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RESUMEN

En el paciente guemado se redinen una serie de factores que favorecen la aparicion de un
desbalance en su respuesta inmunitaria que incrementan la susceptibilidad de los mismos a las
infecciones. Las personas con quemaduras, sobretodo los nifios, que presentan una mayor
alteracién inmunoldgica son aquellos con peor pronéstico y con mayores posibilidades de presentar
complicaciones. El objetivo del presente trabajo es evaluar la utilidad de la respuesta proliferativa
con mitogenos de los linfocitos en nifios con quemaduras como un marcador pronéstico. Fueron
estudiados 11 nifios con quemaduras desde enero a marzo del 2004, de ambos sexos,
provenientes del area rural, sin complicaciones infecciosas. Como controles se estudiaron 9 nifios
aparentemente sanos. Todos fueron estudiados luego de obtenerse el consentimiento informado
de sus padres. Se utilizd sangre periférica, obtenida en forma estéril con heparina. Las células
mononucleares fueron separadas sobre gradiente de Ficoll-Hypaque. Las células mononucleares
(2,5 x 10° células/ml) fueron cultivadas en medio RPMI 1640 con 10% de suero fetal bovino (FBS),
en triplicado a 37°C y 5% CO, estimuladas con fitohemaglutinina-M (PHA-M). Como controles se
utilizaron células mononucleares no estimuladas con PHA-M. La proliferacién celular se midié
utilizando un método colorimétrico MTT [3-(4.5 dimethylthiazol-2-yl)-2.5 diphenyl tetrazolium
bromide].De nueve nifios (82%) fueron masculinos y 2 ((18%) fueron femeninos. La edad media de
los nifios quemados fue de 4,03 + 4,19 afios y la de los nifios controles 3,26 + 5,62 afos. En el
grupo estudiado se observé en la proliferacion celular una respuesta de los linfocitos disminuida en
relacion a los controles. (1,16 + 0,31 versus 2,66 * 0,37, p<0,01).Esto pone en evidencia una
disminucién significativa de la inmunidad celular en los nifios, secundaria a las quemaduras. La
elevada incidencia de las quemaduras en la edad pediatrica, su gravedad, la complejidad del
mecanismo fisiopatolégico y la enorme mortalidad que conllevan hace que sea importante la
evaluacion de la inmunosupresion en el nifio guemado y de esta manera contribuir a la busqueda
de nuevas y mejores opciones para estos lesionados.

Palabras Claves: PHA-M, Células mononucleares, proliferacion celular.
Evaluation of the immunity response in children with burns

ABSTRACT

Burnt patients have several factors favoring the appearance of an imbalance in their
immune response, increasing their susceptibility to infections. People with burns, especially
children, presenting greater immunological alterations are those with worse prognosis and more
possibilities of having complications. The aim of the present work is to evaluate the proliferative
response of the lymphocytes in children with burns as a prognosis marker. Eleven boys and girls
with burns were studied from January to March, 2004. They were from rural areas and did not have
infectious complications. Nine apparently healthy children were included as controls. The children
were included in the study with previous consent of their parents. Peripheral blood obtained in
sterile form with heparin was used. The mononuclear cells were separated on Ficoll-Hypaque
gradient and the cells (2,5 x 10° cell/ml) were cultivated in RPMI 1640 with 10% of fetal bovine
serum (FBS), in triplicate at 37°C, 5% CO, stimulated with phytohemaglutinin-M (PHA-M). Non-
stimulated mononuclear were used as control. The cellular proliferation was measured using a
colorimetric method with MTT [3-(4.5 dimethylthiazol-2-yl)-2.5 diphenyl tetrazolium bromide]. Nine
(82%) were male and 2 (18%) was female. The mean age of the burnt children was of 4,03 + 4,19
years and that of the children control was 3,26 + 5,62 years. In the studied group, the cellular
proliferation showed a decreased response of the lymphocytes in relation to the controls. (1,16 +
0,31 versus 2,66 = 0,37, p <0,01). This shows a significant decrease of the cellular immunity in
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these children, secondary to the burns. The high incidence of burns in paediatric age, seriousness
of the lesions, complexity of the physiopathological mechanism and enormous mortality they have
make very important the evaluation of the immunosuppression in the burnt child and hereby to
contribute to the search of new and better options for these patients.
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INTRODUCCION

En el lesionado por quemaduras se
reinen una serie de factores celulares y
humorales, locales y sistémicos que favorecen
la aparicién de un desbalance en su respuesta
inmunitaria y el desarrollo de un sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica, que al
complementarse potencian la susceptibilidad a
las infecciones™?.

