados, proporciona graficas de
puntos que muestran las poblaciones de interés y permite, entre otras cosas
formar regiones para estudiar subpoblaciones celulares (Ormerod, 1994).
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Figura 14. Partes que componen un citémetro de flujo.

En inmunologia, la citometria se usa para deteccion y cuantificacion de:
antigenos, subpoblaciones de linfocitos T, tipos celulares, estimulacion
linfocitaria, y cuantificacion de citocinas.

Los fluorocromos, son compuestos con anillos que poseen dobles enlaces
en su estructura quimica, la absorcién de energia produce que algun electrén
excitado pase de un nivel de alta energia a un nivel de baja energia, esto
produce que se libere energia, se emita un fotén y calor. La emision de fotones
durante esta transicion energética es llamada fluorescencia. Los fluorocromos
mas utilizados son los que se excitan a 488nm como es el caso de FITC, la

ficoeritrina (PE) y la proteina peridina clorofila (PerCP) que emiten en la zona del
verde, naranja y rojo, respectivamente.

Se ha demostrado la utilidad de la CMF en el estudio de subpoblaciones
linfocitarias, andlisis y separacion de subpoblaciones de células por medio de
anticuerpos monoclonales fluorescentes asi como la separacion de células vivas

y muertas, ademas de que se puede determinar el fenotipo del linfocito y su
activacion.



lIl. JUSTIFICACION

La desnutricion es un problema de salud publica en los paises en vias de
desarrollo, en nuestro pais la prevalencia de este padecimiento es muy alta.

Los estudios sobre desnutricion se han enfocado principalmente a la
desnutricién grave, mientras que los otros grados de desnutricidbn han sido poco
estudiados.

Se han observado alteraciones en el sistema inmunolégico que se relacionan
con una mayor susceptibilidad a infecciones en los nifios desnutridos.

Los mecanismos asociados con la deficiente respuesta inmunoldgica son
diversos, se han observado alteraciones en la funcionalidad de los linfocitos asi
como en el namero de linfocitos T y sus subpoblaciones.

Estudios previos han evidenciado variaciones en la frecuencia apoptosis en
organismos desnutridos.

Alteraciones en la frecuencia de apoptosis pueden también estar asociadas
con las deficiencias en la respuesta inmune.

Existen pocos informes sobre cambios en las moléculas de sefializacion de
muerte celular como el CD95.

El proceso de muerte celular programada incluye cambios morfolégicos,
bioquimicos y funcionales que pueden ser evaluados con técnicas como la
citometria de flujo.



IV. HIPOTESIS

Dado que la desnutricion altera las poblaciones celulares del sistema
inmunolégico, las cuales son reguladas mediante muerte celular por apoptosis,
entonces se esperaria observar incremento en la frecuencia de apoptosis y
alteraciones en la expresién de moléculas inductoras de sefializacion de muerte
celular como el CD95 en linfocitos de sangre periférica de nifios desnutridos.



V. OBJETIVO GENERAL

Determinar por medio de citometria de flujo la frecuencia de apoptosis en
diferentes subpoblaciones de linfocitos T en sangre periférica de nifios bien
nutridos, bien nutridos infectados y nifios desnutridos con infeccion.

OBJETIVOS PARTICULARES

>

Establecer la frecuencia de apoptosis en linfocitos T CD4" y CD8" de
sangre periférica de nifios bien nutridos (Grupo 1) y nifios bien
nutridos infectados (Grupo 2) para analizar las posibles diferencias en
la frecuencia de apoptosis y expresion de CD95 debidas unicamente a
un proceso infeccioso.

Establecer la frecuencia de apoptosis en linfocitos T CD4" y CD8" de
sangre periférica de nifios bien nutridos infectados y niflos con
desnutricion de segundo grado (Grupo 3) y de tercer grado (Grupo 4),
ambos con infeccion asociada, para ver si la desnutricién por si misma
tiene algun efecto sobre la frecuencia de apoptosis y la expresion de
CD95.

Evaluar la expresion de CD95 de los linfocitos en los cuatro grupos de
estudio mencionados.

Relacionar la frecuencia de apoptosis con la expresion de CD95 en los
cuatro grupos de estudio.

Determinar si existe diferencia en la frecuencia de apoptosis y la
expresion de CD95 dependiendo del grado de desnutricion que
presenten los pacientes: de segundo grado o moderada (DN2) con
relacion a tercer grado o grave (DN3).



VI. METODOLOGIA
OBTENCION DE LA MUESTRA

Con jeringas previamente heparinizadas se obtuvo una muestra de
aproximadamente 2mL de sangre periférica de nifios internados en el
Hospital Pediatrico Iztapalapa del Gobierno del Distrito Federal. Se formaron
cuatro grupos de estudio que estan integrados al menos por seis nifios por
grupo, todos se encontraron dentro de un intervalo de edad de 6 meses a 5
afos sin distincion de sexo. Se excluyeron nifios que padecian de
cardiopatias, infecciones virales o enfermedades genéticas.

1. Grupo A: Nifios bien nutridos (BN) sanos con peso y talla
correspondientes a su edad.

2. Grupo B: Nifios bien nutridos con infecciones (BNI) bacterianas en
vias respiratorias o0 gastrointestinales que no se encontraran
tomando medicamentos con peso y talla adecuados para su edad.

