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I.- RESUMEN.

Los ninos con desnutricién proteicocalérica (DPC),
presentan disminucién del ntmero de ceélulas mononucleares gque
forman rosetas E con eritrocitos de carnero mediado por la
molécula cD2, también existe "in vitro" depresién de la
reactividad linfoblastica a los mitégenos como
fitohemaglutinina y fitolaca. Asi mismo se ha reportado que
estos ninos presentan atrofia del timo, los ganglios linfaticos
perifericos, las amigdalas y el bazo, en coincidencia con una
marcada susceptibilidad a las infecciones que comunmente son
controladas por la respuesta inmune celular.

Los receptores para la porciéon Fc de IgG(RFc Y}, presentan
un papel central en la defensa inmune, participando en la
estimulacién y liberacién de mediadores de la inflamacién, en
la citotoxicidad dependiente de anticuerpos de las células NK,
y en la eliminacién de complejos inmunes por las celulas
fagociticas.

Se ha descrito que el némero de receptores para Fc see
encuentra incrementado en ceélulas de ratones deficientes en
zinc; sugiriendo que los defectos en el sistema inmune se
pueden localizar en parte en la disfuncién de las celulas T
ayudadoras. Por lo anterior nos interesé el estudio de las
células mononucleares con receptores Fe Y* en ninos con DPC Yy
ninos sanos y la reactividad linfoblastica de ceélulas
mononucleares a PHA, También el efecto que se obtiene variando
la densidad de las poblaciones de las células mononucleares con

RFcY* y RFc Y~ sobre la reactividad linfoblastica a PHA en



ninos Banos.

Se observé que el numero de células mononucleares RFcY +,
cuantificado por el método de formacién de rosetas EA, es mayor
en ninos con DPC comparado con loe ninos sanos (p< 0.005). Las
células mononucleares de los nimos con DPC no presentardn
reactividad linfoblastica a PHA comparados con los cultivos de
los ninos sanos. En los cultivos con poblaciones enriquecidas
de células RFc Y~ no ee observé reactividad linfoblastica a PHA
en la proporcion 1:1, ain embargo en las proporciones de 1:2,
1:4 y 1:9 81 se presenté.

Debido a la importancia biolégica de los receptores FcY ,
al actuar como elementos de reconocimiento y modulacién de la
respuesta inmune, es posible que los cambios inmunoldgicos que
se presentan en este padecimiento, esten relacionados con la
alteracién en ndmero de las ceélulas mononucleares con

receptores Fc Y en ninos con DPC.



SUMMARY .

Children with proteincaloric malnutrition ({(PCM) show a
numerical diminution of cell rossete forming with sheep
erytrocytes by means of molecule CD2, decrease has been found
cencernening the linfoblastic reactyivity capacity "in vitro"
toward phytohemagglutinin (PHAR) and pockweek {(PWM). It has also
been reported children with a poor food intake that have
atrophy in thymus, pheripheric lymph nodes, spleen and tonsile
associated with a high susceptibility for common infections
usually controled by cellular immune response.

The receptors for the Fc portion of IgG (RFc Y) are very
important in immune response, playing a role in the stimulus
and liberation of inflammatory mediators, in the cytotoxity
which depends from NK cells’, an in the elimanation of immune
coplex by the phagocytic cells.

It has been described that the number of cells bearing Fc
receptors caa be increased in murine cells with zinc deficiency
suggesting that the defect in the immune system may be
localized at the level of T helper cell funtions.

This is the reason because interested we became to study
mononuclear cells with receptor RFc Y*  from children with PCM
and healthy ones and lynphoblastic reactivity to PHA. This way
the effect that is obtainded changing the density of cells
groups of cell-mononucleare RE.Y + y cell-mononucleare RFc Y in
the lynphoblastic reactivity to PHA in cells from healthy
children. It has been observed that the number RFcY?'

cell-mononuclear which is determined by rosseting formation, is
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{(p<0.005). Children with PCM did not show lynphoblastic
activity to the PHA in reference with the healthy ones. In
proliferation studies utilizing PHA in group rich in RFcY ~
mononuclear cell the healthy children in the ration 1:1 it was
not observed, in the proportions 1:2, 1:4 and 1:9 there was
reactivity.

Due to the biologyc importance of Fc receptors playing a
role as recognition and modulation element in the immune
response. We hypothesize that some of the immunologic changes
aee; in PCM could be related with the number of mononuclear

cells with Fc Y+ receptors in children with PCM.
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I1.~ INTRODUCCION

La desnutricién proteicocalérica (DPC) grado III es la
causa mads frecuente de inmunodeficiencia (1); este grave
problema de salud publica no se encuentra limitado a pailses en
desarrollo sino gque, también, existe en las regiones
industrializadas. Un calculo de la Organizacién Mundial de la
Salud indica que 100 millones de ninos, menores de cinco anos
de edad,.sufren desnutricién, de grado moderado a grave que se
manifiesta como Kwashiorkor, que predominantemente es una
deficiencia de proteinas, coincide con adecuada administracién
de calorias y Marasmo deficiencia de calorlas totales y otros
nutrimentos. En la desnutricién proteicocalérica (DPC), se
presentan una combinacién de Kwashiorkor y Marasmo (2). Desde
hace algunas deécadas, se ha reconocido que la desnutriciéen se
asocia con una elevada gusceptibilidad a ciertas infecciones
(3); principalmente de organismos patégenocs que
incluyen:Staphylococcus, Neumococos Streptococcus, Haemophilus
influenzae, Escherichia coli, Klebsiella, Bordetella pertussig
y Mycobacterium tuberculosis, virus del Sarampién, Herpeeo
Simple y Varicela, hongos Candida y Aspergillus, parasitos
Ascaris y Plasmodium que contribuyen a una carga adicional,
pérdida gastrointestinal de nutrimentos y malabsorcioén de
proteinas (4). Estos mismos organismos atacan a pacientes con
inmunodeficiencia.

En los dltimos anos muchos investigadores han dirigido su
antencién en la relacién entre desnutricién y funcién inmune,

tanto en estudios de campo como de laboratorio. La inmunologla,
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aunada a los métodoe de diagnéstico nutricional, ha aclarado la
influencia de la deenutricion sobre los érganos linfoides, el
ndmero y la funcién de las celulas que participan en la
respuesta inmune, la inmunidad humoral, el sistema del
complemento, la fagocitosis y especialmentemente, la inmunidad
celular en pacientes desnutridos.

La desnutricion es critica en los primeros meses de
desarrollo y ejerce efectos mAs severos sobre la inmunidad.
En los ninos con subdesarrollo durante la gestacioén persiste un
deterioro de la inmunidad mediada por ceélulas, con incremento

en la frecuencia de infecciones que incluye la septicemia (6).

ASPECTOS INMUNOLOGICOS NORMALES.

Los linfocitos que se diferencian en la médula 6sea y el
timo son denominados ceélulas B y células T, respectivamente;
tienen morfologia similar, pero difieren en muchas funciones.
Las ceélulas B son ceélulas formadoras de anticuerpos y las
células T actdan como células efectoras de cooperacioén,
citotéxicas o supresoras. Las subpoblaciones de las ceélulas T
pueden ser distinguidas, por sus marcadores expresados en la
superficie celular y por su respuesta a mitogenos. La
molécula CD2, tiene la capacidad de unirse a eritrocitos de
carnero, Bin embargo el marcador mde importante en las .células
T, es el receptor para el antigeno (TCR), esta molécula se
expresa en células T maduras, estd formado por un heterodimero
de dos cadenas polipeptidicas transmembranales unidas por
enlaces disulfuro ( ,¥Y g ) son denominados TCR2 vy

aproximadamente 95% de las ceélulas T lo expresan. Estos
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polipeéptidos son codificados por genes semejantes a loe de las
inmunoglobulinas (V-D-J} (7).

Las ceélulas con moléculas TCR que presentan cadenasY vy
§ se encuentran en porcentaje pequenc y se les denomina
TCRl.Los TCR1 y TCR2 tienen una estructura similar y se
encuentran asociados con la subunidad CD3, constituida por
cinco cadenas polipéptidicas vy+d g £ Y P2l. El complejo CD3
media semales de traduccién cuando las ceélulas son activadas
con antigenos que ee unen al TCR(8). Las células que presentan
TCR-2 pueden ser subdivididas en dos distintas subpoblaciones
CD4+ inductorae o cooperadoras (Th) y cpat T citotéxicas (9).

Las celulas T cpat pueden ser divididas funcionalmente
en: células que influyen positivamente en la respuesta inmune
de celulas T y B, presentando funciones de cooperacién, y
celulas inductoras de funciones citotéxicas en celulas cps*
(10).

Recientemente los estudios" in vitro” de clonas de
celulas cp4t en ratones y humanos, han definido dos poblaciones
de ceélulas TH1 y TH2 basadas en la produccién de diferentes
linfocinas. Todas las ceélulas TH secretan IL-3, pero las
ceélulas TH 1 se especializan en la secrecién de IL-2 e IFN como
respuesta a estimulacién con antigenos o mitégenos; en el caeo
de células TH 2 producen IL-4 e IL-5 (11).

Las células cp8* reconocen antligenos con moléculas clase
I del MHC y producen 1L-2, otras no reconocen antigenos en
asociacién con moleculas de MHC o producen IL-2 (12). La
poblacién CD4~ CD8 tambien denominada doble negativo (DN), se

encuentra en la mucosas y epitelios, su papel funcional no es
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claro (13).

