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CAPITULO I
INTRODUCCION

E1 cuerpo humano estd en contacto con agentes infecciosos
y sus defensas inmunoldgicas que estdn compuestas por elementos espe-
cificos como los anticuerpos (Ac) y linfocitos sensibilizados, e ines
pecificos como el complemento y las células fagocfticas, lo protegen
de estos agentes.
La fagocitosis juega un papel 1mportanté y decisivo en el delicado ba
lance entre el huésped y los microorganismos pat6genos.
La fagocitosis es la capacidad de los fagocitos para ingerir microor-
ganismos (m.o.s.) y depende de las propiedades de la superficie de los
microorganismos. La capacidad para realizar la fagocitosis existe en
muchos protistas unicelulares,y las células fagocfticas se encuentran
en los tejidos de todos los grupos animales.
La actividad fagocftica de ciertas células en los organismos plurice-
lulares y su papel para evitar la infeccibn, fueron descubiertos por
E. Metchnikoff en 1880.
La virulencia de algunos organismos es debida en parte a su capacidad
de resistir su ingestidn por fagocitos, mientras que la de otros estd
relacionada a su capacidad de resistir la destruccidn intracelular,
asf como 1a ingestién,
Una fagocitosis éfectiva en el curso de una infeccién bacteriana 1imi
ta el desarrollo de ésta.
E1 proceso fagocitico estd dividido en cuatro fases que se relacionan
entre s7: 1.- QUIMIOTAXIS, 2.- OPSONIZACION? 3.- INGESTION, y 4.-DIGES
TION.
A través de la quimiotdxis los fagocitos migran hacia la bacteria adhe
riéndola a su superficie por medio de moléculas quimiotdcticamente ac-

tivas. Estas moléculas son fragmentos generados a partir del quinto
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componente del complemento (CS)' (11)

Durante la opsonizacifn las bacterias se combinan con componentes del suero
y asi s o mis suceptibles'a la fagocitosis.

Este mecanismo de opsonizacifn es de gran importancia principalmente en bac
terias encapsuladas, ya que estas producen graves infecciones debido a su
gran virulencia. (61)

Durante la ingestidn la bacteria se fija a la superficie celular o al inte
rior del fagocito por la invaginaci®on de la membrana celular y la forma-
cidn de vacuolas fagociticas. La destruccién intracelular del microorganis-
mo es un complejo mecanismo que involucra la ruptura de grdnulos lisosomales
y la liberacién de su contenido dentro de la vacuola fagocitica. E] sistema
del complemento juega un papel directo en la opsonizacidn y en la quimiotd-
Xis. La quimiotéxis de fagocitos se estimula por tres productos de la acti-
vaci6n del complemento: CgysCyy ¥ €1 complejo trimolecular fg;j};;

El CSa es el mds potente de estos fragmentos para la atraccibn de leucoci-
tos a los tejidos, la opsonizacion generada por la ruta cldsica y alterna
del complemento, la liberaci6n de enzimas lisosomales, la funcidn de anafi-
lotoxina y la liberacion de histamina de las cé&lulas cebadas. (38)

Por lo tanto, es de gran importancia el fendmeno de opsonizacifn como meca-
nismo de defensa del huésped hacia agentes infecciosos, principalmente en
los lactantes, ya que no tienen completamente desarrollado su sistema inmu-
1°0gico, también en nifios desnutridos, los cufles tienen un aumento en la
suceptibilidad a infeciones debido a un desequilibrio entre inmunidad y su
nutricidn que ocasiona alteraciones en diferentes proteinas del suero, asf
como disminucidn de sus actividades. (8,9,25,39,48,56,68)

También se ha reportade, la disminuciGn en la capacidad de opsonizacién en
el Sindrome de Leiner, en algunas inmunodeficiencias y en infecciones de

repeticidn, generalmente ocasionadas por microorganismos gram negativos.
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Este defecto en la capacidad de opsonizacidn se asocia a una disfuncibn de)
quinto componente del complemento, el que se comprueba "in vitro" al anadir
suero de ratones funcionalmente eficientes respecto a CS’ 1o que aumenta la
fagocitosis, mientras que en el suero de ratones deficientes en C; no lo ha
ce. (16,28,36,43,44,47,48,51,55,68)

E1 objetivo de este estudio es el de establecer un panorama mds amplio acer
ca de las principales vias bioquimicas, por medio de 1as cuales los Teucoci
tos polimorfonucleares LPMNs) (neutr8filos) realizan la fagocitosis de bac-
terias, empleando para esto el uso de los diferentes sistemas utilizados;
como son los sistemas dependientes de oxfgeno, sistemas independientes de
oxTgeno, las degranulaciones dentro de los fagosomas, las liberaciones de
enzimas especificas, produciendo con esto un mecanismo satisfactorio para

actuar en contra de los microorganismos patfgenos.



CAPITULO 11
GENERALIDADES DE LOS LEUCOCITOS

Los leucocitos comprenden dos tipos principales: AGRANULOCITOS y
GRANULOCITOS. Los leucocitos agranulocitos tienen citoplasma de aspecto ho-
mogéneo y niicleos que varian de la forma esférica a la reniforme.
Los leucocitos granulocitos contienen granulos especfficos‘abundantes en su
citoplasma, e incluyen niicleos que muestran variacidn considerable de forma.
Existen dos tipos de agranulocitos: LINFOCITOS, que son células pequeiias con
poco citoplasma, y MONOCITOS, que son c&lulas un poco mayores y contienen un
poco mds de citoplasma.
Los leucocitos granulosos son de tres tipos: NEUTROFILOS3BASOFILOS y ACIDOFI
LOS { o EOSINOFILOS), que se distinguen por la afinidad de sus grinulos por
los colorantes neutros, bdsicos y dcidos, respectivamente. (37,67,69)
LEUCOCITOS AGRANULOSOS.
LINFOCITOS.- En la sangre humana, los linfocitos son células esféricas que
varfan de 6 a 8 micras de didmetro, aunque algunas pueden ser mayores.
La mayor parte de ellas son un poco mds grandes que los eritrocitos. Integran
del 20 al 35% de los leucocitos de la sangre normal. E1 caracter mds notable
del linfocito pequefio es que tiene un niicleo bastante grande rodeado de un
borde angosto de citoplasma. El niicleo tiené aspecto esférico y por lo regu-
lar muestra indentacidn pequeiia en un lado, la cromatina densa del niicleo se
colorea intensamente, y el nucleclo es invisible en los frotis secos colorea
dos.
E1 citoplasma capta los colorantes basdfilos, y en microfotografia electrdni
ca puede observarse que ello proviene de concentracidn de ribosomas en el
mismo. Pueden observarse granulos azurdfilos, purpireos o violaceos en el ci
toplasma, pero a diferencia de los granulos especificos de los leucocitos
granulosos, no tienen caracter constante, (27,37,46,67,69)

Algunos linfocitos de la sangre circulante normal pueden tener incluso de 10
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a 12 micras. Su Tamailo mayor proviene principalmente de l1a gran cantidad de
citoplasma, estas células se han denominado a veces LINFOCITOS DE TAMARO ME-
DIO0, ninguna de estas células grandes conviene confundirlas con los LINFOCI-
TOS GRANDES que se encuentran en los ganglios linfdticos que aparecen en la
sangre solamente en estado patolfgico. (27,37)

Se identifican estos Gitimos por la presencia de nlicleos vesiculares con nu-
cleolos prominentes.

MONOCITOS.- Los monocitos son células grandes que comprenden solamente del 3
al 8% de los leucocitos de 1a sangre normal, miden de 9 a 12 micras de didme
tro, pero en los frotis secos pueden aplanarse y 1legar a un didmetro de 20
micras o més. E) nicleo suele ser excéntrico en la c&lula, y es ovoide o re
niforme, pudiendo mostrar una depresidn profunda o tener aspecto reniforme o
en "herradura" en las células mds viejas. E) material de cromatina en su in-
terior estd dispuesto en una trama delicada, y por ello el niicleo no se colo
rea tan densamente como el del linfocito. E1 citoplasma es bastante abundante
y con el colorante de Wright revela que tiene color grisiceo azuloso pdlido
en los frotis secos. Contiene una poblacibn de grénulos azur6filos, general-
mente mds numerosos pero menores que los de los linfocitos.

Los grdnulos son primariamente 1isosomas y el citoplasma también contiene al
go de retfculo endopldsmico granuloso pero menos ribosomas que los que se en
cuentran en los linfocitos. (60,67,69)

LEUCOCITOS GRANULOSOS

En contraste con los linfocitos y los monocitos, los leucocitos granulosos
contienen grdnulos especificos caracterizindose por la presencia de un niicleo
multilobular (polimorfo). Por esta causa se les ha designado leucocitos poli
morfonucleares (LPMN). Hay tres tipos de leucocitos que poseen en comin un
niicleo de contorno irregular, teniendo citoplasma granular y se diferencian
entre si, de acuerdo con las propiedades de sus grdnulos citoplasmiticos en:

NEUTROFILOS (grdnulos que se tifien con una mezcla de colorantes &cidos y ba-
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sicos), EOSINOFILOS (grdnulos que se tifien con el colorante §cido de eosina)

y BASOFILOS (grénulos que se tifien con el colorante bdsico azul de metileno).
NEUTROFILOS.- Los leucocitos polimorfonucleares (LPMNs) neutréfilos tienen de
7 a 9 micras de difmetro en estado fresco y 10 a 12 micras en Tos frotis secos.

