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I NTRODUCCION



OBJETIVOS

En este trabajo se pretende determinar el efecto de una

desnutrición temprana (durante la lactancia) en ratas wistar,

en la principal zona inductora del sistema inmune de mucosas

(placas de Peyer y ganglio mesentérico), y la posibilidad de

reversión de sus consecuencias luego de distintos tiempos de
renutrición con dieta stock

Para cumplir con este objetivo se hizo un estudio del

efecto de esta desnutrición sobre las distintas poblaciones

y subpoblaciones de células T y B de las placas de Peyer y

del ganglio mesentérico, en el momentode máximadesnutrición

y luego de distintos periodos de renutrición con dieta stock.

También se analizaron los niveles de IgA séricos e
intestinales.

Para evaluar las consecuencias funcionales se estudió la

respuesta de anticuerpos que estos animales pueden
desarrollar hacia la toxina colérica administrada oralmente

tanto a nivel sistémico comoa nivel de intestino, cuando la

toxina es administrada a distintos tiempos de comenzadala
renutrición.

Por último, siendo que esta desnutrición comienzadesde el

nacimiento se realizó una primera evaluación la influencia de
la leche materna sobre el sistema inmune de los animales

controles y desnutridos.



SISTEMA INHUNE DE TODAS LAS HUCOSAS

Las mucosasrepresentan la principal via de entrada de los

patógenos al organismo. Estos tejidos se extienden desde la

cavidad oral y los orificios nasales, por el tracto
respiratorio superior, el gastrointestinal y el
genitourinario los cuales poseen por lo menosuna superficie

dos veces mayores que la de la piel. Este simple hecho

determina que las mucosas y en particular el sistema inmune

a ellas asociado tenga que ser una barrera fundamental para

la entrada de patógenos y de sustancia extrañas al organismo.

Uno de las principales elementos que participan en esta

defensa son los anticuerpos IgA-secretorios, los cuales se

encuentran en gran cantidad en la superfice de las mucosas.

A través de experiencias con trasferencias de células de

placas de Peyer y de los tejidos linfoides asociados a los



3

bronquios se vió que el sistema inmune de las mucosas es un

sistema integrado que vincula al conjunto de las mucosas del

organismo (intestinal, respiratoria, genital, glándulas
mamarias, etc.) (Rudzik et al., 1975; McDermottet al., 1979;

Bienenstock and Befus, 1980; Roux et al., 1977; Weisz­

Carrington et al., 1979) (figura 1) y que esta regulado por
mecanismosclaramentre diferenciados de los involucrados en

la respuesta de anticuerpos sistémica (Maestecky and McGhee,

1987). "En 1971 Craig y Cebra (Craig and Cebra, 1971)

trabajando con conejos encuentran que al transferir células

de placas de Peyer a receptores irradiados se produce una

considerable repoblación del intestino con células capaces de

proliferar y diferenciarse en productoras de IgA.

Previo a esto se habian hecho experiencias con el fin de

estudiar el rol inmunológico de 1a placas de Peyer (Cooper,

1967) en las que se inducia la aparición de células

formadoras de placas especificas de clase IgH en las PP y el

GLMal inocular ratas en la vena de las PP con un antígeno.

En 1976 se demostró la importancia de las placas de Peyer en

la inducción de 1a respuesta de anticuerpos especificos de

clase IgA en el lumen del intestino (Cebra, 1976). Por otro
lado se estructuró un modelode circulación de las células B

desde las placas de Peyer hacia la lamina propria del

intestino. Contécnicas de transferencia y de fluorescencia

se vio que los linfocitos mas grandes en las placas de Peyer
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Figura 1: Inducción de la respuesta en el sistema inmune
común a todas las mucosas (Mcghee et al., 1992)

y en el ducto torácico eran los que tenian IgA en superficie

y a su vez los que repoblaban la lamina propria (Williams and

Gowans, 1975; Parrot and Ferguson, 1974). Las experiencias de

Cebra habian demostrado que las células provenientes de

placas de Peyer repueblan luego de siete dias de ser

transferidas ia laminapropria del intestino. Posteriormente

se vió que previo a la llegada al intestino pasan por el

ganglio mesentérico donde se dividen y diferencian en

plasmablastos, luego migran via el ducto torácico y sangre a

1a lamina propria del intestino donde se produce la

diferenciación final a células plasmáticas productoras de

IgA, llamandose a este circuito ciclo celular de 1a IqA



(Mcwilliams et al., 1975; 1977) (figura 2).
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Figura 2: Ciclo celular de la IgA. Las primeras células
que llegan a las PP no se sabe si son células inmaduras
de médula ósea o linfocitos del pool circulante que se
seleccionan de acuerdo a la presencia de moléculas de
adhesión.

La migración de las células B es fundamentalmente

independiente de la estimulación antigénica comose ha visto

en experimentos con neonatos y con animales"libres de

gérmenes (Halstead, 1972); Parrott, 1974). Sin embargo la

presencia del antígeno ayuda a la localización y

proliferación de las células luego de la extravasación de las

vénulas. (Husband, 1978; Pierce, 1982). Las células T también

están en permanente circulación en el sistema inmune de

7h.“y”.._7....,._.“._—..._..M
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mucosas existiendo una serie de factores que determinan la
localización última de las mismas. Entre estos está el

reconocimiento antigénico, el cual es un prerequisito

fundamental en la iniciación de las respuestas efectoras, y

luego determina la persistencia de la localización y

proliferación. Por otro lado juegan un rol fundamental las

especificidades del endotelio alto de las vénulas las cuales

aseguran que las células T efectoras migren a las regiones

donde es más probable que encuentren al antígeno para las
cuales son específicas (Scicchitano, 1989; Husband, 1983;

1985; 1989).

En humanos si bien por razones obvias no se puede obtener

evidencia directa de un sistema comúna todas las mucosas hay

indicios firmes que permiten suponerlo. En secreciones

externas de diversas glándulas se encuentran anticuerpos IgA­

S específicos para antígeno de la dieta o microorganismosdel

tracto intestinal. Ademásla ingestión de microorganismos

produce anticuerpos en distintas secreciones pero no en el

suero. Se pueden detectar células productoras de anticuerpos

contra esos antígenos en la sangre 7-12 días luego de la

inmunización oral lo cual es precedente de la aparición de

anticuerpos IgA-S específicos en saliva y en lágrimas (McGhee

et al., 1992)

El sistema inmune de mucosas puede ser dividido en dos

sitios, donde el antígeno es tomado y se induce respuesta
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(sitio inductivo) y las grandes areas dondese encuentran las

células plasmáticas productoras de IgA y se produce

anticuerpo IgA-S dando comoresultado una protección inmune

local (sitio efector). Los antígenos presentes en el medio

ambiente los cuales ingresan principalmente por inhalación o

ingestión son tomadosen el tracto respiratorio superior y en
el tracto gastrointestinal por tejidos linforeticulares
especializados (tejidos linfoides asociados a los bronquios,

BALTy asociados al intestino, GALT)(Craig and Cebra, 1971:

Rudzik et al., 1975)

SITIO INDUCTIVO DEL SISTEMA INHUNE DE LAS HUCOSAS

1. Placas de Peyer, estructura y función

Generalmente las zonas inductivas son tejido linfoide

organizado, variando el número y la ubicación entre las

especies. La mayoria de los estudios se ha hecho sobre el

GALT(placas de Peyer, ganglio mesentértico y apéndice). Las

.placas de Peyer son estructuras linfoides a lo largo del

intestino (principalmente intestino delgado) envueltas en un

epitelio único rico en células especializadas en la captación

del Ag, denominadas células M (figura 3).

En cada placa de Peyer se encuentra un número importante de

foliculos, con una zona oscura periférica y un centro

germinal claro. Los foliculos están separados entre si por un
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Figura 3 : Esquemade un folículo linfoide en una placa
de Peyer.

área interfolicular y del epitelio de la mucosapor la corona

rica en linfocitos . Las vénulas altas del endotelio (lugar
dondeocurre la extravasación de los linfocitos circulantes)
están situadas en las áreas interfoliculares. Las células M

se encuentran presentes en una amplia gama de animales y en

el hombresiendo alrededor del 10 %del epitelio asociado al

folículo en humanos y roedores (Pappo et a1., 1988).

Endocitan y transportan macromoléculas y organismos desde el

lumen hacia el interior del tejido linfoide. La toma de

partículas no parece ser selectiva aunque en 1a membrana
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apical presentan glicoconjugados que pueden servir como

sitios de unión de lectinas de la superficie de los

microorganismos (Neutra et al. 1987; Owen and Ermak, 1983;

Bye et al., 1984). De esta manera parece que antígenos que se

adhieren eficientemente a la membranaapical de las células

Mdespiertan una respuesta inmuneeficiente mientras que los

que tienen esacasa capacidad de adherirse no generan

respuesta (De Aizpurua and Rusell-Jones, 1988). Queda por

verse si la mayor o menor eficiencia en tomar y transportar
antígenos por parte de las células M juega algún rol en la

tolerancia a antígenos de la dieta. El antígeno tomado por

las células Mes entregado al interior del órgano linfoide,

no estando aún claro si las células H procesan y presentan

como antígenos exógenos substancias que hallan sido

endocitadas.(Wolfand and Bye, 1984; Owen, 1983; Sneller and

Strober, 1986)

Las PP fueron consideradas en un principio

inmunologicamente incompetentes ya que no se pudieron

identificar células plasmáticas productoras de anticuerpos

luego de inmunizaciones orales o parenterales (Bienenstock

and Dolezel, 1971: Henry et al., 1970). La explicación que se

dio para este funcionamiento inadecuado fue la deficiencia en

células presentadoras (Kagnoff and Campbell, 1974;

Challacombe, 1981). Posteriormente se demostró en ratón la

presencia de células accesorias funcionales cuando se las
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aislaba por un método enzimático de tal manera que cultivos

de células disociadas de placas de Peyer puden ser

estimuladas in vitro con un antígeno o mitógeno a producir

una respuesta primaria IgH y secundaria IgA e IgG (Frangakis

et al., 1982; Kiyono et al¿, 1982). Hoy sabemos que hay
células dendríticas dentro de los centros germinales, células

interdigitales en las zonas parafoliculares en estrecho

contacto con los linfocitos, macrófagos ubicuamente ubicados

pero con mayor concentración en la corona y células B en la
corona y en los folículos (Ermak and Owen, 1986; Van Ress,

1988; Mayrhofer, 1983; Spalding et al., 1983). La capacidad

de las células presentadoras de las PP de producir una

activación de células T es comparable en magnitud y cinética

a las provenientes de bazo o ganglio linfático mesentérico

(GLH) (Williams, 1992)

A diferencia de otros órganos linfoides alrededor del 60

%de las células son linfocitos B y entre el 25 y el 30 %son

LT. En los centros germinales de las PP ocurre una división

significativa de las células B y es alli donde se encuentra

una alto porcentaje de células con IgAde superficie (Butcher

et al., 1982: Lehman, 1987) sin embargo no hay un número

significativo de células plasmáticas (en humanossin embargo

se han observado plasmablastos IgA) (Spencer et al., 1986).

En la periferia de los foliculos y en la corona las células

expresan IgM e IgD (Butcher et al., 1982). En las zonas
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adyacentes a los foliculos se encuentran las áreas T con la

presencia de células CD4+, CDS-las cuales pudieron ser

clonadas en ratón (Kawanishi et al., 1983a; 1983b); y células

CD4-, CD8+las cuales pueden ser citotóxicas (London et al.,

1987). Másdel 60%de las células presentan un fenotipo CD3+,

CD5+CD4+CDB-y tienen función de colaboradoras. Asi todas

las células inmunocompetentesnecesarias están presentes en

el sitio inductivo de la IgA. Estas células van a estar

encargadas de la regulación en la inducción de células
efectoras especificas para diversos antígenos.

2. Las placas de Peyer comolugar de activación de células B

2a. Células T y linfoquinas que intervienen en el switch a

IgA

Las placas de Peyer son la principal fuente de precursores

de células productoras de IgA (Craig and Cebra, 1971; Cebra

et al., 1976). Los antígenos intestinales estimulan la

diferenciación de células Bvirgenes a precursores de célula

productoras de IgA y pueden además colaborar en la expansión

de esos clones dentro de las placas de Peyer. Este esquema

esta apoyado por una serie de experimentos realizados en

ratones neonatos y en ratones libres de gérmenes (Cebra et

al., 1980; Cebra et al., 1983). En PP y GLHde animales

libres de gérmenes son muyraros de encontrar precursores de
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células IgA con especificidad contra antígenos bacterianos

como fosforilcolina o inulina. Sin embargo cuando a estos

animales se los convencionaliza aumenta rapidamente la

cantidad de estas células. Lo mismo sucede con animales

neonatos en el desarrollo a adultos. Los ratones atímicos

presentan en las PP una frecuencia semejante de clones

activados hacia el antígeno como la fosforilcolina o la

inulina pero principalmente productores de IgM. . Sin embargo

la administración oral de la TC a ratones atimicos y
eutímicos da comoresultado una frecuencia similar de células

sensibilizadas hacia el antígeno en las PP, siendo en los

primeros menos frecuentes pero evidentes las determinadas a

producir IgA . Esto estaría indicando que el antígeno podría

producir el switch a IgA en ausencia de células T y que estas

podrían potenciar su acción (Cebra et al., 1983). Que el

antígeno utilizado sea la TCla cual se sabe que actúa sobre

la fisiología de las células T y B podría relativizar estos
resultados.

Los factores que intervienen en la determinación del

switch hacia células que expresan IgA están aún en estudio.

En 1983 se clonaron células T murinas provenientes de placas

de Peyer, las cuales producían un aumento de células sIgA+ en

cocultivos con linfocitos B sIgM+estimulados con LPStambién

provenientes de PP, al contrario de lo que ocurría con

células T provenientes de bazo (Kawanishi et al., 1983a,
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1983b). A estas células se las llamó T switch. Tambiénse vio

que agregados (clusteres) de células T y células dendríticas

provenientes de placas de Peyer producen un importante

aumento en la producción de IgA cuando se cocultivan con

células B provenientes de PP o de bazo, contrariamente a lo

que ocurre con clusters porvenientes de bazo (Spalding and

Griffin, 1986). otros trabajos han demostrado que un subgrupo

de células CD4+de las PP obtenidas de ratones primados con

el antigeno puede inducir preferencialmente respuestas
especificas a GRCde clase IgA tanto en cultivos de LB de

bazo como de PP (Kiyono et al., 1982; 1983).

Actualmente se piensa que el TGF-Bpodria ser la citoquina

responsable del Switch. El TGF-B es una citoquina con

efectos regulatorios sobre un amplio espectro de células del

sistema inmune. Inhibe la generación de células T citotóxicas

(Jin et al., 1989), la función de células NK y la

proliferación de células B y T (Kherl et al., 1986a: Lee et

al., 1987) y la producción de anticuerpos (Kherl et al.,

1986b) aún la de clase IgA (Chen and Li., 1990; Sonoda et

al., 1992; Eckmannet al., 1992). TGF-Bactúa sobre células

IgA- de bazo o de PP estimuladas con LPS o con otros

activadores policlonales en los 2 primeros dias de cultivo,

produciendo la aparición de células IgA+.(var Vlasseler et

al., 1992: Lebman et al., 1990; Sonoda et al., 1992):

Ehrhardt et al., 1992). Estudios a nivel de ARNmrevelan la
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aparición de mensajeros Ca en los dos primeros dias de

cultivo de células B IgA- activadas con LPSy TGF-B(Shockett

and Stavnezer, 1991; Lebmanet al., 1990). Ademásse vio que

el TGF-B produce aumento en la expresión de componente

secretor sobre las células del epitelio intestinal de ratas
(McGeeet al., 1991) lo que facilitaria el transporte de la

IgA, e interviene en la regulación de la adhesión de los

linfocitos del ducto torácica, a las células del endotelio

alto de las vénulas de las PP, inhibiendo la adhesión (Chin
et al., 1992) y por consiguiente se podria facilitar la

migración a otras zonas . Por otro lado se vio que el TGF-B

tiene efectos opuestos sobre la producción de IgAen cultivos

de células totales de acuerdo al contexto de acción (Chenand

Li., 1990). A pesar de las diferentes resultados que

llevarían a pensar que esta citoquina es el factor principal

en el switch a IgA, persisten dudas de si el TGF-B no

actuaria sobre células ya determinadas a expresar IgA. si

bien el aumento en la expresión de IgA es constante e

importante en valores relativos, en valores absolutos el

número es pequeño y no alcanzaría a justificar la gran

cantidad de células IgA+ que se encuentran en las mucosas

(Ehrhart et al., 1992). Por otro lado la adición de TgF-Bal

cultivo de una linea de células B IgH+ (CH12.LX)la cual está

determinada a diferenciarse en células IgA+ en baja

proporción, induce a que el 90% pasen a ser células IgA

(Kunimoto, 1991). Esto llevaria a pensar que el TGF-Baumenta
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el switch a IgA solamente después que las células han

recibido una primera señal. In vitro en las condiciones de

cultivo (estimulación con LPS) probablemente una pequeña

proporción de células estén en condiciones de responder a la
acción del TGF-B.Estudios llevados a cabo en ratones libres

de gérmenes desafiados oralmente con un reovirus revelan la

aparición de células IgA+en los centros germinales de las

placas de Peyer a diferencia de lo que ocurre en los ganglios

periféricos cuando la estimulación es por via parenteral en

donde ’además de células IgM aparecen células con IgG en la

superficie(Weinstein and Cebra, 1991). Sin embargo la

predisposición a la producción de IgA no ocurrió en cultivos

de fragmentos de PP cuando estos provenían de tres dias post

inoculación (momentoen que se detectan trancriptos Ca de 1a

linea germinal, pero no IgA+en la superfice de las células).
Cultivos desarrollados en estas condiciones sólo desarrollan

anticuerpos especificos al reovirus de tipo IgM.Esto estaria

indicando que la aparición preferencial de células IgA+seria

principalmente por factores del microambiente además de la

influencia del antígeno (Gearhart and Cebra, 1979), los

cuales son alterados por el cultivo in vitro del tejido.

2b. Factores de diferenciación de células IgA+

El TGF-B actúa sobre las células IgA- promoviendo el

desarrollo de células IgA+, pero no estimula la
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diferenciación final de estos linfocitos. La IL-5 seria la

principal responsable del aumentoen la sintesis de IgA por
parte de las células B. Se ha visto en cultivos murinos de LB

de bazo estimulados con LPS (Murray et al., 1987; Sonoda et

al., 1992) y de PP sin (Beagley et al., 1988: Harriman et

al., 1988) y con estimulación (Lebman and Coffamn, 1988) un

importante incremento en la sintesis de IgA luego de la

adición de IL-5. Tambiénse vio que la rIL-S murina estimula

la sintesis de IgA por parte de cultivos de células de bazo
de rata (McGheeet al., 1990). Esta citoquina actúa sobre

células IgA+ y no sobre células IgA-( los resultados

contrarios probablemente se deban a contaminación de células

IgA+ (Lebman and Coffman, 1988). En principio hay

coincidencia en que la IL-S actuaria aumentandola sintesis

de la IgA pero no a través de un aumento en al proliferación

celular (Beagley et al., 1988) a pesar de algunos resultados

opuestos a esto.(Harriman et al., 1988) pero obtenidos en

cultivos estimulados con LPS.Otras interleuquinas que pueden
colaborar en menor mediada son la IL-4 la cual se ha

descripto que actúa sinergicamente con la IL-5 en cultivos

murinos de LB de bazo estimulados con LPS (Murray et al.,

1987; Coffman et al., 1987;) pero no en cultivos de PP sin

activación policlonal adicional (Beagleyet al., 1988); y la

IL-6 1a cual actúa sobre células IgA+ produciendo un aumento

de la sintesis de IgA superior al que provoca la IL-S, en

cultivos de células murinas de PP (Beagley et al., 1989). La
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IL-5 y la IL-6 pueden actuar también en forma sinérgica

(Kunimoto et al., 1989). A diferencia de la IL-5, la IL-6

puede inducir la diferenciación final a células productoras

de IgA también sobre pequeños linfocitos de placas de Peyer,

con poca afinidad para la PNA (linfocitos de memoria?)

(Beagley et al., 1991). Esto esta de acuerdo con el hallazgo

en un análisis hecho sobre células provenientes de apéndices

humanos, en el que se vio que la expresión del receptor para

IL-6 ocurre casi exclusivamente en linfocitos que expresan
IgA (Fujihashi et al., 1992). También se vio que la rIL-6

murina actúa sobre cultivos de células de glándulas

submaxilares de ratas produciendo un considerable aumentoen

la sintesis de IgA (Pockley and Montgomery, 1992)

2c. Células T en las placas de Peyer.

En ratón es aceptado que los LT CD4+, CD8- clonados pueden

dividirse en dos grupos (Thl y Th2) de acuerdo al patrón de

citoquinas que produzcan (Mosmannand Coffman, 1987; 1989).