3. Grupo C: Nifios con desnutricion de segundo grado (DN2) que
presentaron un déficit de peso entre 25 y 39 % con infecciones
graves asociadas de tipo bacteriano en vias respiratorias o
gastrointestinales

4. Grupo D: nifios con desnutricion de tercer grado (DN3), con un
déficit de peso mayor al 40% (excepto en nifios con kwashiorkor),
con infecciones graves asociadas de tipo bacteriano en vias
respiratorias o gastrointestinales.

FRECUENCIA DE APOPTOSIS

MARCAJE CON ANEXINA V'Y CD95

? 600 pL de sangre completa se mezclaron con 4 mL de solucién de lisis
y se centrifugaron a 200xg durante 5 minutos. Se realizaron dos
lavados con PBS con 5% de albumina sérica bovina (BSA) y se
centrifugaron nuevamente a 200xg por 5 minutos.

? Se resuspendio el paquete en 600uL de PBS-BSA y se colocaron 100
uL en tubos de poliestireno de acuerdo al cuadro 2.

? Alos tubos 4y 5 se les realiz6 otro lavado con 400 pL de PBS con 5%
de BSA y al paquete se le agregaron 10uL de anticuerpos de
superficie marcados con PerCP para identificar los linfocitos CD4" o
CD8" y 10uL de anticuerpos anti CD95" marcado con PE, se
incubaron 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad,
finalmente se realizé un lavado para eliminar el exceso de anticuerpo;
mientras tanto, los tubos restantes permanecieron a 37°C en una
incubadora con COa.



? Al terminar el tiempo de incubacion, a los tubos 3, 4, 5y 6, se les
adicionaron 100 pL de una mezcla de 20uL Anexina-V +1000 puL de
amortiguador Hepes (Hepes 10mM, NaCl 140mM, CaClk 5mM a pH
7.4). A los tubos 2 y 6 se les adicionaron 1.4 pL IP (a una
concentracion de 50ug/pL).

? Seincubaron 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

? Se adicionaron 400 pL de amortiguador Hepes

? La marca fluorescente que las células incorporaron se analiz6 en un
citometro de flujo.

Cuadro 2. Anticuerpos y moléculas conjugadas con diferentes fluorocromos que se utilizaron
para la compensacion del citémetro de flujo y para la deteccion de la frecuencia de apoptosis en
linfocitos CD4" y CD8".

Tubo 1 Autofluorescencia (Control 1)

Tubo 2 Yoduro de propidio (Control 2)

Tubo 3 Anexina V(FITC) (Control 3)

Tubo 4 CD95(PE)+CDA4" (PerCP) + Anexina (FITC)

Tubo 5 CD95(PE)+CD8" (PerCP) + Anexina (FITC)

Tubo 6 Anexina + IP

Se verific6 el funcionamiento del equipo y se realiz6 la calibracion
correspondiente con el uso de controles que permiten una calibracion mas
rapida del equipo y la discriminacion de las diferentes fluorescencias,
posteriormente, se adquirieron 10,000 células de cada una de las muestras
utilizando un citbmetro de flujo modelo FACScalibur (Becton Dickinson) usando
una longitud de excitacion de 488nm y un filtro para detectar la emisién de
515nm para la fluorescencia de FITC, IP, PerCP y PE. Todas las muestras se
analizaron utilizando el sofware CELL Quest, este programa proporciona
graficas de puntos que al ser interpretadas indican el porcentaje o indice de
fluorescencia de las células que dieron positivas para cada uno de los
marcadores.

ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la frecuencia de apoptosis en linfocitos de nifios desnutridos y la
relacion con la expresion de CD95, fueron comparados los porcentajes promedio
usando la prueba de Mann Whitney U, para muestras no apareadas, los
resultados son expresados como la media y error estandar. Diferencias con una
probabilidad P< a 0.05 fueron consideradas significativas.



VIl. RESULTADOS

En este trabajo se estudid la frecuencia de apoptosis por medio de la
expresion de la molécula CD95 en linfocitos de sangre periférica de nifios BN,
BNI, DN2 y DN3. Se analiz6 un total de 38 nifios (9 BN, 14 BNI, 10 DN2 y 5
DN3) de los cuales 24 son del sexo masculino y 14 del femenino. Todos los
nifilos cumplieron con los criterios de inclusion, ademas, el déficit peso/talla fue

determinado de acuerdo a tablas para nifios mexicanos (Ramos-Galvan, 1976).
Las caracteristicas de los nifios se muestra en el Cuadro 3.

El andlisis de los datos se realizé de acuerdo a la numeracion siguiente:
1.- ESTANDARIZACION DE LA TECNICA
2.- FRECUENCIA DE APOPTOSIS Y NECROSIS TOTAL
3.- FRECUENCIA DE APOPTOSIS EN CELULAS CD4+ Y CD8+

4.- EXPRESION DE CD95



Cuadro 3. Descripcion de nifios de los diferentes grupos de estudio: GRUPO: BN (Bien nutrido), BNI (Bien nutrido
infectado), DN2 (Desnutrido de segundo grado), DN3 (Desnutrido de tercer grado), INICIALES, SEXO (F, femeninoy M,
masculino), EDAD (en afios/ meses), PESO (en kilogramos), TALLA (en centimetros) y TIPO DE INFECCION. ND (indica
no determinado) y D. EN H. (Indica que la determinacion del déficit la proporcioné el hospital). * Indica que todos los BN y
los BN infectados tuvieron un déficit menor al 10%. Los BN no presentaron ningun tipo de infeccién

