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RESUMEN

La desnutricion esta ampliamente distribuida en el mundo y es un problema en
paises en desarrollo. Los estragos en los nifios pueden ser devastadores. En la
actualidad se reconoce que aproximadamente 10 millones de niflos menores de 5
anos mueren cada afo en paises en desarrollo, de las cuales mas del 50% se puede
atribuir a enfermedades prevenibles: la desnutricion contribuye a estas muertes. El

objetivo general de este estudio fue evaluar la activacion in vitro de linfocitos de bazo

y la proliferacion in vivo de células de bazo de ratas con desnutricién de segundo y
tercer grado inducida experimentalmente por competencia de alimento durante la
lactancia a los 21 dias de edad y compararlo con ratas bien nutridas. Para esto se
cuantificaron, por medio de citometria de flujo, el porcentaje de los linfocitos T, B, NK
y, dentro de los T, los T4 y T8 en ratas desnutridas de segundo y tercer grado y
testigos bien nutridos, obtenidos a partir de sangre periférica y los extraidos del bazo.
Se determind, por citometria de flujo, el efecto de ambos grados de desnutricidén
sobre la activacidén de linfocitos de bazo de ratas desnutridas de segundo y tercer
grado y testigos sanos en cultivos primarios in vitro. Se determind el efecto de la
desnutricion sobre la proliferacion in vivo de células de bazo de ratas de 21 dias de
edad. Se indujo la desnutricién durante la lactancia y al final de esta, se clasificaron
en tres grados, segun el déficit de peso: primer grado o leve (déficit mayor al 10% y
menor a 25); segundo grado o moderada (déficit de 25% y menor de 40%); tercer

grado o grave (déficit de 40% o mas). Se estudiaron los grupos de ratas con



desnutricion moderada y grave. Los resultados mostraron que ambos grupos de
ratas desnutridas tienen una cantidad menor de leucocitos, monocitos y linfocitos en
sangre periférica, en comparaciéon con las ratas testigo. Se observé que de los
linfocitos T la subpoblacion afectada fue la CD4+ (cooperadores) en sangre y en
bazo, lo cual repercutié en la poblacion de linfocitos T. La activacion de los linfocitos
de bazo en cultivo se evalué estimulandolos con el mitdgeno fitohemaglutinina
(PHA). La respuesta se midié determinando el incremento en la expresion de los
marcadores CD71 y CD25, que se expresan al estimular a los linfocitos T con la
PHA, o con un antigeno. La proporcion de linfocitos CD3+CD71+ y de CD3+CD25+
(activados) de ambos grupos de ratas desnutridas fue menor que la de ratas bien
nutridas (p < 0.05). Ademas, se observo una correlacion positiva entre el peso del
bazo y el porcentaje de células que expresaron el receptor CD71 (R=0.97). No se
observé diferencia significativa entre las ratas desnutridas de segundo y tercer grado.
La proliferacion de las células de bazo se determind administrando
bromodesoxiuridina (BrdU) y su incorporacion se detecté con anticuerpos
monoclonales anti-BrdU, conjugados con fluoresceina (FITC), el contenido de ADN
total por yoduro de propidio y se evaluaron por citometria de flujo. La proporcién de
células en fase Gy fue mayor en las ratas desnutridas que en las bien nutridas, pero
no se observd diferencia entre ratas con desnutricion moderada y grave. La
proporcion de células en la fase S fue mayor en las ratas bien nutridas, que en las
desnutridas. La proporcién de células en fase la G2/M fue menor en ambos grupos
de ratas desnutridas que la del grupo de las bien nutridas. El indice de incorporacién

de BrdU (LI) fue menor en las células de bazo de ratas desnutridas, la duracién de la

10



fase S (TS) no mostrd diferencia significativa entre los grupos y el tiempo de
duplicacion de la poblacién celular (Tpot) se incrementd en ambos grupos de de
ratas desnutridas. Los resultados muestran que la desnutricibn moderada tiene
efectos tan importantes como la desnutricién grave, que involucraron la proporcidén
de linfocitos en sangre y bazo, la activacioén de linfocitos y la proliferacidén celular en
bazo. Los resultados son una evidencia por la que, en parte, se puede explicar la

susceptibilidad a infecciones asociada a la desnutricion.
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ABSTRACT

Malnutrition is distributed widely throughout the World and is a particular problem in
developing countries. Actually, recent studies estimate that 10 million of children
younger than 5 years of age die in developing countries; more than 50% of deaths in
children are attributed to conditions preventable: the malnutrition contributes to these
deaths. The objective of the present study was to evaluate the activation of spleen

lymphocytes in vitro and proliferation of spleen cells in vivo of rats with moderate and

severe malnutrition experimentally induced during lactation period compared with
well-nourished rats. The percentage of T, B, NK cells and in T lymphocytes, T4 and
T8 were determinate in malnourished rats of moderate and severe level and control
rats, obtained of peripheral blood and spleen, assessed by flow cytometry. The effect

of both levels of malnutrition on activation of splenic T cells in vitro of malnourished

rats of second and third degree, assessed by flow cytometry. It was analyzed the
effect of malnutrition on cell proliferation on splenic cells of suckling rats_in vivo. The
malnutrition was induced during the lactation period until weaning. The degree of
malnutrition was established according to the classification used for children: the
number was categorized as mild or first degree when the weight deficit reached 10—
25%; moderate or second degree (MN2"™) when the weight deficit reached 25-40%;
and severe or third degree (MN3') when the weight deficit was greater than 40% of
that of age-matched control rats (WN). The moderate and severe malnourished rats

were studied. The results showed that both malnourished groups of rats have lower

12



numbers of leukocytes, monocytes and lymphocytes on peripheral blood. The CD4+
lymphocytes subpopulation was affected on blood and spleen. Response to mitogen
stimuli of phytohaemagglutinin (PHA) was evaluated in splenic lymphocytes.
Expression of cell surface activation markers CD71+ and CD25+ was evaluated, to
determinate the response of T cells. Both groups of malnourished rats showed a
significant decrease in the percentage of CD3+CD71+ and CD3+CD25+ cells at 24 h
post-activation with PHA. There was a positive correlation between spleen weight and
the percentages of spleen cells expressing CD71 (R = 0.97) receptors. No significant
difference was observed between the moderate and severe malnourished rats. Cell
proliferation was studied by detection of BrdU incorporation and flow cytometry. The
method involves calculation using flow cytometry data of BrdU incorporation (green
fluorescence, FITC-labelled anti-BrdU-DNA antibody) and total DNA content (red
fluorescence, propidium iodide). After 21 days of age, BrdU at the dose of 1 mg/g
body weight was administered by intraperitoneal injection. Flow cytometry was used
to detect BrdU labeling in proliferating splenocytes. Distribution of cells in each cycle
cells was analyzed. The proportion of cells in G1 phase was higher in malnourished
rats than well-nourished rats, but no significant difference was observed between the
moderate and severe malnourished rats, but no significative difference was observed
in borh malnourished groups. No significant difference was observed in proportion of
cells in S phase between well-nourished and malnourished rats. Percentage of G2/M
was lower in both groups of malnourished rats. The labelling index of BrdU+ (LI), S-
phase duration (TS) and potential doubling time (Tpot) were calculated. The LI of

cells was lower in both groups of malnourished rats than WN rats. The obtained TS

13



was not different in both malnourished rats to WN rats. Tpot was significantly higher
in both malnourished groups. In conclusion, the results of this study suggest that
moderate malnutrition is as bad as severe malnutrition with effects in different
parameters of immune system: lymphocytes proportion of blood and spleen,
lymphocyte activation and cell proliferation in spleen. The data explain, in part, the

increased susceptibility increased associated with malnutrition.
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. ANTECEDENTES

I.1. La alimentacion: un Derecho Humano

En el afno de 2007, en la ceremonia del Dia Mundial de la Alimentacién, el director
general de la Organizacion de la Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) declaré que la alimentacion es un derecho fundamental,
universal e irrenunciable. Aunque reconocié que para muchos paises es un gran
desafio aplicar este derecho, ademas, senalé que en el mundo se produce alimento
suficiente para toda la poblacion. Sin embargo, hasta ese momento, se reportaban

854 millones de personas desnutridas en el mundo (FAO, 2007a; b).

A pesar de reconocer a la alimentacion como un derecho humano, se ha
incrementado el numero de personas desnutridas, al pasar de 854 millones a 925
millones en el periodo de 2007 a 2008, debido al alza en los precios de los alimentos,
segun declaré el Director General de la FAO, al informar sobre los resultados de la
cumbre sobre la crisis alimentaria, que tuvo lugar en Roma en el afio de 2008 (FAO,
2008a). Para diciembre de 2008, ya se estimaba un incremento a 963 millones de

personas con desnutricion (FAO, 2008a).

El aumento en el precio de los alimentos se ha desencadenado principalmente por
especulaciéon, a pesar de que se ha informado aumento en la produccién de

cereales. Este comportamiento es el resultado de un cambio radical en el uso de los
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granos basicos para la alimentacion de la poblacién, a su empleo en la generacion

de biocombustibles. (Herndndez-Navarro, 2008).

Actualmente, el costo social derivado de la prevalencia de la desnutricién es
devastador, por el impacto negativo en la cantidad de vidas humanas perdidas o
afectadas, la baja en la productividad, en la salud y en la educacion, lo que provoca
un menor crecimiento econdémico. (FAO, 2008a; Van de Poel, y cols., 2008). La
desnutricion se convierte asi, no solo en consecuencia, sino también en causa de la

pobreza.

.2. La Desnutricion: la pobreza en la abundancia

Una buena nutricién es un factor basico, ya que una alimentacién inadecuada puede
alterar la salud, el crecimiento y desarrollo 6ptimo del organismo. Una dieta
adecuada en cantidad y calidad es indispensable en todas las etapas del hombre,
desde su concepcién hasta su muerte (Cravioto y Arrieta, 1985). Cuando las células
de un organismo no cuentan con la cantidad y calidad de nutrimentos necesarios
para desarrollar todas las funciones metabdlicas normales, la desnutricion se

desarrolla (Ortiz, 1987; Ortiz, y cols., 1996).

En general, se considera que la desnutricion se presenta como consecuencia de una
ingestion baja o inapropiada de alimentos principalmente con dietas con bajo
contenido proteico. Los efectos de la desnutricion pueden ser particularmente

devastadores en los nifios, debido a que, en los primeros anos de la vida, el

16



crecimiento corporal es rapido y los requerimientos de nutrimentos son mayores

(Cravioto y Arrieta, 1985)

La desnutricion se encuentra ampliamente distribuida por el mundo, sobre todo en
los paises en ddnde la distribucion de la riqueza no se ha logrado, aunque también
se presenta en paises de los llamados desarrollados La desnutricidn se encuentra
invariablemente asociada con la pobreza, pues ésta es el principal factor de riesgo
para la salud, debido a la asociacién con un acceso dificil a los servicios y a la
informacion (Pena y Bacallao, 2002). En la figura 1 se muestra un esquema en el
cual se relacionan las causas directas e indirectas asociadas con la desnutricion

(Muller y Krawinkel, 2005).
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Desnutricion
Leve, moderada, grave

t t

Aporte insuficiente Infecciones
de proteinas, energia “ frecuentes o graves:

0 micronutrientes diarrea, neumonia
Seguridad :

. . Cuidados
gllmc_en_tarla — PObreza = |insuficientes
insuficiente
Ambiente Bajo nivel

insalubre educativo

Injusticia Social

Figura 1. Causas directas e indirectas de la desnutricién (Basado en Muller y Krawinkel,
2005).

Los gobiernos de muchos paises, incluyendo el nuestro, y organizaciones
internacionales, como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), desde hace
algunos afnos han reconocido la necesidad de hacer llegar los servicios de salud a la
poblacion marginada, aunque hasta la fecha esto ha sido una meta casi imposible de
alcanzar pues, a pesar de los esfuerzos, las grandes disparidades aun existen (FAO,

2004).

18



En la actualidad, aproximadamente 10 millones de nifios menores de 5 afios mueren
cada afno en paises en desarrollo, de los cuales casi el 50% se puede atribuir a
enfermedades prevenibles (Black, y cols., 2003). Las causas que se pueden
adjudicar a estas muertes estan fuertemente relacionadas con la pobreza y la
desigualdad, dado que se puede senalar a la falta de condiciones de higiene, destete
temprano, complicaciones entre enfermedades, desnutricion y la falta de acceso a
los servicios de salud como causantes de la gran mayoria de estas muertes (Figura
2) (Black, y cols., 2003). Diversos autores han sefialado que la desnutricion
contribuye mas del 50 % de estas muertes, dado que son mas susceptibles a
enfermedades infecciosas (Muller y Krawinkel, 2005; Pelletier, 1994; Rice, y cols.,

2000).

La FAO sefialé que se ha producido un retroceso en la lucha contra el hambre, por lo
que sera imposible alcanzar el objetivo de reducir a la mitad el nUmero de personas
desnutridas para el ano 2015 (de Onis, y cols., 2004). Las cifras hasta el afio 2008,
indicaban que habia 963 millones de personas desnutridas en el mundo (FAO,
2007b; 2008a). La region que habia mostrado progresos en la lucha contra el hambre
es la de América Latina y Caribe hasta el periodo 2003 al 2005, pero las ultimas
estimaciones mundiales podrian reflejar un retroceso en la regiéon (FAO, 2004;
2008b). En Meéxico, se ha observado un descenso en la prevalencia de la
desnutricion grave, sin embargo, se calcula que casi 3 millones de nifios menores de
cinco anos tienen algun grado de desnutricion. La prevalencia de la desnutricidén se

encuentra, principalmente, en el sur y sureste de la Republica Mexicana, en los
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estados: Guerrero, Chiapas, Yucatan y Oaxaca, después, en la zona centro y en las
costas, mientras que en el norte del pais el problema es menor (ESNA, 2003; Rivera-

Dommarco, y cols., 2001).

Bajo estas circunstancias, es importante sefalar que la desnutricion todavia es un
problema de salud publica, puesto que quien la sufre en algun momento de su vida,
incrementa su susceptibilidad a enfermedades tratables y a morir a consecuencia de
ellas, ademas vivira siempre con sus consecuencias (Kaler, 2008). Las infecciones
gastrointestinales y respiratorias de origen bacteriano son las enfermedades mas
comunes en los niflos desnutridos, las cuales forman una larga cadena de factores

causales, incluyendo pobreza y salud ambiental (Schmidt, y cols., 2009).

Cravioto senal6 que la desnutriciébn es una condicion causada por el hombre, al
permitir el mantenimiento de un sistema social inadecuado que impide que parte de
la sociedad tenga acceso a una alimentacién adecuada y a los servicios necesarios

para tener una vida digna (Cravioto y Arrieta, 1985).
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Figura 2. Distribucion de muertes infantiles alrededor del mundo. Cada punto rojo
representa 5000 muertes..

La desnutricidén, con base en los factores que la causan, se clasifica en: primaria o
secundaria. La desnutricién primaria se produce cuando el aporte de nutrientes es
insuficiente para llenar los requerimientos del individuo, lo que se relaciona con una
deficiente ingestion en cantidad, calidad o ambas. La secundaria se presenta cuando
la fisiologia normal se altera e impide la adecuada absorcion de los nutrientes como
en: dificultad para la ingestion, absorcién inadecuada, utilizacion inadecuada,
excrecion exagerada, aumento del catabolismo (Ortiz, 1987).
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En 1946, el Doctor Federico Gomez hizo una descripcidon amplia de la desnutricion,
evitando confusiones entre sus diferentes denominaciones. Ademas, hizo una
clasificacion de la gravedad basado en un parametro muy sencillo, el peso corporal
para la edad. Actualmente existen otras medidas antropométricas que son utiles para
la identificacion y la clasificaciéon, sin embargo, el fundamento es el mismo. La

clasificacion propuesta por Gémez (1946) es la siguiente:

1. Desnutricion de primer grado o leve: Se tiene un déficit de peso corporal

del 10% al 24%.

2. Desnutricién de segundo grado o moderada: Se tiene un déficit del 25%

al 39%.

3. Desnutricién de tercer grado o grave: se tiene un déficit mayor al 40%.

Esta clasificacion ha sido util para relacionar a la desnutricion como un factor de
riesgo de mortalidad, demostrando ser un indicador bastante fiable. El peso como
medicion antropométrica, asi como las derivadas de ésta, tiene la ventaja de ser una
medida corporal muy sensible, no invasiva y facil de realizar (de Onis, 2000). En las
clasificaciones posteriores a la de Goémez se han tomado en cuenta el peso para la
estatura como un indicador y diversos autores consideran este parametro como
adecuado para detectar a los nifios gravemente desnutridos y que estan expuestos a

un mayor riesgo de mortalidad (de Onis, 2000).

22



I.3. Estructura y Propiedades del Sistema inmunoldgico

El sistema inmunolégico esta formado por células y moléculas altamente
especializadas que trabajan en conjunto para la defensa del organismo ante agentes
externos que se introducen, tales como microorganismos o moléculas (proteinas y

polisacaridos) (Azuma, 2006).

La proteccién que proporciona el sistema inmunoldgico se manifiesta de manera
especifica 0 no especifica, y en cada una esta involucrada una amplia gama de
mecanismos. La inmunidad inespecifica (natural o nativa) se presenta cuando no se
requiere de un reconocimiento previo hacia el antigeno (cuerpo extrano) y constituye
la primera linea de defensa del organismo. Estd compuesta por barreras fisicas y
quimicas (epitelio y sustancias antimicrobianas), y células fagociticas (macréfagos,
neutréfilos, células asesinas naturales o NK por Natural Killers) (Abbas, y cols.,
1999). Las células que componen este sistema son capaces de censar la presencia
de patégenos a través de un grupo de receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs). Un tipo de PRRs, de la familia del receptor parecido a Toll (TLR), puede
detectar un amplio grupo de determinantes estructurales que solo se expresan en las
bacterias, virus y hongos. Sin embargo, puede reconocer aparentemente
componentes liberados por células dafiadas o que estdn muriendo (Marshak-
Rothstein y Ohashi, 2007). El otro tipo de inmunidad se denomina especifica o
adaptativa, y ocurre cuando se realiza un reconocimiento previo del antigeno y se
inicia una serie de mecanismos para eliminarlo (Medzhitov y Janeway, 1997).

Actualmente se sabe que la inmunidad inespecifica y la especifica se interrelacionan
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estrechamente para proteger al huésped cuando se presenta un patdégeno

(Medzhitov y Janeway, 1998).

La inmunidad especifica puede involucrar dos tipos de mecanismos de respuesta
distintos: inmunidad humoral o mediada por anticuerpos, los cuales estan presentes
en la sangre y son producto de los linfocitos B; y la inmunidad mediada por células
en la que participan los linfocitos T y es apoyada por células accesorias (Abbas, y

cols., 1999; Hoebe, y cols., 2004).

La interaccidon de los receptores de los linfocitos T y B y el antigeno es muy
importante para el desarrollo de la inmunidad adaptativa (Szamel y Resch, 1995).
Los linfocitos B tienen la capacidad de sintetizar anticuerpos, llamados también
inmunoglobulinas, que se fijan especificamente a un ligando (antigeno), que
corresponde a uno de muchos determinantes quimicos de un gran numero de

proteinas, carbohidratos, lipidos u otras moléculas (Parslow, y cols., 2002).