En respuesta a la estimulación con antígenos extraños,

aloantigenos o Con A las células Thl producen IL-2 y IPN-1 e

intervienen en reacciones de hipersensibilidad retardada y

las células Th2 producen IL-4, IL-S, IL-6 e IL-lo y cooperan

principalmente con las células B en la producción de

anticuerpos (Mosmannand Coffman, 1987); (Mossman et al.,

1986). En placas de Peyer murinas se ha determinado la
1
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proporción de ambosgrupos de células helper por medio de la

técnica de ELISPOT.Cuando se determinan los clones CD4+que

espontaneamente están produciendo IFN-T o IL-5 se observa que

estos son escasos, en comparacióncon células provenientes de

la lamina propria del intestino y que ambos subset están

presentes en proporciones similares (mientras que en lamina

propria la relación Th2 : Thl es de 3:1). Cuandose estimulan

las células con Con A aumenta el número de ambos subgrupos en

forma similar (Taguchi et al., 1990a; 1990b).
Estos resultados están de acuerdo con lo que se conoce sobre

la maduración de las células B. En la zona efectora (LP) es

donde se espera encontrar mayor cantidad de células capaces

de colaborar con los LB para permitir su diferenciación

terminal en células productoras de IgA.

Finalmente cabe destacar la presencia de células CDB+en

el GALT(PP y GLM)las cuales pueden ser citotóxicas (London

et al., 1987: Issekutz, 1984).

3. Ganglio Hesentérico

Pegado a la pared del ileon se encuentra una cadena de

ganglios a cuyo conjunto se la llama ganglio mesentérico y

cuya estructura es similar a la de cualquier otro ganglio
linfático. El GLMrecibe linfocitos tanto de la sangre como

I
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del drenaje de las placas de Peyer (figura 4). Este es el

lugar en donde las células B provenientes de las PP que ya

están determinadas para? producir IgA comienzan su
diferenciación y se transforman en plasmablastos (Mcwilliams

et al., 1975; 1977). Esto deternina que haya una mayor
proporción de linfocitos B con IgA+ que en ganglios

linfáticos periféricos (Mcwilliamset al., 1974) .

v?

¿mA

¡lN\
S

Figura 4: Esquemade la circulación entre las placas de
Peyer, el ganglio mesentérico y la lamina propria delintestino.

En primates no humanosse ha descripto que las células T
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del GLMexpresan niveles altos de RNAmpara IL-4 y IL-5 en

comparación con células de sangre periférica, bazo o

ganglios linfáticos periféricos . La expresión de RNAmpara

IL-2 e IPN-1 por el contrario es inferior a la encontrada en

otros órganos. (James et al., 1990)

En el ganglio mesentérico de ratas se encuentra alrededor

de un 60 % de células T , de las cuales 2/3 son CD4+ CDB- y

1/3 CDB+CD4- (Lyscom and Brueton, 1982)

SITIOS EFECTORES DE LA RESPUESTA INHUNE EN LAS HUCOSAS

1. Lamina propria

El tejido linfoide efector de la respuesta inmuneestá

distribuido en forma difusa en la lamina propria del

intestino y del tracto respiratorio superior asi comoen los

tejidos intersticiales de algunas glándulas. Las células B

provienen en gran parte de las zonas inductoras tales como

las PP, luego de haber estado en contacto con el antígeno o

por estimulación de la flora bacteriana natural.(HcDermott

and Bienenstock, 1979). Se ha descripto sin embargoque parte

de las células B productoras de IgA que se encuentran en la

LP podrian provenir de células B CDS+ de la cavidad

peritoneal (Kroeseet al., 1989). las cuales presentan altos

niveles de receptor para IL-5 (Hitoshi et al., 1990; Waltzel,

1989). Hayresultados contradictorios sobre las consecuencias

de la remoción quirúrgica de las PP o la canulación
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prolongada del ducto torácico (Mayrhofer and Fisher, 1979).

Algunos trabajos muestran una considerable disminución en el

número de plasmablastos en la LP, (Heatley et al., 1981;

Serizawa et al., 1990) mientras otros muestran que no hay una

disminución significativa en la LP (Enders et al., 1988).

Estos resultados no del todo compatibles han sido utilizados

para apoyar la idea de que las células CDS+del peritoneo

pueden repoblar la lamina propria del intestino. Sin embargo

no se han encontrado este tipo de células en las PP asi como
tampoco se ha encontrado células IgA+ en la cavidad

peritoneal. Ademásestas células parecen generar células IgG+

en los ganglios linfáticos e IgA+en el intestino (Kroese et

al., 1989), con lo cual no tendrian un rol diferente del de

las células B convencionales.(Weinstein and Cebra, 1991).

La lamina propria del intestino es el mayorsitio efector
del sistema inmune de las mucosas. En roedores entre un 20 a

40 %de las células son LB la mayor parte de los cuales son

productoras de IgA. En ratones el 25 % son LT la mayoria de

los cuales expresan el marcador CD4(Brandtzaeg, 1988; Ernst

et al., 1985). Dentro de las células CD4+dos tercios de

ellas producen IL-5 (Th2) y un tercio IFN-T (Taguchi et al

1990b). Esto coincide con la idea que los LB llegan a la

lamina propria determinados para producir IgA, pero la
diferenciación final ocurre en la zona efectora. Alrededor de

un tercio de las células T expresan el marcador CD8y pueden

exhibir funciones citótoxicas y posiblemente supresoras
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(McGheeet al., 1991). Otra caracteristica de las células T

de LP es el alto porcentaje que expresan receptor para IL-2,

lo cual es una señal de activación, contrariamente a lo que

ocurre con las células de GLM,bazo o ganglios linfáticos

periféricos las cuales poseen niveles practicamente

indetectables de IL-2R (Zertz et al., 1988).

Recientemente se ha visto en rata que la presencia de la

flora bacteriana estimula la proliferación de las células T

de la "lamina propria de animales libre de gérmenes
revirtiendo la disminución en el númerode células que estas

presentan (Woolvertonet al., 1992).

En la figura 5 se puede ver una sintesis de los pasos

desde la activación de las células B virgenes en las zonas

inductoras hasta la generación de células productoras de IgA
en las zonas efectoras del sistema inmune de las mucosas.

2. Linfocitos intraepiteliales

Entre las células epiteliales del intestino se encuentran
gran cantidad de linfocitos, muchosde los cuales se ubican

en la parte basal del epitelio cerca de la membranabasal. En

todas las especies estudiadas los LIE son positivos para el

marcador CD3(Bucy et al., 1988; Cerf-Bensussan et al. 1983;

De Gens et al., 1990) y mayoritariamente presentan el

fenotipo C08+. En ratones dentro de las células CDB+,el 60%
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Figura 5: Esquemade la secuencia de pasos en la maduración
de una célula B en la zona inductora y en la zona efectora
del sistema inmune de mucosas.

presentan un homodimeroa-a (en lugar del heterodimero a-B)

(GuyGrand et al., 1991) los cuales podrian tener un origen

extratimico. Otra particularidad es dentro de los LIE se

encuentra un númerosimilar que sintetiza IL-5 ó IFN-Tdentro

de las cuales se encuentran células CD8+(Taguchi et al.,

1990b).

En roedores hay evidencias que los LIE tienen funciones

citotóxicas (Guy Grand et al., 1991; Kanwanet al., 1986).

Tambiénse estima que estarian involucrados en la renovación

del epitelio inteStinal (Cerf-Bensussanet al., 1990).

PRODUCCIÓN Y TRANSPORTE DE IgA
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Este isotipo constituye mas del 80%del total de anticuerpos

producidos en la superficie de las mucosas.(Mestecky and

McGhee, 1987) y el 60%del total de inmunoglobulinas que se

sintetizan en el organismo. En el humanose sintetizan entre

3-5 grs de IgA diariamente principalmente IgA polimérica

(pIgA) (Rusell et al., 1992). Estudios comparativos de las

propiedades moleculares y especificidades para varios

antígenos de IgA sérica y secretoria y de las células

productoras de IgA en los tejidos de mucosas y la médula osea
sugieren que los compartimientos circulatorios y de mucosas

presentan un considerable grado de independencia (Mestecky

and Mcghee, 1987; Conley and Delacroix, 1987) (figura 6).

En humanos la IgA sérica proviene principalmente de la

sintesis de células que se encuentran en médula osea y en

bazo las cuales sintetizan principalmente IgA monomérica, en

cambio la IgA en las secreciones proviene de la sintesis

local de las distintas glándulas y tejidos las cuales
sintetizan principalmente IgA polimérica (Crago et al.,

1984). Sin embargo recientemente se vio por la técnica de

ELISPOTque la sintesis de IgAp puede ocurrir en diferentes

proporciones en los distintos tejidos, incluida la médula

osea la cual puede tener hasta un 30%de células secretoras

de IgAp Esto estaria indicando que el mismoclon de células

puede producir una u otra de acuerdo a las circunstancias

(Tarkowskyet al., 1991).
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Figura 6: Esquemade la división existente entre el
compartimiento de la IgA circulatoria y de la IgA de las
mucosas (Rusell et al, 1992).

[En humanos esta aceptado que la contribución de la IgA

circulante contribuye poco a la IgA de las secreciones. En

roedores y conejos sin embargo gran parte de la IgAp es

transportada desde la circulación a la bilis por el higado

(Orlans et al., 1978), contribuyendo luego a la IgA total en

la parte superior del intestino delgado (Lemaitre Coelho et

al., 1978; Vaermanet al., 1978; Orlans et al., 1983). Hay
dos razones principales para explicar esta diferencia entre

humanos y algunas especies animales. En roedores y conejo

gran cantidad de la IgApentra en circulación desde el ducto
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torácico, el cual drena linfa proveniente del intestino,

mientras que en humanosla IgA circulante es principalmente

IgAm. A esto se suma que los hepatocitos de estas especies

expresan componentesecretor (Orlans et al., 1979), necesario

para el trasporte de IgA desde la circulación a la bilis,

mientras que los hepatocitos humanos no expresan CS (Nagura

et al., 1981; Delacroix and Vaerman, 1983; Brandtzaeg, 1985).

MECANISMOS DE PROTECCIÓN HEDIADOS POR IgA-S.

La IgA ejerce su función a través de una serie de mecanismos

algunos especificos y otros no. La primera adaptación que

tiene para poder funcionar en un medio rico en enzimas

proteoliticas es su estructura y la unión al CSel cual la

preserva del clivaje enzimático (Gilbert et al., 1983). Por

otra parte su incapacidad de fijar complemento es de suma

importancia para evitar daños en la superficie de las
mucosas.

La IgA-S puede neutralizar eficentemente virus y aglutinar

bacterias, asi comoneutralizar toxinas y enzimas.

La IgA polimérica tiene mayor eficiencia que la IgAmo que la

IgG en neutralizar virus (Taylor and Dimmock,1985). Su mayor

eficiencia en primer lugar se debe a que tiene 4 sitios de

unión al Ag (Taylor et al., 1987). Por otro lado la unión al

virus ocurre en el lugar en donde se realiza el primer

contacto entre el virion y el huesped.
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La prevención de la adhesión de las bacterias a la pared

intestinal es una de las formas de proteger contra la

invasión de diversos patógenos. Esta inhibición pude

producirse por una unión inespecifica al microorganismo a

través de residuos manosas presentes en las cadenas pesadaq

que son reconocidas por lectinas que se encuentran en la

pared de las bacterias. De esta manera esta interacción

manosa-lectina ejerce una amplia función protectiva

independientemente de la especificidad de las moléculas de
IgA (McGheeet al., 1992).

Para que se produzca IgA específica hacia un antígeno en

las zonas efectoras del sistema inmune de mucosas es

necesario que el antígeno sea administrado a través de alguna

de las mucosas del organismo, por el otro lado la

administración de un antígeno por vía de mucosas puede

generar una respuesta de IgAcirculante específica pero menor

que si se administrara por vía parenteral (figura 7)

ESTIMULACIÓN DEL SISTEMA INHUNE DE LAS HUCOSAS.

La respuesta inmune a antígenos en el intestino es

compleja, ya que se puede producir tanto una verdadera

inmunización con una respuesta efectora como también

fenómenos de tolerancia (Howat, 1987; Kay and Ferguson,

1989a; Kay aqnd Ferguson 1989b; Challacombe and Tomasi, 1980:

Tomasi, 1980). Enque el resultado sea uno u otro intervienen

una serie de factores por ejemplo la conformación molecular
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Figura 7: Esquema de la respuesta de anticuerpos IgA
cuando se inmuniza por a través de las mucosas o por via
parenteral (Rusell et al., 1992).

del antígeno y su procesamiento (Vives et al.,1980; Bruce and

Ferguson, 1986) la edad de los individuos (Hanson, 1981) y la

constitución genética (Stokes et al., 1983).

Las células epiteliales‘ del intestino (enterocitos)
expresan moléculas de clase II del complejo mayor de

histocompatibilidad y pueden actuar como células

presentadoras de antígeno (Bland, 1987: Bland and Warren,

1986; Spencer et al., 1986; Mayrhofer et al., 1990)

induciendo la proliferación de LT. Tambiénse ha descripto

que los enterocitos pueden presentar el antígeno a las
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células T generandouna respuesta de proliferación de células

supresoras (Bland and Warren, 1986), independientemente de la

presencia de moléculas de clase II del CMH(Meyer et al.,

1990).
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Figura 8: Posible influencia de la forma en que se toma
el antígeno por el epitelio intestinal, en el desarrollo
de una respuesta inmune (Mayer et al., 1990)

Se ha postulado que este mecanismopuede jugar un rol en el
fenómenode tolerancia determinando la presencia o ausencia

de una respuesta sistémica a antígenos de las mucosas (figura

8). Esto coincide con la presencia de LT con actividad

supresora en bazo (Challacombe, 1987) luego de la

administración oral del antígeno.
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1. La toxina colérica como innunógeno

La TC es una molécula proteica con un peso molecular de

80.000 daltons. Su estructura consiste en una subunidad A

(con un PM de 27000 daltons) rodeada por un anillo

pentamérico de subunidades B ( con un PM de 11600 daltons

cada una). Las subunidades B se unen con una alta constante

de afinidad al gangliósido GHl ubicuamente presente en las

células de los ecuariotes. Esto permite la entrada del

peptido A1 de la subunidad A el cual esta involucrado en la

ribosilación de una proteina regulatoria (Gs) que estimula

positivamente la actividad de la adenilatociclasa llevando

esto a una activación irreversible de dicha enzima (Van

Heyningen, 1983). Esto genera el incremento de los niveles de

AMPccausando la secreción intestinal.

La TCa su vez es el antígeno intestinal no replicante más

potente que se conoce (Pierce, 1978; 1980) induciendo la

aparición en la LP de un gran número de plasmablastos

productores de IgAespecifica con la consecuente respuesta de

anticuerpos IgAsecretorios en el tracto intestinal asi como

de anticuerpos de clase IgG a nivel sistémico cuando se

administra oralmente en cantidad de microgramos (Pierce,

1984; Pierce and Gowans, 1975: Elson and Ealding, 1984).
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Estos anticuerpos tienen capacidad de protección contra la

acción de la TC a nivel de mucosas (Lycke and Holmgren

1987a; Lycke et al., 1987b; Pierce et al., 1980; 1983). La

subunidad B también es un poderoso inmunógeno que se emplea

junto a la célula completa del vibrio en la construcción de

vacunas humanas (Jertborn et al., 1992: Holmgren et al.,

1977). Sin embargoadministrada sola produce anticuerpos con

menor capacidad neutralizante que los generados por la

holotoxina (Lycke et al., 1989) a pesar que esto puede ser
revertido empleando bacterias como carrier de la TC-B (Van

Damme, 1992).

Tanto la TC como la TC-B tienen la capacidad de generar

respuestas prolongadas de memoria en la lamina propria del

intestino (Lycke and Holmgren, 1986; 1987; Pierce, 1978;

Pierce and Craig, 1982). La capacidad de responder a al TC

esta en parte bajo control genético. Tanto la respuesta de

IgA secretoria como la IgG sérica esta regulada por la

subregión I-A del complejo mayor de histocompatibilidad

(Elson and Ealding, 1985: 1987).

Por otra parte la TCes una de las pocas proteinas que no

induce la tolerancia oral a nivel de producción de

anticuerpos y a su vez es capaz de eliminar la tolerancia

inducida por una proteina no relacionada (Elson and Ealding,

1984). Sin embargo la administración oral de TC suprime la

hipersensibilidad retardada sistémica. (Kay and Ferguson

1989a: 1989b).
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2. La TC como adyuvante

Tanto la TC como la TC-B cuando tienen propiedades

potenciadoras de la respuesta inmune contra antígenos no

relacionados que de por si tienen escasa capacidad de generar

anticuerpos a nivel del intestino. Debidoa esta propiedad es

que ha sido utilizado como carrier en un gran número de

inmunizaciones experimentales (Liang et al., 1988; Chen and
Strober, 1990); Que et al., 1988). Para que este efecto se

manifieste debe aplicarse conjuntamente con el antígeno por

vía oral.(Lycke and Homgren, 1986). La capacidad adyuvante de

la TC es además dosis dependiente. (Lycke and. Holmgren,

1986). Así como la toxina colérica es capaz de generar una

respuesta de memoria, también es capaz de ayudar a que se

genere ese tipo de respuesta hacia antígenos no inmunogénicos

aún cuando se administre el reestímulo sin la TC. (Vajdy and

Lycke, 1992). Estrictamente la TC no reune las

características clásicas de un adyuvante ya que su efecto

esta relacionado a su propia inmunogenicidad y a la carga

genética del sujeto a inmunizar. En cepas congénitas de

ratones para el H-2 con baja capacidad de responder a la

toxina colérica, el efecto potenciador de la mismahacia la

KLHfue muchomenor que en cepas respondedoras (Elson, 1992).

Recientemente se ha visto que también depende de la capacidad

de responder al LPS, ya que en las cepas lps- la respuesta al
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KLHadministrado conjuntamente con la TCfue claramente menor

que en las cepas lps+ (Elson, 1992). Sin embargo la capacidad

de romper la tolerancia oral contra el antígeno antes

señalado no estuvo influido por la carga genética (Elson,

1992).

Debidoa la imposibilidad de utilizar la holotoxina en la

fabricación de vacunas humanases que se ha sustituido por la

subunidad B, la cual es un buen inmunógeno del sistema de

mucosas¿Sin embargohay resultados contradictorios sobre su
eficiencia comoadyuvante. La respuesta a proteinas solubles

ha sido aumentada en forma muy importante si previamente se

la conjugaba a la TC-B(Cserkinsky, 1989; van der Heijden et

al., 1991; McKenzie and Halsey, 1984). Por otro lado la

administración de KLHconjuntamente pero sin copular a la TC­

B ha fallado en generar una respuesta anticuerpos anti KLHen

el intestino (Lycke and Holmgren, 1986).

Los mecanismos que hacen que la TC posea poder adyuvante

no son claros. El efecto predominante sobre cultivos de LTha

sido inhibitorio, lo cual se ha atribuido a la capacidad de

activar la adenilato cyclasa (Holmgrenet al., 1974). Sin

embargo recientemente se vio que la TC puede afectar los

clones Thl y Th2 de las células T CD4+en diferente forma,

tal que no afecta la función de las células Th2 (producción

de IL-4, IL-5 e IL-6) pero si inhibe la producción de IL-2 e

IFN-r en las células Thl (Muñoz et al., 1990), lo cual

posiblemente coincide con la inhibición que provoca en la
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proliferación in vitro de células T estimuladas con IL-2 pero

no con la toxina pertussis (Haghazachi, 1992). Sobre células

B humanas altamente purificadas y preactivadas con

anticuerpos anti p se ha descripto que la TCtiene un efecto

estimulador de la proliferación. Sin embargoesto no ocurre

frente a otros mitógenos (Anastassiou, 1992). Por otra parte

también podria afectar la diferenciación isotipica de las

células B. En cultivos de células IgM+estimuladas con LPS (

lo cual es consistente con la necesidad que se observa in
2119 de ser respondedor al LPS para que la TC tenga efecto

adyuvante) se ha observado un incremento en el switch a

células IgG+e IgA+ (Lycke and Strober, 1989). Este efecto se

manifestó también en la expresión de transcriptos RNA11 la

cual aumentó varias veces con dosis óptimas de IL-4 (Lycke et

a1., 1990).

La TC también actúa sobre células presentadoras de

antígeno y sobre macrófagos peritoneales normales aumentando

la capacidad de estimular la proliferación de células T in
vitro. Posiblemente este efecto se deba a la inducción de la

producción de IL-1 (Bromanderet a1., 1991). Este conjunto de

datos puede sostener el siguiente mecanismode acción de la

TC: Un aumento de la presentación antigénica con incremento

en la producción de IL-l, la cual a su vez es estimulante de

los clones Th2 (Lichtman et a1., 1988), los cuales a su vez

no son inhibidos por la TC. La estimulación de los clones Th2

provoca la producción de IL-4, IL-5 e IL-6 las cuales actúan
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en conjunto con la TCpara promover la diferenciación de las

células B con la consecuente producción de anticuerpos.

Si bien todos estos fenómenosen general son atribuidos a

la acción de la subunidad A de la TC, se ha visto que la TC-B

tiene efectos inhibitorios sobre la proliferación de LT

estimulados por mitógenos y antígenos y sobre la

proliferación de linfocitos B inducidos por anti IgM(Woogen

et al., 1987) aumentando a su vez la expresión de antígenos

de clase II del MHCsobre los LB (Francis et al., 1992).
Todos estos efectos estarían mediados por la unión de la TC-B

al GMl (Francis et al., 1992). Sobre las células

presentadoras de bazo la TC-Btiene un efecto parecido al

descripto para la holotoxina sobre macrófagos peritoneales

produciendo un aumento en la secreción de IL-l y aumentando

su capacidad presentadora de KLH, sin embargo en estos

cultivos la TCentera fue 20 veces mas efectiva (Hirabayashi

et al., 1992). Tomandojuntos todos estos datos parecería que

el efecto inmunopotenciador de la TC se debería a dos

mecanismos diferentes los cuales pueden actuar

sinergicamente, uno dependiente de la activación de la

adenilatociclasa y el otro de dependiente la unión al GMl.