MWI ES _|SEXO Fl'wl')la m _IPFSQ/kg Tu/rm DEEICIT (U TIPQ DE INFECCION

BN
SVB F 2a 12.2 110 *
CAC M 2a 10 79 *
JZP F 3a 24 98 *
EOA M 3a 17.8 107 >
NRM M 6m 7 ND d
ELG M 4a7m 18 101 *
JDPFE M 2al0m 11.63 99 >
JRG M 4a10m 14.88 111 *
ORG F 1la9m 11.2 95 *
BNI
AMC M 8m 8.75 46 > GASTROINTESTINALES
ARS M 2a 12 112 ol VIAS RESPIRATORIAS
ZBV F 2a 18 105 * VIAS RESPIRATORIAS
JHE M 3a 13 98 * VIAS RESPIRATORIAS
RJIPS M ladm 10.6 78 * VIAS RESPIRATORIAS
JASM M la6m 10.5 85 * VIAS RESPIRATORIAS
FBE M 9m 9.5 ND * GASTROINTESTINALES
PVC E 7m 6.9 ND d VIAS RESPIRATORIAS
SEM M 2a3m 10.2 ND > VIAS RESPIRATORIAS
CJOH M 2a 10.8 ND > VIAS RESPIRATORIAS
MJS M 8m 9.6 65.5 * VIAS RESPIRATORIAS
JRP M 4a 245 103 * VIAS RESPIRATORIAS
JGC M 3a 14 ND * VIAS RESPIRATORIAS
OGR M la2m 10.075 ND * VIAS RESPIRATORIAS
|
DN2
RSL F 10m 5.7 ND 36.31 VIAS RESPIRATORIAS
JAS F laSm 8 ND 27.79 GASTROINTESTINALES
HCPG F 5a 13.8 ND D.ENH. INDETERMINADA
ADSB M 2a9m ND 78 D. EN H. VIAS RESPIRATORIAS
NOV M 6m 5.7 ND 32.2 VIAS RESPIRATORIAS
VBL E la 6.6 68 31.25 INDETERMINADA
MRG E 7m ND 66 D.ENH VIAS RESPIRATORIAS
RHM M 10m 6.6 74 29.71 INDETERMINADA
GHP M 2a 10 82 D.ENH. INDETERMINADA
ABS M lalm 7 72 28.2 GASTROINTESTINALES
DN3
ERS M lallm ND ND D. EN H. ACIDOSIS TUBULAR
MJS E 10m 3.9 62 58.46 VIAS RESPIRATORIAS
BRV E la9m 6.4 74 45.39 VIAS RESPIRATORIAS
NMM F 9m 5.3 60 41 GASTROINTESTINALES
CNAL F 1a9m 5.8 64 39.58 VIAS RESPIRATORIAS




1.-ESTANDARIZACION DE LA TECNICA

La estandarizacion de la técnica se realizd con un grupo de 4 nifios BN Y 5
DN3, el objetivo de la estandarizacion fue identificar las poblaciones de linfocitos
de acuerdo a parametros como el tamafio y complejidad de los mismos (FSC y
SSC respectivamente) y al mismo tiempo poder dscriminar a células que se
encuentran formando parte de la muestra pero que para nuestros fines no
interesan, como son cualquier otro tipo de leucocitos (granulocitos y monocitos).
En la figura 15 se muestra la region de linfocitos, esta es base para el andlisis de
nuestras variables.

Los resultados obtenidos interpretando las gréficas de puntos proporcionadas
por el Cell Quest, estan basados en el andlisis de los porcentajes de las células
gue dieron positivas para cada uno de los marcadores utilizados. En la Figura 15

se muestra la region de linfocitos identificados como se mencioné anteriormente.
IDENTIFICACION DE LA REGION DE
LINFOCITOS

102
n

10z

REGION LINFOCITOS

Figura 15. Grafica de puntos que muestra la identificacion de la region de linfocitos.
2) FRECUENCIA DE APOPTOSIS Y NECROSIS

El analisis de la frecuencia de apoptosis se realizé con un nimero variable en
cada grupo. Se estudiaron: 6 nifios BN, 14 BNI, 9 DN2 y 5 DN3.

Después de adquirir los 10,000 eventos necesarios, el andlisis se inicid
desplegando una gréafica de puntos (dot plot) de FSC (tamafio) contra SSC
(complejidad) para marcar y seleccionar una primera region que identifica a los
linfocitos totales. Posteriormente, el porcentaje de las células totales que se
encuentran en necrosis y apoptosis se obtuvo graficando Anexina en el eje de
las “X” y IP en el eje de las “Y” (Figura 16).



Los porcentajes de células totales ANEXINA+ e IP+ obtenidos para cada uno
de los nifios estudiados se presentan en Cuadro 4. El andlisis de la frecuencia

de apoptosis y necrosis total indica que:
Células ANEXINA+ e IP+

» La frecuencia de apoptosis ( o células ANEXINA+) fue mayor que la
necrosis (o0 células IP+) en todos los grupos.

Células ANEXINA+

> Los intervalos para las células en apoptosis fueron de 11.4 a 21.3%
(Figura 17).

» El grupo de los nifios BN presento, en promedio, una menor frecuencia de
apoptosis en comparacion con el promedio obtenido para los otros grupos
de niflos BNI, DN2 y DN3 (11.4, 15.9, 13.4 y 21.3% respectivamente), lo
anterior muestra una clara diferencia significativa al comparar el grupo de
los BN con el de los DN3 (Figura 17).

Células IP+

> Los intervalos para las células en necrosis fueron de 0.2% en los BNI y
los DN3y de 0.4% para los BN y los DN2 (Figura 18).

