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Alteraciones a nivel celular e inmunofenotipo en
ninos desnutridos

Dra. Oralia Najera Medina

Dra. Maria Cristina Gonzalez Torres
Introduccion

La desnutricion calorico-proteica es un problema de Salud Piablica que afecta principalmente
a ninos preescolares haciéndolos mas susceptibles a las infecciones por eso a estos nifios se les
considera como inmunodeprimidos (Chandra, 1991).

Con el interés de dilucidar algunos de los factores que intervienen en la inmuno-supresion

de los ninos desnutridos, se han desarrollado diversos trabajos de investigacion para explorar
iferentes aspectos a nivel celular que puedan explicar sus efectos en estos ninos. Para el

desarrollo de estos trabajos se han utilizando varias técnicas de laboratorio como son:

A. Citometria de flujo, para la caracterizacion del inmunofenotipo y deteccion de células
LCD4 con funciones de memoria (células que han entrado en contacto con los antigenos) y
Snfocitos con funciones efectoras (células encargadas de la defensa del organismo ante un
agente 1infeccloso).

B. Ensayo del cometa, técnica que permite indagar sobre los posibles dafios que puede
presentar el material genético.

C. Técnicas de biologia molecular para estudiar algunos aspectos moleculares, como son la
sxpresion de genes en estos ninos.

A. Inmunofenotipo en nifios desnutridos

Desde hace varios afios se ha venido trabajando sobre el tema de la inmunidad mediada por
eelulas en ninos desnutridos. La investigacion se ha centrado principalmente en el estudio de
“as subpoblaciones de linfocitos en ninos desnutridos infectados; lo que ha permitido estudiar
“ambién estas subpoblaciones en ninos bien nutridos con infecciones y en ninos bien nutridos
w0 infeccion; estos grupos de estudio permiten, por un lado analizar los cambios que propicia
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la presencia de la infeccion en las subpoblaciones de linfocitos, y por otro, las diferencias e
se pueden encontrar por la presencia de la desnutricion. Ademas ha sido necesario para &
realizacion de este trabajo, definir los parametros de referencia de estas subpoblaciones &=
NINos sanos.

Este trabajo se ha realizado con la ayuda de técnicas de laboratorio como la citometria &
flujo (CF), la que gracias al empleo de anticuerpos monoclonales de diferente especiic &
conjugados con fluorocromos, permite identificar varias caracteristicas a nivel celular: tamas
forma y complejidad interna, asi como caracteristicas funcionales. Su eficacia y precision 5
incrementado el uso de esta técnica tanto en los laboratorios de investigacion basica coma &%

los laboratorios clinicos (Barrera et al., 2004).

La citometria constituye un complemento valioso de las técnicas clasicas utihzadas pars %
estudio de la morfologia, biologia y bioquimica celular. Ademas, en comparacion com &
métodos bioquimicos de analisis celular, en los que se obtiene un resultado promedio ps
toda la muestra, la CF es capaz de proporcionar informacion cuantitativa sobre cada celuia®
particular y permite identificar en una muestra subpoblaciones de células diferentes,
cuando estan escasamente representadas. Ademas la citometria ha demostrado tener =
diversas aplicaciones en el area de la genéuca (Oruz et al., 2006a).

Para que el citometro pueda medir las diferentes caracteristicas de la célula requiere &=
siguientes sistemas:

|. Fluidos: para introducir y alinear las células para ser medidas.

2. Opticos: una fuente de excitacion (laser de 488 nm) y coleccion dptica para generar y
las senales de luz.

3. Electronicos: para convertir las senales Opticas a senales electronicas proporcionaies
digitalizadas para analisis en la computadora.

Para la interpretacion de los datos se obtienen graficas de puntos, a través de las
primero se regionaliza, para que a partir de la region se adquieran los datos de las difess
subpoblaciones. Las regiones pueden ser del total de los linfocitos o de una subpoblacs
especifico (Figura 1).

A partir de la regionalizaciéon se pueden analizar las subpoblaciones de linfocitos oo
oraficas de puntos que se muestran en la Figura 2.

Los principales hallazgos derivados del estudio en los grupos de trabajo se se@a
considerando primero los encontrados en el grupo testigo, posteriormente a los nimes
infecciones para terminar con los hallazgos en los ninos desnutridos infectados.