INHUNIDAD Y NUTRICIÓN

1. Efectos de la desnutrición sobre le sistema inmune

La malnutrición es una de las causas más comunes de

inmunodefocencia. La asociación entre malnutrición e
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infección esta desde hace centurias en la historia. El

estudio de los registros una iglesia inglesa en el siglo 12

muestran una clara asociación entre los años de hambruna y

los años de pestes. (Chandra, 1992) (figura 9)
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en segundo lugar que la figura mqéá Relaciónih entremalnutrición e infección
desnutrición también es (Chandra, 1992).

un fenómeno de gran

complejidad en el que intervienen simultaneamente

deficiencias diversas. El fenómenoque se observa entonces

comoproducto de la malnutrición sobre el sistema inmune es

la sumade un conjunto de alteraciones causadas por la falta
de uno o varios nutrientes.

El principal efecto en 1a malnutrición severa se da sobre

el timo con una atrofia del mismo y con el consiguiente

efecto sobre la maduración de las células T (Watts, 1969:
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Baisel, 1984). Las areas T dependientes de los órganos

linfoides periféricos se ven atrofiadas (Beisel, 1984) y
también se observa una disminución de los LT circulantes

principalmente los CD4+(Chandra, 1983 a.). Hay un aumento de

los linfocitos que no llevan marcadores ni de células B ni de

células T, muchos de los cuales son células inmaduras

conteniendograndes cantidades de deoxinucleotidiltransferasa

(TdT) tanto circulantes (Chandra, 1983 b) como en ganglio

mesentérico (Melton, 1989) En modelos animales también se ha
descripto que la desnutrición provoca un aumento en células

con el fenotipo CD8+ (Nimmanwudipong et al., 1992) La

inmunidad mediada por células se encuentra claramente

afectada en la malnutrición calórico-proteica (Chandra and

Newberne, 1977; Katz and Stiehm, 1977). Se ha visto una

disminución de la hipersensibilidad retardada a PPD,asi como

en la capacidad de proliferar en cultivos, tanto en humanos

(Beisel, 1984), como en animales (Mengheri, 1992). La

producción de Il-2 e IPN-1 también esta afectada por la

desnutrición proteica (Mengheri, 1992). Las alteraciones

provocadas por la malnutrición en la respuesta mediada por

células T en general son reversibles luego de un periodo de

renutrición. (Watson and McHurray, 1979; Chandra 1983a) salvo

que la desnutrición haya ocurrido en el periodo prenatal o en

los primeros momentosluego del nacimiento.(Chandra, 1983b).

Las inmunogolobulinas séricas pueden estar aumentadas en

niños desnutridos. Especialmente se encuentra un incremento
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de IgE posiblemente debido a las infecciones parasitarias. La

respuesta sérica a antígenos se puede ver disminuida en el

caso de antígenos T-dependientes (Suskurd, 1977; Christador

et al., 1984), e inclusive estas alteraciones pueden

permanecer hasta la segunda generación según se ha visto en

experimentos realizados en ratas utilizando madres con

desnutrición calórico-proteica (Chandra, 1975).

El sistema de complemento también se ve afectado con

reducción en los niveles de C3, C1, C2, y C5 (Watson and

McMurrav, 1979).

Los distintos pasos que llevan a la fagocitosis se ven

alterados en forma distinta por la desnutrición. La

quimiotaxis se encuentra retardada en el primer momentopero

luego es normal (Kupalongset al., 1977; Rosar et al., 1975).

El engolfamiento de particulas parece ser normal (Douglas and

Schopfer, 1974; Tejeda et al., 1964), pero esta disminuida la

capacidad bactericida de los fagocitos (PHNy macrófagos)

(Selvaraj and Bhat, 1972).

2. Efectos de la desnutrición sobre el sistema inmune de

mucosas .

En las desnutrición calórico proteica se ha observado en

el tejido inmuneasociado al intestino al igual que en otros

órganos una disminución de células T inclusive a nivel de

células intraepiteliales (Chandra, 1981). Lo mismo se ha
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observado en ratas sometidas a dietas libre de porteinas

tanto a nivel de la zona inductora (Roux and Lopez, 1987)

comode la zona efectora (Gonzalez Ariki et al., 1992).

La proliferación in vitro de linfocitos intestinales

frente a la PHAy a la Con A esta disminuida, pero esta

aumentada la capacidad citotoxica espontanea (Chandra,

1983b).

A nivel de células B en lamina propria se ha encontrado

una disminución de células con IgA de superficie y una

acumulación de células IgM+(Chandra, 1983b). En ratas a las

que se les administro dieta libre de proteinas se observo una

disminución en GALTtanto de las células IgA+ como de las

IgM+ (Lopez et al., 1985). A su vez en PP se encontraron

linfocitos inmaduros (Lopez end Roux, 1989). A nivel de LP en

el mismomodelo se observó una importante disminución de las

células con IgA citoplasmática, alteración que no revirtió

luego de 21 dias de renutrición (Gonzalez Ariki and Roux,

1992).

En niños desnutridos la concentración de IgA secretoria

esta reducida tanto a nivel de intestino (Sirinha et al.,

1975; Chandra, 1983b) como en lágrimas (McMurray et al.,

1977; Watson et al., 1985) y saliva (McHurrayet al., 1977).

En modelos animales con dietas bajas en proteinas también se

ha observado esta disminución (Lim et al., 1981).



IVIATERIALES Y
METODOS
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1. Animales y dieta

Para todos los experimentos se utilizaron ratas de la cepa

wistar colonia cerrada de la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Los animales fueron mantenidos en las

instalaciones del bioterio a una temperatura de entre 18-22°C

y con un ciclo constante de luz-oscuridad de 12 horas.

Para realizar la desnutrición se armaron camadas de 16

crias por madre en los grupos experimentales y de 8 crias por

madre en los grupos controles (Winick and Noble, 1966). El

destete de las crias se realizó a los 21 dias en todos los

casos. Al destete todos los animales fueron pesados para

determinar el grado de desnutrición. Se consideró desnutrido

a aquellas crias que pesaran menos de un 60%del peso de los

controles. Previamente se obtuvo el valor control para

aplicar esta regla de decisión promediando el peso de 5

camadas de 8 crias por madre. A partir del destete a todos

los animales se les administró dieta stock Purina (23.6 %de
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proteinas) y agua ag_libitumi

2. Preparación de las suspensiones celulares

Se extrajeron las placas de Peyer del intestino delgado y el

ganglio mesentérico previa sangría a blanco por punción

cardiaca de los animales anestesiados con éter. Los órganos

fueron colocados en recipientes con medio RPMI 1640 (GIBCO)

frio suplementado con 10%de suero fetal (Gen S.A.), 25 mM

HEPESy pesados. Las suspensiones celulares se realizaron

desmenuzando los órganos con el embolo de una jeringa

plástica a través de un tamiz de acero inoxidable apoyado

sobre una caja de Petri. Todo el proceso se realizó con el

órgano embebido en medio RPMI frio suplementado con 10 % de

suero fetal. Para eliminar restos celulares y hebras de mucus

las suspensiones celulares obtenidas se pasaron por una

columna de lana de nylon. Posteriormente se lavaron tres

veces con el medio de cultivo centrifugando las suspensiones

a 1000 rpm. La viabilidad se determinó en camara de Neubauer

por la exclusión del azul tripán al 0.01%en medio. Todos los

resultados se expresan como número de células viables

recuperadas. En animales de 21 dias para obtener un número

suficiente de células se juntaron las placas de Peyer de 3 a

5 animales antes de realizar la suspensión celular. En esos

casos para expresar el peso del órgano y el númerode células

obtenidas por animal, se dividieron los resultados por el

número de animales que formaban parte del "pool".
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Cuando las células iban a ser usadas en un cultivo la

extracción del órgano y la suspensión celular se realizó en

un flujo laminar en condiciones de esterilidad.

3. Caracterización de las poblaciones celulares B y T por
inmunofluorescencia indirecta.

Se estudiaron por inmunofluorescencia indirecta las

poblaciones celulares de placas de Peyer y ganglio

mesenterico de animales controles y desnutridos durante la

lactancia de 21, 28, 50 y 120 dias.

Todas las tinciones se realizaron sobre suspensiones de

células vivas. Para ello se ajustaron las suspensiones

celulares a 0.5 a 1 x 106células por 100 pl. A esa cantidad

de células se le agrego 50 ul del primer antisuero en la

dilución adecuada y se incubó la mezcla 30 minutos a 0°C.

Cuando el primer anticuerpo fue un anticuerpo monoclonal el

pellet de células se resuspendió directamente en 60 ul de la

dilución apropiada del mismo. Finalizado el periodo de

incubación se le agrego 1 ml de PBScon azida sódica al 0.01%

frio y 100 pl de suero fetal bovino con la misma

concentración de azida por las paredes del tubo. (Mcwilliams,

1974). Se centrifugó 1a suspensión celular a 1000 rpmdurante

10 minutos. Este procedimiento se realizó tres veces. Luego

se resuspendieron las células en 100 pl de medio de cultivo

y se les agregó 50 pl del segundo anticuerpo conjugado con el
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fluorocromo. La mezcla se incubó nuevamente 30 minutos a 0

"C. Finalizada la incubación se realizaron tres lavados tal

cual se describieron previamente. Luegode haberse eliminado

el fluorocromo libre las células se resuspendieron en 30 ul

de medio. Conesas suspensiones celulares se hicieron frotis

sobre portaobjetos previamente albuminados, los cuales luego

de secarse al aire se fijaron en metanol frio durante 30

minutos. Los frotis se montaron con una gota de glicerina

tamponada (9 partes de glicerina y una parte de PBSsódico pH

7,6) y se guardaron a 4 'C. En cada experimento para evaluar

el inespecifico del conjugado se hicieron en paralelo

controles en los cuales en lugar del primer antisuero se

agregaba PBS.

La inspección microscópica de los frotis se realizó en un

microscopio Leitz de epiiluminación con lámpara de halógeno

de 200 watts. El porcentaje de células positivas en cada

preparado se determinó a partir de la observación de entre
400 a 1000 células.

4.Caracterización de células pre-B por doble
innunofluorescencia

Se estudió por doble fluorescencia la presencia de células

pre-B en el ganglio mesentérico de ratas de 21 y 28 dias

desnutridas durante la lactancia y sus controles. Para ello
se realizó una fluorescencia indirecta para el marcador
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Thy1.l sobre células vivas en suspensión tal cual fue

descripto previamente. Los frotis fijados con metanol se

hidrataron 30 minutos en PBSy luego se agregó la dilución

apropiada de anti cadena p y se incubó a temperatura ambiente

30 minutos en cámara húmeda. Finalizada la incubación se

realizaron tres lavados de diez minutos con PBS. Luego se

agregó el conjugado rodaminado, incubandose 30 minutos a

temperatura ambiente en cámara húmeda. Los preparados se

lavaron como ya fue descripto y se montaron con una gota de

PES-glicerina.

La inspección microscópica de los frotis se realizó en un

microscopio Olympusde epiiluminación con lámpara de vapor de

mercurio de 200 watts. El porcentaje de células positivas en

cada preparado se determinó a partir de la observación de 400

células participando dos observadores.

5. Poblaciones celulares caracterizadas y anticuerpos
utilizados.

Para el estudio de las células B y sus subpoblaciones se

utilizaron los siguientes antisueros:
IgG de cabra anti IgA de rata especifico para la cadena a

(Organon Tecknika Co. Cappel Division) para caracterizar la

subpoblación IgA+.

IgG de cabra anti IgM especifico para 1a cadena u (Cappel)

para caracterizar la subpoblación IgH+
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En ambos casos como segundo antisuero se utilizó IgG de

conejo anti IgG de cabra conjugado con isotiocianato de

fluoresceina (Cappel).

Tanto los primeros antisueros comoel conjugado se titularon

previamente a su utilización. Para ello se probaron

diluciones crecientes al medio tanto del primero como del

segundo antisuero en frotis con células de ganglio
mesentérico de animales controles. Se busco en el damero la

dilución más alta de ambos reactivos que dé el menor

inespecifico y que no disminuya la sensibilidad de la

técnica. Las diluciones utilizadas fueron: el anti IgA

diluido 1/6, el anti IgMdiluido 1/6 y el conjugado diluido

1/10.

Para el estudio de las células T y sus subpoblaciones se

utilizaron los siguientes anticuerpos.

IgG monoclonal de ratón anti CDSde rata (0x19) sobrenadante

(Dallman et al., 1984). (Seralab Westbury, NY, USA)

IgG monoclonal de ratón anti CD4de rata (W3/25) sobrenadante

(williams et al., 1977) (Seralab)

IgG monoclonal de ratón anti CDBde rata (0X8) sobrenadante

(Brideau 1980) (Seralab).

IgG monoclonal de ratón anti Thy1.1 de rata (0x7)

sobrenadante (Seralab)

IgG monoclonal de ratón anti IL-2R (CD25) de rata (0x39)

sobrenadante (Seralab)

En todos los casos como segundo antisuero se utlizó IgG de



46

cabra anti IgG de ratón conjugado con fluoresceina (Cappel).

Tanto el primer anticuerpo comoel conjugado fueron titulados

de la forma ya descripta. Las diluciones utilizados fueron:

0x19 diluido 1/4, W3/25 diluido 1/4, OXBtal cual, 0x7

diluido 1/5, 0x39 diluido 1/4.

Para el estudio de las células pre-B se utilizaron los

siguientes antisueros:

IgG monoclonal de ratón anti Thy1.1 de rata (0x7)

sobrenadante (Seralab)

IgG de cabra anti IgMespecifico para la cadena p (Cappel)

Los conjugados utilizados fueron:

(Pab),'de conejo anti IgG de ratón conjugado con

isotiocianato de fluoresceina (Cappel).

IgG de conejo anti IgG de cabra conjugado con

tetrametilrodamina (Cappel).

6. Inmunizaciones

Para estudiar el efecto de la desnutrición sobre la

capacidad de montar una respuesta inmune especifica, a los

animales controles y al grupo experimental se les administró

por via intragástrica con una cánula para alimentación de

neonatos, tres dosis de toxina colérica (Sigma Chemical Co.,

St. Louis) de 10, 7 y 7.5 pg en PBS con 3.5 %de carbonato de
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sodio. La primera dosis se dió a los 28 dias de edad (siete

dias de alimentación con dieta stock). Las otras dos dosis se

administraron separadas por una semana (35 y 42 dias de edad)

(Pierce, 1984). Entre los 5 y los 7 dias posteriores a la

ultima inoculación los animales se sangraron a blanco y se

obtuvieron los sueros los cuales se guardaron a - 20 °C hasta
el momentode uso. Para estudiar el efecto de este modelo de

desnutrición sobre la capacidad de montar una respuesta de

memoria, a animales que habian recibido el esquema de

inmunización ya descripto se les administró a los 113 dias un

reestimulo de 15 pg de toxina colérica. Con el objetivo de

estudiar la cinética de la respuesta en el tiempo de estudio

a un lote de estas ratas se les realizó una sangría

exploratoria a los 50 dias, a los 113 dias (antes del

reestimulo) y a los 120 dias. A los siete dias se los sangró

comofue descripto anteriormente. Para evaluar la importancia

que tenia sobre la capacidad de montar una respuesta inmune

especifica, el tiempo de renutrición transcurrido antes de

aplicar la primera estimulación antigénica, a un lote de

ratas controles y desnutridas durante 1a lactancia se les

aplicó un esquema de inmunización a partir del dia 50 de
edad.

El esquema consistió en tres dosis de 15, 15 y 10 pg

separadas por una semana cada una procesandose los animales

una semana después de la última dosis.
Para el estudio de transferencia de células con actividad



48

anti toxina colérica a través de la leche se inmunizaron

hembras maduras con tres dosis de 30 pg de TC por via oral

separadas por una semana, la primera de ellas tres dias antes

de aparearlas.

7. Recolecciónde los fluidos intestinales.

Se separó el intestino delgado de animales en ayunas durante

16 hs. y se extrajo su contenido lavando con 2 a 4 ml (según
la edad del animal) de una solución fria de EDTA50 mMcon

0.1 mg/ml de inhibidor de tripsina de soja (Sigma). El

contenido se recogió en tubos cónicos y se le agregó 20 ul de

fluoruro de fenilmetilsulfonido PMSF (Sigma) 100 mH en

etanol. Los tubos se centrifugaron a 4000 rpm durnate 5

minutos en frio. A los sobrenadantes se les adicionó 100 pl

de suero fetal bovino y se los fraccionó antes de

almacenarlos a -20 'C hasta su uso. ( Elson, 1984 ). Todas

las muestras se utilizaron dentro de los 15 dias de su

extracción.

8. ELISApara 1a determinación de IgA

Los pasos de la reacción fueron los siguientes:

1) Se cubrieron los pocillos de una microplaca de

poliestireno (Corning, N.Y.) durante toda 1a noche a

temperatura ambiente con 200 pl de IgG de cabra anti IgA de
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rata (a especifico) purificado por afinidad (Bethyl

Laboratories Inc., Montgomery)(Gug/ml) en buffer carbonato­

bicarbonato pH 9.5, 0.05 M.

2) Antes de realizar la reacción se taparon los sitios

libres de la placa capaces de pegar proteinas en forma

inespecifica con una solución al 8% de leche en polvo
descremada en buffer carbonato.

3) Se lavaron las placas 4 veces con PBS-Tween20 al 0.05%.

4) Se hicieron diluciones al medio de las muestras (sueros
y fluidos) partiendo desde 1/100 para los animales de 21 y 28

dias y desde 1/400 para los animales de 50 y 120 dias, hasta

1/6400. En paralelo se hicieron diluciones de IgA purificada

(ICN Biomedicals, Inc.) desde 3ng/ml hasta 250 ng/ml, para

construir una curva standard.

5) Se sembraron 200 ul de las muestras por duplicado en los

pocillos y se incubaron las placas una hora a 37'C.

6) Se lavaron las placas 5 veces con PBS-Tween20 al 0.05%.

7) Se cubrieron los pocillos con 200 pl de IgG de cabra anti

IgA de rata purificada por afinidad y conjugada con

peroxidasa de rabanito (Bethyl) diluido 1/1000 en PBS-Tween.

8) Se incubaron las placas una hora a 37°C.

9) Se lavaron las placas 5 veces con PBS-Tween.

10) Se agregaron 200 pl de sustrato (ortofenilendiamina

(Sigma) 1 mg/ml en buffer citrato-fosfato 0.1 MpH 5.0, con

0.025% de ¡go,) y se incubaron las placas en la oscuridad

durante 10 minutos a temperatura ambiente. La reacción se
I
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detuvo con 50 ul de SOJL 2N.

11) La reacción se leyó en un espectrofotómetro manual para

policubetas (Metrolab).

Los valores de DOque se utilizaron para interpolar en la

curva standard construida con IgApurificada fueron aquellos

que correspondían a zonas de las curvas de las muestras

lineales y paralelas a la curva standard.

En todas las reacciones se corrieron controles en los que en

lugar de la muestra se agrego PBS-Tweeny controles en los

que se desarrolló la reacción tal cual fue descripta pero

sobre pocillos en los que no se habia pegado anti IgA.

Antes de realizar la reacción se tituló tanto el anti IgA

comoel conjugado buscando las mayores diluciones que dieran

la máximasensibilidad a la reacción y el menorinespecifico

en los controles antes mencionados.

9. ELISApara cuantificar anticuerpos anti TC

Se utilizó con modificaciones la técnica descripta por

Lycke (Lycke et al., 1985).

Los pasos de la reacción fueron los siguientes:

1) Se cubrieron los pocillos de una microplaca de 96

pocillos con 200 ul del gangliósido GMlen PBS (2.5 pg/ml).

Se incubaron las placas durante toda la noche a temperatura
ambiente.

2) Se lavaron las placas 4 veces con PBS.
I
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3) Se cubrieron los pocillos con 200 ul de una solución de

TCen PBS (2.5 pg/ml). Se incubaron las placas toda la noche

a temperatura ambiente.

4) Se cubrieron los pocillos con 200 ul de leche en polvo

descremada al 8% en PBS y se incubaron 1 hora a 37°C. Se

lavaron los pocillos 4 veces con PBS-Tween.

5) Se hicieron diluciones al mediode las distintas muestras

a dosar (sueros, fluidos, sobrenadantes de cultivos).

6) Se sembraron 200 ul de las muestras en los
correspondientes pocillos y se incubaron las placas una hora
a 37°C.

7) Se lavaron las placas 5 veces con PBS-Tween.

8) Se cubrieron los pocillos con 200 pl de alguno de los

siguientes anticuerpos purificados por afinidad: IgGde cabra

anti IgA de rata (especifico para cadena a) (Bethyl) diluido

1/400 en PBS-Tween,IgG de cabra anti IgMde rata (especifico

para la porción Fc del anticuerpo) (Bethyl) diluido 1/800 en

PBS-Tween o IgG de cabra anti IgG de rata (Sigma) (diluido

1/1000 en PBS-Tween). Se incubaron las placas una hora a

37'c.