APOPTOSIS Y NECROSIS

NECROSIS
(1P+)
APOPTOSIS
(ANEXINA+)

Figura 16. Gréfica de puntos para seleccionar la region de células totales
en necrosis y apoptosis



Cuadro 4. Porcentajes de células totales en apoptosis y necrosis

GRUPO NINO NEC/IP+ [APOP/ANEX+
BN
SVvB 0.29 6.89
CAC 1.20 8.93
JZP 0.14 8.17
EOA 0.06 11.98
NRM 0.29 21.08
ELG 0.13 11.44
PROM 0.35 11.42
INTERVALOS 0.06 -1.20 6.89 - 21.08
FRROR FST 017 ACY:Y
B NI
AMC 0.05 7.64
ARS 0.34 7.31
ZBV 0.12 9.40
JHE 0.38 8.57
RJPS 0.39 24.74
JASM 0.20 19.50
EBE 0.05 25.12
PVC 0.00 10.24
SEM 0.15 11.27
CcJoH 0.45 21.81
JRP 0.15 11.31
MJS 0.02 23.59
JGC 0.36 28.76
OGR 0.00 21.79
PROM 0.20 15.92
INTERVALOS 0.00 - 0.45 7.64 - 28.76
R RO S0 Ll
DN2
RSL 0.00 6.39
JAS 0.06 5.72
HCPG 0.11 7.15
ADSB 0.77 27.85
NOV 0.14 18.09
VBL 0.17 17.94
MRG 0.04 12.99
RHM 0.43 11.18
ABS 0.34 8.34
PROM 0.42 13.41
INTERVALOS 0.00 -0.77 5.72 - 27.85
R RO 220 Sl
DN3
ERS 0.37 15.79
MJS 0.00 30.30
BRV 0.21 22.94
NMM 0.57 19.26
CNAL 0.00 18.18
PROM 0.23 21.29
INTERVALOS 0.00 -0.57f 15.79 - 30.30
ERROR.EST 0.12 2.53




CELULAS TOTALES EN APOPTOSIS
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Figura 17. Porcentaje promedio de células totales en apoptosis (ANEXINA+),
obtenido de 6 nifios BN, 14 BNI, 9 DN2 y 5 DN3.

* Indica que hay diferencia significativa con relacion al grupo de los BN.

CELULAS TOTALES EN NECROSIS

0.45 7 0.4
0.40 0.4
0.35 1
0.30
0.25 A 0.2 022
0.20

0.15 L 1
0.10
0.05
0.00 . . . .

BN BNI DN2 DN3

GRUPOS DE NINOS

% DE CELULAS IP+

Figura 18. Porcentaje promedio de células totales en necrosis (IP+),
obtenido de 6 nifios BN, 14 BNI, 9 DN2 y 5 DN3.




3. FRECUENCIA DE APOPTOSIS EN CELULAS CD4+ Y CD8+

De la poblacion de linfocitos ubicada por medio de la dispersion lateral y
frontal de la luz (descrita en el apartado 1), se construy6 una grafica de punto
con los pardmetros SSC en el eje de las “Y” y CD4 en el eje de las “X”, para
identificar los linfocitos CD4" totales. A partir de esta grafica se selecciond una
segunda regiéon que incluye solamente a las células CD4". Considerando s6lo
estas células (CD4") se desplegd una tercera grafica de punto con las
caracteristicas: Anexina/FITC en el eje “X” y CD4/PerCP en el eje “Y”. De esta
forma se observan a las células CD4" y Anexina® en el cuadrante superior
derecho de la gréafica. La representacion de este analisis se muestra en la Figura

19. El mismo procedimiento se realiz para analizar las células CD8" y Anexina®
(Figura 20).

Los porcentajes de células CD4" y Anexina® y células CD8" y Anexina®
obtenido para cada uno de los nifios estudiados se presentan en el Cuadro 5.

ANALISIS DE APOPTOSIS EN CELULAS CD4+

CD4+ TOTALES
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Figura 19. Region de células CD4" (grafica A) y Porcentaje de células CD4" totales y
CD4'ANEXINA" (grafica B).



Analisis de apoptosis en células CD8+

CD8+ Totales
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Figura 20. Regién de células CD8" (grafica A) y porcentaje de células CD8” totales y
CD8'ANEXINA" (gréfica B).



Cuadro 5. Porcentajes de células CD4"y CD8*ANEX"
GRUPO NINO ANEX+CD4+ |ANEX+CDS8+
BN
SVvB 8.05 21.51
CAC 11.36 6.48
JzP 8.10 9.61
NRM 8.76 6.98
JDPE 0.95 1.80
IJRG 1.60 4.44
ORG 0.00 0.00
PROM 6.47 8.47
INTERVALOS 0.00 - 11.36 0.00 - 21.51
ST 1 72 2 7
B NI
AMC 8.15 8.76
ARS 7.35 11.15
ZBV 5.11 7.34
JHE 7.09 11.82
RJIPS 8.14 8.07
JASM 6.67 12.55
FBE 26.94 17.04
PVC 10.70 16.67
SFM 8.67 11.26
CJIJOH 5.19 6.35
JRP 2.08 22.01
JGC 5.05 28.63
OGR 19.95 27.14
PROM 9.31 14.52
INTERVALOS 2.08 - 26.94 6.35 - 28.63
ERPR _EST 1 87 2 %
DN2
RSL 8.31 15.93
JAS 4.64 4.49
HSPG 12.67 14.94
ADSB 22.81 24.38
NOV 11.4 15.47
VBL 11.45 15.94
MRG 10.58 11.98
RHM 11.94 14.34
PROM 11.73 14.68
INTERVALOS 4.64 - 22.81 4.49 - 24.38
N =15) sl
DN3
ERS 14.39
MJIS 7.40
BRV 6.26 32.91
NMM 7.62 35.73
CNAL 18.18 35.93
PROM 10.77 34.86
INTERVALOS 7.40 - 18.18 32.91 - 35.92
ERR. EST. 2.34 0.97




