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Resumen.

Los efectos de la desnutricion severa en el sistema inmune son comparables con enfermedades
como el VIH, afectando el desarrollo y los mecanismos que utilizan las células mononucleares para
la respuesta inmune. Se han realizado diversos estudios a nivel clinico, epidemioldgico,
inmunoldgico, bioquimico y otros sobre los efectos de la desnutricion en la inmunidad. Sin
embargo, no existe en la literatura especializada un andlisis de los efectos de la desnutricion sobre
el metabolismo energético que pudiera explicar la pobre respuesta inmune de los organismos que
padecen desnutricion severa. Por tal motivo, se implementé un protocolo experimental con células
mononucleares de ratas de la cepa Wistar con desnutricion severa y técnicas de fluorescencia por
excitacién laser a frecuencias especificas. Se obtuvieron espectros de la molécula NADH
intracelular tomando como referencia la amplitud méxima emitida por células de ratas (control) bien
nutridas. En las células de ratas desnutridas se observé una disminucién en la amplitud de la
fluorescencia. Asimismo, se han encontrado corrimientos en la longitud de onda donde se
encuentra la maxima emisién del espectro del NADH en las células mononucleares de ratas
desnutridas comparadas a las ratas control. Este hecho sugiere que existe un efecto de la
desnutricién severa sobre la bioenergética celular mononuclear.
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INTRODUCCION
La desnutricibn moderada y grave tiene consecuencias en el sistema inmunolégico del cuerpo
humano muy parecidos a los que provoca el SIDA (VIH). Inmundlogos, bioquimicos, bidlogos
han estudiado sus consecuencias pero no se han hecho estudios en la bioenergética celular.
Una forma de medir esto es a través de la obtencién de la fluorescencia de sus células. Las
células contienen una molécula fluorescente que es el NADH, esta molécula es clave en la
bioenergética de la célula, la cual nos indica el estado del metabolismo celular en células
mononucleares qll‘,le pertenecen al sistema inmunolégico innato y adquirido (figura 1)

Figura 1

TEORIA.
El NADH es una molécula fluorescente, por lo que al ser excitada a una longitud de onda de 340
nm emite radiacién pero con una longitud de onda corrida a 460 nm (figura 2).
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Figura 2.

Esta molécula se encuentra en mitocondrias de células. EIl NADH se encargan de transportar
electrones a la cadena respiratoria, los cuales son donados para producir moléculas energéticas
llamadas ATP. Para que la célula pueda generar el NADH, debe reducir el NAD+ en los ciclos
metabdlicos (glucolisis y ciclo de krebs); el NAD+ no es una molécula que emita fluorescencia, por
lo que la medicion de la fluorescencia se disefio de manera selectiva en el NADH.

Se ha realizado espectroscopia de fluorescencia con esta molécula fluorescente en diversas
patologias como cancer, papiloma, hipoxia, etc.; donde se ha medido su intensidad y la longitud de
onda maxima a la cual emite la molécula, ya que al unirse a ciertas proteinas, puede cambiar su
espectro de emision.

PARTE EXPERIMENTAL:
Se realiz6 la extraccion de sangre de 4 ratas desnutridas y 4 controles a la edad de 21 dias. Las

células mononucleares se separaron de sangre periférica por medio de la técnica gradiente de
densidad. La muestra de células mononucleares se suspendi6 en 1.5 ml de PBS y se colocé en
una cubeta de cuarzo de 1x1x4 cm. El esquema del arreglo experimental se muestra en la figura 3.
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figura 3

Se utilizé un laser Nd: YAG a 355 nm para excitar a la molécula (NADH) y se midi6 la fluorescencia
con un arreglo 6ptico donde la muestra y su imagen se ubican a una distancia dos veces la
distancia focal de la lente y en lados opuestos de la misma. Dicha configuracién éptica se conoce
como un arreglo 2f. En el plano imagen se coloc6 una fibra éptica multimodo que conduce la sefial
Optica a un monocromador. El monocromador contiene un arreglo lineal de fotodiodos a 500 ms a
una muestra promedio.