10) Se lavaron las placas 5 veces con PBS-Tween.

11) Se cubrieron los pocillos con 200 pl de IgG de conejo

anti IgG de cabra conjugado con peroxidasa de rabanito en una

dilución 1/8000 en PBS-Tween. Se incubaron las placas una

hora a 37°C.

12) Se lavaron las placas 5 veces con PBS-Tween.
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13) Se agrego a cada pocillo 200 ul de una solución de

ortofenilendiamina (OPD)1 mg/ml en buffer citrato-fosfato

0.1M pH 5.0 con 0.025% de HJL. Se incubaron las placas en la

oscuridad durante diez minutos.

14) La reacción fue detenida mediante el agregado de 50 pl de

SO.H2.

15) Se leyeron las placas en un espectrofotómetro para

policubetas a 492 nm.

En todas las placas se corrieron tres tipos de controles
a) muestras de animales sin inmunizar, b) la menor dilución

de cada muestra, se corrió en pocillos al que no se le habia

pegado el antígeno y c) pocillos en los que en lugar de la

muestra se sembró PBS-Tween.

Las concentraciones de gangliósido y toxina colérica se

determinaron como la menor concentración que dió la mayor

sensibilidad a la reacción. También se tituló el primer

antisuero y el conjugado buscando diluciones que den la

máximasensibilidad y el menor inespecifico.

Se consideró comoúltima dilución positiva (titulo) aquel

valor de DOque cumpla los siguientes dos requisitos 1) que

sea mayor que la DOmedia de 20 muestas negativas a esa misma

dilución más cinco desviaciones standard (Porstman, 1992) y

2) que el valor de DOsea mayor que 0.1.

El titulo de anticuerpos IgG en el suero se tomo comoun

control de la inmunización. Para titular la IgG en las
I
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muestras de suero se

construyó una curva 4 ,

standard con 70

sueros de diverso

titulo con las que se
¡“(Wm)

:IDH

graficó la DOde las

muestras a una

determinada dilución

(1/20000, dilución de J lwtmm

trabajo) vs su titulo
. Gráfico 1: Curva standard de titulos

(Gráfico 1). Previo a de IgG anti toxina colérica. La
dilución de trabajo utilizada fue

1a construcción de la 1/20000.
curva standard se

verifico que al graficar la DOvs la dilución en cada suero,

las curvas sean aproximadamenteparalelas entre si (Kurstak,.

1985)

En consecuencia posteriormente la determinación de la IgG

en los sueros se realizó corriendo las muestras por

duplicado a una única dilución (1/20000) e interpolando el

valor en la curva standard (gráfico).

10. Test de neutralización en loop intestinal

Para evaluar la capacidad de los anticuerpos del fluido
intestinal de neutralizar a la toxina colérica, se utilizó
el método de Lange and Holmgren (1978). A animales

I
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anestesiados con éter se les abrió el abdomen. Se ligo de

ambos lados una porción de entre 10 a 15 cm de la parte media

del intestino delgado teniendo especial cuidado en dejar

libre la circulación sanguínea y linfática. Se inyectó l ng

de toxina colérica en 0.2 ml de PBSdentro del loop y luego

se cerro el abdomen. A las cuatro horas los animales fueron

sacrificados, se abrió nuevamenteel abdomeny se extrajo el

loop. Se determinó su peso con su contenido y luego de

vaciados se midió su longitud. Los valores de neutralización
fueron expresados como la relación peso/longitud

(miligramo/centimetro) de tal forma que cuanto mayor es esta

relación menor es la capacidad de neutralizar a la toxina.

Ademásde los animales controles y desnutridos durante la

lactancia inmunizados con toxina colérica, se utilizaron
animales sin inmunizar como controles. Otro control

utilizado fueron animales a los cuales en lugar de toxina se
les administró PBS. La concentración de toxina colérica a

utilizar se determinó previamente seleccionado aquella que

permita tener sensibilidad y reproducibilidad.

11. Cultivo de linfocitos de ganglio nesentérico.

Se extrajeron en esterilidad los ganglios mesentéricos de

ratas normales y desnutridas durante la lactancia. Se

prepararon las suspensiones celulares en flujo laminar tal

cual ya fue descripto. Se lavaron las células con medio RPMI
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1640 suplementado con 10% de suero fetal 25 mM HEPES y

antibióticos (50 U/ml de penicilina y 50 pg/ml de

estreptomicina). Se ajustaron las suspensiones a ESx 106

células por mililitro.
Se colocó un 'mililitro de las suspensiones celulares en

pocillos individuales de una placa de 24 pocillos (Corning)

y se incubaron a 37 °C en una atmósfera de 5% de dióxido y

95%de aire saturado con vapor de agua. El periodo de cultivo

fue de. una semana sin cambio de medio. Los cultivos se

hicieron por duplicado con y sin el agregado de 5 ng de TC

(Elson, 1984). Al fin del cultivo se cosecharon las células

con los sobrenadantes y se centrifugaron a 1500 rpm. Los

sobrenadantes se fraccionaron y guardaron a -20 °C hasta su
uso. A las células se les evaluó 1a viabilidad al fin del

cultivo por exclusión del colorante azul tripan.

12. Análisis estadístico de los datos.

La normalidad y la homogeneidad de varianza de las

muestras se determine por los ensayos de Kolmogorov-Smirnov

y de Scheffe-Box respectivamente. Para el análisis de los

porcentajes de las distintas poblaciones celulares se
realizaron transformaciones logaritmicas y arcoseno con el

objetivo de obtener normalidad y homocedacia. En el análisis

de los titulos de anticuerpo se realizó la transformación

logaritmica.
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Se realizó un análisis de varianza anidado para

discriminar el origen de 1a variación (entre tratamientos o

entre camadas o experimentos) (Sokal-Rolf).

Para la comparación de medias se utilizó el test t de

Student. Cuando se realizaron comparaciones entre varias

medias se utilizó el análisis de varianza y el test de Tukey

para los contrastes, cuando las muestras fueron iguales.
Cuando estaban involucrados dos factores se realizó un

análisis de la varianza de dos factores.



RESULTADOS
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ALTERACIONES EN EL PESO CORPORAL Y EN DISTINTOS ORGANOS

LINFOIDES DEBIDO A LA DESNUTRICION DURANTE LA LACTANCIA

1. Evolución del peso de los animales controles y desnutridos

durante la lactancia, desde el destete hasta los 120 días de
edad.

En la tabla 1 y en el gráfico 2 se observa las consecuencias

de 1a desnutrición durante la lactancia sobre el peso

corporal de las ratas desde el destete hasta que son animales

adultos, comparado con animales controles de la misma edad.

Como se observa, el peso de los animales desnutridos

permanece significativamente disminuido, incluso luego de 90
dias de renutrición con dieta comercial.

2. Evolución del peso de las placas de Peyer, del ganglio

nesentérico y del tino de ratas desnutridas durante la
lactancia y controles de la mismaedad.
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En la tabla 2 se observa que el peso de los tejidos linfoides

asociados al intestino se recupera relativamente rápido, ya

que luego de un mes de alimentación con dieta comercial

alcanzan los valores de los animales controles.

Contrariamente a esto el peso del timo está claramente
disminuido tanto a los 21 como a los 28 dias.

3. Evolución del númerode células recuperada de los tejidos
linfoides asociados al intestino de ratas desnutridas durante

la lactancia y controles de la mismaedad.

En la tabla 3 se observan las consecuencias de la

desnutrición durante la lactancia sobre el númerode células

recuperadas de las placas de Peyer y del ganglio mesentérico

de ratas desnutridas durante la lactancia y renutridas con

dieta comercial, y de ratas controles de la mismaedad. La

recuperación en el número de células es más lenta que la

recuperación del peso en los mismosórganos. Luego de 30 dias

de renutrición con dieta comercial los animales que habían

sido desnutridos poseen un menor número de células que los

controles. Sin embargo luego de 45 dias de renutrición

alcanzan los mismosvalores que los controles.
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TABLA 1: EVOLUCION DEL PESO CORPORAL (Grs.) EN RATAS
CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA

EDAD (DIAS)
21 28 50 70 120

51.4i‘5' 79.81’8.8 169.i’3l.8 215i35 341.8i67.3
CONTROLES (18)... (23) (25) (lo) (12)

26.5i3.2 47.3i6.6 121.81'23.4 l75i‘25 264.3i55.8
DESNUIRIWS (29) (23) - v (27) (10) (12)
SIGNIFICACIONp<0.0001 p<0.0001 p<0.0001 p<0.01 p<0.01
ESTADISTICA

' Cadavalor representa la media y la desviación standard.
"Los números entre paréntesis significan la cantidad de
animales utilizados. El test estadístico empleadofue el t de
Student.

"0- CONTROLES "o" DESNUTHIDOS

450

400 "

504) __________.—or
I L l

21 28 50 70 120
dias

' Gráfico 2
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TABLA 2: PESO DE LAS PLACAS DE PEYER, DEL GANGLIO HESENTERICO
Y DEL TIHO DE RATAS CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA
LACTANCIA

EDAD PESO (MG) SIGNIFICACIONESTADISTICA
CONTROLES DESNUTRIDOS

21 DIAS PP
GM 68.87i42.7' 55.16ill.1

(15)" (25)
TIMO l73t42 48i11 p<0.0001

(8) (8)
+28 DIAS PP 152.72i50.5 100-45.26 p<0.001(24)

GM 120.5i45.l 52.5i23.3 p<0.001
(18)

TIMO 229i20 97il6 p<0.0001
(6) (7)

PP 286.6i130.2 249.2i112.7 p=0.6
50 DIAS (20) (22)

GM 340.3:130.2 358.4:120.5 p=0.9
(30) (32)

Cada valor representa la media y la desviación standard.
"Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados. El test estadístico empleadofue el t de Student.
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TABLA 3: NUMERO DE CELULAS RECUPERADAS DE LAS PLACAS DE PEYER
(PP) Y DEL GANGLIO HESENTERICO (GH) DE RATAS CONTROLES Y
DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA.

NUMERO DE CELULAS SIGNIFICACION
‘ ESTADISTICA

EDAD CONTROLES DESNUTRIDOS

PP 0.5i0.2' 0.15t0.1 p<0.0001
21 DIAS (12)" (14)

GH ll.22il.6 3.94il.62 p<0.0001
(13) (29)

GM 26.33t8.6 8.62i3.18 p<0.0001
28 DIAS (23) (23)

PP 3.7912.06 1.69t0.633 p=0.0150 DIAS (11) (8)
GM 66.3:16.1 44.14114.54 p=0.002

2)
GM 64.617.09 68.8i4.66 p=0.370 DIAS (5) (5)
PP 3.13i2.28 3.31i2.29 p=0.8520l DIAS (9) (12)
GM 64t34.33 67i22.78 p=0.77

(10) (12)

' Cada valor representa la media y la desviación standard.
"Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados. El test estadístico empleadofue el t de Student.
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ALTERACIONES DE LAS CELULAS T DEBIDAS A LA DESNUTRICION

DURANTE LA LACTANCIA

1. Porcentaje de células T totales (CD5+) y T CD4+en las

placas de Peyer de ratas desnutridas durante la lactancia de

21 y 28 dias y controles de la misma edad.

En la tabla 4 y en el gráfico 3 se presenta el porcentaje de

LT (CDSf) marcados con el anticuerpo monoclonal 0X19, en las
placas de Peyer de ratas de 21 dias desnutridas durante la

lactancia y controles de igual edad. Para realizar la técnica
de inmunofluorescencia las células fueron obtenidas de un

conjunto de placas de Peyer provenientes de 4 ratas. Se

observa en los animales desnutridos un mayor porcentaje de

células T que los controles aunque las diferencias entre

ambosgrupos no son significativas (p=0.228).

Tambiénse presentan los porcentajes de células T totales

(CDS+) y de la subpoblación CD4+en las placas de Peyer de

ratas de 28 dias desnutridas durante la lactancia v los

controles de la misma edad. Para realizar la técnica de

inmunofluorescencia las células fueron obtenidas de un

coniunto de placas de Pever provenientes de 3 ratas. A

diferencia de lo oue ocurre en las placas de Pever de

animales de 21 dias. a los 28 dias vemos cue las células T

totales se encuentran sianificativamente disminuidas en las

ratas desnutridas durante la lactancia(o=0.001l. Ademásla
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subpoblación con fenotipo colaborador también esta

significativamente disminuidas en el grupo experimental de 28
dias.

2. Porcentaje de células T CD5+y CD4+en ganglio nesentérico

de ratas desnutridas de 21 dias y sus controles de igual
edad.

En la tabla 5 y en el gráfico 4 se presentan los

porcentajes de células T CDS+ y CD4+ en el ganglio

mesentérico de animales de 21 dias desnutridos durante la

lactancia y controles de la misma edad. Los datos

corresponden a tres experimentos para ambosmarcadores. Para

determinar la variación entre los distintos experimentos se

realizó un análisis de varianza anidado. Se observa que no

hay diferencias significativas entre los dos grupos ni para

el porcentaje de células T totales (CDS+)(p=0.136) ni para

la subpoblación colaboradora (CD4+) (p=0.27). Entre las

distintas experiencias dentro del mismofactor principal sin

embargose observaron diferencias, principalmente al analizar

los grupos de ratas desnutridas.

3. Porcentaje de células Thy1.1+ (OX7+) en el ganglio
nesentérico de animales desnutridos durante 1a lactancia de

21 y 28 días y controles de la misma edad.
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En la tabla 6 y en el gráfico 5 se presentan los porcentajes

de células Thy1.1+ (ox7+) en el ganglio mesentérico de

animales de 21 días desnutridos durante la lactancia y

animales normales. También se observan los datos para el

mismomarcador en animales de 28 dias. Los datos corresponden

a dos o tres experimentos en ambas edades. Para determinar la

variación correspondiente a los experimentos se realizó un

análisis de varianza anidado. Se observa que a los 21 dias no

hay diferencias significativas entre los grupos de animales
desnutridos y los grupos control.

A los 28 dias, sin embargo, si se observan diferencias entre

el grupo experimental y el control de la mismaedad para este

marcador (p=0.0006). Cuando se compara la presencia de

células que expresan este marcador entre animales de 21 y 28

dias se ve que en las ratas normales hay una disminución

significativa en la medidaque el animal crece (p<0.001), sin

embargoen las desnutridas el porcentaje no cambia.

4. Porcentaje de células T totales (CDS+), T CD4+y T CDB+en

el ganglio mesentérico de ratas desnutridas durante la

lactancia de 28 dias y controles de 1a mismaedad.

En la tabla 7 y en el gráfico 6 se presentan los porcentajes

de células T totales (CDS+), T CD4+y T CD8+en el ganglio

mesentérico de ratas de 28 dias desnutridas durante la

lactancia y sus controles de igual edad. Los datos provienen

de dos experimentos para los controles y de cuatro
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experimentos para los desnutridos. Para determinar cual es el

aporte a la varianza total de la variación entre experimentos
se realizó un análisis de la varianza anidado. A diferencia

de lo que ocurre a los 21 dias tanto las células T totales

como las células CD4+ se encuentran significativamente

disminuidas en los grupos de animales desnutridos cuando se

lo compara con los grupos control (p=0.0045 y p=0.0027

respectivamente). Las células CDB+también se encuentran

disminuidas en el grupo desnutrido (p=0.03). Se observa una
contrioución significativa a la varianza total debida a la
variación entre experimentos (o camadas) en el análisis de

las células T totales del grupo de ratas desnutridas.

5. Porcentaje de células T totales (CDS+), T CD4+y T CD8+en

las placas de Peyer de ratas desnutridas durante la lactancia

de 50 días y controles de igual edad.

En la tabla 8 y en el gráfico 7 se presentan los porcentajes

de células T totales (CDS+), T CD4+y T CDB+en las placas de

Peyer de ratas de 50 dias desnutridas durante la lactancia

y sus controles. Los datos provienen de tres experimentos

separados, salvo para el marcador CDB+.Tanto las células T

totales comolas células CD4+permanecen significativamente

disminuidas en el grupo experimental luego de 30 dias de

renutrición con dieta comercial cuando se las compara con el

control (p=0.01 y p=0.02 respectivamente), lo mismo ocurre

con las células CD8+(p<0.001).
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TABLA 4: PORCENTAJE DE CELULAS T EN LAS PP DE RATAS DE 21 Y
28 DIAS CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA.

21 DIAS 28 DIAS

ox19+(c05+) ox19+(c05+) W3/25+(CD4+)
CONTROLES l4.33i'3.78' 15.00i2.58 12.33:0.57

(4)" (4) (4)
DESNUTRIDOS 18.33i3.05 6.14:2.79 5.oo:2.oo

(4) (6)

SIGNIFICACION p=0 . 228 p=0 . 001 p=0 . 004
ESTADISTICA

' Cada valor representa la media y la desviación standard.
"Los números entre paréntesis indican la cantidad de datos
utilizados para obtener cada media. Cada dato a su vez
proviene de analizar las células de 4 ó 3 animales
dependiendo que sean de 21 o de 28 dias. El test estadístico
utilizado fue un análisis de varianza anidado.

25- 0x19 (CDS) 0x19 (cos) W5755 ¡5515 ‘
P-0.23 p-0.001 p-0.004

P 20' !
5
3
8 15'
0v
.9.

:3 1o­

É
O
fl. 5.

o.
C D

21 DIAS 28 D'As

Gráfico 3
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TABLA 5: PORCENTAJE DE CELULAS T EN EL GANGLIO HESENTERICO DE
RATAS DE 21 DIAS CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA
LACTANCIA.

Exp N° ox19+ (c05+) W3/25+(CD4+)
1 29.33i2.16 18.66:3.93

CONTROL 6) (6)
2 27.5o:2.91 20.5:3.2o

(5) (6)
1 25.9o:o.17 12.58i2.90

(3) (5)
DESNUTRIDO 2 23.80:4.08 19.14:4.70

(5) (7)
3 18.20i3.19. 12.75:1.25

‘ (5) (4)

SIGNIFICACION p=0.l36 p=o.27
ESTADISTICA

‘ Cada valor representa la medía y la desviación standard.
"Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados en cada experimento.El test estadístico utilizado
fue un análisis de varianza anidado.

40' 0x19 (005+) w3¡25 (004+)
p-0.136 p-0.27

30'

20'

ParecentajedecelulasT
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TABLA 6: PORCENTAJE DE CELUIAS 0X7+ (Thy1.1+) EN EL GH DE
RATAS DE 21 y 28 DIAS CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA
LACTANCIA.

EXP. N° 21 DIAS 28 DIAS

1 21.90il.67' 10.87tl.93
CONTROLES n(5) (4)

2 15.oo:1.oo 11.50i0.80
(5)

3 - 9.66i0.57
(3)

+ +

DESNUTRIDOS 1 24.4o_4.o9 20.ífi;fi.81

_ 2 22.50:2.os 19.60i3.38

SIGNIFICACION p=0.34 p=0.0006
ESTADISTICA

ñ

"Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados en cada experimento.El test estadístico utilizado
fue un análisis de varianza anidado.

4o« .
21 dias 28 chas

p-0.34 p-0.0006

i,30'

PorcentajedecelulasThy1+(0X7)

Gráfico 5

Cada valor representa la media y la desviación standard.



69

TABLA 7: PORCENTAJE DE CELULAS T EN GH DE'RATAS DE 28 DIAS
CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA.

Exp. N’ ox19+(c05+) W3/25+(CD4+) oxa+(cna+)
1 33.50:1.73' 24.50:2.oo 6.66i2.06

(5)" (6) (6)
CONTROL A2 32.25:1.7o 23.oo:1.41 7.60il.50 1

(4) (5) (6)
1 15.25:o.95 12.3o:1.15 3.80t0.83

(4) (3) (5)
2 18.33i4.l6 13.3o:2.51 4.4o:1.14

(3) 3) (5)
DESNUTRTIDOS

3 22.75i2.80 16.00i2.21 —
_ (4) 6)
‘ 4 18.80i3.48 14.7o:2.50 ­

(7) (4)

SIGNIFICACION p=0.0045 p=0.0027 p=0.03
ESTADISTICA

í Cadavalor representa la media y la desviación standard.
“Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados en cada experimento.El test estadístico utilizado
fue un análisis de varianza anidado.

45­
OX19 (CDS) W3l25 (CD4)

p-QOO45 p-00027ae­e
EJ
E
0
'Ues
C

É
8

Gráfico 6
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p-0.03
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TABLA 8: PORCENTAJE DE CELULAS T EN LAS PP DE RATAS DE 50
DIAS CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA.

EXP N° ox19+(c05) W3/25+(CD4+) OX8+(CD8+)
1 28.80i3.42‘ 17.7o:2.28 6.83i1.47

(5)“ (7) (6)
CONTROLES 2 29.50:2.os 16.oo:1.15 ­

(4) (4)
1 17.00:1.22 12.2o:2.50 3.50:1.3o

(5) (4)
DESNUTRIDOS 2 19.50:3.7o 12.00:2.54 3.44:1.13

(4) (5) (5)

SIGNIFICACION p=0.01 p=o.02 p<0.001
ESATDISTICA

‘ Cada valor representa la media y la desviación standard.
"Los números entre paréntesis indican la cantidad de
animales utilizados en cada experimento. El test estadístico
utilizado fue un análisis de varianza anidado, salvo en el
marcadorCDS,para el análisis del cual se utilizó el test de
t de Student.