De Tos leucocitns humanos son 1os mds numerosos y comprenden del 65 al 75%

del total. ET nicleo muestra variedad de formas, suele incluir de 2 a 4 16bu
los ovales irregulares conectados por filamentos finos de cromatina, el nime
ro de 18bulos aumenta con la edad.

No se observan nucleolos, y en los frotis secos de sangre periférica de muje
res puede observarse un pequeiio apéndice nuclear unido al resto del niicleo
por un filamento fino de cromatina en aproximadamente 3% de los neutrdfilos.
Esta prolongacidn "en palillo de tambor" , observada por primera vez por Da-
vison y Smith, (27,37), quizd represente el cromosoma sexual, aparece en to-
das las células femeninas, pero estd Tntimamente unido a uno de los 16bulos
del niicTeo de muchas células y por ello no se aprecia facilmente, el citoplas
ma abundante incluye finos grdnulos neutr6filos. Dado que las células varfan
en sus reacciones de tincidn en diferentes especies, a veces se les ha deno- fg
minado leucocitos "heteréfilos" y no neutrdfilos.(7,14,27,37,69)
EOSINOFILOS.- E1 Teucocito eosin6filo o acidofilo es un poco mayor que los

neutréfilos, y en estado fresco tienen de 9 a 10 micras de diémetrd, en fro-

tis secos el tamafio de la célula aplanada varia de 12 a 14 micras,

Normalmente integran mds o menos del 2 al 14% de) total de leucocitos, el ni

cleo suele ser bilobular.

E1 citoplasma en forma caracteristica incluye grdnulos gruesos de tamaio u-
niforme con capacidad de refraccion, que se tifien» intensamente con los co-
Torantes dcidos, los grdnulos especificos tienen un aspecto lamativo en las
microfotografias electrénicas.  f
BASOFILOS.- Estas células son dificiles de precisar en la sangre humana,dado

que constituyen sclamente del 0.5 al 1% del niimero total de leucocitos.



Tienen aproximadamente el mismo tamafio que los neutrbfilos, esto es. de 7 a

9 micras de diémetro en estado fresco, y 10 o un poco mds en los frotis secos
E1 ndcleo con frecuencia tiene contornos irregulares y en parte estd estrecha
do para formar dos 16bulos. Los grdnulos citoplasmiticos son redondos. gruesos
y de tamafio variable. Algunos en forma caracteristica, estdn unidos al nidcleo
¥ su contorno es borroso, los grdnulos son solubles y, en consecuencia, disuel
tas parcialmente o faltan en las preparaciones corrientes.

Son baséfilos y metacromdticos y contienen histamina,heparina y serotonina;

A diferencia de los grdnulos de otros tipos de leucocitos granulosos, no se
considera que sean lisosomas, puesto que en los neutr&filos y eosindfilos gra
nulosos son un tipo especial de lisosomas que contienen principalmente hidro
lasas y peroxidasas respectivamente. (5,6,15)

Todos 1os leucocitos granulares son capaces de realizar la fagocitosis, pero
solo en los neutrdfilos es suficientemente activa como para ser un factor im
portante en la defensa del huésped. Los bas6filos y eosin6filos, por el con-
trario, juegan especiales papeles en la respuesta inflamatoria, los linfoci-
tos son responsables de la formacion de anticuerpos (Ac); Tos monocitos son
fagocitos activos.

La importancia de los leucocitos en la defensa del huésped viene indicada por
el hecho de que abandonan el sistema circulatorio y se congregan en cualquier
tejido que haya sido invadido o dafado. De las células de los mamiferos pue-
den extraerse muchas substancias, una de estas es, la fagocitina, una globu-
Tina que se encuentra en los leucocitos fagociticos y que es activa principal
mente frente a las bacterias gram negativas, asi como tambifn las leukinas
(que son proteinas bdsicas), que se encuentran en los leucocitos, que son sub$
+tancias antimicrobianas activas frente a bacterias gram positivas.

Es notable que estas células altamente fagociticas contengan substancias ac-
tivas, tanto frente a bacterias gram positivas como a gram negativas.(37,46,

55,60)




2.1 ORIGEN

Los elementos figurados de la sangre tienen vida corta y continua
mente son destruidos, E1 nimero de elementos figurados en la sangre se conser
va a nivel constante por formacifn de células nuevas; La formacidn de células
nuevas se denomina HEMATOPOYESIS; y la hematopoyesis es uno de los tdpicos de
mayor controversia, debido a que existe un desacuerdo en las teorfas que dan
origen a Tas células originales de las 1fneas de diferenciacidn.
La teorfa UNITARIA o MONOFILETICA de la hematopoyesis, afirma que las células
hematicas, rojas y blancas, provienen de una célula original comln, el “HEMO
CITOBLASTO".
La teoria DUALISTICA o DIFILETICA hace provenir a les linfocitos y los monoci
tos de una célula original (denominada linfoblasto) y Tos leucocitos granulo
s0s y eritrocitos de una célula independiente (mielablasto). Segidin una teorfa
ulterior (TRIALISTICA o POLIFILETICA), tres células originales distintas dan
origen a: 1)Linfocitos, 2)Monocitos, y 3)Eritrocitos y Teucocitos granulosos.
En la actualidad, la mayorfa de los hemat8logos aceptan la teorfa unitaria.
A continuacifn se presenta un diagrama de acuerdo a la teorfa unitaria a par
tir de 1a célulamadre (stem cell), ver diagrama 2.1.1. (17,21,37,67,69)
SERIE MIELODE 0 GRANULOCITICA .
Los granulocitos maduros son c8lulas con granulos citoplasmdticos que dan con
los colorantes de Romanowsky, una reaccifn neutrofflica, eosinofilica o baso
filica; Estas células se conocen como leucocitos polimorfonucleares(LPHNs)
debido a que poseen un niicleo polimérfico lobulado (segmentado}. El mieloblas
to es la primera célula reconocible de la serie granulocitica, del que surgen
el "promielocito” y por progresibn, las formas de mielocito, metamielocito,
cayado y finalmente el granulocito maduro o segmentado.
Los grénulos especificos que determinardn la naturaleza de la célula neutrbfi
la, eosinéfila, o bas6fila, comienzan a manifestarse en el estado de promielo

cito y se encuentran totalmente diferenciadas en el mielocitoe,
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D1AGRAMA 2.h1.

GRANULOPOYESIS (37)
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En el estadio de mielocito ocurre la iltima divisidn mitética, el mefamielo-
cito es incapdz de dividirse,

MIELOBLASTO.- La variaci6n en el tamafio de esta célula oscila entre 15 0 20
micras, el citoplasma puede Ser no granulose o por el contrarioc mostrar esca
sos grénulos azurdfiles, dependiendo del estado de desarrcllo, la reaccidn
tintorial es moderadamente de color azul obscuro que puede ser desigual, a
menudo dando lugar a una regidn perinuclear alge mis clara. E1 nicleo es re-
dondo u oval y ocupa alrededor de las nueve décimas partes del total del drea
celular. La cromatina nuclear se dispone en finos filamentos que se colorean
de rojo plrpura y le dan un aspecto reticular uniforme. Se pueden observar
de uno a varios niicieos, 1o habitual es que sean de 2 a 5, de tamafio medio y
por lo comin, se delimitan perfectamente con un halo cromatinico bien perfi-
lado. (37,46,67,69)

PROMIELOCITO.~ Esta c&lula cuyo didmetro es alrededor de 22 a 25 micras, re-
meda al mieloblasto, salvo en que el citoplasma contiene grdnulos {azurdfilos)
que se colorean de color azul plrpura rojizo.