Por otro lado, se pueden identificar dos subpoblaciones principales de linfocitos T: los
T cooperadores (T CD4+) y los T citotoxicos (T CD8+). Cada una de estas
subpoblaciones tiene diferencias importantes en su funcién. Los T CD8+ tienen una
actividad citotéxica, puesto que se encargan de matar células que muestran
moléculas extrafias en su superficie, cumpliendo asi un papel importante en las
infecciones virales (Parslow, y cols., 2002). En cambio, los T CD4+ promueven la
proliferacién, maduracién y funcion inmunitaria de otros tipos celulares, a través de

citocinas que tienen propiedades hormonales (Parslow, y cols., 2002) Los T CD4+ se
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subdividen a su vez en subclases, que se distinguen con base en su funcion y las
citocinas que producen (Parslow, y cols., 2002; Rodriguez, 2005). Las subclase mas
conocidas son los Th1, que producen INF-y, IL-2 y TNF-B, y los Th2, que producen
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-12 (Mosmann, 1991; Mosmann, y cols., 1986). Durante los
ultimos anos se han anadido a la lista mas fenotipos efectores diferenciados estables

(Mosmann, y cols., 2009; Reiner, 2007).

.3.1 Activacion de los linfocitos

Un evento importante en la generacion de la respuesta inmunolédgica contra la
mayoria de los antigenos es la activacion de los linfocitos T via células procesadoras
de antigeno (CPA). Las CPA presentan el antigeno unido al complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) al receptor de los linfocitos T (TCR). Esto desencadena
una serie de eventos bioquimicos en cascada, que culminan con la activacion,
crecimiento, proliferacion clonal y diferenciacion de los linfocitos T; lo que permite a
los linfocitos activados eliminar a la molécula extrafia que indujo estos procesos
(Itano y Jenkins, 2003; Jenkins, y cols., 2001; von Andrian y Sallusto, 2007). Varios
de los procesos celulares que se desencadenan, incluyen la adhesién mediada por
integrinas, formacién de la sinapsis inmunolégica, establecimiento de la polaridad
celular para la liberacidbn de citocinas o granulos liticos y sefalizacién, los que

requieren modificaciones en citoesqueleto del linfocito (Billadeau, y cols., 2007).

La transduccidn de senales que regula la proliferacién, diferenciacion y las funciones

efectoras durante la activacién de los linfocitos es un proceso complejo. En la Figura

25



3 se muestra un esquema general de la cascada de senales desencadenadas por la
union del antigeno unido al MHC de la célula presentadora con el TCR del linfocito
CD4+. Como consecuencia de esta union, se activan tirosina cinasas citoplasmicas,
estas fosforilan a moléculas adaptadoras e inician la cascada de sefalizacion
(Cantrell, 2003). La fosfolipasa Cy (FLyC o PLyC) se activa en este proceso y rompe
al fosfatidilinositol (PIP) para liberar diacilglicerol (DAG) y trifosfato de inositol (IP3),

esto inicia dos vias de sefalizacién (Billadeau, y cols., 2007).

El DAG activa a la via de la proteina cinasa C (PKC), que dirige la fosforilacion de
varios sustratos intracelulares y se induce la expresién de genes importantes en la
respuesta del linfocito T. Por otro lado, el IP3 activa a su receptor en el reticulo
endoplasmico, que favorece la liberacién de Ca** al citoplasma (Winslow, y cols.,
2003). La sefal de calcio activa a la calcineurina fosfato dependiente de
Ca®*/calmodulina. La calcineurina desfosforila al factor de transcripcion NF-AT lo que
permite que se acumule en ndcleo y se una a elementos promotores del gen de la
interleucina 2 (IL-2) (Cahalan y Chandy, 1997; Panyi, y cols., 2004), Esto ultimo
incrementa la secrecion de esta hormona linfotréfica, la cual esta implicada en la
generacion de fenotipos efectores de las células T estimuladas por el antigeno.
Ademas, la expresion de la subunidad a del receptor de IL-2 (IL-2R) es fundamental
dado que es el responsable de que el linfocito T pueda responder a la senal de la IL-
2 para proliferar, para protegerse de la apoptosis y para expresar proteinas

asociadas con el fenotipo de linfocitos T activados (Ellery y Nicholls, 2002a).

26



Célula presentadora

-----------ﬂ------------- B VR T (G 5 b, e (O il G 5 S S e I (B G G P OIS O O O G R e O O

L T
LT |

1]

T

Fosforilacion
de proteinas

Linfocito TCD4" ., ‘

CRAC

Ca*?
2
Ca* l

Activacion
de genes

NS

Promotor de IL-2 ‘*\‘
Ntcleo “

Reticulo Ca*?
endoplasmico

Figura 3. Esquema general de la cascada de sefales desencadenadas por la unién del
receptor T con el antigeno unido al MHC de la célula presentadora. Figura basada en
(Billadeau, y cols., 2007 y Winslow, 2003 #3212). LCK: Proteina de tirosina cinasa
especifica de linfocitos T; ZAP70: proteina asociada a la cadena ¢ de 70kDa ({-chain-
associated protein of 70 kDa (ZAP70)); LAT: linker o enlace para activacién de
linfocitos; FLC (PLyC): Fosfolipasa C; PKC: proteina cinasa C, CRAC: canal de
liberacién de calcio-activado por calcio; NF-AT: factor nuclear de linfocito T activado;
IP3-K: cinasa de trifosfato de inositol.
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1.3.1.1 Uso de mitdgenos para ensayos de activacion de linfocitos in vitro

Los ensayos in vitro de la activacion de linfocitos mediada por lectinas vegetales

mitogénicas o por antigenos son las herramientas mas antiguas y ampliamente
aplicadas para estimular linfocitos a dividirse (Ashraf y Khan, 2003; Sharon vy Lis,
2004). Desde el siglo 19 se sabia que ciertas proteinas tienen la capacidad de
aglutinar eritrocitos, y que esto estd dado por su capacidad de reconocer y unirse a

carbohidratos (Sharon y Lis, 2004).

El descubrimiento de que algunas lectinas son mitégenos potentes abrié paso a una
amplia gama de estudios. Entre ellos destaca el estudio de anormalidades
cromosomicas y su relacién con enfermedades hereditarias, en donde se activan los
linfocitos y se obtienen sus figuras mitéticas lo que permitié encontrar marcadores y
ha permitido diagndsticos y prondsticos precisos de enfermedades genéticas que
involucran anormalidades cromosémicas. Por otro lado, los estudios de la interaccién
de lectinas y linfocitos ha contribuido a la comprensién de los mecanismos de la

activacion de los linfocitos y su control (Ashraf y Khan, 2003).

En 1989, Chilson y Kelly Chilson (Chilson y Kelly-Chilson, 1989) estudiaron la
especificidad de lectinas mitogénicas y no mitogénicas sobre los receptores de
superficie de linfocitos humanos. Sus hallazgos demostraron que las lectinas
mitogénicas interactian con moléculas con puentes disulfuro, incluyendo a los
receptores de linfocitos T o/B y v, lo que induce activacion similar a la inducida por el
antigeno (Chilson, y cols., 1984; Chilson y Kelly-Chilson, 1989; Kilpatrick, 1999). La
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diferencia principal es que los antigenos estimulan pocas clonas de linfocitos,
correspondientes al especifico de los epitopes en la molécula antigénica, mientras
que las lectinas provocan la activacién policlonal por la via de las estructuras

comunes de oligosacaridos (Kilpatrick, 1999).

1.3.2 Receptor de Interleucina 2 (IL-2R)

La idea de que la respuesta y memoria inmunolégica de los linfocitos depende de
hormonas peptidicas fue introducida primero cuando se encontr6 que el factor de
crecimiento de linfocitos T, posteriormente denominado interleucina 2, se une
especificamente a sitios expresados en linfocitos activados por lectinas o antigenos
(Neckers y Cossman, 1983; Smith, 1989). La IL-2 y su receptor fueron de los
primeros elementos que se descubrieron y caracterizaron de la amplia gama de
citocinas y receptores existentes (Smith, 2006). Actualmente se realizan gran
cantidad de estudios para entender a cabalidad la red de citocinas, receptores y
sefales que intervienen en el desarrollo, diferenciacion y respuesta del sistema

inmunolégico.

Figura 4. Representacién esquematica del receptor de
IL-2 de alta afinidad. Es un heterotrimero, los

péptidos alfa, beta y gama; los dos ultimos forman

parte de la superfamilia de receptores de citocinas.

tomado de Janeway y cols (2001).
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El receptor de IL-2 estda compuesto por tres subunidades, a 0 CD25, 3 o CD122y y 0
CD132. Las cadenas B y y son parte de una superfamilia de receptores de citocinas.
La afinidad por la IL-2 depende de las subunidades que estan presentes en la
membrana celular, las subunidades B y y forman el receptor de baja afinidad y al
expresarse la a, se forma el de alta afinidad (Ellery y Nicholls, 2002a; Janeway, y

cols., 2001; Minami, y cols., 1993).

La expresion de IL-2 y de las subunidades a y B del receptor de IL-2 (IL-2Ra € IL-
2Rp) se inducen, en los linfocitos T, cuando son activados a través del TCR, ya sea
por un antigeno o un mitégeno. Los productores principales de IL-2 son los linfocitos
T activados y en éstos también incrementa la expresién de IL-2Ra e IL-2Rp. Esta
coincidencia en la expresion de las proteinas incrementa la posibilidad de que las
células T puedan producir y responder a la IL-2 en forma autécrina y paracrina (Ellery
y Nicholls, 2002a; Ma, y cols., 2006). La IL-2 dirige la proliferacion de linfocitos
activados y también protege a las células inmunoldgicas de sefales de apoptosis por
la activacion de mecanismos anti-apoptoticos (Cantrell y Smith, 1983; Ellery y
Nicholls, 2002a). La formacion del receptor de alta afinidad (incluyendo a la
subunidad alfa, CD25, Figura 5) determina si la célula prolifera 0 muere por apoptosis

inducida por activacion (Ellery y Nicholls, 2002b; Hedfors y Brinchmann, 2003).
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Figura 5. Representacién de la induccion de la expresion de la subunidad a del receptor
de IL-2, asi como la IL-2. A) Receptor de IL-2 de afinidad moderada; B) Los linfocitos
T activados expresan el receptor de alta afinidad de IL-2 (cadenas o, v y B); C) La
unién de IL-2 al receptor indica al linfocito la entrada al ciclo celular; D) La IL-2 induce
la proliferacion. Figura basada en Janeway y colaboradores (2001)

Ademas de las funciones antes mencionadas, el CD25, se expresa en diferentes
estados del desarrollo de los linfocitos, lo que prevé nuevas implicaciones biolégicas
y celulares en la homeostasis del sistema inmunolégico. Los timocitos (linfocitos en
maduracion presentes en el timo), triple negativos (CD3/CD4/CD8’) llegan a

presentar el CD25 durante su desarrollo. Sin embargo, no ha quedado claro cual es

31



su papel, puesto que, en ratones sin el gen de este receptor, los linfocitos no
presentan alteraciones en su desarrollo (Ma, y cols., 2006). La importancia del CD25
y la respuesta a la IL-2 se encuentra en el desarrollo de los linfocitos T reguladores
(CD3*/CD4*/CD25") (Ma, y cols., 2006). Las células T reguladoras representan entre
5y 10 % de las células periféricas, son virgenes, anérgicas, incapaces de proliferar y
producir citocinas, a pesar ser estimuladas por medio del TCR. Sin embargo, parece
que juegan un papel importante en el balance entre la autoinmunidad y la tolerancia

(Asseman y von Herrath, 2002).

1.3.3 Receptor de Transferrina (CD71)

El hierro es un elemento peligrosamente util para las células. Es esencial para la
vida, pero también altamente toxico en concentraciones elevadas. El hierro es
tomado por la célula a través de endocitosis mediada por la transferrina y su
receptor, el CD71 (Taketani, 2005) y entonces es utilizado para diversas funciones
celulares que van desde el transporte de oxigeno y transferencia de electrones hasta

la sintesis del ADN, entre otros procesos.

El CD71 permite que la célula pueda internalizar hierro para que este pueda
incorporarse en las proteinas que contienen grupo hemo, en las enzimas oxidativas y
en otras que lo requieran. La densidad de CD71 en la membrana celular
generalmente es bajo, debido a un proceso constante de reciclaje entre la membrana
citoplasmatica y vesiculas endosomales (Batista, y cols., 2004; Miskimins, y cols.,

1986).
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Sin embargo, bajo ciertas condiciones, el nUumero de receptores puede aumentar
para satisfacer las necesidades celulares. Por ejemplo, se sabe que los reticulocitos
requieren una gran cantidad de CD71 para lograr sintetizar elevados niveles de
hemoglobina. Las células proliferantes también incrementan el nimero de receptores
CD71 (Miskimins, y cols., 1986). Por lo que la expresion en la superficie celular de
receptor de transferrina, representa el grado de la actividad metabdlica de la célula y
debe aumentar su densidad en proporcién a la cantidad de hierro necesario para la
proliferacién celular activa (Neckers y Cossman, 1983; Pighetti, y cols., 1998). Desde
hace mas de 20 afos, se ha relacionado la expresidén del CD71 con la proliferacion

de linfocitos estimulados por mitégeno (Taketani, y cols., 1985).

Actualmente se sugiere que el CD71 juega un papel importante en los eventos
tempranos de la formacién de la sinapsis inmunolégica, debido a que se ha
observado su incorporacion parcial en las llamadas balsas lipidicas (lipid rafts). Tanto
los receptores de transferrina endosomales como los de la superficie celular
aparentemente se incorporan a las balsas lipidicas involucradas en la sinapsis del

linfocito T y la célula presentadora de antigeno (Batista, y cols., 2004).

La expresion de la subunidad a del receptor de IL-2 asi como la del receptor de
transferrina CD71 se han utilizado como marcadores de la activacién de linfocitos T,
ya que, se expresan muy poco en células en reposo, por lo que son llamados
antigenos de activacion (Barten, y cols., 2001). Pueden ser detectados facilmente por
medio de ensayos de inmunofluorescencia indirecta y citometria de flujo, usando

anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos (Caruso, y cols., 1997). La
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combinacién de anticuerpos conjugados con diferentes fluorocromos permite
identificar subpoblaciones de linfocitos y, al mismo tiempo, el registro de marcadores
que estan involucrados en un proceso de activacién (Barten, y cols., 2001; Caruso, y

cols., 1997; Rodriguez, y cols., 2005).

.3.4 Tejidos Hematopoyéticos

La médula 6sea, el timo, el bazo y los ganglios linfaticos son los 6rganos
hematopoyéticos mas importantes para el mantenimiento y funcionamiento del
sistema inmunoldgico, principalmente estdn encargados de la biogénesis de las

células de la sangre.

El tejido hematopoyético se divide en: mieloide y linfoide. El mieloide produce
eritrocitos, plaquetas y la mayoria de los leucocitos, corresponde a la médula 6sea
roja. El tejido linfoide esta representado por la médula 6sea blanca, el timo, los
foliculos linfaticos, los ganglios linfaticos y el bazo. A su vez, el tejido linfoide esta
divido en primario y secundario, cada uno realiza funciones muy especificas.

(Cormack, 1987; Fawcett, 1995).

Los tejidos linfoides primarios tienen como papel principal la produccién y desarrollo
de linfocitos virgenes funcionales para el reconocimiento de patégenos y su
eliminaciéon (Fawcett, 1995; Janeway, 2001). Dentro de esta clasificacion se
encuentran la médula 6sea y el timo, ademas del higado fetal. En el feto y los

organismos juveniles, estos tejidos son la fuente de un gran ndmero de nuevos
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linfocitos, los cuales migran para poblar los tejidos linfoides periféricos (Janeway, y

cols., 2001).

La médula 6sea es un tejido dinamico presenta una alto recambio y una gran
variedad celular en condiciones normales (Wilkins, 1992). Las cavidades de los
huesos largos contienen a la médula 6sea que puede contener de un 25 a un 75%
de células hematopoyéticas en diferentes estados de maduracién y células del
estroma, ademas las proteinas de la matriz extracelular y citocinas (Weiss, 1986;
Wilkins, 1992). Se ha sefialado que las interacciones entre la matriz extracelular y las
células troncales y del estroma son especificas (Haylock y Nilsson, 2005; Nilsson, y

cols., 2001).

El timo es un 6rgano linfoide primario, responsable de la provision de linfocitos T en
el cuerpo. Este érgano provee el ambiente éptimo en el cual se lleva a cabo el
desarrollo y la diferenciacién de los precursores de células T provenientes de la
meédula désea y, posteriormente, los ahora timocitos, seleccionados positivamente,

migran hacia los 6rganos linfoides periféricos (Ribatti, 2006; Ribatti, y cols., 2006).

Los tejidos linfoides secundarios son el bazo, los nodulos linfaticos y los tejidos
linfoides organizados y asociados con superficies mucosas, incluyendo las
amigdalas, el tejido linfoide asociado con bronquios, intestinos, placas de Peyer y
otros. Estos 6rganos estan localizados en sitios estratégicos, en donde los antigenos

que entran en el cuerpo son llevados, atrapados y concentrados. Aqui, los linfocitos
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estan organizados en estructuras que mejoran las interacciones celulares lo que

perfecciona la remocidn de los patégenos (Cyster, 1999; Fu y Chaplin, 1999).

La funcidn clave de los 6rganos linfoides es la de proveer microambientes adecuados
para hacer eficiente la interaccion secuencial de las diferentes subpoblaciones de
linfocitos y células no linfoides para lograr la respuesta inmunolégica adaptativa

(Janeway, y cols., 2001; Pabst, y cols., 2004).

1.3.5 Bazo

Es un o6rgano abdominal situado en el hipocondrio izquierdo, por debajo del
diafragma; casi todo esta revestido por el peritoneo visceral. Esta unido al estémago,
al diafragma y al rifidén izquierdo por medio de pliegues peritoneales llamados
ligamentos gastroesplénico, frenicoesplénico y esplenorrenal (Fawcett, 1995). Es el
organo linfoide secundario mas grande en los mamiferos y esta constituido por dos
componentes, la pulpa roja y la pulpa blanca, las cuales deben su color a que la
primera contiene gran cantidad de eritrocitos y la segunda, foliculos linfoides que
almacenan gran cantidad de linfocitos, aproximadamente el 25% de los linfocitos

maduros del cuerpo (Cormack, 1987; Fu y Chaplin, 1999).

En el bazo existe una regionalizacion funcional. La pulpa roja depura la sangre de los
eritrocitos dafiados o viejos; en la blanca se presenta la activacién y maduracion de
linfocitos T y B dependiente de antigeno. La pulpa roja esta estructurada en senos

venosos, con una red celular constituida por células reticulares estrelladas parecidas
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a fibroblastos. Se encuentran, como células libres, macréfagos, eritrocitos y algunas
células plasmaticas. La pulpa blanca se organiza en vainas linfoides periarteriales
(VLPA o PALS) y éstas siguen a lo largo de los vasos en direccidon periférica. En

muchos puntos se encuentran centros germinales (Fu y Chaplin, 1999) (Figura 6.).
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Figura 6. Seccion transversal y esquema de la pulpa blanca en bazo. Se senalan cada
una de las zonas en los esquemas transversal y longitudinal. Esquema tomado y
modificado de Janeway y cols. (Janeway, y cols.)

Durante el periodo de gestacién en el hombre, y en los roedores durante el mismo
periodo y edad post-natal, el bazo tiene una activa hematopoyesis mieloide, la cual

desaparece con el tiempo (Cormack, 1987; Fawcett, 1995).
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Como parte de la respuesta adaptativa del sistema inmunolégico, las células
dendriticas que ya tengan a un antigeno procesado deben encontrarse con los
linfocitos especificos del mismo antigeno. Esto se logra cuando las células
dendriticas llegan a los o6rganos linfoides secundarios y, ahi mismo, migran a las
zonas ricas en linfocitos T. La organizacion de los linfocitos T y B alrededor de
arteriolas permiten la entrada y salida de las células dendriticas y linfocitos al bazo
(Figura 6), asi como del microambiente necesario para que el reconocimiento del
antigeno por los linfocitos sea rapido (Fu y Chaplin, 1999). Aunque se sabe bien
cémo las células dendriticas dejan el torrente sanguineo para entrar al bazo, poco se
conoce de las senales necesarias para dirigirlas a la zona T. Se ha observado que

algunas quimiocinas son importantes para la migracion (Cyster, 2000).