Los linfocitos B presentan inmunoglobulinas en 1la
superficie de la membrana que actuan como receptores antigeno
especificos. La mayorla expresan IgM e IgD, y pocas ceélulas
expresan 1gG,IgA e IgE. La células B tienen antigenos clase II,
que Bon moléculas importantes en la comunicacién con las
células T. También tienen receptores para complemento C3b
(CR1=CD35) y C3d(CR2=CD21) ademAs de receptores Fc (FcYy RII=
CDW32) para 1gG (14).

En la respuesta de células T a antigenos, el ligando para
el TCR esta presente en la superficie junto con las moleculas
codificadae por el Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC).

Los genes clase I y II codifican moléculae involucradas
en el reconocimiento y cooperacién de la respuesta inmune y los
genes clase III, codifican algunos de los componentes del
complemento (15).

Los productos de los genes clase I estaAn constituldos por
una cadena pesada de glicoproteina trasmembranal codificada por
loe genes HLA-A, B o C; H-2 (K,D o L) en ratén asociada con un
polipeptidos 1la Bz-microglobulina, Las regiones HLA-B
presentan homologia con las regiones K y D. Estas moléculas
participan en el reconocimiento de receptores antigeno
especificos, eirviendo como elementos de restriccién en el
reconocimiento de ceélulas T citotoéxicas (CD8+) (16).

En el humano 1as moléculas clase II son codificadas por
los genes HLA-DP,DQ, DR; los cuales presentan homologia con la

region I del ratén, son denominados antigenos Ir (17). Las
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moléculas clase II se expresan en celulas B, macréfagos,
algunas ceélulas epiteliales y celulas T activadas, Estas
moléculas son heterodiméricas, formadas por dos cadenasa y B,
que se encuentran unidas por interacciones no covalentes, los
dominios distales «l, £1 les confiere el polimorfismo (18). En
la respuesta de antigenos timodependientes se requiere de
células T y B, Lae celulas T reconocen fragmentos de antigeno
asociados con moléculas de MHC de celulas presentadoras de
antigenos (APCB) restringidas por moléculas clase 1I, las
cuales regulan el desarrollo de la respuesta inmune (19). Las
células APCs pueden degradar el antlgeno antes de expresarlo
conjuntamente con las moléculas del MHC clase I (CD8) o clase
II (CD4). E1 antigeno interactéa con la membrana plasmatica
formando una vacuola que se dirige hacia los lisosomas, donde
el antigeno es hidrélizado por proteasas lisosomales, el
resultado de la digestién parcial, es la formacién de peptidos
pequenos que son inmunogénicos, de tamamo de 8-24 aminoAcidos
(20).

El procesamiento antigénico, ee llevado a cabo por las
células APCs de las cuales la mas conocida es el macréfago: se
sabe que el macréfago en particular produce moléculas
involucradas en la activacién de linfocitos. La mejor
caracterizada es la interleucina-l (IL-l1) una de sus acciones
es inducir la produccién de otras citocinas, como el factor de
necrosis tumoral (TNF) de macréfagos y endotelios, IL-6 de
fibroblastos, factor estimulador de colonias granulocito-
macréfago (GM-CSF) de células T, etc (21). Las células T y las

B tienen receptores para 1IL-1, lo dgue promueve la
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diferenciacién de las celulas T e incrementa "in vitro" 1la
proliferacion, diferenciacion y produccién de anticuerpos por
las células B (22). También induce la expresién del receptor
para IL-2 que actua en forma sinérgica con la IL-1.

Los eventos involucrados en la activacién de las celulas
T, comienzan con la interaccién y presentacién de antigenos con
el TCR, la Buperficie de las células T es modificada,
expresanéo el receptor para IL-2 y se incrementa el ndmero de
receptores para IL-1, moléculas clase II del MHC y el receptor
de transferrina (TfR) (23). Otras moléculas de la superficie
celular que participan en la adhesién y activacién de las
células T incluyen a los marcadores (antigenose) asociados con
* la funcién de los linfocitos como:(LFA-1), CD2 (T1l1l, Leu-5,
LFA-2), CD4(T4, Leu-3, en humano, L3T4 en ratén) y CD8 (T8,
Leu-2 en humano y Lyt-2 en ratén). En el caso de la molécula
LFA-3 que se expresa en las "células blanco" y en ceélulas APCs,
participan, en 1la adhesién celular, en la cooperacién,
activacién y en algunas interacciones citotoxicas; esta
molécula es el ligando para CD2 el cuAl sirve para incrementar
el reconocimiento del antigeno-especifico (24).

El receptor para IL-2 (RIL-2), estd constituido por dos
cadenas polipeptidicas o y B, después de la activacién las
cadenas O varian en numerc aumentando de 500 a aproximadamente
a 5000 y las cadenas B8 se incrementan a 50 000 en cada
célula T activada. El RIL-2 de alta afinidad (Kd=10 pm) es el
heterodimero ¢ y B , es8 efectivo en el crecimiento de las

células T; el receptor de baja afinidad (Kd=10nM) lo constituye
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la cadena B sola, no activa normalmente a las células y puede
estar involucrado en la activacién eolo en presencia de altas
concentraciones de IL-2. Recientemente se ha identificado un
péptido de 55 Kd que reacciona con el anticuerpo monoclonal
anti-Tac y uno de 75 Kd que es no-Tac, estos péptidos
interactdan con diferentes regiones de la molecula de IL-2 y
cooperan para formar el receptor de alta afinidad (25).

La expresion del RIL-2 también puede ser activado por la
accion de mitégenos. Ademas del receptor de IL-2 asociado a la
membrana, este existe en una forma soluble y su liberacién
parece ser una consecuencia de la activacioén de varios tipos
celulares, especialmente de las células T (26). La activacién
via receptor de células T, eé asociado a un incremento en el
calcio intracelular, a través ee la activacién del ciclo del
fosfoinositol, resultando entre otras cosas en la translocacién
de la protelna-cinasa C (PCC) del citosol a la membrana.

La unién del TCR a su ligando lleva a la activacién de la
fosfolipasa C que cataliza la hidrélieis de fosfatidil inositol
4,5 bifosfato (PIP,) para generar diacilglicerol (DG) y 1,4,5

2+ almacenado.

trifosfato (IP3). El 1P, causa liberacién de Ca
El aumento del ca? intracelular repultante modula muchas
funciones celulares incluso la actividad de la proteina cinasa
C (27). Entre estas funciones se incluyen la la trascripcién
de genes que controlan la progresién de GO-G1 a la fase S del
ciclo celular, receptores de IL-2 en la membrana, transferrina
e insulina (28).

La activacién de las ceélulas B con antigenos timo

dependientes, requiere del procesamiento antigénico por APCs,
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las que presentan loe epltopes a las células Th o células B.
Las ceélulas Th reconocen los epitopes, 1lo que genera la
estimulacién de las clonas de las células B, que se diferencian
a celulas formadoras de anticuerpos. En este proceso dos
senales 8son importantes: 1) la interaccién del antigeno con el
receptor de inmunoglobulinas de las células B y 2) factores
provenientes de 1las ceélulas Th, que participan en el
crecimieﬁto y diferenciacién de las ceélulas B, estos factores
ge han dividido en: Factores para la activacién de las
células B en reposo (IL-1l, IL-4,IL-5); factores de crecimiento
de las ceélulas B activadas (IL-2,IL-4,IL-5) y factores de
diferenciacién final de las ceélulas B activadas en ceélulas
secretoras de inmunoglobulinas (IL-2,IL-5,IL-6) (29).

Las celulas T citotoxicas (CTL), participan en la
eliminacién de celulas infectadas con virus, la mayorla
presentan el fenotipo CDB+ y reconocen antligenos en asociacién
con moléculas clase I del MHC. En el caso de (CTL), que
reconocen antigenos junto con moléculas clase I y clase II del
MHC, presentan diferencias, en los requerimientos de
presentacién de antigenos, para la sensibilizacién de celulas
blanco y en el reconocimiento de las CTL restringidas por
moléculas clase 1 reconocen formas nativas del antigeno, a
diferencia de CTL restringidas por moléculas clase II, que
presentan un mecanismo distinto pues reconocen epitopes de
antigenos procesados (30).

Generalmente, el receptor de células T puede reconocer

antigenos y determinantes polimérficos del MHC, sin embargo las
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moléculas CDB y CD4, han, sido implicadas en el reconocimiento
de epitopee, en células blanco o células accesorias (31). La
molécula CDB es un polipeéptido de 32-34 Kd, que existe como un
homodimero, en celulas T periféricas y como heterodimero, en
timocitos inmaduros, representado por un complejo formado por
CD8 y CD1, que permanecen unidas por interacciones semejantes a
los puentes disulfuro (32). El antigeno CDl, representa una
familia de proteinas que tienen homologia con antigenos clase I
del MHC 32- microglobulina. A su vez la molécula CD8,
presenta afinidad, a través de uniones semejantes a puentes
disulfuro, a las cadenas pesadas de las moléculas clase 1 de el
MHC, en todos los estados de diferenciacién de las celulas T;
este proceso es importante en el reconocimiento, activacién y
regulacién de las células cpst (33).

Algunos otros receptores pueden participar en la unién de
lae células citotéxicas con las ceélulas blanco, como eventos
que median la citotéxicidad, como son la molécula CD2 (LFA-2)
ademAs del receptor CD16 (FcY RIII), que 8Be unen a sus
respectivos ligandos en la celula blanco (34).