La cromatina nuclear es algo mis basta que en el mieloblasto y 1os nucleolos,
aunque todavia son perceptibles, no aparecen tan bien definidos. (63,67,69)
MIELOCITO.- Las diferencias entre esta célula y el promielocito consisten en
que los grinulos citoplasmiticos asumen en este momento su caracter neutrofi
iico y no es posible distinguir los nucleolos. E1 didmetro de la célula es

de 18 a 20 micras, aungue, en una fase muy precoz, puede medir hasta 25 mi-
cras, en este estadio incipiente el citoplasma se tifie de azul claro con un
incremento de 1a relacidn nucleocitoplasmitica. E3 citoplasma adquiere de ma
nera progresiva un color rosdceo y en la forma madura es predominantemente o
completamente rosa. E} niicleo es vedondo u oval, y 1a cromatina nuclear se
encuentra en forma de gruesos filamentos que se colorean mds intensamente que

en el promielocito.
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METAMIELOCITO.- Eneste estadio del desarrollo, el citoplasma tiene una colora
citn rosada y contiene grinulos neutrdfilos finos, que semejan los del mielo
cito. E1 niclec es mds pequefio y ligeramente indentado {reniforme), pueden
existir gran variacidn en cuanto al tamafio de este tipo de c@lutas, desde 14
a 20 micras. (27,37}
JUVENIL.- Esta c@lula normalmente es mis pequefa que el metamielocito con un
niiclec en forma de "U" gruesa y tefiido intensamente, en el que la cromatina
es basta y condensada. (27,37)
BANDA. - Son similares a los granulocitos neutrffilos maduros en que tienen el
citoplasma rosade con granulos finos azurdfilos. El ndcleo se encuentra elon
gado ( en forma de herradura ), y la cromatina nuclear estd amontonada grue-
samente. (27,37,69) Este estadio es el G1timo de 1a maduracidn celular de 13
serie granulocitica, comprende del 3 al 5% de el conteo diferencial de leuco
citos.
SEGMENTADO.~ ET didmetro de esta célula es de 12 a 14 micras y el citoplasma
de color rosa, contiene numerosos grdnules neutrofilos finos o puntiformes
que se distribuyen uniformemente, su nicleo es lobulado, con un nimero de 16
bulos que se pueden yuxtaponer, son variables de 2 a 4, mostrando también di
ferencia en el tamafio y en la forma, y unidos entre sf por finos filamentos
de cromatina, estando 1a cromatina nuclear dispuesta en grandes aclmulos.
En el sexo femenino algunos neutrdfilos tienen un apéndice nuclear con una
cabeza bien definida en forma de palitlo de tambor, adherida a un 16bulo nu-
clear por un delgado puente de cromatina, tales apéndices no existen en los
neutréfilos del varén. {14,17,20)
GRANULOCITOS NEUTROFILOS.
La maduracidn de este tipo celular se caracteriza por el desarrollo de griny
los citoplasmdticos especificos y cambios en la reaccidn de coloracidn del
citoplasma que pasa de basdfilos a eosinéfilos y en un estadio determinado

Tos grdnulos adquieren la coloracidn de ambos elementos tintoriales.



2.1.3
A medida que el niicleo madura se torna lobulado, desarrolldndose la motili-
dad y la fagocitosis.

ORIGEN HEMTOPOYETICO DE LOS LEUCOCITOS. 2.1.2
Tomado de Bellanti (Inmunologia) 2da. Edicién Editorial Interamericana

Médula Osea,Higado,Saco-~=a=-~~ Sangre =-=-e-- Organos linfoides y
P Vitelino Tejido conjuntivo
E Precursor de Cédlulas B ~e--- Linfocito B ==--- Linfocito B o célu-
o las plasméticas
o
§§ Precursor de Células T ==w--- Linfocito T ----- Linfocito T
<C
=
uy Monoblasto
5 Promonocito .
20 Macrdfago libre
O | Monocito ~=--mmmmmemmmanana- Monocito =~-ww---
= Macréfago fijo
> E0SiNGfi10==n=snn EosinGfilos tisulares
= | Serie Granulocitica ==mewe=e= Neutr6filo---=--- Neutréfilos tisulares
; Bas6filo ~=w-=u-- Basdfilos tisulares

2.2 CARACTERISTICAS

Los neutr6filos PMNs comprenden aproximadamente cerca del 60% de
los leucocitos circulantes en la sangre humana. Principalmente el neutrdéfilo
maduro es una célula fagocftica con 2 tipos distintos de grdnulos primarios
o azurdfilos que contienen hidrolasas dcidas, mieloperoxidasas, lisozima y
proteinas catiGnicas, y los secundarios o especificos que contienen lactofe-
rrina y algunas lisozimas.(20,29)
Aproximadamente estos neutr6filos maduros contienen el 80-90% de grdnulos es
pecificos y del 10 al 20% son azurfilos. Los granulocitos se producen en un
promedio de 1.6 x 10g cel./Kg./dfa y los neutr6filos tienen una vida media de
alrededor de 6 a 20 horas en sangre periférica. Los leucocitos PMNs pueden
emigrar a través de las paredes de Tos capilares y tienen un movimiento zigza

gueante, pueden ingerir bacterias y otros materiales, 1lamdndosele a este fe
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némeno FAGOCITOSIS, siendo la funcifn primordial de estos leucocitos PMNs
(4,6,53) Podemos mencionar algunas de las substancias qﬁe se encuentran rela
cionadas con los neutréfilos PMNs como son:
a) En los grdnulos primarios: Mieloperoxidasas, proteinas catidnicas bacteri
cidas, lisozima, proteasa neutral, dcido glicerofosfato, beta-glucoronidasa,
alfa-manosidasa, etc. y en los b) grdnulos secundarios especificos tenemos:
Lactoferrina, fosfatasa alcalina, etc. (17,67,69)
2.3 FUNCIONES

Existen diversas funciones y propiedades que llevan a cabo Tos leu
cocitos PMNs y que son de mucha importancia para que se active el mecanismo
del ser humano como husped en contra de agentes extraios, asi como la des-
truccion intracelular de los microorganismos, y podemos enumerarlas de la si
guiente manera: 1,- QUIMIOTAXIS, 2.- FAGOCITOSIS, 3.- DEGRANULACION, 4.- DES
TRUCCION, 5.- REACCION INFLAMATORIA, 6.- DIAPEDESIS, 7.- INGESTION y 8.- MO-
VIMIENTO AMIBOIDE.
1.~ QUIMIOTAXIS

Proceso por el cual las células fagocTticas son atraidas a la vecin
dad de microorganismos patégenos invasores. La quimiotaxis representa un cam
bio en la direccitn de la movilidad del leucocito (polarizacidn). La quimiota
xis se refleja por una atraccin lineal de células fagociticas o mds precisa
mente un proceso por el cual se inhibe al azar la migracion de los neutrdfi-
los. (1,22,24)
2.~ FAGOCITOSIS

Dos de los beneficios principales que se obtienen de la reaccibn
inflamatoria en la mayor parte de las lesiones, son la fagocitosis de bacte-
rias, de restos indeseables y la liberacifn de enzimas cataliticas potentes
por los lisosomas de neutr6filos y macrdéfagos; fagocitar significa literalmen

te  "comer células" .
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Muchas c&lulas de 1a economfa pueden fagocitar pero nos interesan en parti
cular los leucocitos PHNs y los macréfagos. También los eosinéfilos son fago
citarios, 1o cual no se aplica a Vinfocitos ni células plasméticas.
Se han estudiado los detalles finos de la fagocitosis valiéndose del microsco
pio electrdnico. La primera etapa en 12 fagocitosis es la unidn del leucocito
a la particula; la célula parece fluir parcialmente alrededor de la particula
para cear en realidad una bolsa profunda, el orificio de la bolsa por dltimo
se cierra para atrapar a la victima en un saco limitado por una membrana que
proviene de la membrana plasmética del fagocito. Después los 1isosomas se unen
a este saco y por fusidn con el mismo hacen que las enzimas actuen directamen
te en la destruccidn y la eliminacidn de la partfcula atacante.
La energfa utilizada en la fagocitosis proviene de vias glucolfticas. (49,50,52)
la actividad fagocitaria de los leucocitos es modificada por muchos factores,
el mds importante es la presencia de anticuerpos o fracciones de complemento
que reciben el nombre genérico de opsoninas. (54,58)
Hay opsoninas en estado normal, en el suero, pero se presentan en mayor concen
tracidn en reacciones inmunitarias especificas. Las opsoninas revisten bacte-
rias y las tornan mds suceptibles a la fagocitosis. Tienen importancia parti-
cular en Ta fagocitosis de algunos microorganismos virulentos.
Las opsoninas pueden modificar la superficie de 1a bacteria, inactivar subs-
tancias téxicas o sencillamente servir como coloide que facilite la adherencia
del fagocito y el cuerpo extrafio. (54,58)
Después de la fagocitosis, los neutr6filos presentan gran aumento de fa acti
vidad metab6lica, caracterizado por un incremento de la captacidn de oxigeno,
mayor gluc6lisis y produccién de &cido Tdctico con la consiguiente disminucibn
del pH del medio. La acidéz facilita la activacién de enzimas lisosbmicas del
neutr6filo, que incluyen lisozima (enzima que tiene la propiedad de degradar
las paredes de las cBlulas bacterianas), que presenta en abundancia en los

neutréfilos.
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Metchnikoff dividié el sistema fagocitario en dos tipos de células, las cély
las fagocfticas circulantes y las células fagocfticas fijas a la superficie
de los vasos sanguineos y sinusoides. (57)
E1 mecanismo por el cual las células fagociticas reconocen a las partficulas
extrafias y bacterias es extremadamente sensible debido a que estos poseen una
carga electropositiva y asi son ficilmente atrafdas y fagocitadas mientras que
1a mayor parte de las substancias naturales del cuerpo tienen cargas de super
ficie electronegativas y en consecuencia son repelidas por los fagocitos.
La pinocitosis se refiere a la ingesta de moléculas o particulas muy pequeias
y la fagocitosis a la ingesta de particulas mids grandes incluyendo bacterias.
Tanto la pinocitosis como la fagocitosis invelucran la invaginacion de la mem
brana celular alrededor del material extraho, con 1a subsecuente fusidn de la
membrana y su reparacibn, creando asi una vacuola fagocitica.
Hirsch (1962), utilizando técnicas de cinemicrofotografia para registrar la
fagocitosis en intervalos de 1/10 de segundo, establecid varias observaciones
clave a cerca de Ta secuencia de eventos durante la fagocitosis, primero el
leucocito PMN rodea a la bacteria y la membrana celular comienza a invaginar
se alrededor de ella, finalmente en un lapso de 30 segundos a 2 minutos, de-
pendiendo de la actividad de las células y el tamafio de la bacteria, la incor
pora completamente dentro del citoplasma del neutr6filo y lo rodea por una
porcién de ta membrana celula externa.
3.~ DEGRANULACION