.4. Ciclo Celular

La reproduccién celular es una de las caracteristicas funcionales principales de las
células. El crecimiento y desarrollo adecuados de los organismos vivos depende del
apropiado crecimiento y multiplicacién de sus células. El ciclo celular o ciclo de vida
de la célula, es un conjunto extraordinariamente ordenado de eventos, que incluyen
el crecimiento de la célula y la duplicacion de su material genético y que culmina con
su divisién en dos células hijas. También se describe como el periodo comprendido
entre la formacion de la célula por divisién de su célula madre y el tiempo cuando ella

misma se divide y da origen a dos células hijas.
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En el inicio, el ciclo celular se dividi6 basicamente en dos periodos claramente
visibles bajo el microscopio: 1) la division, proceso en el que la célula madre reparte
su citoplasma (citocinesis) y su material genético (cariocinesis) para generar dos
células y 2) la interfase, en el cual la célula aparentaba inactividad, pues presenta un
citoplasma y nucleo muy bien definidos y el aspecto estable caracteristico de su
estirpe celular. La mayor parte del tiempo del ciclo celular corresponde a la interfase,
pero no esta inactiva, durante ella cada tipo celular cumple con sus funciones
especificas (secrecion, transporte, etc). Ademas, durante la interfase la célula crece,
produce energia, sintetiza nuevas moléculas, esto es, tiene una gran actividad
metabdlica y elabora diversas proteinas por medio de procesos regulados por su
material genético. También en una etapa especifica de la interfase la célula duplica
su ADN; se puede decir que durante la interfase la célula se esta preparando para la

divisiéon. (Johnson y Walker, 1999; Lépez-Casillas, 2002)

Las etapas que se conocen del ciclo celular actualmente, fueron establecidas cuando
se emplearon analogos radiactivos del ADN. La incorporacién de timidina marcada
con tritio, s6lo ocurre en una etapa durante el ciclo, que definié dos periodos: a) entre
el final de la mitosis y el periodo de sintesis del ADN, que se le denomin6 “gap” 1
(G1, periodo presintético), y b) entre el final de la sintesis del ADN y el inicio de la
mitosis, que se denomind G2 (periodo post-sintético) (Golias, y cols., 2004; Howard y

Pelc, 1952; Pelc, 1964).

La fase G1 sigue inmediatamente a la divisidn, aqui la célula incrementa su tamario e

inicia los preparativos para la duplicacion del ADN. Durante este periodo, la célula
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integra las sefales mitogénicas y las inhibidoras de proliferacién para tomar una
decision: proseguir hacia la division, o hacer una pausa y se queda quiescente en un
estado fuera del ciclo denominado GO. Durante la fase S la célula duplica su ADN,
para obtener una copia de cada uno de sus cromosomas lo que le permitira transmitir
una copia a cada una de las dos células generadas después de la mitosis. Al
terminar la sintesis, la célula entra en la fase G2, en la cual se prepara para el
proceso de division; ademas, en esta fase ocurren procesos de reparacion de ADN
para garantizar la integridad del material genético (Calonge y O'Connell, 2008;

Johnson y Walker, 1999).

El ciclo celular afecta a todos los procesos celulares: metabolismo, sintesis de
proteinas, secreciones, duplicacion del ADN, biogénesis de organelos, dinamica del
citoesqueleto y segregaciéon de cromosomas (Johnson y Walker, 1999; Lépez-

Casillas, 2002; Tyers, 2004)).

La regulacién del ciclo celular depende de las ciclinas y de las cinasas dependientes
de ciclina (CDK, por sus siglas en inglés). Las CDKs fosforilan diferentes sustratos lo
que permiten la progresién de las diferentes fases del ciclo celular. La actividad
cinasa de las CDKs depende del efecto activador de las ciclinas, que aumentan en la
fase en la que se requieren y disminuyen cuando ya no son necesarias (King y
Cidlowski, 1998). El balance activacidon-inactivacion de las CDKs determina si la
célula pasa de la fase G1 a S, G2 y en la etapa de la divisibnde metafase a anafase
(van den Heuvel, 2005). A esto se le conoce como puntos de control o regulacion

(check points).
40



El mecanismo de la actividad de las CDKs y de las ciclinas involucra la actividad de
otras proteinas efectoras, las que, a su vez, determinan la continuaciéon o no del
ciclo. Esta regulacion involucra la expresion y destruccidn controladas de las ciclinas,
la fosforilacién activadora o inhibitoria y la desfosforilacion de las CDKs o de los

complejos ciclina/CDK (van den Heuvel, 2005).

La transicion de la fase G1 a S esta regulada por los complejos de ciclina D/CDK4/6
(Knudsen y Knudsen, 2006; Sanchez y Dynlacht, 2005). Uno de los sustratos del
complejo ciclina D/cdk4 méas estudiados es la proteina de retinoblastoma (RB)
(Sanchez y Dynlacht, 2005). En la fase GO o G1 temprana, la proteina RB se
encuentra hipofosforilada y en este estado se encuentra unida al factor de
transcripcion E2F, inhibiéndolo (Knudsen y Knudsen, 2006; Lopez-Casillas, 2002). Al
recibir un estimulo mitogénico, se activa el complejo ciclina/CDK que fosforila a RB
en varios sitios. Esto resulta en la disociaciéon de RB de E2F lo que le permite su
entrada al ndcleo para activar la transcripcion de los genes necesarios para iniciar la

fase de S (Knudsen y Knudsen, 2006).

Durante la fase S las ciclinas A y B se incrementan, la primera decae durante la
prometafase, la segunda lo hace durante la anafase. Se han descrito dos CDKs que
se asocian a estas ciclinas, la CDK1, que se une a las ciclinas Ay B, y la CDK2, que

lo hace alas ciclinas A y E (Murray, 2004; Sullivan y Morgan, 2007).

El complejo ciclina A/CDK1 fosforila a proteinas requeridas para la duplicacién del

ADN, proteinas del citoesqueleto, a la histona H1 y a componentes del huso mitético
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(Johnson y Walker, 1999; Pugacheva, y cols., 2006; Sullivan y Morgan, 2007;
Ubersax y Ferrell, 2006; Ubersax, y cols., 2003). Durante la fase G2 los niveles de
ciclina B se incrementan en el citoplasma; lo que promueve que se complete la
condensacioén de los cromosomas y el ensamblaje del huso mitético y se ha sugerido
que el complejo de ciclina B/CDK1 participa en la regulacion del proceso de
destruccioén de la ciclina A (Johnson y Walker, 1999; Sullivan y Morgan, 2007). En la
figura 7 se muestran los complejos ciclinas y CDKs que intervienen en cada fase del

ciclo.
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Figura 7. Esquema general de la participacién de los complejos de ciclinas/CDKs en
cada una de las fases del ciclo celular. La proteina del retinoblastoma (Rb) es
modificada por estos complejos y como consecuencia, la forma fosforilada libera al
factor E2F, permitiendo que ejerza su funcion como activador en la expresion de

genes (Rashidian, y cols., 2007).
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.5. El Ciclo Celular y el Sistema Inmunolégico.

El funcionamiento del sistema inmunol6gico involucra un control adecuado del ciclo
celular de todas las células involucradas. Las células troncales permiten la
renovacién de las células progenitoras y de un grupo de células capaces de proliferar
aceleradamente bajo la accion de las citocinas (Steinman, 2002). Ademas del
recambio rutinario, el sistema hematopoyético muestra una flexibilidad marcada en
momentos de estrés fisiologico, por ejemplo la expansidon de poblaciones de

granulocitos, macrofagos y linfocitos durante la infeccion (Myatt y Lam, 2007).

Por otro lado, los linfocitos maduros requieren proliferar para establecer una
respuesta inmunoldgica rapida y generar una memoria, después de una exposicion a
un antigeno. Este proceso depende de una amplia gama de moléculas reguladoras
positivas, como las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclinas (CDK, siglas en
inglés), asi como de reguladoras negativas, inhibidores de CDKs (Balomenos y

Martinez, 2000).

El ciclo celular en células hematopoyéticas varia desde la quiescencia hasta la
proliferacién espectacular. Los reguladores positivos y negativos guian la progresion
de las células hacia y a través de la fase G1. Se ha descrito que las ciclinas D2 y D3,
pero no la D1, estan presentes en las células troncales hematopoyéticas que estan

pasando por la fase G1 (Steinman, 2002).
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Los andlisis en diferentes compartimientos hematopoyéticos muestran que la ciclina
D2 tiene un papel importante en la expansién clonal de linfocitos B y en el desarrollo
de células B. Por otro lado, se ha observado que la ciclina D3 es inducida durante la
transicién de células pro-B a células pre-B. Ademas, la ciclina D3 tiene un papel

especifico en el desarrollo de células T (Myatt y Lam, 2007).

.6. Relacion de la Desnutricion con el Sistema Inmunoldgico

La desnutricidén tiene un impacto negativo fuerte sobre las funciones inmunoldégicas
de los nifios, haciéndolos mas vulnerables a enfermedades y aumenta el riesgo de
muerte (de Onis, y cols., 1993; Woodward, 1998). Varios autores han sugerido que la
desnutricion es la principal causa de inmunodeficiencia en el mundo (Chandra, 1999;

Dai y McMurray, 1998; Suskind, 1988).

Existen estudios sobre las alteraciones del sistema inmunolégico en nifios
desnutridos y en modelos animales de desnutricibn experimental. En ellos se ha
descrito una atrofia de érganos linfoides, principalmente el timo, por lo cual Prentice
le ha llamado el barometro de la desnutricidn (1999). Este fenémeno es debido,
principalmente, a la disminucién de compartimientos linfoides (Desai, y cols., 1996;
Savino, 2002). También se han observado algunas alteraciones en otros tejidos

linfoides como el bazo y los ganglios linfaticos (Chandra, 1991a).

En animales experimentales se observé una reduccién en el peso absoluto y relativo
del bazo y el timo en los que la desnutricion fue inducida en la etapa prenatal y en la

lactancia (Menendez-Patterson, y cols., 1987). En modelos de desnutricién en etapa
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adulta también se observd atrofia en el timo, ademas de alteraciones en las
diferentes subpoblaciones celulares (Barone, y cols., 1993). Ortiz y colaboradores
(Ortiz, y cols.) demostraron que la apoptosis espontanea se aumenta en el timo de
ratas desnutridas durante la lactancia. Posteriormente, el mismo grupo de trabajo
demostré que los timocitos doble negativo (CD4-CD8-) son la poblacion mas
susceptible, aunque también se observé un incremento en la apoptosis de las

subpoblaciones CD4+ y CD8+ (Ortiz, y cols., 2009)

La médula ésea también se encuentra alterada durante la desnutricién. Se ha
observado alargamiento del ciclo celular en ratas desnutridas durante la lactancia
(Ortiz y Betancourt, 1984), asi como reduccién en la proporcion de células
proliferantes, tanto in vivo como in vitro (Betancourt, y cols., 1992; Gémez, y cols.,

1996).

Por otro lado, la desnutricién en ratones provoca alteracion en las caracteristicas
histologicas y ultraestructurales en médula ésea (Xavier, y cols., 2007). Ademas, se
ha observado una eritropoyesis deficiente, con reduccion de progenitores eritroides

(Borelli, y cols., 2007).

La evaluacion del estado del sistema inmunoloégico se ha realizado por la
determinacién de los cambios en las proporciones de las diferentes subpoblaciones
de linfocitos (Freitag, y cols., 2000; Puri y Chandra, 1985). En estudios en nifios
encontraron disminucién en la proporcion de linfocitos T, asi como deterioro

funcional, con una reduccién en las células T CD4+ y un aumento en las CD8+
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(Chandra, y cols., 1982; Lal, y cols., 1980). Betancourt y colaboradores (Betancourt,
y cols.), encontraron una disminucion en el porcentaje de célula T CD4+. Por otro
lado, otros autores reportaron bajos porcentajes de (CD3+), asi como alteracion en la
relacion CD4+/CD8+ y un ligero aumento de los linfocitos T CD8+ con relacion a los

nifos sanos (Parent, y cols., 1994).

Sin embargo, Najera y colaboradores (2004), compararon las subpoblaciones de
linfocitos en nifios desnutridos con nifios bien nutridos sin infeccion y con infecciones
y encontraron que los nifilos bien nutridos con infeccidn mostraron disminucién de
linfocitos T CD3+ y que los nifios desnutridos mostraron baja proporcién de linfocitos

B.

Dado que los datos en nifios han resultado controversiales, se han realizado diversos
estudios en modelos experimentales, en donde tanto la desnutricion como los

factores asociados, como las infecciones, pueden controlarse (Ortiz, y cols., 1996).

Ratas desnutridas durante la lactancia, tienen menos linfocitos T en sangre periférica
que sus hermanas bien nutridas (Ortiz, y cols., 1999). Asi mismo, se encontré una
disminucion de linfocitos CD4+ y CD8+ en érganos linfoides secundarios (Flo, y cols.,
1995; Flo, y cols., 1994). Sin embargo, en otros estudios no se observaron cambios
en estas subpoblaciones, ni en la relacion de CD4+/CD8+, pero si se observa un

incremento en los linfocitos quiescentes (Woodward, y cols., 1995).

Al evaluar la capacidad de respuesta de las células del sistema inmunol6gico en

respuesta a activadores, algunos autores encontraron que los linfocitos de ninos
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desnutridos tuvieron una respuesta menor a los mitégenos (Chandra, 1991;
Chowdhury y cols., 1993). Por otro lado, se propuso que los linfocitos tienen una
respuesta rapida al activador, dado que observaron un indice de duplicacion mayor a
las 48 horas, lo que se interpret6 como respuesta rapida al mitdgeno o a una
duracion menor del ciclo celular (Gonzalez, y cols., 1990; Ortiz, y cols., 1994).
Ademas, se observé que la fraccidn de linfocitos que responden al mitbgeno y
proliferan es menor en los nifos desnutridos, por lo que se propuso que solo tienen
un periodo menor de latencia para entrar al ciclo, ademas se determiné que la
duracién del ciclo celular es mayor, lo que probablemente se asocie con una

respuesta inmunoldgica deficiente (Ortiz, y cols., 1994).

Por otro lado, diversos autores observaron que la desnutricion leve y moderada
también afecta el estado inmunolégico. McMurray y colaboradores (1981) obtuvieron
evidencia de reduccion en la funcion mediada por células y en la humoral, en nifios
con desnutricién leve y moderada. Rodriguez y cols., (2005) observaron menor
capacidad de activacion de los linfocitos T en nifios con desnutricion leve y

moderada.

Existen evidencias que sefalan los grados de desnutricion leve y moderada en nifios,
ademas de la grave, también tienen un alto riesgo de muerte relacionado a
enfermedades infecciosas prevenibles y tratables, que indican un sistema
inmunoldégico inmunodeficiente (Rice, y cols., 2000; Scrimshaw, 2003). Los estudios
en que se toman en cuenta los niveles de desnutricion, permiten entender las

alteraciones que inducen un estado inmunodeficiente.
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Dado que los resultados hasta el momento son controversiales, en este trabajo se

tiene como propésito:

e Demostrar si el grado de desnutricidbn afecta la distribucidon de las
subpoblaciones de linfocitos en un modelo de desnutricién experimental libre

de infecciones.

e Relacionar el grado de desnutricion con la respuesta de los linfocitos a un
estimulo, en este caso in vitro, con ayuda del mitdgeno PHA, usando como

marcadores de activacion al CD25 y CD71.

e FEvaluar si los niveles de desnutricibn afectan de manera diferente la

proliferacién in vivo en bazo, y cudles fases del ciclo celular son afectadas.
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.7. Leptina, relaciéon con el sistema inmunolégico

Es una proteina producto del gen ob, de 16 kDa de masa molecular aparente que fue
descrita como un factor de sefal derivado de los adipocitos (Zhang, y cols., 1994).
Ademas, la placenta y el epitelio gastrico sintetizan esta molécula (Dallongeville, y

cols., 1998).

Diversos autores han sefialado que la leptina esta relacionada con la cantidad de
grasa corporal y de manera indirecta refleja la disponibilidad de energia ya que
regula varios aspectos del metabolismo y funciones enddcrinas (Friedman y Halaas,

1998; Kamohara, y cols., 1997; Matarese y La Cava, 2004).

Algunos hallazgos en la estructura de la leptina y de su receptor sugieren que esta
proteina puede clasificarse como una citocina, debido a que tiene similitud con las
citocinas de cadena helicoidal larga, como la IL-6, IL-11, IL-12, factor de inhibicién de
leucemia (LIF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), factor
neutréfico ciliar (CNTF), y oncostatina M (OSM). (Fantuzzi y Faggioni, 2000; Lam y
Lu, 2007). El receptor (OB-Rb) comparte similitudes con la familia de receptores de

citocinas gp130 (Ahima y Osei, 2004; White, y cols., 1997).

Ademas, el OB-Rb se distribuye ampliamente y se expresa en las células madre
hematopoyéticas y también se expresa en tejidos linfoides. Se ha encontrado que la
leptina tiene un efecto sobre la respuesta de los linfocitos T a diferentes agentes,

donde regula de manera diferencial a las células nativa y de memoria y la produccion
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de diferentes citocinas (Fantuzzi y Faggioni, 2000; Lord, y cols., 1998; Mito, y cols.,
2004). Algunos autores han sefialado la importancia de la leptina en la atrofia linfoide

y la inmunosupresién durante la inanicién (Howard, y cols., 1999; Lord, y cols., 1998).

Un estudio realizado en ratones obesos deficientes en leptina, se demostrd que la
administracién de esta hormona protege al timo de la atrofia durante la inanicion
(Howard, y cols., 1999). Otros estudios en ratones han observado que esta hormona
influye en el incremento de la proliferacién de células virgenes y la produccién de
INF-y y IL-2, promoviendo la respuesta TH1 y suprimiendo la TH2 (Lord, y cols.,
1998). Por otro lado, estudios realizados en ratas, demuestran un incremento en los
niveles de leptina durante en la inflamacion intestinal experimental (Barbier, y cols.,

1998).

Por otro lado, Palacio y colaboradores, en un estudio en nifios desnutridos,
determinaron la produccion de citocinas proinflamatorias por células mononucleares
de sangre periférca, y observaron que después de haber recuperado un 10% de
peso, los niveles de leptina incrementaron, ademas de una aumento significativo de
IL-1 y TNF-a (Palacio, y cols., 2002). Un estudio realizado en nuestro grupo de
trabajo, demostré que esta hormona tiene efecto positivo sobre la activacién in vitro

de linfocitos de nifios desnutridos (Rodriguez, y cols., 2007).
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.8. Modelos Experimentales en la Investigacion de la Desnutricién

Los animales de laboratorio han sido de gran importancia para la investigacion y
obtener el conocimiento necesario para el desarrollo del tratamiento de diversas
enfermedades que, de otro modo, hubieran sido mas dificiles de descubrir. Incluso,
gran parte de los avances en medicina y ciencias afines se han logrado por
experimentos en animales. Aunque los estudios en animales no son totalmente
extrapolables a lo que sucede en humanos, son una herramienta muy poderosa para
el estudio de padecimientos, y probar tratamientos potenciales (Senior, 1995). Se
estima que el 70% de los animales de experimentacién son para estudios en
investigacion de farmacos, prueba de vacunas, compuestos biolégicos diversos,
investigacion en cancer, mientras que el 30% son usados para propésitos de

investigacion basica y ensefianza, entre otros. (Baumans, 2004).

El estudio de las secuelas que padecen los nifios durante y después de la
desnutricion es de gran importancia, puesto que es en ellos en los que es necesario
conocer los efectos desfavorables que se producen debido a la desnutricién. Sin
embargo, por razones éticas asi como por los factores extranutricionales que la
acompanan, es indispensable utilizar modelos en animales de experimentacion

(Ortiz, 1987).