Al analizar el porcentaje de células CD4"ANEXINA" y CD8'ANEXINA™ se
observa que:

CELULAS CD4*ANEXINA*

El porcentaje promedio de células CD4*ANEXINA" fue menor en los BN
(5.6%) en relacion con los demas grupos, en los cuales se observo un

incremento pero poca variabilidad BNI 9.3%, DN2 11.7% y DN3 10.8%), sin
embargo se encontrd diferencia significativa entre los grupos de DN2 y BNI al

compararlos con el grupo de los BN (Figura 21).
CELULAS CD8'ANEXINA*

Con respecto a las células CD8'ANEXINA™, los porcentajes promedio fueron,

en general, mayores que los porcentajes de células CD4*ANEXINA™, dicha
tendencia se mostro en todos los grupos (Figura 22).

En el grupo de los DN3 se registr6 el mayor porcentaje de células
CD8*ANEX" registrando un 34.9% seguido en forma descendente por los DN2,
BNI'y BN con 14.7, 14.5 y 7.3% respectivamente, ademas, al comparar el grupo
de los nifilos DN3 con el de los BN, BNI y DN2 se observé una clara diferencia
significativa, de igual forma al comparar los BN con los BNI (control de
desnutricion) también se observo diferencia significativa (Figura 22).

CELULAS CD4+ EN APOPTOSIS

*
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% DE CELULAS ANEXINA+

BN BNI DN2 DN3
GRUPOS DE NINOS

Figura 21. Porcentaje promedio de Células CD4’ANEX, obtenido de
7 nifios BN,13 BNI, 9 DN2 y 5 DN3.
* Indica que hay diferencia significativa con relacion al grupo de los BN.



CELULAS CD8+ EN APOPTOSIS
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Figura 22. Porcentaje promedio de células CD8"'ANEX, obtenido de 7 nifios BN,
13 BNI, 8 DN2 y 3DN3. * Indica que hay diferencia significativa con relacién al grupo de los BN,

** indica que hay diferencia significativa con relacién al grupo de los DN3.
4.- EXPRESION DE CD95

Para analizar las células CD4" y CD8" que a su vez responden en forma
positiva a CD95, se parte de la segunda region y del tercer Dotplot iniciales, pero
en este caso se grafico en el eje de las“Y” CD4 6 CD8, segun sea el caso y en el
eje de las “X” a CD95, con esta gréafica se obtiene en los cuadrantes superiores
derechos el porcentaje de células CD4" y CD8" que estan respondiendo
positivamente a CD95 (Figura 23). Los porcentajes individuales con pruebas
estadisticas se muestran en el Cuadro 6.

CD4+ TOTALES CD8+ TOTALES
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Figura 23. Gréficas de puntos que muestran las células CD95+



Cuadro 6. Porcentajes de células CD4+ y CD8+CD95+

GRUPO NINO CD95+CD4+ |CD95+CD8+
BN
NRM 9.90 7.12
JDPE 2.99 3.40
JRG 1.59 3.35
ORG 2.16 0.20
PROM 1.88 1.78
INTERVALOS 1.59 -9.90 0.20-7.12
ERR. EST. 1. 1.4l
BNI
PVvVC 11.07 5.56
SEM 8.50 3.15
CJOH 3.17 1.81
JRP 8.04 2.49
JGC 11.72 11.22
OGR 15.48 22.19
PROM 9.66 7.74
INTERVALOS 3.17 -15.48 1.81 - 22.19
L Q) 2.0
DN2
MRG 9.65 5.99
RHM 7.07 4.39
GHP 17.55 8.21
PROM 11.42 6.11
INTERVALOS 9.65 -17.55 4.39-8.21
ISNz==1s Sud ae]
DN3
MJS 16.36 17.42
BRV 39.37 15.34
NMM 17.01 10.94
CNAL 12.05 15.06
PROM 21.20 14.69
INTERVALOS 12.05-39.37 | 10.94-17.42
ERR. EST. 6.15 1.35

Las células que se encuentran en apoptosis son susceptibles a presentar
marcadores de membrana como el CD95, el porcentaje de la expresion de esta
molécula inductora de sefiales de muerte, debe estar relacionado con lo
obtenido al cuantificar la frecuencia de apoptosis.

Los resultados del andlisis de las células positivas a CD95 indican que:

CELULAS CD4*CD95"

> EIl grupo de BN registr6 el menor porcentaje de células CD4'CD95
siendo este de 4.2 %.

» Los BNI y los DN2 mostraron un comportamiento similar en el porcentaje
de células positivas a CD95 (9.7 % y 11.4% respectivamente). Sin
embargo se encontré diferencia significativa al comparar el grupo de los
BN y BNI con el de los DN3 (Figura 24).

+



> El grupo de los DN3 obtuvo el mayor porcentaje de células CD95" en el
subtipo celular CD4" (21.2%) mostrando diferencia significativa al
compararlos con el grupo de los BN y los BNI (Figura 24).