Consiste en la liberacifn de enzimas granulares durante la fagocito
sis bacteriana. Encontrdndose pérdida de Tos grénulos, ricos en enzimas 17ti-
cas que se vierten al medio, con la consiguiente Tisis bacteriana,
4.~ DESTRUCCION E (7.- INGESTION)

Recordando que la membrana plasmdtica estd constituida por uma do-
ble capa de 1ipidos compuesta de moléculas de fosfolipidos con grupos hidro

fdbicos crientados cabeza a cabeza y con extremidades hidrof6bicas dirigidas
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hacia afuera intercalando en medio de las moléculas de fosfolipidos, una mo-
18cula de colesterol y flotando en Ta doble capa lipidica estdn las protefnas

Y que aigunas proteinas se encuentran en la superficie de la membrana y otras
sobre la superficie citoplasmitica.Y dado que la heterogenicidad en composicidn
y movilidad son consistentes con una gran diversidad de estructuras. Existe so
breposicibn de una particula con la configuracién de superficie de un fagocito
en su movimiento, a modo que la particula sea inmovilizada por el fagocito,
después empieza a penetrar mediante ciertos eventos que se realizan en la men-
brana, como por ejemplo cambio en los grupos hidrof6bicos, para asi realizar

la ingestidn y destruccidn de los microorganismos.

E1 concepto de fagocitosis de superficie descrito por Wood y colaboradores,
representa un ejemplo de una proporcidn fagocitica basal que es baja pero fi-
nita y es 1levada a cabo por un contacto fntimo célula-partfcula. Este efecto
puede ser demostrado por medio del grado de ingestién por fagocitos suspendi
dos con particulas de latex.

La funcibn bioldgica de las opsoninas es la de aumentar el grado de ingestidn
de las particulas; Y una posibilidad para explicar la respuesta de los fagoci
tos a las opsoninas 0 a particulas limitadas con determinada configuracifn de
superficie, es que se adhieren a Tos receptores existentes sobre la membrana
celular y tales receptores reconocen a un efector y transmiten ese reconocimien
to a otras moléculas que directa o indirectamente generan una respuesta celular
en los fagocitos.

Los cationes juegan un papel interesante en la ingestidon de una variedad de
particulas por los leucocitos PMNs, algunos de los principales cationes son

el magnesio (Mg++) y el calcio (Ca++)

que junto con las opsoninas termolabi-
Jes, parecen acelerar la velocidad de ingestidom, por 1a accidn de un mecanis-
mo contrdctil, sin embargo se presenta un efecto inhibitorio a altas concen-
traciones de estos cationes divalentes. (35,42,62,65}

La adhesi6n se 1levara a cabo si las potentes fuerzas repulsivas electrostdti
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cas entre cBlulas/sustratos y c8lulas/particulas pueden vencerse y asi permi
ten que las fuerzas electrostiticas débiles interactuen ({Van der Waals e hi-
drof6bicas). Si e Teucocito PMN encuentra una particula que posteriormente
ingerird, se alarga un drea del ectoplasma hialino para formar un pseudbpado
el cual fluye alrededor de la particula, la rodea y se funde a su polo distal.
Hay gran similitud morfolfgica entre el esparcimiento del ectoplasma hiatino
periférico y el proceso de englobamiento, el ectoplasma es semejante a una sd
bana aplanada sobre el sustrato mientras que el pseudfpode rodea particulas,
1a superficie de la membrana se sobrepone @ la particula, empieza a aplanarse
y la estructura del englobamiento del pseuddpodo toma la apariencia de una
taza. (55,56,65)
El ectoplasma hialine estd compuesto de filamentos y tiibulos, el pseuddpodo
{o lamelopodium) formado por el leucocito PMN consiste de filamentos de 4-6
nm. de difmetro y particulas de glucSgeno. En 1os leucocitos PMNs existen
otras estructuras llamadas microtibulos y microfilamentos que penetran al ec
toplasma hialino procedentes de la regidn centriolar y que son necesarios en
el movimiento requerido para la ingestidn de particulas.
Estos filamentos estan constituidos por polimeros de actina con propiedades
semejantes estructurales y funcionales a la actina del misculo y comprende
una fraccidn de substancia del total de proteinas celulares. La presencia de
actina y miosina permite el movimiento e ingestiGn de los fagocitos.(12,26,32)
5.~ REACCION INFLAMATORIA

La conglomeraci6n de Jeucocitos, principalmente neutr6filos y ma-
crifagos, en el sitio de la lesidn es el aspecto mis importante de la reac-
¢ibn inflamatoria, Podemos considerar la :sucesidn con la cual los leucocitos
se conglomeran y actudn en el foco inflamatorio de la siguiente manera:a)mar
ginacifn y pavimentacidn, b) migracidn, c) gquimiotaxis, d) conglomeracifn y
e)fagocitosis. (70)
6.~ DIAPEDESIS
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6.~ DIAPEDESIS

Los leucocitos PMNs pueden deslizarse a través de los poroé sanguf
neos por un proceso de diapédesis (paso de l1os leucocitos a través de las pa
redes celulares). A pesar de que el poro es mucho menor que el voldmen de las
células, una parte pequefia de esta se desliza a través del mismo y la porcifn
que se desliza momenténeamente se reduce a las dimensiones del poro.
8.~ MOVIMIENTO AMIBOIDE

Una vez que las células han alcanzado los espacios tisulares, los
Teucocitos PMNs, se desplazan hacia los tejidos con un movimiento de toda la
célula en relacidn con el medio que la rodea, este movimiento comienza con
un alargamiento de un pseudbpodo desde un extremo de la célula. E1 pseudbpodo
se proyecta hacia afuera, separdndose el cuerpo celular, luego el resto de

la célula se mueve hacia el pseud6podo. (21,65,70)



CAPITULO III
LOS NEUTROFILOS, SU PAPEL FAGOCITICO.
3.1 ENZIMAS QUE INTERVIENEN.

Las enzimas que intervienen en la degranulacidn son muy importan-
tes, ya que sin ellas no se podria 1levar a cabo la destruccién de las bacte
rias patdgenas. A continuacidn se dan dos cuadros en los cuales se anotan las
enzimas que actuan en este proceso. {67,69)

TABLA DE ENZIMAS Y QTRAS PROTEINAS DE LOS GRANULOS DE LPMNs.

ENZIMAS: AzurSfilos{primarios) Especificos{secundarios)

Peroxidasa
Hidrolasas dcidas
Lisozima
Colagenasa
Fosfatasa alcalina

OTRAS PROTEINAS:

Mucosubstancia 4cida
Protefnas catidnicas antibac-
terianas

Fagocitina +

[ N S

+ +

+ 4+ + 0

TABLA DE ENZIMAS Y SUBSTANCIAS QUE HAN SI00 DETECTADAS EN LOS LISOSOMAS

ENZIMAS QUE ACTUAN SOBRE PROTEINAS
Y PEPTIDOS:

Catepsina D

Catepsina E

Histonasa

Proteinasa Neutral

Catepsina A

Catepsina B y 8

Catepsina C

Arilamidasa

Dipeptidasa (tirosil glicina)
Colagenasa

Elastasa

Activador kininbgeno

Activador plasmindgeno

Renina

Factor quimiotdctico yenerando proteasa

?eta-Asparti] glucosilamina amido hidro
asa

0-seril-N acetil galactosaminida gluco-
sidasa

Lipasa dcida

Fosfolipasa A, , A

Colesterol es{ereaga

ENZIMAS QUE ACTUAN SOBRE CARBOHIDRATOS :

Lisozima

Neurominidasa
alfa-Glucosidasas
beta-Glucosidasas
alfa-Galactosidasa
beta-Galactosidasa
alfa-Manosidasa
alfa-acetil glucominidasa
alfa-acetil galactosamida
beta-acetil galactosamida
beta-Glucuronidasa
alfa-L-Fucosidasa
beta-D-Fucosidasa