40'
OX19(CDS)

p-0.01

p.

É
2
8

8
Q
E
C

5
8

Gráfico 7

W3/25 (CD4)

p-0.02
OX8(CDB)

p<0.001



71

6. Porcentaje de células T totales (CDS+), T CD4+y T CDB+en

el ganglio mesentérico de ratas desnutridas durante la

lactancia de 50 dias y controles de igual edad.

En la tabla 9 y en el gráfico 8 se presentan los porcentajes

de células T CD5+, T CD4+y T CDe+en el ganglio mesentérico

de ratas de 50 dias desnutridas durante la lactancia y sus

controles. Los datos provienen de dos o tres experimentos

realizados por separado. Tanto las células T totales comolas
células CD4+ y las CDa+ permanecen significativamente

disminuidas en el grupo experimental luego de 30 dias de

renutrición con dieta comercial cuando se las comparacon el

control (p=0.004, p=0.02 y p=0.02 respectivamente).

7. Porcentaje de células T totales (CDS+)y T CD4+en las

placas de Peyer de ratas de 120 días desnutridas durante la

lactancia y controles de la mismaedad.

En la tabla 10 y en el gráfico 9 se presentan los porcentajes

de células T CDS+y T CD4+en las placas de Peyer de ratas de

120 dias desnutridas durante la lactancia y ratas controles

de la misma edad. Los datos corresponden a uno ó dos

experimentos independientes. Se observa que luego de 3 meses

de alimentación con dieta comercial las ratas del grupo

experimental continúan presentando en las placas de Peyer una

disminución significativa en el porcentaje de células T CDS+
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y CD4+(p<0.01 y p=0.01 respectivamente).

8. Porcentaje de células T totales (CD5+) y T CD4+en el

ganglio nesentérico de ratas de 120 dias desnutridas durante

la lactancia y sus controles de igual edad.

En la tabla 11 y en el gráfico 10 se presentan los

porcentajes de células CDS+y CD4+en el ganglio mesentérico

de ratas de 120 dias desnutridas durante la lactancia y sus

controles de igual edad. Los datos corresponden a dos

experimentos independientes. Para analizar los resultados se

utilizó un análisis de varianza anidado. Los porcentajes de

las células CDS+y CD4+se encuentran significativamente

disminuidos en el grupo experimental en relación al control

(p=0.003 y p=0.015).
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TABLA 9: PORCENTAJE DE CELULAS T EN EL GH RATAS DE 50 DIAS
CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA.

EXP N° ox19+(cns+) W3/25+(CD4+) oxs+(cne+)
1 58.25:4.85' 40.60i1.15 14.oo:3.53

(4)“ (5)
+ + +CONTROLES 2 61.00_0.70 41.40_l.81 11.75_1.5(5) (4)

3 56.60:3.2o 44.80t1.78 ­
(5) (4)

1 45.4o:3.57 31.80:1.78 6.60il.52
(5) (5) (5)

DESNUTRIDOS 2 43.oo:2.55 34.60il.52 6.00i2.55
(5) (5)

SIGNIFICACION p=0.004 p=0.02 p=0.02
ESTADISITCA

‘ Cada valor representa la media y la desviación standard.
"Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados en cada experimento.El test estadístico utilizado
fue un análisis de 1a varianza anidado.

30' 0x19 (cos) W3I25(CD4) oxa (coa)
7°. p-0.004 p-0.02 p-0.02

p.
a 60­
SJ
g 50­
o

Z 4o­
E
= ao­

É
g 20­

10­

0d

Gráfico 8



74

TABLA 10: PORCENTAJE DE CELULAS T TOTALES (CDS+) Y T CD4+ EN
LAS PLACAS DE PEYER DE RATAS DE 120 DIAS CONTROLES Y
DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA

EXP. N° ox19+(c05+) W3/25+(CD4+)
CONTROLES 1 29.40i2.70’ 18.40i2.30

(5)" (5)
1 23.50:2.3o 14.2o:1.9o

5)
DESNUTRIDOS 2 - 13.2o:2.50

(3)

SIGNIFICACION p<0.01 p=o.01
ESTADISTICA

‘ Cada valor representa la media y la desviación standard.
“Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados en cada experimento.E1test estadístico utilizado
fue el t de Student.

4°“ OX19 (CDS) W3125 (CD4)
p<0.01 p-0.01

Z ao­
2
2
8
0
‘U 20­
.2
2
C

5
a 1o­

o- . r .
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Gráfico 9
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TABLA 11: PORCENTAJE DE CELULAS T EN EL GANGLIO HESENTERICO
DE RATAS DE 120 DIAS CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA
LACTANCIA

EXP. N° ox19+(c05+) W3/25+(CD4+)
1 55.4o:3.9o‘ 38.40i3.00

(5)" (5)
CONTROLES

2 57.3o:2.50 41:4
(3) (3)

1 41.4o:4.5o 28.80i2.20
(5) (5)

DESNUTRIDOS 2 41.5o:1.5o 28.50i2.66
(6) (6)

SIGNIFICACION p=0.003 p=0.015
ESTADISTICA

‘ Cada valor representa la media y la desviación standard.
"Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados en cada experimento.El test estadístico utilizado
fue un análisis de 1a varianza anidado.

70' 0x19 (005) w3/25 (CD4)

60. p-0.003 p-0.015
¡_

g 50­
ag
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0
"5' ao­
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3 20­L
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0:
c c D D c c D D

Gráfico 10
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9. Resumende las alteraciones producidas en las células T de

las placas de Peyer y del ganglio mesentérico por la
desnutrición durante la lactancia

Las células T totales (CDS+) y las células T CD4+ se

encuentran disminuidas en los animales desnutridos aún luego
de tres meses de renutrición con dieta stock tanto en las

placas de Peyer comoen el ganglio mesentérico. Curiosamente

a los 21 dias de edad (dia del destete) no se observan
diferencias en los porcentajes de ambos marcadores. Las

células que expresan el marcador CD8también se encuentran

disminuidas luego de 30 dias de renutrición con dieta

comercial. Por otra parte el porcentaje de células que

expresan el marcador Thy1.l aumenta en los animales

desnutridos de 28 dias de edad. Para evaluar el grado de

activación de las células T en los animales controles y

desnutridos se realizó un inmunofluorescencia indirecta para

determinar el grado de expresión del receptor para IL-2. Los

niveles de expresión del receptor para IL-2 en el ganglio

mesentérico fueron menores o iguales al 1% tanto en los

animales normales como en los desnutridos de 21, 28 y 50

dias.
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ALTERACIONES EN LAS CELULAS B EN LAS PP Y EN EL GH BEBIDAS A

LA DESNUTRICION DURANTE LA LACTANCIA

1. Porcentaje de células pre-B en el ganglio nesentérico de

ratas de 21 y 28 dias desnutridas durante 1a lactancia y sus

controles de igual edad.

A los 21 dias se observa en los animales desnutridos un

aumentosignificativo, en relación a los controles, de las
células que expresan Thy1.1 en la superficie y cadenas p en

el citoplasma (p<0.001). Conjuntamente con ésto hay una

disminución de los plasmablatos que poseen IgM en el

citoplasma (p<0.01) (Tabla 12 y Gráfico 11). A los 28 dias

las células Thy1.1+ cp+ en los animales controles disminuyen

hasta practicamente no encontrarse mientras que en los

desnutridos permanecen aumentadas (p<0.0001). También se

observa una disminución en las células cp+ en el grupo

desnutrido (p<0.0001), mientras que las células 0x7+ cp- en

este mismo grupo están aumentadas en relación al control

(p<0.0001) (Tabla 13 y Gráfico 12).
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2. Porcentaje de células que expresan Ig! ó Igfll en las

placas de Peyer y en el ganglio nesentérico de ratas de 28

dias desnutridas durante la lactancia y en sus controles de

igual edad.

En la tabla 14 y en el gráfico 13 se presentan los

porcentajes de células sa+ en las placas de Peyer de ratas de

28 dias desnutridas durante 1a lactancia y controles de igual
edad.

Para realizar 1a técnica de inmunofluorescencia las células

fueron obtenidas de un conjunto de placas de Peyer de tres
ratas .En los animales desnutridos se observa una disminución

significativa de las células con IgA en su superficie

(p=0.002).

Tambiénse presentan los porcentajes de células su+ y sa+ en

el ganglio mesentérico. Los resultados corresponden a tres

experimentos independientes. El porcentaje de células con IgA

en la superficie está significativamente disminuido en los

animales desnutridos (p<0.001), mientras que el porcentaje de

células con IgH en su superficie no presenta diferencias

significativas entre ambosgrupos.
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3. Porcentaje de células que expresan Ig! ó IgAen las placas

de Peyer de ratas de 50 días desnutridas durante la lactancia

y sus controles de igual edad.

En la tabla 15 y en el gráfico 14 se presentan los

porcentajes de células sp+ y sa+ en las placas de Peyer de

ratas de 50 dias desnutridas durante la lactancia y sus

controles de igual edad.

Los datos corresponden a 3 experimentos independientes. Se

observa que en los animales desnutridos hay un aumento

significativo en las células que expresan IgMen relación a

los controles (p<0.05). Por otro lado las células con IgA en

su superficie están significativamente disminuidas en el

grupo experimental (p<0.05). Para determinar el porcentajes

de células que expresan IgA o IgM ( la suma de las células

IgM+y de las células IgA+) se utilizaron sólo aquellos
animales a los cuales se les habia determinado ambas

poblaciones. Comose observa en la tabla no se encontraron

diferencias al comparar entre ambosgrupos el porcentaje de

células que expresan una u otra inmunoglobulina.
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TABLA 12: PORCENTAJE DE CELULAS PRE-B EN EL GANGLIO
HESENTERICO DE RATAS DE 21 DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA
Y SUS CONTROLES

OX7+ cu+ 0X7- cu+ OX7+ cu­

CONTROL l.6i0.9' 8.1i1.9 18.7i3.1
(4)" (4) (4)

DESNUTRIDO 6.6i1.5 4.3t1.44 17.6:2.6
21 DIAS

_ (4) (4) (4)
SIGNIFICACION
ESTADISTICA p<0.001 p<0.01 NS

‘ Cada valor representa la media y la desviación standard.
"Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados en cada experimento.E1test estadístico utilizado
fue el t de Student

P<0.01 .0II0.4
30'

P<Q001
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1 81

PORCENTAJE DE CELULAS PRE-B EN EL GANGLIO
HESENTERICO DE RATAS DE 28 DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA
Y SUS CONTROLES

0X7+ cu+ ox7- cu+ ox7+ cu­
CONTROL 0.510.3' 9.4:1.1¿ 11.2:1.22

(5)" (5) (5)
+ + +28 DIAS DESNUTRIDO 6.3-0.67 4.2-0.83 15¿s_o.g3(5) (5)

SIGNIFICACION p<0.0001
ESTADISTICA P<°-°°01 p<0.0001

i Cadavalor representa la media y la desviación standard.
"Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados en cada experimento.El test estadístico utilizado
fue el t de Student
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TABLA 14: PORCENTAJE DE CELULAS IgH+ ó IgA+ EN LAS PP Y EN EL
GLH DE RATAS DE 28 DIAS NORMALES Y DESNUTRIDAS.

PLACAS DE GANGLIO MESENTERICO
PEYER

EXP. N° IgA+(sa+) ;‘ IgM+(su+) IgA+(sa+)
l 15.50i2.5m 11.20i2.77 7.00Ïl.4l

(5)" (53m (6)
2 - 12.80i2.77 7.10i0.92

CONTROLES (5) (5)

3 - - 6.75Ïl.70
(4)

DESNUTRIDOS l 8.75i0.50 11.50É3.40 4.00Ïl.4l
á (5)

2 13.00i3.90 3.66il.03
(4) (6)

SIGNIFICACION p=0.002 p<0.001
ESTADISTICA
Cada valor representa la media y la desviación standard.

“ Los números entre paréntesis significan la cantidad de
datos utilizados para obtener cada media. Cada dato a su vez
proviene del análisis conjunto de las células de 3 animales.
‘"Los númerosentre paréntesis significan la cantidad de

animales utilizados en cada experimento. E1 test
estadístico utilizado fue el test t de Student (PP) o un
análisis de varianza anidado (GLM).

i.

30+ su‘ sao
p<0.001

Poraoonuuadecolqul

Gráfico 13
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TABLA 15: PORCENTAJE DE CELULAS B QUE EXPRESAN IgH O IgA EN
LAS PP DE RATAS DE 50 DIAS CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA
LACTANCIA.

EXP N° IgM (su+) IgA+ (sa+) IgM+IgA
1 28.7516L45' 20.50:1.oo

(4)" (4)
+ +CONTROLES 2 25.33_0.58 17.oo_1.2o 43.7i2.9(3) (4)

3 - 19.60:3.43
(5)

1 37.50:5.oo 13.83i2.48
(4) (6)

+ +
DESNUTRIDOS 2 42.60_3.20 15.80_2.26 50.8i7.8(6) (7)

3 - 9.33:3.21
(3)

SIGNIFICACION p<0.05 p=0.045 p=0 1ESTADISTICA
‘ Cada valor representa la media y la desviación standard.
"Los números entre paréntesis significan la cantidad de
animales utilizados en cada experimento. El test estadístico
utilizado fue un análisis de 1a varianza anidado.

su+ sa+

p<0,05 p-0.045

PolceulaiudecelulasB

Gráfico 14
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4. Porcentaje de células que expresan IgH ó IgA en el ganglio
mesentérico de ratas de 50 dias desnutridas durante la

lactancia y sus controles de igual edad.

En la tabla 16 y en el gráfico 15 se presentan los

porcentajes de células su+ y sa+ en el ganglio mesentérico

de ratas de 50 dias desnutridas durante la lactancia y sus

controles de igual edad. Los datos corresponden a 4 <5 5

experimentos realizados independientemente. Al igual que en

las placas de Peyer, se observa un aumento significativo en

las células que expresan IgM (p<0.001) y una disminución en

las células que expresan IgA (p<0.0001). Para determinar el

porcentajes de células que expresan IgA o IgH ( la suma de

las células IgM+y de las células IgA+) se utilizaron sólo

aquellos animales a los cuales se les habia determinado ambas

poblaciones. Comose observa en la tabla no se encontraron

diferencias al comparar entre ambosgrupos el porcentaje de

células que expresan una u otra inmunoglobulina.

5. Porcentaje de células que expresan Ig! e IgAen las placas

de Peyer y en el ganglio mesentérico de ratas de 120 dias

desnutridas durante la lactancia y sus controles de igual
edad.

En la tabla 17 y en el gráfico 16 se presentan los

porcentajes de células sp+ y sa+ en las placas de Peyer y en
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el ganglio mesentérico de ratas de 120 dias desnutridas

durante la lactancia y sus controles de igual edad. Se

observa que luego de 90 dias de renutrición los porcentajes

de células que expresan IgM o IgA en ambos órganos no

difieren con los valores de los controles.

6. Resumen de las alteraciones en las células B de las PP y

del GHprovocadas por la desnutrición durante la lactancia.

A los 2l y 28 dias se observa en los animales desnutridos un
aumentoen las células ox7+ cu+ en relación a los controles.

La proporción de células que expresan IgA se encuentran

disminuida tanto en las placas de Peyer como en el ganglio

mesentérico de ratas que han sido desnutridas durante la

lactancia. Estas alteraciones persisten hasta luego de 30

dias de renutrición con dieta comercial. Sin embargoa los 90

dias de renutrirlas (120 dias de edad) la cantidad de células

IgA+se normaliza. Por el otro lado vemosque los porcentajes

de células con IgMen la superficie al principio no difieren,

pero luego a los 50 dias aumentanrespecto de los controles,
normalizandose sus valores a los 120 dias. Por otro lado las

células que expresan cadenas u en el citoplasma se encuentran
disminuidas en los animales desnutridos tanto a los 21 como

a los 28 dias de edad.
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TABLA 16: PORCENTAJE DE CELULAS B QUE EXPRESAN IgH O IgA EN
EL GANGLIO MESENTERICO DE RATAS DE 50 DIAS CONTROLES Y
DESNUTRIDAS

EXP N° IgM+ (su+) IgA+ (a+) IgA+IgM
L 16.3o:1.7m 15.25il.26
' (7)" (5
2 15.50:2.33 15.30i3.87

CONTROLES (8) (9) 3o.s:4.o3 17.oo:2.oo 15.oo:1.22
(5) (5)

4 14.50:2.oa ­
(4)

1 20.70i2.98 9.50:o.50
(7) (3)

I 2 20.25i3.84 9.80t2.04
' (8) (6)

DESNUTRIDOS 3 18.40i0.90 9.70:2.os 28.7Ï3.6(4) (7)
4 20.2o:1.92 9.oo:1.7o

(5) (6)
5 20.1o:2.04 ­

(5)

SIGNIFICACION p=0.008 p<0.0001 p=0.15ESTADISTICA
' Cada valor representa la media y 1a desviación standard.
"Los númerosentre paréntesis indican 1a cantidad de animales
utilizados en cada experimento.El test estadístico utilizado
fue un análisis de la varianza anidado.

9|" scw
p-0.008 p<0.0001

Poroema].docelulasB

Gráfico 15
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TABLA 17: PORCENTAJE DE CELULAS B IgH+ E IgA+ EN LAS PLACAS
DE PEYER Y EL GANGLIO HESNETERICO DE RATAS DE 120 DIAS
CONTROLES Y DESNUTRIDOS DURANTE LA LACTANCIA

PLACAS DE PEYER GANGLIO MESENTERICO

IgA+(sa+) IgM+(sp+) IgA+(sa+)
22.20:2.55‘ 14.66i3.88 16.80i3.16

CONTROLES n(5) (5) (5)
20.20i4.25 13.50:4.76 18.80i2.17

DESNUTRIDOS (5) (5) (5)
SIGNIFICACION p=0.43 p=0.6 p=0.23
ESTADISTICA

a Cada valor representa la media y la desviación standard.
"Los números entre parindican la cantidad de animales
utilizados en cada experimento.El test estadístico utilizado
fue el t de Student.
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ALTERACIONSE EN LOS NIVELES DE IgA EN EL FLUIDO INTESTINAL Y

EN EL SUERO DEBIDAS A LA DESNUTRICION DURANTE LA LACTANCIA.

1. Niveles de IgAen el fluido intestinal de ratas controles
y desnutridas durante la lactancia.

En la tabla 18 y en el gráfico 17 se observan las

alteraciones sobre los niveles en la IgA total del fluido
intestinal en las ratas desnutridas durante la lactancia en

relación a los controles de la misma edad. Tanto en los
controles como en el grupo experimental hay un aumento

relacionado con la edad en la cantidad de IgA del fluido

intestinal. En las ratas desnutridas el nivel de IgA es

significativamente menordesde el destete hasta los 50 dias

de edad comparado con los controles de igual edad. A los 120

dias el nivel de IgA en el fluido intestinal se normaliza
alcanzando los valores de los controles.

2. Concentración de IgA en el suero de ratas de 21 y 28 dias

desnutridas durante la lactancia y sus controles de igual
edad

En la tabla 19 y en el gráfico 18 se presentan los resultados

obtenidos por ELISAcorrespondientes a las concentraciones de

IgA en el suero de ratas de 21 y 28 dias controles y

desnutridas durante la lactancia. A diferencia de lo que
ocurre en el fluido intestinal en el suero no se observa una

disminución de la concentración de IgA.
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TABLA 18: IgA TOTAL EN EL FLUIDO INTESTINAL DE RATAS
CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA.

EDAD (DIAS) 21 28 50 120

' IgA TOTAL (pg)

7o.q;9.9 126.3:18.1 683.0:101.o 780.0:150
CONTROLES (6)" (9) (14) (5)

DESNUTRIDOS l7.4i7.5 58.9tlf.4 480.?ÏÏ11.0 805.0i213
SIGNIFICACION p<0.0001 p<0.0001 p<0.001 p=0.6
ESTADISTICA

' Cadayalor representa la media y la desviación standard.
“Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados. El test estadístico empleadofue el t de Student.

IgA total en el fluido intestinal de
ratas controles y desnutridas

1200­
p<0 0001 p<0.0001 p<0.01 p-0.8
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400­

200'
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Gráfico 17
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TABLA 19: CONCENTRACION DE IgA EN EL SUERO DE RATAS DE 21 Y
28 DIAS CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA

CONTROLES DESNUTRIDOS

pg/ml de IgA SIGNIFICACION
ESTADISTICA

21 DIAS 1.284i0.355 l.339i0.58 NS
' (6) (6)

28 DIAS 7.5il.7 8.3il.8 NS
(6) (6)

‘ Cada valor representa la media y la desviación standard.
"Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados. El test estadístico empleadofue el t de Student.

21 DIAS 25 DIAS

mA(ugmfl)

Gráfico 18
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EFECTOS DE LA DESNUTRICION DURANTE LA LACTANCIA SOBRE LA

CAPACIDAD DE RESPONDER A LA TOXINA COLERICA ADHINISTRADA

ORALHENTE

l. Respuesta de anticuerpos séricos hacia la toxina colérica

en animales de 50 dias desnutridos durante la lactancia y los

controles de igual edad.