RESULTADOS

Se hicieron diluciones con células mononucleares de 4 ratas bien nutridas, primero obteniendo la
muestra de células mononucleares y suspendiéndolas en 1.5 ml de PBS, posteriormente estas
muestras se diluyeron en 3 ml de PBS. De cada una de estas muestras (diluidas como no diluidas),
se tomé el espectro de fluorescencia del NADH de las células mononucleares. Esto para evaluar el
cambio en la intensidad de la fluorescencia en la mélecula del NADH, debido a la densidad celular,
ya que en la desnutricion severa en ratas se ha encontrado una menor densidad celular en células
mononucleares comparadas con ratas bien nutridas (9).
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figura 4. Espectro promedio de la fluorescencia del NADH de células mononucleareas de 4
ratas bien nutridas a lo largo de 10 minutos (la linea azul corresponde a células
mononucleares suspendidas en 1.5 ml de PBS y la linea roja esta diluida al 50% con PBS. La
diferencia de amplitud es del 0.07% entre la original y la diluida.
Se obtuvieron posteriormente espectros del NADH de células mononucleares de 4 ratas bien
nutridas (control) y de 4 ratas desnutridas (experimentales). Se tom6 una muestra cada segundo
a lo largo de diez minutos para el NADH de las células mononucleares tanto de ratas nutridas
como desnutridas. En la figura 5, se muestran los espectros promedio de la fluorescencia del
NADH de células mononucleares de 4 ratas control (linea azul) y el espectro promedio de la
fluorescencia del NADH de células mononucleares de 4 ratas desnutridas (linea roja); donde la
fluorescencia del NADH de células mononucleares de ratas desnutridas es 58% menor con
respecto a las bien nutridas, viendo claramente que hay un efecto en el metabolismo celular debido
a la desnutricién con respecto a las ratas control .
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Figura 5. Espectro promedio del NADH de células mononucleares en4 ratas bien nutridas (linea azul)
y en 4 ratas desnutridas (linea roja). Se muestra la longitud de onda del pico maximo promedio de
ratas del espectro del NADH de células mononucleares de ratas desnutridas (experimentales) que es
441.8 nm y de ratas bien nutridas de 440 nm.

Existe un corrimiento a longitudes mayores del espectro promedio en el tiempo del NADH de células
mononucleares de ratas desnutridas con respecto a ratas nutridas. En la figura 6 la sefial de
corrimiento (linea roja) aparece encimada a la sefial de corrimiento en ratas bien nutridas (linea azul).
Los corrimientos a mayores longitudes de onda son muestra de que la molécula NADH aparece libre y
no acoplada a proteinas (5,6).
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Figura 6. Corrimientos del espectro del NADH en células mononucleares en ratas tas
desnutridas (linea roja) y ratas bien nutridas (linea azul).

Se realiz6 una prueba t para observar si habia diferencias significativas entre el promedio de los
corrimientos del NADH de células mononucleares de ratas des nutridas y ratas bien nutridas. El
valor de t=1.94, por lo que no hay diferencia significativa.

CONCLUSIONES

Se ha encontrado que hay una disminucién del espectro promedio del NADH de células
mononucleares de ratas desnutridas con respecto a las nutridas por lo que sugeriria dos aspectos
uno que hay disminucion de las reservas metabdlica o la otra que hay un aumento en el
metabolismo celular en células mononucleares de ratas desnutridas con respecto a las bien
nutridas. Se necesitan hacer mas experimentos para descartar; sin embargo se ha visto en
organismos con desnutricién severa y moderada que hay una pobre funcién del sistema
inmunolégico para combatir un agente patdgeno, por lo que se sugeriria que es una alteracion en
el sistema inmune que disminuye la produccién de energia en células mononucleares en ratas
desnutridas.
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