Sucrasa

Hialuronidasa
Ribonucleasa acida

Ribonucleasa
Deoxiribonucleasa dcida

Aril sulfatasa
Fosfatasa dcida y alcalina




3.2 DEGRANULACION

Los granulocitos neutrdfilos PMN (o PMG) contienen varios grénulos
o 1isosomas con diferentes contenidos enzimiticos. (2,3,6,16,20)
La degranulacifn es el fenfmeno morfoldgico mds caracterfstico asociado con
1a fagocitosis; los diferentes lisosomas muestran diferentes porcentajes de
liberacifn enzimitica respondiendo a diferentes estfmulos. (10,11,12,13,20)
La degranulacifn ocurre una vez que los microorganismos han sido fagocitados
ya que se produce 1a fusion de los grinulos citoplasmdticos con 1a membrana
de la vacuola fagocftica y el contenido es vertido al interior de la vacuola.
La degranulacifn puede ocurrir por endocitosis después de la fusién de las ¢
membranas de 1isosoma-fagosoma y va acompafiada de liberacidn de enzimas lisg
somales {mieloperoxidasas, beta-glucuronidasas, lisozima) y citoplasmiticas
(lactato deshidrogenasa-LDH), de granu)ocitos'neutr6f11os PMN (o PMG) duran-
te 1a fagocitosis de particulas en latex inerte o bacterias. {9,10,13,30,31)
La degranulacidn es muchc mds rdpida y pronunciada por fagocitosis de bacte-
rias que de partfculas inertes. Con frecuencia existe fusibn 1isosoma-lisoso
ma, asT como también la fusibn Visosoma-fagosoma para la liberacifn del mate
rial granular que ha sido transportado por una fusién 1isosoma-1issoma-fagoso
ma, (60) y enzimas ricas de material granular salidas de Tos fagosomas han si
do demostradas morfolSgicamente (14,18,26) y bioquimicamente.(1,20)
Durante la fagocitosis bacteriana hay evidencia de material granular liberado
dentro del citoplasma causando desintegracifn enzimdtica, y durante el curso
de esta, ocurre 1isis celular sobre cerca del 5% de las células bacterianas
al cabo de 60 minutos. En este mismo tiempo la liberacién enzimitica debida
a la fagocitosis bacteriana es de un 20-30% del contenido total enzimitico en
los granulos de los leucocitos PMNs.
Existe una liberacifn no especifica de LDH (lactato deshidrogenasa) durante
la fagocitosis de partfculas inertes probablemente debido a una eritrofagoci

tosis.
La degranulaci6n también puede ocirrir por exocitosis y sugerimos el siguien
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te mecanismo:

1) Regurgitacién durante la alimentaciGn o la pérdida de enzimas de los fagg
somas inméviles conectados a 1a membrana celular. (10)

2) Endocitosis inversa {opuesta o contraria) o también 1lamada fagocitosis
frustada, debido a la fusifn de lisosomas a las membranas celulares, (9,18,21)
particularmente dentro de respuesta para complejos inmunes. (10,13}

La 1isis celular causando liberacidn de enzimas, ha sido observada para mong
citos (7), pero no para leucocitos PMN (o PMG). (25)

E1 material granular de los lisosomas puede ser transportado de una parte dis
tante de la célula hacia los fagosomas, {aunque no hay evidencia cierta de
que asi ocurra) (5,20); Con esto sin embargo sugerimos que el sistema microtyu
bular estd envuelto dentro del transporte. (11,27) {ver esquema 3.2)
LIBERACION ENZIMATICA DURANTE LA FAGOCITOSIS. (30,31)

Se 1levé a cabo un estudio para medir 1a liberacidn enzimdtica que
existe en la fagocitosis. La fagocitosis empleada fue sobre las bacterias de
Estafilococo aureus (S. aureus) y Escherichia coli (E. coli) 1legdndose a l0s
siguientes resultados: la lisozima, la beta-Glucuronidasa y LDH (lactato des
hidrogenasa), se encontraban presentes en el medio antes de empezar la fagocj
tosis, mientras la mieloperoxidasa (MPO) estuvo solamente dentro de las célu
las. Existe liberacidn ligeramente alta de lisozima y LDH que de MPO y beta-
Glucuronidasa dentro de este experimento {(con S. aureus y E. coli) no especi
fica. E1 contenido enzimdtico decrece de el fondo de la capa y se incrementa
dentro de el fluido sobrenadante y la liberacidn enzimdtica por la fagocito-
sis de particulas de latex de poliestireno no fueron diferentes de estas den
tro de 10s enzayos con S. aureus y £. coli (usados como controles), existien
do una liberacién ligeramente alta de LDH que de otras enzimas durante la fa
gocitosis bacteriana.. Sin tomar en cuenta el tipo de fagocitosis, existe
tna correlacion significante entre las enzimas LOH citoplasmitica y MPO (r=

0.85, p 0.001), beta-Glucuronidasa (r= 0.40, p 0.0%) y lisozima {r=0.67,
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METABOLISMO LEUCOCITARIO

1.- Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa

2,- NADPH oxidasa; 3.- Glutati6n reductasa; 4.- NADPH-enlazado a deshidrogenasa
lactica; 5.- Glutatidn peroxidasa; 6.- Mieloperoxidasa (MPO);

7.- Fosfogliceraldehido deshidrogenasa; 8.- NADH-enlazado a deshidrogenasa 1dc
tica; 9.~ NADH oxidasa.

DIAGRAMA 3.2
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p 0.001) {N=25). (60)
Se observd la fusibn lisosoma-lisosoma, fusién 1isosoma-fagosoma y el mate-
rial granular dentro de los fagosoma. Existe ademds la fusidn 1isosoma-1iso
ma-fagosoma, que es un importante mecanismo para el transporte de enzimas
durante 1a degranulaci6n de el lisosoma para el fagosoma; Existe marcada de-
sintegracién de citoplasma sugeriendo autodigestion enzimdtica y a uno u
otra liberacidn de enzimas directamente de 1isosomas o debido a una disper-
sion de fagosomas; Evidencia de pérdida parcial de membranas fagosomales,va-
cuolizacidn de lisosomas y posible material granular dentro de el citoplasma
sosteniendo esto, existe entonces una dispersidn enzimidtica dentro de el cito
plasma, encontrdndose una pequeiia discrepancia entre la 1iberacidn enzimtica
y la frecuencia de lisis celular, ain cuando las células destruidas completa
mente pueden no haber sido observadas. (30,32,41)
Se demostré la liberacidn de fagosomas intactos de c&lulas lisadas, sin embar
go no habia acumulacidn de enzimas del acimulo sobrenadante. La igual o mayor
liberacion de enzimas citoplasmiticas o lisosomales durante la fagocitosis
bacteriana es debida a lisis celular como punto inicial del mecanismo de la
liberacifn enzimdtica.
Despu”es de la fagocitosis bacteriana, las células degfanu]adas mantenian su
integridad, mientras enzimas ricas, se perdian, las cuales in vivo pueden ser
removidas de la circulacién por células reticuloendoteliales. (60)
3.3.MECANISMOS BACTERICIDAS

Despuds de que se ha vertido el contenido granular al interior de
la cBlula, inmediatamente se activan los mecanismos bactericidas, los cuales

en la siguiente tabla se muestran.



MECANS IMOS BACTERICIDAS DE LOS NEUTROFILOS PMN. (34,35}
.- Dependientes de OXIGENO

A.- Mediados por Mieloreroxidasa (MPO)

a) Mieloperoxidasa

b) Perdxido de Hidrdgeno

c} pH &cido

d) Cofactor Oxidable {generalmente haluros)

B.- Independientes de Mieloperoxidasa {MPD)

a) Perbxido de Midrégeno (H202)

b) Ani6n Superdxido (0',) 1

c) Oxigeno singlet (sinéu]ete) ( 02)
d) Radicales Hidroxilo (OH")

II.~ Independientes de OXIGENO

Proteinas catidnicas
Lactoferrina
Lisozima

pH dcido

Histonas Nucleares
Elastasa

MMOOoo>>
[ I I

Los factores microbicidas de Tos neutr6filos podemos representarlos
de la siguiente manera;
a.- E1 pH acido de las vacuolas fagociticas es bactericida.

b.

La degranulacidn permite la 1legada de agentes microbicidas.

c.~ La tisozima ataca al mucopéptido de la pared de células bacterianas.
d.- Complemento hemolitico.
e.~ Acido ascbrbico y perdxido de hidrégeno.

f.~ Lactoferrina que inhibe el crecimiento de microorganismos.

Enzimas hidroliticas.

1

q.
h.- Sistema peréxido-mieloperoxidasa-haluro, aunque también se ha observado
la importancia que tienen los nucledtidos principalmente el ATP {adenosin tri
fosfato) como fuente de energia y como posible cofactor en reacciones de poli
merizacién. (34)

La energia del metabolismo es indudablemente importante en el englobamiento
ya que los leucocitos humanos aumentan su grado de consumo de glucosa {o en
ausencia de esta de glucogenolisis) y produccidn de lactato durante la inges

tion de particulas sugiriendo esto un aumento en el grado glucolftico 1levado
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a cabo por el trabajo de englobamiento. (65)
SISTEMAS MEDIADOS POR MPO (mieloperoxidasa). (1,15,17,35,61)
a.- MIELOPEROXIDASA (MPO).