CELULAS CD8*CD95"

> Al igual que en el andlisis de células CD4"CD95", el grupo de BN registro
el menor porcentaje de células CD8'CD95" (3.5%), este mismo
comportamiento lo siguieron el grupo de los BNI 'y DN con 7.7 y 6.1 %
respectivamente al compararlos con los BN.

> El grupo de los DN3 obtuvo el mayor porcentaje de células en células
CD8" CD95" en células CD8'CD95" (Figura 25) mostrando diferencia
significativa al compararlos con el grupode los BN.

CELULAS CD4+CD95+
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Figura 24. Porcentaje promedio de células CD4" y CD95", obtenidos de
4 nifios BN, 6 BNI, 3DN2y 4 DN3
* Indica que hay diferencia significativa con relacién al grupo de los DN3.
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Figura 25. Porcentaje promedio de células CD8" y CD95", obtenidos de
4 nifios BN, 6 BNI, 3 DN2y 4 DN3.

* Indica que hay diferencia significativa con relacion al grupo de los BN, BNI y DN2

VIII. DISCUSION
1) FRECUENCIA DE APOPTOSIS Y NECROSIS TOTAL

La desnutricibn ya sea ocasionada por proteinas, minerales o vitaminas
afecta los componentes linfoide y epitelial del timo lo cual se refleja como
cambios en el microambiente y posteriormente en una atrofia de este érgano
debida a una disminucion de los timocitos. Después de la atrofia del timo,
disminuye la produccion de hormonas timicas, criticas para la diferenciacion de
los linfocitos T, especialmente en la desnutricion calorico proteica y deficiencia
de zinc (McMurray 1984). La dieta deficiente (sea moderada o severa) de
nutrientes, altera extremadamente la respuesta inmunoldogica mediada por
células (McMurray 1984).

La atrofia timica y la linfopenia, son marcadores inmunoldgicos de muchas
formas de desnutricion (Fraker y col., 2004). Un defecto en la diferenciacion y
maduracion de los linfocitos, puede verse reflejado en el nimero de estas
células en sangre periférica, por lo que podria haber una alteracién en el nUmero
de los linfocitos T y sus subtipos. La disminucion en la celularidad del timo, es
inducida por apoptosis, afectando particularmente a los linfocitos inmaduros.

La apoptosis o muerte celular programada ocurre bajo condiciones fisiologicas,
€S un proceso que requiere de la participacién activa de la célula para el
mecanismo de suicidio de la misma, esta regulado por un programa genético
intrinseco. Uno de los estimulos mas importantes es el descontrol nutricional



debido a su profundo impacto en el desarrollo, crecimiento, funcién inmunoldgica
y la salud (Fraker y col.,, 2004 y Sen., 1992). La apoptosis ha sido implicada
como un importante mediador en la inmunosupresion observada en estados
severos de enfermedad (Rivadeneira y col., 2001).

Considerando lo anterior, es prudente decir que, un mejor entendimiento en
la relacion entre deficiencia nutricional y procesos apoptoticos podrian ayudar a

aclarar algunos efectos a largo plazo de la desnutricién (Prentice, 1999).

En este trabajo, como primer punto, se analizo la frecuencia de apoptosis y
necrosis totales en linfocitos de sangre periférica de nifios BN, BNI, DN2 y DN3
con infecciones asociadas de tipo bacteriano, excepto en los BN. Los resultados
demuestran que la frecuencia de apoptosis total es hasta veinte veces mayor
gue la frecuencia de necrosis total, dicha tendencia se mantuvo en todos los
grupos de estudio. Al realizar el analisis por grupo, se encontré que el grupo de
los BN present6 la menor frecuencia de apoptosis comparado con los BNI, DN2
y DN3 (p< 0.05). Enel grupo de los DN3, la frecuencia de apoptosis fue la mas
alta lo cual, comparado con lo obtenido en el grupo control de nifilos BN, muestra
una clara diferencia significativa. Por otro lado, comparando los DN3 con el
grupo de los BNI que es el grupo control para descartar a la infeccibn como
inductora de la alta frecuencia de apoptosis, el porcentaje de células ANEX+
sigue siendo mayor en los DN3, lo que nos hace pensar que, es la desnutricién
por si misma la que esta originando la alta frecuencia de apoptosis y no el
estado infeccioso.

Uno de los primeros trabajos que relaciona la frecuencia de apoptosis con
desnutricion es el realizado por Ortiz y colaboradores (2001), en el cual
observaron incremento de la apoptosis espontanea en timocitos de ratas con
desnutricion grave en comparacion con la observada en ratas bien nutridas.

La desnutricion afecta diferentes tipos de células y tejidos, Nodera y col.
(2001) encontraron altas frecuencias de apoptosis en diferentes tejidos de rata
con dietas deficientes en zinc. Estos investigadores demuestran que en tejido de
testiculo, timo y piel, la apoptosis fue mayor comparada a lo encontrado en las
ratas que si consumieron zinc; en el tejido de rifidn, se vio que la muerte celular
por apoptosis se mantuvo dependiente de la cantidad de zinc ingerida y en tejido
de esofago no se encontré una relacion entre la frecuencia de apoptosis y la
ingesta de zinc.