Cuandose administran tres dosis de toxina colérica por
via oral a partir de los 28 dias de edad se observa que los

animales desnutridos presentan una respuesta de anticuerpos
séricos claramente inferior a los controles. Esta deficiencia

en la respuesta esta dada por una disminución en IgG, IgM e

IgA (p<0.0001 en los tres casos). En la Tabla 20 y en el

Gráfico 19 se observa los niveles de anticuerpos de las

distintas clases en ratas controles y desnutridas. Losdatos

correponden a por lo menostres experimentos para cada grupo.

A1no encontrarse diferencias significativas entre los mismos

los datos son analizados en conjunto. Por otro lado cuando se

analiza en cada individuo la relación IgA/IgG en ambosgrupos

se observa que la misma es superior en los animales

desnutridos (p=0.012).
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2. Respuesta de anticuerpos de clase IgA en el fluido
intestinal de animales de 50 dias desnutridos durante la

lactancia y sus controles. Neutralización de la toxina en el
test del loop intestinal.

Enel fluido intestinal de las ratas inmunizadasoralmente se

encuentra IgA especifica contra la toxina colérica, sin

embargo esta se encuentra significativamente disminuida en

los animales desnutridos durante la lactancia (p<0.001)(Tabla
21).

Tambiénse evaluó la actividad biológica de estos anticuerpos

a través de su capacidad de neutralizar a la toxina colérica

cuando esta se inocula en un loop intestinal. Se ve que en

los animales desnutridos la acumulación de liquido en el

interior del loop luego de la inoculación de la toxina es

igual a la de los animales controles no inmunizados

(p=0.289). Por otro lado en las ratas controles inmunizadas

hay una disminución significativa del liquido acumuladoen el

interior del loop cuando se la compara con el control no

inmunizadoo con las ratas desnutridas-inmunizadas (p<0.001).

Sin embargo 1a protección no es total ya que en controles a

los cuales en lugar de toxina se les inoculó PBS 1a

acumulaciónde liquido en el interior del loop intestinal es

menor (Tabla 21).

Cuandoa los 113 dias se administra un reestimulo, y se siete

dias después analiza el titulo de anticuerpos anti TCen el
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fluido intestinal, también se encuentra disminuida 1a

actividad de anticuerpos IgA contra la TC (p=0.001)(Tabla

21).

3. Análisis del efecto de la toxina colérica sobre los

niveles de IgA en el fluido intestinal de ratas normales y
desnutridas.

En la tabla 22 se observan como la administración por via
oral de la TCno tiene efecto sobre los niveles de IgA en el

fluido intestinal, tanto en los animales de 50 dias
desnutridos comoen los controles de la misma edad.
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TABLA 20:TITULO DE ANTICUERPOS ANTI TOXINA COLERICA EN SUERO
DE RATAS DE 50 DIAS CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA
LACTANCIA.

TITULO DE ANTICUERPOS RELACION
IgA/IgG

IgM IgA IgG

6381:10075' 6909:7341 371904i398241 0.03i0.018
CONTROLES (19)" (22) (21)

990i846 l377i1204 27500i25099 0.06i0.04
DESNUTRIDOS (16) (26) (23

SIGNIFICACION p<0.0001 p<0.0001 p<0.0001 p=0.019
ESTADISITCA _

‘ Cadavalor representa la media y la deéïiación standard.
“Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados. El test estadístico empleadofue el t de Student.

IgA,lgM e IgG ANTI TC EN RATAS CONTROLES
Y DESNUTRIDAS DE 50 DIAS
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TABLA 21: IgA TOTAL EN EL FLUIDO INTESTINAL DE RATAS DE 50
DIAS DESNUTRIDAS Y SUS CONTROLES INHUNIZADAS Y NO INHUNIZADAS
CON TC.

MICROGRAHOS DE IgA TOTAL EN
EL FLUIDO INTESTINAL

INMUNIZADOS SIGNIFICACION
NO INHUNIZADOS CON TC ESTADISITCA

NORMALES 697.6:SS.39 666.15i115.8 NS( (10)
+

DESNUTRIDOS 476.00-81.34 484.00i140.36 NS5) (5)

SIGNIFICACION INT CCION
ESTADISITCA P<°-°°1 p<0.001 ERANS

Los valores representan la media y el desvio standard.
"Los números entre paréntesis indican el númerode animalesutilizado.
El test estadístico empleadofue un análisis de la varianza
de dos factores. Para los contrastes se utilizó el test de
Tukey-Krammer.

TABLA 22: TITULOS DE IgA ANTI TC EN FLUIDO INTESTINAL Y
PROTECCION EN EL TEST DE LOOP INTESTINAL (TLI), EN RATAS
CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA.

EDAD TITULO DE IgA TLI (mg/cm)

CONTROLESNo - 0.3420.035
INMUNIZADOS

CONTROLES 1800:1179 0.2210.0211
5° DIAS INMUNIZADOS (6)

DESNUTRIDOS 5100 0.3110.019z
INHUNIZADOS (6)

CONTROLES 640t219 ­
12° DIAS INMUNIZADOS (6)

DESNUTRIDOS 130167 ­
INMUNIZADOS (6)

' Cada valor representa 1a media y la desviación stanaara.
"Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animalesutilizados.
lp<0.001 cuando se compara con el control no inmunizado
ap=0.289 cuando se compara con el control no inmunizado. Para
la comparación entre varias medias se realizó un anova de un
factor y para los contrastes'el test de Tukey.
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4. Respuesta de anticuerpos séricos especificos hacia la
toxina colérica en ratas de 120 días desnutridos durante la

lactancia y sus controles de igual edad.

Para evaluar la capacidad de generar una respuesta de

memoria, a un grupo de animales desnutridos durante la

lactancia y a sus controles que habian recibido tres dosis de
TCse les administró un reestimulo a los 113 dias de edad. La

respuesta de anticuerpos evaluada 7 dias después, en las
ratas desnutridas se encontró claramente desminuida. (Tabla

23, Gráfico 20). Practicamente no hubo respuesta de clase

IgM. También la respuesta de anticuerpos de clase IgG fue

extremadamente baja en relación al control (p<0.0001). Si

bien los anticuerpos IgA especificos hacia la TC también

estuvieron significativamente disminuidos (p<0.0001), su

decrecimiento no fue tan agudo como para las otras dos

clases. Por otro lado la relación IgA/IgG en las ratas del

grupo desnutrido fue superior a la del grupo control

(p<0.05).
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TABLA 23: TITULO DE ANTICUERPOS EN SUERO DE RATAS DE 120 DIAS
CONTROLES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA.

TITULO DE ANTICUERPOS RELACION
IgA/IgG

IgM IgA IgG

2250:559‘ 1200:447 102000i6016 0.014i0.07
CONTROLES (5)“ (5) 6

(5)
+ + + +DESNUTRIDOS 1 (5) 286-157 4920-8473 0.22-0.2(7) (5)

SIGNIFICACION p<0.0001 p<0.0001 p<0.05
ESTADISTICA

ú Cada Valor representa la media y la desviación standard.
"Los números entre paréntesis significan la cantidad de
animales utilizados. El test estadístico empleadofue el t de
Student.
‘Respondió un animal de 5.

ANTICUERPOS ANTl TC EN SUERO DE RATAS
NORMALES Y DESNUTRIDAS DE 120 DIAS
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5. Anticuerpos anti TC en los sobrenadantes del cultivo de

células del ganglio nesentérico de ratas de 50 y 120 dias

desnutridas durante la lactancia y sus controles.

Cuandose analizó el sobrenadante del cultivo de células de

ganglio mesentérico de ratas de 50 dias que habian recibido

tres dosis de TCse encontró que la actividad de anticuerpos
anti TCestaba claramente disminuida en las ratas desnutridas

durante la lactancia (Tabla 24 y Gráfico 21). Esta alteración
se manifestó tanto en los niveles de IgG (p<0.0001) como de

IgA (p=0.012). Cuando se analizaron los sobrenadantes del

cultivo de células del ganglio mesentérico de ratas de 120

dias inmunizadas con tres dosis de TC y que recibieron un

reestimulo una semanaantes de procesarlas, se encontró que

tanto la respuesta de IgG comode IgA anti toxina colérica

estaban disminuidas en las ratas que habian sido desnutridas

(p<0.0001 y p<0.04 respectivamente). Sin embargo las

alteraciones en la respuesta de anticuerpos de clase IgA

pareció menos afectada que la de IgG cuando se compara con el

control. Por otro lado la relación IgA/IgG tanto a los 50

comoa los 120 dias fue mayor en los animales desnutridos que

en los controles.



99

6. Respuesta de anticuerpos anti toxina colérica en ratas

desnutridas durante la lactancia y controles innunizadas a

partir del dia 50 de edad.

Para determinar la importancia que tiene el tiempo de

renutrición previo a la administración de la primera dosis de

toxina esta se inoculó luego de un mes de alimentación con

dieta comercial tanto a los animales desnutridos comoa los

controles. La respuesta de anticuerpos IgG a nivel sérico en

las ratas desnutridas no presentó diferencias significativas
con sus controles (p=0.8) (Tabla 25 y Gráfico 22). En el

fluido intestinal tampoco se encontraron diferencias

estadísticamente significativas con el control en la

respuesta de anticuerpos IgA (p=0.07) aunque se pudo observar

que la respuesta si bien en gran medida se recompuso

permaneció en alguna medida disminuida. En los sobrenadantes

de los cultivos de células de ganglio mesentérico la

actividad de anticuerpos anti TCde clase IgG e IgA fue en el

grupo de animales desnutridas similar al control (p=0.6 y

p=0.8 respectivamente)(Tabla 26 y Gráfico 23).
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TABLA 24: TÍTULO DE ANTICUERPOS ANTI TOXINA COLERICA EN EL
SOBRENADANTE DE CULTIVOS DE CELULAS DE GANGLIO HESENTERICO
DE RATAS NORMALES Y DESNUTRIDAS DURANTE LA LACTANCIA.

EDAD NORMALES DESNUTRIDOS SIGNIFICACION
ESTADISTICA

TITULO 8:5' 52 _
50 DIAS de IgA (5)" (5) 9‘0'012

TITULO 50:40 3:1
de IgG (5) (5) p<0.0001
IgA/IgG 0.15i0.056 o.475:o.335 p<0.05

120 DIAS TITULO 6:3 52 'J;w
de IgA (5) (5) p<°'°5 ‘.n,
TITULO 30:22 52 Z.JZ

IgA/IgG 0.363i0.396 1.8i0.427 p=o.001'°g“
‘ Cadavalor representa la media y la desviación standard..ïïu
"Los números entre paréntesis indican el númerode animales
utilizado en cada experimento. Cada cultivo se realizó pet}
triplicado para cada animal y se utilizó la media. El tesgtestadístico utilizado fue el t de Student. nu
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TABLA 25: TITULO DE ANTICUERPOS ANTI TOXINA COLERICA EN SUERO
DE ANIMALES NORMALES Y DESNUTRIDOS
LOS 50 DIAS DE EDAD

INHUNIZADOS A PARTIR DE

TITULO ¡gg IgM , IgA
+ " + +

CONTROLES 1056000-??9302 5400-3577 8800_70145 (5) (5)
+ + +

DESNUTRIDOS 860000-528469 4000-2449 5600_5900(5) (5) (5)

SIGNIFICACION p=o_8 p=0_49 p=0_45
ESTADISTICA

Cada valor representa 1a media y la desviación standard.
"Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados. El test estadístico empleadofue el t de Student.
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TABLA 26:TITULO DE ANTICUERPOS ANTI TOXINA COLERICA EN FLUIDO
INTESTINAL Y SOBRENADANTE DE CDLTIVOS DE GLH DE ANIMALES
NORMALES Y DESNUTRIDOS INHUNIZADOS A PARTIR DE LOS 50 DIAS DE
EDAD

FLUIDO SOBRENADANTE DE CULTIVO DE GLM

IgA IgG IgA
2880:2304‘ 1050:1717 30:23

C0 a. '"IROLES (s) (s) (s)
880i440 1395:1700 30:21

DESNUTR DOSI (s) (s) (s)
SIGNIFICACION p=0 . 073 p=0 . 62 p=0 . a
ESTADISTICA

‘ Cada valor representa la media y la desviación standard.
“Los númerosentre paréntesis indican la cantidad de animales
utilizados. El test estadístico empleadofue el t de Student.

C IgG IgA

10‘ __P"°-° p=0.073
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Gráfico 23: Las barras representan las medias geométricas
de 5 datos.
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7. Resumende las consecuencias que la desnutrición durante

la lactancia tiene sobre la respuesta específica hacia la
toxina colérica.

En ratas desnutridas durante la lactancia inmunizadas

luego de una semanade renutrición con pellet comercial, la

respuesta de anticuerpos especificos contra la TC se ve

seriamente afectada. Los anticuerpos en el suero están

disminuidos en todas las clases ensayadas (IgM, IgG e IgA).
Enel fluido intestinal la actividad de anticuerpos IgAanti
TCtambién esta claramente disminuida. Cuandose determina la

capacidad de neutralizar a la toxina en loops intestinal se

vió que en las ratas desnutridas no habia capacidad de

neutralización. Cuandose estudió la capacidad que tenian las

células del ganglio mesentérico de producir anticuerpos anti

TC en cultivos de siete dias, se vio que la misma estaba

disminuida en los animales desnutridos. Al administrar un

reestimulo antigénico dos meses después de terminado el

primer esquemade inmunización y al estudiar la respuesta de

anticuerpos se encontró que esta estaba disminuida tanto en
suero comoen el fluido intestinal. Lo mismoocurrió en los

cultivos. En general la relación IgA/IgG fue mayor en los

animales desnutridos que en los controles.

Al administrar la TC luego de un mes de renutrición la

respuesta en suero y en cultivo de células de ganglio
mesentérico fue similar a la de los controles. En el fluido
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intestinal la respuesta de IgA se recuperó aunque siguió
levemente disminuida.

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL AHAHANTAHIENTO EN EL SISTEMA

INHUNE DE LAS CRIAS.

1. Transferencia de células con actividad anti toxina
colérica a través de la leche.

En la tabla 27 se observan los resultados del análisis de la

actividad de anticuerpos anti toxina en el sobrenadante del

cultivo de células de ganglio mesentérico de ratas de 21 dias

con una desnutrición severa (23 grs. de peso promedio) y con

una desnutrición intermedia (32 grs. de peso) y de los

controles, que habian sido amamantadaspor madres inmunizadas

con toxina colérica por via oral y por madres sin inmunizar.

En el sobrenadante del cultivo de células provenientes de

crias severamente desnutridas amamantadas por madres

inmunizadas se observó por ELISAla presencia de anticuerpos

de clase IgG, y en menor medida de clase IgM e IgA. En los

sobrenadantes de cultivo de células provenientes de crias con

una desnutrición intermedia se observó actividad anti TCpero

menor que en el grupo mencionado anteriormente. Por último en
los sobrenadantes de cultivo de células de animales controles

amamantados por madres inmunizadas y sin inmunizar no se

observó actividad anti TC.
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TABLA 27: TRANSFERENCIA DE CELULAS CON ACTIVIDAD ANTI TC A
TRAVES DE LA LECHE

TITULO DE ANTICUERPOS ANTI TC EN EL
SOBRENADANTE DE CULTIVO DE GM DE RATAS

DE 21 DIAS

IgG IgM IgA

MADRE NORMAL

Cria Normal 1 S/T S/T S/T
Cria Normal 2 S/T S/T S/T
MADRE INMUNIZADA l

Cria normal 1 S/T S/T S/T
Cria nómal 2 S/T S/T S/T
MADRE INMUNIZADA 2

Cria desnutrida 1 1 S/T S/T
(32 grs.)
Cria desnutrida 2 2 S/T S/T
(32.5 grs)
MADRE INMUNIZADA 3

Cria desnutrida 1 2 S/T S/T
(24 grs)
Cria desnutrida 2 4 1 1
(22 grs.)
Cria desnutrida 3 2 1 S/T
(21 grs)
Cria desnutrida 4 4 l 1
(26 grs)
Cria desnutrida 5 4 1 1
(27 grs)

S/T (sin titulo)
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2. Estudio de la cinética de anticuerpos IgGen ratas con una

desnutrición severa durante la lactancia y sus controles

A un grupo de ratas que a los 21 dias tenian un peso menor

(22 grs.) que la media del grupo de ratas desnurtridas, se

les administró tres dosis de TCtal cual fue descripto y se

les siguió la respuesta individualmente sangrandolas a los

113 dias (antes de reestimularlas) y a los 120 dias (una

semana después del reestimulo). Lo mismose hizo con un lote

de ratas controles. Se encontró que a .los 50 dias los

titulos de IgG anti TC en el suero fueron superiores a la
media de los titulos obtenidos en las ratas desnutridas. A

los 113 dias (70 dias después de la última dosis) tanto en

los controles comoen los desnutridos el nivel de anticuerpos

anti TC en el suero disminuye siendo practicamente nulo en

los animales desnutridos. Luegode reestimularlos el nivel de

anticuerpos IgG especificos en suero aumenta en forma

significativa en los controles, mientras que en el grupo de

animales desnutridos la respuesta continuó siendo baja
(Gráfico 24).
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Aratas normales y desnutridas severas se les administró tres
dosis de toxina colérica a partir del dia_28 de edad. A los
50, 113 y 120 dias se las sangró para medir la respuesta de
anticuerpos IgG en suero. Los simbolos llenos representan a
los animales normales y los vacios a los desnutridos. La
flecha indica el momento del reestimulo. Las lineas
verticales representan los desvíos estandard
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En este trabajo nos hemospropuesto estudiar los efectos

que tiene sobre la maduración de los tejidos linfoides
asociados a1 intestino una desnutrición severa durante la

lactancia. Estas areas inmunocompetentes son de vital

importancia en el desarrollo de una respuesta inmuneefectiva

capaz de evitar la acción de patógenos o sus toxinas. Alli es

donde van a comenzar los procesos de inducción de la

respuesta a través de la presentación del antígeno y la

activación de los correspondientes clones de células B y T.

A diferencia de otros lugares del sistema inmune, en estas

areas no se va a desarrollar la respuesta efectora. Serán

necesario procesos de migración de las células B y T
activadas a las distintas areas efectoras del sistema de

mucosas (principalmente 1a lamina propria del intestino

delgado). Todo este conjunto de procesos está regulado por

una serie de mecanismos en los que intervienen varias

poblaciones celulares heterogéneas, asi comogran cantidad de

mediadores quimicos producidos por estas. Las alteraciones

que se producen en los mecanismos regulatorios y de
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maduración de este sistema cuando se produce una desnutrición

debida a una serie de carencias nutricionales son varias y de

una gran complejidad. Cada una de estas inmunodeficiencias

puede ser causada por uno o múltiples factores que intevienen

directamente en el proceso que se está visualizando o pueden

intervenir en etapas tempranas que al verse afectadas generan

consecuencias en procesos posteriores.

A su vez cuando la desnutrición se produce cuando hay aún una

relación con la madre a través de la lactancia se sumanuna
serie nueva de elementos a tener en cuenta como es la

regulación que ejerce la leche materna con todos los

componentes inmunocompetentes que esta posee sobre el

desarrollo del sistema inmunedel neonato.

Se ha descripto que la desnutrición genera una serie de

inmunodeficencias principalmente en todas las areas

relacionadas con el timo (Watts, 1969; Baisel, 1984). También

se ha visto que el efecto es mas relevante en el sistema

inmune asociado a las mucosas (Chandra, 1984). Por otro lado

es muy importante el periodo en que la desnutrición se ha

desarrollado, en al medidaque se produzca durante las etapas

mas tempranas del desarrollo, más permanentes serán sus

efectos (Chandra, 1983b). En el modelo de desnutrición que se

ha empleado en éste trabajo se ven afectados los primeros

pasos en la diferenciación celular. El peso de diversos

órganos se encuentra disminuido en forma permanente entre
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ellos el timo y el bazo (Winnick and Noble, 1966). El número

de células también esta sumamenteafectado y no se recupera

aún cuando el animal es adulto (Winnick and Noble, 1966).

Algunos marcadores de células T maduras se encuentran

disminuidos en el timo.(Slobodianik et al., 1991). En médula

osea de ratas sometidas a este tipo de desnutrición se ha

visto un retardo en la división celular y en la proporción de

células que entran en el ciclo de división, (Ortiz and

Betancourt, 1984; 1992) lo que genera la consecuente

disminución en las células que van a poblar los órganos
linfoides secundarios.

Los resultados presentados en este trabajo confirman lo

antes expuesto. Hemosencontrado que 1a desnutrición durante

la lactancia provoca una perdida muy importante del peso

corporal al momentodel destete (50 %del peso en relación a

los controles). Esta alteración permanece durante todo el

periodo en que se realizó el estudio, si bien en el animal

adulto hay una recuperación importante del peso. El númerode

células recuperadas de las placas de Peyer y del ganglio

mesentérico también permaneceafectado durante el periodo de

desarrollo del animal. A1 destete las ratas que han sido

desnutridas practicamente no presentan placas de Peyer (3 a

5 en todo el intestino) y su tamaño esta sumamentereducido.

El ganglio mesnetérico si bien no esta tan desiminuido en
tamaño si lo está en su celularidad. Estos resultados nos
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están indicando una detención en la proliferación celular, la

cual puede tener origen en la médula de acuerdo a lo

descripto por otros (Ortiz and Betancourt, 1984, 1992).