Existe evidencia de que los anticuerpos anti-idiotipicos
son producidos durante la respuesta inmune natural, aquellocs
anticuerpos contra el idiotipo de las ceélulas B pueden
interactuar con el receptor de las células T y especificamente
activar o inhibir las funciones de las células T, su efecto es
mediado por células Ts o células Th maAs que por la accidén de
blaa células B; ademas las clonas idiotipicas de las celulas T
han sido aisladas y pueden ser estimuladas por anti-iditipos

para que proliferen y 1liberen IL-2 "in wvitro" (35). Las
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iﬁteracciones idiotipicas pueden modular la respuesta inmune y
ser importantes en la fase inicial de la respuesta inmune en la
cudl hay contacto y reconocimiento del antigeno.

Las ceélulas T supresoras (Ts), juegan un papel esencial
en el control contra antigenos extranos y la induccién de
tolerancia a antigenos propios, sin embargo el mecanismo por el
cudl las celulas Ts son activadae es poco claro, la naturaleza
de la interaccién ligando-receptor que media la activacién de
las ceélulas Ts aun no se conoce (36). Sin embargo, un seistema
supresor en ratones postula una interaccién directa entre
células Ts y antigenos, de manera andloga a lo que se ha
descrito para las celulas B. Recientemente se ha descrito en
humanos un tipo de celulas Ts las cuales son activadas por una
interaccién directa con el receptor del antigeno, que es
inducido con el antigeno primario (37).

También se ha observado que la IL-2 producida en cultivos
de celulas cpat es capaz de propagar clonas cps* (Te), las
cuales inhiben al receptor especifico para antigenos, y que son
restringidos por moléculas clase I del MHC; el mecanismo de
supresién no se ha definido, pero su efecto inhibitorio es por
un mecanismo no citolitico (38). Se ha mostrado que la
activacién inducida por mitogenos, de las lineas celulas
Th/inductora (Leu-3+,0KT4+), estimulan celulas nuevas con
actividad citotoéxica (Leu-2+,OKT8+) a proliferar y que son
capaces de inhibir la reepuesta de células T a una gran
variedad de estimulos, el mecanismo de activacién no se ha

explicado, pero se cree que la interaccion ceélula T-T parece
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ser importante (39).

Loe factores antigeno-especificos y aquellos no-
especificos presentan diferentes mecanismos de accién y de
limitaciones; en el caso de factores no-especificos como las
linfocinas, estas pueden interaccionar con las células que
portan su correspondiente receptor, y ademas no seleccionan sue
celulas blanco con base en eu especificidad antigenica; en
cambio los factores antigeno- especificos presentan una
actividad bioldgica dependiente de una interaccién especifica
con un determinante antigénico particular y pueden mostrar
también especificidad de clase, sin embargo Bu produccién es
limitada en comparacién con las linfocinas; la participacién de
ambos factoree favorece una interaccién integral entre
diferentes celulas de la respuesta inmune. Algunas veces los
factores supresores antigeno especifico, pueden actuar
directamente en clonas de células T o B a través de su receptor
especifico o por medio de celulas presentadoras de antigeno,
(40). Los factores antlgeno-especificos de células Th y
factores supresores, presentan similitud en su estructura,
pesos moleculares, uniones disulfuro y en 8u mecanismo de
accioén.

Las ;elulas NK reconocen e interactuan con diversas
celulas normales, en las que se incluyen las pre-timicas,
células de medula o6sea y ceélulas linfoblAsticas B. Se ha
sugerido una importante funcién inmunorreguladora para las
células NK en la diferenciacién y posiblemente eg el proceso
proliferativo, no sélo de celulas linfoides, sino de otras

células hematopoyéticas progenitoras (41). Exiete una relacién
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entre las células NK y la regulacién de las células B, se ha
obpervado que las celulas NK se localizan en el compartimento
germinal de las células B de los nddulos linfaticos, y pueden
lizar ciertas poblaciones de células B (B-LCL) al ser activadas
con mitégenos y LPS. Ademds, inhiben la produccién de
anticuerpos en poblaciones de celulas B estimuladas in vivo;
esta capacidad inhibitoria ha eido demostrada en poblaciones de
células NK efectoras, heterogeneas, purificadas y clonadas
{42).

La sensibilidad de la citolisis de las células B puede
ser dependiente del estado de diferenciacién, el fenotipo
susceptible a las celulas NK se presenta en el dltimo estadio
de desarrollo de las ceélulas B y constituyen el 10% del total
de células B perifeéricas (43).

Se ha aislado de la orina de mujeres embarazadas una
poteina de 85 Kda denominada "Uromodulina", que suprime la
proliferacién antigeno especifica "in vitro” en concentraciones
menores de 30 pm, pero no afecta la proliferacién de ceélulas B,
que fuerédn estimuladas con PWM; también inhibe la citotéxidad
de monocitos. Su mecanismo de accién es interferir con la
interaccién inicial entre IL-1 y su receptor (RIL-1). Se
seugiere que el origen de la "Uromodulina” esea el macréfago y
su papel principal sea el de una molécula inmunorreguladora
(44,45).

Se ha reportado que un neuripéptido de 11 a.a. denominado
sustancia P (SP), es sintetizado por el macrofago e induce

desgranulacién de celulas cebadas, promueve la quimiotaxis de
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héﬁtréfiloe, y liberacién de enzimas de PMN, aumenta la
fagocitosis de macréfagos y de PMN, estimula la proliferacién
de células. T (46).

El factor de crecimiento de transformacién (TGF) posee
la propiedad de incrementar o inhibir la respuesta inmune,
dependiendo del tipo de celulas y la presencia de otros
factores de crecimiento. Las células T activadas en cultivo,
secretan TGF- B y expresan receptores para TGF- 8, que luego
regulan la activacien de las celulas T. El TGF-8 exégeno inhibe
la proliferacién de celulas T, depediente de IL-2, RIL-2 y de
transferrina (TfR) en las celulas T activadas con mitégenos.
Se ha descrito que las células B tienen receptores para TGF- y
que las ceélulas B activadas incrementan sustancialmente, el
ntmero de receptores TFG- By que secreta cierta cantidad de
este factor (47).

ASPECTOS INMUNOLOGICOS EN NINOS CON DPC.
A) Respuesta Inmune Humoral.

La caracterizacién de esta inmunidad se realiza a traves
de la cuantificacién de linfocitos B en sangre periférica, la
determinacién cuantitativa de inmunoglobulinas séricas totales,
la jdentificacién y cuantificacién de anticuerpos especificos
asi como de inmunoglobulinas de secrecién externa.

En algunos estudios clinicos en pacientes desnutridos, se
ha encontrado aumentada la poblacién de linfocitos B
circulantes, considerando este fenémeno secundario a las

infecciones repetidas.

Inmunoglobulinas Séricas.
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Las inmunoglobulinas (lg),son glicoproteinas presentes en
el suero y otras secreciones, estadn constituidas por cinco
clases denominadas IgM, IgG, IgA, IgE, e IgD, difieren una de
otra por su tamano, carga, composicién de aminoAcidos,
antigenicidad y contenido de carbohidratos. Cada molécula de
IgG, IgD, IgE eon bifuncional, la regién Fab, tiene el Bitio de
unién a el antigeno en tanto que la regién Fc interactwda con
receptores de ceélulas y actua como molécula efectora en el
proceso fagocitico y en la activacién del sistema del
complemento.

Algunos autores han descrito gque 1los ninos con
desnutricioén proteicocalérica (DPC), tienen concentraciones
normales o aumentadas de inmunoglobulinas seéricas (48,49).
Otros reportan una elevada proporcién de los nimos desnutridos
presentan en circulacién niveles normales o elevados de IgA,
IgM e 1gG (50). La hipergammaglobulinemia que se presenta
en algunos pacientes con DPC se ha interpretado como resultado
de la exposicién del eistema inmunolégico a diversos agentes
infecciosos localizados en la piel, el sistema digestivo y el
respiratorio (51).

Sin embargo, también se ha observado en pacientes con
DPC; con y 8in infeccién concomitante, una dieminucién de la
concentracién sérica de IgG, IgA e IgM (52); esto puede
reflejar una siAtesis reducida, perdida gastrointestinal de
proteinas o ambas cosas. La elevada concentracién sérica de IgE
puede ser secundaria a una infeccién por parasitos, que con
frecuencia se presentan en estos pacientes (53).

Si la desnutricién ocurre durante la etapa de gestacién o
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en la lactancia, los niveles de inmunoglobulinas en el suero
pueden ser bajos y loe ninos requieren un periodo de proteccién
hasta que se desarollan concentraciones normales de
inmunoglobulinas en el suero (54). También necesita de
nutricién suplementaria, para restaurar la produccién de
anticuerpos especialmente antes de ser sometidos al programa de

vacunacién (55).

Sintesis de Anticuerpos Especificos.

Los datos disponibles acerca de la sintesis de
anticuerpos para los antigenos del virus de la fiebre amarilla,
influenza, vacuna tifoidica y toxoide difteérico en ninos
desnutridos, son controvertidos. Si bién predomina el concepto
de que la produccién es anormalmente baja (56), otros reportan
que la eintesis de anticuerpos es adecuada para los antigenocs
del virus del sarampioén, la poliomilitis y el toxoide tetanico
{57). La interpretacién de estos datos es adn dificil por
carecer de controles criticos, tales como la désis del
antigeno, la via de adminietracién, la gravedad de la
desnutricioén, la indole de los tratamientos instituldos, el
estado de la funcién hepaAtica, y eobre todo las infecciones
asociadas, que por el mismas son capaces de inhibir la sintesis
de anticuerpos (58). Es posible que un mecanismo que contribuya
a la disminucién de la respuesta a ciertos antigenos sea la
reduccién en la afinidad de los anticuerpos, por fallas del
procesamiento de antigenos por el macréfago. Eeta disminucién
en la afinidad de anticuerpos en DPC puede estar relacionada

con diferentes factores, en loe que se incluyen: una inadecuada
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disponibilidad de aminoacidos esenciales, para la sintesis de
moléculas de anticuerpos en la regién variable, o a una
disfuncién de las subpoblaciones responsables de la regulacién
de la sintesis y ensamble del sitio de combinacién de 1las

moléculas de inmunoglobulinas (59).