Para estudiar los efectos de la desnutricién, se han empleado rata, ratén, conejillo de
indias, y muchos otros, en distintas etapas de la vida (prenatal, postnatal y edad

adulta). Otra ventaja, es la posibilidad de realizar estudios tanto in vivo como in vitro,
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asi como analizar posibles efectos en diferentes grados de desnutricion. Asimismo,
el ciclo de vida relativamente corto de los modelos animales y su bajo costo han
hecho eficiente la experimentacién en animales (Galler y Kanis, 1987; Ortiz, y cols.,

1996).

Se han usado basicamente dos métodos para inducir desnutriciéon durante la
lactancia en animales experimentales. Uno estda basado en la baja calidad de la
leche, donde las crias son alimentadas por una madre desnutrida (Marin, y cols.,
1995). El otro método consiste en reducir la cantidad de alimento, al incrementar el
namero de cria por nodriza; por lo tanto, la cantidad de leche consumida por cria es

menor (Ortiz, y cols., 1999; Winick y Noble, 1966).

En nuestro grupo de trabajo, se ha realizado el método de competencia de alimento
durante la lactancia para estudiar los efectos de la desnutricion. Este método ha
demostrado ser un meétodo altamente reproducible y eficiente para inducir
desnutricion, el cual produce altas proporciones de ratas desnutridas de segundo y
tercer grado, con un bajo efecto en el indice de mortalidad (Ortiz, 1987; Ortiz, y cols.,

1996; Ortiz, y cols., 1999).
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.9. Citometria de Flujo

La Citometria de Flujo (CF) es una herramienta que integra tecnologias de
vanguardia, como la mecanica de fluidos, la éptica incluyendo el uso del laser, la
electrénica y la informatica. Esta herramienta permite medir de manera rapida
objetiva, cuantitativa y precisa diferentes caracteristicas de la célula o particula
(Ortiz, y cols., 2006). Los citometros de flujo permiten el andlisis simultaneo de
diferentes caracteristicas de la célula, como el tamaro, forma y complejidad, asi
como cualquier componente celular o funciéon, marcada con un colorante fluorescente

o fluorocromo.

Aunque la CF es una tecnologia relativamente reciente, se ha propiciado un
incremento en el uso de este instrumento aplicado a diferentes técnicas para el
analisis de caracteristicas celulares, tanto en los laboratorios de investigacion basica

como en laboratorios clinicos (Barrera-Ramirez, y cols., 2004; Ortiz, y cols., 2006).

Se pueden mencionar algunas aplicaciones como: diagnéstico de enfermedades,
analisis de la funcion celular, seguimiento de la terapia contra el cancer, deteccién de
células fetales, cinética celular, identificacion de células tumorales, citogenética
(identificacion de cromosomas, deteccién de micronucleos), biologia y bioquimica

celular (Ortiz, y cols., 2006).

El creciente numero de aplicaciones de la citometria de flujo ha aumentado en

paralelo a las mejoras del instrumento en diferentes modelos de distintas marcas
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(Brown y Wittwer, 2000), asi como el desarrollo de nuevos fluorocromos, y nuevas

herramientas de analisis por computadora (software) (Baumgarth y Roederer, 2000).

9.1 Bases de la Citometria de Flujo

En la Figura 8, se muestra un esquema para explicar como la desviacion de luz
incidente en la célula puede dar informacién acerca del tamarno y la complejidad
interna de la célula. La desviacion frontal (FSC), se origina por la difraccion del laser
sobre la célula o particula. El detector de FSC mide la cantidad de luz desviada, la
cual es directamente proporcional al area de la superficie celular y de este modo se
puede clasificar a las células por tamaro relativo. En cuanto a la complejidad interna,
la luz incidente que cruza la membrana celular y se interna en el citoplasma, al
encontrarse con membranas internas se desvia en distintos angulos. El detector de
SSC identifica la luz desviada a 90°, y segun la cantidad relativa de luz desviada, se
puede relacionar con la cantidad de membranas internas en la célula (Darzynkiewicz,

1994; Dickinson, 1999).

La Figura 8 ejemplifica una grafica resultante de los parametros FSC y SSC de una
muestra de sangre, en donde los linfocitos son las células de menor tamafno y con
pocas membranas internas, los monocitos son mas grandes y con mayor
complejidad con respecto a los linfocitos y los granulocitos, ubicados en la parte

superior de la gréfica, son las células mas grandes y complejas de los leucocitos.
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Figura 8. La deteccion de la desviacién del laser al incidir en la célula, es util para
identificar células por su tamano y complejidad relativa. Un ejemplo muy claro, son las
células de sangre periférica. A) De forma esquematica se muestra la desviacion
frontal y la lateral cuando el laser incide sobre la célula. B) Se muestra una grafica de
puntos de una muestra de sangre, en donde se grafica la desviacion frontal que
indica tamano relativo y desviacion lateral que indica la complejidad interna.

La identificacion de otras caracteristicas de la célula se basa en el uso de
marcadores celulares y fluorocromos. Estas moléculas fluorescentes tienen la
capacidad de absorber la luz en una longitud de onda y emitir la energia absorbida
en una longitud de onda mayor. En general, hay dos tipos de fluorocromos para

citometria de flujo, los que se unen de forma no covalente a estructuras dentro de la
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célula y aquellas que se unen covalentemente para otras pruebas (Darzynkiewicz,

1994; Ormerod, 2008)

En varios ensayos, se usan anticuerpos contra las moléculas que se desean
identificar. Estos anticuerpos suelen marcarse con la unién de fluorocromos, como el
isotiocianato de fluoresceina o FITC (emisiéon verde), la ficoeritrina o PE (emision
naranja), aloficocianina o APC (absorcion en rojo y emisién en rojo), por decir
algunos (Dickinson, 1999; Ormerod, 2008). En la Figura 9 se muestra un esquema
en la que se ejemplifica la identificacion de linfocitos B y T con ayuda de anticuerpos

unidos a FITC y PE.
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Figura 9. Los anticuerpos conjugados con fluorocromos son una herramienta util para
identificar subpoblaciones celulares. Ejemplo de esto es la identificaciébn de
subpoblaciones de linfocitos de sangre periférica.
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.9.2 Inmunofenotipo y Activacion de Linfocitos

Las primeras aplicaciones de la citometria de flujo se dirigieron a la identificacién de
parametros inmunoldgicos, en un inicio, enfocados a la identificacibn de las
diferentes subpoblaciones de linfocitos. Alrededor de los afios setenta, se logré
caracterizar y separar células T y B por medio del uso de anticuerpos monoclonales
unidos a fluorocromos que se unian a determinantes de la superficie celular
(Herzenberg y De Rosa, 2000), lo que permitié que se ampliara la aplicacion de esta
tecnologia en investigacion clinica y practica (Tung, y cols., 2007). El uso de la
cuenta de células T CD4+ como herramienta para el seguimiento de la progresion del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), dio un impulso importante al
avance de la citometria de flujo, y también abrid las posibilidades para aplicar a otras
areas clinicas (Mandy, 2004; Tung, y cols., 2007). Casi paralelamente, la
identificacion del inmunofenotipo se aplicaba en la identificacién de leucemias, o el
seguimiento de tratamientos contra las mismas (Brown y Wittwer, 2000; Goetzman,
1993). Ademas, la inmunotipificacidn también ha sido util en la identificacién o
seguimiento de otras inmunodeficiencias y en el andlisis de células madre (Tung, y

cols., 2007).

Por otro lado, se han desarrollado ensayos para identificar por citometria de flujo
marcadores de la funcionalidad de los linfocitos. La identificacion de la expresion de
marcadores que soélo se expresan por estimulacién, es una herramienta Gtil para
entender los mecanismos que permiten a los linfocitos activarse con diferentes
estimulos (Caruso, y cols., 1997) En humanos, se ha evaluado la expresién de los

58



receptores CD25, CD71 y CD69 en diferentes padecimientos, como en individuos
infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (HIV), pacientes con diabetes
tipo I, lupus eritematoso sistémico, y con trasplante renal, entre otros (Lim, y cols.,

1998; Posselt, y cols., 2003).

1.9.3 Proliferacion Celular

La proliferaciéon celular se ha estudiado utilizando diferentes metodologias, algunas
de ellas usan al mismo ADN como molécula que permite observar los cambios que
ocurren durante el ciclo celular y para determinar la cinética de proliferacion celular.
Se han empleado diferentes metodologias para estudiar el paso de las células a

través del ciclo celular:

La autorradiografia era el método mas ampliamente utilizado desde finales de los
anos 50 para el estudio del ciclo celular se ha realizado (Quastler y Sherman, 1959).
El precursor radiactivo mas usado fue la timidina tritiada y estos estudios requieren
de mucho tiempo y esfuerzo técnico para su realizacion (Darzynkiewicz, y cols.,
2004; Zatterstrom, y cols., 1992). Otra desventaja es que puede dar alteraciones en
la proliferacion celular por la incorporacion y/o eliminacién del precursor radioactivo

(Ortiz, 1987).

La bromodesoxiuridina (BrdU) es un analogo de la timidina que se ha utilizado para
que al incorporase al ADN de células proliferantes, sea posible estudiar la

proliferacién celular (Gratzner, y cols., 1979). El uso de anticuerpos monoclonales
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acoplados con fluorocromos, ha permitido identificar la incorporacién de la BrdU al
ADN, ya sea por microscopia de fluorescencia (Gratzner y Leif, 1981), o por
citometria de flujo (Darzynkiewicz y Huang, 2004; Dolbeare, y cols., 1983; Ortiz, y
cols., 2006). A partir de esta técnica se han desarrollado modelos para medir la
duracién del ciclo y el tiempo de duplicacién de la poblacién celular proliferante de
una sola muestra en cierto tiempo después de la administracion de la BrdU (Begg, y

cols., 1985; Eidukevicius, y cols., 2005).
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Il. JUSTIFICACION

La desnutricién es un problema de salud en nuestro pais y los efectos en los nifos
son devastadores, debido a que en los primeros afios de vida los requerimientos
nutricionales son mayores. Se ha observado una estrecha relacién de la desnutricion
con la susceptibilidad a enfermedades infecciosas y se ha demostrado que la
desnutricion afecta la integridad del sistema inmunolégico. Actualmente, resulta de
interés estudiar los efectos de la desnutricién moderada y grave sobre las respuestas
especificas de los diferentes actores del sistema inmunolégico para determinar cual o

cuales son los mas afectados.

Para tal efecto, se planted estudiar, en un modelo experimental de desnutricién, los
efectos de la desnutricion moderada y grave en las subpoblaciones de linfocitos de
sangre periférica y de bazo, asi como la respuesta de linfocitos T de bazo ante un
estimulo in vitro. Ademas, debido a la importancia del bazo como érgano linfoide
secundario, se propuso estudiar proporcion de sus células en cada una de las fases
del ciclo celular, y la proliferacion celular por medio del analisis de la incorporacion de

bromodesoxiuridina (BrdU) como marcador.
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lll. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la activacion in vitro de linfocitos y la proliferacion in vivo de células de bazo
de ratas bien nutridas y ratas desnutridas de 21 dias de edad con segundo y tercer

grado de desnutricién inducida por competencia de alimento durante la lactancia.

IV. OBJETIVOS PARTICULARES

1) Evaluar el numero de células en sangre y bazo, asi como la concentracion de
proteinas y leptina en el modelo de induccién de la desnutricion experimental durante

la lactancia.

2) Evaluar, por medio de citometria de flujo, las diferentes subpoblaciones de
linfocitos T totales, B, NK, los T4 y T8 en ratas desnutridas de segundo y tercer grado

y testigos sanos, obtenidos a partir de sangre periférica y del bazo.

3) Determinar, por citometria de flujo, el efecto de la desnutricion de segundo y tercer

grado sobre la activacidn de linfocitos de bazo en cultivos primarios in vitro .

4) Determinar el efecto de la desnutricion sobre la proliferacion in vivo de células de

bazo de ratas de 21 dias de edad.
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V. HIPOTESIS

Se ha observado que la desnutricion afecta de manera importante la capacidad
proliferativa celular general de los organismos sujetos a este sindrome, por lo que si
se generan ratas desnutridas de segundo y tercer grado por competencia de
alimento durante la lactancia y a los 21 dias de edad el sistema inmunoldgico se ve
afectado, esto se reflejaria en: a) la disminucién de las poblaciones celulares de los
linfocitos tanto en sangre periférica como en los esplenocitos; b) la disminucion de la
capacidad de activacion de linfocitos de bazo cultivados in vitro; ) la proliferacion de

las células del bazo evaluadas in vivo.
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VI. MATERIAL Y METODOS

En el esquema del disefio experimental, se muestra la secuencia de pasos llevados a

cabo para realizar este estudio y cumplir con los objetivos propuestos. (Figura 10)

Ademas, se evaluaron parametros relacionados con el estado nutricional de las
ratas, como peso corporal, déficit de peso, peso del bazo, concentracion de células
en sangre y bazo, asi como la concentracién de proteinas, por método de Fenol-
Folin (Lowry, y cols., 1951) y leptina en sangre (Hardie, y cols., 1996; Pagano, y
cols., 1997). Para medir los niveles de leptina se utiliz6 el método de Quantikine

(R&D Systems, E.U.A.)

VI.1. Desnutricion por competencia de alimento

Se emplearon ratas de la cepa Wistar producidas en el Bioterio de la UAM
Iztapalapa, que cuenta con un lugar especial para esta especie, con un ciclo de luz
de 12/12 horas luz/obscuridad. Las nodrizas son alimentadas con alimento

balanceado para roedores (PMI 5008).

Al dia siguiente del nacimiento de las crias, fueron distribuidas en dos lotes: lote
experimental (desnutridas) en la cual se colocaron de 16 a 18 crias con una nodriza,
y lote testigo (bien nutridas) con seis a siete crias por nodriza. Las crias fueron

pesadas cada dos a tres dias, desde el dia uno hasta el dia 21 (destete).
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Para identificar el grado de desnutricidén en las ratas al destete, se agruparon en tres

grados de acuerdo con déficit de peso respecto de las bien nutridas:

e Primer grado o leve: son las que presentan un déficit mayor al 10% y menor al

25%.

e Segundo grado o moderada: son las que presentan un déficit mayor al 25% y

menor del 40%.

e Tercer grado o grave: son las que presentan un déficit del 40% o mayor.
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Objetivo Geners

Evaluar [a activacion nvitro de linfoctos y la aroliferacién in vivo de células de bazo
de ratas n'en nutridas y ratas con desnutric én de seguncao y tercer grado nor
competenciade alimento durante la lactancia a los 21 dias de edad.

Objetvo 1
Subpablaciones de linfocitas en
sangrey bzzo {Seccion VIl 2)

Objetivo 2
Activacion de linfocitos in vitro
por titohemaglutinina (Seccion

VI 3)

Chbjetivo 3
Proliferacién in vivo de células
de bazo (Seccion VIl 4)

A 4

Desnutricién experimentz| durante |z lactznciz (Seccion VII.1)

v

L 4

Obtencian de sangre
por puncién cardiace
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(Seccion VIl 2.3).
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Figura 10. Diagrama del disefio experimental. Se muestra el objetivo general y los

objetivos particulares y los pasos que se siguieron para cumplir cada uno. En cada

recuadro se indica la seccion correspondiente al material y métodos.
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VI.2. Subpoblaciones de linfocitos

VI.2.1 Extraccion de sangre

Las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical y la sangre se extrajo por puncion

cardiaca con una jeringa heparinizada.

VI.2.2 Identificacion de subpoblaciones de linfocitos en sangre

Se realiz6 la cuenta leucocitaria en una camara de Neubauer haciendo una dilucion
1:20 con solucion de Turk, se contd en un microscopio Olympus, usando el objetivo

40x.

Se realizaron frotis de sangre para realizar conteo diferencial de las poblaciones de
leucocitos (linfocitos, monocitos y granulocitos). Los frotis se dejaron secar a
temperatura ambiente y se tifieron con colorante de Wright (0.24g de colorante de
Wright en 100 mL de metanol), durante 15 minutos, después sin eliminar el colorante,
se adicion6 con una pipeta Pasteur 2-3 volumenes de amortiguador salino de
fosfatos a pH 6.8 dejando actuar la mezcla durante 10 minutos. Enseguida se lavo el
portaobjetos bajo agua corriente y se dejé secar a temperatura ambiente. Una vez
seco el portaobjetos, se procedié a contar al microscopio con el objetivo 40x un total

de 200 leucocitos.

Ademas, se hizo la identificacion por medio de citometria de flujo, utilizando graficas

de puntos de tamafo contra complejidad interna, basados en la desviacién de la luz,
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en donde la desviacion frontal (FSC) indica el tamano y la desviacién lateral a 90°
(SSC) indica la complejidad interna. Los linfocitos fueron identificados como las
células de menor tamano y complejidad interna, siguiéndolas los monocitos, y como

células mas grandes y complejas, los granulocitos (Figura 11A).

Para la identificacidon de leucocitos se utilizd el anticuerpo anti-CD45 TC, mientras
que para linfocitos T, B y NK, se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti-CD3 FITC,
anti-CD45RA PE y el anti NKR-P1A APC, respectivamente; para la identificacion de
los linfocitos T4 y T8, se utilizaron los anti-CD4 Cy-Chrome y el anti-CD8 PE,

respectivamente (Figuras 11B, C y D).

A cada 100 uL de sangre se le anadieron 2 uL de cada uno de los anticuerpos y se
dejaron incubar por 30 minutos. Se anadieron 2 mL de la solucién de lisis (BD), se
mezclé y se dej6 incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. Las muestras
fueron procesadas para su tincion como se indica en el Anexo 1. Posteriormente, las
muestras fueron leidas en el citometro de flujo FACScalibur (Becton Dickinson). Las
graficas de punto utilizadas para la identificacion y analisis de las células de sangre

periférica se muestran en la figura 11.

Se obtuvo el nimero de células por mililitro de sangre (x10%mL) de cada una de las

subpoblaciones de linfocitos utilizando la siguiente formula:

Yosp  cli
100 100

Nsple = Xcle
en donde:
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N, numero de células; Sp, subpoblacidon; /e, leucocitaria; %sp, porcentaje de la

subpoblacién seleccionada; cli, cuenta linfocitaria; cle, cuenta leucocitaria.
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Figura 11. Graficas de punto utilizadas para identificar y analizar linfocitos de sangre

periférica. (A) Region de linfocitos en la grafica de FSC vs SSC (tamafio vs

complejidad interna). (B) A partir de la regién de linfocitos (R1), se grafica CD3 FITC
para identificar a los linfocitos T y CD45RA para identificar linfocitos B. (C) De la
region 1, se grafica CD3 FITC y NKR-P1A para identificar células NK. (D)
Identificacion de células T-CD4 (ayudadoras) y T-CD8 (citotoxicas).

70



VI.2.3 Extraccion de bazo

Después de sacrificar a la rata por dislocacién cervical, el bazo se disecé y se colocd
en tubos con medio ISCOVE (Gibco), después se pesd en una balanza analitica. El
tejido se disgregd con ayuda de una malla de plastico y un pistilo de vidrio. Las

células se recuperaron en 4 mL de medio ISCOVE.

La cuenta leucocitaria se realizd6 usando una camara de Neubauer haciendo una
dilucién de 1:40 con solucion de Turk, en un microscopio Olympus, usando el

objetivo 40x.

VI.2.4 Identificacion de linfocitos en bazo

La tincion especifica de las moléculas de superficie celular se realizd con los
siguientes anticuerpos especificos contra antigenos de rata: a) anti CD3-FITC, anti
CD45RA Cy-Chrome (Pharmingen), anti NK APC (Caltag), para la identificacién de
linfocitos T, B y NK, o b) anti CD3 FITC, anti CD8 PE y anti CD4 Cy-Chrome
(Pharmingen), para la identificacion de los linfocitos T4 y T8. El procedimiento para la
tincion especifica se describe en el Anexo 1. Las muestras se leyeron en el citdmetro

de flujo FACScalibur de Becton Dickinson.
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VI.3. Activacion de los linfocitos de bazo in vitro

VI.3.1 Cultivos de linfocitos de bazo

Las células de bazo, se sembraron en una concentracién de 5 x 10° células en 1 mL
de medio ISCOVE (Gibco). Se afiadié PHA (Sigma), para una concentracion final de
25 pg/mL de cultivo. El tiempo de cultivo fue de 24 h, en una atmésfera de CO; al 5%

y 95% de humedad.