Sorprendentemente cuandoestudiamos la expresión de distintos

marcadores en las células de las PP y del GLMnos encontramos

con que al destete el porcentaje de células que expresan

marcadores presentes en células T maduras no presenta

diferencias con el control. Inclusive se observa que en las

placas de Peyer el porcentaje de células CD5+esta levemente

aumentado en los animales desnutridos. Luego de una semana de

renutrición con dieta comercial en los controles hay' un

aumento importante en los porcentajes de células CDS+,CD4+

y CDB+en las placas de Peyer y en el ganglio mesentérico,

mientras que en las ratas desnutridas durante la lactancia

estos porcentajes no aumentan. Este resultado a primera vista

inesperado puede deberse a la contribución de células de la

madrea través de la lactancia. La presencia de linfocitos en

calostro y en leche ha sido confirmada en humanos (Smith c.w.

et al., 1968; Diaz-Juenan et al., 1974; ParmelyM.J. et al.,

1976) y en animales incluyendo ratas (Beer A.E., 1975)

Estas células son en un 90 %macrófagos y el 10 % restante

linfocitos principalmente linfocitos T (Pamerly, 1976, Crago

S.S. et al., 1979). Varias investigaciones han demostrado la

capacidad de estas células de responder frente mitógenos in

vitro (Smith c.w. et al., 1968; Diaz-Juenan et al., 1974) y

de sintetizar anticuerpos de clase IgA (GoldbumR.M., 1975).
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Estudios hechos en rata demuestran que el 45% de los

linfocitos son ox19+ (CDS+), el 35% son W3/25+ (CD4+) y el

34% son ox3+ (CDB+) de los cuales el 21% son OX8+OX19- (Na

H.R. et al., 1992). Ensayosde proliferación celular indican

que parte de estos linfocitos proliferan al ser estimulados

in vitro por antígenos bacterianos habituales en el

intestino. No está claro el significado funcional de las

células de la leche. Hayobservaciones que indican que en la

rata el amamantamiento puede ocasionar una inmunización
adoptiva y en cierto contexto genético llevar a una reacción

de injerto versus huesped (Beer, 1975)

Esto sugiere que las células de la leche pueden penetrar

por las paredes del tubo digestivo y colonizar al neonato.

Estudios de las condiciones fisicoquimicas del contenido
estomacal en las ratas lactantes asi comode otros animales

indican que el ambiente permitiría la supervivencia de las

células (Boass and Willson, 1963; Luckey et al., 1954: Mason,

1962). Para demostrar que esta transferencia existe se han

realizado varios experimentos. Estudios en ratón en los
cuales se administraron oralmente células viables marcadas

con fluoresceina indican que alrededor del 0.1% de las

células ingeridas penetran en el lactante, las cuales serian
funcionales durante algunas semanas (Weiler J.I. et al.;

1983). En otros trabajos por otro lado no se ha logrado

demostrar el pasaje de las células (Trentin J.J. et al.
1977).
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Los resultados obtenidos en nuestro trabajo podrian

explicarse por una contribución de células maternas a las

crias, las cuales contribuyen a aumentar el númerode células

que expresan marcadores de linfocitos maduros. Como los

animales desnutridos tienen un número de células

significativamente menorque los controles, el posible aporte

hecho por la madre a través de la leche tiene una

significación mayoren aquellas ratas que en las normales. Se

podria pensar en contra de esto que asi como hay menos

células también hay una contribución menor por parte de la

madre en los animales desnutridos ya que estos ingieren menos

leche. Ya que parece que el número de células que ingresan a

la cria a través del tracto digestivo es sólo una pequeña

proporción del total ingerido, es posible pensar que hay una

regulación de este fenómenode tal manera que la cantidad de

células ingeridas por los animales desnutridos son

suficientes para mantener el nivel de incorporación de

células descripto en animales normales. Estudios sobre la

maduracióndel intestino delgado en ratas hipotimicas recien

destetadas muestran que estas poseen en la lamina propia un

númeroincrementado de células que expresan el receptor para

IL-2 (células activadas) (CumminsA.G. et al., 1990). La

explicación que los autores dan a este fenómenoes un posible

injerto de células de la madre que se han activado en el

intestino del lactante. Conel modelode desnutrición que se

ha utilizado en el presente trabajo nos encontramoscon ratas
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que se han transformado en hipotimicas (el peso del timo en

estas ratas al destete es menos de un tercio de los

controles). Esta inmadurezdel timo lleva a un retardo en el

desarrollo del sistema inmune. Comose ha planteado que el

injerto de células maternas es activamente rechazado cuando

madura el sistema inmune de la cria (Weiler I.J. et al.,

1981), consecuentemente es posible que en estas condiciones

se retarde el rechazo de las células maternas contribuyendo

de esta manera durante un periodo mas prolongado al sistema
inmunede las crias.

Para comprobar esto, inmunizamos con TC hembras adultas

antes de aparearlas y durante la preñez. A algunas de estas

hembrasse les colocó 16 crias para realizar la desnutrición,

otras fueron utilizadas para criar un númeronormal de crias

y por último a otra se les pusieron 13 crias para obtener una

desnutrición moderada.Luegose realizaron cultivos de siete

dias de células del ganglio mesentérico de las crias de 21

dias. Al analizar por ELISAlos sobrenadantes encontramos que
en todos los cultivos de los animales con desnutrición severa

habia anticuerpos IgG con actividad anti toxina y :3 de 5

presentaban anticuerpos de clase IgMy de clase IgA. En los

sobrenadantes de los cultivos de ganglio mesentérico de ratas

normales amamantadospor madres inmunizadas no se encontraron

anticuerpos anti TCde ninguna de las tres clases ensayadas

(valores de densidad óptica iguales a los de crias

amamantadas por madres no inmunizadas), mientras que en los
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cultivos correspondientes a las crias con desnutrición

moderada se encontraron anticuerpos anti TCde clase IgG pero

en menor cantidad que en los de desnutridos severos. Estos
resultados claramente están demostrandola transferencia de

células de la madre a través de la leche. A su vez la

ausencia de evidencias que demuestren este pasaje en las

crias normales puede deberse a las razones ya mencionadas: l)

por un lado un rechazo activo por parte del sistema inmune de

la cria de las células de la madre, mientras que los
desnutridos al ser inmunodeficientes no están en condiciones

de realizarlo y 2) comotodos los cultivos se realizaron con

el mismonúmero de células y en los desnutridos el número de

células por órgano es muchomenor, la proporción de células

provenientes de la madre es mayor en estos que en los
normales.

La migración de células del ganglio mesnetérico a la

glándula mamariaesta bajo control hormonal (Weisz-Carrington

et al., 1978), ocurriendo principalmente durante el embarazo

y la lactancia (Brandtzaeg, 1983; Wiesz-Carrington, 1977). Se

ha descripto que las células que migran ya estan determinadas

a producir IgA (Roux et al., 1977; Phillips-Quagliata and

Lamm, 1989). Nuestros resultados indican que también hay

migración de células productoras de IgG e IgH e inclusive

sugieren que estas son más que las productoras de IgA. Sin

embargo es probable que las células determinadas a producir

IgA anti TC, transferidas a la cria hayan migrado a la lámina
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propria del intestino delgado que es el lugar donde van a

transformarse en células productoras de anticuerpos. Por otro

lado las células que producen IgGentrarian en la circulación

general y por lo tanto son detectadas en el ganglio

mesentérico el cual recibe el drenaje de las placas de Peyer

y de la circulación sistémica.

Conrespecto a la migración de las células T a la glándula

mamaria hay más confusión, siendo posible que mientras que

las células plasmáticas son drivadas casi exclusivamente de
las PP y del GM,las células T puedan provenir además de los

ganglios linfáticos periféricos (Manningand Parmely, 1980).

En el ganglio mesentérico de ratas de 28 dias de edad,

desnutridas durante la lactancia, nos encontramos con un

porcentaje muy alto de células que expresan el marcador

Thy1.1 En ratas este marcador se encuentra expresado en las

células de médula osea desde la pluripotencial (Stem cell)

(Hale M.L. et al. 1987) hasta los estadios pre-B (Opstelten

et al., 1986). En el timo también está presente expresándose

en los estadios tempranos del desarrollo, en los timocitos

corticales y medulares, perdiendose antes de que las células

salgan para poblar los órganos periféricos (Golsdchneider,

1982). En las ratas controles encontramos que a los 21 dias

alrededor del 20 % de las células del ganglio mesentérico

expresan este marcador, mientras que a los 28 dias disminuye

al 12%. Estos datos son coincidentes con los mencionados por

.'>v
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otros para el bazo en ratas de esas edades (Ritter M.A. et

al.; 1978). Enlas ratas desnutridas el porcentaje encontrado

a los 21 dias es semejante al de los controles, sin embargo

a los 28 dias no disminuye, manteniendose en alrededor de un

20%. Este marcador asociado a la presencia de cadena u

citoplamática caracteriza a las células pre B (Hunt S.V.,

1979: Crawford J.M. and Goldschneider I., 1980) y asociado

a la enzima TdT en el núcleo caracteriza a células pre T

(Golsdcnneider, 1982). En otro modelo de desnutrición en
ratas durante etapas tempranas del desarrollo se han

encontrado células Thy1.1+ y cp+ en las placas de Peyer

(Lopez M.C. and Roux M.E., 1989). También se ha encontrado en

niños desnutridos y en modelosexperimentales de desnutrición

temprana por dieta libre de proteinas (Chandra, 1984; Melton

and Roux, 1989) células T inmaduras (TdT+). Nuestros

resultados indican gue en los animales desnutridos hay una

migración de células inmaduras desde médula osea hacia el

ganglio mesentérico observandose como consecuencia de ello

células pre-B en esta zona a los 21 y 28 dias. Posiblemente

la diferencia de células Thy1.1+en los animales desnutridos

en relación a los normales, que no son cp+ sean células pre-T

(Thy1.1+ TdT+) que migran desde el timo. Que a los 21 dias

no haya diferencias entre el grupo experimental y los

controles en el porcentaje de todas las células que expresan

Thy1.1 posiblemente este indicando la inmadurez natural que

tiene el sistema inmune a esa edad. Cuando se produce el
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destete y comienza un maduración acelerada (Cummins, 1988),

los tejidos linfoides de los animales controles se pueblan de

células madurasmientras que en los desnutridos permanecerian

células inmaduras y llegarían de los órganos linfoides

centrales nuevas células también inmaduras, ya que el número

total de estas en el órgano aumenta sustancialmente.

Luego de un tiempo prolongado de renutrición ( 1 a 3

meses) la deficiencia en células T totales y CD4+en el
tejido linfoide asociado al intestino se mantiene. Las

alteraciones observadas en las PP y en GLMcorrelacionan con

lo encontrado por otros en el timo en el mismo modelo de

desnutrición, en donde se ha visto una disminución en las

células reconocidas por el monoclonal W3/l3, el cual marca

células T maduras. (Slobodianik N. et al., 1991). El timo es

uno de los órganos más afectados por la desnutrición. Se ha

descripto que las células timicas son sensibles a la

presencia elevada de glucocorticoides (van Vliet et al.,
1986). Durante la desnutrición éstos se encuentran aumentados

en el suero (Alleyne, 1966). Que la reversión del daño

provocado por la desnutrición no sea completo posiblemente

sea debido al periodo en que ésta ocurre. Las alteraciones

provocadas en el timo durante etapas tempranas del desarrollo

posiblemente sean permanentes. Se ha descripto en ratas
alimentadas desde el nacimiento con leche deficiente en

ácidos grasos, alteraciones en el desarrollo del timo, las
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cuales se manifiestan en el peso y númerode células de este

órgano, asi comoen la capacidad de proliferación que tienen

las células T del timo y del bazo cuando se las cultiva con

mitógenos, aún cuando provengan de animales que han sido

alimentados por más de 20 dias con dieta comercial (Dvorak

and Stepankova, 1992). En un modelo de desnutrición a partir

del destete, generada por una dieta libre de proteinas
también se ha observado una detención en la maduración de las

células linfoides del timo trayendo como consecuencia un
incremento de células W3/13- TdT+ y una disminución de las

células 0x7+ TdT+ y de las W3/13+ TdT+ (Melton and Roux,

1989). En el ganglio mesentérico se reflejan estas
alteraciones del timo comouna disminución de las células

w3/13+ y CDS+ la cual permanece luego de 21 dias de

renutrición con caseina al 20%en niveles semejantes a los

encontrados por nosotros (60 % de células CD5+ en los

controles versus 42%en los desnutridos) (Melton et. al.,

1989; Lopez et al., 1987)

El análisis de las células B en las ratas controles y

desnutridas nos está indicando que esta desnutrición provoca

en las PP y en el GLHuna evidente disminución de las células

que expresan IgA en la membrana.Esta alteración se detecta

claramente a los 28 dias de edad, y continúa hasta más de un

mes después de iniciado el periodo de renutrición con dieta

comercial. En las ratas de 50 dias (un mes de renutrición)
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conjuntamente con esto hay un aumento en el porcentaje de

células de las PP y del GLMque expresan IgM en la membrana,

mientras que a los 28 dias no se observan diferencias entre

controles y desnutridos en el porcentaje de células

perteneciente a esta población celular. Tomandoestos datos

en conjunto podemospensar que en las ratas desnutridas hay
un retardo en la maduración de las células B. Los resultados

correspondientes a las células IgM+observados a los 28 dias

nos pueden estar indicando que mientras que en los controles
de 28 dias hay un pasaje de células con IgH en membrana a

células con IgA, en los desnutridos recién está ocurriendo el

pasaje de células pre-B (Thy-1+ cp+) a células IgM+. A su vez

cuando vemos los resultados de las ratas de 50 dias

observamos que en los controles el pasaje a IgA ya ocurrió,

provocado por una serie de factores , mientras que en los

desnutridos se acumulan células IgH+debido posiblemente a un

pasaje más lento a IgA+que en los controles. Mientras que a

los 28 dias se podria estar detectando inmadurez del linaje

B en estadios previos a la intervención de las células T, a

los 50 dias la inmadurez que persiste involucra pasos que

dependen de la presencia de células T. Por otro lado si

sumamoslos porcentaje de células que expresan IgM o IgA en

los controles y en los desnutridos nos encontramos que no hay

diferencias entre ambosgrupos. Esto estaria apoyandola idea

que la principal dificultad que persiste luego de un mesde

alimentación con dieta comercial se encuentra en el pasaje de
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células IgH+ a células IgA+ y no en pasos previos de la

maduración. Unaposible explicación a estos resultados es que

a los 50 dias el switch de células IgH+ a células IgA+

permanece alterado. Las células CD4+a través de citoquinas

juegan un rol fundamental en este proceso (Coffman R.L. et

al., 1989, Sonoda E. et al., 1992) en el microambiente de las

placas de Peyer (Weinstein P.D. et al., 1991), por

consiguiente una disminución de aquellas, como se ha

encontrado en el presente modelo a lo largo de las etapas
tempranas del desarrollo del sistema inmune, podria retardar

el pasaje de las células IgM+ a células IgA+. Estas
observaciones coinciden con lo encontrado en otros modelos de

desnutrición (Roux and Lopez, 1987) asi como en trabajos

sobre desnutrición en humanos (Chandra, 1983b). A los 120

dias (tres mesesde renutrición) sin embargo, los porcentajes

de células que expresan IgH o IgA en las PP y en el GLMen

las ratas desnutridas es semejante al de los controles. Esto

ocurre a pesar de que las células T todavia están

disminuidas. Parece por lo tanto que una reducción del 30%

(que es lo observado por nosotros) en las poblaciones de

células T si bien puede retardar el proceso de maduración de

las células B no lo impide y luego de un periodo mas

prolongado se alcanzan los valores de los controles. A esta

edad también se ha recuperado el número total de células lo

que indica que en general el animal está alcanzando

parámetros de normalidad.
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otra de las alteraciones que se observaron en los animales

desnutridos fue el nivel de IgAen el fluido intestinal. Para

expresar los resultados en masa (ug) se construyó una curva

standard con IgA de rata proveniente de mieloma. Cabe

destacar que el comportamiento de la IgA en el ELISA es

distinto según que esta sea monomérica o polimérica y que

posea o no componente secretor (Tsuji and Reen, 1990) por lo

tanto puede ser cuestionable haber contruido una curva

standard con IgAmpara medir IgA total en fluido intestinal

(la cual es polimérica y está asociada al componente

secretor). En nuestros experimentos se observó esta

diferencia de comportamiento en el ELISA entre la IgA

proveniente del fluido intestinal, con la curva standard y la
IgA proveniente de suero. En todos los casos se intentó tomar

la zona de las curvas que fueran paralelas, sin embargoesto

no siempre fue posible, con lo cual es probable que en

valores absolutos los ug obtenidos no se ajusten exactamente

a la realidad. En la bibliografia se encuentran variaciones

en la cantidad de IgAen el fluido intestinal de ratones que

varia en más de cinco veces de un resultado a otro según los

autores (Lim et al., 1981: Elson, 1984; van der Heijden et

a1., 1988: HcGee and McMurray, 1988) dependiendo el método

usado en el dosaje asi como el patrón utilizado en la

construcción de la curva standard. En nuestro caso, de todas

formas nuestros datos son útiles en términos relativos para

comparar entre ambos grupos de ratas.
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Al analizar los valores de IgAen el fluido intestinal se

observa que estos aumentan en ambos grupos con la edad. Sin

embargo en los animales desnutridos durante la lactancia

estos niveles permanecendisminuidos en relación al control

durante toda la etapa del desarrollo del animal. La variación

con la edad de la cantidad IgA en el fluido intestinal es

coincidente en varios modelos de animales (van der Heijden et

al., 1988) y en humanos, y esta relacionado con la

dependencia que tiene la sintesis de inmunoglobulinas en las

PP, en el GLMy en la lamina propria del intestino con la

exposición a antígenos externos, a diferencia de lo que

ocurre en bazo (Benner et al. 1981, 1982 en Van Der Heijden

1988). Tambiénestá vinculado al tiempo transcurrido desde el

destete. Cuandose cuantifican las células productoras de IgA

en ratas de 28 dias, que habian sido destetadas entre los 15

y los 23 dias de edad, se observa que cuanto antes se

destetan mayor es su número (van der Heijden, 1990).

Se ha visto que la desnutrición calórico proteica provoca

un decrecimiento de la IgA en las secreciones tanto en

animales como en humanos (Lim et al., 1981; McGeeet al.,

1988; Chandra, 1983b). También se ha descripto que este

decrecimiento es muchomayor cuando la desnutrición ocurre

durante el periodo de crecimineto (Lim et al. 1981). En
nuestro caso esta disminución correlaciona con la disminución

de células IgA+ en las PP y en el ganglio mesentérico. Las

células plasmáticas que pueblan la lamina propria del
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intestino, las cuales en roedores son principalmente

productoras de IgA, provienen principalmente de precursores

localizados en las placas de Peyer. Por consiguiente nuestros

resultados que describen un decrecimiento en el porcentaje y

en el númerototal de células IgA+en los tejidos linfoides

asociados al intestino puedeestar indicando un decrecimiento

en el número de células productoras de IgA que migran a la

lamina propria, con la consecuente caida en los niveles de

IgA en el fluido intestinal. Esto ademásse ve apoyado por el
hecho que la recuperación en los animales desnutridos de las

células IgA+ en las PP y el GLMcoincide con la recuperación

de los niveles de IgAen el fluido intestinal.

Por otra parte en ratas está extensamente descripta la

importancia en la contribución de IgA sérica al contenido

total de IgA en el fluido intestinal a través del sistema

hepatobiliar (Lemaitre-Coelho et al., 1977; 1978a; 1978b). En

la desnutrición también puede verse afectado el flujo y la

composiciónde la bilis (Villalon et al., 1987) por lo tanto
otra causa además de una disminución de las células

productoras de IgA en la lamina propria del intestino puede

ser una disiminución del aporte de IgApor parte de la bilis.

Cuando se analiza la concentración de IgA en el suero

observamos que esta no está alterada en los animales

desnutridos de 21 y 28 dias. En humanos y en ratones se ha

visto que 1a desnutrición proteica provoca un aumento en la

concentración de IgA sérica (Neumannet al., 1975, McGeeand
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McMurray,1988) lo cual ha sido explicado por una deficiencia

en los mecanismos de remoción de la IgA del suero. Nuestros

indican que no hay un aumento de la concentración sérica de

IgA en los desnutridos. Esto podria deberse a que el sistema

de pasaje de IgA del suero al fluido en las ratas es muy

eficiente. Por otro lado parecería que esta desnutrición

tiene un efecto más pronunciado sobre la producción de IgA

secretoria que de IgA sérica. De todas formas hay que

considerar que la cantidad total de IgA también esta

dsiminuída ya que el volumen sanguíneo es menor en los

animales desnutridos.

Conociendose que la producción de IgA es altamente

dependiente de las células T colaboradoras (Kawanishiet al.,

1983a; 1983b; Sonoda et al., 1992: Beagley et al., 1988)

podria ser contradictorio que a los 120 dias se haya

normalizado la cantidad de IgA en el fluido intestinal,

mientras que permanece disminuido el porcentaje de células T

(entre ellas las CD4+). Esto quizas pueda explicarse

considerando que los mecanismos que producen el switch a IgA

como los que llevan a 1a maduración final de las células B

para producir células plasmáticas son dependientes de

factores solubles (citoquinas) que actuan en el microambiente

del tejido linfoide. Una disminución consistente pero

limitada en magnitud de las células T CD4+en la principal

zona inductora del sistema inmune de las mucosas, como la
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encontrada por nosotros, puede que no sea suficiente para

alterar estos mecanismos que no involucran una relación

célula a célula. Por otro lado a medida que aumenta el

periodo de renutrición posiblemente también se produzca una

recuperación del microambientedel intestino (principalmente
en la flora intestinal) el cual también es un factor
determinante en la maduraciónde las células B del intestino

(Cebra et al., 1980; 1983).