Inmunoglobulinas de Secrecioén Exterpa.

Se ha descrito escasa sintesis de IgA secretora
especifica contra los virus de la poliomilitis y el sarampién,
en las secreciones s;livales y nasofaringeas de ninos
deenutridos (60,61). Al ser insuficiente la produccion local de
Igh, se facilita la colonizacién de la mucuosa por gérmenes
patégenocs y se explica la elevada incidencia de septicemia en
pacientes desnutridos, asl como, el aumento de la frecuencia de
anticuerpos séricos contra ciertos alimentos, debido en parte a
la degradacién defectuosa de estos, propiciando su
participacién como antigenos (62). La depresién de la
inmunidad en la mucuosa digestiva, ademAs de la atrofia de la
mucosa intestinal, la reduccién de la actividad enzimAtica y
el deterioro del eistema retlculo endotelial, contribuyen a
incrementar la susceptibilidad del hospedero a infecciones por
gérmenes gram-negativos (63). A esBte respecto, s8e ha
encontrado, en nimos con DPC, un estado de endotoxemia que se
relaciona con trastornos de la permeabilidad gastrointestinal,
gravedad de las infecciones y menor eficiencia de la inmunidad
inducida por vacunas por via oral (64).

El mécanismo de la respuesta inmune eecretora puede

involucrar la disminucién de la sintesis de un constituyente
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esencial de la moleécula de IgA como por ejemplo el componenté
secretor, o una alteracién de la .poblnciOn celular inmune de
tejido linfoide asociada a intestino y la dieminucién de las

células formadoras de anticuerpos IgA en la mucosa (65).

B) El Sistema de]l Complemento.

El sistema del complemento es una serie de componentes
enzimdticos que constituye uno de los principales mecanismos
efectores del proceso inflamatorio. Su activacién provoca la
lisis de la celula blanco, y genera la particién proteolitica
de pequenos fragmentos, los cuales se difunden rApidamente en
el medio circundante. Las ceélulas PMN y macréfagos tienen
receptores especificos para algunos de estos fragmentos que
intervienen en la quimiotaxis, opsonizacién y la activacion de
células. En el humano, en algunos casos, se ha asociado con la
deficiencia de ciertos componentes del sistema del complemento,
el incremento en la susceptibilidad a las infecciones
bacterianas.

En ciertos ninos desnutridos se ha observado reduccién en
la concentracién sanguinea de alqunos componentes del sistema
del complemento, particularmente de C3; asi mismo disminucioén
de la capacidad de opsonizar de C3 y C4 (66,67). Existe una
buena correlacioén entre la éravedad de la deficiencia
nutricional, valorada con base en las caracteristicas clinicas
y los valores séricos de C3 y C9 ademds de la concentracioén de
otros componentes séricos como albumina, colinesterasa y
transferrina (68).

Los niveles de los inactivadores del Clq, C4 y C5, estan
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usualmente, dentro del limite normal. Observaciones recientes,
sdgieren una disminucién en la actividad de la via alterna de
del complemento, y en particular de la concentracion del factor
B (69). Los componentes del complemento, en nimos con
Kwashiorkor, se encuentran mas disminuidos que en el Marasmo
nutricional. En la etapa de recuperacién nutricional, se ha
sugerido, que los componentes del comp&emento son mas sensibles
a la magnitud del aporte de proteinas que a la ingestién
calérica. Diversos mecanismos intervienen en los cambios del
sistema del complemento en la DPC, tanto la disminucién de la
sintesis protéica en higado, como un catabélismo acelerado,
desempenan un papel importante (70). La depresién de los
componentes del complemento, en nimog con DPC, se asocia a una
baja actividad hemolitica, posiblemente a causa de sustancias
con actividad anticomplemento. A este respecto, es bien
conocido que sustancias como la inulina, ciertos polisacAridos,
endotoxinas y complejos inmunes pueden activar al sistema del
complemento. Aproximadamente el 50 % de nimos con DPC poseern
endotoxinas circulantes, que desaparecen en la etapa de
recuperacién; parece ser que la escasa actividad del
complemento, en ninos desnutridos, no e¢lo se halla relacionada
con la disminucién de nutrimentos disponibles, sino también con
el incremento el consumo del seistema del complemento por las

infecciones (71).

C) Funciones de Leucocitos Polimorfonucleares y Monocitos.
La funcién de los leucocitos polimorfonucleares (PMN) y

de los monocitos son importantes para la resistencia del
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hospedero contra las infecciones causadas por bacterias y otros
pardsitos, ademds participan en la inflamacién aguda y en la
patogenia de padecimientos mediados por complejos inmune.

El papel principal de los PMN y monocitos contra las
infecciones es la eliminacién del agente infeccioso a través de
la fagocitosis, proceso que se presenta con frecuencia asociado
a la quimiotaxis, que es la atraccién de las celulas
fagociticas al sitic: de inflamacién, como respuesta a
fragmentos derivados de la activacién del complemento,
linfocinas y factores quimiotdcticos diversos liberados por las
bacterias (72). Después se lleva a cabo la wunién y
reconocimiento de ligandos (en el caso de pardsitos componentes
mas externos de superficie) por los receptores
correspondientes. Posteriormente, la ingestion se realiza
cuando la membrana citoplasmatica rodea el parasito con la
formacién de una vacuola (fagosoma) en el citoplasma ceélular.
La muerte de los parAsitoes se inicia con la fusién de los
granulos lisosomales al fagosoma, formandose un fagolisosoma,
en donde se libera el contenido enzimatico de los lisosomas
provocando la muerte y digestién de los parasitos por dos
mecaniemos bien definidos uno dependiente y el otro
independiente del oxigeno (73). Al investigar la funcién
quimiotdctica mediante la ventana de Rebuk, en pacientes con
Kwashiorkor,, se encontré que el némero total de 1leucocitos
movilizados hacia la lesién cuténea era normal y se observd una
migracién de macréfagos retardada y disminuida, en tanto que la

de PMN esta4 aumentada (74). Por otro lado se observé en los
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az;o;x"ae;ﬁgéridoé ser eﬂcuentr;n ﬁormale;,r la aé;ividad
quimiotdctica"in vitro" de los PMN, 1la fagocitosis de
particulas de latex, la reduccién de nitroazul de tetrazolio
por monocitos y la capacidad opsénica del suero. Sin embargo,
la reduccién de nitroazul de tetrazolio por los PMN presento
disminucién (75).

Los leucocitos PMN de ninos con DPC, tienen defectos en

la destruccioén intracelular de S. aureus, E. coli y C.
albicans (76). Los modelos experimentales en animales, con
carencia calérica y deficiencia proteica, muestran una

reduccién de la capacidad bactericida de los fagocitos (77).
Las principales vias metabdlicae, asociadas a la funcién
fagocitica de las celulas PMN, son la glucélisis y la via del
hexosamonofosato para la produccién de acido lactico, NADPH y
los radicales reactivos de oxigeno (78). Los leucocitos de los
ninos con desnutricién avanzada, presentan una baja produccién
de lactato y actividad glicolitica reducida, con disminucién de
la piruvato cinasa (79). La hexocinasa, fructocinasa,
piruvatocinasa, mieloperoxidasa y NADPH oxidasa, 8on normales
en los leucocitos de pacientes desnutridos, en cambio, se han
encontrado aumento de las actividades de las deshidrogenasas
fumarica, isocitrica, mAlica y de las transaminasas (80).

La destruccién intracelular en los leucocitos PMN, se
puede estudiar por la activacion de la via hexosamonofosfato,
debido al aumento del consumo de oxigeno, la produccién de
quimiciuminicensia por radicales superéxidos, por la formacién
del peroxido de hidrdégeno, y la halogenacién de proteinas

bacterianas la cual se mide "in vitro" por la incorporacién de
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131i a las ceélulas después de la fagocitosis (76). Como pruebas
adicionales de destruccién intracelular se puede estudiar 1la
degranulacion de tiroxina y triyodotironina en los leucocitos
PMN. En pacientes con Kwashiorkor prevalece la disminucién de
la funcién intracelular, la disminucién de la yodinacién y el
aumento de la actividad metabélica de los leucocitos PMN. Sin
embargo, otros investigadores han mencionado, que el defecto
selectivo de 1la destruccién intracelular en pacientes

desnutridos, no parece ser importante para el mecanismo de la

resistencia a las infecciones (75).

D) La Respuesta Inmune Mediada por Células,

La maduracién y diferenciacién de los linfocitos T es
estimulada por varios factores timicos como: timopoyetina,
ubiquinina, factor timico serico, timosina y el factor timico
humoral, (81,82), Se ha informado de un incremento en la
desoxinucleotidil-transferasa (TdT) en leucocitos de loa ninos
con DPC, esta enzima se localiza en las células que se
encuentran en el timo, en la meédula ésea y en las ceélulas
linfoides de sangre periférica, y participa en la
diferenciacién funcional de estas células, en la generacién de
la diversidad del eitio de combinacién de los anticuerpos y en
la memoria inmunolégica. El incremento de TdT en DPC sugiere
una diferenciacién incompleta de las células pre-timicas (83).