Se evalud la viabilidad mediante la técnica de exclusion del colorante vital azul
tripano en un microscopio Olympus, con un objetivo de 40x. Las células vivas se
observaron birrefringentes al microscopio, mientras que las muertas se tifieron

completamente de azul.

VI.3.2 Marcaje de células en cultivo por anticuerpos monoclonales

La combinacién de anticuerpos (Pharmingen) que se utilizaron fue la siguiente: anti-
CD3 conjugado con isoticianato de fluoresceina (FITC) para linfocitos T; anti-CD25
conjugado con ficoeritrina (PE) para el receptor de IL-2, anti- CD45RA Cy-Chrome,
para la identificacion de de linfocitos B, anti-NKR-P1A APC para la identificacion de
células NK. El cultivo se centrifugd, se eliminé el sobrenadante y las células fueron
resuspendidas en 500 uL de PBS. En el anexo 2 se indican los pasos que se
siguieron para el procedimiento de tincion de células. En la Figura 12 se muestran las

gréficas de punto utilizadas para identificar las regiones de linfocitos y linfocitos T, y
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para el andlisis de las células activadas. Las figuras 12C y 12D corresponden a los

linfocitos T sin activar y activados CD25+, respectivamente.
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Figura 12. Graficas de punto utilizadas para identificar linfocitos activados. (A) Regién
de linfocitos en la grafica de FSC vs SSC (tamafio vs complejidad interna). (B)
Distribucion de FSC y CD3 FITC para identificar a los linfocitos T. Para identificar a
los linfocitos activados, se seleccionaban las células de las regiones Ay B. Cy D son
ejemplos de expresién de CD25 en linfocitos CD3+ sin estimular o estimulados en

cultivos de bazo, respectivamente.
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VI.4. Deteccion de Proliferacion in vivo

A las ratas se les aplicé una dosis intraperitoneal de 1mg de BrdU por gramo de peso
corporal. La BrdU se dej6é incorporar durante 2, 4, 6 y 8 horas, los animales se
sacrificaron y se disecé el bazo, como se mencioné previamente en la seccién VIl
2.3, solo que se us6 solucion PBS, en lugar de medio de cultivo. Las células se
fijaron en etanol al 70% frio (pH=2) y se refrigeraron durante 24 horas. Se marcaron
con anticuerpos contra BrdU, segun las indicaciones del fabricante (Roche) y se
anadi6é yoduro de propidio (Sigma, 5 ug/mL final) y se incubaron 15 min. Finalmente,
se fijaron en paraformaldehido (1%, en PBS) y se analizaron 20,000 células en un
citbmetro de flujo (modelo FACScan, Becton Dickinson). Se usaron graficas de

contorno, donde se determiné el porcentaje de células positivas a BrdU (Figura 10).

El indice de marcaje (LI) se obtuvo como el porcentaje de células que incorporaron
BrdU del total de las células analizadas. El tiempo de de la fase S (TS) y el de
duplicacion de la poblacién (Tpot) se calcularon segun las férmulas propuestas por

Begg y colaboradores (1985)

VI.5. Analisis de datos

La incorporacion de BrdU se analizé con el programa Cell-Quest, utilizando gréaficas
de punto de contenido de ADN contra incorporacién de BrdU (Figura 13). Los datos

de subpoblaciones de linfocitos fueron analizados en el programa Win MDI. Las
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comparaciones entre los grupos se realizaron mediante la prueba no parametrica de
Kruskal-Wallis, utilizando el programa JMP (SAS Institute Inc., NC, EUA) o el

NOPANDEV Se analizaron un minimo de 2000 células por muestra.
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Figura 13. Graficas para el analisis del contenido de ADN e incorporacion de BrdU. A.

Se muestra una grafica de puntos de los parametros FL2-W vs FL2-A, para

seleccionar la poblacion de células para analizar, discriminando los dobletes. B.

Histograma del contenido de ADN y frecuencia de células, en donde se senala el pico

correspondiente a las células en G1, las que estan en fase S y el pico de las células
en G2/M. C. Gréfica de contorno en donde se sefalan las células en distintas fases

del ciclo y se indican las que incorporaron BrdU durante el proceso de sintesis de

ADN.
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Vil. RESULTADOS

VIl.1.Evaluacion de la desnutricion experimental durante la lactancia

La grafica 1 muestra la curva de crecimiento de 16 camadas de ratas bien nutridas y
16 de desnutridas experimentalmente durante el periodo de lactancia, desde el dia
uno, correspondiente al dia siguiente de nacidas, al dia 21, que corresponde al dia
del destete. El promedio de peso corporal al siguiente dia de nacidas fue de 7.7 £ 1.0
g. El peso de las ratas desnutridas experimentalmente fue significativamente menor

al de las bien nutridas desde los cinco dias de edad (p<0.05).

En la evaluaciéon del procedimiento de induccién de desnutricidn experimental
durante la lactancia sobre el aumento en el peso corporal, se observé que las ratas
bien nutridas (BN) de 21 dias de nacidas tuvieron un peso promedio de 54.6 + 2.2 g
(Cuadro 1), las desnutridas de segundo grado (Desn 29), de 35.9 + 1.9 g, con un
déficit de peso 33.7 £ 3.5 %, mientras que las desnutridas de 3er grado (Desn 39),
26.6 = 3.1 g y un déficit de 50.7 £ 6.0 %, con respecto a las testigo BN. Los valores
de peso corporal fueron significativamente diferentes, cuando se compararon los
lotes de ratas desnutridas con bien nutridas. Estos valores sefialan que el método de
desnutricion experimental por competencia de alimento tuvo un profundo efecto
negativo considerable sobre el aumento de peso corporal, y ademas permite obtener

ratas con diferentes grados de desnutricién.
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En la grafica 2 se muestra la distribucién por grado de desnutricibn de ratas
desnutridas al destete, segun el déficit de peso. Los datos mostrados indican que
este modelo genera ratas con diferentes grados de desnutricién, predominando las

de tercer grado.

En el cuadro 1 se muestran los valores del peso de bazo, numero de células
obtenidas del bazo, leucocitos en sangre periférica, concentracion de proteinas y
leptina en plasma. Se observa el efecto de la desnutricion en cada uno de estos

parametros.

El peso de bazo se observé disminuido en aproximadamente 44% en ratas Desn 2°y
un 63% en Desn 3°. Esta observacion se corrobor6 en el analisis del numero de
células, porque la celularidad en ratas desnutridas fueron 43% y 52% menores en
relacién con las ratas BN. Se calculé la relacion entre el peso del bazo y el peso
corporal y se encontr6 que disminuye claramente en ambos grupos de desnutridas
comparadas con las del testigo (p < 0.05 en ambos casos). Sin embargo, en la
relacién entre el numero de células y el peso del bazo, no se encontr6 diferencia
estadistica lo que indica que se mantiene la densidad celular en los bazos de ratas

desnutridas y bien nutridas aunque el tamafio del bazo si fue menor..
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Edad (Dias)
—¢—BN =B~ Desn

Grafica1. Curva de crecimiento de ratas bien nutridas (BN) y desnutridas
experimentalmente (Desn) durante el periodo de lactancia (promedio + D.E.) BN:
n=110; Desn: n=193.
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W Desn3° ODesn2° ODesnt®

Grafica 2. Distribucion del porcentaje de ratas desnutridas experimentalmente,
clasificadas por grado de desnutricién, al considerar el déficit de peso: Desn 1°, 10 al
24%; Desn 2°, del 25 al 39%; y Desn 3°, 40% o mas.
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VIl.2.Biometria de leucocitos en sangre periférica

En el cuadro 2 se muestran los numeros de leucocitos, linfocitos, monocitos y
granulocitos. En cuanto al porcentaje de linfocitos, se observd un 88.4 % en ratas
BN, 88.6 % en ratas Desn de 2°grado y 83.2 % en ratas Desn 3° grado. Se observa
que en ambos grupos de ratas desnutridas hubo diferencia estadistica en
comparacién con el grupo de BN en el numero de leucocitos y en el de linfocitos en
sangre periférica (p < 0.05). Ademas, se observa también que las ratas con
desnutricién grave, tienen significativamente menor numero de linfocitos que las
ratas con desnutricibn moderada. También se observd que el nimero de monocitos
es menor en ambos grupos de ratas desnutridas, en comparacion con las BN (BN vs
Desn 2°, 0.05; BN vs Desn 3° p< 0.05). En cuanto a los granulocitos, no hubo

diferencia entre los grupos (Cuadro 2).
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Cuadro 1. Parametros

generales

determinados en ratas

desnutridas por competencia durante la lactancia (Desn) y bien

nutridas (BN) a los 21 dias de edad.

Parametro BN Desn 2° Desn 3°
Peso corporal (g) 542+ 2.5 359+ 1.9* 26.6 £ 3.1*#
Déficit de peso — 33.7+ 3.5 50.7 + 6.0
Peso del bazo (mg) 2749 +43.7 154.0 +42.7* 101.7 £ 21.7*#
Peso del bazo (mg)/Peso
51+ 08 43+ 1.1 41+ 09"
corporal (g)
Déficit % —_ 440+ 155 63.0x 7.7
Células(x10°%)/bazo 200.0+555 115.0+357*  76.6 +21.1*#
Déficit % — 38.3+18.8 62.4 +11.7
Células(x10%/100mg  de
732176 79.2 £29.7 75.2+14.7
bazo
Leucocitos en  sangre
o 5 3.7+x1.2 22+ 0.5* 19+ 0.6*
periférica (x10°)/mL
Proteinas en  plasma
36.4+ 7.0 29.2 + 3.2¢ 23.9 £ 5.9%#
(mg/ml)
Leptina en plasma (ng/mL) 10.6 £ 4.9 6.6 + 3.5* 3.9+ 2.2

Los valores se representan en promedio + desviacion estandar. Los promedios o valores con

diferencia estadistica estan seguidos por superindices. *Diferencia estadistica con el grupo de
BN, p<0.05; # Diferencia estadistica entre Desn 2°y Desn3°, p<0.05. BN, n=12; Desn 2°, n=10;
Desn 3° n=10. La concentracion de proteinas en plasma fue determinada por método de

Lowry. La leptina se determin6 por el método de ELISA (Hardie, y cols., 1996).



Cuadro 2. Numero de leucocitos, linfocitos, monocitos vy
granulocitos en ratas desnutridas por competencia durante la
lactancia (Desn) y bien nutridas (BN) a los 21 dias de edad.

Parametro BN Desn 2° Desn 3°
Leucocitos ? 3.7 £+ 0.3 22 + 01* 19 £ 0.1
Linfocitos 2 3.2 +0.3 1.9 £ 0.1* 1.6 £ 0.1*#
Monocitos ° 27 + 0.8 1.2 + 0.3* 11 +05*
Granulocitos ° 2.0 + 05 1.7 + 0.2 1.4 + 0.4

Los valores se representan en promedio * error estandar. Los promedios o valores con

diferencia estadistica estan seguidos por sobreindices. *Diferencia estadistica con el grupo de

BN, p<0.05; # Diferencia estadistica entre Desn 2°y Desn3°, p<0.05. 2 (x10%mL); b(x105/mL)

VIL.3.Biometria de las Subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica

En el cuadro 3 se muestran los porcentajes promedio de las subpoblaciones de
linfocitos T en sangre periférica de ratas bien nutridas y desnutridas de segundo y
tercer grado. Se observa que tanto el grupo de ratas desnutridas de 2° como las de
3° presentaron un porcentaje menor que las ratas BN (BN vs. Desn 2°, p < 0.05; BN
vs. Desn 3°, p < 0.05); ademas, se observa que también existe diferencia estadistica
entre ambos grupos de ratas desnutridas (Desn 2° vs. Desn 3° p < 0.05). En el
porcentaje de linfocitos B no se observd diferencia estadistica entre las ratas
desnutridas con las BN; sin embargo, al comparar a las desnutridas de 2° con las

desnutridas de 3% si se encontr6 diferencia estadistica, mostrando un mayor
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porcentaje las de segundo con respecto a las de tercero (p< 0.05). Las células NK de
las ratas desnutridas de segundo y tercer grado presentaron una tendencia a la alza,
en comparacién con las ratas BN (BN vs Desn 22, p < 0.05; BN vs Desn 3°, p < 0.05),

aunque no se encontré diferencia entre las desnutridas de 2° y3°.

Cuadro 3. Subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica de ratas
desnutridas (Desn) de 22 y 3°y bien nutridas (BN) (%).

Subpoblacion BN Desn 2° Desn 3°

T 55.6 £1.7 43.4 £2.9* 49.0 £1.7*#
B 29.3+29 39.3+3.6" 29.3+22#
NK 26104 41 +0.6" 7.6 £2.0*
Linfocitos Totales 87.5+23 85.4+3.0 87.2+28
Células no linfoides 125+23 14.6 £ 3.0 12.8+2.8

Los datos son presentados como promedio + error estandar. *Diferencia estadistica con las ratas BN
(p < 0.05). # Diferencia estadistica con las Desn 2° (p<0.05). BN, n=17; Desn 2°, n=15; Desn 3°,
n=12.
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El cuadro 4 muestra los porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos T en la
region CD3+. El porcentaje de linfocitos TCD4+ en la region de linfocitos del grupo de
desnutridas de segundo grado disminuyd, comparandolo con las BN, aunque no se
encontré diferencia estadistica, debida probablemente a la variabilidad. Se observé
disminucion en las células CD3+CD4+ en el grupo de ratas Desn 3°. El porcentaje de
linfocitos CD3+CD4+CD8+ incrementd en ambos grupos de ratas desnutridas, pero
no se observd diferencia estadistica. No se observo diferencia en las otras

subpoblaciones en ninguno de los grupos.

El nimero de linfocitos T, B y NK por mililitro de sangre se muestran en la Cuadro 5.
Los linfocitos T disminuyeron tanto en el grupo de Desn 2° (p<0.05) como en el grupo
de Desn 3° (p<0.05), comparando ambos con el grupo BN. Los linfocitos B también
disminuyeron en ambos grupos de ratas desnutridas (BN vs Desn 2°, p<0.05 BN vs
Desn 3% p<0.05). Ademas, se observd que las ratas del grupo Desn 3° tuvieron
menos linfocitos B en comparacién con las Desn 2° (p<0.05). Las células NK no
mostraron diferencia estadistica en ninguno de los grupos. En cuanto a las células
CD4+ y CD8+, se observo que la desnutricion disminuyd el nimero en sangre de

todas las subpoblaciones.

En el Cuadro 5 se muestra el numero de linfocitos T4, T8 y dobles positivos en cada
grupo. Se observd que los numeros de linfocitos T4 fueron significativamente mas
bajos en las ratas desnutridas de segundo y tercer grado, que en las bien nutridas

(BN vs Desn 29, p < 0.05; BN vs Desn 39, p<0.05). Los linfocitos T8 disminuyeron en
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las ratas Desn 2°, pero no fue asi en el grupo Desn 3°. Los linfocitos T CD4+CD8+
(dobles positivos, DP) incrementaron en el grupo de las Desn 3° mientras que las
Desn 2° no tuvieron diferencia significativa en comparacién con las ratas BN (BN vs.

Desn 2°, p <0.05; BN vs. Desn 3°, p <0.05).

Cuadro 4. Subpoblaciones de linfocitos T (CD3+) obtenidos de
sangre en ratas, Desn 2°, Desn 3°y BN a los 21 dias de edad. (%
+ E.E))
Subpoblacién BN Desn 2° Desn 3°
CD4+ 69.3+2.0 66.7 +3.4 62.8 +4.1*
CD8+ 24.1+£1.9 25.5+3.3 24.4 +1.6
CD4+CD8+ 46+05 55+1.6 6.3+1.5
CD4 CD8 1.9120.6 22105 19204

Los datos son presentados como promedio + error estandar. *Diferencia estadistica con las
ratas BN (p < 0.05). # Diferencia estadistica con las Desn 2° (p<0.05).
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Cuadro 5. Numero de linfocitos en sangre periférica de ratas
Desn 2°, Desn 3°y BN a los 21 dias de edad. (% ¢ E.E.)

(x10°células/ml de sangre periférica)

Subpoblacion BN Desn 2° Desn 3°
n=17 n=15 N=12
T 18.0+1.6 7.7 £0.8* 7.6 £0.8*
B 95+1.3 7.2+0.9 4.4 +0.6"#
NK 0.8+£0.1 1.0x0.2 1.3x0.1
Células no 09£0.2 1.2+0.3 1.7+0.5
linfoides
CD4 129+1.4 5.7+£0.7* 46+0.5"
CD8 48+0.6 2.8 +0.6* 2.1+£0.3*
CD4+CD8+ 1.0 £0.1 1.4+£0.6 0.8+0.2*
CD4 CD8* 7.0+0.2 3.6+0.7 3.3+0.5

Nota: Los datos son representados como promedio + error estandar. *Diferencia
estadistica con las ratas BN (p < 0.05). # Diferencia estadistica con las Desn 2° (p<0.05).
£ x10* células/ml




VIl.4.Subpoblaciones de linfocitos en bazo

En el Cuadro 6 se resumen los datos de las subpoblaciones de linfocitos de bazo (T,
B y NK) en ratas BN y Desn. Se observaron porcentajes significativamente menores
de linfocitos CD3 en las ratas desnutridas que en las bien nutridas (p<0.05). Asi
mismo, el total de linfocitos disminuyé significativamente en la regién analizada

(p<0.05), aumentando las células no linfoides (p<0.05).

Las subpoblaciones CD3+CD4+ y CD3+CD8+ se muestran en el cuadro 7. Los
porcentajes de linfocitos CD4+ disminuyeron significativamente en ambos grupos de
ratas desnutridas (p<0.05). Sin embargo, no se observé diferencia estadisticamente
significativa entre ambos grupos de ratas desnutridas, probablemente debido a la alta
variabilidad. La subpoblacion CD4-CD8- se incrementé en las ratas Desn 3° en

comparacién con las BN.

La concentracién de las subpoblaciones T y B de linfocitos (Cuadro 8), se encuentran
disminuidas en ambos grupos de ratas desnutridas, y se observé una disminucién
significativa en el nimero de linfocitos T de ratas del grupo Desn 3%, en comparacién
con el grupo Desn 2°. El numero de linfocitos CD4+ y CD8+ fue menor en ambos

grupos de ratas desnutridas, al comparar con el grupo de ratas BN.
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Cuadro 6. Subpoblaciones de linfocitos obtenidos de bazo en ratas

Desn 2°, Desn 3°y BN a los 21 dias de edad. (% + E.E.)

Subpoblacion de BN
linfocitos n=10
T 46.6 £2.6
B 26.6 +2.8
NK 3.9+0.6
Linfocitos totales 76.8 £ 3.1
Células no 247 £2.9
linfoides*

Desn 2¢
n=7

36.8 +2.5*

28.2+3.0

3.4+£05
71.4+44
30.6 +4.4

Desn 3°
n=7
38.1 +2.7*
23.0£3.0
51+ 0.9
65.9 +4.4*
34.1 +4.4*

Promedios + error estandar (E.E.). * Diferencias estadisticas en comparacion con el grupo de ratas
BN, p<0.05: CD3+, (Desn 2°) y (Desn 39); Total de linfocitos, (Desn 3°); Células no linfoides, (Desn

3°)

89



Cuadro 7. Subpoblaciones de linfocitos T (CD3+) en bazo

de ratas Desn 2°, Desn 3°y BN a los 21 dias de edad.