1. Grupo testigo (niiios bien nutridos)

a) Se encontrd a nivel de leucocitos (linfocitos, granulocitos y monocitos) que los ninos &
recién nacidos y hasta la edad de 4 anos presentan variaciones en su porcentaje, de tal =
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Figura 1. a) Grafica de puntos (FSC contra SSC) para definir 1a region R1 (total de linfocitos); b) grafica de
puntos (FL-3 contra SSC) para definir subpoblaciones especificas (linfocitos CD3*, CD4+ etc.).
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Figura 2. a) Graficas de puntos con las diferentes subpoblaciones linfocitarias, por medio de cuadrantes y b) graficas
de puntos con las células virgenes (CD45RA) v de memorna (CD45RO).

que a los 4 afios se podria considerar que alcanzan su madurez, dado que sus valores se acercan
21 de los adultos. En los nifios estudiados se observaron diferencias relacionadas con el sexo solo
en los granulocitos (Ndjera et al., 2003).

5% En las subpoblaciones de linfocitos solo se observaron diferencias de acuerdo a la edad
en los porcentajes de los linfocitos T (CD3%) y en los B (CD19" y GD207). Estas variaciones
pueden estar relacionadas con la raza, dado que no han sido senaladas en Caucaslcos,
ssidticos ni en otros grupos raciales (Huenecke et al.. 2008; Ilkinciogullari et al., 2004;
Llovera y Solano, 2004). Asimismo, se consideré que el grupo control alcanzo la madurez
v la expansion de sus subpoblaciones de linfocitos a la edad de dos anos, en este momento

sus porcentajes promedio se acercan a los porcentajes de los adultos obtenidos en nuestro
Laboratorio (Najera et al., 2003).
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¢) En las células virgenes y de memoria a nivel del total de linfocitos y dentro &« %
células CD4* se encontraron diferencias de acuerdo a la edad, conforme los ninos sos s
mavyor edad, las células virgenes disminuyen y las cé¢lulas de memoria aumentan. SACems
se encontraron diferencias vinculadas a la edad en las células CD4*CD45RA™/CD2388
(dobles positivas) (Najera et al., 2003), considerando este dato como otra probable refacus
con la raza, dado que tampoco ha sido senalado para asiaticos y caucasicos (Osug ef &

1995; Huenecke et al., 2008).

d) En la activacion in vitro de las subpoblaciones de linfocitos "I CD3" se observaron =
diferencias en la capacidad de respuesta ante la presencia del mitogeno, entre NiNnos mee
y mayores de tres anos. Los ninos menores de tres anos presentaron una menor proporcses
células activas (Najera et al., 2003). En la figura 4 se muestran los anticuerpos utilizados x

el estudio de estas células.

Los hallazgos antes mencionados en subpoblaciones de linfocitos y en el ambito de lew
confirman que los nifios menores de tres afios presentan rasgos de inmadurez de su
inmunolégico tanto a nivel celular como funcional. Los rasgos mas evidentes de mmae
funcional fueron la baja proporcion de células activadas aunada a la baja pProporcion e o
de memoria con relacion a los nifios mayores de tres anos (Najera et al., 2003).

-_ '__.'.

ESTUDIO DEL INMUNQFENOTIPO EN
LINFOCITOS

B (CD20%) T (CD3%) NK (CD56*CD16")

CcD4* cD8*

ANALISIS DE SUB-POBLACIONES
VIRGENES, DE MEMORIA Y DOBLES POSITIVAS

cD3'CD4’

3

CD4*'CD45SRA" CD4*CD45RA*CD45RO* CD4*CD4SRO*

(VIRGENES) (DOBLES POSITIVAS) (MEMORIA)

ANALISIS DE SUB-POBLACIONES
EFECTORAS

& b

CD3+
Figura 3. Principales fenotipos de linfocitos determinados en los grupos de estudio en sangre perifénz=.
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2. Grupo de niiios bien nutridos infectados

a) En los nifios bien nutridos infectados (BNI), se observo que ante la presencia de infeccion,
en sangre periférica tienden a disminuir los linfocitos CD3*, CD4*, CD8" y aumentar las
células CD19* v/o CD20" (linfocitos B) con relacion a ninos sanos. La disminucion de los
linfocitos T v el incremento de los linfocitos B son hallazgos importantes que muestran los
cambios a nivel periférico de las subpoblaciones de linfocitos como respuesta ante la infeccion
(Najera et al., 2004). En pacientes pediatricos con infecciones respiratorias recurrentes tambien
se ha encontrado porcentaje alto de linfocitos B (CD5+/CD20+) y disminucion de MONOCILOS