La respuesta inmnune mediada por celulas en nimos con DPC
estd profundamente alterada, y una de las evidencias ees la
observacién de la atrofia timica con una disminucién del peso

de timo (84).
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En }ei':timo: h$y1 éiaminucioh de linfocitos pequenos y
degeneracion dé lﬁs’corpasculoe de Hassal (85); estas
méaificaciones son similares en los nédulos linfAticos
perifeéricos, las amigdalas, y el bazo de ninos con DPC.

La variacion numerica de las diferentes poblaciones
célulares, en sangre periférica, ha sido considerada como un
indicador del grado de deterioro de la respuesta inmune en
ninos con DPC; estos ninos presentan un ntmero de linfocitos

totales menor 2500/mm3

(86). El porcentaje de celulas que
forman rosetas con eritrocitos de carnerc mediade por la
molécula CD2, como indicador del numero de linfocitoes T, se
encuentra disminuido en DPC (87); ademds el nuémero de celulas
que no poseen marcadoree de ceélulas B ni T (ceélulas nulas ),
se encuentra significativamente incrementado, este aumento
puede estar directamente relacionado con el defecto en la
produccién de las hormonas timicas (88).

En nimos con DPC el porcentaje de ceélulas capaces de
formar rosetas puede ser incrementado " in vitro" amadiendo
factores bioldgicos derivados del timo (89). Esto sugiere que
loe productos biolégicos obtenidos del timo, pueden ser
empleados en el tratamiento de los nimos con DPC, para mejorar
parcialmente la inmunidad mediada por celulas (90).

Los pardmetros funcionales de la inmunidad mediada por
células han eido estudiados en individuos con DPC y la prueba
"in vitro" mAs ampliamente empleada ha sido la transformacién
linfoblastica en respuesta a los estimuloe con mitégenoce, en la

cudl, Bse activa a los linfocitos en forma no especifica para
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'qﬁe proliferen. La respuesta a Con A"y PHA que activan a los
linfocitos T esta disminuida; pero la administracién de un
suplemento nutricional eleva la respuesta a los mitégenos
(91).

El suero obtenido de ninos desnutridos contiene factores
capaces de inhibir 1la respuesta inmunolégica, como la
trasformacién linfoblAstica in vitro, estos factores pueden ser
responsables de la disminucien de la formacién de rosetas de
las celulas T en los pacientes con DPC (92). También es posible
que, en estos casos, la sintesis prolongada o anormal de
proteinas de tipo embrionarios como la ® -fetoproteina, tenga
un efecto inmunosupresor y acentue en la depresién de la
inmunidad celular (93). La proteina € reactiva produce un
fenomeno parecido.

La produccién y actividad del factor inhibidor de 1la
migracién de macréfagos (MIF), muestran una variacién de este
factor, ya que algunos autores reportan su disminucién en ninos
con DPC (94) y otros senmalan niveles normales (95). lLa
produccién de interferén en respuesta al virus del sarampioén no
se modifico en ntos con DPC (96).

La forma mAs simple y dtil de medir la inmunidad mediada
por ceélulas " in vivo", es a traves de la respuesta de
hipersensibilidad tardia a varios antigenos. La reaccién con
tuberculina, en ninos con DPC, sBe encuentra disminuida. Una
decremento sustancial de la hipersensibilidad tardia a diveresos
antigenos utilizados en 1la practica como indicadores casi
universales de la inmunidad mediada por celulas ocurre en los

ninos con DPC. Entre estos antigenos los mAs comunes son, la
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varidasa, la candidina, la tricofitina, la PHA y el virus de la

parotiditie (97).

ANTECEDENTES DIRECTOS AL PROBLEMA PLANTEADO.

Los anticuerpos y varios tipos de células efectoras
especificas y sus productos son potentes inmunorreguladores.
La regulacién de los anticuerpos por un mécanismo de
retroalimentacién depende no se6lo de la capacidad del
anticuerpo de unirse al antigeno y competir con el receptor
para eéste presente en las celulas B, 8ino que tambien
intervienen funciones asociadas con la porcién Fc de los
antlcuerpos. El fenémeno de supresién puede involucrar la
eliminacion del antigeno estimulador, la inactivacién de las
celulas por complejos antlgeno-anticuerpo, y en ocasiones, las
moléculas de anticuerpos inhiben la diferenciacién de las
células B por reaccioén cruzada con el receptor para el antigeno
de las ceélulas que portan receptor Fc {98).

Los receptores Fc participan en la interaccién de las,
inmunoglobulinas con las celulas efectoras fagociticas, con
linfocitos que secretan inmunoglobulinas, y celulas NK; en
donde 1los receptores FcY confieren un elemento de
reconocimiento especifico mediado por IgG (99).

Los leucocitos humanos tienen tres diferentes receptores
para IgG; el RFc yI que se encuentra en monocitos y macréfagos
Y une IgG monomérica con una alta afinidad, el orden de
unién en el humano es IgGl> IgG3> 1IgG4>> IgG2. Un segundo tipo
de receptor es el RFcY II, que es un receptor de baja afinidad

y 8e encuentra distribuido en una amplia variedad de ceélulas,
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en las que ee incluyen monocitos, plaquét:aa, neutréfilos vy
posiblemente células B. E1 RFcY III ha sido designado CD1S§,
también es de baja afinidad y se encuentra presente en
neutréfilos,macréfago, linfocitos T activados, ademAs en
células NK, donde participa en su citotéxicidad (100).

La respuesta de anticuerpos para antigence timo
dependientes puede ser euprimida, por una reduccién en el
nimero de células T, en donde la respuesta a un antigeno p'uede
ser inhibida por agentes que bloguean las semales del Fc (101).
Por lo que la inmunidad humoral y celular, pueden ser
suprimidas por retroalimentacién con sus respectivos productos
por reaccién cruzada; de tal forma que los anticuerpos pueden
regular la respuesta de las celulas T y las celulas efectoras
pueden regular la actividad de las células B (102).

El ndmero de receptores Fc sBe encuentra incrementado, en
las células mononucleares de raton deficientes en Zinc por lo
que se ha sugerido que el defecto en la respuesta inmune en
estos animales se debe en parte, a una alteracién en la funcién
de las ceélula T cooperadoras (103). Una cambio en la densidad
de la poblacién de los linfocitos, que puede modificar las
interacciones celulares, pero su significado biolégico no se ha
elucidado completamente (104). Sin embargo, planteamos tambieén
el cambio de las poblaciones celulares Fc ‘Y+ o Fc Yy~ repercuta
de algun modo en nuestro modelo de estudio, problema que
constituye el interes de nuestras futuras investigaciones.

Por la importancia biolégica que tienen los receptores

Fc, que permiten diferentes interacciones entre las ceélulas
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“"efectoras fagoclticas (monocitos, macréfagos y PMN), ceélulas
secretoras de anticuerpos Y ceélulas NK; ya que estos
receptores actdan como un elemento de reconocimiento y de
modulacién de la respuesta inmune en condiciones normales
(105); las alteraciones en el ndmero de ellos en los nimos con
DPC puede ser relevante en los cambios inmunologicos que se
presentan en este padecimiento.

Por lo anterior nos interesé cuantificar las celulas
mononucleares con receptor FcYy el efecto que se obtiene,
variando la densidad de 1la poblacién de las celulas
mononucleares con RFe Y * y RFc Y~ sobre la reactividad
linfoblastica en las celulas de nimos con DPC comparada con
ninos sanos. Hipétesis el ndmero de ceélulas mononucleares
con receptores Fc Y* se encuentran incrementados en nimos con

DPC respecto a los nimos sanos.
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DEFECTOS INMUNOLOGICOS EN DPC

NORMAL DPC REFERENCIA
Peso del Timo (%) 96 30 (85)
Atrofia crénica (%) 7 85 (84)
Leucocitos totales/mm 7650-1098 8250-1124 (86)
Linfocitos absolutos/mm 3243-415 2726-686 (86)
Linfocitos T
Rosetas E (%) 60.8-1.4 20,9-3.1 (87)
Linfocitos B
Rosetas ERC (%) 18.3-1.1 . :16.0-0.9 (54)
Células NK (%) 9.0-1.1 50,6-3,1: - (88)
Prueba de NBT R ETR
Monocitos (%) 56-16" .. 1.716=9 (75)
Hipersensibilidad
cuténea
PHA 5,3-0.9 8.4-1.3 (97)
Monilia 4.6-1.3 7.9-1.5 (97)
Inmunoglobulinae
IgG (mg/100 ml) 977-136 1201-465 {50)
IgA (mg/100 ml) 83-40 203-98 {50)
IgM (mg/100 ml) 64-30 126-118 (50)
Tabla 1.- Esta tabla muestra algunos de los defectos

inmunol6gicos que se presentan en los nifios con DPC
comparados con los valores de los nifios sanos.
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IIX.~- OBJETIVOS.

Cuantificar el ndmero de células mononucleares con

* de ninos con desnutricién

receptores Fc 1
proteicocalérica (DPC) y en nimos sanos, por medio del

ensayo de roeetas in vitro.

Cuantificar la reactividad linfoblastica a PHR de las

células mononucleares de ninos con DPC y en nimos sanos.