Por otro lado, Bodiga y col. (2005) encontraron que la privaciéon crénica de
proteinas o vitaminas incrementa la apoptosis de células del epitelio intestinal en
ratas, ellos demuestran que la restriccion de proteinas y vitaminas pero no la
restriccion de alimento, incrementé significativamente la apoptosis de células del
epitelio intestinal y sélo la restriccion de vitaminas también afect6 la estructura y
funcion de las vellosidades del intestino. Del mismo modo, Rivadeneira y col.
(2001) encontraron que, ratones con desnutricion caldrico proteica, registran



porcentajes mayores de apoptosis en macrofagos del peritoneo que los
porcentajes encontrados en el grupo control.

También previamente se demostrd que en ratones con deficiencia de zinc, la
apoptosis fue aumentada de 50 a 300% en células pre-T (CD4+CD8+)
comparados con el grupo control de ratones con dieta no carente de zinc (King
y col., 2003).

La alta frecuencia de apoptosis encontrada en este estudio podria ser el
resultado de varios eventos originados por la desnutricion. Primero, la atrofia del
timo y la alteracién de su microambiente, impediria la maduracion y posterior
diferenciaciéon de los linfocitos tanto en el timo como en el torrente sanguineo.
Segundo, los linfocitos inmaduros no producirian las citocinas necesarias para la
activacion de otros linfocitos ni de células implicadas en iniciar la respuesta
inmunoldgica como serian los linfocitos T CD4+ y TCD8+, sino que serian
sometidos a un proceso de seleccién que los llevaria a la muerte celular por
apoptosis por no cumplir con los requisitos de una célula funcional. Tercero, la
falta de linfocitos funcionales o el exceso de linfocitos en proceso de muerte
celular en el torrente sanguineo, originarian una ineficiente respuesta
inmunoldgica y una mayor susceptibilidad a contraer infecciones. Finalmente, en
las células en apoptosis seguramente estardn sobre expresados genes
apoptoticos como ¢c-myc o genes especificos de sefiales de muerte celular como
seria el gen inductor para la produccion del ligando de fas (fas-L). La expresion
de productos de genes involucrados en el proceso de muerte celular por
apoptosis ya ha sido reportado (Sen, 1992).

2) FRECUENCIA DE APOPTOSIS EN CELULAS CD4+ Y CD8+

En ratas desnutridas durante la lactancia se ha encontrado que hay una
disminucién en la maduracién de células T en tejido linfoide asociado al
intestino, asi como una disminucion en el nimero de células CD4" y CD8". En
1994 investigadores encontraron una relacion entre el porcentaje relativo de
células T inmaduras en sangre y un estado moderado de desnutricion (Catherine
1996).

Otros elementos esenciales en la formacion de una adecuada respuesta
inmunoldgica son las citocinas y moléculas coestimuladoras. Se ha observado
qgue en niflos desnutridos estas moléculas no son sintetizadas de manera normal
lo cual reduce la capacidad de activacion de los linfocitos T, esto a su vez origina
una inapropiada respuesta inmunolégica y por lo tanto una mayor susceptibilidad
a infecciones en los nifios (Rodriguez y col., 2005).

Ademas, la alteracion en la produccion de citocinas no permitiria la
diferenciacion celular de los linfocitos CD4" y CD8". Las células Thl producen
principalmente IL-2, INFgy linfotoxinas y las Th2 producen IL-4, IL-6 e IL 10. Por

otro lado, las células CD8" de tipo 1 producen IL-2 e INFgy las de tipo 2



producen IL-4, IL-5 e IL-10, estas y otras citocinas producidas por las APC, son
necesarias para formar la respuesta inmunoldgica (Mosmann y col., 1996). Por
su funcion, tanto las células CD4" como las CD8" son de crucial importancia
durante una respuesta inmunolégica ya que las células CD4" estan
especializadas en activar a las células efectoras o células citotoxicas, las células
Thl, activan macrofagos para que destruyan agentes patdgenos intracelulares,
las células Th2 activan células B para que produzcan anticuerpos para combatir
a organismos extracelulares y por su parte, los linfocitos T CD8" se encargan de
aniquilar células infectadas por virus (Janeway y col., 2000).

Algunos de los primeros eventos de la muerte celular por apoptosis como es
la externalizacion de la fosfatidil serina pueden ser aprovechados para la
cuantificacion de este evento con ayuda del uso de anticuerpos monoclonales y
fluorocromos, de esta forma, pudimos determinar el porcentaje de células CD4"
y CD8*ANEX".

El bajo porcentaje de células CD4"ANEX™ encontrado en el grupo de los BN
confirma en parte su buen esta nutricional, en los grupos restantes el porcentaje
de células (CD4'ANEX™) fue mayor que en los BN lo cual podria ser debido a la
desnutricion o al proceso infeccioso. Al analizar este tipo celular en los BNI y
DN2 y compararlos con los BN se encontro diferencia significativa (p< 0.05) ya
que en el caso de los DN2, el porcentaje de células CD4*ANEX" fue dos veces
mas que en los BN. Por su parte, el grupo de los BNI también mostré una
diferencia significativa al compararlo con el grupo de los BN, esto ultimo
probablemente debido al proceso infeccioso similar al que estuviesen
presentando los DN2.

Por otra parte, al analizar el porcentajes de células CD8'ANEX" se observo
que en general, los porcentajes promedio de este subtipo de células fueron
mayores que los de células CD4*ANEX", conservandose esta tendencia en
todos los grupos. El grupo de los DNS3 registré el mayor porcentaje de células
CD8"ANEX", seguido en forma descendente por los DN2, BNI y BN. En este
caso se observo diferencia significativa (p< 0.05) en los BN, BNI y los DN2 con
respecto al grupo de los DN3., con lo anterior se sustenta la suposicion de que la
desnutricion es la responsable de la alta frecuencia de apoptosis.