(CD11c+/CD18+) (Wasik et al., 2003)

ESTUDIO DEL INMUNQFENQTIPO Y LA ACTIVACION

T (CD3Y) B (CD19°) NK (CDS6")

cp4* !33* CD1 Q*Ctﬁg* CD56*C Dg“

Y 3

CD4*CD69* CD8*CD69"

(CD89 * Células Activadas)

Figura 4. Inmunofenotipo de linfocitos activados

b) Los ninos bien nutridos infectados presentaron en las células CD4*CD45RO* (memoria)
un aumento y una disminucion de las células CD4*CD45RA (virgenes) con relacion a NINos
sanos, que orientan sobre un buen fincionamiento de la capacidad de los linfocitos "1 CD4"
para diferenciarse de células virgenes a células de memoria, como un mecanismo de defensa del
organismo ante la infeccion (Najera et al., 2001b). Asi mismo, al analizar células con funciones
efectoras de tipo ayudadoras (CD4+CD62L-) y citotoxicas (CD8+CD28-) se encontro que
estas células se encuentran aumentadas con relaciéon a ninos sanos, evidenciando en €stos
nifios que ante la presencia de una infeccion la presencia de estas células son necesarias para
la defensa del organismo ante agentes patogenos (Najera et al., 2007). Las c¢lulas efectoras
son capaces de producir citocinas 'y de generar mecanismos inmunologicos necesarios para la

defensa del organismo (Williams and Bevan, 2007).

¢) En el caso de la activacion sitro. se observé un aumento significativo de respuesta a los
mitogenos en el total de los linfocitos T (CD3*) y en los CD8 con relacion a ninos sanos. bste
dato puede orientar al aumento de respuesta celular ante la infeccion (Najera et al., 2001a).

De acuerdo a la informacion antes mencionada, la presencia de infecciones desarrolla cambios
en las subpoblaciones de linfocitos que permiten al sistema inmunoldgico reaccionar ante
el daflo. Una subpoblacion importante fue la presencia de altos porcentajes de células de
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memoria (CD4"CD45RO"), células que son capaces de producir citocinas y ejercer funcioms
etectoras (Lanzavecchia and Sallusto, 2005). Al indagar la presencia de células con funciomes
efectoras (CD4+CD62L- y CD8+CD28-) se encontré que se encuentran aumentadas «
ninos infectados en comparacioén a nifios sanos, evidenciando lo que podriamos conside:
como un buen funcionamiento del sistema immunologico. Ademas, estas células se encuent
“sensibilizadas™, dado que pueden reaccionar rapidamente ante cualquier estimulo, en

caso se utihzo un mitdgeno, observando que un mayor porcentaje de células se activaron =
los nifios infectados en comparacién a los nifos sanos. Estos datos orientan a la movilizacios
accion que desarrolla el sistema inmunolégico ante una infeccion. Es importante senalar gue

estos datos (sobre células de memoria, efectoras y la capacidad de activacién) no habian s«
reportados en la literatura internacional.

3. Grupo de niiios desnutridos infectados

a) En los nifos desnutridos ante la presencia de infecciones sus subpoblaciones de linfocitos
CD37, presentan las mismas tendencias que los nifios bien nutridos con infeccion. Sélo en ke
linfocitos B (CD19* y/0 CD20*) muestran una marcada disminucion en comparacion a «s

ninos bien nutridos infectados: este es un hallazgo no descrito previamente con relacion 2 &
desnutricion (Najera et al., 2004).

b) Los nifios desnutridos infectados mostraron una disminuciéon significativa en las celulas
de memoria (CD4*CD45RO*), con aumento de la fraccién de cclulas dobles positiva
(CD47"CD45RA*/CD45RO") con relaciéon a los nifios bien nutridos infectados, lo que &
mterpretado como una alteracion o retardo en la funcionalidad (diferenciacion) de estas células
(Ngjera et al., 2001b). Ademas al estudiar la presencia de células con funciones efectore
(CD4+CD62L- y CD8+CD28-) éstas se encontraron disminuidas con relacion a ninos beem
nutridos infectados (Najera et al., 2007).
¢) Ademas, se encontrd una importante disminucién en la activacion/ funcionalidad de &

subpoblaciones de linfocitos T (CD3*, CD4*y CD8*), en los nifios con desnutricion amse
la presencia de un mitogeno i vitro, ya que no son capaces de responder ante el estimuio

comparada con la respuesta de los nifios bien nutridos con infeccion, se comportan come
ninos sanos (Najera et al., 2001a).