Los principales trastornos
inmunolégicos se centran en la anergia a
antigenos 'y mitdgenos, cambios en las
subpoblaciones linfocitarias, deficiencias en los
mecanismos de fagocitosis, alteraciones en la
expresion y produccion de citocinas y sus

receptores, moléculas de adhesiébn vy
presentacion de antigenos leucocitarios,
asociados a disminucién de proteinas

plasmaticas como las inmunoglobulinas y
factores de complemento™?,

La especificidad de la respuesta
inmune se debe a los linfocitos. La activacién
de linfocitos en reposo por accién de mitégenos
como la fitohemaglutinina (PHA) induce a la
aparicién de receptores de superficie y a la
generacion de mediadores solubles con sintesis
de DNA y division de estas células’™. Esta
respuesta se ha visto suprimida
significativamente después del dafio térmico™.

Existen también elementos que
colaboran en la aparicion del desbalance
inmunolégico, como son: la elevada actividad
metabdlica de las células vecinas y la
existencia de una toxina encontrada en la piel
de estos pacientes que inhibe la proliferacion
normal de los linfocitos T en respuesta a
mitégenos como PHA®>®. Las personas con
quemaduras, sobretodo los nifios, que
presentan una mayor alteracion inmunoldgica
son aquellos con peor pronéstico y con
mayores posibilidades de presentar
complicaciones™*'°.El objetivo del presente
trabajo es evaluar la utilidad de la respuesta
proliferativa con mitdgenos de los linfocitos en
nifios con quemaduras como un marcador
prondstico.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién: Desde enero a marzo del
2004, fueron estudiados 11 nifios con
guemaduras, de ambos sexos, provenientes del
area rural, sin complicaciones infecciosas.
Como controles se estudiaron 9 nifios
aparentemente sanos. Todos fueron estudiados
luego de obtenerse el consentimiento informado
de sus padres.

Ensayo de proliferacion celular: Se
utilizé sangre periférica, obtenida en forma
estéril con heparina. Las células
mononucleares fueron separadas sobre
gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma,USA) y
200ul (2,5 x10° células/ml) cultivadas en medio
RPMI 1640 con 10% de Suero Fetal Bovino
(FBS), a 37°C, 5% CO, y estimuladas con
fitohemaglutinina-M  (PHA-M) en triplicado.
Como controles se utilizaron  células
mononucleares no estimuladas con PHA-M. La
proliferaciéon celular se midié utilizando un
método colorimétrico MTT [3-(4.5
dimethylthiazol-2-yl)-2.5 diphenyl tetrazolium
bromide] (Sigma, USA).

RESULTADOS

Del total de nifios estudiados 9 (82%)
fueron del sexo masculino y 2(18%) del sexo
femenino. De los controles 6(67%) fueron del
sexo femenino y 3 (33%) del sexo masculino.
La edad media de los nifios quemados fue de
4,03+4,19 afios y la de los nifios controles
3,26+5,62 afos.

En el grupo estudiado se observé en la
proliferacion celular una respuesta de los
linfocitos disminuida en relacién a los controles
(1,16+0,31 versus 2,66+0,37, p<0,01). (Fig.1).
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Fig 1: Respuesta proliferativa de linfocitos
en nifios quemados estimulados con PHA

30 (ITT]

P =0.005

0.0
Indice de
iestimulacién
(IE)

Pacientes  Controles

DISCUSION

En este estudio se encontré una
disminucién significativa de la proliferacion
celular frente a mitdbgenos en los nifios
quemados en comparacién con los nifios
controles. Algunos investigadores han indicado
de que esta alteracion se observa después del
dafio térmico aunque hay datos que al mejorar
el paciente y recuperarse de las quemaduras
mejora esta respuesta inmune celular.

El hecho de que estos pacientes

presenten una respuesta inmune celular
alterada puede convertir al paciente quemado
en un prototipo de enfermo inmuno
comprometido.

Posiblemente esta inmunodeficiencia
secundaria sea la causante de la mayor
susceptibilidad a infecciones que presenta la
gran mayoria de pacientes quemados. La
elevada incidencia de las quemaduras en la
edad pediatrica, su gravedad, la complejidad
del mecanismo fisiopatolégico y la enorme
mortalidad que se presenta en estos pacientes,
sobretodo en los primeros dias post
quemadura, hace que sea importante poder
evaluar la respuesta inmune del paciente
guemado como es el estudio de la proliferacién
a mitégenos.

Estudios ulteriores permitiran
determinar si se producen cambios en la
respuesta inmune celular a través de la
evolucion de los pacientes y de esta manera
poder contribuir a la blusqueda de nuevas y
mejores opciones para estos pacientes.
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