Al comparar el grupo control de los BN con los BNI, también se encontr6
diferencia significativa entre los grupos, en el porcentaje promedio de células
TCD8" y ANEXINA®. Lo anterior hace suponer que, en este caso, el proceso
infeccioso podria ser el responsable, de la alta frecuencia de apoptosis en este
subtipo celular. En casos con inmunodeficiencia variable coman (CVID por sus
siglas en inglés) se ha registrado alta frecuencia de apoptosis espontanea en
células TCD4 asi como elevada expresion de CD95 comparadas con las
encontradas en organismos sanos (lglesias y col., 1999), este padecimiento
presenta sintomas tales como hipogamaglobulinemia, infecciones recurrentes y



alteracion en la produccién de anticuerpos, algunos de los cuales se presentan
también en organismos desnutridos.

En niflos desnutridos y con infecciones de tipo bacteriano se han encontrado
alteraciones en el nimero de linfocitos T y B. La proporcion disminuida tanto de
linfocitos totales como CD4" y CD8" podria ser debida principalmente a la
presencia de infecciones, mientras que la incapacidad para incrementar la
proporcidn de linfocitos B, se encuentra asociada a la desnutricion (Najera y col.,
2004).

La alta frecuencia de apoptosis o disminuciéon de los diferentes subtipos de
linfocitos en el torrente sanguineo podria estar siendo el responsable del
deterioro en el sistema inmunoldgico y esto podria no sélo deberse a la
disminucién en el nimero de linfocitos especificamente de los TCD4" (Dai y col.,
1998) sino también o principalmente a la fisiologia alterada de estos (Gonzalez y
col., 1997).

3) EXPRESION DE CD95

La molécula de superficie CD95 o Fas es un indicador especifico de
sefalizacion de muerte celular por apoptosis por medio de la via de activacion
de caspasas y se utiliza para descartar cualquier otra via de sefalizacion de
muerte celular.

Anteriormente a este trabajo, Barg y colaboradores (2004), encontraron una
alta frecuencia de apoptosis en nifios nacidos con bajo peso detectada mediante
los porcentajes de células positivas a Fas.

Al analizar las células positivas a este marcador (CD95) se observé que el
grupo control de BN registr6 el menor porcentaje de células tanto CD4" como
CD8"CD95". Los BNI y los DN2, se incrementaron en relacion a los BN. El grupo
de los DN3 obtuvo el mayor porcentaje de células CD95" en ambos subtipos
celulares. Se registro diferencia significativa entre los BN y los BNI con respecto
a los DN3 en el andlisis de células CD4*CD95" y entre los BN con respecto a los
DN3 en el andlisis de células CD8'CD95". Lo anterior coincide con la
informacion obtenida al analizar las células en apoptosis (positivas a anexina) en
estos subtipos celulares lo cual nos muestra una relacion directa entre el grado
de desnutricién y la frecuencia de apoptosis. Considerando lo obtenido en los
grupos de nifios BNI se puede decir que es la desnutricion y no la presencia de
infecciones, el principal inductor de esta alta frecuencia de apoptosis.

Se ha encontrado que la desnutricidn tiene efectos adversos sobre diferentes
tipos celulares, sin embargo aun no se conoce como repercuten en el desarrollo
y la salud posterior del organismo, ni cuales son los factores principales

relacionados con las alteraciones observadas (Ortiz y col., 2006).



Considerando que la desnutricion trae problemas no solo de tipo nutricional
sino politicos y sociales, se propone que se continden realizando estudios en
esta area utilizando técnicas como las aqui empleadas y con otro tipo de
ensayos para contar con mayor informacion relacionada con los efectos
asociados a la desnutricion a nivel celular y genético

IX. CONCLUSION

La alta frecuencia de apoptosis en el nimero de células T maduras en sangre
periférica, podrian impedir que éstas células se activen y lleven a cabo su
funcion, esto originaria una inadecuada formacion de la respuesta inmunoldgica
en los nifios desnutridos lo cual disminuye la capacidad de estos individuos para
responder a una infeccion.

En este trabajo se comprob6 que el grado de desnutricion en nifios esta
relacionado con una mayor frecuencia de apoptosis de linfocitos TCD4" y TCD8"
cuantificada por medio de la expresion de moléculas inductoras de muerte como
el CD95. Por lo tanto, la alteracién en el nimero de las células responsables de
formar una adecuada respuesta inmunolégica, se ve reflejada en una mayor
susceptibilidad a contraer infecciones en los nifios desnutridos.

Se encontré que existe una relacion directa entre el grado de desnutricion,
la frecuencia de apoptosis y la expresion de CD95 en los subtipos celulares
CD4+ y CD8+. El grupo de los nifios con el mayor grado de desnutricion (DN3)
mostré la mayor frecuencia de apoptosis de leucocitos ademas presentaron la
mayor frecuencia de apoptosis en células CD8+ asi como la mayor expresion de
CD95 en células CD4+ y CD8', por su parte, los DN2 tuvieron la mayor
frecuencia de apoptosis en células CD4".

Los porcentajes de células en apoptosis y expresion de CD95 encontrados en
el grupo de los BNI fueron menores que en los DN2 y los DN3 pero fueron
mayores que en los BN, lo cual permiti6 considerar directamente a la
desnutriciébn como la responsable de la alta frecuencia de apoptosis por medio
de la expresion de CD95.
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