Se encuentra en los granulos primarios (azurdfilos), es una enzima
con ungrupo hemo que cataliza la accidn de un nimero de substancias por perd-
xido. Se encuentra en vacuolas lisosomales, de los Teucocitos PMNs y en combi
nacidn con el perdxido de hidrdgeno (H202) y un haluro (1°,C17,Br",F"), for-
man un sistema antimicrobiano potente, alin en un medio libre de c&lulas.

b.- PEROXIDO DE HIDROGENO (HZOZ)'

Sabemos que el perdxido de hidrdgeno (HZOZ) en este sistema provie
ne de el metabolismo en el neutréfilo. El H202 es una de las mds importantes
substancias bactericidas, su sintesis en LPMNs, monocitos, y algunos macréfa
gos no se inhiben con el cianuro, To que nos indica que hay una oxidasa invo
lucrada, 1a cudl actda oxidando nucledtidos pirimidicos reducidos, 1os neutr§
filos que no poseen glucosa-6-fosfato (G-6-P) estdn incapacitados para formar
el perdxido. La formaci6n del perfxido es la siguiente: Reduccidn del 02 has-
ta anidn superdxido (0'5), este anidn es reducido por 1a enzima hasta HZOZ\.
La produccidn del perbxido se inicia casi inmediatamente despu”es del recono
cimiento de la particula; La formacion del perdxido 1lega a la peroxidacidn
de 1a membrana del fagosoma, y ademds este compuesto es de facil difusibn a
través de las membranas lipidicas. Para evitar dano celular los neutréfilos
y macréfagos poseen dos sistemas de destoxificacidn del perbxido, la catalasa
y las reacciones enzimiticas, involucrando glutatidn reducido.

Con deficiente produccion de H202 (enfermedad granulomatosa crénica), ciertos
microorganismos proporcionan el H202 , 21 cual regula su destruccibn, entre
estos tenemos a los neumococos y estreptococos.

Las oxidaciones teminales de microorganismos clasificados como lactobac:los
son catalizadas por flavoproteinas las cuales reducen eloxigeno a HZO? porque

carecen de catalasas, y el H202 acumulado puede ser utilizado en el sistema
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de 1a mieloperoxidasa (MPQ).
Esto explica por que los pacientes con enfermedad granulomatosa crdénica no
muestran particular predisposicién a infecciones estreptocdcicas. (69)
E1 oxTgeno es reducido para superdxido (Oé') por una oxidasa, se piensa que
este NADH regerado a partir de NADPH por una transhidrogenasa o por otro me-
canismo es el donador de hidrfgeno, por esta oxidasa u otros favorables reduc
tores de oxigeno por NADPH. E1 NADPH es regenerado a partir de NADP por 13
via hexosa. E] superbxido es despides reducido a Hzo2 el cual reacciona con el
superbxido para formar radicales oxidrilos {OH') o genera aldehidos bacterici
das por oxidaci6n bacteriana, constituidos en presencia deiones haluro y mie
loperoxidasa (MPO) liberado por el fagosoma por degranulacién. Los radicales
hidroxilo sobresaturan de per6xido los dcidos grasos de la membrana fagosomal
y ayudan al potencial de losaldehidos bactericidas.
E1 perdxido de hidrégeno (H202) saliendo del fagosoma es destruido por cata
lasas o reducido a glutatién (GSH) sobre citosol. E1 glutatidn reducido es re
generado por reacciones acopladas, esto estimula el flujo de G-6-P en la via
de las hexosas. {ver diagramas 3.3.1y 3.3.2) (1,6,15,17,19,30,34,35,40,41,
45,67)
c.- pH ACIDO

El sistema mediador de mieloperoxidasa {MPO) tiene un pH d4cido
Optimo de 4.5 a 5.0 y el pH en la vacuola fagocitica es también &cido.(59)
Todas las siguientes reacciones se efectuan a un pH dcido, reacci6n del H202
con el hierro de 10s grupos prostéticos del hemo de Ta MPQ para producir un
complejo enzima-sustrato con capacidad oxidativa.
Cuando interactua el haluro I” , la accién microbicida se 1leva a cabo a tra
vés de la ifodinacién directa de proteinas microbianas, oxidaci6n de grupos
sulfhidrilos, de enzimas o peroxidacidn de 1ipidos.
En el caso del cloruro (C17), 1a oxidacién por el complejo MPO-HZO? produce

un intermediario 0C1~ o C]2 . A pH &cido actla en forma semejante al dcido hi
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pocloroso que es formado en forma subsecuentemente y constituye un germicida
efectivo. (15,16,21,23,34,45,49,69)

d.- COFACTOR OXIDABLE (generalmente haluros)

Estos pueden ser fldor, cloro, bromo o iodo, y podemos encontrar al
i6n cloro en los neutréfilos a un nivel considerablemente superior al requeri
do para la participaci6n en la destruccidn mediada por MPO (mieloperoxidasa).
E1 i6n cloro puede entrar en la vacuola fagocftica junto con la particula fa-
gocitada o puede ser transferido por medio de l1a membrana del fagolisosoma.
La concentracifn in vivo del i6n cloro es mejor y el mis fuerte haluro oxida=-
ble a partir del correspondiente dcido hipocloroso libre y modelo del sistema
HZOZ-MPO-Cl' . (15,16,17)

Existe un ndmero de mecanismos por medio de los cuales el cloruro (C17) acti-
vdndose dafia a los microorganismos y son:
a.- Oxidacidn de grupos sulfhidrilos,

b.- Oxidacién del haluro I” a iodo,

c.

Produccidn de oxfgeno

d.~ Formacion de cloramina

La concentracién del i6n iodo en el suero es de 100 mcg./dl, las hormonas te-

trayodotiroxina (T4) y la triyodotironina (T3). pueden reemplazarlo como cofac

tor en el-$istema mediador de 1a MPO, las hormonas tiroideas se unen a los

leucocitos intactos por medio de sitios sobre las membranas plasmdticas, la

T3y Ty son degradadas 1iberando yodo como i6n inorgdnico. (35,45,67,69)

Las siguientes son reacciones en las cuales se encuentra el yodo o yoduro re

lacionado en su actividad catalitica dependiente de foduro con varias funcio

nes peroxidativas de enzimas como son:

1.- La peroxidasa tiroidea y lactoperoxidasa exhiben marcada actividad catali
tica en presencia del ioduro.

2.- E1 pseudohaldgeno, tiocianato (SCN™), no puede reemplazar al I~ como pro-

motor de la actividad catalftica. adn cuando el SCN™ es rdpidamente oxida
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do por e} H202 + peroxidasa tiroidea o lactoperoxidasa.
3.- Se encuentra que a concentraciones altas de I” se inhibe 1a actividad ca
talftica de la peroxidasa tiroidea y lactoperoxidasa.
Existe un especial interés en las condiciones con la siguiente reaccidn repor
tada por Liebhasfsky (42) :

100+ Hy0p ~memme—et 0, + H,0 +17
Esta reacci6n proporciona una base quimica para la evolucién del 02, que es
el elemento esencial de la actividad catalfitica.
En el siguiente esquema se procura explicar la actividad catalftica dependien
te de joduro de la peroxidasa tiroidea y lactoperoxidasa y la relacidn de es-

tas reacciones con las varias funciones peroxidativas de estas enzimas. (41,42,

45)
2 SCN” Sulfato + Cianuro +F
H20 3 GUAYACOL Tetraguayacol + E
E + HZOZ --T-¢5: EO 4 TIROGLOBULINA DIT T4 + E
5. .H,0
‘ 22 E1nactivo
7 6_MMI, PTU Einactivo
dgtiro «iro8ina reg )7t . O, + HO+ I” +E
g?ng+0H:E <<:::; . 2 2
I, + 208" + E
H20 2

10

E + 17 +Sulfatos + Otros C(BZ,MMI
oxidados  Produc
tos o PTU

a) La reacci6n #1 muestra la formacién del compuesto I representado en el es
quema como (E0). La exacta naturaleza del compuesto ! de enzimas peroxidasas,
no ha sido elucidado totalmente. Dolphin (*1) tiene evidencias de que el com
puesto I es mejor presentado o representado como una especie Fe(IV)-porfirin
Il-radical catidnico. Hager y col. (*2) han aceptado esta formulacién y ademas

reportan que este compuesto I de cloroperoxidasa contiene solamente un dtomo
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de oxfgeno singulete (singlet) derivado de un substrato peréxido.
“orrison y Schonbaum (*3) han usado la representacidén E0 para di-
ferenciar al compuesto 1 de otras peroxidasas.

b} Las reacciones 2 y 3 son independientes de 17 y muestra que el
£0 reacciona directamente con donadores tales como SCN™ y guaya--
col asi catalizando la oxidacién de estos compuestos por Hzoz.

¢) La reaccién 4 muestra a este EO pudiendo envolver en cataliza-
cién la unién de dos moléculas de diiodotirosina (DIT) contenida

con la proteina tiroglobulina, para formar la hormona tiroidea, y
tiroxina (T4).

d) Las reacciones 5 y 6 son también independientes de 17 y mues--
tran esto como una forma oxidada de la enzima, pudiendo ser inac-
tivado por 6-propil-2-tiouracil (PTU) y metimazola (MMI) o por --
H202.

e) La reaccién 7 muestra la oxidaci6n del 17 por EQ para formar -
un intermediario, el cual se representa como (EO1)".

f) La reaccién 8 es la base para la actividad catalftica dependi-
ente de iodo. Se propone que el compuesto intermediario (EOV)™ --
puede reaccionar con una segunda molécula de H202 en una reaccién
con catalasa, con liberaci6n de 02.

g) Reacciones 9, 10 y 11 representan bien la accidn peroxidativa

descrita de peroxidasa tiroidea y lactoperoxidasa.