Investigar la modificacién de la reactividad
linfoblastica a PHA con diferentes densidades de
poblaciéon de ceélulas mononucleares con receptor RFcY to
Fc Y  obtenidas de sangre periférica de pacientes

desnutridos y sanos.
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IV.~ MATERIAL Y METODOS.

Material Biolégico:

a) Sangre de pollos adultos; proporcionada por Industrial de
Abastos; Azcapozalco, México.

bj Conejo Nueva Zelanda (NZB) macho, de 4 Kg de peso;
proporcionado y mantenido por el Bioterio General del Centro

Médico Nacional, IMSS.

Material Humano:
2.- Material Humano:

Se formarén dos grupoe de nimos, el grupo I constituido
por 5 ninos de 5 a 18 meses de edad, 3 de sexo masculino y 2 de
sexo femenino con desnutricién grado III tipo MarasmAtico, El
grupo II formado por 5 ninoe de sexo y edad similares al del

grupo 1, ein desnutricién y sin infeccién.

PREPARACION DE MEMBRANA DE ERITROCITO DE
POLLO PARA LA INMUNIZACION DE CONEJO (105}).

Se recolectarén 60 ml de sangre venosa de pollos
adultos, y se mezclaron con 60 ml de solucién de Alsever pH
7.2. Esta mezcla se centrifugé a 400 x g (R-5 Superapegd
Refrigerated Centrifuge, Sorvall), durante 15 min,
posteriomente se adiciono al paquete celular 250 ml de
amortiguador salino de fosfatos pH 7.2 con &cido Tanico ( 1:40
000). Se incubdé 15 min, se centrifugdé a 800 x g, durante 30
min, para la recuperacién de las mambranas celular. A las
membranas sedimentadas se les adicioné 20 ml de PBS pH 7.2 y se

homogenizé la mezcla. Luego se esterilizé en autoclave 30 min,
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a 10 librae de presién y 103° C. Posteriormente, ee cuantifice =~
el ndmero de membranas en un microscopio de contraste de fase,

se cuantificarén 38 400 X 106 membranas, en 10 ml de PBS.

PROTOCOLO DE INMUNIZACION PARARA LA OBTENCION DE ANTICUERPOS

CONTRA ERITROCITO DE POLLO (106)

La inmunizacién ee hizo en conejos adulto macho de Nueva
Zelanda, de 4 Kg de peso, administrandcle en cada inmunizacién,
de 108 a 10° membranas/ml.

Programa:

0.3 ml, subcutanea, el primer dla

0.4 ml, intramuscular, el tercer dia

0.4 ml, intramuscular, en la pata derecha el sexto dia
0.4 ml, intramuscular, en la pata izquierda el noveno dia
0.4 ml, intravenosa, el décimo segundo dia

0.5 ml, subcutéanea, el décimo quinto dia.

Siete dlas después de la dltima inmunizacién, se procedid
al sangradeo del conejo y separacién del seuero para la
titulacién de anticuerpos por las pruebas de Hemélisie y

Hemaglutinacién.

PRUEBA DE HEMOLISIS (107)
Los eritrocitos de pollo se lavaron tres veces con PBS pH
7.2 y se centrifugaron 15 min, a 400 x g luego, se ajustaron a
una concentracién de 2 8, A partir del suero inmune contra
eritrocito de pollo, se hicieron las diluciones en PBS hasta

una dilucién 1:2 560 . A todas las diluciones se les adiciond
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“0.1 ml de suero normal de Eo);éyo diluido ”1:30 crcrxrnc; Vfurve;ltrerrde
complemento, mas 0.1 ml de la suspensién de eritrocités de
pollo al 2 % ., Los tubos se incubaron 1 h, a 37 %, con
agitacién cada 10 min. Al finalizar este tiempo, se observé la

hemélisis,

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION (108).

Se lavaron los eritrocitos de pollo tres veces con PBS pH
7.2, centrifugando 15 min, a 400 x g, luego, se ajustaron a una
concentracion de 2 8. Posteriormente se hicieron las diluciones
del suero proveniente del conejo inmunizado con eritrocito de
pollo, hasta 1: 2 560 utilizando PBS pH 7.2 en un volumen final
de 0.2 ml. Luego, se adiciond, a cada uno de los tubos, 0.1 ml
de eritrocitos de pollo al 2 %; ee mezclaron los tubos
incubandolos 1 h, a 37 °C; después de la incubacién, se observd

el titulo de aglutinacién.

PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO DE GAMAGLOBULINAS (109).

Se tomé una alicuota de 15 ml del suero inmune contra
eritrocitos de pollo y se procesd como sigue: el suero se agité
constantemente a&icion&ndole, gota a gota, 7.08 ml de sulfato
de amonio saturado para finalmente quedar al 33 &, luego se
centrifugé a 550 x g durante 15 min para la recuperar el
precipitado; posteriormente, se realizé lavado del precipitado
con sulfato de amonio al 40 %, y se centrifugé a 550 x g,
durante 15 min. El precipitado se resuspendié y se didlizo
durante 24 h a 4 0C, con amortiguador 0.015 M de foafatos pH
8,0. Finalmente, el el material obtenido fue colocado en una

columna DEAE-celulosa.
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PREPARACION DE LA DEAE-CELULOSA (110).

A la DEAE-celulosa hidratada se andi¢ HCl 0.5 N durante
30 min. Posteriormente se lavoe la DEAE-celulosa con agua
desionizada hasta obtener un pH de 4.5. Eseguida se anadi® NaOH
0.5 N durante 30 min, para finalmente lavarla con agua
desionizada hasta lograr un pH de 7.0. La muestra del Buero se
aplicé a una columna empaquetada con DEAE-celulosa equilibrada
con amortiguador de de fosfatos de potasio 0.015 M pH 8.0 que
ge Wtilizo como solucién de corrimiento, para la elucién de
IgG. Las proteinas unidas a la columna se eluyerdn con solucién
salina de fosfatos 0.5 M pH 8.1. Las fracciones colectadas
fueron caracterizadas por espectrometria de absorcién. El pico

activo de IgG fueé dializado en agua destilada y se liofilizé.

CUANTIFICACION DE CELULAS MONONUCLERARES RFc Y* .
Se recolectaron 5 ml de sangre periférica de ninos con
DPC y Banos, conteniendo 0.2 ml de heparina 1 000 U/nl. Se
colocaron las muestras sanguineas en tubos coénicos de 15 ml de
policarbonato (International), en un gradiente Ficoll-Hypaque
(111) d=(1.076) y se centrifugd a 400 x g durante 40 min. Se
recuperd el paquete celular con una pipeta Pasteur, luego, se
lavaron las ceélulas tres veces con HanK’s pH 7, centrifugando
estas finalmente 400 x g, durante 15 min. Por dltimo se
cuantificé el numero de celulas, y se evalud su viabilidad al
tiempo 0 y en los diferentes tiempos de cultivo (24,48 y 72 h)
por la técnica de exclusién con azul de tripano (Sigma).

Se ajustaron laes celulas a una concentracién de 16x106
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Vcei/al.rSe tomaron 0.25 ﬁl Yy se colocaron en tres tubos (Falcon
12x75 mm), conteniendo cada uno de los tubos 20 ug de IgG
(flofilizada) contra eritrocito de pollo. Se incubaron durante
30 min. Posteriormente, se agregaron a los tubos 0.25 ml de
eritrocitos de pollo, al 0.05 % , y se incubaron 15 min a 37°
C. Se centrifugaron los tubos 2 min, a 110 x g y se incubaron
durante de 1 h a 4° C. Al término de este tiempo, se determind
el ndmero de ceélulas mononucleares formadoras de rosetas, que
poseen probablemente el receptor RFc Y * . se contaréen 100
células para obtener el porcentaje y al mismo tiempo se
determiné su cantidad en camara de Neubauer. Los resultados se
expresaron por el porciento o por el ndmero de células/mm 3. Se

considerd una celula mononuclear formadora de roseta, si tenian

adherida a su superficie 3 6 mas eritrocitos de pollo.

REACTIVIDAD LINFOBLASTICA A PHA (112).

Se recolectaron 5 ml de sangre periférica humana, de
nimos de los grupes con DPC y sanos, conteniendo 0.2 ml de
heparina 1000 U/ml, y se depositaron en tubos cénicos de 15 ml
de policarbonato (International). Se procesarén las muestras
sanguineas Bobre un gradiente Ficoll-Hypaque d=(1.076) y se
centrifugé a 400 x g durante 40 min. Se recuper® el paquete
celular con una pipeta Pasteur, realizando el lavado con medio
RPMI-1640 (Gibco), con 50 Ul/ml de penicilina (Lakeside) y 50
ug/ml de estreptomicina (Lakeside), a 400 x g, durante i5
min, en una centrifuga International CS. Luego se cuantificé
el ndmero de células y se determiné la viabilidad celular por

la teécnica de exclusién de azul de tripano (Sigma), en todos
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los casoe, la viabilidad celular fué mayor ¢ igual a 90 %.

El némero de células se ajustd a 1 x 10 5 cel/ml en medio
de cultivo RPMI-1640 (Gibco), con antibiético al 1 % y suero
fetal de ternera al 10 % (Wellcome). Se colocaron 2 ml de la
suspensioén en cada tubo (Falcon 12x75 mm})., Se empleéo,
fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris (PHA) en las siguientes
concentraciones: 50 ug/ml, 100 ug/ml y 200 ug/ml, se preparé un
control sin PHA, se prepararén por triplicado cada una de 1las
concentraciones del mitégeno.