Para determinar si las alteraciones observadas en los

tejidos linfoides asociados al intestino tenian consecuencias
funcionales se inmunizaron ratas con toxina colérica a

partir del dia 28 de edad (una semana de renutrición con

dieta comercial) y se evaluó la respuesta de anticuerpos a

los 50 dias y a los 120 dias luego de un reestimulo. Se

eligió esa edad para comenzar la inmunización pues en ese

momentoes que comienzan a aparecer centros germinales en las

placas de Peyer (van Ress et al., 1990). Una inmunización

realizada antes de esto podria producir una baja respuesta en

los animales controles con lo cual no se hubiera podido
evaluar el efecto de la desnutrición. La estimulación de una

respuesta inmune secretoria es sumamentedificultosa cuando

se inmuniza con proteinas solubles (Elson, 1987), siendo la

toxina colérica una excepción. Los efectos que esta tiene

sobre la maduración y función de las células presentadoras,

células B y células T podrian interferir con la evalución de
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los efectos de 1a desnutrición, por lo tanto se administraron

dosis mas bien bajas de la misma (Pierce et al., 1984).

La respuesta de anticuerpos sistémicos luego de tres dosis

(50 dias de edad) estaba disminuida en IgM, en IgA y en IgG

en relación a los controles. Lomismosucedió en 1a respuesta

de anticuerpos IgA en el fluido intestinal, determinada por

ELISAo por la capacidad de neutralizar a la toxina colérica

en la prueba del loop intestinal. La toxina colérica es un

antígeno timo dependiente (Lycke et al., 1987) que necesita
la presencia de células CD4+principalmente en la zona

inductora del sistema inmune de mucosas para poder

desencadenar una respuesta de anticuerpos (Hornqvist et al.,

1991). Estudios recientes han demostrado en ratón que la

administración de un antígeno por via oral estimula

preferencialmente los clones CD4+Th2 en las placas de Peyer,

mientras que la estimulación por via parenteral estimula

tanto los Thl como los Th2 en el bazo (Ku-Amanoet al., 1992)

Los clones Th2 son los que secretan interleuquinas

necesarias para colaborar en la respuesta de anticuerpos, una

disminución de los mismos puede determinar por lo tanto una

disminución en la respuesta de anticuerpos en el fluido

intestinal y en el suero. En nuestro modelo de desnutrición

observamos que las células CD4+ están disminuidas

significativamente durante el periodo de estimulación

antigenica, con lo cual no se estaría en condiciones de

montar una respuesta de anticuerpos, siendo posiblemente esta
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una de las causas de la baja respuesta de los animales
desnutridos.

Para determinar si en los animales desnutridos habia una

disminución en las células T activadas se analizó la

presencia del receptor para IL-2 en células del ganglio

mesentérico. En las 3 edades estudiadas (21, 28 y 50 dias) se

encontró que menos de un 1% expresaban este marcador. Esto

también se ha encontrado en primates no humanos (Zeitz et

al., 1988). En estudios realizados en rata se ha visto que
luego de una inmunización intra placa de Peyer aparecen

células T colaboradoras para ese antígeno en las placas de

Peyer y en el ducto torácico, las cuales migran posiblemente

a la lamina propria del intestino. Cuando se extrajo

quirurgicamente el ganglio mesentérico para evaluar el aporte

que este hacia al total de células T colaboradoras

circulantes se vio que este era muy pequeño (Dunkley and

Husband, 1986; 1987). Si esto es asi, es posible esperar una

baja expresión del receptor para IL-2 en estas células. Esto

nos está marcando una clara diferencia con lo que ocurre con

las células B, las cuales proliferan en el ganglio
mesentérico antes de migrar a lamina propria.

Además de la disminución en las células T debemos

considerar que el linaje B, en estadios previos a la
intervención de las células T está afectado. Hemos

visto que a los 21 y 28 dias se encuentra en el ganglio

mesentérico un aumento en las células que expresan el
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marcador Thy1.1 y cu, el cual en ratas esta asociado en

médulaosea a células pre-B (Opstelten et al., 1986). En otro

modelode desnutrición realizado con dieta libre de proteinas

a partir del destete se han descripto células pre B en las

placas de Peyer (Lopez and Roux, 1989). Es posible por lo

tanto que en nuestro modelo en el momento del primado con el

antígeno comolas células presentes en las zonas inductoras

del sistema inmune de mucosas son inmaduras no son por lo

tanto capaces de generar la respuesta inmune.

Se ha descripto que la desnutrición calórico proteica

puede ocasionar una disminución en la localización en la

laminapropria del intestino de los linfoblastos provenientes

del ganglio linfático mesentérico (McDermottet al., 1982).

Por lo tanto otra explicación de la baja actividad de IgA

anti toxina en el fluido intestinal en nuestro modelopodria

ser que las células estuvieran primadas por el antígeno y que

el problema se centrara en la incapacidad de estas de

localizarse en la lamina propria del intestino, lugar donde

van a terminar de madurar para transformarse en plasmablastos

y secretar anticuerpos. Para evaluar esta hipótesis se
realizaron cultivos de células del ganglio mesentérico de

animales inmunizados normales y desnutridos. Luego de siete

dias de cultivo se cosecharon y se guardaron los

sobrenadantes para analizarles el contenido de anticuerpos

anti toxina colérica. Si realmente el problemacentral es el
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de la localización de las células en la lamina propria del

intestino y no la incapacidad de estimularse por el antígeno,
el sobrenadante del cultivo deberia tener un titulo de

anticuerpos semejante en ambosgrupos (desnutridos durante la

lactancia y controles). Sin embargoen los sobrenadantes del
cultivos de células de los animales desnutridos la cantidad

de anticuerpos antitoxina colérica esta claramente

disminuida, por lo tanto el problema central que se presenta

en esta desnutrición es la incapacidad de las células en la
zona inductora de ser estimulados por el antígeno.

La inmunogenicidad de la toxina colérica radica

principalmente en la capacidad de la subunidad B de unirse al

GMl, jugando esto de por si un rol fundamental y por otro

lado posibilita la acción de la subunidad A sobre la

adenilato ciclasa, lo cual también parece ser importante.

Podria ocurrir que en los animales desnutridos cuando se

comienza el esquema de inmunización haya una disminución en

la expresión del GMlsobre las células o, en la afinidad del

mismopor la toxina. Estudios que se han hecho con la toxina

termoestable de Escherichia coli y con toxina colérica

parecen indicar que esto no sucede (Cohenet al., 1992) y si

sucede se revierte luego de dos o tres dias de renutrición

(Baker et al., 1989), por lo tanto no es de suponer que

juegue un rol importante en la baja respuesta a la toxina por

parte de los animales desnutridos.
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La contribución de los anticuerpos IgA especificos en la

bilis a la IgAespecifica en el fluido intestinal es también

importante (Tamaru and Brown, 1985; Pierre et al., 1990;

Jackson et al., 1992). La disminución de anticuerpos IgA

especificos anti toxina colérica en el suero nos estaria

indicando que el aporte de la bilis a la IgA especifica

también se encontraría afectado ya que la IgA de la bilis en

las ratas proviene de la IgA sérica.

Se sabe que 1a toxina colérica es uno de los pocos

antígenos no replicantes que genera una respuesta de memoria

cuando se administra oralmente (Lycke and Holmgren 1986;

1987). Para determinar si las ratas desnutridas durante la

lactancia desarrollaban una respuesta de memoria, se analizó

la respuesta a la TCen éstas y en grupos controles luego de

administrar un reestimulo después de 70 dias de haber dado la

última de las tres dosis. Los resultados muestran que los

titulos de anticuerpos anti toxina en los animales

desnutridas se mantienen disminuidos en el suero (tanto la

IgG como la IgM y la IgA), asi como en el fluido (IgA) y en

los sobrenadantes de cultivo de células de ganglio

mesentérico (IgG e IgA).

Un resultado sugestivo es que cuando se inmunizó un lote

de animales con un peso inferior a los desnutridos
habitualmente utilizados se observó a los 50 dias una

respuesta de anticuerpos séricos superior a la de estos. Sin
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embargo a los 113 dias la IgG anti TC en suero descendió, no

recuperandose luego de un reestimulo. Esto podria ser

explicado por una mayorpresencia de células transferidas por

la madre que tienen un grado de funcionalidad en la cria

directamente vinculada a su estado nutricional (es decir al

grado de inamdurez del sistema inmune propio), tal cual

parece suceder in vitro.

Se na descripto que la TC puede favorecer el switch a
células IgA+ (Lycke and Strober, 1989; Lycke, 1991). En otros

trabajos se ha visto que la administración de TCo TC-Bcomo

adyuvante en la inmunización por via oral con el virus de la

influenza produce un aumentosustancial y preferencial en las

placas de Peyer de las células que producen anticuerpos de

clase IgA contra el virus (Chenand Strober, 1990). En vista

de esto es que se planteó la posibilidad de que en los

animales desnutridos, los cuales parecen tener problemas en

el proceso que lleva a pasar de células IgM+a células IgA+

pudiera ocurrir alguna influencia de la TC sobre este

fenómenoen las células que responden especificamente contra

ella. Para evaluar ésto es que se analizó la relación que hay

en cada animal en su respuesta de anticuerpos IgA e IgG

(IgA/IgG) en el suero y en el sobrenadante de cultivo de

ganglio mesentérico y luego se deteminó si habia
diferencias entre esta relación en las ratas desnutridas y en
los controles. Tanto a los 50 comoa los 120 dias se observa
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que si hay diferencias tanto en el suero como en los

sobrenadantes. En los animales desnutridos hay una mayor

respuesta de clase IgA en relación a la de clase IgG que en

los controles, lo que nos estaria indicando posiblemente la
acción de la TCdirecta o indirectamente sobre las células B

compensandoen alguna medida la deficiencia provocada por la

desnutrición en la respuesta de anticuerpos de clase IgA.

Para determinar si esta posible influencia de la TCsobre el

switch a IgA se manifestaba en el contenido de IgA total en
el fluido intestinal es que se comparó el contenido de IgA

del fluido intestinal de animales normales y desnutridos, a
los cuales se los habia inmunizadoo no con toxina colérica.

Los resultados muestran que no hay diferencias cuando se

compara entre los animales normales inmunizados con toxina y

sin inmunizar y entre los desnutridos inmunizados y no

inmunizados. Que la toxina colérica no afecta los niveles de

IgA en el fluido intestinal ya habia sido descripto
(Schmuckeret al, 1988). Esto nos lleva a la conclusión de

que la acción de 1a TCocurre especificamente sobre algunos

clones de células que están involucrados en la respuesta

inmune y no de forma inespecifica como un activador

policlonal aumentando indiscriminadamente la aparición de

células IgA+, o aumentando la producción de esta

inmunoglobulina. Esto concuerda con lo descripto en otros

trabajos sobre la acción de la toxina comoadyuvante, en los

cuales se ha visto que en cultivos de células de bazo, la
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producción de anticuerpos anti KLH de clase IgG no es

acompañada por un aumento en la producción de IgG total

(Hirabayashi et al., 1992).

Para determinar que sucede cuando se extiende el periodo

de renutrición previo a la inoculación del antígeno, se
administró la toxina colérica a los 50 dias de edad cuando

las ratas aún presentan alterados los porcentajes de células

B y T de los tejidos linfoides asociados al intestino . Los
resultados obtenidos muestran una clara recuperación en la

respuesta de anticuerpos a nivel sistémico (tanto IgA como

IgG). En los cultivos de células de ganglio mesentérico

también se obtuvieron valores de IgG e IgA anti TCsemejantes

a los controles. A nivel de la respuesta de anticuerpos IgA

en el fluido intestinal se observa una recuperación, aunque

en este caso persisten ciertas diferencias con los controles,

si.bien estas no alcanzan a ser significativas desde el punto

de vista estadístico. Esta recuperación ocurre a pesar que

los niveles de células T CDS+y T CD4+persisten disminuidos

a lo largo de todo el periodo en que se desarrolla el esquema

de inmunización. A su vez en este momento (luego de un mes

de renutrición) las células B se encuentran en pasos de

maduración que son T dependientes. Estos resultados nos

podrian estar indicando que quizás la principal causa de la

baja respuesta hacia la toxina colérica en los animales

desnutridos sea la presencia de células linfoides inmaduras
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durante los primeros tiempos de la renutrición (momentoen

que se esta realizando el primadocon el antígeno) las cuales

no puden ser estimuladas. Para determinar con más

precisión en donde radica principalmente el problema habria

que realizar una serie de experiencias de cultivos de

linfocitos de células T de ratas normales y desnutridas

inmunizadas con un hapteno- carrier, con células de animales

normales inmunizadas con el mismo hapteno acoplado a un

carrier diferente. El problema que se presenta para poder

realizar estos ensayos es la dificultad en contar con ratas

singeneicas.
Masallá de cual sea la alteración principal, si es que

hay una, queda claro que este modelode desnutrición durante

el periodo de lactancia determina una inmunodeficiencia en 1a

zona inductora del sistema inmune de mucosas, la cual

necesita un largo periodo de renutrición para revertirse

desde el punto de vista funcional. Esto es claramente

diferente a lo que ocurre cuandose desnutren ratas adultas,

situación que genera una deficiencia en la respuesta a la

toxina colérica, pero practicamente circunscripta al periodo

en que se esta realizando la desnutrición (Barry and Pierce,

1979).
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Al estudiar las consecuencias sobre los tejidos linfoides
asociados al intestino, de una desnutrición durante el

periodo de lactancia en ratas Wistar, observamos que:

a) El peso corporal permanece disminuido a lo largo de todo

el periodo en que se realizó el estudio.

b) Hayuna clara disminución en el número de células tanto en

las placas de Peyer comoen el ganglio linfático mesentérico,

lo cual está indicando un retardo en la proliferación

celular. Esto recién se revierte luego de más de un mes de
renutrición con dieta comercial.

c) Cuando se estudia la población de células T CDS+y las

subpoblaciones CD4+y CD8+encontramos que estas permanecen

disminuidas aún luego de tres meses de renutrición con dieta

comercial tanto en las PP como en el GLM.Esta permanecía de
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las alteraciones puede estar relacionada con el hecho que el

timo es uno de los órganos más afectados en la desnutrición.

sin embargo a los 21 dias (momentodel destete) se observa

que no hay diferencias en el porcentaje de células T CD5+ni

en las PP ni en el GLM,asi como en las CD4+ en el GLM. Esto

podria estar indicando un injerto de células de la madre en

las crias, las cuales pasaron a través de la leche. Al

analizar la presencia de anticuerpos anti TC en el
sobrenadante de cultivos de células de GHde ratas de 21 dias

amamantadas por madres inmunizadas con TC, se comprueba que

si hay transferencia de células principalmente en los
animales desnutridos.

El análisis en GLMde células que expresen el receptor

para IL-2 (células T activadas) dió como resultado una muy

baja expresión tanto en los controles como en el grupo

experimental.

d) Al estudiar la presencia del marcador Thy1.1 en las

células del GLM, encontramos que a los 21 dias los

porcentajes en ambosgrupos eran similares pero que a los 28

dias en los controles este disminuye, mientras que en los

desnutridos permaneció elevado (alrededor de un 20%). Esto

estaria indicando la presencia de células inmaduras

(posiblemente pre B o pre T) en la principal zona inductora

del sistema inmune de las mucosas, ya que en rata éste
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marcador se encuentra en el linaje B (en médula osea) y en el

linaje T (en el timo) en los estadios tempranos en la

maduración, perdiéndose antes de migrar a los órganos

linfoides periféricos.

e) Cuando se estudia en el ganglio mesentérico de ratas 21

y de 28 dias la presencia de células pre-B, encontramos un

aumento de éstas en los animales desnutridos asi como una

disminución de las células B con cadenas p en el citoplasma.

Esto nos está indicando que en los animales desnutridos hay

un retardo en la maduración del sistema inmune que lleva a la

migración de células inmaduras desde médula osea a la

periferia, las cuales no estarian en condiciones de ser

estimuladas por un antígeno.

f) Cuando se estudian las poblaciones de células B con IgMo

IgA en la membranaencontramos que a partir de los 28 dias

las células IgA+ se encuentran disminuidas tanto en las PP

como en el GLM.Esta alteración permanece hasta luego de un

mes de renutrición con dieta comercial, sin embargoluego de

tres mesesde renutrición se revierte completamente.Por otro

lado encontramos que el porcentaje de células IgH+ aumenta

desde los 28 dias (momento en que es el mismo que el del

control) hasta los 50 dias tanto en las PP como en el GLH.

Esto podría estar indicando que luego de un mes de

renutrición permanecenciertas dificultades en el switch de
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IgM a IgA, posiblemente debido a las alteraciones en las

células T asi como al retardo en la maduración que la

desnutrición causa sobre el propio linaje B en médula osea.

g) El estudio de los niveles de IgA en fluido intestinal

indica que los mismos aumentan con la edad a partir del

destete, en la medida en que comienza una fuerte estimulación

antigénica en el ambiente del intestino. En los animales

desnutridos sin embargo el nivel permanece disminuido en

relación a los controles aún luego de un mes de renutrición

con dieta comercial. La edad en que se restableció la

cantidad de IgA en el fluido coincide con la observada para

la recuperación de la cantidad de células con IgA+. Esto era

previsible ya que la mayor fuente de precursores de las

células plasmáticas productoras de IgA en la lamina propria

del intestino provienen de las placas de Peyer y del GLM.

h) Cuandose analizaron las consecuencias funcionales de éste

tipo de desnutrición a través de la evaluación de la

respuesta de anticuerpos hacia la toxina colérica, cuando

ésta es administrada oralmente se vio que:

1) Luego de tres dosis de TCadministradas a partir del dia

28 de edad la respuesta de anticuerpos séricos IgH, IgA e IgG

estaba profundamentedisminuida. En el fluido intestinal los

titulos de IgA anti TCtambién se encontraron muydeprimidos
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en los animales desnutridos. Por otro lado el estudio del

fluido intestinal de éstas ratas desnutridas durante la

lactancia demostró que no tenía la capacidad de neutralizar

a la toxina cuando se comparacon los controles. El análisis

del sobrenadante del cultivo de células de GLMde ratas

inmunizadas desnutridas y controles dió comoresultado que en

los animales desnutridos estaban muydisminuidos los títulos

de IgA e IgG anti toxina colérica. Esto indicaria que la

falta de actividad anti toxina en el fluído intestinal y en

el suero se debe principalmente a una deficiencia en el

primado con el antígeno en la zona inductora del sistema

inmune asociado a las mucosas (aunque no pueden descartarse

otras alteraciones).

2) Cuando se administró a los 113 días, un reestímulo a los

animales que ya habían recibido tres dosis de antígeno se

encontró que las ratas desnutridas seguían respondiendo

deficientemente en relación a los controles, tanto en el

suero comoen el fluido intestinal y en los sobrenadantes de
cultivo de células de GLM. Esto nos indicaria la

imposibilidad que tiene las ratas del grupo experimental de

desarrollar una respuesta de memoria.

3) Cuandose analizó la relación entre los títulos de IgA e

IgG en cada animal tanto en suero comoen el sobrenadante del

cutlivo de células de GLMse observó que esta relación era
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mayor en los desnutridos. Esto quizás se deba a que la TC es

capaz de favorecer el switch a IgA y posiblemente esta acción

sea más notable en presencia de alguna inmunodeficiencia.

Este fenómenoparece ser especifico ya que la cantidad total

de IgA el el fluido intestinal no varió entre las ratas

inmunizadas y las no inmunizadas.

4) Cuandose analizó la importancia que tenia la extensión

del periodo de renutrición previo a la primera administración

del antígeno, se observo que cuando los animales eran

inmunizados a partir de los 50 dias de edad, las

consecuencias de la desnutrición en la imposibilidad de

montaruna respuesta de anticuerpos se revertia. Esto ocurría

principalmente en la respuesta en suero y en los

sobrenadantes del cultivo de células de GLMy en menor medida

en la IgAanti toxina del fluido intestinal.

'El conjunto de estos resultados nos estaria diciendo que la

desnutrición durante la lactancia provoca importantes

alteraciones en los tejidos linfoides asociados al intestino
algunas de las cuales no se revierten aún luego de tres meses

de renutrición. Eso trae aparejado importantes consecuencias

a nivel funcional, lo que lleva a la incapacidad de montar un

respuesta inmuneefectiva. Esta incapacidad se podria deber

a dos causa fundamentales a) alteraciones a nivel del linaje

de células B durante los primeros estadios en médula osea y

2) alteraciones en el linaje T desde la maduración
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intratimica, lo cual tambiéndeterminaria una deficiencia en
la colaboración con las células B.

Para que estas deficiencias se reviertan desde el punto de

vista funcional es necesario un largo periodo de renutrición

previo a la primera administración del antígeno.
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ABREVIATURAS

GM Ganglio Mesntérico

PP Placas de Peyer

TC Toxina colérica

IgAm IgA monomérica

IgAp IgA polimérica

IgA-S IgA secretoria

ID Intestino delgado
DL Ducto linfático

DM Ducto mesentérico
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