(% £ E.E.)
Subpoblacion BN Desn 2° Desn 3°
CD4+ 53.8+1.3 47.0 £3.2* 422 £5.5*
CD8+ 36.9+1.6 42.0 £ 4.1 448 £5.0
CD4+CD8+ 53+0.5 52+0.8 5.8 +2.1
CD4 CD8 39+14 59+27 7.2+25"

Los datos son presentados como promedio + error estandar. *Diferencia estadistica con
las ratas BN (p < 0.05). # Diferencia estadistica con las Desn 2° (p<0.05).
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Cuadro 8.

Numero de las subpoblaciones de linfocitos obtenidos de

bazo de ratas desnutridas por competencia durante la lactancia

(células x10°mL)

Subpoblacion de BN Desn 2¢ Desn 3¢
linfocitos n=10 n=7 n=7

T 69.7 +8.5 342 +4.7* 21.5+3.7*#
B 39.9 +5.7 25.9 + 4.6* 12.1+2.1*
NK 6.8+1.5 28+0.5 2.4+05
T-CD4 29.0 +3.8 14.3 +1.9* 5.7 +1.4*
T-CD8 19.6+25 13.4+3.2 6.1 £1.2*
CD4+CD8+ 2.0+0.3 1.9+0.6* 0.6 +0.3*"

Los datos son el promedio + error estandar. BN, bien nutrida, Desn, desnutridas de 2° o

3% grado. *Diferencia estadistica con las ratas BN (p < 0.05). # Diferencia estadistica con

las Desn 29.
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VIIL.5. Activacion de linfocitos de bazo en cultivo

La Gréafica 3 muestra el porcentaje de linfocitos T de células de bazo en cultivo,
estimulados con PHA. Los linfocitos T estimulados de ratas testigo mostraron una
comportamiento normal, puesto que se observé un incremento, lo que resulta de la
proliferacidén, observando una diferencia significativa en los linfocitos T de cultivos
estimulados con PHA y y los controles negativos no estimulados. No se observé
diferencia significativa en linfocitos estimulados y no estimulados entre los grupos de
ratas BN y Desn. Sin embargo, se observé una ligera tendencia a incrementarse el
porcentaje de linfocitos T en cultivos estimulados, tanto en ratas con desnutricion

grave como en ratas con desnutricion moderada.

VIL.5.1 Analisis de la proporcion de célula que expresan de CD71+

Los porcentajes de células activadas CD3+CD71+ se presenta en la Grafica 4. No se
observa diferencia entre los grupos para la subpoblacion CD3+CD71+ recién
obtenidos. La desnutricion afectdé negativamente el incremento de la expresion de
CD71+ en las células CD3+CD71+ cultivadas por 24h con o sin mitégeno (Grafica 4).
Después de la activacién celular, el porcentaje promedio de CD3+ fue mayor en las
ratas bien nutridas que en ambos grupos de ratas desnutridas (BN vs Desn 2°, p <
0.05; BN vs Desn3°). Ademas, se observo una correlacidén positiva entre el peso del

bazo y el porcentaje de células que expresan el receptor CD71 (R=0.97).
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Grafica 3. Porcentaje de linfocitos T obtenidos de bazo de ratas desnutridas por
competencia en la lactancia, en cultivos sin estimular (-PHA) y estimulados (+PHA).
Ratas bien nutridas (BN), desnutridas de segundo grado (Desn 2°) y de tercer grado
(Desn 3°). Los valores son promedio + error estandar. * Diferencia estadistica entre

los cultivos sin estimular y estimulados en las ratas BN.
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VIL.5.2 Expresion de CD25+

Los porcentajes de linfocitos CD3+CD25+ se muestran en la Grafica 5. El porcentaje
de CD3+CD25+ aislados de bazo fue 2.1% en el grupo de ratas BN, 2.0 en Desn 2°y
2.0% en Desn 3%, no se observd diferencia significativa entre los grupos. Porcentajes
semejantes se observaron en los cultivos por 24h sin PHA. Después de la activacién
in vitro con PHA, el incremento en células CD3+CD25+ fue menor en las ratas Desn.
A pesar de que las ratas Desn 2° tuvieron el menor incremento de CD3+CD25+, no
se observd diferencia entre Desn 2° y Desn 3°, probablemente debido a la gran
variacién dentro de los grupos. A diferencia de la expresion CD71+, no se observd

correlacién con el peso de bazo.
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Grafica 4. Activacion in vitro de linfocitos CD3+CD71+ obtenidos del bazo de ratas

desnutridas por competencia durante la lactancia de 21 dias de edad, -PHA, testigo
sin estimular; +PHA, estimulados, Basal, determinacion justo antes de iniciar el
cultivo. Diferencia estadistica: Basal: BN>Desn 3° -PHA: BN>Desn 2° BN>Desn 3%
+PHA: BN>Desn 2° BN>Desn 3° Las células CD71+ se incrementaron

significativamente en los tres grupos después de la estimulacidén in vitro con PHA.

Cada punto representa un dato y las barras representan los promedios.
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Grafica 5. Porcentajes de linfocitos activados en condiciones: antes del cultivo (basal),
en cultivo sin estimular (-PHA) y estimulados (+PHA) en cultivos de bazo de ratas BN,
Desn 2°y Desn 3°. Linfocitos CD3+CD25+. No hubo diferencia entre los grupos en
condiciones basales y —PHA. Los porcentajes de CD3+CD25+ incrementaron
significativamente en ratas BN después de la activacion in vitro con PHA.
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VII.6.Proliferacion de células de bazo in vivo

Se analiz6 el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo, usando como
marcador el contenido de ADN, revelado por la fluorescencia de yoduro de propidio,
intercalante del ADN (Figura 9 Ay B). En la Gréfica 6 se muestra la distribucién de
las células en cada una de las fases del ciclo. La proporcion de células en fase G
fue de 66.1 £ 7.6 en ratas BN, 86.8 £ 5.2 en DN2% y 85.9 + 7.0, observandose
diferencia significativa de ambos grupos de ratas desnutridas con respecto al de bien
nutridas (p<0.05). La proporcion de fase S fue de 24.3 + 7.4 en ratas BN, 10.5 + 3.8
en DN22 y 9.3 + 7.0, con una diferencia significativa entre ambos grupos de ratas
desnutridas con relacion al observado en las bien nutridas (p<0.05). La fase Go/M fue
de 9.6 £ 4.6 en ratas BN, 2.8 £ 1.6 en DN2° y 5.6 + 5.7 en DN3¢, observandose
diferencia significativa de ambos grupos de ratas desnutridas con el de BN (Grafica

7).

En cuanto a la incorporaciéon de BrdU, en las ratas bien nutridas se observa que
incrementd a través del tiempo, lo que indica una activa proliferacion. Sin embargo, a
partir de las 2 horas de incorporacion, se observa que las ratas desnutridas tienen
una menor incorporacién de BrdU, en comparacion con las ratas BN, lo que esta

reflejando que la proliferacidén esta disminuida (Grafica 8).

En la Grafica 9 se muestra la distribucion de células positivas a BrdU en cada una de
las fases del ciclo. Se observa que en ambos grupos de ratas desnutridas hay menor

porcentaje de células positivas a BrdU en todas las fases del ciclo. En las ratas
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desnutridas moderadas se puede apreciar que a las 8 h, cambia un poco la
distribucién, puesto que se incrementa el porcentaje de células positivas en la fase S

y disminuye en la fase G1.

En la Gréfica 9 se muestran los valores de TS y Tpot. TS se define como el tiempo
que dura la fase S; Tpot se define como el tiempo que tarda en duplicarse una
poblacién si no hay pérdida celular. Se observa que el TS es similar en los tres
grupos de ratas, por lo que no se observa diferencia estadistica, a pesar de
observarse un ligero incremento en el TS de las ratas Desn 3° (BN: 12.0 £ 1.5; Desn

29:12.2 £1.4; Desn 3% 15 £ 2.8).
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Grafica 6. Distribucion de células de bazo de ratas bien nutridas, desnutridas de
segundo y de tercer grado en fases del ciclo celular identificadas por contenido de
ADN. Se observa que ambos grupos de ratas desnutridas tienen un porcentaje
significativamente menor de células en las fases S y G2/M en comparacién con las
ratas bien nutridas (p < 0.05).
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Grafica 7. indice de incorporacién de bromodesoxiuridina (BrdU) in vivo en células de

bazo de ratas bien nutridas (BN) y desnutridas (Desn) de 2°y 3°grado alas 2, 4,6y
8 horas. El indice de incorporacion se refiere al porcentaje de células que
incorporaron BrdU. Se grafican los promedios y errores estandar. Los resultados
mostraron que la incorporacion de BrdU fue menor en ambos grupos de ratas
desnutridas en cada tiempo (p < 0.05).
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Grafica 8. Distribucion en cada fase del ciclo de las células que incorporaron BrdU in vivo en células de bazo de ratas

bien nutridas (BN) y desnutridas (Desn) de 2°y 32 grado a las 2, 4, 6 y 8 horas.
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Grafica 9. Se muestran los valores de TS y Tpot. TS es definido como el tiempo que
dura la fase S; Tpot es definido como el tiempo que tarda en duplicarse una poblacién
si no hay pérdida celular. Los resultados muestran que el TS es similar en todos los
grupos de ratas. Se observd que el Tpot fue significativamente mayor en ambos
grupos de ratas desnutridas en comparacién con el grupo de ratas bien nutridas (p <
0.05).
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VIIL.DISCUSION

La desnutricion provoca vulnerablilidad de los organismos ante las infecciones y
éstas repercuten en su estado nutricional, convirtiéndose en un circulo vicioso
(Chandra, 1999). La mayoria de los estudios experimentales sobre la desnutricion se
han realizado con animales adultos, mientras que en este trabajo se estudiaron ratas
lactantes, edad muy vulnerable a los efectos de la desnutricion. Se ha demostrado la
importancia de este periodo, las deficiencias nutricionales durane esta etapa causan
efectos mas graves y sus secuelas son permanentes. Las alteraciones son mas
trascendentes que las observadas cuando la desnutricién se presenta en edad adulta
(Boule, y cols., 2003). En nuestro grupo de trabajo se ha establecido el método de
induccion de la desnutricién durante el periodo de lactancia en ratas, ya que esta
edad es semejante al periodo en el que se presenta con mayor fecuencia la
desnutricion en nifios (Ortiz y Betancourt, 1984; Ortiz, y cols., 1996). Ademas, es
interesante mencionar que las ratas desnutridas por competencia de alimento
durante la lactancia muestran varios sintomas similares a las caracteristicas clinicas
observadas en los niflos desnutridos. Por ello, se propone que el modelo simula las

condiciones de las desnutricidén en la infancia (Ortiz y cols, 2009).

La concentracion de proteinas en suero es otro indicador reportado en la desnutricion
en trabajos anteriores (Ortiz, 1987; Waterlow, y cols., 1960). Los datos obtenidos en
este trabajo confirman las observaciones publicadas antes, y ademas los resultados

mostraron que se afecta de manera importante en la desnutricion moderada.
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La leptina es una hormona generada principalmente por el tejido adiposo que regula
el peso corporal (Frederich, y cols., 1995a; Frederich, y cols., 1995b). Los niveles de
leptina también se observaron disminuidos en ambos grupos de ratas desnutridas, lo
cual debe estar directamente relacionado a la cantidad de tejido adiposo. También se
observé que la cantidad de leptina se relacion6 con el nivel de desnutricién,
observandose que en la desnutricién grave hay el menor nivel de esta hormona. En
nifnos desnutridos se ha observado que la concentracion de leptina se encuentra en
concentraciones bajas (Soliman, y cols., 2000). Diversas evidencias indican que la
leptina es capaz de modular la respuesta inmunoldgica y la deficiencia de esta
hormona esta estrechamente asociada con una respuesta inmunolégica alterada
(Fantuzzi y Faggioni, 2000; Lord, y cols., 1998; Mito, y cols., 2004). Cabe recordar
que la leptina tiene parecido con citocitnas y el receptor tiene semejanza con la
familia de receptores de citocinas gp130 (Ahima y Osei, 2004; White, y cols., 1997);

(Lamy Lu, 2007; Rosenblum, y cols., 1996).

El mecanismo propuesto por el cual la leptina regula el sistema inmunolégico es que
al unirse al receptor en las células de tejidos hematopoyéticos induce una serie de
sefales que estimulan la proliferacion de células troncales e incrementa el numero
de colonias linfoides, mieloides y eritroides (Bennett, y cols., 1996). En este estudio,
al relacionar los bajos niveles de leptina con los datos obtenidos en los linfocitos de
sangre y bazo, se observa una estrecha relacion entre la concentracion de leptina y

las proporciones disminuidas de linfocitos CD4+, asi como el nimero de linfocitos.
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VIIL.1. Subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica

El nimero y la proporcion de leucocitos en la sangre periférica la distribucion en
leucocitos en el cuerpo y estado general del sistema inmunoldgico (Dhabhar, y cols.,
1995). Si se encuentran alteradas, entonces es probable que exista un desequilibrio

en el funcionamiento de este sistema.

En este trabajo, el numero de leucocitos en ratas bien nutridas se determin6 que es
entre 2.2x10% 6.6x10° células por mL de sangre. Parece que hasta ahora no se
habian reportado valores para ratas de 21 dias de edad, por lo que no se tiene una
referencia para comparar los datos obtenidos. En ratas adultas oscilan entre
4x10%mL y 12x10°%/mL (Ruiz y Fuentes, 1996). El nimero de leucocitos de ratas con
desnutricion moderada y grave disminuyé claramente comparado con las ratas bien
nutridas, teniendo los valores més bajos las ratas con desnutricién grave. Lo anterior
refleja alteraciones en la produccion, maduracién y distribucion de los leucocitos
debido quiza, a la reduccion de la proliferacion celular en la médula 6sea. En trabajos
realizados en médula dsea se observé que la proliferacion se encuentra disminuida
(Betancourt, y cols., 1992), asi mismo se percibi6 un aumento en el tiempo de
generacién de ciclo en células de la médula ésea de ratas desnutridas (Betancourt, y

cols., 1992; Gomez, y cols., 1996).

Los resultados del presente estudio se muestran en forma clara que los linfocitos T
se encuentran disminuidos en ambos grupos de ratas desnutridas, mientras que los

linfocitos B no se alteraron claramente. Ademas de la proporciéon de linfocitos,
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también se afecta su concentracion, siendo los linfocitos T la subpoblacion mas
afectada. En otros trabajos se ha observado también que la desnutricion afecta el
porcentaje de linfocitos (Feledi, y cols., 1993; Mainali y McMurray, 1998; Ortiz, y
cols., 1999). Por otro lado, Flé y cols (1993) observaron que la desnutricion en ratas
inducida durante la lactancia disminuye el porcentaje de linfocitos CD4+ y CD8+ en

tejidos linfoides asociados al intestino.

La disminucién en el porcentaje y numero de linfocitos T en sangre periférica, muy
probablemente sea reflejo del deficiente funcionamiento del timo, debido a que se ha
reportado que la desnutricién atrofia el timo (Chandra, 1991b; Ortiz, y cols., 2001;
Slobodianik, y cols., 1989). El timo es el lugar donde se lleva a cabo la maduracion
de los linfocitos T, por lo cual es fundamental para la inmunidad adquirida, papel
importante de los linfocitos T (Ortiz, y cols., 2000). En un estudio efectuado en timo,
se demostr6 que la atrofia observada en ratas con desnutricidn grave inducida
durante la lactancia, se asocia con el incremento de apoptosis espontanea (Ortiz, y
cols., 2001). Resultados publicados recientemente por nuestro grupo de trabajo,
muestran que el incremento en la apoptosis en timo de ratas desnutridas de 21 dias
de edad, se encuentra asociado con los timocitos dobles negativos (CD4-CD8-), lo
que parece indicar que la desnutricion afecta la diferenciacién temprana de los
linfocitos en timo. Asi mismo, se observaron incrementos en las frecuentas de

apoptosis en los timocitos CD4+ y CD8+ (Ortiz, y cols., 2009).

Con relacion a los resultados del presente trabajo, es relevante mencionar que se
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observaron alteraciones importantes en el grupo de ratas desnutridas de segundo
grado, indicando que ellas también pueden ser muy vulnerables. Existen algunos
estudios, en los que se hace mencién de que la desnutricién leve (primer grado) y
moderada (segundo grado), contribuyen a un funcionamiento deficiente del sistema
inmunoldgico (Rice, y cols., 2000). Entonces, si la desnutricién transcurre hasta
alcanzar el nivel de moderada, se supondria que el organismo estaria mas
susceptible a enfermedades, lo cual agravaria la desnutricion, convirtiéndose en un

circulo perjudicial para el organismo (Chandra, 1999).

No obstante, parece ser que este es el primer estudio en modelos experimentales de
animales jovenes (durante la lactancia) que enfoca a los niveles moderado y grave
de la desnutricion, analizando las proporciones y numero de linfocitos en sangre
periférica. Algunos autores han informado que, en ratas con desnutricion grave
durante la lactancia, se presentan alteraciones en las proporciones de linfocitos T y B
en mucosa intestinal (Feledi, y cols., 1993; Flo, y cols., 1993). Otros trabajos
realizados en ratones desnutridos después de la lactancia, han sugerido que un
desequilibrio en las subpoblaciones de linfocitos T, pueden contribuir a la

inmunodepresion (ten Bruggencate, y cols., 2001).

VIIl.2. Subpoblaciones de linfocitos en bazo

Estudios previos en animales adultos mostraron que el numero de linfocitos en bazo
disminuye durante la restriccién calérica (Cunha, y cols., 2003). En 1991, Chandra

reportd que hay una pérdida de células linfoides alrededor de las arteriolas (Chandra,
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1991c). Se han observado resultados similares en modelos animales con baja
ingesta de proteinas y dietas deficientes en micronutrientes, como zinc, cobre o
vitaminas (Bala, y cols., 1991; Zhao y Ross, 1995). A diferencia de los estudios antes
mencionados, en este trabajo se evalud la disminuciéon de ingesta de todos los

nutrientes durante el periodo de la lactancia.

Los porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos T y B de las ratas bien nutridas
son semejantes a los que han sido referidos por otros autores en ratas adultas

(Robinson, y cols., 2002).

La disminucién de linfocitos en bazo de ratas desnutridas reforzaria lo propuesto
para las subpoblaciones de linfocitos en sangre periférica, en donde se propone que
se esta reflejando la funcion disminuida de la médula ésea en la produccién celular
(Betancourt, y cols., 1992; Goémez, y cols., 1996), asi como el funcionamiento

deficiente del timo (Ortiz, y cols., 2009; Ortiz, y cols., 2001).

VIIL.3. Activacion de linfocitos de bazo en cultivo

La especificidad de la respuesta inmunologica estd determinada por la interaccion

entre el receptor de linfocitos y el antigeno. Ya que, con esta interaccién, el linfocito
se activa, iniciando la sintesis de Interleucina 2 (IL-2), de la cadena « del receptor de

alta afinidad para la IL-2 (CD25), y su entrada al ciclo celular (Szamel y Resch,
1995). La activaciéon de los linfocitos en respuesta a un mitdbgeno ha sido una

herramienta muy til para valorar, bien que indirectamente, el funcionamiento del
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sistema inmunolégico, aunque sélo determina la capacidad para responder ante un
antigeno solo. La aparicion de la cadena a del receptor de interleucina-2 (CD25), se
presenta cuando el linfocito recibe un estimulo. Ademas, la del receptor de
transferrina, CD71, representa el estado de actividad metabdlica en la célula
(Neckers y Cossman, 1983; Pighetti, y cols., 1998). Esto hace de CD25 y CD71 se
consideran dos buenos marcadores para determinar la activacién de linfocitos en

respuesta a un mitégeno.

Los datos mostrados en este trabajo muestran la poblacion de los linfocitos
CD3+CD71+ en ratas con desnutricibn moderada y grave después de 24 horas de

cultivo es menor que la de los testigos.