Los tubos se incubaron en atmésfera hdmeda, con 5 % de
C02, a 37 °C, durante 48 h. Transcurrido este tiempo, se tomé
una alicuota y see cuantificé la viabilidad celular; en los
casos en que esta fueé mayor del 50%, Be continud el
experimento, agregando en cada uno de los tubos, 50 ul de
timidina tritiada (1 uCi/ml New, England Nuclear). Se
incubarén los tubos por 18 horas. Finalmente, se colectaron
manualmente las células, utilizando filtros de fibra de vidrio
{Whatman GF-C de 2.5 mm) y se precipito el DNA celular, con TCA
al 5 % y 70 % de metanol. Los filtros se depositardn en viales
de 2 ml con Liquid-Fluor Tolueno (New England) y se les
determiné la cantidad de timidina tritiada incorporada en un

contador 'de centelleo.

SEPARACION DE CELULAS MONONUCLERRES RFc ¥t PARA CULTIVO
DE CELULAS MONONUCLEARES RFc Y y RFcY .
A partir de la suspensién de celulas mononucleares, de
las muestras obtenidas de nimos con DPC y sanos se realizé la

metodologia de formacién de rosetas con eritrocitos de pollo;
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luego-las células mononucleares que formardn rosetas, y las que
no, e sometierén a centrifugacién en un gradiente Ficoll-
Hypaque (d=1.076) a 400 x g, durante 10 min. Después de la
centrifugacién se colocd, en diferentes tubos de policarbonato
(Internatinal), el paquete gque contenia 1las ceélulas
mononucleares formadoras de rosetas, posiblemente las celulas
mononucleares RFcC Y+, por otro lado se separaron las células
mononucleares RFcY ~ y que no formaron rosetas. Se lavarén las
células mononucleares con medio RPMI-1640 (Gibco), tres veces,
a 400 x g, durante 15 min. En el caso del pagquete conteniendo
las células monconucleares RFcYY +, antes del lavado celular, se
traté con cloruro de amonio al 0.81%, en una proporcién 1:1,
incubando 5 min, a 37 ° C, luego, Bse proeiguidé con 1la
cuantificacién celular y la viabilidad celular con azul de

tripano.

REACTIVIDAD LINFOBLASTICA A PHA EN CULTIVOS DE CELULAS
MONONUCLEARES RFc¢ Y+ QUE LLEVAN DIFERENTES PROPORCIONES DE
CELULAS MONONUCLEARES RFc Y™,

Las células mononucleares RFc Y" y RFc y~, de cuatro
muestras de ninos sanos, se colocarén en cocultivos en las
siguientes condiciones: se ajustaron las células mononucleares
REc Y* en las proporciones 1:1, 1:2, 1:4 y 1:9 respecto a las
celulas mononucleares RFc Y , con un numero final de ceélulas

en cada tubo de 2x106

cel/2 ml, en medio RPMI-1640 (Gibco),
suplementado con antibiético al 1 & y suero fetal de ternera al
10 & (Wellcome), mAs PHA (Difco) en 1las s8iguientes

concentraciones: 50 ug/ml, 100 ug/ml y 200 ug/ml; se siguieron
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las  deméde con&iciones de “cultivo,- senalgdgpx

poblaciones normales de células.

cpm de células mononucleares con PHA
Cel =

cpm de células mononucleares sin PHA
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SANGRE PERIFERICA DE NINOS

DPC Y SANOS

Separacion

Ficoll-Hypaque

CELULAS MONONUCLEARES

Incubacion
IgG contra Cultivo con PHA
E. pollo 50, 100 y 200 ug/ml
FORMACION DE REACTIVIDAD
ROSETAS LINFOBLASTICA
CUANTIFICACION DE INCORPORACION
CELULAS MONONUCLEARES RF¢ Y* DE H3TIHIDINA
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SANGRE PERIFERICA DE NINOS - s

DPC Y SANOS

Separacién

Ficoll-Hypaque

CELULAS MONONUCLEARES

Incubacién
IgG contra Cultivo con PHA
E. pollo 50, 100 y 200 ug/ml
FORMACION DE REACTIVIDAD
ROSETAS LINFOBLASTICA
CUANTIFICACION DE INCORPORACION

+ 3

CELULAS MONONUCLEARES RFc Y DE H TIMIDINA
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SANGRE PERIFERICA

HEPARINA

Separacion

Ficoll-Hipagque

CELULAS MONONUCLEARES

FORMACION DE ROSETAS

Gradiente

Ficoll~-Hypaque

CELULAS MONONUCLEARES CELULAS MONONUCLEARES

RFcy” RFCY

REACTIVIDAD LINFOBLASTICA

PROPORCION CELULAR

RFe Yt : RPcY

1:1, 1:2, 1:4 Y 1:9
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V .~ RESULTADOS.
DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-ERITROCITOS DE POLLO
PRUEBA DE HEMAGLUTINACION Y DE HEMOLISIS.

La hemaglutinacién que se obtubo con el suero de conejo
inmunizado con las membranas de eritrocitos de pollo, fue hasgta
una dilucién de 1: 640 y la hemolisie hasta una dilucién 1:
1280.

VIABILIPAD DE CELULAS MONONUCLEARES:

A partir de las muestras de los grupes I y 1II, sae
determind la viabilidad de las c¢élulas mononucleares en los
s{guientes tiempos de cultivo: cero, 24, 48 y 72 h. La
viabilidad en los diferentes tiempos fue de 98, 79.10, 75.2 y
65.7 % para los ninos ganos y para los nimos desnutridos loe
valores fueron los siguientes: 97, 77.15, 70.6 y 62.9 %
respectivamente. Esto se ilustra en la grafica 1.

DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS MONONUCLEARES PARA LA

ESTANDARIZACION DEL METODO DE FORMACION DE ROSETAS.

Se observéd una ligera elevacién en el némero de células
mononucleares con RFc Y*, capaces de formar rosetas entre las
relaciones de 16x106 Yy 32x106 cel/ml, con una media de 29% y
3B% respectivamente. Esta determinacion fue realizada para la
uniformizacién de la metodologia de formacion de rosetas con
eritrocitos de peollo, Aunque los resultados fueron muy
pimilares, se eligié la cifra de 16x106 cel/ml, debido a que
con la propocién mayor se formaban grumes que dificultaban la
lectura, ademas de que seria mayor el némero de celulas que se
requeriria para esta técnica. Estos datos se muestran en la

grafica 2.
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DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS MONONUCLEARES RFc Y +
EN LOS DOS GRUPOS ESTUDIADOS.

Cada determinacioén se hizo por triplicado, realizando la
lectura de las ceélulas monocnucleares, gque formarén rosetas, de
dos formas: 1) lectura en porcentaje, donde las medias
aritméticas fueron las siguientes: células mononucleares RFc v+
en ninos desnutridos 41 % y en ninos sanos 28 &; 2) lectura en
camara de Neubauer donde las medias aritméticas fueron: en
ninos desnutridos de 190 células mononucleares RFc Y * por mm3 Yy
en los ninos sanos de 103 celulas mononucleares RFc ¥ ¥ por
rnm3. Estos datos se muestran en las grdficas 3 y 4. Al comparar
los resultados de los ninos desnutridos respecto a los sanos,
se observaron diferencias significativas (p<0.005).

REACTIVIDAD LINFOBLASTICA A PHA DE LAS CELULAS DE SANGRE
PERIFERICA DE NINOS DESNUTRIDOS Y SANOS.

Se observé que la estimulacién a la PHA de las células
mononucleares de nimos sanos fue mayor a una concentracién de
100 ug/ml de PHA, con un coeficiciente de estimulacién de 2.4;
mientras que las celulas mononucleares de los ninos
desnutridos, la maxima estimulacién se observé con una
concentracién de 50 ug/ml de PHA, con un coeficiente de
estimulacién de 1.20; esto se muestra en la grafica 5. La
diferencia de los valores de ambos grupos, considerando las
respuestas a 100 ug/ml de PHA, significativa con un valor de

(p< 0.005).
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REACTIVIDAD LINFOBLASTICA A PHA EN CULTIVO DE CELULAS
MONONUCLEARES RFc Y+ QUE LLEVAN DIFERENTES PROPORCIONES DE
CELULAS MONONUCLERRES RFc Y ~.