E1 ioduro sirve como mecanismo de transporte en la actividad de
la peroxidasa tiroidea y lactoperoxidasa, pero es necesario el --
ATP producido en la fosforilacidon oxidativa para que esto ocurra.
(40, 42)

SISTEMAS INDEPENDIENTES DE MIELOPEROXIDASA (MPO)
1.~ PEROXIDO DE HIDROGENO (H202)

E1 peréxido de hidrdgeno (H202) tiene una actividad anti
microbiana directa, algunos microorganismos son mds suceptibles -
al H202 que otros, dependiendo de su capacidad de producir catala
sa o peroxidasa. Se forma el perdxido de hidrbgeno a partir de --

una reaccidn de dismutacién como sigue:

- +
HO, + 057 4 H ——s 0, + H,0,

2.- ANION SUPEROXIDO (oé')
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Es una molécula intermediaria altamente reactiva tiene efec-
to directo sobre los microorganismos, sin embargo existen algunos
microorganismos que tienen super6xido dismutasa y resisten la ac-
cién de este radical en la vacuola fagocitica. E1 anién superdxi-
do puede actuar como reductor o un oxidante; Cuando actia como re
ductor, como por ejemplo en la reduccibn del ferrocitocromo C o -
nitroazul tetrazolium (NBT), el anién superéxido (Oé') pierde un
electrén y se convierte hasta oxigeno, y cuando actda como un oxi
dante, como por ejemplo en la oxidacidn de epinefrina, el Oé' ga-
na un electrén y se convierte en H202.

Este anién predomina a un pH alcalino, y la dismutacién de Oé' es
catalizado por super6xido dismutasa, particularmente a un pH neu-
tro o alcalino, donde la dismutacién expontdnea es relativamente
baja.

La formacidn de este anidn super6xido es como sigue: (23,34,35)

NADH + 0, ——— NAD' + HOé

2
Oy ————> 057 + Ht

+ .-

NAD' 4 0, ——— NAD® + 0

3.- OXIGENO SINGULETE (SINGLET) (102)

Los electrones generalmente vienen en pares estabiliza
dos por Tos spines en direccién opuesta. El oxTgeno molécular es
una extraordinaria molécula dentro de su estado basal, dos de --
Tos electrones de valencia son desapareados y tienen spines en -
la misma direccibn, esto es asi dentro del estado triple (l.Q -

0.1).

E1 oxfgeno molécular singulete (singlet) es formado cuando ocu--
rre un cambio dentro de la absorcién de energia, de uno de estos
electrones para un orbital de mayor energfa con una inversidn de
spin, este estado electrénicamente excitado emite luz (quimiolu-
miniscencia), cuando este regresa al nivel del estado triple
Existen dos formas de oxigeno molecular 51nau1ete(s1nglet) ( O )
son el oxigeno singulete(singlet) delta ( ACS 0 ) dentro del --
cual nuevamente los electrones apareados ocupan el mismo orbital,
donde ( 0 - 044), y el oxfgeno singulete(singlet) sigma (T 102)
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dentro del cual los electrones de spin opuesto, ocupan diferentes
orbitales (0 - 0¢) .
Cuando se incuban los leucocitos intactos con particulas, emiten
luz indicando que se forma el oxfgeno diatémico en la célula in-
tacta. Esta quimioluminiscencia no se observa en ausencia de gago
citosis o cuando se emplean leucocitos de pacientes con la enfer-
medad granulomatosa crénica. .
Cuaride se ahade hipoclorito a un axceso de H202. el oxigeno es -~
liberado en una cantidad equivalente a la cantidad de hipoclorite
afiadido. ‘ '

H,0, + O0CL" —m— 02+CL'+H0

272 2

Una debil quimioluminiscencia roja acompafada esta reaccién. La -
quimioluminiscencia resulta de la disminucién de energia de gru--
pos carboxilos excitados electrénicamente, generada por el 02 du-
rante Ta oxidacidn de los microorganismos ingeridos, esta oxida--
cibn trae como consecuencia Ta muerte de los microorganismos. La

quimioluminiscencia estd estrechamente relacionada con la oxidaci
6n de la glucosa por la via colateral de hexosa monofosfato. (33,
34, 35,41,49,61).

A continuacidén ponemos el esquema de la excitacibn y reduccidn --
del oxfgeno,

(5 o, (A oy

y.0: 0.¢ 0 : ::f‘

\/ (HO3)

t_ﬁ;ﬁ.f — Hi 0 10, ——» Hi0:0:H —» L0:H —~>H:§:H

€ e
3 .
o) 1 I (H,0,) () (H,0)
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4. - RADICALES HIDROXILO (OH")

La reduccidn adicional de H202 resulta dentro de la for-
maci6n de radicales hidroxilo; Estos radicales hidroxilo estan for
mados por la interaccidn de H202 y el anién super6xido como lo --
muestra la reaccibn siguiente:

0; + H202 - (QH' + OH 4 02

La produccidn de OH® por cé&lulas fogocfticas también ha sido pro-
puesto, basandose en la formacién de etileno, el sistema de la Xan
tina-oxidasa, la que genera entre ambos Oé' y H202, forma etileno
a partir de metional.

Esta reaccidn es inhibida por superdxido dismutasa, catalasa y OH'
emigrante. La formacibfn de OH' por célula fagociticas.

Tampoco la mieloperaxidasa es requerida para una 6ptima formacidn
de OH" formados por los leucocitos PMNs, o que ocurra formacifn de
etileno por el mecanismo dependiente de mieloperoxidasa, 1o cual

no involucra radicales hidroxilos . (33, 40, 42,49).

SISTEMAS INDEPENDIENTES DE OXIGENO

Los sistemas o mecanismos de actividades microbicidas in
dependientes de oxfigeno incluyen:
a.- PROTEINAS CATIONICAS

Se encuentran en los grdnulos primarios (azur6filos) y
dafian la pared de los mucopolisacdridos, actuan a un nivel 6ptimo
de pH alcalino. Los mucopolisacaridos dafian la pared célular, si -
alguna substancia (antibidticos) interfieren en el ciclo normal --
del crecimiento, puesto que a diferencia de sus c&lulas huéspedes,
las bacterias no son isotdnicas con los liquides corporales.
Su contenido se encuentra bajo elevada presifn osmética y su viabi
1idad depende de que la integridad de 1a malla del mucopeptido de
la pared celular, sea mantenida a través del ciclo de crecimiento.
Cualquier compuesto que inhiba algiin paso de la biosintesis del --
mucopéptido, hace que la pared de 1a célula bacteriana en crecimien
to se debilite y que la célula experimente lisis,

b.- LACTOFERRINA

Es una protefna unida al fierro la cudl tiene propieds

des microbiostdtica cuando no estd compietamente enlazada al fie-
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rro Inhibe el crecimiento por enlazamiento del fierro requerido
como un nutrimento esencial para los microorganismos. La lactofe
rrina estd preéente en los grénulos de los leucocitos PHNs y se

libera dentro de la vacuola fagocftica.

c.- LISOZIMA

Ataca a los mucopéptidos de la pared celular de las bac
terias. Las bacterias que son intrinsicamente insensibles a la -
lisozima, empiezan a sensibilizarse a ésta por la presencia de -
complemento hemolitico o dcido ascdrbico y HZOZ

d.- pH ACIDO

La acidéz (pH 3.5-4.0) puede resultar de la produccibn
de dcido ldctico en la glucélisis durante la fagocitosis o refle
ja la produccibn de &cido carbénico por la presencia de anhidra-
sa carbénica. Sin embargo los polisacdridos microbianos tienen -
un papel importante en el cambio de pH mediante intercambio i6ni
co.
e.- HISTONAS NUCLEARES .