Los cambios encontrados en los linfocitos B (CD19* y/0 CD20%), en las células de memoria. fas
dobles positivas, en células con funciones efectoras y enla activacion, son hallazgos importantes que
pueden contribuir a entender la causa de la mmunodepresion observada en los nifios desnutrices.
Ademas se pudo constatar estas mismas alteraciones tanto en nifios con desnutricion de temes
grado como de segundo grado; esto tltimo no se habia senalado en la literatura Internaciomal,
dado que se sefialan alteraciones solo en nifios desnutridos de tercer grado.

Asi mismo, se encontraron diferencias de acuerdo al grado y tipo de desnutricion: En los nifes
con desnutricion tipo kwashiorkor, las células que mostraron mas dificultad en la activacs =

310




Dra. Oralia Najera Medina y col.

fueron en los linfocitos totales (CD3") y los CD8*; en cambio, los nifios con segundo grado de
desnutricion presentaron mayor dificultad en el cambio de células CD4* de virgenes a c¢lulas
de memoria al presentar el porcentaje mas alto de células dobles positivas (CD4" CD45RA"
/CD45RO"). Se requiere realizar estudios adicionales con un mayor ntimero de pacientes
desnutridos para corroborar estas tendencias.

Se considera que las pruebas de activacion temprana (CD69) de linfocitos, el analisis de

los isotipos CD45RO (memoria) y CD45RA/CD45RO (dobles positivas) en los linfocitos

CD47, y el de células efectoras (CD4+CD62L- v CD8+CD28-) podrian ser las causas de la

iInmunosupresion en los desnutridos.
B. Daiios en el material genético de nifios desnutridos

Otros estudios que se han realizado tratando de entender la inmunodeficiencia que presentan
los ninos desnutridos, fue evaluar si la desnutricion podria estar relacionada con un incremento
en la cantdad de rompimientos de cadena doble v de cadena sencilla de las moléculas de
ADN, dado que ya habia antecedentes de que la desnutricion induce dafio al ADN. lo que
se determino por la presencia en linfocitos de estos nifos de aberraciones cromosomicas y de
intercambio de cromatidas hermanas (Betancourt et al.. 1979; Ortz et al., 2004). Para poder
trabajar en esta parte de la investigacion se utilizo el ensayo cometa.

El ensayo cometa o electroforesis unicelular detecta fundamentalmente rompimientos de
cadena sencilla inducidos en la molécula de ADN y ha mostrado ser sensible para evaluar
el dano al ADN causado por diversos agentes (Tice, 1995). Con esta técnica también se
detectan rompimientos de cadena doble, asi como dafos en regiones sensibles al dlcali. y
sitios iIncompletamente reparados por escision de bases o de nucledtidos, en estos dos Gltimos
casos un nivel alto de rompimientos puede indicar, tanto dafio como reparacion eficiente.
Esta metodologia tiene diversas ventajas: se requiere una cantidad pequena de muestra para
realizarse, es factible evaluar el dafio al ADN en células no proliferantes, el analisis se efectia
en celulas individuales, se puede realizar en diferentes tipos celulares, en diversas especies y es
ademas relativamente simple v rapida (Ortiz et al.. 2006b).

En esta técnica las células se colocan dentro de un gel de agarosa sobre un portaobjetos,
posteriormente son sometidas a un campo eléctrico, en una camara de electroforesis horizontal,
por poco tempo bajo condiciones alcalinas. Los nicleos son tefiidos con bromuro de etidio
para medir la longitud de migraciéon del ADN en el microscopio de fluorescencia utilizando el
analizador de imagenes. En la Figura 5 se muestran las imagenes que se pueden observar en el

microscopio de fluorescencia.

Dentro de la linea de investigacion de “Efectos de la desnutricion a nivel celular” los principales
hallazgos que se detectaron fueron:

a). En leucocitos de nifios desnutridos se observo un incremento en los niveles de dafio y ademas
por primera vez se sefialo que las infecciones graves y los medicamentos podrian influir en el
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b)

Figura 5. Cometa donde la longitud de la cauda evidencia dafio al ADN.