Los resultados de la activacion de células de bazo en cultivo, muestran una
tendencia de los linfocitos de ratas con desnutricibn moderada y grave a activarse
menos que los de las bien nutridas, el incremento de linfocitos T-CD25+ de los
cultivos con PHA, es menor. La cantidad tan baja de células CD71+ y CD25+ en
ambos grupos de ratas desnutridas indica una activacion deficiente. Si la expresion
de CD25 se encuentra disminuida, también nos esta hablando de una menor
capacidad de proliferacién de los linfocitos, que limita su respuesta ante un antigeno
(Feledi, y cols., 1993). Aunque no fue el propdsito de este trabajo evaluar la
proliferacién en cultivos, los porcentajes de linfocitos T en cultivos estimulados de
ratas desnutridas indica que la proliferacion fue baja. Posteriormente podria

estudiarse la proliferacion de los linfocitos ante un estimulo.
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Bossuyt y colaboradores (2001) observaron que en ratones con dieta pobre en
proteinas observaron una respuesta similar a la encontrada en este trabajo. Por otro
lado, en un estudio realizado en ratas desnutridas, en cual se evalué la relacién del
sistema central de noradrenalina con el sistema inmunoldgico, también se observo
una respuesta disminuida de los linfocitos al mitdgeno concanavalina A, en el que se
observé menor proliferacion (Bossuyt, y cols., 2001; Schlesinger, y cols., 1995).
Otros trabajos, en los que evaluaron la respuesta in vivo a tuberculosis pulmonar en
conejillos de indias con desnutricibn proteica observaron menor respuesta
proliferativa de los linfocitos (Dai y McMurray, 1998; McMurray y Bartow, 1992).
Aunque estos modelos mencionados tienen otras condiciones y cada uno evalua
aspectos diferentes, apoyan el hecho de que la desnutricién disminuye la respuesta a

mitégenos.

Najera y cols, en linfocitos provenientes de nifios desnutridos (2001), evaluaron otro
marcador de activacion de linfocitos, CD69, en respuesta al mitbgeno PHA, para
activar linfocitos T y Pokweed para activar los linfocitos B; en ese trabajo se encontré
que los linfocitos CD4+ de nifios desnutridos tuvieron respuesta disminuida al
estimulo, comparandolo tanto con nifios bien nutridos como con los de bien nutridos
infectados. Ademas, Rodriguez y cols (2005) demostraron que los linfocitos que
expresan CD69 y CD25 no se incrementaron en respuesta al estimulo de acetato de
forbol-miristato (activador de la proteina cinasa C). Asimismo, observaron
alteraciones en la produccién de citocinas por células CD4+ y CD8+ en respuesta al

estimulo disminuyd, encontrandose también que las células productoras de citocinas
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TH1 (IL-2 e INF-y) estaban disminuidas y que las productoras de citocinas TH2 se
incrementaban (IL-4 e IL-10), por lo que se propone que la desnutricion altera el

balance de las respuestas inmunoldgicas de tipo 1y tipo 2

Sobre los datos obtenidos en este trabajo, hay que senalar puntualmente que, el no
encontrar diferencia en la activacién entre los linfocitos de ratas con desnutricion
moderada y grave, sefiala que la desnutricibn moderada representa tanto riesgo
como la grave al impedir la respuesta inmunolégica adecuada del organismo

desnutrido moderado a enfermedades infecciosas.

VIIlL.4. Proliferacion in vivo de linfocitos de bazo

Winick y Noble (1966), reportaron que la desnutricién durante la lactancia afecta el
crecimiento del bazo, y que esta disminucién se observa aun después de tiempo de
recuperacion nutricional y hasta la edad de 133 dias. Nuestros resultados confirman
que la desnutricién grave disminuye la proliferaciéon de células de bazo en ratas
desnutridas por competencia durante la lactancia (del nacimiento a los 21 dias de
edad). En las ratas que desarrollaron desnutricion moderada se observé también una
incorporacion de BrdU menor que podria estar indicando que: a) hay menos células

en proliferacion; b) el tiempo del ciclo celular es mayor.

En trabajos realizados en médula ésea, se observé que la proliferacién de las células
provenientes de ratas desnutridas se hace mas lento que el de las ratas bien

nutridas, asi como hay un menor porcentaje de células en proliferacién activa
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(Betancourt, y cols., 1992; Gomez, y cols., 1996; Ortiz y Betancourt, 1984). Gémez y
cols. (1996) observaron un tiempo de ciclo prolongado en ratas desnutridas, en
donde la fases G1+1/2M se mas sensibles a la desnutriciébn y mientras que no se
encontré diferencia en las fases S y la G2+1/2M, y se propone que la desnutricidén
dificulta a las células completar la fase G1, lo que estaria relacionado con la
deficiencia de nutrimentos esenciales requeridos para la sintesis de proteinas
necesarias para actividades especificas de G1 y la progresién (Murray, y cols.,

1991).

En este estudio se observé que el tiempo de duplicacién de la poblacion (Tpot), es
menor en los testigos BN que en ambos grupos de ratas desnutridas, lo cual puede
ser a consecuencia de un ciclo celular prolongado. Al no observar cambios en el
tiempo de la fase S, se estaria apoyando que también en el bazo, la fase alterada del

ciclo es la G1.

Por otro lado, en otro estudio realizado para evaluar el dafio al ADN en células de
tejidos linfoides de ratas desnutridas, se observé que la desnutricion esta asociada
con el incremento en el dafo al ADN en bazo, médula 6sea y linfocitos de sangre, lo
que estaria relacionado con la pérdida de la capacidad para reparar el dafo (Cortés,
y cols., 2001). El ciclo celular tiene puntos de restriccién que evaluan la integridad del
ADN vy si este se encuentra dafado, la célula no puede proseguir en el ciclo (Elledge,

1996; Kuerbitz, y cols., 1992).
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Vision general de los resultados

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la desnutricion moderada y

grave tiene los siguientes efectos:

e Disminucién de la concentracidén de proteinas y leptina en sangre.

e Disminucién en el numero de linfocitos y del porcentaje de linfocitos
CD3+CD4+ en sangre y bazo, lo que puede reflejar las alteraciones en

médula 6sea y timo para la produccion y maduracioén de linfocitos.

e La activacion disminuida de los linfocitos T in vitro.

e Baja la proliferacion de células de bazo in vivo. Un incremento del
tiempo de duplicacion de la poblacién y sin modificacién en el tiempo de

la fase S, lo que indica un efecto en la fase G1.

Los efectos de estas alteraciones en suma, disminuirian de manera importante la
respuesta del sistema inmunol6gico ante el reto de una infeccién. El esquema de la

figura 14 muestra las repercusiones.

Ademas, como aportacion importante de este trabajo, se demuestra que la

desnutricion moderada representa tanto riesgo como la grave.

113



ICicIo celular

Tiempo de G1
Proliferacion
I,Linfopoyesis

Atrofia de timo y bazo

eptina
l?isponibi]idad de

utrimentos \

MNumero de linfocitosy Dafioal ADN

proporcion de linfocitos

CD2+CD4+ circulantes /

Yy en bazo [

Capacidadde *Jﬁﬁfff/////////
respucsta al

antigeno

Unidn de
antigeno

Sintesisde IL-2 I,

Expresion delos 1

Activacion por __——— receptores CD25 vy
antigeno CD71

‘\

Figura 14. Esquema en la que se resume las repercusiones de la desnutricidn
moderada y grave sobre los componentes del sistema inmunolégico y la respuesta al

antigeno.
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IX. CONCLUSIONES.

Las ratas con desnutricidn grave por competencia en la lactancia de 21 dias de edad
presentan un numero menor de leucocitos, principalmente de linfocitos y monocitos
que los testigos normales de la misma edad., asi como concentraciones disminuidas

de proteinas y leptina en sangre periférica.

La desnutricion, tanto en el nivel moderado como en el grave, afecta las
subpoblaciones de linfocitos en sangre y bazo, observandose una disminucién en los

linfocitos T y de estos a los T4 principalmente.

La activacién de linfocitos de bazo en respuesta a PHA, disminuye en la desnutricion

moderada y grave, lo que provoca que la funcionalidad de estas células se afecte.

La desnutricibn moderada y grave afecta de manera similar e importante a la
proliferacién de células de bazo, lo cual se ve reflejado en una proporcion mayor de
células en fase G1 y menor en S y G2, asi como un mayor tiempo de duplicacion de
la poblacién. Esto vuelve a indicar que la fase G1 es la que esta siendo afectada por

la desnutricion.

Como conclusion general, la desnutricion moderada tiene efectos tan importantes
como la desnutricion grave en el sistema inmunolégico. Los datos pueden explicar,

en parte, la susceptibilidad a infeccion asociada con la desnutricion.
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X. PERSPECTIVAS

El hallazgo interesante en este estudio es que la desnutricion moderada altera de
manera negativa la activacion in vito de los linfocitos T. Aun queda por confirmar cudl
subpoblacién de linfocitos T es la que se afecta, CD4+ o CD8+. Ademas, debe

evaluarse la capacidad proliferativa de los linfocitos en respuesta al estimulo.

El estudio del efecto de la leptina en la activacion in vitro en linfocitos de ratas
desnutridas experimentalmente ayudara a complementar lo que se ha observado en
ninos desnutridos, con la ventaja de que se elimina el factor de las infecciones

presentes en los nifnos.

Por otro lado, implementar un modelo in vivo para estudiar la respuesta de los
linfocitos al antigeno contribuiria a dilucidar los mecanismos involucrados en la

respuesta inmunolégica y el ciclo celular.

Ademas, la continuacion de los estudios de la proliferacion in vivo permitira
determinar la duracién de la fase G1. También se abre la posibilidad de evaluar si las
subpoblaciones de células de tejidos linfoides tienen diferencias en el ciclo celular y

como se controla durante la desnutricién.
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ABREVIATURAS

APC Aloficocianina

BN Ratas bien nutridas

CD Moléculas de superficies

CDs3 Linfocitos T

CD25 Subunidad alfa del receptor de IL-2

CD45RA Linfocitos B en rata

CD71 Receptor de transferrina

CPA Célula procesadora de antigeno

Desn Rata desnutridas

FACS Fluorescence-Activated Cell Sorter. Clasificador de células activado por

fluorescencia.

FAO Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura
FITC Isotiocianato de fluoresceina
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FSC

IL-2

IL-2R

LI

MN

NKR-P1A

OMS

PE

PBS

PHA

SSC

TCR

Tpot

TS

WN

Dispersién de luz frontal

Interleucina 2

Receptor de interleucina 2

indice de incorporacién de BrdU, indice de marcaje

Malnourished rats, ratas desnutridas.

Células asesinas o natural killers

Organizacién Mundial de la Salud

Ficoeritrina

Solucién amortiguadora de fosfatos

Fitohemaglutinina

Dispercién de luz lateral

Receptor de linfocitos T

Tiempo de duplicacion de la poblacién de ceélulas

Tiempo de duracion de la fase S

Well-nourished rats, ratas bien nutridas
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ANEXO 1

En esta seccion se describen algunas metodologias mencionadas en Material y

Métodos.

Marcaje de células por anticuerpos monoclonales

1) Se incub6 un millén de células con la cantidad sugerida de anticuerpos (2 a 5

uL) durante 30 minutos, en oscuridad a temperatura ambiente (T.A.).

2) Si la muestra ea sangre periférica, se dio el tratamiento de lisis de eritrocitos.
En agitacion, se anadieron 4 mL de solucién de lisis (1g de NH4CI, 1g de

KHCO3; y 0.037g de Na;EDTA en un litro de agua destilada pH 7.4).

3) Se dejé reposar la muestra en la solucidn de lisis por 10 minutos.

4) Se centrifug6 a 400g por cinco minutos y se retird el sobrenadante.

5) Se anadieron 2 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) y se

resuspendié el botén celular.

6) Se centrifugd a 400g por cinco minutos y se retiré el sobrenadante.

7) Las células se fijaron con 500 L de paraformaldehido al 1% en PBS, 0.1% de

azida de sodio.

8) Se adquiri6 la muestra en el citdmetro de flujo, modelo FACScalibur, con laser
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de argdén a 488nm y laser de diodo rojo. Se utilizd el programa Cell Quest en

la adquisicion de los datos.

En el caso de las células de bazo, se omitieron los pasos del 2 al 3 y se sustituyeron

por la resuspension en 2 mL PBS con albumina al 1%.

Cuantificacion de proteinas totales en muestras de plasma de sangre periférica

El contenido de proteinas en plasma se realiz6 siguiendo la técnica de cuantificacion

de Lowry. Previamente se obtuvo el plasma de la siguiente manera:

La sangre se obtuvo por puncidon cardiaca con una jeringa heparinizada,
inmediatamente después de la dislocacion cervical de la rata. La sangre se centrifugé
a 2000 rpm por 5 min. Se obtuvo el plasma y se guardd a -20°C hasta el momento de

la cuantificacion.

a) Curva patrén:

1. A 6 tubos se colocaron los siguientes volumenes (uL) de albumina sérica
bovina (BSA) con una concentracién de 0.5mg /mL: 0, 20, 40, 60, 80 y 100,

respectivamente.

2. Se anadieron a cada tubo los siguientes volumenes (uL) de agua: 100,80, 60,

40, 20 y 0 respectivamente. El volumen final sera de 100 L.

3. Preparé la solucion ACB de la siguiente manera: De la solucién A (NaxCOs al
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10% en NaOH 0.5M) se tomaron 5mL, de la soluciéon B (CuSO4 * 5H20 al 1%)
se tomaron 0.15 mL y de la solucién C (Tartrato de potasio al 2%) se

adicionan 0.15mL.

4. Se agreg6 a cada tubo 100 pL de la solucion ACB la cual se prepar6 en el
momento y se agité cada tubo. El volumen final fue de 200 uL. Se incubaron

los tubos por 15 minutos.

5. Preparé la solucion de Fenol-Folin en una dilucion 1:10 con agua.

6. Se agregaron 300 pL de la solucién de folin diluido en agitacion a cada uno de

los tubos. El volumen final fue de 500 pL. Se incubaron por 45 minutos.

7. Las muestras se leyeron en el espectrofotometro a 750 nm.

b) Muestras de plasma:

1. Se hizo una dilucién de las muestras 1:10.

2. En tubos de ensaye se agregaron 90 uL de agua y 10 pL de muestra diluida.

El volumen final fue de 100 pL.

3. Repetir los pasos del 3 al 10 de la preparacion de la curva patrén.

La preparacion de la curva y de las muestras fue simultanea.
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Cuantificacion de leptina en plasma.

La cuantificacién de leptina se realiz6 por medio de la técnica de ELISA, en plasma
de sangre de ratas. El kit de reactivos utilizado fue de la marca R&D Systems para
cuantificacion de leptina en ratén que reconoce leptina de rata. Se siguié el protocolo

propuesto por el fabricante.

1. Se diluy6 el anticuerpo de captura para leptina en PBS

2. Se coloco el anticuerpo de captura diluido por pozo, se cubrié la placa y se

dej6 incubar toda la noche.

3. La placa se lavé tres veces con solucion de lavado (Tween al 0.05% en PBS).

Se removio el liquido después de cada lavado.

4. Se bloqued la placa con solucién bloqueadora en cada pozo. (albumina al 1%,

sacarosa al 5% en PBS con NaN; al 0.05%, almacenado de 2 a 8°C).

5. Se lavé como en el paso 3.

6. Se adicioné 100uL de la muestra diluida y se cubri6 la placa e incub6 por 20

min a temperatura ambiente.

7. Se lavé como en paso 3.
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8. Se agregd el anticuerpo de deteccidn diluido en diluyente (albumina al 1% en
PBS, pH 7.2 a 7.4, filtrado). Se dej6 incubar por 2 h en obscuridad a TA. Se

lavd

9. Se agregbé la estreptavidina-peroxidasa diluida a cada pozo. Se dej6 incubar a

TA por 2h en obscuridad. Se lavé.

10.Se adicioné la solucién de sustrato a cada pozo (solucién de peroxidasa
estabilizada més el cromogeno, tetrametilbenzidina). Se dejé incubar por 20

min a TA evitando el contacto con la luz.

11.Se adiciond la solucién de paro a cada pozo y se mezclé.

12.La placa se ley6 a 450 nm.
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ANEXO 2

Fluorocromo

(nm)

Excitacion

R-Ficoentrina (PE) 180,565

Emision

(nm)

578

PE.-t:lanma 5 (Cy-chrome, 495:564
Tricolor)

519

Tiocianato de fluorescema

455

480
509
530/640

(FITC) 495
Pm_te.in_a de clorofila 490
peridinina (PerCF)

Aloficocianina (APC)

Fluoracromos para Acidos Nucléicos
DA?ZI 345
SYTOX Blue 431
YOYO-. 491
Naranja de acnidina 503
Yocuro de Prop:dio (PI) 493

103% FITC(\ RPE apc PerCP
PI

Intensidad normalizada
/-_

n% T T T T T r,

400 500 800
Longitud de onda {nm})

700

800

Figura 15. Se muestran algunos de los fluorocromos mas comunes en citometria de

flujo. A) Se muestran los espectros de excitacién y de emision de cada fluorocromo.

B) Se muestran los picos de emisién de algunos fluorocromos detectables por el

citbmetro modelo FACScalibur (BD).
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Introduction

Malnutrition occurs as a consequence of inadequate food
intake and/or low-protein diets and is distributed widely
throughout the world, but particularly in developing
countries. It is associated generally with poverty. Individuals
of low socio-economic class have little or no access to health
services and education and are more vulnerable to malnu-
trition than those from middle and high socio-economic
classes [1]. Approximately 12 million children younger than
age 5 years die every year in developing countries, and half of
those deaths are related to preventable disease and malnu-
trition [2]. The effects of malnutrition may be particularly
devastating during childhood because of rapid growth rate
and increased nutrient requirements [3].

Laboratory animals have been very useful in studying the
effects of malnutrition at different levels, because non-
nutritional factors such as infections and drugs that affect
human studies may be controlled. In addition, studies may
be performed both in vivo and in vitro [4]. Several studies on
the effects of malnutrition with experimental animal models

© 2008 The Author(s)

Summary

Malnutrition is distributed widely throughout the world and is a particular
problem in developing countries. Laboratory animals have been very useful in
studying the effects of varying levels of malnutrition because non-nutritional
factors that affect humans may be controlled. The objective of the present
study was to determine the effects of moderate and severe malnutrition on
lymphocyte proportions and activation markers of T cells in experimentally
malnourished rats during lactation by flow cytometry. Lower absolute (total)
and relative (%) numbers of CD3* and CD4* lymphocyte subpopulations
were observed in moderately (second degree) and severely (third degree)
malnourished rats compared with well-nourished rats (P < 0-05). Both
groups of malnourished rats showed a significant decrease in the percentage
of CD71* cells at 24 h post-activation with phytohaemagglutinin (PHA). After
24 h activation of spleen cells with PHA, a lower percentage of CD25* cells was
observed in malnourished than well-nourished rats (P < 0-05). In conclusion,
the results of this study indicated an altered expression of CD71 and CD25
during activation of T lymphocytes in malnourished rats and may partially
explain increased susceptibility to infection associated with malnutrition.
Moreover, these results demonstrated that moderate malnutrition affects the
response of T lymphocytes as much as severe malnutrition.

Keywords: CD25, CD71, flow cytometry, lymphocyte activation, malnutrition

have been conducted during the lactation period, which is
critical in the growth and development of breastfed pups or
infants [5]. The effects of malnutrition during nursing are
more severe than those observed in adults [4,6]. Malnutri-
tion has been classified as mild, moderate or severe, accord-
ing to the degree of weight deficit or altered weight : height
ratio [4,7]. Classification by weight deficit is useful in experi-
mental malnutrition animal models.