Los datos de los coeficientes de estimulacidn
linfoblastica, de los cultivos de las células mononucleares, de
cuatro muestras de ninos sanos, sBe muestra en la grAfica 6. En
las que se puede observar que en la proporcion celulare 1:1 no
hubo estimulacién linfobldstica; mientras que en las
proporciones 1:2 el coeficiente de estimulacién fué de un valor
de 2.28, en 1:4 de un valor de 2.53, ambas con una
concentracién de PHA de 50 ug/ml., En la proporcién 1:9 la
maxima estimulacién se obtuvo con una concentracién de PHA de

100 ug/ml con un valor de 3.85.
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GRAFICA 1

" VIABILIDAD DE CELULAS MONONUCLEARES
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Grafica 1.- Se muestra los resultados obtenidos de las
determinaciones de la viabilidad celular a diferentes tiempos,
de celulas mononucleares de nimos desnutridos y sanos, por la

técnica de exclusién con el colorante azul de tripano.
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PARA LA FORMACION ‘DE ROSETAS
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GRAFICA 3

PORCIENTO DE CELULAS MONONUCLEARES RFed +
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Grafica 3.~ Se muestra la media aritmetica y la desviacién

estdndar de las determinaciones en porciento de las celulas

mononucleares RFc y* que formarén rosetas de los nimos

desnutridos y sanos.
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CELULAS MONONUCLEARES RFc &'+/mm
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GRAFICA 4

CELULAS MONONUCLEARES RFe § +/mm
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Grafica 4.- Se muestra la media aritmética y la desviacién

determinaciones, de las células mononucleares

RFcY* que formarén rosetas por mm® de los ninos desnutridos y

8anos .
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COEFICIENTE DE ESTIMULACION
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GRAFICA 5

REACTIVIDAD LINFOBLASTICA A FITOHEM‘AGLUTINIVNA
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Grafica 5.~ Se muestra la reactividad linfoblastica de las
células mononucleares de sangre periférica de los ninos

desnutridos y sanos a diferentes concentraciones de

fitohemaglutinina.
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COEFICIENTE DE ESTIMULACION

GRAFICA 6

REACTIVIDAD LINFOBLASTICA A PHA
DE CELULAS MONONUCLEARES RFc ¥ +
CON DIFERENTES PROPORCIONES DE CELULAS
MONONUCLEARES RFc ¥ -
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GrAdfica 6.~ Se muestra la reactividad linfoblastica a la
PHA de celulas mononucleares RFc Y% con diferentes densidades
de celulas mononucleares RFc Y ~ de cuatro muestras de ninos

8anos.
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VI.- DISCUSION.

Desde hace algunas décadas se ha observado que los ninos
desnutridos p;esentan infecciones con mas frecuencia que los
bien nutridos, siendo estas infecciones causadas principalmente
por microorganismos patogenos intracelulares, a diferencia de
las encontradas en los nimos con est;do nutricional adecuado
(2). Esto Be ha explicado por alteraciones predominantes en la
inmunidad celular. Estas alteraciones se manifiestan a traves
de la atrofia timica, 1la disminucién de la actividad de
hormonas timicas (5), la ausencia de hipersensibilidad tardla a
antigenos {ej: therculina, varidasa y a componenetes de
Candida albicans) (97) vy ‘1a disminucio'n del numero de
linfocitos T formadoras de ;osetas E mediadas por la molécula
€p2 (87). En- los nimos con DPC se ha encontrado, ademas
depresién de la respuesta linfoproliferativa a los mitégenos
como PHA, Con R y a antigenos como el PPD, también se ha
descrito una respuesta variable en la produccién y actividad
del MIF (96).

- La variacién en la respuesta proliferativa y en el ntmero
de cé%ulaa con marcador CD2, puede ser debido a que el numero
de estas celulas se encuentra disminuida en la DPC y a la
accién de factores que inhiben la respuesta inmune, como la 0 -
fetoproteina y la proteina C reactiva, las cuales, se han
reportado que se encuentran incrementadas en el suero de ninos
con DPC (93).

Por otra parte, Naeyer y cols (113) demostrostraron que el

periodo en que se instala la desnutricién es determinante sobre
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el dano a la respuesta inmune celular, y que esta etapa critica
para los ninmos, es la intrauterina y la de lactancia.
Considerando .las edades de nuestro grupo de estudio, que fueron
ninos entre 5 y 18 meses de edad, podemos, inferir que la
desnutricién de estos nimos se inici® en loe primeros seis
meses de vida, por lo cual, la disminucién de la inmunidad
celular persistié hasta el momento del estudio,

Nuestros resultados de respuesta proliferativa a PHA apoya
este planteamiento, ya que las células mononucleares de los
ninos con desnutricién de tercer grado Marasmaticos,
presentaron un coeficiente de estimulacion maximo de 1.20
comparados con los nimos sanos bien nutridos que tuvieron un
coeficiente de estimulacioén de 2.4 .

Los receptores para la porcion Fe de IgG (RFcY ),
presentan un papel central en la defensa inmune, participando,
enmtre muchos aspectos, en la estimulacién y liberacién de
mediadores de la inflamacién, en la citotoxicidad dependiente
de anticuerpos, y en la eliminacién de complejos inmunes por
las celulas fagociticas.

Debido a 1la importancia biolégica que‘ tienen 1los
receptores Fc , al estar actuando como elementos de modulacion
de la respuesta :Ln;nune, y con 1los antecedentes en modelos
experimentales de DPC en animales, en donde se describe que el
numero de células con receptores Fc se encuentra incremem:mjo
(103); nos parecié de importancia el estﬁdio de estos
receptores celulares, en ninos con DPC. Considerando que los

cambios inmunolégicos que se presentan en este padecimineto,
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pueden estar relacionados con la alteracién en ndmero de
células que portan estos receptores Fc. Al determinar el némero
de ceélulas mononucleares con RFc Y +, por la teécnica de la
formacion de'rosetas se observé un incremento significativo en
el némero de stas células en ninos con DPC, que fué de 41 %
comparados con los testigos que presentaron un porcentaje de
28, coincidiendo con lo que se habla descrito en los modelos
experimentales de DPC en ratones.

En humanos se ha determinado que existe una alteracién en
la densidad de las poblaciones de los linfocitos, en pacientes
con DPC (104), antecedente que quisimos corroborar en nuestro
estudio. Por lo qué después de la cuantificacion de las células
mononucleares RFcy y realiza;'su purificacién por un gradiente
de densidad de Ficoll-Hypaqﬁe, se cuantificarén las celulas y
se prosiguié a variar la densidad de poblacién celulares
realizando cocultivos estimulados con PHA variando de la
relacién de las células mononucleares RFS' ¥ y RFd T tanto en
pacientes con DPC como en testigos sanos. Sin embargo, debido a
problemas personales y de trabajo, no se pudo realizar este
éétudio en nimos desnutridos, por lo que no se alcanzo en su
totalidad el objetivo planteado némero tres. Se pretendia
realizar cocultivos de dos maneras, con poblaciones
enriquecidas de células mononucleares RFcY + y con poblaciones
de células mononucleares RFc Y ", con una previa separacion de
las ceélulas adherentes, variando, luego, las poblaciones
celulares de las relaciones RFc Y* : RFcY ™ y RFc Y* : RFcY ~
. con el objeto de verificar en que relaciones celulares se

podria observar un efecto supresor.
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Sin embargo, planteamos también que el cambio de las
pc:_blaciones celulares RFc ¥ + o RFe Y™, repercute de algun modo
en nuestro 'modelo \de estudio, problema que constituye el
interes de una futura investigacién,

En los ensayos de estandarizacion y manejo de los
controles para la técnica de variacién de la poblacién de
células mononucleares con RFc ¥ ¥ y RFCY ~ muestran que en la
densidad 1:1 no se observd respuesta proliferativa; al
incrementar la poblacién de celulas mononucleares RFcy a 1:2 y
1:4; se incrementé la respuesta proliferativa a PHA con valores
de 2.28 y 2.53 de ‘coeficientes de estimulacion respectivamente.
También se presentd variac.mn en la concentracién de PHA
necesaria para la maxima eséimulacion, en dénde se observéd que
estos valores se obtienen con una concentracién de PHA de 50
ug/ml, a diferencia de los cultivos con poblaciones normales en
donde la mAxima estimulacién se obtuvo con una concentracién de
PHA de 100 ug/ml.

En la proporcién 1:9 se incremento el valor de el
'cé)eficiente de estimulacién a 3.85 con una concentracién de PHA
de 190 ug/ml.

Es posible que la respuesta proliferativa de los cultivos
"in vitro" a mitégenos, dependa no e6lo, del némero de células
totales y la concentracién de mitégeno, sino también puede
depender de las proporciones célulares presentes en los
cu-ltivoa y la relacién que se guarde entre las diferentes
poblaciones ceélulas.

El hecho de que nuestros resultados sugieran una
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~alteracién --en -una “determinada pbbiaciohrwéeiﬁlktr éﬁer
repercutiera en la manifestacién de la respuesta celular aunado
a lo que se ha demostrado que los ninos con desnutricién
intrauteriné presentan una disminucién del factor timico
circulante comparados con los recién nacidos eutréficos (82).
También se ha déecrito que los linfocitos T de ninos con
desnutricién intrauterina recuperaban "in vitro" su capacidad
de formacién de rosetas E, cuando se les incub® con timosina
(114). Se podria plantear que 8i la desnutricién que se
adquiere en etapas posnatales, es posible restaurar "in vitro"
la funcién inmune celular, con administracién de timosina. Se
podria pensar en un poblable tratamiento de estos ninos con
factores estimuladores como iimosina, IL-2 entre otros, con el

objeto de restaurar la funcién inmune alterada.
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VII.- CONCLUSIONES.
I.- EL NUMERO DE CELULAS MONONUCLEARES RFc Y +
DETERMINADO POR EL METODO DE FORMACION DE ROSETAS DE NINOS
DESNUTRIDOS ES MAYOR RESPECTO A EL NUMERO DE CELULAS

MONONUCLEARES RFcY+ DE NINOS SANOS p<0.005.

II.- LAS CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA DE
NINOS CON DPC NO PRESENTARON REACTIVIDAD LINFOBLASTICA A PHA

RESPECTO A LOS NINOS SANOS.

III.- LA REACTIVIDAD LINFOBLASTICA A PHA DE CELULAS
MONONUCLEARES RFc Y+ DE SANGRE PERIFERICA DE NINOS SANOS ES
POSIBLE QUE SE MODIFIQUE SI SE VARIA LA DENSIDAD DE POBLACION

DE CELULAS MONONUCLEARES RFc 'Y+ Y RFCY -,
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