- eremento de los niveles de dafio al ADN en ninos sanos 'y desnutridos ambos con infeccios
(Betancourt et al., 19995; Gonzalez et al., 2002a).

b) Con el mismo método se determiné que los linfocitos de ninos desnutridos después de &

- duccion de dano al ADN con peroxido de hidrogeno, tienen una menor capacidad pars
repararlo comparados con los nifios bien nutridos con infeccion (Gonzalez et al., 2002b).

[.a mayor cantidad de dano en la molécula de ADN vy la incapacidad para reparar €ste dano, €=
los linfocitos de nifios desnutridos podria relacionarse con la deficiente respuesta inmunologcs
observada en ellos, ya que los linfocitos son células que tienen una funcion primordial en &=
respuesta inmunologica de upo especifica. El alto nivel de dano en ¢l ADN podria interfers=
con la correcta expresion de los genes de los ninos desnutridos.

C. Estudios a nivel molecular en ninos desnutridos

El siguiente nivel de estudio se derivo de los resultados del incremento de dano al ADN, ya qu&
se consideré importante evaluar si la expresion génica se encontraba alterada en los ninos co=
desnutricion.

Para estudiar la expresion de genes €n infocitos de nifios desnutridos se han utilizado dos
estrategias experimentales:

a) Analisis diferenciales.
b) Reaccion en cadena de la pohmerasa (PCR) en tiempo real.

a) Para los andlisis diferenciales se trabajo con la siguiente metodologia: 1) Se aislaros

linfocitos de sangre periférica usando Linfograd (Microlab, México): 2) Los linfocitos fueros
lisados mediante la técnica de congelacion-descongelacion, la que se aplico dos veces; 3 &
RNA mensajero fue retrotranscrito RT), para producir cDNA; 4) Posteriormente los cDNAS

fueron digeridos con la enzima de restriccion EcoRI y fueron ligados al vector Lambda Za
[1I (Stratagene, La Jolla, GA): 5) El primer analisis de expresion diferencial fue realizado com
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autoradiogralfia y la confirmacion de la identidad de los clones fue obtenida por Southern blot.
4) Las clonas de ¢cDNA fueron secuenciadas usando el secuenciados Perkin Elmer (Wellesley),

la base de datos usada fue la de la National Center for Biotechnology Information, usando el
servidor BLAST algorithm [Gltschul et al., 1990].

Los resultados fueron: Después de analizar 12,000 clonas, se encontraron 16 genes en los
linfocitos de los ninios desnutridos con expresion claramente diferencial, de los cuales 15 estaban
sub-expresados y uno sobre-expresado con relacion a nifios bien nutridos infectados. Los genes
fueron secuenciados e identificados, observando que nueve de los 16 genes sub-expresados,
correspondian a una proteina relacionada con el metabolismo mitocondrial (metaxina) y uno
mas a la proteina 451 con estructura de dedos de zinc que al parecer esta relacionada con el
control de la trascripcion (Gonzalez et al., 2006).

Estos datos fueron interpretados como que la desnutricion caldrico-proteica esta relacionada
con la sub-expresion o sobre-expresion de los genes relacionados con la funcién mitocondrial,
y con el desarrollo y diferenciacion celular.

b) La PCR en tiempo real se ha realizado utilizando sondas TagMan en un termociclador de
tiempo real (marca Light Cycler). Para hacer el ensayo se obtuvieron muestras de cDNA con
la misma metodologia descrita previamente. Se diseniaron los oligonucledtidos para evaluar la
expresion de los genes de Interleucina-2 (11-2), IL-4, I1.-6. I1.-10, Factor de Necrosis Tumoral
(I'NF) e Interferon gama (IFNy).

Los resultados mostraron que hay disminucion en los linfocitos de los nifios desnutridos
infectados de la expresion de los genes de IL-2, IL-6, ¢ IFN y un aumento en la expresion de IL-
4, 11.-10 y TNF con relacion a ninos bien nutridos infectados (Gonzalez-Martinez et al., 2008).
Lstos resultados claramente estan relacionados con alteraciones en la respuesta inmunologica
de los minos desnutridos. La disminucion de la expresion de dos genes relacionados con la
respuesta 11 (IL-2 e IFNY), evidencia una alteracion en la respuesta T1/T2 y puede explicar
las alteraciones observadas en la respuesta celular de los nifios desnutridos y su dificultad para
erradicar infecciones.

Cabria sefialar que nuestros estudios sobre la expresion de genes en nifios desnutridos con
infeccion, son los primeros de este tipo que se publican a nivel internacional.
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