It has been shown previously that malnutrition reduced
in vitro and in vivo bone marrow cell proliferation and
increased thymocyte apoptosis significantly in rats [8-10].

The relationship between malnutrition and immunosup-
pressive effect has been documented in experimental and
human malnutrition. Several mechanisms by which malnu-
trition affects immunity and susceptibility to infection have
been described in the literature [11,12]. Several studies have
highlighted the fact that even children with mild to moderate
malnutrition, not just those with more severe forms, have an
increased risk of death [2,13].

Several authors have shown changes in peripheral lym-
phocyte subsets, but the results of these studies were
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controversial. In malnourished rodents, a decrease in the
CD4" and CD8" T cell subsets was found [14,15]. However,
other authors have observed that the proportion of CD4*
lymphocytes was not altered, but quiescent CD4" lympho-
cytes tended to increase [16]. In other studies, the response
of lymphocytes from malnourished children to mitogens
was decreased [17-19]. It is important to study the changes
in cellular parameters of the immune response in animal
models of malnutrition, as it is possible to control for non-
nutritional confounding factors [4,10].

T lymphocytes are required for an adaptive immune
response. These responses are characterized by the capacity
to recognize and remember pathogen-specific antigens.
When a foreign antigen is encountered lymphocytes become
activated, undergo clonal proliferation and acquire functions
that enable the activated cells to eliminate it [20]. Lympho-
cytes use a complex array of signal transduction molecules to
regulate proliferation, differentiation and effector functions.
The first step in antigen receptor signal transduction is the
activation of cytosolic tyrosine kinases which phosphorylate
an array of adaptor molecules, initiating a cascade of signal-
ling pathways [21].

The expression of cell surface activation antigens is useful
in evaluating lymphocyte response to antigens or mitogens.
CD25 [interleukin (IL)-2 receptor o-chain] is expressed
after T cell activation. CD71 (transferrin receptor) surface
expression represents the state of metabolic activity in the
cell and must be increased in order to internalize iron
required for T cell DNA synthesis and proliferation [22,23].
The effects of malnutrition [19,24] and certain drugs
[25-27] on CD25 expression have been investigated previ-
ously, but the results are controversial.

The aims of the present study were twofold: (i) to deter-
mine the effects of moderate and severe malnutrition during
lactation on splenic lymphocyte numbers in the pups;
and (ii) to investigate the effects of malnutrition on T cell
activation markers (CD25 and CD71), assessed by flow
cytometry.

Materials and methods

Experimental malnutrition during lactation

Wistar rats from a closed breeding colony from the Division
of Biological and Health Sciences of the Universidad
Auténoma Metropolitana-Iztapalapa (UAM-I), México City
were used. Rats were kept under 12-h controlled light—dark
cycles at 22-25°C with 45% relative humidity. Dams had
undergone a second delivery and were fed a balanced diet ad
libitum for rodents (2018S; Harlan Teklad, Madison, WI,
USA). They were bred in polysulphone cages (Harlan
Teklad). Experiments were performed according to the
guidelines for the use of experimental animals of the Uni-
versidad Auténoma Metropolitana (UAM-I), which are in
accordance with those approved by the National Institutes of
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Health (Bethesda, MD, USA) and the Official Mexican
Guidelines (Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-
1999).

One-day-old Wistar rats from different litters were
assigned randomly to either the experimental or control
groups. In the control group pups were fed from nursing
dams, each suckling six to eight pups. In the experimental or
malnourished group, each nursing dam fed 16 pups. Pups
were assigned to another dam 1 day after birth and the dams
accepted the young without demur. The same proportion of
male to female pups per litter was assigned to each group.
Pups were weighed every 2 or 3 days and we estimated mean
body weight in each litter from the first day until weaning
(day 21). Well-nourished rats were selected from 10 different
control litters and malnourished rats were selected from 10
different experimental litters. In the experimental group, the
degree of malnutrition was established according to the clas-
sification used for children described by Gémez et al. [7].
The number was categorized as mild or first degree when the
weight deficit reached 10-25%; moderate or second degree
(MN2nd) when the weight deficit reached 25-40%; and
severe or third degree (MN3rd) when the weight deficit was
greater than 40% of that of age-matched control rats (WN).
These rats also had other physical signs of malnutrition, such
as sparse hair, bone fragility and low activity levels.

Antibodies

The antibodies utilized were fluorescein isothiocyanate
(FITC)—anti-CD3, phycoerythrin (PE)—anti-CD25, allophy-
cocyanin (APC)-anti-natural killer (NK)R-P1A (Caltag
Laboratories, Burlingame, CA, USA), Cy-Chrome (CyC)-
anti-CD45RA, PE-anti-CD8, CyC-anti-CD4, and PE-anti-
CD71 (Pharmingen-BD, San José, CA, USA).

Cell preparation

Spleen cells were obtained by sieving the tissue through a
nylon screen [28] and cells were suspended in Iscove’s
medium. Cell viability was determined with Trypan blue
(Microlab, México City, México) and more than 95% of the
cells were viable.

Staining lymphocyte subpopulations

Specific staining of the respective cell surface molecules was
performed with (i) anti-rat CD3-FITC, anti-rat CD45RA
CyC and anti-rat NK APC or (ii) anti-rat CD8 PE and anti-
rat CD4 CyC. One million cells were incubated for 30 min
with the recommended amount of antibodies in the dark at
room temperature. As controls, FITC- and PE-labelled non-
specific mouse immunoglobulin G1 antibodies were used to
establish background fluorescence. The cells were washed
with 1% bovine serum albumin (BSA; Sigma Chemical Co.,
St Louis, MO, USA) and prepared in phosphate-buffered
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saline (PBS; Microlab). Finally, cells were fixed in 1%
paraformaldehyde (Sigma Chemical Co., St Louis, MO,
USA) prior to analysis.

Cell culture and staining of activation cell surface
antigens

Lymphocytes were isolated from spleen using a density
gradient (Linfograd; Microlab). Spleen cells were cultured
(5% 10° cells/ml) for 24 h at 37°C and 5% CO, in Iscove’s
medium without glutamine (Gisco, Carlsbad, CA, USA)
and with or without phytohaemagglutinin (PHA 25 ug/ml;
Sigma Chemical Co.). Following culture, 1 million cells were
incubated with (i) anti-rat CD3 FITC, CD4 CyC and anti-rat
CD71 PE or (ii) anti-rat CD3 FITC, CD4 CyC and anti-rat
CD25 PE for 30 min at room temperature. The cells were
washed with 1% BSA in PBS and fixed with 1% paraform-
aldehyde prior to analysis.

Flow cytometry analysis

After fixation, four-colour flow cytometry was performed
using a fluorescence activated cell sorter (FACSCalibur) flow
cytometer (BD, San José, CA, USA). A minimum of 10 000
events were acquired and analysed with CellQuest software
(BD). Figure 1 shows how gates were set on the forward-
scatter—side-scatter (SSC) to acquire all lymphocytes FITC-

© 2008 The Author(s)

SSC distribution for gate on the basis of anti-CD3 labelling
(gate on CD3). These gates were used to analyse CD71 or
CD25 expression.

Statistical analysis

Results are expressed as mean = standard error. All groups
were compared by the non-parametric Mann—Whitney
U-test. Level of significance was set at values of P < 0-05.

Results

Experimental malnutrition during lactation

Table 1 shows the mean and standard deviation of body
weight, spleen weight and number of cells per spleen for all
groups of rats. At weaning age, the average weight deficit
between WN and MN2nd was 33-7% and the average weight
deficit between WN and MN3rd was 50-7%. The body and
spleen weight and the number of spleen cells were signifi-
cantly lower (P < 0-05) in both groups of malnourished rats
compared with WN rats. However, the mean numbers of
cells/100 mg of spleen were not statistically significant
among the three groups.

Lymphocyte subsets

Table 2 summarizes the data of isolated splenic lymphocyte
subpopulations (T, B and NK) in WN and MN rats.
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Table 1. Body weight, spleen weight and spleen cell number (x10°) of well-nourished and malnourished rats.

WN MN2nd MN3rd
Body weight 542 * 25 35-9 = 1.9 26-6 = 3-1%
Body weight deficit - 33.7 %35 50-7 = 6-0
Spleen weight (mg) 274:9 * 43.7 1540 = 42.71 1017 = 21.7"
Spleen weight (mg)/body weight (g) 51 %08 43 = 117 4-1 = 09"
Deficit % 44-0 = 15-5 63-0 =77
Cells number (x10°)/spleen 200-0 = 55-5 115-0 = 35-7° 76:6 = 21-1%%
Deficit % 38:3 = 188 624 =117
Cells number (x10°)/100 mg spleen 732 =176 79:2 = 297 752 + 147

Values are means * standard deviation. Means or values followed by different superscript letters are statistically significant. "Statistical differences
from well-nourished (WN) group, P < 0-05; *statistical differences from moderately (MN2nd) and severely (MN3rd) malnourished rats, P < 0-01. WN,

n=12; MN2nd, n = 10; MN3rd, n = 10.

Significantly lower percentages of CD3* lymphocytes were
observed in malnourished than in well-nourished rats
(P < 0:05). In the same manner, total lymphocytes decreased
significantly (P <0-05); conversely, non-lymphoid cells
present in the same region were increased (P < 0-05).

The CD3* CD4"and CD3* CD8" subpopulation are shown
in Table 3. The percentages of CD4* lymphocyte subset were
significantly lower (P < 0-05) in both groups of malnourished
rats than in WN rats. However, there was no statistically
significant difference between the MN groups. Although the
percentage of CD8" cells tended to be elevated in mal-
nourished rats compared with well-nourished animals, the
increase was not statistically significant partly because of

Table 2. Splenic lymphocytes from WN, MN2nd, and MN3rd rats.

(% * s.e.)
WN MN2nd MN3rd
T (CD3%) 466 * 2:6 36-8 + 2.5 381 + 2.7
B (CD45RAY) 26:6 = 2-8 282 £ 3-0 23-0 £ 3-0
NK (NKR-P1A™) 39 =06 34+ 05 5-1 =09
Total lymphocytes 76-8 *+ 3:1 71-4 + 44 65-9 *+ 4.4
Non-lymphoid cells* 247 +2:9  30-6 + 4.4 341 + 447

*Cells that appear in region of analysis. Data are based upon flow
cytometric analysis of 10 000 events and are means = standard errors
(SE). ‘Statistical differences from WN, P<0-05: CD3" moderately
(MN2nd) and severely (MN3rd); total lymphocytes (MN3rd) malnour-
ished rats; non-lymphoid cells (MN3rd).

Table 3. T (CD3") splenic lymphocyte subpopulations of WN, MN2nd
and MN3rd rats.

(% =* s.e.)
T (CD3%) WN MN2nd MN3rd
CD4* 53-8 £ 13 47-0 = 3:2%* 422 + 5.5%
CD8" 369 £ 1-6 420 = 4-1 44-8 = 5-0
CD4* CD8* 53 +0-5 52+ 0-8 58 + 2-1
CD4™ CD8~ 39+ 14 59 + 2.7 7-2 £ 2:5*

*Significantly different from WN rats, P < 0-05: in CD4" moderately
(MN2nd); in CD4"* and in CD4~ CD8 “severely (MN3rd) malnourished
rats.
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large standard deviations. The CD4  CD8" subpopulation
increased in MN3rd rats in comparison with WN rats.

Figure 2 shows the percentage of T lymphocytes (CD3")
from cultured spleen cells. A small but significant difference
was found between PHA-stimulated WN CD3" lymphocytes
and unstimulated lymphocytes. No significant difference was
observed in PHA-stimulated and unstimulated lymphocytes
between WN and MN groups. When spleen cells were incu-
bated with PHA, the percentage of CD3" cells tended to be
higher in severely than in moderately malnourished rats.
However, the difference between both groups was not statis-
tically significant.

Effect of culture and malnutrition on expression of
CD71" cells

The percentages of activated CD3* CD71" cells are presented
in Fig. 3a. No difference was observed between the groups
for freshly isolated CD3* CD71" splenocytes. Malnutrition

70 1

60} . I I

501

40}

30

201
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WN MN2nd
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Fig. 2. Mean percentages of T lymphocytes in activated and

MN3rd

non-activated spleen cells of well-nourished (WN), moderately
(MN2nd) and severely (MN3rd) malnourished rats. Values are
means * standard error. Statistical differences: *WN without
phytohaemagglutinin (PHA) (-PHA) versus WN with PHA (+PHA),
P <0-05.
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Fig. 3. Mean percentages of activated T lymphocytes of
well-nourished (WN), moderately (MN2nd) and severely (MN3rd)
malnourished rats. (a) CD3+ CD71* lymphocytes. Significant
difference (P < 0-05): basal: WN > MN3rd; —phytohaemagglutinin
(PHA): WN > MN2nd; WN > MN3rd; +PHA: WN > MN2nd;

WN > MN3rd. The percentages of spleen cells expressing the CD71
marker increased significantly in all three groups following in vitro
cell activation with PHA. (b) CD3*CD25" lymphocytes. There was no
difference between basal and —PHA groups. The percentages of
CD3* CD25" increased significantly in WN rats following in vitro
spleen cell activation with PHA.

affected negatively the increase of CD71* expression in
CD3* CD71" spleenocytes cultured for 24 h with or without
mitogen (Fig. 3a). Following cell activation, the mean per-
centage of CD3" cells was higher in well-nourished than in
malnourished rats (P < 0-05).

Effect of culture and malnutrition on expression of
CD25* on cells

CD3* CD25" splenocyte percentages are shown in Fig. 3b.
No significant difference in CD25 expression was observed
for freshly isolated cells, with 2:1% in WN rats, 2:0% for
MN2nd, and 2-0% for MN3rd. Similar percentages were
obtained for splenocytes cultured for 24 h without mitogen.
After in vitro activation, the increase in CD3* CD25" cells

© 2008 The Author(s)
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was lower in MN rats. No significant difference was observed
between the MN2nd and MN3rd group, probably because of
large variations within treatment groups. There was a posi-
tive correlation between spleen weight and the percentages
of spleen cells expressing CD71 (R*=0:97) receptors
(Table 1 and Fig. 3).

Discussion

In this study, we evaluated the ability of splenic T lympho-
cytes to become activated in moderately and severely mal-
nourished rats in order to identify possible malnutrition-
degree-related effects. The effects of malnutrition were
assessed during lactation. Several studies have demonstrated
the importance of this period, where the effects are more
severe than those observed in adults and malnutrition in
early life produces adverse consequences in adulthood [29].
We used a well-established method for the induction of mal-
nutrition in rats during the lactation period, in which mal-
nourished rats mimicked the syndrome of malnutrition in
children [4]. Flo et al. [14] showed that malnutrition during
the suckling period decreased the percentage of CD4" and
CD8" cells in the gut-associated lymphoid tissues. It was
reported that the decrease in K* conductance by altera-
tion of K(V) channels was associated with inhibition
of activation of T lymphocytes in severely malnourished
animals [30].

Previous studies in adult animals have reported that the
number of splenic lymphocytes decreased during caloric
restriction [31]. Similar results were obtained for animals on
a low and free protein and micronutrients-deficient diet
(zinc copper, vitamins, etc.) [32-34]. In contrast to specific
deficiencies, in the present study we evaluated the reduced
intake of all nutrients in the lactation period. It has been
pointed out that the analogous murine model of multiple
nutrient deficiencies is similar to human malnutrition in
developing regions of the world [35].

The results of the present study showed a decrease in the
percentage of T lymphocytes (CD3* cells) in the spleens of
moderately and severely malnourished rats. Because statisti-
cal analysis showed that the percentage of lymphocyte
subsets was reduced significantly in both experimental
groups, our results suggest that severe and moderate malnu-
trition are equally deleterious. The decrease in the percent-
age of T lymphocytes observed in malnourished rats is
probably related to reduced proliferation in bone marrow
cells [8,9], and/or a defect in the thymus, and/or an increase
in apoptosis [10].

Phytohaemagglutinin is a lectin composed of five tetram-
ers derived from the combination of two subunits, namely
erythroagglutinin PHA and leucoagglutinin PHA, which are
associated non-covalently [36]. It is used frequently as a
mitogen in studies of lymphocyte activation and function. It
recognizes the CD3 receptor and can influence the initiation
and regulation of lymphocyte activation and proliferation
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[37]. Furthermore, Kontny [38] showed that CD4* and CD8*
are stimulated similarly by PHA. Lectin-stimulated T lym-
phocytes have been observed using CD71* and CD25" label-
ling [39-41].

Our data also showed a significantly reduced percentage of
CD3* CD71" lymphocytes in moderately and severely mal-
nourished rats after 24 h of culture. Cell surface transferrin
receptor (CD71) is required for iron uptake through
receptor-mediated endocytosis of diferric transferrin. This
function is essential for cell proliferation, because iron must
be available for the synthesis of haem- and iron-containing
proteins [42]. In addition, CD71 appears to play a
co-stimulatory role in T cell activation [43] and in the for-
mation of the immunological synapse [44]. Low expression
of CD71* in T cells in malnourished subjects may contri-
bute to the poor immunological response observed in
malnutrition.

Expression of the o subunit of the IL-2 receptor (CD25) is
induced in activated T lymphocytes, leading to an increased
sensitivity to IL-2. IL-2 drives cellular proliferation and also
has an important role in protecting immune cells from cell
death by inducing anti-apoptotic mechanisms [45]. The per-
centage of CD25" T lymphocytes was decreased after 24 h
of culture in both malnourished groups. These data may
explain the epidemiological studies that showed increased
risk of death of children with moderate malnutrition
because of impaired immunity [2,13].

The lower proportion of CD71* and CD25" cells in splenic
T lymphocyte populations in both MN groups compared
with the WN group indicates a decreased response to
mitogen. Two previous studie have demonstrated a decrease
in splenic T lymphocyte proliferative response to mitogens
in diet restriction in mouse [32] and in in vivo responses to
pulmonary tuberculosis in guinea pigs [46,47]. Studies of
lymphocytes from malnourished children showed a defec-
tive expression of activation markers. Néjera et al. [48]
observed impaired expression of CD69 in activated
lymphocytes. In addition, Rodriguez etal. [19] demon-
strated that lymphocytes had reduced expression of activa-
tion markers — both CD69, an early activation marker and
CD25, which is expressed later in response to stimuli. More-
over, the capacity of CD4" and CD8" cells to produce cytok-
ines in response to stimuli was impaired. The generation of
protective T cell responses to infectious agents is a complex
process whereby cytokines and co-stimulatory molecules
provide signals that direct the development of adaptive
immunity [49]. If malnutrition alters this complex process,
the organism is vulnerable to infections. The results obtained
in this and other studies [18,19] suggest that lymphocytes
from malnourished subjects are unable to become activated
fully and have defects in cytokine production.

Mild and moderate malnutrition also affects immuno-
logical status. In 1981, McMurray et al. provided evidence
that there was a reduction in cell-mediated and humoral
immune function in lymphocytes from children with mild
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and moderate malnutrition [50]. Rodriguez etal. [19]
observed lower ability of T lymphocytes to become activated
in moderate and severe malnourished children, but did not
observe a correlation between the degree of malnutrition.
The results obtained in this study agree with this
observation. It is important to study the effect of mild and
moderate malnutrition because the prevalence of second
degree malnutrition is higher than severe malnutrition
[51,52].

An interesting finding from this study is that moderate or
second degree malnutrition alters the activation of cultured
splenic lymphocytes and should be investigated further. Pre-
liminary results (data not shown) suggest that both CD4*
and CD8" lymphocytes are affected. Further studies will also
be necessary to confirm the alteration of CD71 and CD25
expression on both subsets of activated T lymphocytes and
to evaluate the proliferative ability of activated cells.

In conclusion, the results of the current study suggest that
moderate malnutrition is as bad as severe malnutrition with
regard to lymphocyte function because it also reduced sig-
nificantly the expression of lymphocyte activation markers.
The data may explain, in part, the increased susceptibility to
infection associated with malnutrition.
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