Son liberadas en los alrededores de los tejidos muer-
tos y tienen actividad antimicrobiana directa.

f.- ELASTASA

La elastasa de grdnulos primarios, ataca a los mucopép
tidos de ciertas paredes celulares y son mds importantes en la -
disgesti6én que en 1a destruccién. (49, 57, 67, 69)



CAPITULO IV

DISCUSION

La funcidn primaria de las células fagocitarias en el or-
ganismo consiste en la localizacidn, captacifn, y eliminacién de -
substancias extrafias, particulas, microorganismos, etc.
Requieren varios pasos para cumplir con esta funci6n, En primer Tu-
gar, las células deben 1legar a donde se encuentra la substancia
extrafia (quimiotactismo); a continuacidn atrapan dicha substancia
(fagocitosos), finalmente, después de una serie de acciones metabdli
cas, destruyen a la substancia en cuestidon o inhiben la multiplica-
cién del microorganismo (muerte microbiana).
Los leucocitos PMNs, responden a tres estimulos quimiotdcticos di-
ferentes, originados por el sistema del complemento, por factores
bacterianos y producidos por linfocitos.
La fagocitosis se puede dividir a su vez en dos etapas: Fase de Fi-
jacidn y fase de ingestifn.
En la fase de fijaci6n, se establece un s61ido contacto con la par-
ticula, en ocasiones se consigue esta directamente por interaccién
del fagocito con la particula, otras veces la fijacibn requiere la
presencia sobre la membrana plasmdtica del fagocito de dos tipos -
de receptores:
1) Un receptor para el fragmento fijaci6n del complemento (Fc) de

una molécula de inmunoglobulina y

2) Un receptor para el complemento C3b del complemento.
En presencia de ciertas protefnas del suero, como el complemento y
determinados anticuerpos (Acs.) (opsoninas), la fijaci6n sobre los
receptores de superficie de las bacterias es mds facil y la fagoci
tosis es mas eficiente,

INGESTION

El fagocito forma una invaginacién de la membrana plas-
matica, con lo cual la particula queda incluida dentro del cito--
plasma en el interior de una vacuola (fagosoma) cuya pared est§ --
formada por la membrana invaginada.
Después de la aparicidon del fogosoma, 1a porcibn de membrana que -
rodea la particula va separdndose progresivamente de la superficie
quedando en el interior de la c&lula, lo que se 1lama una vacuola
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fagocitaria. Los grdnulos de los lisosomas del leucocito se apro-
xima al fagosoma, uniendose las membranas que limitan ambos, has-
ta formarse un fagolisosoma.
Los grédnulos se rompen y liberan dentro de la vacuola las enzimas
que contienen, éstas enzimas entran en contacto con la particula
ingerida. Este fen6meno 1lamado degranulacifn, es el equilibrio
vacuolftico morfolbgico de la transferencia de enzimas del grénu-
To Tisos6mico al fagosoma.
Al ocurrir 1o anterior aumenta la acidéz intracelular a partir de
tas substancias liberadas por lo grdnulos.
FENOMENOS METABOLICOS

Una vez formada la vacuola fagocitica, se inicia en la
célula una serie de reacciones bioquimicas. Los ciclos metabdli-
cos que intervienen de manera primaria corresponden a la vfia glu-
colitica para interruptir la vifa de monofosfato de hexosa.
En conjunto, la activacién de estas vias recibe el nombre de in-
terrupcidn respiratoria y comprende.
1) Aumento de la glucflisis
2) Aumento de la actividad de la interrupcifn del monofosfato de

hexosa (HMP) y
3) Incremento del consumo de oxTgeno y de la produccifn de peré-
xido de hidrégeno (H202) y écido léctico.

El aumento del dcido ldctico explica en parte el descenso del pH
dentro del fagosoma. La utilizacidn preferencial de estas vias
en ciertas células fagocitarias come los neutr6filos, facilita -
su funcibn en adreas donde el oxfgeno puede ser escaso.
Entre las enzimas que intervienen en el metabolismo de las cé8lu-
las fagocitarias destaca la oxidasa de NADPH, esta enzima po-
dria cumplir dos funciones:
1) Constituir una fuente de NADP, que puede ser el factor limi-
tante en la regulacién de la actividad de la interrupcién del --
moenofosfato de hexosa (HMP).
2) Intervenir en la produccidn de perbxido ( H202), componente -
esencial de las reacciones microbicidas.
Ademds el NADP interviene en otras funciones metabdlicas como la
produccién de glutatidn, el metabolismo del RNA y de los 11pidos
y la formacibn de membranas, fendmenos esenciales para las funcio
nes de Ta célula fagocitaria.
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Simultaneamente con la interrupcibn respiratoria, aumenta la pro-
duccién de H,0, o de anién super6xido (Oé').

Este anidén sufre una dismutacién en fesencia de una enzima 1lama-
da dismutasa de super6xido, en consecuencia se prodhce més H202.
La produccién de HZOZ es mds notoria en los neutrb6filos, que en -
los macr6fagos tisulares o alveolares. Se encontraron defectos en
la produccidon de H202, acompafiados de imposibilidad de iniciar la
interrupcidn respiratoria, en los leucocitos de nifios que sufrfan
diversos transtornos funcionales de los neutréfilos por ejemplo -
enfermedad granulomatosa crénica.

Existen mecanismos microbianos que dependen del oxfgeno y otros -
que no dependen del mismo.

El primer sistema formado por H202-ha1uro-mie]operoxidasa ejerce
una actividad microbicida muy potente, y contribuye a la accion -
microbicida total de las células fagocitarias, fundamentalemnte
1os neutrdfilos. E1 mecanismo de accidn para el complejo MPO-halu
ro-HZOZ, inlcuye la formacién de aldehidos y de hipoclorito, con
la halogenacidn de proteinas bacterianas, el resultado global se-
ria la muerte del microorganismo.

Existen mecanismos distintos del sistema MPO-ha]uro-HZOZ, estos -
sistemas, actGan por ejemplo en el caso de concentraciones bajas
de Hzoz, en esos casos la mieloperoxidasa (MPO) es substituida --
por una catalasa.

Entre los sistemas que no dependen de la MPO, se encuentra el pro
pio H202 que posee actividad antimicrobiana; el radical superixi-
do (Oé') que se produce durante la fagocitosis, debido a la reduc
cion univalente del oxigeno molecular; es un radical sumamente té
xice, muy importante en cuanto a actividad bactericida.

La dismutacidén ulterior del Oé' por intervencifén de la dismutasa
de superfxido (DSO) tiene como resultado la formacidn de H202 . -
como se muestra en la reaccién.

P il

. .- +
02 + 0, + 2 H o o2 4 “202

£1 radical superb6xido, ademds de su propia actividad bactericida



puede producir por dismutacidn H202 microbicida. Esto nos indica
que el Oé' actia como un cuerpo intermedio en la produccibn de -
H202. contribuyendo indirectamente al funcionamiento del sistema
dependiente de la MPO. '

E1 axfgeno de singleto(singlet) (102), es un oxfgeno molecular -
en estado de excitacién electrénica que emite Tuz (quimioluminis
censia) cuando vuelve al estado basal de tripleto (02).

E1 origen de este oxigeno de singleto (102) pueder ser una reac-
cién dependiente de 1a MPO en la cual se forma hipoclorito. Este
oxfgeno de singleto podrfa reaccionar también con algunos grupos
quimicos no saturados; por ejemplo los grupos etileno, formando
dioxoetanos a nivel de dobles enlaces inestables, y este fenome-
no podria resultar t6xico para loa microorganismos.

1o2 0
\ / /\
¢ = ¢ —_— (-

/ \

con to cudl intervendria en la muerte bacteriana debido a siste-
mas dependientes de MPO.

El fogosoma contiene tambfen lactoferrina, proteinas fijadoras -
de hierro que inhibe el desarrollo de Tos microorganismos.

E1 agente microbicida mds potente dn los granulocitos (neutrdfi-
los) es el per6xido de hidrégeno ( HZOZ)’ puesto que en si ataca
bacterias hongos y virus. Actividad que aumenta considerablemen-
te cuando se encuentra presente MPO, asi como iones yoduro y clo
ruro.



CAPITULD V
CONCLUSIONES

Podemos concluir que algunos de los sistemas antimicro-
bianos independientes de mieloperoxidasa {MP0) de los leucocitos
polimorfonucleares (LPMNs) neutrofijos {pH &cido, lisozima, lacto
ferrina y protefnas catifnicas), son efectivas bajo condiciones
anaerfbicas. Otras sin embargo requieren oxigeno.

La conclusiones evidentes para la presencia de oxigeno dependien
te pero mieloperoxidasa {MPO) independiente en los sistemas anti
microbianos dentro de los Jeucocitos polimorfonucleares (LPMNs)
neutrdfilos que describen en los siguientes puntos:

1.- Leucocitos deficientes en el metabolismo oxidativo {enferme-
dad granulomatosa crfnica) tienen un gran defecto microbici-
da.

2.- En contraste, en la enfermedad granulomatosa crénica se indu
ce la fagocitosis incrementando el consumo de oxfgeno, como
en la oxidacidén de glucosa C-1, produccion de Oé' y generaci
6n de HZOZ; estos no son abatidos ailin con deficientes de MPO
que de células normales.

3.~ Los productos de reduccidn o exitaci6én de oxigeneo (0 . H202.
OH" y O ) tienen actividad antimicrobiana dentro de la ausen
cia de 1a mieloperoxidasa (MPO).

4.- La actividad antimicrobicida se puede inhibir por catalasa,-
pero no por superdxido dismutasa, implicando ta formacidn de
H202 como agente téxico.

5.- De los sistemas antimicrobianos dependientes de oxigeno, apa
rece el sistema MPO-haluro- H202 , para predominar durante -
el pertodo tempranc post-fagocitico.

6.- Dentro de la ausencia de la mieloperoxidasa (MPG) y posible-
mente también en su presencia, 10s productos de la reduccién
del oxigeno, se acumuia para destruir al organismo ingerido,
en combinacidén con los sistemas antimicrobianos independien-
tes de oxfigeno.

7.- La toxicidad de ambos sistemas (sistema MPO y sistema MPO- -
independiente, oxigeno-dependiente) pueden ser mediados en -
parte por la formacién de oxfgeno sinalet (sinqulete).
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